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1. Roviditések jegyzéke

2-aminoetoxidifenil-borat (a TRPV3 nem-szelektiv aktivatora)
Sa-dihidrotesztoszteron

arachidonsav

atopias dermatitisz

anandamid (arachidonoil-etanolamid)

TRPV1 szelektiv, kompetitiv antagonista ((2E)-N-(2,3-dihidro-1,4-
benzodioxin-6-il)-3-[4-(1,1-dimetiletil)fenil]-2-propénamid)
antimikrobialis peptid

,,bicinchoninic acid”

bazikus fibroblaszt novekedési faktor
szarvasmarha szérumalbumin

(-)-kannabidiol

,,cluster of differentiation”

kadherin-1, E-kadherin (epitelialis)
komplementer DNS (dezoxiribonukleinsav)
Ca?'- és Mg?"-mentes, foszfatpufferelt sooldat
katekol-O-metiltranszferaz

citokrom P450 enzim

diamino-benzidin kromogén

4’,6- diamidino-2-fenilindol

differencialt

,Dulbecco’s Modified Eagle Medium”
dimetil-szulfoxid

2,4-dinitrofluorobenzén
deoxinukleozid-trifoszfat

endokannabinoid rendszer
etilén-diamin-tetraecetsav

epidermalis novekedési faktor

epidermalis novekedési faktor receptor
extracellularis szignal altal regulalt kinaz
magzati szarvasmarha szérum
fluoreszcein-izotiocianat

faggylimirigy

fluoxetin
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

,,2-metil-1-[3-(4-morfolinil)propil]-5-fenil-N-[3-(trifluorometil)fenil]-1H-

pirrole-3-karboxamid” TRPV4-szelektiv antagonista
4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav
,Human Keratinocyte Growth Supplement”

II. osztalyu hisztokompatibilitasi antigén
tormaperoxidaz

intercellularis adhézids molekula-1

interferon



IL interleukin

IP-10 interferon gamma-indukalhat6 fehérje 10

I-TAC interferon-indukalhat6 T-sejt alfa kemoattraktans
KC keratinocita

LA linolsav (PPAR aktivator lipogén agens)

LDLR alacsony stirtiségii lipoprotein receptor

LPS lipopoliszacharid

MACS magnesesen aktivalt sejtszortirozas

MAPK mitogén-aktivalt protein kindz

MBTPS2 membranhoz kotott transzkripcids faktor protedz-2
MCP-1 monocita kemoattraktans protein-1

M-CSF makrofag koldniastimulalé faktor

MIG interferon gamma altal indukalt monokin

MIP-1a makrofag gyulladasos protein-1 alfa

MITF mikroftalmia-asszocialt transzkripcios faktor
MMP matrix metalloproteinaz

mtROS mitokondrialisan termel6dod reaktiv oxigéngyokok
MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetraz6lium-bromid
NaOH natrium-hidroxid

n.s. nem szignifikans

NF-xB ,nuclear factor kappa-light-chain enhancer of activated B cells”
NHEK normal human epidermalis keratinocita

NK negativ kontroll

NLRP3 NOD-, LRR- és pirin domént tartalmazo protein 3
NRIP1 ,»huclear receptor interacting protein 17 (RIP140)
oD optikai denzitas

ORSK kiils6é gyokérhiively keratinocita

PAI-1 plazminogén aktivator inhibitor-1

PAMP patogén-asszocialt molekularis mintazat

PAR proteaz-aktivalt receptor

PBMC periférias vér monomorfonukledaris sejtek

PBS foszfatpufferelt sdoldat

PBST Tween20® detergenssel kiegészitett foszfatpufferelt sooldat
PDGF-BB  trombocitabdl szarmazd BB novekedési faktor
PDK1 foszfoinozitid-fiiggo kinaz 1 / PIP3-fiiggd kinaz 1
p(l:C) poliinozin-policitidilsav

PI3K foszfatidilinozitol-3-kinaz

PKCH protein kinaz C delta

PPAR peroxiszoma proliferator-aktivalta receptor

PPIA ciklofillin A (peptidil-prolil izomeraz A)

PRR mintazatfelismerd receptor

RNA-Seq RNS/transzkriptom szekvenalas

RNS45S 18S riboszomalis RNS

ROS reaktiv oxigéngyok

RR ruténium voros (altalanos TRP csatorna gatlo)



RT buffer
SAA
SCrRNS

SDS
SERT
sIL
SiIRNS
SPGE2
SRB
SRB-Mphg
SSRI

ST
sTNFa
TAC
TBST
TCR

TF
TGF-p
TIMP
TLR

™

TNF

tPA

TRP
TRP-1
TRPA
TRPC
TRPM
TRPML
TRPP
TRPV
TSLP
uPA
UPAR
VCAM-1
VEGFR2
a-1gM
aSM Actin

reverz transzkripcids puffer
szérum amyloid A

a szelektiv géncsendesités soran kontrollként alkalmazott, homologiat
semmilyen ismert mMRNS-sel sem mutato ,,scrambled” RNS konstrukt

natrium-dodecil-szulfat
szerotonin transzporter
szolubilis interleukin

a szelektiv géncsendesités soran alkalmazott kis, interferalo RNS konstrukt

szolubilis prosztaglandin E2

szulforodamin B

szulforodamin B csak makrofagokon mérve
szelektiv szerotonin visszavételezést gatldo farmakon
szerotonin

szolubilis tumornekrdzis faktor alfa
Htransit-amplifying” sejtek

Tris pufferelt sdoldat Tween20-szal kiegészitve
T-sejt receptor

szoveti faktor

transzformdl6 novekedési faktor béta
metalloproteindzok szoveti inhibitora

Toll-like receptor

trombomodulin

tumornekrozis faktor

szoveti plazminogén aktivator

tranziens receptorpotenciali kationcsatorna
tirozindzhoz kapcsolddo protein-1

a TRP csatornak ,,ankirin” alcsaladja

a TRP csatornak ,,kanonikus/klasszikus” alcsaladja
a TRP csatornak ,,melasztatin” alcsaladja

a TRP csatorndk ,,mukolipin” alcsaladja

a TRP csatorndk ,,policisztin” alcsaladja

a TRP csatornak ,,vanilloid” alcsaladja

»thymic stromal lymphopoietin”

urokindz tipusu plazminogén aktivator

uPA receptor

vaszkularis sejtadhézids molekula-1
vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor receptor 2
alfa immunglobulin M

alfa simaizom aktin



2. Bevezetés

Az emberi test egyik legnagyobb szerve a bér, mely kiemelkedé szerepet t6lt be a
szervezetiink védelmében. Osszetett barrierrendszert képezve, az immunrendszerrel SZoros
egylittmikodésben egyarant véd a kornyezetlinkbdl érkezdé kémiai, fizikai/mechanikai €s
biologiai behatiasokkal szemben. Munkacsoportunk hossza évek ota foglalkozik a bér
(kor)élettani folyamataival, illetve azzal, hogy a bdrben fellelhetd kiilonb6z6 sejttipusok
hogyan jarulnak hozzéd a gyulladéssal és/vagy viszketéssel jard korképek kialakulasdhoz
vagy ¢éppen javulasahoz. Laboratériumunk kutatdsainak masik alappillére az
endokannabinoid rendszer (ECS) vizsgalata. Az ECS egy Osszetett élettani szabalyozd
rendszer, melynek receptorai és endogén ligandjai a szervezetben szinte mindenhol, igy a
bérben is megtaldlhatoak. Az ECS ,klasszikus” tagjai mellett a bdrben az ionotrop
kannabinoid receptorként is funkcionald tranziens receptorpotenciali (TRP) ioncsatorna
csalad tagjai is jelen vannak. Minthogy a kozelmultban kimutattuk, hogy a féként Ca?*-ra
permeabilis, hoérzékeny TRPV1, -2 ¢és -4 ioncsatornak kifejez6dnek a human
faggyamirigyek sejtjeiben, az értekezés alapjaul szolgalo egyik publikacioban a negyedik
,melegérzékeny” TRPV csatorna, a TRPV3 kifejezodését és szerepét vizsgaltuk meg human

szebocitakon.

Kisérleteink masodik felében egy, a kannabinoid rendszerhez kozvetleniil nem
kapcsolodd anyag, a klinikai gyakorlatban évtizedek Ota biztonsagosan alkalmazott
antidepresszans fluoxetin (FX) hatasait vizsgaltuk human epidermalis keratinocitakon,
kiilonds tekintettel a molekula lehetséges gyulladasgatld hatasaira, illetve a FX

boérgyogyaszati repozicionalasanak lehetdségére.



3. Irodalmi attekintés

3.1 4 bor

Testiinket kiviilr6l boritd f6 védelmi vonalunk ¢és legnagyobb érzékszerviink a bdr,
mely - az immunrendszerrel szoros egylittmiikodésben - fontos szerepet jatszik szervezetiink
védelmében. A testiink és kornyezetiink kozotti zavartalan kapcsolat fenntartasdhoz
elengedhetetlen a bor épségének és funkciojanak megléte. Boriink komplex barrier funkcioi
révén véd a kiilonbozd kornyezeti artalmaktol, mechanikai és kémiai behatasoktol,
potencialisan patogén mikrobaktol, illetve a tilzott vizvesztéstol. Kiiltakaronk emellett részt

vesz a hészabalyozasban, fontos az érzékelésben és a hormontermelésben is.12

Epidermisz
Dermisz
Boralja
Sz06rtilisz6
Faggytimirigy
Kapillaris
Verejtékmirigy
Erzéneuron
Porus

§2 9 =1 G Ol 25 @9 W [=

1. dabra A bér felépitése (forrds: https://www.education.com/worksheet/article/inside-out-
anatomy-integumentary/; letoltve és modositva: 2020.01.23.)

Boriink felszine felndtt szervezet esetén mintegy 1,5-2 m? és a teljes testtomeg
koriilbeliil 15 szazalékat teszi ki, melyet természetesen a bor alatti zsirszovet mennyisége €s
testfelsziniink mérete is befolyasol.> A bdr harom f6 rétege (1. abra) a felham, vagyis az

epidermisz, az irha, azaz a dermisz, valamint a béralja, azaz a szubkutisz.*



3.1.1 Az epidermisz, az epidermalis keratinocitik és az atopidas dermatitisz

Az epidermisz tobbrétegli elszarusodd lapham, melynek sejtjei folyamatosan
megujulnak, regeneralddnak. Négy fO sejtpopuléacid, a keratinocitdk, a melanocitak, a
Langerhans-sejtek, illetve a Merkel-sejtek alkotjak.>® A koriilbeliil 0,5-1 mm vastagsagu
felham nagy hanyadat a keratinocitak épitik fel, melyek elsédleges feladata a barrier
kialakitasa, ami a korabban is emlitett védelmet biztositja a kiilonb6z6 fizikai, kémiai és
biologiai hatasokkal szemben, illetve kiilonboz6 citokinek, kemokinek és egyéb mediatorok
felszabaditdsaval fontos szerepet toltenek be a bort érintd gyulladdsos folyamatok
szabalyozasaban is.?

Az epidermiszt, mint a test és kdrnyezete kozotti kapcsolodasi pontot kis tilzassal

2

Ujabban ,harmadik agynak” is szoktak nevezni, mivel tobb receptort és érzékszervi
informaciot feldolgozo rendszert tartalmaz, valamint szamos hormont és neurotranszmittert
is termel. E kissé provokativ nézet képviseldi szerint az epidermalis keratinocitak
tulajdonképpen ,.eléemésztik” és (kiilonféle mediatorok felszabaditasaval) ,,leforditjak™ az
informéciot a tobbi sejt (pl. az érzdidegek) szamara, és hasonl6 logika mentén a potenciélis
koérokozok jelenlétére adott citokin/kemokin valaszuk segitségével a lokalis
immunfolyamatok elindulasat és lefolyasat is mélyrehatoan befolyasoljak. 0!

A bor barrier funkcidinak (azaz a fizikokémiai, immunologiai és mikrobiologiai
barrierek) épsége nélkiilozhetetlen a szervezet tuléléshez. Ezek miikodési zavara, illetve
karosodasa olyan rendkiviil gyakori betegségekhez vezethet, mint az ekcémaként is ismert
atopias dermatitisz (AD). A becslések szerint az AD a gyermekek ~15-30%-at, a felndttek
2-10%-4t és az idések 1-3%-at érinti,'>'® igy vilagszerte milliok életminéségét rontja
jelentdsen, és komoly terhet jelent mind az érintett egyének, mind a tarsadalom szaméra.'>

15 Kozismert, hogy az AD tiineteinek kialakulasat a fizikokémiai, mikrobiologiai és

immunoldgiai barrier zavarai segitik el8.>® A folyamatban fontos szerepet jatszik az

10



epidermalis keratinocitak differencidlodasanak zavara és ezaltal a fizikokémiai barrier hibas
miikddése, pl. genetikai hajlam (pl. filaggrin mutaciok) vagy mas tényezék miatt.*21316 Ezen
tilmenden a boér rendellenes lipidtermelése,’’'® a borfelszin fokozott pH-ja,'° a bér
mikrobiota kéros elvaltozasai,?® valamint a Th2/Th22-dominalt immunvalasz'>!® mind jelen
vannak az AD-ben. Bar a betegség kivaltd oka nem teljesen vilagos, az epidermalis
keratinocitak diszfunkcidja minden bizonnyal kézponti szerepet jatszik a folyamatban.

A fentiek mellett a kozelmultban ismertté valt az is, hogy a Toll-like receptor 3 (TLR3)
expresszidja szintén Osszefligg az AD tiineteinek sulyossagaval. A TLR3 jelatvitelnek
szerepe van tovabba az allergids borgyulladas kialakulasaban és a barrier diszfunkcidban

egyarant, 212

amelyek mind kapcsolatban 4llnak az AD tiineteivel.

Az epidermalis keratinocitdk a kérnyezetbdl érkezd korokozokat a sejtmembranban és
a citoszolban kifejez6dé mintazatfelismerd receptorok (PRR) révén képesek érzékelni. Illyen
mintazatfelismerd receptorok egyebek mellett a fentebb mar emlitett Toll-like receptorok
(TLR), melyeket a keratinocitak felsziniikon (TLR1, TLR2, TLR4, TLRS5 és TLR6) vagy
endoszomaikban (TLR3, TLR7 és TLR9) expresszalnak.”>?° A TLR-ok a kiilonbdzd
patogén-asszocialt molekularis mintazatokat (PAMP-ok) ismerik fel, koztiik a baktériumok
sejtfalanak f6 alkotojat, a peptidoglikant, a sejtfalban talalhat6 endotoxin lipopoliszacharidot
(LPS), a flagellin fehérjét, illetve kiilonféle nukleinsavakat. Az ezektdél a receptoroktol
érkez6 szignalok a gyulladas tipusatol fliggéen szamos citokin (pl. interleukinok [IL-0K],
Langerhans- és dendritikus sejtek kozremiikodésével Thl, Th2 és Thl7 iranyi immunvalasz
kialakitasara egyarant képesek. 303!

Az antimikrobidlis peptidek (AMP-k) a kérokozok kozvetlen elpusztitdsa, a szervezet

immunsejtjeinek toborzasa és a citokintermelés szabalyozasa révén hozzajarulnak a

mikrobakkal szembeni védelem kialakitasahoz. A keratinocitak természetes immunitasban
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betoltott szerepét ilyen peptidek (pl. pB-defenzinek vagy az LL-37 katelicidin) sziikség
szerinti szekrécidja teszi teljessé.®? Az AMP-k diszregulacidja tobb betegség
patogenezisében is szerepet jatszik: pikkelysomor esetén bizonyos AMP-k tultermelddése
szerepet jatszik a koros immunvalasz kialakulasaban,®® mig AD esetén a léziokban
jellemzden alacsonyabb AMP szinteket irtak le, ami szerepet jatszhat a mikrobidta koros
atalakulasaban, illetve a bort érint6 fertdzésekkel szembeni fogékonysagban. 34

A TLR aktivacio nemcsak AMP-k és kiilonféle citokinek felszabadulasdhoz vezethet,
hanem mas, a bor (kor)élettani folyamatai szempontjabol fontos, pl. viszketést el6idézd
medidtorok termelddését is kivalthatja. Ebbdl a szempontbdl kiemelkedden fontos a
kordbban mar emlitett, keratinocitakban expresszalodé TLR3. A receptor poliinozin-
policitidilsav (p(I:C)) altali aktivaldsa nemcsak gyulladasos citokinek és kemokinek, hanem
keratinocita eredetli viszketésmediatorok — koztiik az endothelin-1 és a ,,thymic stromal
lymphopoietin” (TSLP) — felszabadulasat is eredményezi.®® Keratinocitakon végzett
kisérleteink soran ezért valasztottuk éppen a p(l1:C) — TLR3 gyulladasos modellt, hiszen a

TLR3-nak szerepe lehet nemcsak az AD patogenezisében, hanem a viszketés kialakulasaban

az AD mellett egyéb viszketéssel jaro korképekben is.

3.1.2 Alipidbarrier és a faggyumirigyek
A bOr felszinét boritd lipidréteg, amely keratinocitaktdl €s faggyamirigysejtektol

egyarant szdrmazhat, immunologiai szempontbol igen fontos feliiletet alkot. Az epidermalis
sejtek altal termelt lipidek a faggyimirigyekben gazdag borteriileteken a bdrfelszin
lipidjeinek csak jelentéktelen hanyadat teszik ki. A faggyamirigyek holokrin szekrécioja
révén termelt faggyt végiil a bor felszinére kertil, s bevonja a szdrzetet is. A ham eredetli
lipidek els6sorban a sejtek kozotti tereket toltik ki (kdzkeleti hasonlattal gy fogjak korbe a
terminalisan differencialt hamsejteket, mint a habarcs a téglakat). A faggyulipidek
elsésorban apolaros lipidek (pl. trigliceridek, viaszészterek és szkvalén), mig az epidermalis

lipidek dontéen ceramidok, Szabadzsirsavak és koleszterin keverékei, melyek az
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elszarusodott sejtburokkal egyiitt alkotjak a barrier kiils6 rétegét, biztositva a bor fizikai,
biologiai és kémiai integritasat. #7183

A faggyumirigyek az emldsok tobbségére, illetve bizonyos madarfajokra jellemz6,3®
holokrin elvalasztasi mirigyek. A holokrin szekrécidé révén a mirigyet alkoto sejtek, a
szebocitak, differencidlodasuk soran teljes egésziikben a mirigy valadékava, azaz faggyava
alakulnak.*® A faggytmirigyek az emberi boérben a tenyér és a talp kivételével szinte
mindenhol eléfordulnak. Az esetek tobbségében, de nem kizardlag, szOrtiisz6hoz
kapcsolodnak. SzOrtiisz6hoz kotott faggyamirigyeket taldlunk a hajas fejbOr teriiletén,
illetve a genitalidkon, mig szabad faggyamirigyek leginkdbb az arcon, az orr és a homlok
teriiletén helyezkednek el.** Specifikus, nem szortiisz6khoz kotott faggytmirigyek a
Fordyce-foltok, melyek az ajkak széleinél helyezkednek el, az eml6kon talalhatod
Montgomery-mirigyek, a fityman talalhato Tyson-mirigyek, valamint a szemhéj Meibom-
mirigyei. A szOrtiiszOkhoz egyidejlileg akdr tobb faggyumirigy is kapcsolodhat. A
faggytmirigyek a szortiiszokkel, illetve a ,,sz0rszalemel6” (arrector pili) izmokkal egyiitt
alkotjak a piloszebaceus egységet.*4?

A faggyumirigyek az embrionalis fejlddés 13-16. hetében jelennek meg,*® és a magzat
borét az in. vernix caseosa, vagyis a magzatmaz révén védoréteggel fedik be.***° Sziiletés
utan a faggyumirigyek aktivitasa lecsokken, majd a pubertaskorban (dontden androgén
hatasra) ismét fokozodik.*® Az emberi szervezetben betdltott szerepiik sokrétii. Elsédleges
feladatuk kétségteleniil a f0ként neutralis lipidekbdl allo faggyt termelése, amely védelmet

nyljt a bérnek vizvesztés ellen. > A

szebocitak altal termelt faggyulipidek emellett
felel6sek a borfelszin lipidjeinek haromdimenzids szervezodéséért, hozzajarulnak a barrier
integritasahoz, és erés antimikrobidlis aktivitast mutatnak.*"*® A faggyumirigyek a fentieken

tal (egyebek mellett az androgének aktivaldsa és inaktivaldsa révén) a bor endokrin

homeosztazisaban is fontosak.*?
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A faggyumirigyek rendellenes miikodéséhez leggyakrabban kapcsolhatd korkép az
akne, vagyis a pattanasossag. Az akne tulajdonképpen a piloszebaceus egység kronikus
gyulladisos megbetegedése,® amely leginkabb pubertaskorban jelentkezik, de felndtt
korban is megfigyelhetd.>! Patogenezisét tekintve komplex folyamatrol van szo, amelynek
kialakulasaban négy f6 tényez6 vesz részt, melyek a szeborrea, vagyis fokozott mennyiségii
¢és megvaltozott mindségli faggyn termelddése, a kivezetécsé abnormalis keratinizacioja, a
patogén Cutibacterium acnes (korabbi nevén: Propionibacterium acnes) torzsek
elszaporodasa piloszebaceus egységben, valamint az ezzel parhuzamosan kialakulo koros
gyulladasos folyamatok.>*® A patogén C. acnes torzsek aktivaljdk a velesziiletett
immunrendszer szerepldit, és fokozzak egyes interferonok, kiilonb6z6 interleukinok (pl. 1L-
la és -1pB, IL-8 [CXCLS8], IL-12), valamint matrix metalloproteinazok termelését, amelyek
(egyebek mellett) a kivezet6cso hiperkeratinizaciojat eredményezik, és (tovabb) fokozzak a
faggyutermelést 5.3 A fentiek mellett az akne patogenezisében fontos szerepet jatszanak
az androgénhormonok is, hiszen a faggyttermelés fokozodasa sok esetben sszefligg a férfi
nemi hormonok tiltermelésével.*

A pattanasok jellegzetesen az arcon jelennek meg, ugyanakkor gyakoriak a haton és a
mellkason is. Az akne megjelenési formai lehetnek a kiilonféle nem gyulladasos 1éziok, azaz
a nyitott vagy zart komedok (mitesszerek), valamint az altalaban papulak, pusztulak, illetve
cisztak formajaban jelentkezé gyulladasos elvéaltozasok.®” Az akne sikeres kezelése gyakran
kiilonb6z6 kezelési modok kombinalt bevetését igényli. Az egyik lehetdséget a helyileg
alkalmazott retinoidok (pl. adapalén) jelenthetik.®® A retinoidok gyulladasgatlo
tulajdonsagokkal is rendelkeznek, amelyet monoterapiaként vagy antibiotikumokkal egyiitt
a gyulladasos elvéltozasok kezelésére alkalmaznak.>® Az antibiotikumokat (pl. klindamicin
és eritromicin) helyileg vagy szajon at alkalmazva, elsdsorban az enyhe- és kézepesen stlyos

akne kezelésére hasznaljak. Mivel a helyileg alkalmazott antibiotikumok a C. acnes esetében
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is rezisztenciat valthatnak ki, egyéb antibakterialis hatasu készitmények, pl. benzoil-peroxid
hozzaadasa is ajanlott a kezelés soran.>>®° A drogériakban hozzaférheté akne elleni szerek
¢s tisztito termékek gyakran szalicilsavat tartalmaznak, amely keratolitikus és gyulladasgatld
hatasa révén hatékony a komedok elleni kiizdelemben, azonban kevésbé hatasos, mint a
lokalis retinoidok.®

A jelenleg elérhet6 leghatékonyabb anti-akne készitmény a szajon at (is) szedhetd
izotretinoin, amely az akne stlyos, illetve visszatérd formainak kezelésére szolgal.®
Sajnalatos modon az izotretinoin potencialisan teratogén (egyebek mellett az arc, a szem, a
fiilek, a koponya, a kozponti idegrendszer, a sziv- és érrendszer, a csecsemOmirigy, illetve a
mellékpajzsmirigyek fejlodésének rendellenességeit okozhatja), és szamos egyéb
mellékhatdsa is kialakulhat, igy a terdpia sordn folyamatos laboratoriumi ellendrzés
sziikséges, amely magaban foglalja a teljes vérkép, az éhgyomri lipidprofil, illetve a maj
transzaminazok szintjének mérését is. Gyakori mellékhatasai kozé tartozik a fejfajas, a bor
¢s a nyalkahartyak szarazsaga, valamint bizonyos gyomor-bélrendszeri zavarok kialakulasa,
de egyes megfigyelések szerint ronthatja a fennallo depressziot, és novelheti az ongyilkossag
kockazatat is, azonban ez utobbiak esetén egyértelmii Ok-Okozati dsszefliggés még nem nyert
bizonyitast.5061

Mindezek alapjan érthetd, hogy vilagszerte komoly igény mutatkozik olyan 0 terapids
megoldasok azonositdsara, amelyek a jelenleg elérheténél kedvezébb mellékhatasprofil

mellett lehetnek képesek hatékonyan enyhiteni az akne kiilonbz6 formainak a tiineteit.

3.2 A TRP csatornak

A TRP szupercsalad tagjai nem szelektiv ioncsatornak, amelyek kiilonb6z6 kationok
(Na*, K*, Mg?" és Ca?") mozgasat tehetik lehetdvé a sejtmembranon keresztiil.®2% A TRP-
csatornakat els6ként a Drosophila melanogaster trp mutans torzsében fedezték fel, ahol a

vadtipusu allatok sejtjeivel ellentétben a fotoreceptor sejtek fenntartott fényingerekre csak
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dtmeneti (,,tranziens”) potencialvaltozast mutattak.4% A TRP csaladba tartozo, kozel 30,
tobbnyire dominansan Ca?*-ra permeabilis kationcsatorna szamottevo
szekvenciahomoldgiat mutat, azonban szerkezeti sajatsagaik alapjan hét alcsoportjukat
kiilonithetjiik el. Ezek a klasszikus vagy kanonikus (TRPC), a vanilloid (TRPV), a
melasztatin (TRPM), a policisztin (TRPP), a mukolipin (TRPML), az ankirin (TRPA) és a
NOMPC csoportok (,,no mechanoreceptor potencial C”’; ez utobbit emlésdkben eddig még

nem azonositottak).®

A TRP csatornak nyitdsat és zarddasat nagyon sokféle hatés
befolyasolhatja. Preklinikai és klinikai vizsgalatok bizonyitottdk, hogy szdmos olyan
kornyezeti inger, mint példaul vegyi anyagok, a hdmérséklet, a nyomas, az ozmolaritas vagy
a pH valtozasai aktivalhatnak bizonyos TRP csatornakat, amelyek fontos szerepet jatszanak
egyebek mellett a latas, az izlelés, a hallas, a szaglas, a tapintas, valamint a fajdalomérzet
kialakulasaban, illetve hozzajarulnak szamos sejtélettani folyamat szabalyozasahoz is.%’
Fontos hangstulyozni, hogy az egyes TRP csatorndk sok esetben tobb kiilonbdzd aktivacios

szignalra is érzékenyek lehetnek, és egyes szigndlok (pl. egy bizonyos hdmérséklet-
tartomany) tobb csatorna miikodését is befolyasolhatjak.®®
3.2.1 ATRPV csalad tagjai

A TRPV csalad tagjai dominansan Ca?*-ra permeabilis kationcsatorndk; a TRPVS és
a TRPV6 kivételével a tobbi TRPV csatorna aktivitasa jellegzetes homérsékletfiiggést
mutat.® A TRPV1-et egyebek mellett a 43 °C feletti ho, valamint a csipdspaprikaban is
megtalalhatd és annak csipdsségéért felelds kapszaicin,’® a bizonyos helyi
fajdalomcsillapitok hatdéanyagaként™ is ismert kdmfor,’? a feketeborsban megtalalhaté
piperin,” a fokhagymaban fellelheté allicin,” illetve az endokannabinoid anandamid
(AEA)™ is aktivalhatja. Mindemellett a TRPV1 a pH valtozéasaira is érzékeny. 5,9-es pH

érték alatt (ami kialakulhat pl. sériilésekkel asszocialt szoveti acidozis esetén) a csatorna
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hdaktivaciojaban eltolodas jon létre, ami azt eredményezi, hogy a TRPV1 mar
testhdmérsékleten is aktivalodik.%®

A TRPV alcsalad kovetkezé tagja a TRPV2 jellemzéen magasabb, 52 °C feletti
hémérsékleten aktivalodik, viszont sem a pH-ban bekovetkezé valtozasok, sem a mar
korabban emlitett kapszaicin nem befolyasolja a miikodését.’® A TRPV3 a neutralis, 33 °C
feletti homérséklet mellett a mentol,”” a karvakrol,’® az eugenol’® és a timol’® alkalmazasaval
sejtkultiirakban kozvetleniil is aktivalhato, mig az arachidonsav (AA) szenzitizalja’ a
csatornat. A TRPV4 aktivitisa szintén hasonld hétartomanyban (~30 °C felett) novekszik

meg, de emellett (tSbbek kozott) ozmoszenzorként is viselkedik 882

3.2.2 ATRP(V) csatorndk szerepe a borben

A TRP csatorndk a bdérben tobbféle sejttipusban tobbek kozt a keratinocitdkban,

szenzoros neuronokban, melanocitakban, valamint kiilonboz6 immunsejtekben is

kifejezédnek, és szerepet jatszanak szamos élettani folyamat szabalyozasaban (2. abra).3

Fontossagukat jol jelzi, hogy egyre tobb bizonyiték all rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy

ezen TRP csatornak rendellenes miikddése olyan betegségek és (kor)allapotok

84-87

kialakulasahoz vezethet, mint a kronikus féjdalom, a viszketés 348889 kiilonféle

bérgyulladas formak,%%? vitiligo,®® alopecia,* a sebgyogyulas zavarai,” kiilonbdzd

bordaganatok®®1% vagy éppen a barrier karosodasa. 04103
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2. abra A TRP csatornadk sokrétii szerepe a bérben.

Forrds: Moran és mtsai., 201114
Kiegészités az abran: *A TRPV4 expresszioja a faggyumirigyekben és a szortiiszokben:
Oldh és mtsai., 2014%: Szabé és mtsai., 2019

A fentieken til munkacsoportunk az elmult években szamos borélettani folyamatban
vizsgélta a TRP csatorndk funkcionalis szerepét. Mikrodisszektalt human szOrtiiszd
szervkultarakat, illetve primer kiilsé gyokérhiively keratinocitakat (ORSK) tanulméanyozva
munkacsoportunk tagjai megallapitottak, hogy a TRPV1 kapszaicin altali aktivalasa a

szOrtiisz0 regressziv, ,katagén” hajciklustazisanak id6 elotti kivaltasaval dozisfiiggd és
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TRPV1-specifikus modon gatolta a szorszal novekedését.®® A hatds hatterében nagy
valoszintiséggel az ORSK-kon funkcionalisan aktiv formaban kifejez6dé TRPV1
aktivacioja és a hajciklus ismert negativ regulatorainak (IL-1pB, transzformaldé novekedési
faktor [TGF]-p2) fokozott termel6dése, valamint az ismert hajnovekedést elésegitd (,,pro-
anagén”) faktorok (hepatocita novekedési faktor, inzulinszeri novekedési faktor-1, illetve
ssejtfaktor) termelédésének csokkenése allt.®® A TRPV1 hajciklusban betoltott szerepét
munkatarsaink TRPV17 egerek segitségével is megerdsitették.*®

A TRPV1 mellett munkatarsaink a TRPV3 és -4 esetén is kimutattak, hogy aktivitasuk
befolyasolja a szorndvekedést. Eredményeik szerint a human ORSK-k funkcionalisan aktiv
TRPV3-at és TRPV4-et expresszalnak, amelyek stimuldldsa megemelte az intracellularis
kalciumkoncentracidt, ¢és elinditotta a szOrtiiszOk apoptozis-domindlt korai katagén
regressziojat. 106107

Ezek az eredmények egyiittesen alatamasztjak azt az elképzelést, hogy a TRPV1, -3
és -4 expresszioja ¢és jelatviteli mechanizmusai jelentds szerepet jatszanak az emlds
szOrnovekedés szabalyozasaban. A TRPV3 kozponti szerepét a folyamatban (valamint a
viszketés ¢és a lokalis gyulladasos folyamatok szabalyozdsdban) rdadasul roviddel
munkacsoportunk eredményeinek publikalasat kovetden klinikailag is sikeriilt megerdsitent;
kideriilt ugyanis, hogy az egyebek mellett stlyos periorificidlis és palmoplantaris
hiperkeratozissal, borgyulladéssal, viszketéssel és kopaszsaggal jard ritka genodermatozis,
az Olmsted-szindroma hatterében is az esetek jelentds részében'®® a TRPV3 funkcionyeréses
mutacioi allnak.%11212% Erdekes felfedezés azonban, hogy mig a TRPV3 gén mutacioit
nemrégiben az autoszomalis dominans vagy recessziv Olmsted-szindroma okaként
azonositottak, a MBTPS2 (membranhoz kotott transzkripeios faktor proteaz-2) gén mutaciodit

egy recessziv X-hez kapcsolt formaban ismerték fel. Ily modon a genetikai vizsgalatok
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elengedhetetlenek a TRPV3 vagy MBTPS2 mutacio kereséséhez és a differencial diagnézis
felallitisahoz.'%®

Amint a fenti tiinetekbdl is jol lathatd, a TRPV3 minden jel szerint a szérndvekedés
szabalyozasan tul is fontos szerepet tolt be a bor egyes (kor)élettani folyamataiban. Ezzel
Osszefliggésben munkacsoportunk nemrégiben kimutatta, hogy a TRPV3 stimulacidja az
NF-kB tutvonalon keresztiil erds gyulladasos valaszt valtott ki humén epidermalis
keratinocitakon,'® és szdmos irodalmi, illetve sajat adat sz6l amellett, hogy a TRPV3
overexpresszidja €és tulmiikddése az epidermalis keratinocitdkon jelentdsen hozzdjarul az
AD-ben jellemzé bérgyulladas és kinzé viszketés kialakulasahoz. 110113

A szortiiszok és az epidermalis keratinocitdk mellett munkacsoportunk a TRPV
csatornak human szebocitak biologiai folyamataira gyakorolt hatasait is behatéan vizsgalta.
Bebizonyosodott, hogy a szebocitakon kifejez6d6 TRPV1 kapszaicinnel torténd aktivalasa
szelektiven gétolja a bazalis, valamint az AA altal indukalt, aknét modellezd, koérosan

fokozott faggyulipid-szintézist,'*

¢s megallapitast nyert az is, hogy egy nem-pszichotrop
fitokannabinoid, a (-)-kannabidiol (CBD) a TRPV4-et aktivalva normalizalja a pro-akne
dgensek altal indukalt lipogenezist.’%® A molekularis mechanizmus alaposabb vizsgilata
utdbbi esetben arra is fényt deritett, hogy a TRPV4 aktivacidja a lipogén extracellularis
szignal altal regulalt kinaz (ERK)-1/2 mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) tutvonal
gatlasa és a ,,nuclear receptor interacting protein”-1 (NRIP1) downregulacidja révén alakult
ki 105

Bar a fentiek alapjan elmondhato, hogy egyes TRPV csatornak fontos szerepet
jatszanak a bor €s kozelebbrdl a szebocitdk bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban, a

TRPV3-mal kapcsolatban, human faggyumirigyekben kisérleteink idején még nem alltak

rendelkezésre kisérletes adatok. Mindezek fényében kisérleteink elsé felében arra
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fokuszaltunk, hogy a bdérben mar sokrétiien vizsgalt TRPV3 kifejezddését és szerepét

megvizsgaljuk a human szebocitakon is.

3.3 Egy sokoldalu szelektiv szerotonin visszavételezést gatlo (SSRI)
farmakon: A fluoxetin (FX)

3.3.1 A szelektiv szerotonin visszavételezést gatlo (SSRI) farmakonokrol daltalaban

A szelektiv szerotonin visszavételezést gatldo (SSRI) farmakonok a legszéleskoriibben
felirt antidepresszansok kozé tartoznak, melyeket depresszidval, illetve szorongassal jard
betegségekben alkalmaznak. Erdekes modon, bar a depresszio ,,szerotonin hipotézise” még
mindig altalanosan elfogadottként él a koztudatban, Gjabb eredmények alapjan egyesek
megkérddjelezik a szerotonindeficiencia koroki szerepét a depresszidban.!t®

Az SSRI-k az els6 olyan gydgyszercsoport, melyet racionalis gyogyszertervezés révén
hoztak 1étre, melynek lényege, hogy egy olyan molekulat terveznek, amely nagy
valosziniiséggel egy adott biologiai célpontra lesz hatassal.!'® Az SSRI-K, mint a neviik is
mutatja, f6 hatasukként a szerotonin transzporterekhez kapcsolodva gatoljak a molekula
sejtekbe torténd visszavételezését, és igy megemelik (vagy legalabbis szinten tartjak) annak
extracellularis mennyiségét.!’’ A szerotonin igy a szinaptikus résben marad, és képes
kotédni a posztszinaptikus membranon elhelyezkedd szerotonin receptorokhoz. 8

Habar az SSRI csalad tagjai a fentieknek megfeleléen elsdsorban a szerotonin
transzportert gatoljak, foként magasabb koncentraciokban alkalmazva befolyasolhatnak mas

(pl. dopamin és noradrenalin) transzportereket,''® és aktivalhatjak a o1 és -2 receptorokat

is. 120,121

3.3.2 Az SSRI-k farmakologiai tulajdonsagai

Az egyes SSRI-kre adott valaszok szamottevé egyéni variabilitast mutathatnak, amit
egyebek mellett a szerotoninerg rendszer kiilonb6z6 tagjait kodolo gének polimorfizmusai

okozhatnak.1?212® A klinikumban elséként (1988-ban) elérheté SSRI az altalunk is hasznalt
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fluoxetin (FX; 3. abra) volt.?* Oralisan alkalmazva szinte teljesen felszivodik.'?® Egyensulyi
koncentracioban alkalmazva a FX és aktiv metabolitja, a norfluoxetin viszonylag hossza id6

(1-4, illetve 7-15 nap) alatt eliminalodik a szervezetbdl, 126127

3. abra A FX kémiai szerkezete
(forras: https:\\pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/; letéitve: 2020.02.26.)

A SSRI-k metabolizmusaban a citokrém P450 (CYP) izoenzimek (pl. CYP2D6,
CYP2C19, CYP3A, CYP2C9) jatszanak fontos szerepet;1?812° 3 FX esetében ezek mitkodése
egy aktiv metabolitot (a mar korabban emlitett norfluoxetint) és tobb, jelen ismereteink
szerint biologiailag inaktiv egyéb bomlasterméket eredményez.'*® Mas gyogyszerekkel vald
kolcsonhatésaiban a fentiek koziil a CYP2D6 izoenzimet tartjak legfontosabbnak.'3!

3.3.3 A FX, nem konvencionalis” hatasai

A FX (és tobb tovabbi SSRI molekula) szakirodalomban régoéta ismert ,,bérrelevans”
sajatossaga, hogy hatékonyan enyhitik a kényszeres ,,bérpiszkalasban” megnyilvanulo
pszichiatriai rendellenességek tiineteit, amelyet az egyébként egészséges bor karcolasa,
kaparaszasa, illetve harapdaldsa, és a bor kdvetkezményes sériilései jellemeznek.32133 Ezen
tulmenden fontos megemliteni, hogy ujabb eredmények alapjan a FX kiilonb6z6 szervekben
(igy tobbek kozott a borben is) szamottevé gyulladascsokkentd hatast fejt ki, B>4137
viszketéscsillapité hatasa van,'*81% tovabba eldsegiti a mikrodisszektalt human szértiiszk
(re)pigmentaciojat is.2*° A FX emellett fokozza mind ragesalo melanoma sejtekben, mind

pedig normal human melanocitakban a melanintermelés kulcsenzimének, a tirozinaznak a
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kifejez6dését és aktivitasat, csakagy, mint a mikroftalmia-asszocialt transzkripcids faktor
(MITF) és a tirozinazhoz kapcsolodo protein-1 (TRP-1) szintjét. A fentickkel 6sszhangban
arra is fény deriilt, hogy szisztémasan alkalmazva C57BL/6 egerekben fokozta a szbrzet

(TRP-2) up-regulacioja is szerepet jatszott. 1!

Egyaltalan nem meglep6é modon a kiilonb6z6 gyulladassal €s/vagy viszketéssel jaro
korképekben, mint az AD, az érintett betegek életmindsége a korkép progressziojaval és a
viszketés fokozodasaval jelentdsen romlik.}*? Ezzel kapcsolatban fontos megemliteni, hogy
az AD egy allatmodelljében, az in. BALB/c egerekben az intraperitonealisan alkalmazott
FX (10 mg/kg) csokkentette a betegség tlineteit, az egerek vakarozasat, valamint a
szorongasos és depressziv viselkedésre jellemzd tiineteket.!** Hasonld eredményekre
vezettek a 2,4-dinitrofluorobenzén (DNFB) topikalis alkalmazasaval kivaltott kontakt
hiperszenzitivitast mutatd egerekkel végzett kisérletek, amelyek soran az intraperitonedlisan

alkalmazott FX sikeresen csokkentette a borgyulladas tiineteit.*3

A hatas lehetséges mechanizmusanak vizsgalatakor meg kell jegyezni, hogy a
szerotonin kiilonféle receptorai, valamint a szerotonintranszporterek jelen vannak a human
bor kiilonbozo sejtféleségeiben, ideértve a Kkeratinocitakat, melanocitakat, dermalis
fibroblasztokat,'** T-sejteket, Langerhans-sejteket,'*® hizosejteket,}*® valamint az érz6
neuronokat'*’ is. Emellett tobb SSRI molekulardl is ismert, hogy immunmodulalé hatast is
mutatnak;*814° igy példaul a FX-rél kimutattak, hogy szignifikansan csokkenti a limfocitak

crer

valoszinlileg kdzvetlen virusellenes és immunregulacios hatasoknak kdszonhetéen — a FX

alkalmazasa kedvezdéen befolyasolta a SARS-CoV-2 fertézés klinikai kimenetelét is. 1152

Fontos megjegyezni, hogy a FX gyulladascsokkenté hatasa a legtobb esetben

1,152

valoszintlileg fiiggetlen a klasszikus szerotoninerg jelpalyato ¢s inkabb mas jelatviteli
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utvonalakkal val6 kdlcsonhatas révén alakulhat ki. Ilyen lehetséges alternativ utvonalak az

153 4

NLRP3 inflammoszéma aktivacio, a nitrogén-oxid termelés,’>* illetve a
foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) ttvonal*®> %" kozvetett vagy kozvetlen gatlasa.
Bar természetesen az SSRI molekulak alkalmazasa soran is szamolni kell kiilonféle

158

mellékhatasok (pl. emésztési zavarok, csonttorésekre vald hajlam,™* aluszékonysag vagy

éppen almatlansag, fényérzékenység,*>® szexuélis diszfunkcio,®°

illetve paradox modon
egyes esetekben fokozodd ongyilkossagi hajlam®®) kialakulasaval, a FX klinikai
alkalmazéasa sordn a tobbi SSRI molekuldhoz képest kedvezdbb biztonsdgossagi és
mellékhatasprofilt mutat.’5216% Emiatt, valamint a fentiekben emlitett gyulladasgatlo,
viszketéscsillapitd és egyéb ,,nem klasszikus” hatdsok fényében nem meglepd, hogy mar
tobb esetben felmeriilt az indikacids teriiletének kiterjesztése, azaz a ,,drug repurposing”

gondolata.'®* A fentiekre figyelemmel jelen vizsgalatainkban a FX lehetséges gyulladasgatld

hatasainak tovabbi feltarasat tliztiik ki célul human epidermalis keratinocitakon.
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4. Célkituzes

A fentiekben részletezett irodalmi adatok és korabbi eredményeink fényében a

kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Kifejezédik-e a TRPV3 human szebocitdkon, és ha igen, milyen szerepet jatszik a
sejtek jellemzé biologiai folyamatainak (pl. faggyulipid-szintézis), valamint

immunfenotipusanak szabalyozasaban?

2. Miként befolyasolja a FX a human epidermalis keratinocitdk gyulladasos

folyamatait, és mi lehet a hatds mechanizmusa?
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5. Anyagok és médszerek

5.1 A kisérletek soran hasznalt kezeloanyagok bemutatasa

A kisérletek soran alkalmazott kezelGanyagokbol elsé 1épésben minden esetben
ezerszeres toménységli torzsoldatokat készitettiink, melyeket a gyartok ajanlasanak
megfelelden fénytdl védve, -20 °C-on taroltunk. A kisérlet sordn sziikséges higitasokat
kozvetlenill a sejtek kezelése elott készitettiik el. A kontroll csoportok sejtjeit minden
esetben az adott kisérletben alkalmazott anyag(ok) oldészereivel kezeltiik, igy minden
kezelés szigoruan azonos ,,0lddszerhattéren” tortént. A vizsgalatok alkalmaval hasznalt

kezelGanyagok listajat az 1. tablazat tartalmazza.

5.2 Sejtkulturdk

5.2.1 Az SZ95 human, immortalizalt szebocitdk

Mivel a primer human szebocitak fenntartasa hossza tavon nem lehetséges (a nagyfoka

spontan differenciacids hajlam miatt csupan 3-6 passzazsig tarthatok fenn), és nem all

165-168

rendelkezésre megfeleld allatmodell sem, a mult szézad utolsé évtizedében nagy

attorést jelentett az elsd immortalizalt szebocita sejtvonal, az SZ95 (4. 4bra) létrehozasa.®®

4. dbra SZ95 immortalizalt szebocita sejtvonal (passzdzs 46, sajat készitésii kép, 2023.04.01.)
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1. tablazat: A Kisérletek soran alkalmazott kezel6anyagok listaja

Sigma-Aldrich (St. Louis,

- TRPV i imetil-szulfoxid (DM . .
2-APB 3 agonista dimetil-szulfoxid (DMSO) Missouri, USA)
AMG9810 TRPV1 antagonista DMSO Tocris (Bristol, Egyesiilt
Kiralysag)
arachidonoil-
etanolamid eCB abszolut etanol Sigma-Aldrich
(anandamid; AEA)
. llad4 . .
arachidonsav (AA) gyu a a.s,os abszolut etanol Sigma-Aldrich
lipidmediator
. . Sifavitor Srl (Milan,
fluoxetin (FX) SSRI antidepresszans DMSO HAvITor St (, 1:,1110
Olaszorszag)
T s MedChemExpress
PI3K inhibitor DMSO
GDC0941 (pictilisib) shl (Sollentuna, Svédorszag)
. Tocris (Bristol, E il
HC067047 TRPV4 antagonista DMSO ocris (Bristol, Egyestilt
Kiralysag)
karvakrol TRPV3 agonista DMSO Sigma-Aldrich
linolsav (LA) PPAR aktivator abszolut etanol Sigma-Aldrich
poliinozin-policitidilsav TLR3 aktivitor siirt desztillalt viz InV|vo_Gen (San Diego,
(p(1:C)) Kalifornia, USA)
TRP csatorna Research Biochemicals
ruténium voros (RR) antagonista DMSO International (Natick,
g Massachusetts, USA)
tesztoszteron (T) androgénhormon DMSO Sigma-Aldrich

*A DMSO-t és az abszolut etanolt a VWR Internationaltél (Radnor, Pennsylvania, USA) vasaroltuk.
**A FX-t nem kdzvetleniil a gyartotol szereztiik be, hanem kollaboracios partneriink (Dr. August Wolff
GmbH & Co. KG Arzneimittel; Bielefeld, Németorszag) biztositotta a szamunkra.

Christos C. Zouboulis és munkatarsai egy 87 éves holgy plasztikai miitétje soran
eltavolitott arcborbdl izolalt faggyumirigysejteket. Ezeket a sejteket SV-40 virus nagy T-
antigénjének kodold régiojat tartalmazé pBR-322-alapti plazmiddal transzfektaltak. Az
SZ95 sejttenyészetben a sejtek kiilonb6zo méretiiek lehetnek, polimorf megjelenési,
epitelialis jellegli sejtek, citoplazmajukban szamos lipidcseppel, vakudlumokkal és sok
organellummal, melyek a lipidszintézisben jatszanak szerepet. Az SZ95 szebocitak még
hosszu, Otven passzazsig tartd tenyésztést koOvetden is megtartottdk a primer
faggyamirigysejtekre jellemzé tulajdonsagaikat (markerexpresszios profil, faggyulipid-

osszetétel stb.).1"°
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Az SZ95 szebocitakat Sebomed® Basal Mediumban (Merck-Millipore, Berlin,
Németorszag) tenyésztettiik. Ezt az alapmédiumot egészitettiik ki 10 V/V% hovel inaktivalt
magzati szarvasmarha szérummal (FBS; Life Technologies Corporation, Carlsbad,
Kalifornia, USA), 5 ng/ml human rekombinans epidermalis névekedési faktorral és 1 mM
CaCl,-dal (Sigma-Aldrich), valamint MycoZap™ Plus-CL (1:500; Lonza, Bazel, Svajc)
antibiotikum készitménnyel. Tenyésztés soran a sejteket 5% CO: tartalmu, 37 °C
hémérsékletii termosztatban tartottuk, kétnaponta cseréltiink rajtuk tapoldatot és a 60-70%-
0s konfluencia elérésekor passzaltuk Oket, hogy megel6zziik a konfluencia indukalta
differenciaci6 beindulasat. A tenyészetek esetleges Mycoplasma kontaminaciojat
rendszeresen ellendriztik MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza, Bazel,
Svajc) segitségével, és minden esetben negativ eredményt kaptunk. A sejtek tenyésztését Dr.

Szanté Magdolna, Dr. Olah Attila, Galicz Anita és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

5.2.2 A primer normal human epidermalis Keratinocitik (NHEK) tenyésztése

A primer humén epidermalis keratinocitakat (NHEK) sebészeti beavatkozason atesett,
boérgyogyaszatilag egészséges egyénekbdl izolaltuk. A kisérletekre a Debreceni Egyetem
Regionalis és Intézményi Kutatasetikai Bizottsaga ¢és a Hajda-Bihar Megyei
Kormanyhivatal jovahagyasaval (azonositok: 1X-R-052/01396-2/2012, IF-1647-2/2016, IF-
1647-9/2016, IF-778-5/2017, 61566-5/2021/EUIG, DE RKEB/IKEB 4988-2018), a
Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasa mellett keriilt sor. A donorok megfeleld
tajekoztatast kovetden irdsos beleegyezésiiket adtdk mintaik kutatasi célu felhasznalasdhoz.
Az izolalasig a bérmintakat DMEM-ben (Gibco Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) tartottuk, amelyet 1%-os Pen/Strep oldattal egészitettiink ki (a penicillin végsd
koncentracioja: 100 NE/ml; a streptomicin végsé koncentracidja: 100 pg/ml; Gibco Thermo
Fisher Scientific) és Amphotericin B (végkoncentracio: 0,5 pg/ml; Gibco Thermo Fisher

Scientific) legalabb 2 o6ran keresztiil 4 °C-on. Ezt kovetden a bérmintak 6 mm-es biopsziait
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20 oran keresztil 4 °C-on 0,25%-0s tripszinben (Gibco Thermo Fisher Scientific)
enzimatikusan emésztettiik, és a dermo-epidermalis hatart lekapartuk, hogy a bazalis réteg
sejtjeit megkapjuk. A tripszin inaktivalasa Green's médiummal tortént (300 ml DMEM;
[Gibco Thermo Fisher Scientific], 150 ml HAM's F12 Nutrient Mix [Gibco Thermo Fisher
Scientific], 50 ml FBS [Gibco Thermo Fisher Scientific], 5 ml Pen/Strep oldat [Gibco
Thermo Fisher Scientific], 5 ml 4,86 mg/ml adenin [Sigma-Aldrich], 0,5 ml 5 mg/ml inzulin
[Sigma-Aldrich], 1 ml 0,2 mg/ml hidrokortizon [Sigma-Aldrich], 0,5 ml 1,36 pg/ml
trijodtironin [Sigma-Aldrich] és 0,5 ml 107 M koleratoxin [Sigma-Aldrich]). A megfeleld
mosast kdvetden a sejtszuszpenzidt steril szlird (poérusméret: 100 um; Gibco Thermo Fisher
Scientific) segitségével elvalasztottuk a tormeléktdl. A sejtszuszpenziot centrifugaltuk, majd
a sejtpellethez friss Green's médiumot (human rekombinans epidermalis novekedési
faktorral kiegészitve [0,5 ml 10 pg/ml; Sigma-Aldrich]) adtunk. Ezt koveten a sejteket
50.000 sejt/ml stirliségben T75-0s tenyészedényekbe helyeztiik 10 ml kiegészitett Green's
médiumba (0. passzazs). A sejtek letapadasat kovetden (azaz kb. az izolalas utani 3-5. napon)
a tapoldatot szérummentes EpiLife tapoldatra (Thermo Fisher Scientific) cseréltiik, amelyet
HKGS-kittel (human keratinocitak novekedését segitd készitmény; Gibco Thermo Fisher
Scientific) egészitettiink ki, és az antibiotikumokat elhagytuk. Ezt kovetéen a tapoldatot
minden masodik napon lecseréltiik, tovabba a sejteket 60-70%-os konfluencianal passzaltuk.
Az NHEK-ket 37 °C-on, 5% CO>-tartalmu, parasitott inkubatorban tenyésztettiik, és a
kisérletekhez csak a 4. passzdzsszam alatti keratinocitdkat hasznaltuk. A donorokra
vonatkoz6 anamnesztikus adatok a 2. tabldzatban taldlhatok. A sejtek izolalasat és
tenyésztését Szaboé-Papp Judit, Galicz Anita, Addm Dorottya, Barotiné Kovics Moénika és

Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
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2. tablazat Az NHEK donorok relevans anamnesztikus adatai

Azonosit6 Nem Eletkor (év) Régiéo Passzazsszam A 25/B abran szerepl6 szinkdd

17-62 Né 42 Has 3
1748 Férfi 69 Has 3 I
17-43 N6 41 N/D 3

5.2.3 ,, Human adult skin keratinocytes, low Ca?*, elevated Temperature”, azaz a human

epidermalis keratinocitik modellje, a HaCaT sejtvonal

A human immortalizalt HaCaT keratinocitakat (5. abra) 37 °C-on, 5% CO»-tartalmu,
parasitott kornyezetben, DMEM tapoldatban (Gibco Thermo Fisher Scientific)
tenyésztettiik, amelyet 10% hdinaktivalt FBS-sel (Gibco Thermo Fisher Scientific) és
antibiotikum készitménnyel (MycoZap™ Plus-CL 1:500-ban; Lonza) egészitettiink ki. A
tapfolyadékot kétnaponta cseréltiik, és a sejteket 70-80%-os konfluencia elérésekor
passzaltuk. A tenyészetek esetleges Mycoplasma kontaminacidjat rendszeresen ellenériztiik
MycoAlert™ PLUS Mycoplasma Detection Kit (Lonza) segitségével, és minden esetben
negativ eredményt kaptunk. A sejtek tenyésztését Szabo-Papp Judit, Galicz Anita, Barotdné

Kovdcs Ménika, Adam Dorottya, Arany Jézsef és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
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5. dbra HaCaT keratinocitik tenyészetben (sajat készitésii faziskontraszt-mikroszkopos
felvétel)

5.3 A génexpresszio vizsgalata
5.3.1 Immunfluoreszcens jelilés

A TRPV3 expresszidjat SZ95 szebocitakon immunfluoreszcens eljarassal (is)
bizonyitottuk. A szebocitakat 24-lyuku lemezekbe helyezett fedélemezekre szélesztettiik. A
letapadast kovetden jéghideg acetonban (VWR International) fixaltuk a sejteket (5 perc),
majd foszfatpufferelt sdoldatban (PBS: 115 mM NaCl, 20 mM NazHPO4, pH 7,4; mind a
Sigma-Aldrichtol) oldott 0,1% Triton-X-100 detergenssel (Sigma-Aldrich) permeabilizaltuk
(10 perc, szobahd). PBS-sel torténd mosas és PBS-ben oldott 1%-0s marhaszérum
albuminnal (BSA, Sigma-Aldrich) torténé 30 percig tartdé blokkolast kovetéen a sejteket
nyulban termeltetett, blokkold oldatban 1:200 aranyban higitott TRPV3 specifikus
elsddleges antitestekkel (Abcam, Cambridge, Egyesiilt Kiralysag) inkubaltuk 4 °C
homérsekleten, egy ¢éjszakan at. Fluoreszcens jelolésként a sejteket ezt kdvetden
fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) konjugalt kecskében termeltetett, nyul IgG Fc-

szegmensre specifikus masodlagos antitesttel (Life Technologies) inkubaltuk 1 o6ran
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keresztiil (higitas: 1:200 aranyban blokkol6 oldatban), majd magfestésként 4°,6-diamidino-
2-fenilindolt (DAPI; Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornia, USA) alkalmaztunk. A
TRPV3 expressziojat Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkdp (Nikon, Tokio, Japan)
segitségével vizsgaltuk. Negativ kontrollként az elsddleges antitest kihagyasaval megfestett
feddlemezeinket hasznaltuk. Az immunfluoreszcens jeloléseket Dr. Szdanto Magdolna

végezte.

5.3.2 A TRPV3 expresszio kimutatdsa faggyumirigyekben (immunhisztokémia)

A faggyimirigyek TRPV3 expresszidjat formalin-fixalt, paraffinba 4agyazott
mintdkban mutattuk ki, melyek a Kenézy Gyula Egyetemi Korhdzban (Debrecen)
trichilemmalis (pilaris) cisztaval diagnosztizalt betegek, faggyamirigyben gazdag
borteriileteirdl szdrmaztak. A paraffinos blokkokbol 4 um vastagsdgu sorozatmetszeteket
készitettiink. A formalin-fixalt metszeteken hdindukalt antigénfeltaras tértént 1 mM EDTA
pufferben (Reanal Laborvegyszer Kereskedelmi Kft., Budapest, Magyarorszag; pH 8,0) 15
percig mikrohullamu siitében. Az endogén peroxidaz aktivitast 3%-os hidrogén-peroxiddal
(Sigma-Aldrich) blokkoltuk 10 percig. A blokkolas utan a szoveti metszeteket specifikus
TRPV3 elleni nyul elsédleges antitesttel (Alomone Labs, Jeruzsdlem, Izrael) 1:500
higitasban 1 oraig inkubaltuk. A csatorna expresszidjat HRP polimer-konjugalt nyul 1gG Fc
szegmens elleni EnVision+ rendszerrel (DAKO, Glostrup, Dania) detektaltuk a gyartd
eloirasait kovetve, majd a TRPV3 jelenlétét 3,3°-diaminobenzidin (DAB, Dako by Agilent,
Glostrup, Dania) segitségével tettiik lathatova. A sejtmagokat hematoxilin (Sigma-Aldrich)
segitségével jeloltiik, végezetiil pedig megfeleld feddémédiummal (Histolab, Goteborg,
Svédorszag) fedtik le a metszeteket. Negativ kontrollként az elsddleges antitest
elhagyésaval jelolt metszeteinket alkalmaztuk, mig szdveti pozitiv kontrollként az

epidermisz szolgalt a metszeteken. A TRPV3 expressziojat a korabban mar emlitett Nikon
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Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkop (Nikon) segitségével ates6 fényben vizsgaltuk. Az

immunhisztokémiai jeloléseket Dr. Por Agnes és Dr. Kovdcs Ilona végezte.

5.3.3 RNS tisztitas, reverz transzkripcio és kvantitativ, valos idejii polimeraz lancreakcio

(Q-PCR)

Génexpresszios vizsgalatra sejtjeinket minden esetben 9,2 cm? méretii Petri-csészékbe
(TPP) szélesztettiik 500.000 sejt/Petri-csésze denzitassal. A megfelel6 kezelések végeztével
a sejteket 500 pul Trizolate reagenssel (UD Genomed, Debrecen, Magyarorszag) vagy TRIzol
reagenssel (Life Technologies) arattuk. Az RNS izolalasaig a mintakat -80 °C-on taroltuk.
Az RNS tisztitasat a mintak felolvasztasat kovetéen kloroform (Sigma-Aldrich)
hozzéadasaval kezdtiik. Erds vortexelést kovetden a mintdkat szobahdmérsékleten
inkubaltuk 5-10 percig, majd a 15 percig 4 °C-on 13.000/perces fordulatszamon torténd
centrifugalast kdvetden elkiiloniilo 3 fazis koziil az RNS-t tartalmazo, felsd, vizes réteghez
izopropanolt (Sigma-Aldrich) mértiink, és Gjabb vortexelés utan 10 percig inkubaltuk
szobahdn a mintakat. Az inkubacidt kovetden ismét 4 °C-on 13.000/perces fordulatszamon
centrifugéltuk a mintdkat 10 percig. A centrifugélds utan altaldban mar jol lathattuk RNS
pelleteket, melyeket a maradék izopropanol -eltavolitasara 75%-0s etanollal (VWR
International) mostunk. Végiil egy utols6 centrifugalasi 1épést (13.000/perc, 4 °C) kovetden
eltavolitottuk az alkoholt is, majd az RNS mintainkat 20 pl nukleazmentes vizben (Qiagen,
Hilden, Németorszdg) oldottuk fel. A mintdink RNS tartalménak meghatarozasara
NanoDrop-1000 spektrofotométert (Thermo Fisher Scientific) hasznaltunk. Az RNS
tisztitasat és a koncentracio lemérését kovetden keriilt sor a mintak RNS tartalmanak cDNS-
sé torténd atirasara az Ambion™ (Thermo Fisher Scientific) reverz transzkripcios kitjeit
felhasznalva. Els6 1épésként a genomi DNS szennyezés elimindlasara DNaz (DNase I)
kezelést végeztiink, majd sztenderd reverz transzkripcios master mixet (10x RT buffer, 10x

Random Primers, dNTP Mix, RNase inhibitor, MultiScribe Revers Transcriptase 50 U/pl,
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nukleazmentes viz) alkalmazva mintanként 1 (keratinocitak), illetve 2 ug (szebocitak) RNS-
bél kiindulva 20 pl végtérfogati cDNS mintdkat allitottunk el6. A Q-PCR reakciokat
TagMan assay-kkel és Gene expression Master Mix-szel (Applied Biosystems, Thermo
Fisher Scientific) végeztiik. Belsé kontrollként a glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH), a ciklofillin A (PPIA) és a 18S riboszomalis RNS (RNS 45S) génexpresszidjat
hasznaltuk fel. A kisérleteink soran alkalmazott TagMan assay-k azonositéit a 3. tablazat
foglalja 6ssze. A Q-PCR reakciokat 384 well PCR plate-eken (LightCycler® 480 Multiwell
Plate 384, white, Roche, Bazel, Svajc) LightCycler® 480 (Roche) késziilékben. Minden
reakciot harom technikai ismétléssel végeztiink. Az egyes gének relativ expressziojat a ACT
modszert alkalmazva a belsé kontroll génexpresszidjanak értékeire normalizalva atlag+SD
formaban adtuk meg. A méréseket Dr. Szdnto Magdolona és Volascsekné Toth Kinga Fanni
végezte.

3. tablazat A Q-PCR soran hasznalt TagMan assay-k

- interleukin-8 (1L-8/ CXCL8) Hs00174103_m1
- glicerinaldehide-3-foszfat dehidrogenaz Hs99999905_m1
- interleukin-1a Hs00174092_m1
- interleukin-1p Hs00174097_m1
- interleukin-6 Hs00985639_m1
- nuclear receptor interacting protein 1 Hs00942766_s1
- peroxiszoma proliferator-aktivalta receptor y Hs00234592_m1
- peptidil-prolil izomeraz A (ciklofillin A) Hs99999904 m1
- 18S riboszomalis RNS Hs03928985 g1
- tumornekrozis faktor-a Hs00174128 ml
- tranziens receptorpotencialtl vanilloid 3 ioncsatorna Hs00376854_m1

5.3.4 Western blot

A western blothoz sziikséges fehérjemintak el6készitéséhez a sejteket 90 mm-es Petri-
csészékben 1-2 millio sejt/Petri-csésze sejtszammal szélesztettiik, majd a kivant kezelések

végeztével a sejteket lizispufferben (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; [VWR International], 150
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mM NaCl [VWR International], 1 (V/V)% Triton™ X-100 [Sigma-Aldrich], 1 (V/V)%
IGEPAL® CA-630 [Sigma-Aldrich], natrium-deoxycholate [500 mg 100 ml-ben; Sigma-
Aldrich] desztillalt vizben) arattuk, amely proteaz inhibitor koktélt (higitas: 1:100; Sigma-
Aldrich) és PhosSTOP-ot (1 tabletta/10 ml; [Roche]) tartalmazott. A fehérjetartalom
meghatarozasaig a mintakat -80 °C-on tartottuk. Felolvasztast kovetden jégen ultrahangos
feltarast (szonikalast) végeztiink mintdinkon. A proteinkoncentracié meghatarozasa BCA
protein assay kit (Pierce™ BCA Protein Assay Kit; Thermo Fisher) segitségével tortént. A
mintakat ezutan natrium-dodecil-szulfat-poliakrilamid gélelektroforézisnek vetettiik ala. A
10%-o0s Mini Protean TGX géleket (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) sdvonként azonos (15 pg
vagy 30 pg) mennyiségli fehérjével toltottiik meg. A membranokat kisérlet céljatol fiiggden
human TRPV3 ellen nyulban termeltetett primer antitesttel (1:200 higitasban; Alomone
Labs, Jeruzsalem, Izrael) vagy egér-anti-human p-IxBa specifikus (1:1000 higitasban; Cell
Signaling Technology, Danvers, MA, USA), illetve egér-anti-human p-p38 MAPK
specifikus primer antitestetkkel (1:2000; Sigma-Aldrich) inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-
on. A primer antitestek higitdsa 1% tejport tartalmazdé TBST-ben tortént. Masodlagos
ellenanyagként tormaperoxidazzal (HRP) konjugalt, kecskében termeltetett, nytl 1gG Fc
szegmens elleni antitestet (1:1000, Sigma-Aldrich) vagy tormaperoxidazzal konjugalt,
kecske-anti-egér 1gG Fc szegmens-specifikus ellenanyagot (1:5000; Bio-Rad) hasznaltunk,
melyek higitasa 1% tejport tartalmazo TBST-ben tortént. A masodlagos ellenanyagokkal a
membrant szobahdmérsékleten, 1 o6ran keresztiil inkubaltuk. Az immunreaktiv savokat
kemilumineszcens  SuperSignal™ West Pico PLUS, valamint Femto PLUS
Chemiluminescent Substrate kit (Pierce, Thermo Fisher) segitségével vizualizaltuk KODAK
Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak, Tokid, Japan) késziilékben. Eredményeinket
digitalis formaban a KODAK eldhivo késziilékhez ajanlott Kodak MI 4.0.5 (Eastman Kodak

Company) program hasznalataval rogzitettilk. Annak ellendrizésére, hogy a mintakbol
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valoban azonos mennyiségli fehérje keriilt-e felvitelre, a vizsgalni kivant fehérjék
detektalasat kovetden membranokrdl ,,stripping” kezeléssel valasztottuk le a kotodott
antitesteket. A folyamat soran elséként 0,2 N NaOH (Sigma-Aldrich) oldat segitségével
eltavolitottuk az antitesteket és a membranokat nyual-anti-p-tubulin antitestekkel (Abcam,
Cambridge, UK; vagy Novus Biologicals, Englewood, Colorado, USA; 1:1 000 higitas 1%-
os tej és BSA tartalmu TBST-ben 4 °C-on egy ¢éjszakan at) inkubaltuk, majd a fent leirtak
szerint vizualizaltuk torma-peroxidazzal konjugalt kecske-anti-nyul IgG Fc-szegment-
specifikus masodlagos ellenanyaggal (1:10 000 1%-os tej tartalmi TBST-ben; Thermo
Fisher Scientific; szobah6mérsékleten, 1 6ran keresztiil). A kisérleteink soran alkalmazott
antitesteket a 4. tablazat foglalja 6ssze. A jelek szemikvantitativ denzitometrias elemzését
az ImageJ 1.52a szoftver (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) segitségével
végeztik.

A western blot kisérleteket Dr. Szdnté Magdolna, Adim Dorottya, Arany Jozsef és

Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

4. tablazat A western blot kisérletek soran alkalmazott antitestek listaja

|

nyul 1:200 Alomone Labs egy éjszakan at; 4 °C
nyul 1:1000 Abcam egy éjszakan at; 4 °C
kecske 1:1000 Sigma-Aldrich 1 6ra; szobahd
i . Cell Signaling - (e ao
egér 1:1000 et egy éjszakén at; 4 °C
egér 1:2000 Sigma-Aldrich egy éjszakan at; 4 °C
kecske 1:5000 Bio-Rad 1 6ra; szobahd

*faj, amelyben az antitestet termeltették
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5.4 Az intracellularis lipidtartalom szemikvantitativ meghatarozasa (Nile Red

jeloles)

A szebocitakban termel6dé lipidek mennyiségét Nile Red festéssel hataroztuk meg. A
Nile Red egy olyan fluoreszcens festék, mely vizes kézegben nem fluoreszkal, lipofil
kornyezetben azonban fluoreszcenssé valik, optimalis gerjesztési és emisszios spektruma
pedig attol fiigg, hogy polaros vagy neutralis (apolaros) lipidek veszik-¢ korbe. Ezek a
kiilonleges spektralis sajatsagok lehetévé teszik azt, hogy ezen lipidek mennyiségét
ugyanabban a mintaban detektalhassuk. A sejtekben a polaros lipidek féként a
membranokban vannak jelen, a jel intenzitdsabol igy a sejtszamra kdvetkeztethetiink,!”! mig
a neutralis lipidek zommel a szebocitak altal termelt faggytlipideket jelentik, igy a sejtek
differencialtsagi allapotarol adnak tajékoztatast.)’° A lipidtartalom meghatarozasara az SZ95
szebocitakat ,.black well, clear bottom” 96 lyuku (Greiner Bio-One, Frickenhausen,
Németorszag) lemezekre szélesztettiik 20.000 sejt/well denzitassal, majd elvégeztiik a
megfeleld kezeléseket. Az 1 mg/ml-es, etanolban (VWR International) oldott Nile Red
(Sigma-Aldrich) torzsoldatot 1:1000 aranyban higitottuk PBS-ben. A vizsgalt lemezekrol
eltavolitottuk a feliiliszot, majd a Nile Red munkaoldatbol 100-100 pl-t mértiink minden
wellbe, és 37 °C-on 30 percig inkubaltuk a lemezeket. Fél ora elteltével FlexStation 3
(Molecular Devices, San Francisco, Kalifornia, USA) multimode plate reader segitségével a
neutralis, faggyulipidek mennyiségének szemikvantitativ meghatarozasra 485 nm-es
gerjesztési és 565 nm-es detektalasi hullamhosszon, ,,well scan” modban, wellenként kilenc
ponton vizsgaltuk meg a fluoreszcencia intenzitasat. A kapott eredményeket a kontrollra
normalizalva, atlag+SD formaban ébrazoltuk. A Nile Red jeldléseket Dr. Szanto Magdolna,

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

A sejtek életképességének, viabilitasanak vizsgalatara MTT-assay-t alkalmaztunk. Az
MTT-assay segitségével az €16 sejtek mitokondridlis enzimeinek aktivitasat kolorimetris
uton mérve kozvetett informaciot nyerhetiink az él6sejt-szamrol. A sejtek enzimei a sarga
metiltiazol-tetrazolium-bromidbol a tetrazolium gytri hasitasaval vizben nem oldodo, lila
szinli formazan kristalyokat képeznek, melyeket a sejtekkel egyiitt feloldva egy homogén,
lila szin®i oldatot kapuk. A kisérletek alkalmaval a sejteket 20.000 sejt/well sejtszammal
szélesztettiik 96 lyuka lemezekre, majd elvégeztiik a megfeleld kezeléseket. Ezt kdvetden
oldott MTT (Sigma-Aldrich) oldatot mértiink a sejtekhez. Ezzel az oldattal 37 °C-on 3 6ran
keresztiil inkubaltuk a sejteket, majd az oldat eltavolitdsat kovetden a kristalyokat 100
ul/well MTT szolubilizal6 oldatban (81% 2-propanol, 9% 1M-os HCI, 10% Triton-X 100;
mind Sigma-Aldrich) oldottuk fel. A kristalyok feloldodasaig a lemezeket
szobahOmérsékleten, kdzepes erdsséggel razattuk, majd az abszorbanciat 565 nm-en a mar
emlitett FlexStation 3 késziilékkel (Molecular Devices) mértiik le, eredményeinket pedig a
kontroll értékeire normalizélva, atlagtSD formdban adtuk meg. A FX hatasainak
vizsgélatakor a kiértékelés némileg kiillonbozott. Ezen kisérletek sordn a plate-ek iires
welljeiben is mértiink abszorbanciat, és ezen wellek értékeinek atlagat hattérnek tekintve
rendre kivontuk az 9sszes tobbi well esetén mért abszorbancia értékekbdl. Ezutan a hattérrel
korrigalt értékeket az olddszerrel kezelt kontrollra normaltuk, és a GraphPad Prism 9.3.1
(471) szoftver (Graphpad Software, LLC, San Diego, Kalifornia, USA) ,,non-linear curve
fitting” funkcidja segitségével a kapott értékekre gorbét illesztettiink. A sejtek
¢letképességének vizsgalatat Dr. Szanto Magdolna, Dr. Olah Attila és Volascsekné Toth

Kinga Fanni végezte.
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5.6 A sejtszam vizsgalata (CyQUANT-assay)

A sejtszamot CyQUANT™ Cell Proliferation Assay Kit (Thermo Fisher Scientific)
segitségével hataroztuk meg. Az assay egy DNS-hez k6t6do fluoreszceens festék segitségével
a DNS wellenkénti mennyiségérdl tajékoztat, igy az MTT-assay-vel ellentétben ebben az
esetben valoban a sejtek szamarol nyerhetiink informaciot. Az epidermalis keratinocitakat a
Nile Red jelolés alkalmaval is hasznalt ,,black well, clear bottom” 96 lyukt lemezekre
(Greiner Bio-One) szélesztettiik 5.000 sejt/well sejtszammal, majd elvégeztiik a kezeléseket.
A kezelést kovetden eltavolitottuk a feliiliszot, majd a lemezeket -80 °C-on lefagyasztottuk.
Ezzel a 1épéssel nemcsak tartositottuk, hanem permeabilizaltuk is a sejteket, elésegitve a
mérés soran a DNS-hez kotddo festék bejutasat a sejtekbe. A vizsgalat elott a lemezeket
szobahomérsékleten felolvasztottuk. A kitben talalhatd 20-szoros lizis pufferbol desztillalt
vizzel készitettilk el a munkaoldatot, melybe 1:400 aranyban higitva CyQUANT™ GR
festéket adagoltunk. Az ily modon elkészitett festékoldatbol a kiolvasztott lemezek welljeibe
200-200 pl-t mértiink, majd 5 percig, szobahémérsékleten, fényt6l védve inkubaltuk azokat.
Az inkubacids id6 lejartaval a fluoreszcencia intenzitasat FlexStation 3 (Molecular Devices)
késziilék segitségével 480 nm-es gerjesztési és 520 nm-es detektdlasi hulldmhosszt
alkalmazva, ,,well scan” modban, wellenként kilenc ponton mértiik le, majd a kapott
eredményeket a kontroll csoportra normalva, atlag=SD alakban abrazoltuk. A CyQUANT-

assay-t Arany Jozsef, Adam Dorottya és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

5.7 Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens Ca?*-mérés
A TRP csatorna aktivatorok, illetve blokkolok Ca?" homeosztazisra gyakorolt
hatasanak funkcionalis vizsgalatara fluoreszcens Ca?* mérést is alkalmaztunk. A mérés soran

hasznalt Fluo-4 AM nevii fluoreszcens festék sajatossaga, hogy acetoxi-metilészter

csoporttal (,,AM”) kapcsolt, melynek segitségével a festék képes bejutni a sejtbe, ahol
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azonban ,,csapdaba esik”, hiszen az ott taldlhato nem specifikus észterazok lehasitjak a
kisér6 ,,AM” észtert. A Fluo-4 a kalcium koncentraciotol fiiggéen noveli meg fluoreszcencia
intenzitasat, melyet a mérés soran valds id6ben detektalhatunk. A szebocitakat fekete fald,
atlatszo alju, 96 well lemezekre (Greiner Bio-One) szélesztettiik 20.000 sejt/lyuk
denzitassal. A mérés elokészitésekor, a sejtek médiumanak eltavolitasat kovetéen 100
ul/well Hank oldattal mostuk a sejteket. A Hank-oldat 6sszetétele a kovetkezé volt: 136,75
mM NaCl, 5,56 mM gliikoz, 5,36 mM KCl, 4,17 mM NaHCO3, 1,26 mM CacCl,, 0,34 mM
NaxHPO42H20, 0,44 mM KH2POg4, 0,81 mM MgSO4+7H20, 10 mM HEPES; kiegészitve
2,5 mM probeneciddel és 1% BSA-val (mind Sigma-Aldrich). Az 1 mM (DMSO-ban oldott)
Fluo-4 AM (LifeTechnologies, Carlsbad, Kalifornia, USA) torzsoldatot a fent ismertetett
Osszetevojii Hank oldatban higitottuk tovabb 1 uM végkoncentracidig, majd ezzel az oldattal
toltottiik fel a sejteket. A festékoldattal 30 percig 37 °C-on, fénytdl védve inkubaltuk a
sejteket. Az inkubaciot kdvetéen harom mosasi 1épés kovetkezett (100 pl/well Hank oldat).
Azokban az esetekben, amikor a kezeldanyagok hatdsait nominalisan Ca?*-mentes Hank
oldatban vizsgaltuk, a welleket ettdl a 1épéstdl kezdddden mddositott Hank oldattal mostuk,
inkubéltuk és kezeltik. A nominalisan Ca®-mentes Hank oldatba a CaCl, helyett
ekvimolaris mennyiségii extra gliikoz kertilt. A mosast kovetéen 150 pl Hank oldatot (vagy
névlegesen Ca?"-mentes Hank oldatot) mértiink a sejtekre, ujabb 30 percig inkubalva Sket
37 °C-on. Ez id6 alatt készitettik eld a mérés soran alkalmazand6 kezeléanyagokat
megfelelé koncentracioban (a tervezett célkoncentraciohoz képest 4-szeres toménységben)
tartalmaz6 munkaoldatokat. A mérést a FlexStation 3 (Molecular Devices) késziilék
segitségével ,,FLEX mode”-ban végeztiik 37 °C-on. A mérés elsé 30 masodpercében tortént
az alapvonal felvétele, majd ezt kovette a kezeldoldatok bemérése a sejteket tartalmazd
wellekbe. A fluoreszcencia intenzitisat folyamatosan (4ltalaban 10 percen keresztiil)

kovettik nyomon, 490 nm-es gerjesztési ¢s 520 nm-es detektalasi hullamhosszokat
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alkalmazva. A kapott fluoreszcencia értékeket az alapvonalak atlaganak értékeire
normalizalva, F/Fo alakban abrazoltuk. A Fluo-4 AM-alapu fluoreszcens Ca?*-méréseket Dr.

Szanto Magdolna, Dr. Olab Attila és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

5.8 Szelektiv géncsendesités kis interferalo RNS segitségével (SIRNS

transzfekcio)

A TRPV3 gén kifejezodésének szelektiv csokkentésére az SZ95 szebocitakat Petri-
csészékben tenyésztettiik a 70%-os konfluencia eléréséig. A kovetkezé napon a sejtek
tapoldatat Opti-MEM® médiumra (Gibco, Sigma-Aldrich) cseréltiik, és 40 nM TRPV3 elleni
(azonositdé: HSS175965) specifikus kis interferald RNS oligonukleotidokkal (Invitrogen)
kezeltiik, Lipofectamine RNAiMax regenst (Invitrogen) hasznalva. Kontrollként ,,Stealth
RNA; Negative Control Med GC” duplaszala RNS konstruktot (,,scrambled RNA
construct”, SCR; Invitrogen) alkalmaztunk. A transzfekcid utdn 48 oraval ellendriztiik a
csendesités hatékonysagat western blot és Q-PCR segitségével is (6/A abra). Minthogy
eredményeink alapjan ebben az iddpontban a TRPV3 kifejezddése jelentdsen csokkent (6/B-
C abra), tovabbi kisérletben az scr RNS és siRNS-TRPV3-transzfektalt sejtek farmakologiai
kezelését 48 oraval a transzfekcid utan kezdtiik el. A szelektiv géncsendesitést Dr. Szdnto

Magdolna és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
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A SZELEKTIV GENCSENDESITES
5 lépésben

O. nap 1. nap 2. nap 3. nap 4. nap
+ Sejtek szélesztése Petri- + Transzfekei6 « Inkubécid « Aratés vagy + qPCR/Western blot
csészébe + Farmakologiai kezelés + Funkcionalis analizis:

Ca?* mérés vagy Nile Red
Molekula- C
témeg (kDa) 1 2
250—
”
130—

x 104

100—
70—
55—

(PPIA=1)

35—

Relativ TRPV3 mRNS expresszid

25— -
~55 <« «« PB-tubulin scr RNS siRNS-TRPV3

OD: 1 0,401

6. abra A TRPV3 expresszio siRNS transzfekcio dltal medialt csendesitése human szebocitdakon. A)
A szelektiv géncsendesités folyamata 5 lépésben (sajat szerkesztésti abra). Az SZ95 szebocitakat
scrambled RNS-sel (scr RNS) vagy TRPV3-at célzé siRNS-sel (SIRNS-TRPV3) transzfektaltuk. A
TRPV3 expresszidjat 48 ordaval a transzfekcio utan ellendriztiik. B) A scr RNS-sel (1. sav) vagy a
TRPV3-specifikusan célzott siRNS-sel (2. sav) transzfektalt szebocitak western blot analizise a
TRPV3 fehérje szinti kifejezédésének jelentds csokkenését mutatta a transzfekciot koveté masodik
napon. Az egyenld mintafelvitel ellendrzésére az ugyanazon a membrdanon detektalt f-tubulin
szolgalt belsd kontrollként. OD: a TRPV3 sdavok relativ optikai denzitasa elébb a megfelels S-tubulin
savokra, majd pedig a kontroll értékére normalizalva. A scrambled RNS transzfektalt szebocitak OD
értéke = 1. C) A TRPV3 transzkriptek kvantitativ elemzése Q-PCR segitségével a scrambled RNS
(scr RNS) és a TRPV3-specifikus siRNS-sel (SIRNS-TRPV3) transzfektalt szebocitikban a TRPV3
génexpresszié jelentés csokkenését mutatta 48 ordval a transzfekcié utan. Atlag+SEM; N=3
egymdastol fiiggetleniil transzfektdlt minta; **p<0,01. A fentiek fényében kisérleteinkben az scr RNS
és SiIRNS-TRPV3-transzfektalt sejtek farmakologiai kezelését 48 oraval a transzfekcio utan kezdtiik
el.
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5.9 Citokin array

A keratinocitakat 40 mm atmér6ji Petri-csészékben tenyésztettiik (500.000 sejt/1,5 ml
médium), majd elvégeztiik a tervezett 3 oras kezeléseket. A sejtek feliiluszojat a kezelést
kovetden Osszegyljtottiik, majd lecentrifugaltuk (500 g; 10 perc). A mintakat a tovabbi
felhasznalasig -80 °C-on taroltuk, majd ,,Proteome Profiler Human XL Cytokine Array Kit”
(azonositdo: ARY022B, R&D Systems, Inc., Minneapolis, Minnesota, USA) segitségével
vizsgaltuk meg a gyartd protokollja szerint. Ennek soran 2 ml/well ,,Array Buffer 6”-ot
pipettaztunk a 4-lyuka lemezre, és ebben a pufferben blokkoltuk a nem specifikus
kotdhelyeket a membranokon (1 6ra, szobahdmérsékleten, razdogépen). Ezt kovetden az
,yArray Buffer 67-ot eltavolitottuk, és a membranokat 1,5 ml felilluszéval inkubaltuk egy
¢éjszakan keresztiil 4 °C-on, finom razatas mellett. A membranokat ezutan 20 ml ,,Wash
Buffer”-rel mostuk (3x10 perc, szobahdn), és 1,5 ml higitott detektald antitest-koktéllal
inkubaltuk 1 oran keresztiil szobahdmérsékleten. A megfeleld6 mosast kovetden 1%
Streptavidin HRP-t adtunk a membranhoz, amellyel 30 percig inkubaltuk azokat. Végiil az
utolsé mosasi [épést kdvetden az immunoreaktiv jeleket Chemi Reagent Mix segitségével
vizualizaltuk Kodak Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak, Tokio, Japan) segitségével.
A jelek szemikvantitativ denzitometriai elemzését ImageJ 1.52a szoftverrel (National
Institute of Health) végeztiik. Az eredmények kiértékelésekor az egyes membranokon
talalhato negativ kontrollok atlagat hattérjelintenzitasnak tekintettiik, és kivontuk a nyers
értékekbodl. Ezutan az egyes molekulak membranjain rendelkezésre allo két-két technikai
ismétlés atlagait a kontroll tenyészet esetén kapott adatokkal normalizaltuk, és a p(1:C)-
kezelés hatasara bekovetkezd >1,5-szeres valtozast tekintettiik relevans hatasnak. A

kisérletet Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
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5.10 A citokinek felszabadulasanak vizsgalata (ELISA)

Az IL-1a, IL-1B, IL-6, IL-8 (CXCL8) és TNF-o citokinek sejtekbdl torténd
felszabadulasanak vizsgalatahoz a megfeleld kezeléseket kovetden begyljtottik,
lecentrifugaltuk (500 g, 10 perc), majd a tovabbi felhasznalasig -80 °C-on taroltuk a
feliiliszokat. A vizsgalatokat OptEIA™ Set Human ELISA (BD Biosciences, Franklin
Lakes, NJ, USA) kitek segitségével a gyarto altal ajanlott protokollt kdvetve végeztiik el.
Minden mintat harom technikai ismétléssel vittiink fel a lemezre, majd az abszorbancia
értékek 405 nm-en torténd meghatarozasat kovetéen a standard sorra ,, Third order
polinomial (cubic)” illesztéssel (GraphPad Prism 9.3.1 (471); Graphpad Software)
hataroztuk meg az egyes mintak citokintartalmat. A kisérleteket Volascsekné Toth Kinga

Fanni végezte.

5.11 Az endotelin-felszabadulas vizsgalata (pan-endotelin ELISA)

A megfelel6 kezeléseket kovetden begyljtott feliiluszok endotelintartalmat
,Endothelin Pan Specific DuoSet ELISA” kit (R&D Systems, Minneapolis, USA)
segitségével hataroztuk meg, a gyarto altal ajanlott protokollt kovetve. Minden mintat higitas
nélkiil, harom technikai ismétléssel vittiink fel a lemezekre, majd az abszorbancia értékek
405 nm-en torténd meghatdrozasat kovetden a standard sorra ,,Third order polinomial
(cubic)” illesztéssel (GraphPad Prism 9.3.1 (471); Graphpad Software, LLC) hataroztuk meg
az egyes mintak endotelintartalmat. A kisérleteket Dr. Olah Attila, Addm Dorottya és

Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.
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5.12 A szebocitak differenciaciojanak vizsgdlata dramlasi citometria
segitsegével

Az S795 szebocitakat 6-lyuka lemezekre szélesztettiik (500.000 sejt/well denzitassal),
majd a megfeleld kezelések elvégzését kovetden keriilt sor a sejtek jeldlésére Nile Reddel (1
ug/ml Nile Red oldat PBS-ben; 30 perces inkubacio 37 °C-on). A jelolést kovetden a sejteket
learattuk, és aramlasos citometriai vizsgalatnak vetettiik ala 6ket. A vizsgalat soran a sejteket
MACS pufferben (2 MM EDTA és 1,5% BSA CMF-PBS-ben oldva) tartottuk és NovoCyte
Flow Cytometer (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) segitségével elemeztiik, 488
nm-es gerjesztélézert alkalmazva. A mérés soran a Nile Red fluoreszcens jelét és a
granulaltsaggal korrelald oldalra szorast (side scatter) egyidejiileg detektaltuk, a kapott
adatokat pedig FlowJo szoftver (FlowJo LLC, Ashland, OR, USA) segitségével értékeltiik
Ki. A kisérletet és az eredmények elemzését Volascsekné Toth Kinga Fanni, Pénzes Zsofia

¢és Dr. Szollosi Attila Gabor végezte.

5.13 MitoSOX Red jelélés

A reaktiv oxigéngyokok (mtROS) mitokondrialis termelését MitoSOX Red
szuperoxid indikator festékkel (Thermo Fisher Scientific) kovettiik nyomon. A HaCaT
keratinocitakat (20.000 sejt/well) 96 lyuka ,,black well, clear bottom” lemezekben (Greiner
Bio-One) tenyésztettiik. A kisérlet soran a sejteket els6ként 5 pM MitoSOX Red szuperoxid
indikatorral kezeltiik, melyet szérummentes, eldmelegitett, szintelen Sebomed® Basal
Mediumban oldottunk (100 pl/well; 10 perc; 37 °C). Ezt kovetden a sejteket haromszor
mostuk a keratinocitak tenyésztése soran alkalmazott médiummal (DMEM), majd a jelzett
modon kezeltiik 6ket. A 30 perces, 37 °C-on torténd inkubéciot kdvetden a fluoreszcenciat
510 nm-es gerjesztési és 580 nm-es emisszids hullamhosszon mértiikk a FlexStation 3

késziilék (Molecular Devices) segitségével a mar korabban is emlitett ,,well scan”
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tizemmodban (azaz minden wellben 9 kiilonb6z6 helyen mértiink). A hattérjel (ugyanazon a
lemezen 1év6 fel nem toltott sejteken mért jel) kivonasat kovetden e mérések atlagat egy
adatpontként abrazoltuk relativ fluoreszcencia egységben. A kisérletet és az eredmények

kiértékelését Dr. Olah Attila és Volascsekné Toth Kinga Fanni végezte.

5.14 RNA-Seq modszer

A HaCaT keratinocitakat 35 mm-es Petri-csészékben tenyésztettiik (500.000 sejt/1,5
ml médium). A kezeléseket (oldoszer kontroll, p(I:C) [20 pg/ml] és p(I:C) [20 pg/ml] + FX
[14 uM]) kovetden (3 bioldgiai ismétlés) 24 ora elteltével gylijtottiik dssze az RNS mintakat

az 5.3.3 pontban leirtak szerint.

A globalis transzkriptom adatok gylijtéséhez nagy ateresztoképességlii mRNS-
szekvenalast végeztiink [llumina szekvenalo platformon. Az RNS-mintak mindségét Agilent
BioAnalyzer altal ellenériztiik az Eukaryotic Total RNA Nano Kit (Agilent Technologies,
Santa Clara, CA, USA) segitségével, a gyartéi protokollnak megfeleléen. A
konyvtarkészitési folyamat soran olyan mintdkat hasznaltunk fel, amelyek RNS integritési
szama (RIN értéke) >7 volt. Az RNA-Seq konyvtarakat a teljes RNS-b6l az Ultra II RNA
Sample Prep kit (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) segitségével készitettiik el a
gyarté leirasa szerint. A szekvenalasi futtatasok Illumina NextSeq 500 késziiléken (Illumina,

SanDiego, CA, USA) késziiltek, 75 ciklusos egyvégii szekvenalassal.

RNA-Seq-adatok elemzése

A nyers szekvendlési adatokat (fastq) a HISAT2 algoritmus segitségével a GRCh38
human referencia genom verzidjadhoz igazitottuk, és BAM fajlokat készitettiink. A tovabbi
elemzést, beleértve a fOkomponens-elemzést (PCA), a StrandNGS szoftverrel végeztiik

(www.strand-ngs.com). A BAM-fajlokat a DESeq szoftverbe importaltuk, a
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normalizalashoz a DESeq algoritmust hasznaltuk. Moderalt T-tesztet hasznaltunk a
kezelések soran differencidlisan expresszalodod gének meghatarozasara. A PCA-t az 0sszes
gén normalizalt génexpresszids értékeinek felhasznalasaval végeztiik el. A PCA-diagram a
vizsgalt mintak egymashoz val6 viszonyat mutatja be. Az azonos kezelési csoportba tartozo
replikatumok nagyfokl hasonldésagot mutattak, és a harom kiilonb6zo kezelési csoport

egyértelmiien elkiiloniilt egymastol.

Jelatviteli utvonalak elemzése

A jelatviteli Gtvonalak elemzését a g:Profiler (verzio: el09 eg56 pl7_1d3191d)
segitségével végeztiik, g:SCS tobbszords tesztelési korrekcids modszerrel, 0,05-0s
szignifikancia kiiszobot alkalmazva, az ,,Ordered query” funkciét hasznalva. A génlistakat
feltoltottilk a g:Profiler webes feliiletére, és a ,,GO:molekularis funkcié” adatbazisat
hasznalva végeztiik el az elemzést. Az emlitett listak azokat a géneket tartalmaztak, amelyek
szignifikansan (FC>1,5; P<0,05) up- (p(I:C) vs. oldészer kontroll Gsszehasonlitas) vagy
down-regulalodtak (p(I:C)+FX vs. p(I:C) 6sszehasonlitas) az adott kezeléseket kovetden. A
gének fontossaguk szerint csokkend sorrendbe voltak rendezve, ahol a nagyobb fold-change-
et mutato gének voltak fontosabbnak tekintve. Az RNA-Seg-elemzés nyers adatai az NCBI

SRA adatbazisaban érhetok el (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1022043).

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

Kinga Fanni végezte.
5.15 BioMAP® Diversity PLUS® profil analizis

Az Eurofins DiscoverX (St. Charles, MO, USA) 4ltal tervezett BioMAP® Diversity

PLUS® panel a vizsgalni kivant anyagok biologiaiaktivitas-profiljinak a feltérképezésére

crer
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az emberi szervezet kiilonb6z6 szervrendszereit reprezentald, primer sejtekbél 6sszeallitott
modellrendszerben. Az egyes modellrendszerekben elére meghatarozott, standard kisérletes
végpontokra gyakorolt hatdsok Osszessége megadja az adott anyag kiilonbozo
koncentracioira jellemzo aktivitasprofilt, amit a kisérlet végeztével Osszevetnek a cég
adatbazisaban talalhato anyagok aktivitasprofiljaival, majd (megfeleld matematikai elemzés
segitségével) megallapitjak a hasonldsag mértékét.

A modszer részletes leirdsa tarsszerzdink korabbi publikacioiban olvashat6.!>173 A
BioMAP technologiat a US10018621B2, US9734282B2, US8697387B2, US8467970B2,
US8019551B2, US7912651B2, US7908089B2, US7266458B2, US6763307B2 ¢és

US6656695B2 szabadalmak védik. A kisérleteket és az elemzést Dr. Jennifer 1. Drake és

Dr. Alison O’Mahony végezte.

5.16 Molekularis dokkolas (molekulamodellezés)

A GDC0941-foszfatidilinozitol-3-kinaz (PI3K) komplex kristalyszerkezetét (PDB ID:
3DBS) kollaboréciés partneriink a Protein Data Bank adatbazisbol szerezte be.!™ Az analizis
a PyMOL 1.7.5.0,'"® az AutoDockTools (ADT) és az MGLTools 1.5.7*"® szoftverek
segitségével tortént. A FX 3D struktarafajlja a National Biotechnology Information Center
(Egyesiilt Allamok) PubChem Compound adatbazisabdl szarmazott,)”” és minden
szimulaciora egy ASUS GL502V munkaallomason kertilt sor. A szimulaciokat Dr. Yesid A.

Ramirez végezte.

5.17 PI3K aktivitas assay

A PI3K aktivitds mérését a PI3K-Glo™ Class 1 Profiling Kit (sejtmentes
enzimaktivitas-mérd kit; Promega, Madison, WI, USA) segitségével végeztik, a gyartd
utasitasai szerint. Roviden, a FX gatlo hatékonysidgat 96 lyukd lemez formatumban

vizsgaltuk 330 ng/ml kindz (pl1106/p85a) felhasznalasaval, 100 pl/well végsd
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reakciovolumenben. Az optimalis enzimkoncentraciot (amely kb. 5%-os konverzios ratat
eredményez) tobb el6zetes kisérletben hataroztuk meg. A DMSO-tartalmat minden esetben
2,5%-on tartottuk. A lumineszcenciat FlexStation 3 multi-mode reader (Molecular Devices)
segitségével hataroztuk meg ,well-scan” tlizemmodban kilenc, well-en beliili pont
mérésével, illetve néhany eldzetes kisérlet esetében a mérés az Envision® 2105 Multimode
Plate Reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) segitségével tortént. A megfeleld
hattérszlirést kovetden az eredményeket a 100%-nak tekintett oldoszer kontroll szazalékaban
fejeztiik ki. A kiugr6 értékeket a ROUT maddszerrel azonositottuk (Q=10%; GraphPad Prism
9.3.1 (471); GraphPad Software). A kisérleteket és az elemzést Arany Jozsef, Dr. Szolldsi

Attila Gabor és Dr. Olah Attila végezte.

5.18 Statisztikai analizis

Az adatokat a szebocitakon végzett kisérletek esetén IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM,
Armonk, New York, USA), valamint OriginPro 9.0 (OriginLab; Northampton,
Massachusetts, USA), mig a FX hatasainak vizsgalatakor GraphPad Prism 9.3.1 (471)
(Graphpad Software, LLC) segitségével elemeztiik és abrazoltuk.

A TRPV3 szebocitakon torténd vizsgalatakor kétoldala, parositatlan t-tesztet (paros
Osszehasonlitas), valamint egyutas ANOVA-t, majd pedig Dunnett (egy kontrollcsoporttal
torténd Osszevetés), illetve Bonferroni (tobbszords Osszehasonlitas) post hoc tesztet
végeztiink.

A FX keratinocitakon kifejtett bioldgiai hatasainak vizsgélata soran a minta méretétol
fliggben az adatok eloszlasat Anderson-Darling vagy Shapiro-Wilk tesztekkel vizsgaltuk.
Normal eloszlas esetén kétoldala, parositatlan t-tesztet (paros Osszehasonlitasok) vagy
egyutas ANOVA-t, majd Siddk-féle post hoc tesztet végeztink (tobbszoros

Osszehasonlitasok) alkalmaztuk, mig nem normal eloszlas esetén kétoldali Mann-Whitney
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tesztet (paros Osszehasonlitasok), illetve Kruskal-Wallis-tesztet, majd Dunn-féle post hoc
tesztet (tobbszoros Osszehasonlitdsok) végeztiink.

Vizsgalataink soran minden esetben a P<0,05 értékeket tekintettiink szignifikans
kiilonbségnek. A statisztikai analizist és az abrak elkészitését Volascsekné Toth Kinga

Fanni, Dr. Szdnté Magdolna, Dr. Toth Istvan Baldzs és Dr. Oldah Attila végezte.
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6. Eredmények

6.1 A TRPV3 aktivdalasa gatolja a lipogenezist és serkenti a gyulladasos

mediatorok termeleset human szebocitakban

Amint arrdl az lrodalmi attekintés megfeleld fejezeteiben mar szd esett,
munkacsoportunk a korabbi években megallapitotta, hogy a TRPV3 kifejezédik human
epidermalis keratinocitakon, farmakologiai aktivalasa pedig jelent6sen fokozza tobb
gyulladasos citokin kifejezddését és felszabadulasat.1%%!1® Kimutattuk azt is, hogy a TRPV1,
-2 és -4 ioncsatornak jelen vannak human szebocitakon; a TRPV1 és TRPV4 esetében
raadasul arra is fény deriilt, hogy aktivaciojuk csdkkenti a faggyulipid-termelést,105114

Mindezek fényében jelen kisérleteink soran arra tettiink kisérletet, hogy megvizsgaljuk a

crer

6.1.1 A TRPV3 jelen van human faggyumirigyeken

Els6ként immunhisztokémiai analizis segitségével Kimutattuk, hogy a receptor
nemcsak az epidermiszben, hanem a faggyumirigyekben is kifejezédik. Eredményeink
szerint rdadasul a periféridsan elhelyezkedd, differencialatlan sejtek erdsebb
immunpozitivitdst mutattak, mint a centralisan elhelyezkedd, differencialtabb sejtek (7.
abra), ami arra engedett kovetkeztetni, hogy a TRPV3 szerepet jatszhat a szebocitak érési

folyamatainak szabalyozaséaban.
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7. dbra A TRPV3 ioncsatorna kifejezddik human faggyumirigyekben. A TRPV3 immunhisztokémiai
festese (DAB, barna) human faggyumirigyekben (FM; A-B) és a szoveti pozitiv kontrollként
alkalmazott epidermiszben (D). A fehér és sarga nyilak rendre a periférian elhelyezkedd
differencialatlan, illetve a centralisabban lokalizalodo, differencialt sejteket jelolik (B). Negativ
kontroll (NK, (C)). Magfestés: hematoxilin (kék).

6.1.2 A TRPV3 a faggyumirigyeken tapasztalthoz hasonlo kifejezodési mintazatot mutat
human SZ95 szebocitakon

Tekintettel arra, hogy a kordbban emlitettek szerint a human faggyamirigyek
vizsgalatara nem all rendelkezésre megfeleld allatmodell, a primer szebocitak vizsgalata
pedig jelent6s objektiv nehézségekbe litkozik, kisérleteinket az SZ95 szebocita sejtvonal
felhasznalasaval folytattuk, melyek a human faggyumirigysejtek széleskorben hasznalt
modelljei.’®®10 Megallapitottuk, hogy a szebocitdk mind fehérje, mind mRNS szinten
kifejezik a TRPV3-at; az ioncsatorna expresszidja raadasul az immunhisztokémiai festések
soran nyert eredményekkel Osszhangban a posztkonfluens, differencidlt tenyészetekben
alacsonyabbnak adodott, mint a gyorsan proliferald prekonfluens sejtkultarak esetén (8.

abra).
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8. dbra A TRPV3 fkifejezédik SZ95 szebocitikon. (A) Immunfluoreszcens jelolés az SZ95
szebocitakon (TRPV3: FITC, zéld fluoreszcencia). A Kék szin a sejtmagokat jeloli (DAPI).
Meéretvonal: 25 um. (B) Humdn epidermalis keratinocitik (KC; pozitiv kontroll), valamint
differencialatlan (prekonfluens; , Pre”) és spontan differencialodott (posztkonfluens,
., Poszt”) SZ95 szebocita tenyészetekbdl készitett fehérjemintak western blot analizise. (C) A
TRPV3 ioncsatorna mRNS-ének relativ expresszidja pre- és posztkonfluens SZ95 szebocita
tenyészetekben (datlagtSEM); N=3. NK: negativ kontroll; GAPDH: glicerinaldehid 3-foszfdt
dehidrogendz (belsé kontroll); KC: keratinocita; Pre: prekonfluens; Poszt: posztkonfluens.

6.1.3 A TRPV3 aktivaciéja Ca**-jelet indukadl SZ95 szebocitdkon

Az expresszids mintdzat leirdsa utan funkciondlis méréseket végeztiink a TRPV3
bioldgiai szerepének feltarasara. Amit arr6l mar sz6 esett, korabbi kutatasaink soran azt
talaltuk, hogy a humdan epidermalis keratinocitdkon a TRPV3 funkciondlisan aktiv
forméban, azaz dominansan Ca?*-ra permeabilis ioncsatornaként expresszalodik.*%%3 igy
jelen kisérleteink soran is arra torekedtiink, hogy megvizsgaljuk a TRPV3 egy szintetikus
(2-aminoetoxidifenil-borat; 2-APB) és egy novényi eredeti (karvakrol) aktivatoranak a
hatasait human szebocitakon. A TRPV3 aktivatorok a keratinocitakon tapasztaltakhoz
hasonléan a szebocitik esetében is jelentds intracelluldris Ca?*-koncentracié-emelkedést

eredményeztek. A Ca®*-jel ugyanakkor szinte teljesen megsziint az altalanos TRP csatorna

53



gatlo ruténium voros jelenlétében, mig a sejteken szintén funkcionalisan expresszalodol14
és a TRPV3-hoz szerkezetileg hasonld6 TRPV1 és TRPV4 ioncsatornak szelektiv

antagonistai (az AMG9810, illetve a HC067047) nem befolyasoltak a kialakult Ca?*-jeleket

(9. abra).
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9. dbra A TRPV3 aktivatorok Ca*'-jelet indukalnak SZ95 szebocitikon. (4) Reprezentativ
Ca®*-jelek SZ95 szebocitikon, amelyeket a TRPV3 agonistik valtottak ki ruténium vérés
Jjelenlétében vagy hianydban, a jelzett koncentraciokban alkalmazva. (B) A Ca**-jelek
amplitudojanak statisztikai elemzése kiilonbozo koriilmények kozétt, a jelzett modon végzett
kezeléseket kovetden (datlagtSEM; N=6 minden csoportban). ***P<0,001 a kontroll
csoporthoz  képest, illetve ###P<0,001 a megadott csoportok kozott. 2-APB:  2-
aminoetoxidifenil-bordt (TRPV3 aktivdtor); RR: ruténium vorés (dltalanos TRP csatorna
gatloszer).

Mivel sajnalatos modon kisérleteink idején szelektiv  TRPV3 aktivatorok és
antagonistak kereskedelmi forgalomban nem voltak elérhetéek, ezért a 2-APB és a karvakrol
hatasainak TRPV3-specificitasat RNS interferencia alapu szelektiv ,,géncsendesités”-sel is
megvizsgaltuk. Amint arrol mar az ,,Anyagok ¢és modszerek” fejezetben szd esett, a
szebocitakat a TRPV3 MRNS-ét célz6 kis interferald RNS-sel (SIRNS) transzfektaltuk, mely
azt eredményezte, hogy a csatorna mRNS és fehérje szintli expresszidja a transzfekciot

kovetd 2. napra jelentés mértékben csokkent a non-sense RNS-sel (,,scrambled”; SCR)

transzfektalt sejtek esetében detektalhatohoz képest (6. abra).
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Habar a modszer nem volt képes teljesen megsziintetni a TRPV3 kifejez0dését,
funkciondlis méréseink soran azt tapasztaltuk, hogy a ,géncsendesitett” sejteken
szignifikansan csokkent az agonistak altal kivaltott Ca?* jelek amplitadoja és a jelek felszalld
szaranak meredeksége is (10. abra). Mindez azt jelenti, hogy a 2-APB és a karvakrol Ca?*-
homeosztazisra gyakorolt hatdsait human szebocitdkon nagy valosziniiséggel dontden a

TRPV3 kozvetiti.
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10. dbra A TRPV3 géncsendesités kiovetkezményeként az agonistik hatdsa csokken. (A)
Reprezentativ Ca®*-jelek, amelyeket a TRPV3 agonista 2-APB (200 zM) és karvakrol (500 xM)
valrottak ki ,,scrambled ” RNS-sel (scr RNS) vagy a TRPV3-at célzé siRNS-sel (SIRNS-TRPV3)
transzfektalt human SZ95 szebocitikon. (B) A 2-APB-vel és karvakrollal indukdlt Ca®*-
szigndalok amplitidéjanak és felszdlloszar-meredekségének statisztikai elemzése. Atlag+SEM;
N=35 minden csoportban. +P<0,05 és ++P<0,01 a megjeldlt csoportok kozéott. scr: scrambled;
(transzfekcios kontroll). siRNS: Kis interferalo RNS (,, géncsendesitett” sejtek).

6.1.4 A TRPV3 agonistak koncentraciofiiggdé modon csokkentik a szebocitik

életképességet

A kovetkezdkben arra voltunk kivancsiak, hogy a TRPV3 farmakologiai aktivacioja
miként befolyasolja a szebocitdk jellemzd bioldgiai folyamatait. Elséként a TRPV3
aktivatorok életképességre gyakorolt hatdsat vizsgaltuk meg. Eredményeink szerint az
aktivatorok magasabb koncentracioban 24 oras kezelések alkalmaval csokkentették az

él6sejt-szamot, alacsonyabb - de még egyértelmii Ca®*-jelet indukalé - koncentraciokban
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azonban nem befolyasoltak szignifikansan (11. abra). Mindezek alapjan a koévetkezo
kisérletekben ezen hatékony, de nem citotoxikus koncentraciok (2-APB: 150 uM; karvakrol:

500 uM) biologiai hatésait vizsgaltuk tovabb.
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11. dbra A TRPV3 agonistak nem citotoxikus koncentrdcioi is jelentésen novelik a
citoplazmatikus Ca®*-koncentraciot SZ95 szebocitdkon. (A) A TRPV3 agonistik hatisa az
SZ95 szebocitik életképességére (MTT-assay). Atlag+SEM; N=7-8 mindegyik csoportban,
***P<(),001 az oldészerrel kezelt, az abran folytonos vonallal jelolt kontroll csoporthoz képest
(24 ords kezelések). (B) A TRPV3 agonistik akut alkalmazdsdaval kivaltott Ca**-jelek
amplitidéja a megadott koncentrdaciokban. Atlag+SEM; N=3 mindegyik csoportban.
6.1.5 A TRPV3-medialt Ca®* jelatvitel gatolja a faggyulipid-termelést

Amint arrdl a kordbbiakban mar sz6 esett, a TRPV3-hoz nagymértékben hasonlo
TRPV1 ¢és TRPV4 ioncsatorndk aktivacidja jelentdsen csdkkenti a kiilonbozd lipogén
dgensek (pl. AA) altal indukalt faggyulipid-termelést huméan szebocitdkon,'®1* ezért
kivancsiak voltunk arra is, hogy a TRPV3 hogyan befolyasolja a sejtek lipidszintézisét.
Ennek vizsgalatara a 2-APB ¢és a karvakrol fentebb meghatarozott nem citotoxikus, de
egyértelmii Ca®*-jelet okozé koncentracioit alkalmazva aktivaltuk a TRPV3 csatornat. A
kezelések (a korabban a TRPV 1 és a TRPV4 aktivalasakor tapasztaltakhoz hasonléan)0®114
jelentésen csokkentették az AA-val indukalt faggyulipid-szintézist a non-sense RNS-sel

transzfektalt (scr RNS) sejtek esetén, mig a TRPV3 ,géncsendesitett” sejteken

szignifikdnsan kisebb hatast valtottak ki. Megfigyeltik azt is, hogy az AA Kkis, de
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szignifikans mértékben hatasosabbnak bizonyult a TRPV3 , géncsendesitését” kdvetden,
ami alapjan feltételezhetd, hogy a csatorna alap aktivitasa iS negativan szabalyozza az AA-

indukalt lipogenezist (12. abra).
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12. dbra A faggyulipid-termelés szemikvantitativ meghatdrozasa Nile Red jeloléssel a
scrambled RNS-sel (scr RNS) és a TRPV3-at célzé siRNS-sel (SIRNS-TRPV3) transzfektdlt
SZ95 szebocitakon. A sejteket AA-val és TRPV3 agonistikkal kezeltiik 24 oran keresztiil.
Atlag+SEM; N>4 mindegyik csoportban. ***P<0,001 a jel6lt csoportok kozétt.

Fontos megjegyezni, hogy a TRPV3 agonistak hatasa nem korlatozodott az AA-val
indukalt lipidszintézisre. Az aktivatorok hasonld6 moddon gétoltdk az AA-étol (PKCH
aktivacio)'’® eltérd mechanizmussal haté endokannabinoid AEA (CB; és ERK1/2 MAPK
aktivacio)t’® és a linolsav-tesztoszteron kombinacio (PPAR aktivacio)'® lipogén hatasait,
emellett pedig valamelyest csokkentették a nem transzfektalt szebocitak bazalis faggyulipid-
termelését is (13. abra). Mindezek alapjan a TRPV3 a faggyulipid-termelés egy potens

)105

negativ regulatora, aktivatorai pedig (a TRPV4 aktivatoraihoz hasonldéan)™ univerzalis

liposztatikus hatast valtanak ki.
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13. abra A TRPV3 agonistik hatasa a humdn szebocitak faggyulipid-termelésére. Nile Red jelolés.
A lipogenezist 100 uM linolsav és 1 uM tesztoszteron (LA+T) kombindcidjaval, illetve az
endokannabinoid AEA-dal (30 uM) indukdltuk. A TRPV3 agonistik jelenléte szignifikansan
csokkentette mind a bazalis, mind az indukdlt lipidszintézist. Atlag+SEM; N>4 mindegyik
csoportban, ***P<0,001 a kontrollhoz képest és ###P<0,001 a jelzett csoportok kozatt.

A fenti eredményekkel 6sszhangban aramlasi citometria segitségével megallapitottuk
azt is, hogy a karvakrol (bar nem befolyasolta a sejtek granulaltsagat sem kontroll
koriilmények kozott, sem pedig AA-val kezelt sejtek esetén) szelektiven gatolta az AA altal
indukalt sejten beliili lipidakkumulaciot, melyet az altalanos TRP csatorna gatloszer
ruténium vords képes volt megakadalyozni (14. abra), ujfent megerdsitve, hogy valoban egy

TRPV csatorna (legvaloszintibben a TRPV3) kozvetitheti az emlitett a hatast.
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14. abra A TRPV3 agonista karvakrol ruténium vérossel kivédheté modon csokkenti az AA-val
indukalt lipidszintézist. Az SZ95 szebocitakat 48 ordan at kezeltiik az abrdn lathato
kombinaciokban (AA: 100 uM; kKarvakrol: 500 uM; ruténium vorés [RR]: 10 uM). A sejteket
ezt kévetden Nile Red oldattal megfestettiik, majd Osszegyiijtéttiik, és aramlasi citometrias
mérésnek vetettiik ala az ,, Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint. A Nile Red festék
fluoreszcencidjat és az oldalra szordst (SSC) parhuzamosan mértiik a cellularis lipidtartalom
és a granuldacio ertékeléséhez.

A jelenség molekularis hatterét kutatva tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk a
faggyulipid-termelés fontos pozitiv regulatorainak, a PPARy-nak és az NRIP1-nek'%>18! a7
mRNS szintii kifejezddését. Kimutattuk, hogy a karvakrol képes mindkét molekula mRNS
szintli expresszidjat csokkenteni (15. abra), igy feltételezhetd, hogy a TRPV3 aktivatorok
liposztatikus hatasanak kialakulasaban a PPARYy és az NRIP1 down-regulacidja is szerepet

jatszhat.
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15. abra A faggyulipid-szintézist pozitivan szabalyozo PPARy és NRIPI mMRNS-szintii expresszioja
karvakrol kezelés hatdsara csékken (Q-PCR). A sejteket 500 uM karvakrollal vagy oldoszerrel
kezeltiik 24 6rdan keresztiil. A karvakrol csokkentette a lipidszintézist szabdlyozoé fenti kulcsgének
kifejezédését. Atlag+SEM; N=3; *P<0,05.

6.1.6 A karvakrol (részben TRPV3-fiiggé modon) fokozza egyes gyulladdsos citokinek
kifejezodeését és felszabadulasat

A lipidtermelés mellett a faggytmirigyek hozzajarulnak a b6ér immunfolyamatainak

szabalyozasahoz j,168.182

a TRPV3 aktivacigjardl pedig ismert, hogy epidermalis
keratinocitak esetén jelentds gyulladasos vélasz kialakuldsdhoz vezet,'® fokozott
kifejezddése és koros aktivitdsa pedig szerepet jatszik az AD-re jellemzd borgyulladas
kialakulasaban.''%113 A fentieket szamitasba véve a TRPV3 szebocitikon jatszott szerepét
feltaro kisérleteink zardakkordjaként megvizsgaltuk a TRPV3 aktivacido SZ95 szebocitak
immunfenotipusara gyakorolt hatdsat is. Eredményeink azt mutattdk, hogy a TRPV3
agonista karvakrol (500 uM) 6 oras kezelést kovetden egyértelmiien fokozta szamos

gyulladasos citokin transzkripciojat, mig — érdekes moédon - a 2-APB 150 pM-os

koncentracioban alkalmazva hatastalannak bizonyult (16. abra).
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16. dbra A karvakrol fokozza egyes gyulladdsos citokinek mRNS szintii expressziojat SZ95
szebocitakon. A sejteket 6 oran at oldoszerrel vagy TRPV3 agonistakkal kezeltiik. #P<0,05 és
###P<0,001 az oldoszerrel kezelt kontrollhoz képest. Belsé kontrollként a PPIA kifejezddeset
hataroztuk meg. N=3. IL: interleukin. TNF': tumornekrozis faktor.

Annak eldontésére, hogy a karvakrol gyulladasos valaszt kivalto hatasa TRPV3
specifikusan alakult-e ki, kisérleteinket TRPV3-csendesitett SZ95 szebocitdkon is
megismételtiik. Azt tapasztaltuk, hogy a TRPV3 szelektiv ,,géncsendesitése” az IL-1p, az
IL-6, az IL-8 (CXCLS) és a TNF-a esetén jelentdsen csokkentette a karvakrol gyulladast
indukalo hatasat (17. abra), ami ismét azt tamasztotta ala, hogy a TRPV3 részt vesz a
karvakrol hatasainak kozvetitésében. Erdekes modon ugyanakkor a géncsendesités nem
befolyasolta az IL-1a karvakrol-indukalta up-reguléciojat.

Végezetiil eredményeink transzlacios relevanciajanak novelésére azt is megvizsgaltuk,
hogy miként befolyasolja a karvakrol a gyulladasos citokinek felszabaduldsat. mRNS
szinten nyert eredményeinkkel jo Osszhangban azt tapasztaltuk, hogy a TRPV3 szelektiv
»géncsendesitése” ugyan nem befolydsolta az IL-la szintjét a sejtek feliilluszojaban, de
jelentdsen csokkentette az IL-1p, az IL-6 és az IL-8 (CXCLS8) felszabadulasat (18. abra),
mig a TNF-a koncentracidja detekcios kiiszob alattinak adodott (nem publikalt
megfigyelés). Mindezek alapjan a TRPV3 valdban fontos (de nagy valosziniiséggel nem
kizarolagos) szerepet jatszik a karvakrol gyulladdsos vaélaszt indukdlé hatdsdnak

kialakitasaban.

61



X107 X107 x10" x10™ x10*
o 8 - 4 - 7 A 12 - 12 S
i 6 10 - 10 4
& ° 34 51 + 8 s

t 8
o 4 - + +
:5' 4 4 + 3] + 64 6 ¥
W2 21 21 41 4 1 * — scr RNS
& L 1 , 14 21 24 [/® —@— siRNS-TRPV3
a T 1,07 T T 10T
o 0.4 0.4 0,51
[ 04_ 0,8-
@ 03- 0,34 ' 0,6 -
05{ M+ 0,34 '

2 0.2+ ' ¥ 0.2 ]+ 02 0.4 - Ji
= .
3 0.14 0,14 0.1 0.2
* 00l+—r 00— 00Lt+—r 00— 00l+—

osz karv osz Karv 0sz karv 0sz karv 0sz karv

IL-1a IL-1p IL-6 IL-8 TNF o

67. abra A karvakrol gyulladasos valaszt indukalo hatasa dontéen TRPV3-fiiggd modon alakul ki.

Q-PCR. A ,,scrambled” RNS-sel (scr RNS) és a TRPV3-specifikus siRNS-sel (SiRNS-TRPV3)
transzfektalt SZ95 szebocitakat karvakrollal (500 uM) vagy a karvakrol oldészerével kezeltiik 6 ordn
keresztiil. A'tlagiSEM; N=3, +P<0,05, ++P<0,01 és +++P<0,001 a , scrambled ’RNS-sel és a
TRPV3-specifikus siRNS-se/ transzfektalt sejtek kozott. Karv.: karvakrol; scr RNS: non-sense

(,,scrambled”) RNS-sel transzfektalt tenyészetek; siRNS-TRPV3: TRPV3-csendesitett tenyészetek;
osz: oldoszer kontroll.
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78. dbra A TRPV3 szelektiv , géncsendesitése” jelentésen csokkenti tobb gyulladasos citokin
karvakrol-indukdlta felszabaduldsat. A 18. dbrdn bemutatott 6 ords kezeléseket kovetden begyiijtott

feliiliszok  felhaszndldsaval — elvégzett ELISA. Atlag+SEM  N=3.+P<0,05,

++P<0,01

és

+++P<0,001, valamint #P<0,05, a jelolés szerint. Karv.: karvakrol;, n.s.: nem szignifikans
kiilonbség; scr RNS: non-sense (,,scrambled”) RNS-sel transzfektalt tenyészetek; siRNS-TRPV3:
TRPV3-csendesitett tenyészetek; osz: oldoszer kontroll.
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6.2 A FXaPI3K utvonal indirekt gatlasaval gyulladascsokkento hatast fejt ki
human epidermalis keratinocitakon, és csokkenti a viszketésmediator

endotelinek felszabadulasat

6.2.1 14 uM-os koncentrdacioig a FX a citotoxicitas veszélye nélkiil alkalmazhato human

keratinocitakon

Kisérleteink els6 1épéseként meg szerettiilk volna hatarozni azt a legmagasabb FX-
koncentraciot, amely 24 6ras kezelés sordn nem gyakorol karos hatast a keratinocitak
¢letképességére. Amint az a 19. dbran lathat6, a keratinocitakat tobbféle FX-koncentracidval
(100 uM-ig) teszteltiik. A megfeleld gorbeillesztés azt mutatta, hogy a 24 6ras kezelések
soran a FX félcitotoxikus koncentracidja ~25,43 uM volt, mig a legmagasabb koncentracio,
amely nem csokkentette a jel intenzitasat az oldoszer kontroll szintje ald, 14 uM volt (19.

abra).
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19. abra: A FX koncentraciofiiggé modon csokkenti a HaCaT keratinocitak életképességét a 24 oras
kezelések soran (MTT-vizsgalat). A HaCaT keratinocitdkat kiilonbozé FX-koncentraciokkal (vagy
oldoszerrel, DMSO-val) kezeltiik 24 oran keresztiil. A hattérjel intenzitasértékét kivontuk, majd az
adatokat az oldoszerrel kezelt kontrollcsoport (100%-nak tekintett) atlagara valé normalizalasukat
kovetéen N=12 biologiai ismétles datlaga£SD értékekent mutatjuk be. A szaggatott kék vonalak a
[félcitotoxikus koncentraciot jelzik (azaz azt a koncentraciot, amelynél a szamitott MTT jelintenzitds
az oldoszerrel kezelt kontroll 50%-dra csékkent; ~25,43 uM). A szaggatott piros vonalak 74 uM-t
jelolik, azaz a legmagasabb koncentraciot, amelynél a szamitott MTT jelintenzitdas nem csokkent az
oldoszerrel kezelt kontrollcsoport szintje ala (100%).
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Ezt kdvetden, hogy kizarjuk annak lehetdségét, hogy a FX 14 uM-os koncentracioban
citotoxikus hatést valt ki, egy masik mddszerrel, az tin. CyQUANT-assay segitségével is
megvizsgaltuk a sejtszamra gyakorolt hatast. Ez a vizsgalat megerésitette, hogy 14 uM-ig a
FX nem csOkkentette a sejtek szamat a 24 oOras kezelések soran az oldoszerrel kezelt
kontrollcsoporthoz képest (20. abra), mig 100 uM-os alkalmazéas esetén jelentosen
csokkentette azt. gy arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a FX 14 pM-os koncentracioban
alkalmazhato a tervezett rovid (3 oras) és kozéptavu (24 oras) kisérleteinkben a citotoxicitas

kockazata nélkiil.
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20. abra: 14 uM-ig a FX nem csokkenti a HaCaT keratinocitak sejtszamat a 24 oras kezelések soran,
mig 100 uM-ndl citotoxikus hatast fejt ki (CyQUANT-vizsgalat). Az adatokat az oldoszerrel kezelt
kontrollcsoport (1-nek tekintett) atlagdara valé normalizalasukat kévetéen N=16 bioldgiai ismétlés
atlaga+SD értékeként mutatjuk be. ****P<0,0001 a jelzettek szerint. ns: nem szignifikans. FX:
fluoxetin.

6.2.2 A FX jelentésen csékkenti tobb gyulladasos citokin p(1:C) dltal indukalt up-

crer

A kovetkezOkben a FX feltételezett gyulladascsokkentd hatasat vizsgaltuk meg egy
altalunk korabban optimalizalt'® gyulladasos modellrendszerben. A TLR3 aktivétor p(I:C)-
t 20 pg/ml-es koncentracioban alkalmazva megallapitottuk, hogy varakozasainknak

megfelel6en a 3 6ras kezelések soran jelentésen megndvelte szamos gyulladasos citokin (IL-
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la, IL-1B, IL-6 és IL-8 [CXCL8]) MRNS-expressziodjat. Ezeket a hatasokat az IL-1a, az IL-
1B és az IL-8 (CXCLS8) esetén a FX (14 uM) egyidejii alkalmazasa képes volt szignifikansan
csokkenteni, mig az IL-6 esetén a valtozas nem érte el a statisztikailag szignifikans mértéket

(P=0,1615) (21. 4bra).
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21. dbra: A FX 3 ords kezelést kovetden szignifikansan csokkenti a p(1:C) gyulladasos hatasdt
HaCaT keratinocitikon. Kisérleteink soran az IL-1a (A), az IL-1f (B), az IL-6 (C) és az IL-8
(CXCLS8) (D) mRNS-szintii expressziojat Q-PCR segitségével vizsgaltuk a jelzett 3 ords kezeléseket
kovetden. Belsé kontrollként a 18S RNS expresszidjat hataroztuk meg, majd a relativ génexpressziok
megallapitasat kovetéen az eredményeket a AACT modszert alkalmazva az abran szaggatott vonallal
jelolt kontroll expresszios szintjére normalizaltuk, és atlag+SD (N=9 biologiai ismétlés) alakban
abrazoltuk. *P<0,05. ns: nem szignifikans. FX: fluoxetin (14 uM), IL: interleukin; p(I:C): poliinozin-
policitidilsav (20 ug/mi).

6.2.3 A FX csokkenti az 1L-8 (CXCLS8) p(l:C)-indukalta felszabadulasat

Mivel génexpresszios kisérleteink arra engedtek kovetkeztetni, hogy a vizsgalt FX
koncentracid hatékonyan enyhitheti a p(I:C) altal kivaltott gyulladasos valaszt, kovetkezd
Iépésként fehérje szinten folytattuk vizsgalatunkat. Ennek soran elséként citokin array-t
végeztiink. Az array eredményei azt mutattak, hogy a 20 pug/ml p(l:C)-vel végzett 3 oras
kezelés 13 molekula felszabadulasat novelte, mig 4 molekulaét csokkentette (22. abra és
Fliggelék Al. tablazat; a kisérlet soran a kontroll jelintenzitdsdhoz képest >1,5-szeres
valtozast tekintettiik biologiailag relevansnak), a FX (14 uM) egyiittes adagolasa pedig

valamennyi esetben csokkentette a valtozas mértékét (22. abra). Mindez arra utalt, hogy a
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FX mRNS-szinten észlelt gyulladasgatld hatasa a citokinek/kemokinek felszabadulasanak

szintjén is megnyilvanulhat.
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22. abra: A FX csokkenti a p(1:C) gyulladasos hatdsat HaCaT keratinocitakon. A sejteket a jelzett
modokon kezeltiik 3 oran keresztiil. A feliiluiszokat dsszegyiijtottiik, majd citokin array kit segitségével
megvizsgaltuk. A hattér ertékevel torténd korrekciot kovetéen az atlagos jelintenzitasokat (2
technikai ismétlés adataibdl szamitva) normalizaltuk az adott molekula oldészerrel kezelt kontroll
kultura esetében mért értékére (kontroll = I, folytonos vonal). A jelintenzitas >1,5-szeres p(l:C)-
indukalt névekedéset vagy csokkenéset tekintettiik relevans valtozasnak (szaggatott vonalakkal
jelolve). FX: fluoxetin; GM-CSF: granulocita-makrofig koloniastimulalo faktor, mds néven
koloniastimulalo faktor 2; GROa: C-X-C motivumos kemokin ligand 1; IL: interleukin,; IL-1ra:
interleukin 1 receptor antagonista; MIP-3a.: C-C-motivumi kemokin ligand 20; p(I:C): poliinozin-
policitidilsav, RAGE: elérehaladott glikozildcios végtermék specifikus receptor; RANTES: C-C-
motivumos kemokin ligand 5; TGF: transzformdlo névekedési faktor; VEGF: vaszkularis endotelidlis
novekedesi faktor A.

Ezen eredményeinket megerdsitendd a keratinocitdk feliiliszojat 3 és 24 oOrés
kezeléseket kdvetden tovabb vizsgaltuk, hogy nyomon kdvessiik a mar rendelkezésre allo
citokin készlet gyulladasos stimulus altal kivaltott korai felszabadulasat (3 6ra), valamint a
de novo szintetizalt citokinek szekrécigjat (24 ora). Q-PCR-ral nyert adatainkkal
Osszhangban azt talaltuk, hogy bar a FX csokkenteni latszott az IL-6 p(l:C)-indukalt
felszabadulasat, a hatas egyik vizsgalt iddpontban sem érte el a statisztikailag szignifikans
mértéket, 24 oras kezelések esetén azonban szignifikansan csokkentette az IL-8 (CXCLS8)

felszabadulasat (23. abra).
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23. dbra: A FX jelentdsen csokkenti a p(I:C) dltal indukalt IL-8 (CXCLS8) felszabadulast (24 oras
kezelések). A HaCaT keratinocitikat az abran jelzettek szerint kezeltiik 3 (A és C) vagy 24 (B és D)
oran keresztiil. A feliiluszokat Osszegyujtottiik, majd specifikus ELISA kitek segitségével
megvizsgaltuk az IL-6 (A és B) és az IL-8 (CXCLS8) (C és D) felszabaduldsat a sejtekbdl. Atlag+SD;
N=7-9 bioldgiai ismétlés. Az oldoszerrel kezelt kontroll tenyészetek datlaga az abrakon szaggatott
vonallal van jelolve. ** *** g5 ****p<() (] 0,001, illetve 0,0001, ns: nem szignifikans. FX:
Sfluoxetin (14 uM); IL: interleukin, p(I:C) poliinozin-policitidilsav (20 ug/mi).

6.2.4 A FXimmortalizalt (HaCaT) és primer human epidermalis keratinocitdakon egyarant

kivédi a viszketést kozvetito endotelinek p(I:C) altal indukalta felszabadulasat

Miutéan kimutattuk, hogy a FX gyulladasgatlo hatast fejthet ki modellrendszeriinkben,
célunk az volt, hogy tovabb vizsgaljuk feltételezett jotékony hatasait. Mint fentebb
emlitettiik, a viszketés a borgyodgyaszati allapotok széles skaldjanak egyik leggyakoribb
tiinete, 8418 ¢s a kiilonbozé pruritogének felszabaditasan keresztiil az epidermalis
keratinocitak fontos szerepet jatszanak a kialakulasaban.'®*®° Irodalmi adatok alapjan a
kiilonféle endotelinek (és kiilondsen is az endotelin-1) kulcsfontossagh keratinocita-eredetii
viszketést eldsegitd mediatorok.!8-191 Az endotelin-1 kifejezédése raadasul az AD-ben
szenvedd betegek tiineteket mutatd bérteriiletének epidermiszében up-regulalodik!®? és
plazmaszintje pozitiv korrelaciét mutat a tiinetek stilyossagaval is.’®®* Mivel a TLR3-rél
nemrégiben kideriilt, hogy szamos viszketéssel jar6 borbetegségben up-regulalodik, és
p(I:C) altali aktivalasa nagymértékben fokozza az endotelin-felszabadulast a primer human

epidermalis keratinocitakbol,®® azt kivantuk megvizsgalni, hogy a FX miként befolyasolja
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ezt a folyamatot. Ennek soran el6szor pan-endotelin ELISA kit segitségével egy
elokisérletben kimutattuk, hogy az endotelin felszabadulasa a primer epidermalis
keratinocitakhoz hasonléan HaCaT keratinocitdkban is 24 6réas, 20 ug/ml p(I:C) kezelés

hatasara névekedik meg a legnagyobb mértékben (24. abra).

40
N
3 30
E — kontroll
E % . = p(1:C) 1 pg/ml
25 2 f B p(1:C) 20 pg/ml
c 2 i
2 10 | I =
3 il | ﬂ
& Nini=1 B r] ﬂ :

1 dra 6 ora 24 é6ra 48 éra

24. dabra: A p(I:C) koncentrdcio- és iddfiiged modon néveli az endotelin-felszabadulast a humdn
epidermalis keratinocitakbol. A HaCaT keratinocitakat az abran jelzettek szerint kezeltiik 1, 6, 24,
illetve 48 oran keresztiil. A feliiluszokat dsszegyiijtottiik, majd pan-endotelin ELISA kit segitségével
vizsgaltuk az endotelin felszabaduldsanak kinetikajat. Az abran az adatokar 3 technikai ismétlés
atlag=SD értékeként fejezziik ki; p(1:C): poliinozin-policitidilsav (7 és 20 ug/ml).

Mindezek fényében késdbbi kisérleteinkben a 24 orés kezelések soran 20 pg/ml p(I:C)
alkalmaztunk a keratinocitdkon. Megallapitottuk, hogy a FX (14 uM) egyiittes alkalmazésa
szinte teljesen kivédi a p(l:C)-indukalt endotelin-felszabadulast HaCaT keratinocitakban
(25/A ébra), valamint primer human epidermalis keratinocitakban (25/B abra) egyarant.
Adataink tehat amellett szdlnak, hogy a FX nemcsak gyulladdscsokkentd hatdssal birhat,

hanem képes lehet bizonyos viszketéstipusok enyhitésére is, hatasai pedig valoszintileg

donorfiiggetlen modon alakulnak ki.
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25. dbra: A FX gatolja a p(l:C)-indukalt endotelin-felszabaduldst humadn epidermalis
keratinocitakban. HaCaT keratinocitikat (A), valamint 5 donorbdl szdrmazo primer humdn
epidermalis keratinocitakat (B) 24 oran keresztiil a fent bemutatott modon kezeltiink. A feliiluszokat
osszegyiijtottiik, majd egy specifikus, endotelin-felszabadulds kimutatdsdra alkalmas ELISA Kit
segitségevel megvizsgaltuk azokat (a részleteket lasd az Anyagok és modszerek részben). Az adatok
N=35 biologiai ismétlés (HaCaT keratinocitdk; A) vagy 5 donor (primer epidermadlis keratinocitdk;
B) datlaga+SD értékekent vannak kifejezve. Az oldoszerrel kezelt kontroll tenyészetek atlaga mindkét
esetben szaggatott vonallal van jeldlve. A primer epidermalis keratinocitdk esetében minden szin egy
fliggetlen donort jelol (a részleteket lasd az Anyagok és modszerek szakaszban és a 2. tablazatban).
* és ¥*P<(,05, illetve 0,01, a jelzetteknek megfeleléen. FX: fluoxetin (14 uM); p(I:C): poliinozin-
policitidilsav (20 ug/mi).

6.2.5 A FXnem befolyasolja a p38 és az IkBa p(1:C)-indukdlt foszforildcidjat, és a reaktiv

oxigéngyokok mitokondrialis termelésének (mtROS) emelkedését sem akadalyozza

meg

A TLR3 stimulalasa az NF-kB utvonal'® aktivalasihoz vezethet az IxBa gatlo
szabalyoz6 foszforiladcidjan (és ezaltal inaktivalasan) keresztiil, tovabba a TLR3 a p38
mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK) utvonalat is aktivalhatja.!®® Egy korabbi kisérletben
Osszehasonlitottuk a 10, 20, 30 és 60 perces p(I:C)-kezelés (20 pg/ml) hatasait. Adataink azt
mutattak, hogy a p(I:C) 60 perc utan indukalta a legerdteljesebben az IkBa és a p38
foszforilacigjat (Western blot; nem publikalt adatok). Ezért a tovabbi kisérleteinkben gy

dontottiink, hogy 60 perces kezeléseket alkalmazunk. Amint az a 26/A-D abrakon lathato,
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azt talaltuk, hogy a FX (14 uM) egyiittes addsa nem befolyasolta az IxkBa vagy a p38 p(I1:C)-
indukalt foszforilacidjat (Western blot), ami arra utal, hogy a gyulladascsokkent6 hatasa az

NF-xB vagy a p38 MAPK aktivitassal valo kozvetlen kolcsonhatas nélkiil alakulhat ki.

Az NF-xB ¢és a p38 MAPK utvonalakra gyakorolt hatasai mellett a TLR3 aktivalasa a
reaktiv oxigéngyokok mitokondrialis termelését is novelheti (MtROS).**® Azonban, ahogyan
a 26/E abran lathato, bar a FX egyiittes alkalmazasa csokkenteni latszott a p(l:C)-indukalt
mtROS termelést (MitoSOX Red jel6lés; 30 perces kezelések), a kiilonbség nem érte el a

statisztikailag szignifikans szintet (P=0,142).

3 = x 8 % © Kook ok
N'o - NS ¥ 5 157
S E O —~ L8 o iy e | |
§ g 8 2 § g 8 2 §§ ns ns
Ox% & & oOx%x & & ge
s e
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B-tubulin p-tubulin ES
(-50kDa) | TR W (s0kDa)| M MwEm
o ¢+ O <+
‘60(\‘ 9\ Q\\',C'\*
C S p-IkBa (60 min) D p-p38 (60 min)

Relativ optikai denzitas (kontroll
Relativ optikai denzitas (kontroll=1)

26. abra: A FX nem befolydasolja az NF-kB és a p38 MAPK utvonalakat, tovabba nem képes
szignifikansan csokkenteni a p(1:C)-indukalt mtROS termelést. (A-B) Western blot. HaCaT
keratinocitik négy kiilonbozo passzazsat kezeltiik a jelzett modon 60 percig, majd a Western blot
analizis elvégzéséhez begyiijtottiik a fehérjemintakat. Az A és B panelen a p-IkBa (A) és a p-p38 (B)
reprezentativ immunoblotjai lathatok, mig a denzitometrids elemzés eredményei a C és D panelen
lathatok. Az oldoszerrel kezelt kontroll tenyészetek atlaga szaggatott vonalként lathato. Az adatokat
4 biologiai ismetles atlagatSD értekeként fejezziik ki. Minden szin egy fiiggetlen passzdazsbol
szarmazo adatot jel6l. (E) A mtROS-termelés vizsgalata MitoSOX Red jeléléssel a jelzett, 30 perces
kezeléseket kovetden. Az adatokat 8 bioldgiai ismétlés atlaga+SD értékeként fejezziik ki.
*¥*xxP<().0001. FX: fluoxetin (14 uM); ns: nem szignifikans; p(I:C): poliinozin-policitidilsav (20
ug/ml).
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6.2.6 A 14 uM-ban alkalmazott FX és a PI3K-gatlo GDC0941 biologiaiaktivitas-profilja

figyelemre mélto hasonlosagot mutat

Miutdn a hirom legnyilvanvalobb gyulladésos jelatviteli itvonalat kizartuk!%4-1%
altalanosabb moddszert valasztottunk a FX hatadsmechanizmuséanak feltarasara. A lehetd
leginkabb elfogulatlan vizsgalomddszert keresve kollaboracids partnereink a BioMAP®
Diversity PLUS® panel segitségével 12 kiilonbozd humén primer sejt alapti rendszerben
(Fuggelék A2. tablazat) elére definialt és optimalizalt végpontok segitségével térképezték
fel a FX kiilonbozé koncentracidinak aktivitasprofiljait, majd a kapott eredményeket
Osszehasonlitottak az adatbazisban szerepld mas vegyliletek hatdsaival. Ez az elemzés
kimutatta, hogy 14 pM-os koncentracidban alkalmazva a FX-t, annak aktivitasi profilja
rendkiviili hasonldsagot mutatott a PI3K-ttvonal jol ismert inhibitordnak,'®” a 370 nM-os
koncentracioban alkalmazott, ,,pictilisib”-ként is ismert GDC0941-nek az aktivitasi

profiljaval (Pearson-féle korrelacios egyiitthatot figyelembe véve; 5. tablazat, 27/A éabra).

s re s

figyelemremélto hasonlésagot mutat a PI3K-gatlo GDC0941 biolégiai hatasaval

GDC0941 (370 nM) 19,631 0,926 148 PI3K gatlo
Noradrenalin/
. e Szerotonin
Fluoxetin Amitriptilin (30 pM) 18,973 0,918 148 visszavételezést
(14 M) gatl6 szer
CBEZEEm-EEENE g o 0,918 148 Cisztin modulétor
(680 M)

Figyelemremélto, hogy bar a FX szelektiv szerotonin visszavételezést gatld szerként
ismert, amely elsésorban a szerotonin tonus emelésével hat, a szerotonin nem szerepelt a
vezeté talalatok kozott (s6t, a 14 uM FX-t a 90 uM-ban alkalmazott szerotoninnal
Osszehasonlitva a Pearson-féle korrelacios egyiitthatd (r) minddssze 0,354 volt), ami arra

utal, hogy az altalunk vizsgalt gyulladascsokkenté koncentracioban a FX nagy
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valdszintiséggel nem a ,,klasszikus” szerotoninerg jelatvitelen keresztiil fejti ki hatasat. Ezt
az adatok klasztereclemzése is megerdsitette, hiszen az analizis soran egyértelmiivé valt, hogy
mig a FX alacsonyabb (520 és 1600 nM) koncentracioi a magasabb FX dozisoktol tdvolabb
(és egyszersmind a szerotoninhoz kozelebb) klaszterez6dtek, magasabb (4,7 és 14 uM)
koncentracioi kiilon klasztert alkottak, amely nagy hasonldsagot mutatott a GDC0941
kiilonb6z6 koncentracidinak hatasaival (27/B abra). Mindezek alapjan a 14 uM-ban
alkalmazott FX gyulladascsokkentd és pruritogén mediatorok felszabadulasat csokkent6
hatasa valosziniileg nem a szerotoninerg jelatviteli rendszerben ismert, klasszikus
célpontjaira gyakorolt hatasainak koszonhetéen, hanem a gyulladasos PI3K jelatvitel

kozvetlen vagy kdzvetett befolyasolasa kdvetkeztében alakul ki.198-201

Amint arrol fentebb mar szo esett, a PI3K a gyulladdsos folyamatok egyik fontos
iranyit6ja. 1920 Egyes adatok alapjan a FX in vivo gatolhatja a PI3K foszforilaciojat (és
ezaltal aktivaciojat) diabéteszes patkanyokban®®® és egér BV-2 mikroglia sejtekben,'®® mig
masok a PI3K aktivitdsara gyakorolt koncentracio- és idOtartamfiiggd, kozvetett, kétfazist
hatasrél szamoltak be.™’ Ennek megfeleléen az, hogy a FX biologiai hatdsainak
kozvetitésében a PI3K-kaszkad aktivitasanak valtozasai (is) szerepet jatszhatnak, nem

tekinthetd példanélkiilinek a szakirodalomban.
6.2.7 A GDC0941 utanozza a FX gyulladascsokkenté és endotelin felszabadulast gatlo
hatasat

A kovetkezOkben arra voltunk kivancsiak, hogy a FX kedvezd hatasait a hamsejtek

esetén kivalthatja-e a PI3K gatlasa, ezért a biologiaiaktivitas-profil tekintetében legnagyobb

crer

hatasat is megvizsgaltuk a gyulladasos modelliinkben.
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27. dbra: A biologiaiaktivitas-profilok elemzése alapjan a 14 uM-0S FX kezelés jelentis
hasonlésdagot mutaté a P13K-gatlo GDC0941 (370 nM) hatasdval. Fontos kiemelni, hogy a FX (14
uM) és a PI3K-gdtlo GDC0941 (370 nM) profiljai nagymértékben dtfednek egymdssal (A). A sziirke
arnyék a korabbi kisérletek sordan alkalmazott oldoszerkontrollok hatdsait mutatja az egyes
végpontok esetén (konfidencia intervallum: 95%). B) A FX (0,52, 1,6, 4,7 és 14 uM), a GDC0941
(14,41, 120 és 370 nM) és a szerotonin (3,3, 10, 30 és 90 uM) tobb koncentrdciojanak osszehasonlito
elemzése azt mutatja, hogy a szerotonin aktivitdasprofilja egyértelmiien elkiiloniil a FX és a GDC0941
profiljatol. A sététebb szinek magasabb koncentraciokat jeleznek. A pontok akkor kapcsolodnak
egymdashoz, ha a Pearson-féle korreldcios egyiitthatojuk nagyobb, mint 0,7. CD: , cluster of
differentiation”’; FX: fluoxetin; HLA-DR: II. osztalyu hisztokompatibilitasi antigén; IL: interleukin;
LDLR: alacsony stiriiségii lipoprotein receptor;, MCP-1: monocita kemoattraktans protein-1; M-
CSF: makrofag koloniastimulalo faktor; PAI-1: plazminogén aktivator inhibitor-1; Pcyto: PBMC
citotoxicitas, PBMC: periférias vér monomorfonukledris sejt; Prolif: proliferdcio, Prolif 72:

proliferacio 72 ords kezelés soran; SAA: szérum amiloid A; sIgG: szekretdlt immunglobulin G; sIL:
szolubilis interleukin, sPGE?2: oldhatd prosztaglandin E2; SRB: szulforodamin B; TF: széveti faktor;
TM: trombomodulin; sTNFa.: szolubilis tumornekrozis faktor-alfa; TIMP-2: a metalloproteindzok
szoveti inhibitora 2; tPA: szoveti plazminogén aktivator; uPAR: urokindz plazminogén aktivator
felszini receptor; VCAM-1: vaszkularis sejtadhézios molekula 1; VEGFR2: vaszkularis endotelialis
novekedési faktor receptor 2. A modellek és a végpontok sszefoglalasa a Fiiggelék A2. tablazatiban
olvashato.
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28. dbra: A 370 nM-0s koncentrdcioban alkalmazott GDCO0941 utdinozza a FX legfontosabb
bioldgiai hatdsait humdn keratinocitikban. (A-D) Q-PCR. A HaCaT keratinocitikat az dbrdn
bemutatott modon kezeltiik 3 oran keresztiil. Belso kontrollként a 18S RNS expresszidjat hatdaroztuk
meg, majd a relativ génexpressziok megallapitasat kovetéen az eredményeket a AACT modszert
alkalmazva az abran szaggatott vonallal jelolt kontroll expresszios szintjére normalizaltuk, és
atlag=SD (N=8 biologiai ismétlés) alakban abrazoltuk. A GDCQ0941 szignifikansan csékkentette az
IL-71a (A), az IL-18 (B) és az IL-8 (CXCL8) (D) mRNS szintii kifejezédését és (nem szignifikdns
mértékben) mérsékelte az IL-6 p(I:C) dltal indukalt fokozott expressziojat is (C). (E-G) ELISA. A
HaCaT keratinocitikat az abran bemutatott modon kezeltiik 24 oran keresztiil. A feliiluszokat
osszegyjtottiik és specifikus ELISA Kitek segitségével megvizsgaltuk az IL-6 (E), az IL-8 (CXCLS8)
(F) és az endotelinek (G) felszabadulasat a sejtekbol (a részleteket lasd az Anyagok és modszerek
fejezetben). Az adatokat N=5 bioldgiai ismétlés dtlaga+SD formdban fejezziik ki; az oldoszerrel
kezelt kontroll tenyészetek dtlaga szaggatott vonallal van jeldlve. *, ** és ***P<(,05, 0,01 és 0,001,
ns: nem szignifikans. p(I:C): poliinozin-policitidilsav (20 ug/mi).

Megallapitottuk, hogy 370 nM-os koncentracioban alkalmazva a GDC0941 szinte
tokéletesen utdnozza a FX biologiai hatdsait human keratinocitakon. A FX-hez (14 uM)

hasonldéan a GDC0941 is gatolta az IL-1a, az IL-1B és az IL-8 p(l:C)-indukalt fokozott
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kifejezodését, de (ismét csak a FX-hez hasonléan) nem volt szignifikans hatdsa az IL-6
MRNS-expresszidjara (28/A-D abra; Q-PCR, 3 o6ras kezelések). Mindemellett 24 oras
kezelések alkalmaval hatékonyan csokkentette az I1L-6, az IL-8/CXCLS8 ¢és az endotelinek
p(I:C) altal indukalt felszabadulasat is (28/E-G abra; ELISA). Ezek az adatok azt sugalljak,
hogy a 14 uM-ban alkalmazott FX jotékony gyulladascsokkentd és pruritogén-
felszabadulast gatlo hatasat valéban kozvetitheti a PI3K utvonal gatlasa human epidermalis

keratinocitakon.

6.2.8 Az in silico molekularis dokkoldsi adatok azt sugalljak, hogy a GDC0941 és a FX

elfoglalhatjak ugyanazt a kotéhelyet a PI3K-on

Mint azt fentebb emlitettiik, szamos irodalmi adat utal arra, hogy a FX képes lehet
modulalni a PI3K utvonal aktivitasat.%>°"162 | egjobb tudomasunk szerint azonban arra
vonatkozoan kisérleteinket megelézden nem volt irodalmi adat, hogy ezt a hatast a FX
kozvetleniil a PI3K enzimekhez kapcsolddva vagy kozvetetten (azaz mas, a PI3K hataséaval
interferalod jelpalyakra hatva) fejti-e ki. A GDC0941 és a FX aktivitasprofiljai kozotti
figyelemre méltd hasonlosagok (27. ébra), valamint a GDC0941 human keratinocitak
citokin- és endotelintermelésére gyakorolt hatasardl szolo adataink (28. abra) alapjan
felmeriilt, hogy a GDC0941-hez hasonloan esetleg a kelléen magas koncentracioban
alkalmazott FX is gatolhatja kozvetleniil a PI3K-t. A feltételezett kdzvetlen kolcsonhatas
vizsgalatahoz els6ként kollaboracios partneriink in silico molekularis kotddésvizsgalatot
végzett, hogy kideriiljon, a FX képes lehet-e a GDC0941-hez hasonldan a PI3K ATP-koto
helyéhez kotédni.

A megfelelden optimalizalt dokkolasi protokoll kovetkezetesen reprodukalta a
csak 0,81 A-mel kiilonbozott a kisérletileg megfigyelt helyzettdl (29/A 4bra). A modellezés

soran emellett sikeriilt a kotédést kozvetité kulcsfontossagn hidrogénkotéseket is
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reprodukalni a GDC0941 és az enzim megfelel6 oldallancai (D841, Y867, V882 és K802)
kozott (a 29/A abran kék szaggatott vonalakkal jelolve). A FX lehetséges kotddését
vizsgalva az analizis kimutatta, hogy a FX képes lehet a GDC0941-hez nagyon hasonlo
modon kotédni a PI3K enzim ATP-ko6td zsebéhez, és hidrogénkotéseket kialakitani tobb
olyan oldallanccal (D841 és Y867), amelyekhez a GDC0941 is kotddik (29/B abra). A
molekulamodellezés tantsaga szerint emellett a FX (trifluor-metil)benzol- és fenil-
csoportjai részben kitoltik a W812, 1831, 1881, F961 és 1963 oldallancok altal meghatarozott
hidrofob részt, amelyet kisérletes eredmények szerint a GDC0941 hidroféb tienopirimidin
magja foglal el a kotddés soran.?%? Bar a fentiek alapjan a FX nagy valosziniiséggel valoban
képes a GDC0941 kotbhelyét elfoglalni a PI3K enzimen, fontos megjegyezni, hogy a
modellezés segitségével meghatarozott kotési energidja alacsonyabb volt, mint a GDC0941-
¢ (FX: -8,05 kcal/mol; GDC0941: -10,62 kcal/mol). A kiilonbség nagy valosziniiséggel a FX
kisebb méretének kdszonhetd.

A B

Crystal Structure Pose reproduction
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29. abra A FX képes lehet kétddni a PI3K enzim ATP-kité helyére. (A) A GDC0941 pozicidjanak
reprodukcidja (0,81 A négyzetes kozép deviacic). (B) A PI3K y-alegység ATP-KétShelyén beliil a FX
legvalosziniibb pozicidja. A hidrogénkitéseket kék szaggatott vonalak jelolik.
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6.2.9 A FX kisebb gatlast gyakorol a PI3K aktivitasara sejtmentes enzimaktivitast méro
teszt sordan, mint a GDC0941

A kovetkezokben, megvizsgaltuk, hogy egy sejtmentes vizsgalat soran a FX képes-e
kozvetleniil gatolni a PI3K aktivitdsat. Bar a FX magas koncentracioja képes volt
szignifikasan gatolni a PI3K aktivitasat (30/A abra), a megfigyelt gatlas sokkal gyengébb
volt, mint a GDC0941 altal kivaltott (30/B abra). Adataink tehat amellett szolnak, hogy bar
kellden magas koncentracioban a FX kozvetleniil gatolja a PI3K aktivitasat,
gyulladdscsokkentd hatasat valoszintileg a PI3K kdzvetett befolydsolasan keresztiil és nem

a PI3K enzim kdzvetlen gatlasa révén alakitja ki a humén keratinocitakban.
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30. abra: A FX gyengén gatolja PI3K-t
A-B: PI3K-aktivitasi vizsgalat. A FX Kismértékii gatldast fejt ki a PI3K aktivitdisra sejtmentes
enzimaktivitasi tesztben. Az adatokat N=4-5 ismétlés atlaga+SD alakban fejeztiik ki (mindegyik
kilenc well-en beliili technikai ismétlés dtlagaként meghatdarozva). Az oldészerrel (DMSO) kezelt
kontroll csoport datlaga szaggatott vonalként van feltiintetve. *P<0,05, illetve ****P<(,0001, a
Jelzetteknek megfeleloen. FX: fluoxetin.

6.2.10 A FX jelentésen modositia a p(1:C) altal kialakitott génexpresszios mintdzatot
Végiil, hogy tovabbi informacidt nyerjiink a FX human keratinocitakra gyakorolt

gyulladascsokkentd hatasanak természetérél, RNS-mintakat gytijtottiink 24 6ras p(I1:C) (20

pg/ml), p(I:C)+FX (14 uM) vagy megfeleld olddszerekkel torténd kezelést kovetden. A

fokomponens-elemzés kimutatta, hogy a FX egyiittes alkalmazasa a p(I:C)-kezelt
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kultarakhoz képest egy kiilonallo klasztert eredményezett, ami arra utal, hogy a FX-nek
jelentds hatasa lehet a human keratinocitak p(I:C)-indukalt transzkripcids valaszara (31/A
abra). Ezekkel az eredményekkel tokéletes 6sszhangban a szignifikansan up-regulalt (>1,5-
szeres valtozas; P<0,05; p(I:C) vs. kontroll) g:Profiler toolset’® altal végzett witvonal-
elemzés azt mutatta, hogy a varakozasoknak megfeleléen a p(I:C)-kezelés a gyulladassal
kapcsolatos  GO:molekularis funkcié kifejezések dasulasahoz vezetett (pl, ,.citokin
aktivitas”, ,citokin receptor kotdédés”, ,kemokin aktivitas”, ,,CXCR kemokin receptor
kotédés” vagy ,.kemokin receptor kotddés”; a tiz legnagyobb szignifikanciat mutatd
GO:molekularis funkcios kifejezés a 31/B abran lathatd). Fontos, hogy a FX altal
szignifikdnsan (>1,5-szeres valtozas; P<0,05) down-regulalt gének elemzése (p(I:C)+FX vs.
p(I:C)) nagyon hasonl6 eredményeket hozott (,,CXCR kemokin receptor kotodés”,
,,kemokin aktivitas” vagy ,.kemokin receptor kotédés”; 31/C abra), ami arra utal, hogy a FX
valoban képes lehet enyhiteni a p(I:C) gyulladasos hatasat.

A differencidltan expresszalt gének elemzése” tovabba kimutatta, hogy a FX képes
volt megsziintetni szamos kulcsfontossagu gyulladdsos molekula és potencialis viszketés-
alkalmazasa csokkentette az 1L-6, az IL-8 (CXCLS8), a GROa (mas néven CXCL1),2% a
CXCLS5 (més néven ENA-78),2% az interferon alfa indukalhato fehérje 6 (IF16, mas néven
G1P3),29%:207 a7 oszteoprotegerin (TNFRSF11B),%% tovabba az interleukin-1 receptor 2-es
tipusanak (IL1R2)%*° expressziojat, és up-regulalta az egyes eredmények alapjan inkabb
immunszuppressziv hatasa CXCL17-et (31/D-E 4bra).?'% Osszességében ezek az adatok
hatarozottan amellett szolnak, hogy a FX jelentds gyulladascsokkentd hatast fejthet ki a

human epidermalis keratinocitdkon.

“ A differencidltan expresszalodd gének listdja megtalalhaté a disszertacid alapjaul szolgald kozlemény
»Supplementary” adatai kozott; a listak készitéséhez felhasznalt nyers adatok pedig szabadon bongészhetdk az
NCBI SRA adatbazisban (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/bioproject/1022043).
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31. éabra: A FX jelentésen befolyasolja a p(I:C)-indukadlt gyulladasos valaszt a humdn
keratinocitakban. RNA-Seq elemzés. A HaCaT keratinocitikat a jelzett modon kezeltiik 24 oran
keresztiil. (A) Fokomponens-elemzést (PCA) végeztiink az dsszes gén normalizalt génexpresszios
ertékeinek felhasznalasaval. A PCA-diagram a vizsgalt mintik egymdshoz valo viszonydat mutatja.
Az azonos kezelési csoportba tartozo replikatumok nagyfoku hasonlosagot mutatnak egymassal,
valamint a harom kiilonbozo kezelési csoport egyértelmiien elkiiloniil. Minden szimbolum egy-egy
biologiai ismétlést jelol. (B-C) A szignifikansan (>1,5-szeres valtozas, P<0,05) up-regulalt (p(1:C)
vs. kontroll) (B) vagy down-reguldlt (p(I:C)+FX vs. p(I:C)) gének (C) uitvonalelemzése a g:Profiler
toolset segitségével. Az elemzést a GO:molekuldris funkcio utvonalak adatbazisanak hasznalataval
vegeztiik, és a tiz legszignifikansabb GO:molekuldaris funkcio kifejezést mutatjuk. (D-E) Az osszes
szignifikans (P<0,05) valtozast mutato gén felhasznaldasaval létrehozott diagramok. A piros pontok
kiemelik a jelentosebb (P<0,01) valtozasokat mutato géneket. A legfontosabb gyulladasszabalyozok,
valamint a viszketést kozvetité gének kék pontokként vannak kiemelve, tovabba a megfelelé pontok
mellett neviiket is feltiintettiik.
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7. Megbeszélés

A TRPV3-at els6ként keratinocitdkon azonositottak, és a tranziens receptorpotencialu
ioncsatorna szupercsalad hoérzékeny tagjaként irtak le. Bar a héérzékelésben betdltott
szerepe jelenleg is vitatott, az epidermiszben jelentés mértékben expresszalodik, és nem
szelektiv, de dominansan Ca?*-permeabilis kationcsatornaként funkcional 22?11?12 Erdekes
moédon annak ellenére, hogy a bér szamos sejttipusaban kifejezédik, delécidja csak
mérsékelt, gyakran rassz- vagy nemfliggd, fenotipusos valtozasokat eredményez, mint
példaul a gondor bajusz és hullamos szérzet kialakulasa, valamint az epidermalis
barrierfunkciok viszonylag enyhe defektusa.l%®2?'3 Ezzel szemben a TRPV3 funkcidnyeréses
mutacidi lényegesen latvanyosabb bdrelvaltozasokat eredményeznek, amelyek sutlyos
bdrszarazsaggal, bérgyulladassal, viszketéssel és szdrtelen fenotipussal tarsulnak egerekben
és patkanyokban egyarant.®»?14 Hasonl6 funkcionyeréses TRPV3 mutéciot fedeztek fel egy
ritka human genodermatdzisban, az Olmsted-szindromaban is, amelyet periorificialis
(testnyilasok koriil kialakulo) hiperkerato6zis, csokkent sz6rnovekedés, kopaszsag és stlyos
viszketéses tiinetek jellemeznek.?>2Y Ezen eredményekkel Osszhangban korabbi
vizsgalataink soran munkacsoportunk igazolta, hogy a TRPV3 a human hajnévekedés fontos
negativ regulatora,’’’ és Kimutattuk azt is, hogy a TRPV3 aktivacidja gyulladasos vélaszt

19 mig masok a szaraz bérhéz tarsuld

valt ki human epidermadlis keratinocitakon,
viszketésben betoltott szerepérdl szamoltak be.?'® A megfigyelt gyulladasos tiinetek és a
lipidbarrier zavara arra utalt, hogy a TRPV3 talmikodés altal kivaltott gyulladasos
borbetegségek kialakulasaban a keratinocitakon kiviil mas TRPV3-at expresszald borben
talalhato sejtek is részt vehetnek. Ebbdl kiindulva a disszertacio alapjaul szolgalo egyik
tanulmanyban megvizsgaltuk a TRPV3 expresszidjat és szerepét a bdr professzionalis

lipidtermeld sejtjein, a szebocitdkon.'8
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Az immunhisztokémiai festés kimutatta, hogy az epidermalis keratinocitdkhoz
hasonl6an a human faggyamirigyekben is expresszalodik a TRPV3 (7. abra), és a periférias,
differencidlatlan sejtek erdsebb immunpozitivitdst mutatnak, mint a centralisan
elhelyezked6 terminalisan differencialt sejtek. Kimutattuk azt is, hogy a TRPV3 fehérje és
MRNS szinten is jelen van a human faggyumirigybdl szarmazo SZ95 szebocitakon is (8.
abra). Megfigyeltikk tovabba, hogy (immunhisztokémiaval nyert eredményeinkkel
Osszhangban) a TRPV3 expresszidja csokken a posztkonfluens, differencidltabb kultirdkban
az erdsen proliferalé prekonfluens kulturdkhoz képest (8/B-C éabra).

A TRPV3 szerepének funkcionalis vizsgalatakor megallapitottuk, hogy a szintetikus
TRPV3-aktivator 2-APB, valamint a ndvényi eredetli karvakrol az intracellularis Ca?*
koncentracio jelentés emelkedését idézte el6 (9/A abra) human szebocitakon. A kivaltott
Ca?* jelek gyakorlatilag megsziintek az altalanos TRP-csatorna blokkolé ruténium vords
jelenlétében, de nem befolyasolta dket sem az AMG9810, sem a HC067047, amelyek a
szebocitak altal szintén kifejezett,ms*114 kozeli rokon TRPV1, illetve TRPV4 csatornak
szelektiv antagonistai (9/B abra). Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a TRPV3
funkcionalisan aktiv formaban fejezédik ki a human szebocitdkban, azonban, mivel
kereskedelmi forgalomban elérhetd valoban specifikus TRPV3 aktivatorok és antagonistak
nem alltak rendelkezésiinkre, ugy dontottiink, hogy siRNS-transzfekcid segitségével
megvizsgaljuk a TRPV3 expresszid csendesitésének hatasat a Ca®* jelekre. A szebocitdk
transzfekcidja a csatorna expressziojanak részleges, de jelentds csokkenését eredményezte
(6. abra) a ,,scrambled” RNS-transzfektalt (kontroll) sejtekhez képest, valamint jelentésen
csokkentette az agonistak altal kivaltott Ca®* jelek amplitadojat és az emelkedés sebességét
(10. abra). Mindezen eredmények meggy6zden igazoltak, hogy az alkalmazott aktivatorok

valoban aktivaljak a TRPV3-at human szebocitakon.
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A kovetkez6kben az aktivatorok biologiai hatasait vettiik gorcsé ala. Megallapitottuk,
hogy magasabb koncentraciokban (2-APB: 200 uM; karvakrol: 1000 uM) alkalmazva 24 6ra
alatt jelentésen csokkentették az €16 sejtek szamat, de alacsonyabb koncentracioik (2-APB:
150 uM; karvakrol: 500 pM), amelyek még mindig képesek voltak Ca®* jeleket kivaltani,
nem befolyasoltak szignifikansan a szebocitak életképességét (11. abra).

Mivel a faggyulipidek alapvetéen hozzéjarulnak az epidermalis barrierfunkciok
miikodéséhez, a TRPV3-hoz szerkezetileg nagyon hasonlé TRPV1 és TRPV4 esetén pedig
munkacsoportunk a koribbiakban azt taldlta, hogy azok a faggytlipid-termelés potens

negativ regulatorai, 0114

a kovetkezOkben megvizsgaltuk a TRPV3 lipidszintézisre
gyakorolt hatasat is. A TRPV3 aktivalasa a 2-APB ¢és a karvakrol nem citotoxikus
koncentracioival jelentdésen csokkentette a lipidszintézist az AA altal indukalt
differencialodas soran a kontrollként hasznalt, ,,scrambled” RNS-transzfektalt sejtek esetén.
A TRPV3 agonistak hatdsa ugyanakkor szignifikansan csokkent a TRPV3-at célz6 siRNS-
sel transzfektalt sejtekben (12. abra). Megfigyeltiik azt is, hogy az AA Kis, de szignifikans
mértékben hatasosabb lipogénnek bizonyult TRPV3-csendesitett sejteken, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy a TRPV3 alap aktivitdsa szintén negativan befolyasolja az AA altal
indukalt faggyulipid-szintézist. Fontos megjegyezni, hogy a TRPV3 agonistak hatasa nem
korlatozodott az AA éltal indukalt lipidszintézisre. Az agonistdk szintén gatoltdk az
endokannabinoid anandamid, valamint a linolsav és tesztoszteron kombinacidjanak lipogén
hatdsat, tovabba kissé csOkkentették a nem transzfektalt szebocitdk bazalis faggyulipid-
szintézisét is (13. abra). Mindezek alapjan a TRPV3-medidlt Ca?*-influx (mas intracellularis
Ca?*-koncentraciot noveld beavatkozasokhoz hasonldan)?® liposztatikus hatdstinak
bizonyult human szebocitakon.

A jelenséget aramlasi citometria segitségével tovabb vizsgalva érdekes modon azt

tapasztaltuk, hogy a karvakrol nem volt hatassal a sejtek (altalaban differenciacidval
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korrelald) granulaltsagara, sem kontroll koriilmények kozott, sem pedig AA-kezelést
kovetden, viszont szelektiven gatolta a lipidek AA-indukalta felhalmozddasat. Ez utdbbi
hatas raadasul ruténium vordssel kivédhetonek, azaz nagy valoszintiséggel TRPV csatorna
altal medialtnak bizonyult (14. abra). Végezetiil kimutattuk azt is, hogy a karvakrol képes
volt a faggyulipid-termelés két fontos pozitiv regulatoranak,'®!8! a PPARy-nak és az
NRIP1-nek az expresszidjat csokkenteni (15. abra), igy feltételezhetd, hogy a hatasa

A lipidszintézisen tul a faggyumirigysejtek jelentds szerepet toltenek be a bor
immunolégiai folyamatainak szabalyozasiban is'®2?% a TRPV3-rol pedig ismert, hogy
hamsejteken jelentdsen fokozza a gyulladasos citokinek termelését és felszabadulasat is. %
Ebbdl kiindulva jelen kisérleteink soran célul tiiztiik ki azt is, hogy megvizsgéljuk a TRPV3
aktivacio citokinek expresszidjara és felszabadulasara kifejtett hatasat. Eredményeink
egyértelmilen azt mutattdk, hogy a TRPV3 agonista karvakrol 6 oOran beliill szamos
gyulladasos citokin transzkripciojat fokozta szignifikansan, érdekes modon ugyanakkor az
emlitett idéintervallumon beliil a 2-ABP hatastalannak bizonyult (16. dbra). A karvakrol
TRPV3 specificitasanak igazolasara az emlitett kisérletet TRPV3-csendesitett SZ95
szebocitdkon is elvégeztiik, és az aktivator hatasanak jelentds (bar nem teljes) csokkenését
tapasztaltuk a kontrollként hasznalt ,,scrambled” RNS-sel transzfektalt sejtekhez képest (17.
¢és 18. abra). Mindezek alapjan a TRPV3 aktivacidja a hamsejtek esetén tapasztaltakhoz
hasonléan® szebocitakon is gyulladasos vélaszt valthat ki.

Eredményeink 6sszességében arra utalnak, hogy a szebocitak részt vehetnek a TRPV3
hiperaktivitassal Osszefiliggd, borszarazsaghoz tarsuld gyulladdsos borbetegségek
patogenezisében. Adataink alapjan a TRPV3 nemcsak a faggyulipid-szintézis korabban nem

ismert, negativ szabalyozoja, de kifejezett gyulladasos valaszt is képes kivaltani a sejteken,
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igy farmakoldgiai gatlasa (elméletileg) jotékony hatdsu lehet a fenti borbetegségek
kezelésében.

A disszertacid alapjaul szolgalé masodik cikk kozéppontjaban egy széles korben
hasznalt antidepresszans, a szelektiv szerotonin visszavétel gatlok csaladjaba tartozo?* FX

162,163

all. A FX egy biztonsdgosan alkalmazhato szer, melyr6l ismert, hogy bizonyos

134-137 138,139

modellekben gyulladascsokkentd, viszketéscsillapito, sebgyogyulast

1221,222

elésegitd és AD-ellenes'®® hatast is képes kifejteni. A fentiek fényében nem meglepd,

hogy lehetséges 0j indikacioként szamos betegség és korallapot meriilt fel az utobbi

164,221,222 3 jelen tanulméany keretein beliil pedig a feltételezett jotékony hatdsainak

idGben,
tovabbi vizsgalatat tliztiik ki célul human epidermalis keratinocitdk felhasznalasaval.

Megallapitottuk, hogy a FX nem citotoxikus koncentracidja (14 uM; 19-20. abra)
képes volt jelentésen csdkkenteni tobb gyulladasos citokin (IL-1a, IL-1p és IL-8/CXCLS8)
szignifikans mértéket (Q-PCR; 21/A-D abra). A FX mindezek mellett jelentés mértékben
csokkentette az IL-8 p(I:C) altal indukalt felszabadulasat (ELISA; 24 oras kezelések; 23/D
abra), amely a bor gyulladisos folyamatainak kulcsfontossagu szabélyozdja, és amelyet
biomarkerként is hasznalnak a terdpias hatékonysag nyomon kdvetésére AD-ben.??3

A viszketés szamos gyulladasos borbetegség, koztik az AD egyik vezetd
tiinete, 184185187188 3 viszketés-vakarozas ciklus”-rol pedig ismert, hogy hozzajarul ezen
betegségek patogeneziséhez, 86224 ezért kovetkezd 1épésként vizsgalatainkat a keratinocita
eredetii viszketés-mediator endotelinekre'®-1%2 js ki kivantuk terjeszteni. Az endotelin-1-rol
ismert, hogy nemcsak az AD-s betegek 1ézionalis epidermiszében mutat emelkedést,'%
hanem plazmaszintje a tiinetek sulyossagaval is korrelal.}®® Fontos megjegyezni, hogy az

endotelin felszabadulasa (egyebek mellett) a TLR3 jelatvitel altal regulalt folyamat. A TLR3

aktivalasan keresztiil a p(I:C) megndvelte a primer huméan epidermalis keratinocitakbol
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torténd endotelin-1 felszabadulast; a TLR3 expresszioja pedig szignifikansan megndtt tobb
viszketéssel jar6 boérbetegségben (példaul AD-ben, prurigo nodularisban  és
pikkelysomorben) a tiineteket mutato teriilet epidermiszében.®® Mivel a p(l:C)-kezelés a
TLR3, valamint a patologias TLR3-szignalok altal kivaltott keratinocita-eredetii endotelin-
felszabadulas jelentés mértékben hozzajarulnat a  viszketés-vakarozas — ciklus
kialakulasahoz.®

A fentiek fényében kiilondsen jelentds, hogy eredményeink szerint a FX fent emlitett
hatékony gyulladascsdkkentd koncentracidja (14 uM) képes volt szinte teljesen kivédeni a
p(l:C) altal indukalt endotelin-felszabadulast HaCaT keratinocitakban, valamint primer
human epidermalis keratinocitakban egyarant (25/A-B abra). Ezek az adatok Gsszességében
arra utalnak, hogy megfeleld topikalis formulaciokban alkalmazva a FX a jovoben egy
hatékony gyulladascsokkentd és viszketést csillapitd szer lehet.

Figyelemre mélt6, hogy az endotelin felszabaduldsdnak gatldsa szdmos egyéb

betegség €s koros elvaltozas esetén is jotékony hatasu lehet. A megemelkedett endotelin-1

22 226 a

szérumszint hozzajarulhat a pulmonaris hipertonia,?®® az alkohol okozta majbetegség,

227 228

szisztémas szklerozis,”" az endotél diszfunkcio és a szisztémas hipertonia,~° valamint a

terhességi  toxémia (preeklampszia) és az ahhoz kapcsolt podocitopatia??®2%0
patogenezis€¢hez. Hasonloképpen az endotelin-1 hatdsanak farmakologiai gatlasa elényos
lehet bizonyos daganatok kezelésében,?! valamint a koszortér-bypass miitétet kovetd vénas

graft elzarodas megel6zésében??

¢és Szubarachnoidalis vérzés altal okozott agyi érgorcs
megsziintetésében.?*® Adataink tehat arra utalnak, hogy érdemes lehet szisztematikusan
megvizsgalni azt, hogy az endotelin-felszabadulas FX-medialt gatlasa altalanos, sejttipus-

fliggetlen hatast tiikkr6z-e, mert ha ez lenne a helyzet, akkor a FX elméletileg jotékony hatast

fejthetne ki a fenti betegségekben.
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Itt fontos megjegyezni, hogy a rendelkezésre alld igen kevés bizonyiték szerint a FX
koncentracidja a bérben kevesebb, mint fele (kb. 41%) lehet a plazmakoncentracionak.?®*
gy figyelembe véve a FX szokasos plazmaszintjét (azaz ~0,4-2 uM),2>2%¢ nagyon
valoszinttlennek tlinik, hogy szisztémasan alkalmazva elég magas koncentraciot érhetiink
el a bérben.?* Ezzel szemben a 14 uM-os koncentracio konnyen elérhet6 lenne a megfelelé
helyi formulédcidok alkalmazéasaval. Az ilyen korlatozott, lokalisan alkalmazott FX
valésziniileg nem vezetne relevans szisztémas FX expozicidhoz és ezéltal szisztémas
(mellék)hatasokhoz sem.?’

Ezutén a fent emlitett jotékony hatdsok mechanizmusét kivantuk feltarni. Itt érdemes
megemliteni, hogy a FX vizsgalatunk soran hasznalt tesztkoncentracioja (14 uM) joval
magasabb, mint az altala gatolt szerotonin transzporter (SLC6A4)%® esetében mutatott K;
értéke (3 nM), és — amint arrdl mar sz6 esett - meghaladja a FX-nel kezelt betegek esetében
mért szokéasos plazmaszintet (~0,4-2 pM)?*>?% is. Mindezek, valamint szamos irodalmi
adat'®* 1% alapjan felmeriilt, hogy a FX keratinocitikra gyakorolt hatdsait nem-klasszikus
cellularis célpont(ok) kozvetitheti(k).

Miutan kizartunk harom lehetséges gyulladascsokkenté mechanizmust (azaz a p(1:C)-
indukalt NF-xB és p38 MAPK aktivacio gatlasat, valamint a mtROS termelés FX altali
csokkentését; 26. abra), a hatdsmechanizmus feltarasa érdekében ugy dontottiink, hogy egy
teljesen elfogulatlan megkdzelitést alkalmazunk. Kollaboracios partnereink a BioMAP®
Diversity PLUS® panel segitségével 12 human primer sejt-alapti rendszerben vizsgaltdk meg
a FX biologiaiaktivitas-profiljat (27/A-B abra). Azt tapasztaltuk, hogy a FX 14 uM-o0s
koncentracioban torténd alkalmazasakor az aktivitasi profilja nagymértékben atfedett a PI3K
enzim jol ismert gatlojanak,'®” a | pictilisib”-ként is ismert GDC0941-nek (370 nM) az
aktivitasi profiljaval (Pearson-féle korrelacios egyiitthato (r): 0,926; 27/A abra). Erdekes

modon ezzel szemben a szerotonin nem szerepelt a legjobb talalatok kozott (a Pearson-féle
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korrelacios egyiitthatd (r) minddssze 0,354 volt a 90 uM-0s koncentracioban alkalmazott
szerotonin és a 14 pM-ban adagolt FX ko6zott), ami arra utalt, hogy a FX 14 puM-0s
koncentracioban megfigyelt hatasai valosziniileg a ,,klasszikus™ szerotoninerg jelatviteltl
fliggetleniil alakultak ki. Ezt az elgondolast tdmasztotta ald az a megfigyelés is, hogy bar a
FX alacsonyabb (520 és 1600 nM) koncentracioi (amelyek atfedést mutatnak a betegek

)35236 3 szerotonin  kiilonbdzd

plazmajaban rendszerint mérheté koncentraciokkal
koncentracioihoz kozelebb, mig a magasabb koncentraciok (4,7 és 14 uM) egyértelmiien
azoktol tavolabb klaszterezddtek, és inkabb a PI3K-inhibitor GDC0941-gyel alkottak k6zos
csoportot (27/B abra). Adataink tehat azt mutatjak, hogy a 14 uM-os koncentracioban
alkalmazott FX valoszintileg a PI3K jelatvitelbe avatkozik be a PI3K enzimek kozvetlen
vagy kozvetett gatlasaval vagy kulcsfontossagii down-stream effektorok kozvetlen vagy
kozvetett gatlasdval. Fontos, hogy az aktivitdsi profil az egyes vizsgalt szereknek a
rendszerben 1év sejt(ek)re gyakorolt fenotipusos hatésait tarja fel, €¢s nem ad (nem adhat)
egyértelmil mechanisztikus informaciot. Ha egy vizsgalt anyag nagyobb hasonldsagot mutat
(Pearson korrelacios egyiitthato (r) > 0,7) egy jol jellemzett mechanizmusu szerrel, az azt
jelzi, hogy a két szer hatasa kozott jelentds fenotipusos hasonlosag van, azaz nagymértékben
atfed6 szignalutvonalakat befolydsolnak, de nem sziikségszeriien azonos pontokon.

A bor PI3K jelatvitelének diszregulacioja sulyos korallapotokhoz vezethet, amelyeket
egyebek mellett kontrollalatlan hamsejt-proliferacio és gyulladas jellemez.'®® Tekintettel
arra, hogy (amint arrél fentebb mar sz6 esett) a FX-rdl ismert, hogy egyes hatasai a PI3K

atvonal aktivitasanak modulalasa révén alakulnak ki, %157

eredményeink amellett szoltak,
hogy a FX 14 uM-0s koncentracidoban torténé alkalmazasa esetén a PI3K enzimek kozvetlen
vagy kozvetett gatlasaval fejtheti ki jotékony hatasat. E hipotézist megvizsgalando
megismételtiik kisérleteinket a fent emlitett PI3K-inhibitor (GDC0941; 370 nM)

felhasznalasaval is. Megallapitottuk, hogy a GDC0941 szinte tokéletesen utanozta a FX
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biologiai hatasait, azaz jelentdsen csokkentette az IL-1a, az IL-1PB és az IL-8 p(I:C) altal
szignifikans hatassal (Q-PCR; 3 6ras kezelések; 28/A-C abra). Ezen tilmenéen a GDC0941
hatékonyan csokkentette a p(I:C) altal indukalt IL-8 és endotelin felszabadulast (ELISA; 24
oras kezelések; 28/F-G abra). Erdekes modon a FX-hez képest egy apro kiilonbséget is
megfigyeltiink, nevezetesen, a FX-t6l eltéréen a GDC0941 szignifikdnsan csokkentette az
IL-6 p(I:C)-indukalta felszabadulasat (ELISA; 24 oras kezelések; 28/E abra), mig ez a hatas
a FX esetében nem érte el a statisztikailag szignifikdns mértéket (23. abra).

A fent emlitett minimalis eltérés ellenére eredményeink egylittesen amellett szdlnak,
hogy a FX gatolhatja a PI3K ttvonalat a human keratinocitakban. Bar az elképzelés, hogy
(bizonyos koncentracidban) a FX képes befolyasolni a PI3K aktivitasat nem példa nélkiili
az irodalomban,®> 17 kisérleteink idején nem allt rendelkezésre arra nézve irodalmi adat,
hogy ez a PI3K kozvetlen, kozvetett vagy esetleg kombinalt (azaz kozvetlen és kdzvetett)
gatlasan keresztiil valosul meg.

A kérdés eldontésére els6ként kollaboracios partneriink in silico molekulamodellezés
segitségével megallapitotta, hogy a FX képes lehet ugyanazt a kétéhelyet elfoglalni a PI3K
enzimen, mint a GDC0941 (29/A-B abra). A kovetkezékben ezen adatok birtokéaban,
sejtmentes aktivitds-vizsgalat segitségével megvizsgaltuk, hogy a FX képes-e a PI3K-
aktivitas kozvetlen gatlasara. Az in silico adatainkkal tokéletes 0sszhangban azt talaltuk,
hogy a FX kelléen magas koncentracioja valoban képes volt szignifikansan gatolni a PI3K
aktivitast (30/A abra); azonban hatdsa sokkal gyengébbnek mutatkozott a GDC0941-hez
képest (30/B abra).

Adataink tehat amellett szolnak, hogy bar hatasat kiegészitheti a kozvetlen
enzimgatlas, a FX valosziniileg kézvetve gatolja a PI3K-hoz kapcsolt gyulladasos jelatviteli

utvonalat az epidermalis keratinocitdkban. Ez egyarant lehetséges valamelyik felettes
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regulator vagy feedback szabalyozo modulalasan keresztiil. >*° llyen szabalyozo lehet példaul
a foszfoinozitid-fiiggé kinaz 1 (PDK1)-hez kapcsolt endogén negativ visszacsatolasi hurok,
amelyrdl kimutattdk, hogy bizonyos sejttipusokban szabéalyozza a PI3K expresszidjat €s ez
altal annak aktivitasat.?*© Masrészt természetesen a FX a PI3K-kapcsolt gyulladasos
jelatvitel down-stream célpontjainak aktivitasat is befolyasolhatja. Barmelyik megoldés
legyen is helytallo, eredményeink (29. és 30. abra) alapjan a FX alapvazanak megfelel6
kémiai modositasa a PI3K ATP-kotohelyén 1évo tovabbi reziduumokat megcélozva a PI3K-
val szembeni jobb hataser6sséget és hatékonysagot mutaté 01j vegyiileteket eredményezhet.
Ennélfogva jelenlegi eredményeink jovébeli intelligens gyogyszertervezési vizsgalatok
kiindulopontjat is jelenthetik,?*?*2 amelyek a PI3K-zal szemben fokozott hatékonysaggal
rendelkezd ) FX-szarmazékok kifejlesztéséhez vezethetnek.

Kisérleteink befejezé szakaszdban a FX 4ltal kivaltott bioldgiai hatasok mélyebb
megértésére RNA-Seq vizsgalatot végeztiink. A fékomponens-elemzés, az utvonal analizis,
valamint a differencidltan expresszalodo gének egyedi vizsgalata is azt igazolta, hogy a FX
jelentés mértékben befolyasolja a p(I:C) gyulladasos hatdsat a human keratinocitadk esetén
(31. abra). A teljesség igénye nélkiil elmondhatjuk, hogy a FX csokkentette a neutrofil
kemoattraktans kemokin GROa (mas néven CXCL1)?* és CXCLS5 (mas néven ENA-78)2%
(CXCL1) egyes adatok alapjan viszketésmediatorként is miikddhet,?%* citokin array-vel
nyert adataink pedig arra utalnak, hogy a FX nemcsak az expresszidjat, hanem a
felszabadulasat is képes lehet gatolni (22. abra). Az eddigiek mellett a FX jelentdsen
csokkentette az IFI6 (G1P3) p(l:C)-indukalt up-regulaciojat is, amelyrél megallapitottak,
hogy pikkelysomoros betegek 1éziondlis és nem 1ézionélis borében is up-regulalodik.296:207
A FX emellett down-regulalta az oszteoprotegerint (TNFRSF11B), amely a RANKL —

RANK kapcsolat szabalyozasaban vesz részt. Mivel az epidermalisan expresszalt RANKL-
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rol  kideriilt, hogy a regulatorikus T-sejtek szadmdnak novelésén keresztiil

immunszuppressziv hatast valt ki,?%

az oszteoprotegerin (TNFRSF11B) expresszidjanak
csokkentése in vivo egy tovabbi réteget adhat a FX gyulladascsokkenté hatasaihoz.

Hasonloképpen, a FX csokkentette az IL-1a és az IL-1B receptoranak, az IL1R2-nek a

crer

crer

normalizalasa segithet a fiziologias boér-immunfeliigyelet helyreallitasaban (30/D-E abra).
Végezetiil az is figyelemre méltd, hogy mig a p(I:C) down-regulalta a CXCL17-et, a FX
egylittes alkalmazasa jelentGsen csokkentette ezt a hatast (30/D-E abra). A CXCL17-r6l
nemrégiben megallapitottak, hogy a pikkelysomdr imiquimod-indukalt egérmodelljében a
mieloid-eredet(i szuppresszorsejtek és regulatorikus T-sejtek toborzasan keresztiil mérsékli
a borgyulladast.?!% Azt természetesen célzott jovébeli vizsgalatokban kell meghatarozni,
hogy a FX altal indukalt CXCL17 up-regulacié a felszabaduld citokinek szintjén is
megnyilvanul-e, valamint hogy ez kizarolag a p(l:C)-indukalta gyulladasos valaszra
korlatozodik vagy egy altaldnosabb gyulladascsokkentd hatés része. Akarhogy is,a CXCL17
FX altal indukalt felszabadulasa és up-regulacioja hosszabb (>24 o6ra) id6skalan tovabb
erGsitheti a FX in vivo gyulladascsokkentd hatasat.

Végezetiil érdemes megjegyezni, hogy egyes kézelmultbeli megfigyelések szerint a
FX alkalmazasa COVID-19-ben szenvedd betegeknél kedvezden befolyasolta a betegség
klinikai kimenetelét.!®21%2 Bar korai lenne merész kovetkeztetéseket levonni, érdemes
megemliteni, hogy citokin array adataink szerint gy tlinik, hogy a FX olyan modon alakitja
az epidermalis keratinocitadk immunologiai valaszat, amely kivanatos lehet SARS-CoV-2
fert6zésben is (a részleteket lasd az Fiiggelék Al tablazatban). Tekintettel arra, hogy a PI3K-
titvonal farmakologiai gatlasat SARS-CoV-2 fertdzésben szintén eldnydsnek talaltak,243-24°

feltételezhetjiik, hogy a FX nemrégiben leirt kedvezé6 hatasai a COVID-19
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betegekben®112246  (Jegalabbis részben) a FX altal kozvetitett (indirekt) PI3K-gatlas
kovetkezményei lehetnek.

Osszességében az adataink egyértelmilen bizonyitjdk, hogy a FX jelentds
gyulladascsokkentd hatast fejthet ki, és az endogén viszketés-mediatorok, példaul az
endotelinek (és talan masok, pl. a GROa [CXCL1]) felszabaduldsanak csokkentése révén
alkalmazasa jotékony viszketéscsillapitd hatashoz is vezethet, amely hatasok valdsziniileg a
gyulladdsos PI3K utvonal kozvetett gatlasan keresztiil valosulnak meg. Figyelembe véve a
FX jolismert biztonsagossagat, adataink alapjan érdemes lenne célzott Klinikai
vizsgalatokban tisztazni, hogy a fentebb ismertetett kedvezé hatasok megfeleld lokalis,
kelléen magas bérkoncentraciot biztositdé formulaciokban torténd alkalmazas soran, in vivo

is érvényesiilnek-e gyulladasos €s viszketéssel kisért borbetegségekben.
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8. A disszertacioé Gj eredményei és azok klinikai

relevanciaja

. A TRPV3 az epidermisz mellett a humén faggytimirigyekben is funkciondlis forméaban
expresszalodik, ahol aktivacidja csokkenti a lipidszintézist €s fokozza egyes citokinek
expresszidjat, felszabadulasat.

. A bemutatott eredmények alapjan a TRPV3 a faggytlipid-termelés egy potens, negativ
regulatora, fokozott aktivitdsa szerepet jatszhat a boOrszarazsaggal jar6 gyulladasos
borbetegségek kialakuldsaban, ami felveti annak lehetdségét, hogy a TRPV3 gatlasa uj
terapias stratégia lehet az emlitett borgydgyaszati korképek jovobeli kezelésében.

. A 14 uM-ban alkalmazott FX gyulladascsokkent6 hatast fejt ki a human epidermalis
keratinocitakon, tovabba képes csokkenteni a viszketést kdzvetité endotelinek p(1:C)
altal indukalt felszabadulasat.

. A FX nagy valoszinliséggel nem a klasszikus szerotoninerg jelpalya befolyasolaséaval,
hanem a PI3K-utvonal gatlasa révén alakitja ki gyulladascsokkentd hatasat.

. Mindezek alapjan a FX — topikalisan alkalmazva - egy igéretes szer lehet a viszketéssel

¢és gyulladassal jar6 borbetegségek kezelésében.
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9. Osszegzés

Eredményeink szerint a TRPV3 funkcionalisan aktiv forméaban fejezddik ki @ human
szebocitakon, ahol aktivacioja gatolja a sejtek kiilonféle lipogén agensekkel kivaltott
citokin termelését és felszabadulasat. Eredményeink alapjan a TRPV3 koéros aktivitasa
szerepet jatszhat a kiilonféle bdrszarazsaggal jard borgyulladadsok patogenezisében, ami
felveti annak a lehet6ségét, hogy a TRPV3 antagonistak hatékony terapias eszk6zok

lehetnek ezen betegségek kezelésében.

FX-nel végzett kisérleteink eredményei azt mutatjak, hogy ez a molekula jelent6s
gyulladascsokkentd hatast fejthet ki humén epidermalis keratinocitdkon, és hatékonyan
csokkenti az endogén viszketés-mediator endotelinek felszabadulasat is. A FX
bioldgiaiaktivitas-profiljanak vizsgalata, RNA-Seq analizis, in silico kotodésvizsgalat,
valamint direkt enzimaktivitas méréseink tantisaga szerint a hatas valdsziniileg a gyulladéasos
PI3K utvonal kozvetett gatlasan keresztiil alakul ki. Figyelembe véve a FX jolismert
biztonsdgossagi profiljat, eredményeink alapjan felmeriil a FX bdrgyogyaszati
repoziciondlasanak lehetdsége, de természetesen tovabbi klinikai vizsgalatokra van sziikseg
annak feltarasara, hogy a jelen tanulmanyban bemutatott kedvez6é hatasok in vivo is
érvényesiilnek-e megfeleld topikalis formulaciokban torténd alkalmazas esetén gyulladassal

¢s viszketéssel kisért borgyogyaszati korképekben.
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10. Summary

Our results indicate that TRPV3 is expressed in a functionally active form on human
sebocytes, where its activation inhibits differentiation of sebocytes as well as their sebaceous
lipogenesis induced by various lipogenic agents. Moreover, it significantly enhances the
production and release of several inflammatory cytokines. Our results suggest that the
abnormal activity of TRPV3 may play a role in the pathogenesis of skin dryness-associated

cutaneous inflammatory processes.

Our experimental data obtained by using FX demonstrate that this molecule can exert
a significant anti-inflammatory effect on human epidermal keratinocytes, and can effectively
reduce the release of the endogenous itch-mediator endothelins. Investigation of the
biological activity profile, RNA-Seq analysis, in silico binding, as well as direct enzyme
activity measurements reveal that the effect is likely to be mediated through indirect
inhibition of the pro-inflammatory PI3K pathway. Considering the well-known safety
profile of FX, our results appear to justify the idea of dermatological repositioning of FX.
However, further clinical studies are necessary to investigate whether the beneficial effects
demonstrated in our study also develop in vivo in case of inflammatory and pruritic

dermatoses following application of FX in appropriate topical formulations.
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11. Figgelék

Fiiggelék A1 tablazat: Azon molekuldk listdja, amelyek relevans (21,5-szeres) valtozasokat mutattak a citokin array
soran a 20 pg/ml p(I:C)-vel torténd 3 oras kezelést kovetden.

»Fold-change” ,Fold-change” Megjegyzések (hacsak masképp nem jeloljiik, az
e ) a kontrollhoz akontrollhoz informacio forrasa: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene;
Rovidi- Teljes angol _, , Cehn . .
, . képest p(I:C)- képest hozzaférés: 2022. januar 27.)
tés nev p
kezelést p@:C)+FX-
kovetéen  kezelés hatasara
IL-8/  C-X-C motif 10,74165865 8,878189582
CXCL8 chemokine
ligand 8
GROa C-X-C motif  5,341499561 4,202264249
chemokine
ligand 1
GM-CSF/ Colony 4,885446879 2,849885683
CSF2  stimulating
factor 2
IL-6 Interleukin 6  3,505016084 2,325846593
RANTES/ C-C motif 2,457841369 1,297757141  Kemoattraktans a vér monocitai, a memoria T-helper sejtek és az eozinofil

CCL5 chemokine sejtek szamara. A magas SARS-CoV-2 virusterhelés és az alacsony
) CCL5-expresszios szintek az intenziv osztalyra valo felvételhez vagy a
ligand 5 haldlozéshoz tarsultak.?*°

IL-22 Interleukin 22 2,158444906 2,052078213 Az IL-10 citokin csalad tagja. Az IL-22 dontd szerepet jatszik COVID-19-
ben a gazdaszervezet immunitasanak szabalyozasaban.

IL-19 Interleukin19  2,12245083 1,703904209

VEGF  Vascular _ 1,919266193 1,44037364

endothelial
growth factor
A

RAGE  Advanced 1,788664054 1,51229135
glycosylation
end-product
specific
receptor

TGF-a Transforming 1752131272 1,613493182

growth factor

Novekedési faktor, amely az epidermalis ndvekedési faktor receptor
ligandja. Aktivalja a sejtproliferacio, differencialodas és fejlodés jelatviteli
utvonalat.

alpha

Serpin E1 Serpin family ~ 1,716273213 1,508567524

E member 1
(Plasminogen
Activator
Inhibitor 1)

Ez az enzim a neutrofilek mikrobicid aktivitasdban kdzponti szerepet

Myelo- 1,598750074 1,338496749
jatszd hipohalogénessavakat termeli.

peroxidase
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Resistin 1,589266474 1,365840924
IL-1ra Interleukin1  0,614673757 0,994571594 Gatolja az IL-1a és az IL-1p aktivitasat, és modulalja az IL-1-hez
receptor kapcsolodo szamos immun- és gyulladasos valaszt, kiillonosen a fertdzés
P ) és a gyulladas akut fazisaban. Magasabb szintje rosszabb prognoézissal
antagonist korrelal a COVID-19-ben. 2
MIP-3ac  C-C motif 0,458883529 1,387978784  Kemotaktikus faktor a limfocitak szamara, és képes csokkenteni a mieloid
chemokine progenitorok proliferacidjat. A silyos COVID-19 tidégyulladasban
licand 20 szenvedd betegeknél a CCL20 plazmaszintje szignifikAnsan emelkedett.?%
igan
Relaxin 2 0,458724987 1,052353792
IL-34 interleukin 34 0,440558007 0,818161215

* A potencidlisan SARS-CoV-2 szempontjabdl relevans adatok zold (a FX altal kifejtett potencialisan kivanatos hatasok)
vagy sarga (a FX altal kifejtett potencialisan karos hatasok) hattérrel vannak kiemelve.
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Fiiggelék A2 tablazat. A BioMAP® Diversity PLUS® panelhez hasznalt modellrendszerek attekintése.

Rendszer

Potencialisan relevans

Kisérletes végpontok
Primer human sejttipus(ok) Stimulacié , &P
betegség
Kronikus gyulladas
MCP-1, VCAM-1, TM, TF, ICAM-1, E-

3C Venularis endotélsejtek IL-1B, TNFa, IFNy o ) szelektin, UPAR, IL-8/CXCLS8, MIG,

Sziv- és érrendszeri HLA-DR, proliferacié6, SRB

megbetegedés
Asztma, allergia, .
L . MCP-1, eotaxin-3, VCAM-1, P-

4H IL-4 és hisztamin

Venularis endotélsejtek

szelektin, uPAR, SRB, VEGFR2

Autoimmunités
. 1 or e Kronikus gyulladas
Venularis endotélsejtek és periférias MCP-1, VCAM-1, TM, TF, CDA40, E-
LPS vérbdl szarmazd TLR4 ligand szelektin, CD69, IL-8/CXCLS, IL-10,
. Sziv- és érrendszeri M-CSF, sPGE,, SRB, sSTNFa
monomorfonuklearis sejtek megbetegedés
. . or Kroénik llad4
Venularis endotélsejtek és periférias ronikus gyulladds MCP-1, CD38, CD40, E-szelektin,
SAg vérbél szarmazéd TCR ligandok (1X) Saiv- és érrendszeri CD69, IL-8/CXCL8, MIG,
Z1V- €S errendszerl i icita i PRy
monomorfonuklearis sejtek megbetegedés PBMC citotoxicitas, proliferacio, SRB
a-IgM és .
B sejtek és periférias vérbol Asztma, allergia, B-sejt proliferacié, PBMC citotoxicitas,
BT szarmazo m(:;})tréllfrfonuklearls TCR ligandok ol . y szekretalt IgGS,I EI_Ig-lle%, ;;L-UF, slL-2,
(OOle) nKologia, autoimmunitas >
L Asztma, allergia, fibrozis, MCP-1, eotaxin-3, VCAM-1, ICAM-1,
BE4T Bronchialis epitélsejtek, TNFo and IL-4 CD90, IL-8/CXCLS, IL-1a, keratin 8/18,
dermalis fibroblasztok Tidéevullads MMP-1, MMP-3, MMP-9, PAI-1, SRB,
tdogyulladas tPA, UPA
Tiidégyulladds ICAM-1, UPAR, IP-10, I-TAC, IL-
e e ) 8/CXCLS8, MIG, EGFR, HLA-DR,
BE3C Bronchialis epitélsejtek IL-1B, TNFa, IFNy IL-10, keratin 8/18, MMP-1, MMP-9,
COPD PAI-1, SRB, tPA, uPA
. L Sziv-¢s errendszeri gyulladds MCP-1, VCAM-1, TM, TF, UPAR, IL-
Koszoruér (artéria) ' . Lo !
CASM3C simaizom sejtek IL-1B, TNFa, IFNy 8/CXCLS8, MIG, HLA-DR, IL-6, LDLR,
Resztenozis M-CSF, PAI-1, proliferécio, SAA, SRB
oo MCP-1, VCAM-1, ICAM-1, kollagén I,
IL-1B, TNFa, IFNy, Fibrézis kollagén I11, 1P-10,
HDF3CGF Dermalis fibroblasztok EGF, I-TAC, IL-8/CXCL8, MIG, EGFR, M-
bFGF, PDGF-BB Kronikus gyulladds ~ CSF, MMP-1, PAI-1, proliferacio_72hr,
SRB, TIMP-1, TIMP-2
Keratinocitak, IL-1B, TNFa, IFNy, Pikkelysomor, MCP-1, ICAM-1, IP-10, IL-8/CXCLS,
KF3CT i . MIG, IL-1a, MMP-9, PAI-1, SRB,
dermalis fibroblasztok TGFp borgyulladasok TIMP-2, UPA
Fibrozis, kronikus gyulladas, gSM aktin, bFGF, VCAM-1, kollagén I,
. kollagén III
S48 TNFo, TGF ; 1 i
MyoF Tiidé fibroblasztok P Sebgyogyulds, extracellularis  ollagén IV, IL-8/CXCLS, dekorin,
métrix remodelling MMP-1, PAI-1, TIMP-1, SRB
Sziv- és érrendszeri
. o gyulladas MCP-1, MIP-1a, VCAM-1, CD40, E-
Venularis endotélsejtek .
IMphg TLR2 ligand

makrofagok

szelektin, CD69, IL-8/CXCLS, IL-10,
Resztenozis, kronikus M-CSF, sIL-10, SRB, SRB-Mphg

gyulladas
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13. Kulcsszavak
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PhD évek alatt nyujtott szakmai és lelki tdimogatasat.
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