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BEVEZETES

Kapszaicin szenzitiv neuronok — a kapszaicin celluldris hatdsai

A kapszaicin a vildgszerte széles korben fogyasztott erds paprika
(Capsaicum annuum) csip0s izéért felelds vegyiilet. Terdpids felhasznalasi
lehetdségei széleskoriiek, jot€kony hatasardl szamoltak be kiillonbozo fdjdalom
szindromdk mellett pruritusz, pszoriazis, klaszter-fejfajas, detruzor hiperreflexia,
valamint rinopdtia eseteiben is. Kiillonb6z0 in vitro kisérletes rendszerekben a
kapszaicin képes volt gitolni az indukdlt karcino- €s mutagenezist is.

A kapszaicin egy alkaloida, ami a fenol szdrmazék vanillil csoportot is
tartalmazza. KésObb madas vanilloid vegyiiletrdl is kimutattdk, hogy képes a
kapszaicin hatdsait utdnozni, ilyen pl. a kutyatejfélék kozzé tartoz6 Euphorbia
resiniferabol izolalt reziniferatoxin (RTX), amelyet a kapszaicin ultrapotens
analdgjanak tartanak.

A kapszaicin hatdsmechanizmusat elsdsorban szenzoros neuronokon tartdk
fel. Az 1960-as évektdl ismert, hogy a primer szenzoros neuronok efferens
funkcidval is birnak, ami kapszaicin elOkezeléssel gatolhatd. A spindlis hétsé
gyoki (DRG) és trigemindlis szenzoros ganglionokban elhelyezkedd primer
szenzoros neuronok egy meghatarozott alcsoportja szelektiv érzékenységet
mutat a kapszaicinnel szemben. Ezek a ,kapszaicin-szenzitiv neuronok™ fOleg
kis méretli sejttesttel €s vékony (C-tipusu) axonnal jellemezhetd polimodalis
nociceptorok.

A kapszaicin és a rokon vanilloid vegyiiletek cellulédris hatdsmechanizmusa
a szenzoros neuronokon hirom jol elkiilonithetd fazissal jellemezhetd. Az elso a
kapszaicin adagoldsat kovetd exciticid: a kapszaicin megnoveli a sejtmembrin
Ca®™ és Na*-permeabilitdsit, ami depolarizdciéhoz vezet. Ezutdn mind homoldg,
mind heterolég deszenzitizaci6é 1€p fel, vagyis a sejtek a vanilloidok és egyéb
fajdalomkeltd anyagok irdnt is érzéketlenné valnak. Végiil a kapszaicint nagy

koncentracioban, elég hosszu ideig alkalmazva citotoxicitds véalthaté ki, mely



leginkdbb a megemelkedett intracellulédris kalciumszintnek és a kalcium-fiiggd

protedzok fokozott miikodésének tulajdonithato.

A kapszaicin tdmaddspontja: a vanilloid receptor-1 (TRPV1)

A kapszaicin funkciondlis tdmadéspontja egy nem-specifikus, féleg Ca**-ra
permeabilis kationcsatornanak bizonyult. Az 1990-es évek végére kidertilt, hogy
ez a kapszaicin receptor vagy vanilloid receptor-1 a tranziens receptor potencial
(TRP) csalad vanilloid (TRPV) alcsaladjdba tartozik; ma ennek megfeleléen
tranziens receptor potencidl vanilloid-1 (TRPV1) néven emliti a szakirodalom.
A TRPV alcsalad tagjai kiilonb6z6 vanilloid csoportot tartalmazd, foleg novényi
eredetli anyagokkal aktivalhatok, de mindmdig a TRPV1 az egyetlen ismert
kapszaicin érzékeny receptor.

Az 1997-ben elsoként karakterizdlt patkany TRPV1 egy 838 aminosavbol
felépiild 95 kDa tomegl fehérje, amit egy 2514 nukleotidbdl 4ll6 DNS szakasz
kodol. A klénozott receptor funkcionélisan nem-specifikus, foként Ca**-ionokra
permedbilis kationcsatornaként mukodik (Pc./Py, kozelitdleg 10). A receptor 6
transzmembran doménbdl épiil fel, mind az N-, mind a C-termindlis
intracelluldrisan helyezkedik el, az 6todik és hatodik domén ko6zott talalhato
,hurok™ hozza létre a csatorna porusat. A receptor feltehetden tetramer formaban
alkot funkciondlis csatorndt, a vanilloid kotOhely az intracellularis oldalon
talalhatd. A TRPV1 szamos egyéb koto- és szabalyozo hellyel rendelkezik, ilyen
példéaul az intracellularis N-termindlis szakaszon talalhat6 hat darab ismétlodo
ankirin domén, melyek potencidlis protein kindz A foszforilacids helyek, vagy
az extracelluldris oldalon taldlhat6 allosztérikus moduladcids helyek. Mindezek
lehetOséget teremtenek arra, hogy a csatorna miikdodését szamos kiillonb6zo

agens befolyasolja.



A TRPVI endogén aktivdcidja

A TRPVl-et az exogén vanilloid vegyileteken kiviil szdmos, a
szervezetben képzodo, foként a fajdalom kialakitasaban szerepet jatszo agens is
képes aktivalni (endovanilloidok). Ezek koziil a TRPV1 legfontosabb endogén
aktivatora (,,Jligandja”) a hOmérséklet emelkedése (~43°C) és a pH csokkenése
(acidozis, pH 5,5). Az acidotikus pH nem képes a TRPV alcsalad tobbi tagjanak
aktivilasara, de a TRPV1 mellett a TRPV2-4 csatorndk is hdérzékenységet
mutatnak.

Ezen hatasok mellett szdmos, leginkabb gyulladdsos medidtornak tekinthetd
anyag (pl. bradikinin, intra- €s extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok,
leukotriének, lipid-peroxidécio termékei, stb.) is képes a TRPV1 miikdodésének
pozitiv befolyasoldsara. Ezek a medidtorok részben sajat (foként metabotrop)
receptoraikhoz kotddve intracelluldris jelatviteli utvonalak (kindz-rendszerek,
intracellularis hirvivok) médositdsa révén a receptor szabalyozoé helyein kifejtett
hatdsokon keresztiil csokkentik a TRPVI aktivaciés kiiszobét, vagyis
szenzitizaljdk a csatornit. A szenzitizdcid folyamatiban szerepet jatszhat a
TRPVI1-et koriilvevo lipidraftok dtrendezddése is, példaul a TRPV1 aktivitasat
gatl6 foszfoinozitol-bisz-foszfat (PIP,) foszfolipaz-C (PLC) altali bontasa.

A kozvetett szenzitizdcid mellett a lipidmediatorok egy része kozvetleniil is
képes a TRPVI1-et aktivilni. Ilyen pl. az eredetileg endogén kannabinoidként
leirt anandamid, az N-arachidonil-dopamin vagy a kiilonb6zd lipoxigenaz

termékek.

A neurdlis TRPVI szerepe

A szenzoros neuronokon expresszalodéo TRPVI1-et szenzitizdl6 anyagok a
receptor hdérzékenységi kiiszobét csokkenthetik, igy a TRPV1 maér fiziologias
homérsékleten is aktivilodik és fajdalomérzést valt ki (termdlis hiperalgézia).

Mindezek alapjdan a TRPVI1-et a kiilonféle (pl. kémiai €s termdlis) nociceptiv



ingerek hatdsdra kialakul6 folyamatok egyik kozponti integrator molekuldjanak
tekintik.

A primer szenzoros neuronok az €érz0 funkci6 mellett efferens
miikodésekkel is birnak. Aktivalodasukat kovetden neuropeptideket (pl. P-
anyagot (SP), kalcitonin gén-kapcsolt peptidet (CGRP)) szabaditanak fel
lokélisan. Ezek az innervalt szervek nem-neurondlis sejtjein (hizdsejteken,
makrofdgokon, limfocitdkon, stb.) hatva résztvesznek a lokdlis trofikus,
vazoregulatorikus és immunmodulatorikus folyamatokban, amelyek koros,
kaszkad-szerti feler6sodése neurogén gyulladas kifejlddéséhez vezet. Amellett,
hogy a TRPV1 aktivalasa neurogén gyulladast indukalhat, a TRPV1 agonistak
tobbszori alkalmazésa a sejtek neuropeptid raktdrait kitiritve és deszenzitizaciot
okozva gatolhatja is a gyulladdsos folyamatokat. A neuropeptidek koros
mennyiségli felszabaduldsa hozzdjarulhat bizonyos, a gyulladdsos adaptacio
kisikldsaival jellemezhetd korképek (asthma bronchiale, colitis ulcerosa,
interstitidlis cystitis, arthritis stb.) kialakuldsdhoz is, igy ezek kezelésében a
TRPV1 farmakologiai befolyasoldsa is szerepet kaphat.

A TRPVI1 aktivicié hatdsara a szenzoros efferens terminalisokbol
szomatosztatin is felszabadul, ami viszont a keringésbe keriilve szisztémasan
antinflammatorikus €s analgesztikus hatdsu a szenzoros végzddések efferens
miikodésének blokkoldsa révén. A TRPV1 aktivacié hatdsara az anterior
hepatikus  plexusbdl  felszabadul6  szomatosztatinnak  feltételezhetden
inzulinszenzitizalo hatdsa is van, a pancreast ellit6 TRPV1 pozitiv szenzoros
rostok eliminéldsa viszont javitja a glitkztoleranciat.

A TRPV1 a termoregulicioban is szerepet jatszhat. A kapszaicin akut
szisztémds alkalmazdsa hipotermidt valt ki, a TRPV1 antagonistdk viszont
megemelik a testhOmérsékletet. A hatds tdmadispontja még nem tisztizott. A
periférids szenzoros neuronokon expresszalodd6 TRPV1 befolydsolja a
hdszabdlyozast, de a célzottan hipotalamuszba adagolt kapszaicin is képes

hipotermiat okozni.



A kozponti idegrendszer kiilonbozo teriileteire adott kapszaicin bioldgiai
vélaszt eredményez és jellegzetes morfolégiai valtozdsokat okoz. ["H|RTX
alkalmazasaval nagy affinitasu specifikus kotddést sikeriilt detektalni kiilonbozd
agyi struktirdkon. A TRPV1 jelenlétét kimutattak a gerincveld hats6 szarvédban,
a hidban, a cerebellumban, limbikus teriileteken, a cortexben és a striatumban,

valamint a talamusz és a hipotalamusz egyes régidiban.

A TRPV1 expresszidja és szerepe nem-neurdlis sejteken

Miér a receptor klonozédsaval egyidejlileg TRPVI1-specifikus mRNS
szakaszokat mutattak ki a vesében, az6ta pedig egyre tobb nem-neurdlis szovet-
és sejtféleségen igazoltdk a TRPV1 expresszidjat és funkcidjat, pl. a human
hugyhdlyag simaizmdn, epitelialis és intersticidlis sejtjein.

Szintén kimutattadk a TRPV1 jelenlétét a gyomor mucosa epitelidlis sejtjein,
mikdzben azt taldltdk, hogy a molekula el6zetes aktivacidja kivédheti az alkohol
€s a savas kozeg okozta sejtpusztuldst. A TRPV1 expresszalodik a légutakban is,
a kapszaicin a bronchidlis simaizomzat kontrakcidjat, az epitélsejteken pedig
Ca®* bedramlést indukal és proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL.-8, TNFa)
felszabadulédsat, majd a sejtek apoptozisat valtja ki.

A TRPVI1 aktivacidja C6 glioma sejteken €s timocitdkon is noveli a sejtek
Ca™ szintjét és apoptézist indukdlhat. A TRPVI1-et megtaldltdk mikroglia
sejteken is, aktivdciéja sejtpusztlast indukdlt, amit az intracelludris Ca®*
koncentrici6é emelkedése és a kovetkezményes mitokondridlis karosodds valtott
ki.

A kapszaicin tumorosan transzformalt sejtek apoptozisat is képes kivaltani.
Ezt demonstraltdk agydaganatbdl szarmazd glioblasztoma sejtvonalon, C6
glioma sejteken, human méhnyakrdkbdl szdrmazé Hela sejteken, majrakbol
létrehozott SK-Hep-1 sejtvonalon, emld karcindmabdl szarmazé MCF-7
sejteken, de a fenti esetek egyikében sem igazolédott a TRPV1 szerepe a

folyamatban. Habéar a prosztatardkbol szdarmazé LNCaP és PC-3 sejtvonalak



funkciondlis formdban expresszaljdk a TRPVl1-et, és a kapszaicin képes
kivaltani ezen sejtek apoptézisat, az apoptézis feltehetben a TRPV1-t6l
fiiggetlen ttvonalon valésul meg. Ugy tiinik, a vanilloid vegyiiletek a TRPV1-
tol fliggetlen uton is okozhatnak apoptdzist.

Szamos kutatds szamolt be a kapszaicin hatdsdr6l immunkompetens
sejteken 1s. A kapszaicin a human monocitdkon, makrofidgokon, és limfocitdkon
is kivéltotta a SP felszabadulasit, €s fokozta a humén polimorfonuklearis sejtek
migraciojat. Funkciondlis TRPV1 jelenlétét igazoltdk hizésejteken, ahol a
kapszaicin interleukin-4 (IL-4) felszabadulast valtott ki. A TRPV1 jelenlétét
neutrofil granulocitdkban €és human periférids vér limfocitdkban gazdag
mononukledris sejtjein is leirtdk. Bakteridlis lipopoliszacharid (LPS) indukalt
egér makrofagokon a kapszaicin gétolta a PGE, szintézisét és az indukalhat6
nitrogénmonoxid-szintazt (iINOS-t), valamint az NF-kB transzkripcios faktor

inaktivicidjat eredményezte.

A faggyumirigy és a szebocitdik

A faggyumirigy (glandula sebacea) a bor dermiszében lokalizalodo
holokrin elvélasztdsu mirigy, elsOsorban szOrtiiszohoz kapcsolddik. Sejtjei a
szebocitdk, legismertebb funkcidjuk a faggyu (szébum) termelése. A faggyu
elsdsorban neutrdlis lipidekbdl tevodik 6ssze; nagyobb mennyiségben tartalmaz
triglicerideket, szabad zsirsavakat, viasz-€sztereket, koleszterint és szkvalént.
Allatokban szerepet jitszik a bunda impregndciéjiban és a hészigetelésben,
egyes fajok esetén pedig ferromonok kivalasztdsara specializdlodtak
faggyumirigyek. Mivel emberben ezek a funkcidk jorészt felismerhetetlenek,
sokdig ugy gondoltik, hogy az emberi faggyimirigy csupan egy evolucids
reliktum. Az ut6bbi iddk kutatdsai azonban igazoltdk, hogy a szebocitdk szerepe
nem meriill ki a bOr passziv, barrier funkcidjanak kialakitdsaban. Szamos
parakrin, endokrin és immunoldgiai funkcidjukkal dontéen hozzdjarulnak a bor

normal homeosztatikus mukodésének kialakitasahoz.



A faggyumirigy funkcidinak felderitéséhez nagyban hozzdjarultak az in
vitro 1s vizsgilhaté szebocita modellek. A primer tenyészetek limitdlt
fenntarthatosdga miatt a kutatdsok szamdéra igen hasznosnak bizonyultak a
humén faggyumirigybdl l1étrehozott sejtvonalak, mint pl. az SZ95. Az in vitro
modellek egyre mélyebb bepillantdst engednek a szebocitdk molekuléris szintli
reguldcidjaba is.

Régota ismert, hogy az androgének serkentik a szébum termelését. A
szebocitdk azonban maguk is rendelkeznek a szteroid hormonok produkcidjahoz
szitkkséges enzimaparatussal, valamint képesek az androgének metabolizalasara
1s. Az androgének hatdsdnak kifejlodéséhez a peroxiszoma proliferdtor aktivalt
receptorok (PPAR-o0k) aktivitdsa is sziikséges. A PPAR-ok kozponti szerepet
jatszanak a lipidanyagcsere szabdlyozdsaban szamos szOvet sejtjeiben, igy a
szebocitdk miikodésében is kulcsszerepet jatszanak, fokozzak a sejtek termindlis
differencidlodésat és az ezt kiséro lipidszintézist. A szebocitdk differencidlodéasa
arachidonsavval is indukélhat6; fokozddik a lipidek felhalmozddasa és a sejtek
apoptozisa. A szebocitdk  differencidlodasdnak és  proliferacidjanak
szabalyozdsdban a novekedési hormon, az inzulin €s az inzulinszeri novekedési
faktor-I (IGF-I) is szerepet jatszik, de a hipotalamusz-hipofizis rendszer
medidtorai koziil a kortikotropin releasing hormonrdl (CRH), az o-
melanocitastimuldlé hormonr6él (aMSH) és a B-endorfinrdl is leirtdk, hogy
receptoraikon keresztiil fokozzak a sejtek lipidszintézisét.

A szebocitdk résztvesznek a bor immunoldgiai funkcidiban és a gyulladésos
folyamatok szabdlyozasdban is. Képesek kiilonboz6 citokinek (IL-6, IL-1,
TNFa), valamint lipid természetli gyulladdsos medidtorok (LTB,4, PGE,)
termelésére, amely folyamatok szabalyozdsaban a PPAR-ok szintén szerepet
jatszhatnak. Bakteridlis induktorok hatdsara antimikrobidlis peptideket is
termelnek, valamint fokozddik a proinflammatérikus TNFa és az IL-8/CXCLS
termelésiik is. A SP is fokozza a gyulladdsos medidtorok szintjét, valamint a

faggyumirigyek differencialdédasat és proliferacigjat.



A dendritikus sejtek

A dendritikus sejtek csontvel01  Ossejtekbol  szarmazd, hivatisos
antigénprezentdlé sejtek, melyek elsdsorban a specifikus immmunvalasz
beinditdsdban jatszanak fontos szerepet. Jelen vannak a legtdobb szerv
kotOszoveti dllomanyaban, valamint a nyirokcsomok €és a 1€p T-sejtekben
gazdag teriiletein. Monocitaszerli, éretlen elOalakjaik igen kis hédnyadban
megtalalhatdak a keringésben, nagyobb striis€égben a nyalkahartydk felszinén és
Langerhans-sejtekként a bOrben. Ebben a differencidltsdgi allapotban
pinocitozissal vagy fagocitozissal korokozokat, membran fragmentumokat,
oldott fehérjéket képesek felvenni. Ezt koOvetOen aktivalodnak, majd a
nyirokcsomOkba  védndorolnak, ahol T- és B-limfocitdkkal Kkeriilnek
kolcsonhatasba. Ekozben érési  folyamaton mennek &t, antigénfelvevo
képességiiket  elvesztik, azonban  fokozottan  expresszaljdk a 0
hisztokompatibilitasi komplex (MHC) molekulait.

Az éretlen dendritikus sejtek szamos patogénekre jellemzO0 molekuldris
mintdzatot felismerni képes tun. Pattern Recognition Receptorral (PRR)
rendelkeznek, ilyenek pl. a Toll-like receptorok (TLR). Aktivalédasuk indukélja
a dendritikus sejtek érését €s antigénspecifikus immunvélaszok kialakuldsahoz
vezet. Szintén a PRR-ok k6zz¢€ tartoznak a dendritikus sejtekre jorészt specifikus
C tipusu lektinek (pl. CD205, CD206/mannéz receptor, CD207/langerin vagy a
CD209/DC-SIGN - dendritikus sejt-specifikus ICAM-3-k6t6 nonintegrin),
melyeknek a receptor-medidlt endocitdzis kivéltdsdban van szerepiik.

Az antigének felvételét kovetden a dendritikus sejtek a nyirokcsomodkba
migralnak, amiben kiilonb6z0 kemokin hatisok fontos szerepet jatszanak. A
migraciot indukaljdk pl. a CCL19/CCL21 (kemokin C-C motivum ligand 19 és
21) kemokinek az aktivalt sejteken megjelend6 CCR7 (kemokin C-C motivum
receptor 7) kemokinreceptorokon keresztiil. A sejtek kdzben €rési folyamatokon

mennek at, fokozodik az MHC-II molekuldk expresszidja, de egyéb érési



markerek (pl. CD83) expresszidja is indukdlodik. A dendritikus sejtek
aktivalhatjdk a citotoxikus (T.) és a helper (T}) T-sejteket, valamint a B sejteket
1s. Az immunoldgiai szinapszis kialakitdsaban az antigénprezentdlo sejtek az
MHC komplexek mellett expresszalodé un. kostimuléciés molekuldkkal (pl.
CD40, CD80, CD86) is résztvesznek. A dendritikus sejtek a direkt sejt-sejt
interakcié mellett pro- és antiinflammatorikus citokinek széles skaldjanak (pl.
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNFa, stb.) szekréci6javal is szabdlyozzdk a
kialakul6 immunvalaszt.

Eredetiik alapjan a dendritikus sejteknek két f6 populacigja kiilonitheto el: a
mieloid dendritikus sejtek €s a limfoid markerekkel bir6é plazmocitoid
dendritikus sejtek. Jelen munkank sordn mieloid dendritikus sejteken vizsgaltuk
a TRPV1 funkcigjat.

A mieloid dendritikus sejtek CD34 pozitiv el6alakokbdl szdrmaznak,
mieloid markereket is expresszalnak (pl. CD11b, CDI11c, CD13, CD33, mann6z
receptorok). Ezek kozé tartoznak az epidermdlis Langerhans-sejtek és a veliik
szoros rokonsigot mutaté intersticidlis dendritikus sejtek 1s. A mieloid
dendritikus sejtek nagyfoku heterogenitidst mutatnak, amit a kiilonb6zo aktivalo
szigndlok is befolydsolhatnak. A bakteridlis (LPS) vagy a T sejt szignalok altal
aktivalt dendritikus sejtek a limfocitak T helper-1 (Ty1) irdnyd indukcidjat, ezen
keresztiil a cellularis immunvalasz kialakitast serkentik, mig egyes
antiinflammatérikus molekuldk (pl. TGFp, IL-10, PGE,, szteroidok) gétoljak a
Tpl irdnyu indukcidt és a T,2 sejtek (humordlis immunvélasz) kialakuldsat
segitik elo.

A periférids vérbol izolalt monocitidkbdl granulocita-makrofag koldnia-
stimuldlé faktor GM-CSF és IL-4 jelenlétében in vitro differencidltatott éretlen
dendritikus sejtek a human mieloid dendritikus sejt vizsgalatok egyik
leggyakrabban hasznélt modelljei. A monocita eredetli dendritikus sejtek is
eltéréen reagalnak a kiilonb6z0 aktivacids szigndlokra. Interferon-y (IFNYy)

hatdsara olyan érett dendritikus sejtekké alakulnak, melyek IL-12-t termelnek, és
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a T sejteket Ty 1 irdnyba differencidltatjdk, PGE,-vel torténd aktivacidjuk viszont
a T2 irdnyu differencidcionak kedvez. A PGE, szerepet jatszik a CCR7

expresszidjanak €s a sejtek migracidjanak szabalyozasaban is.

A TRPV1 szerepe a bor biologidjaban — a kordbbi kutatdsok eredményei

A kiilonb6z6 bor és bor alatti fijdalmak enyhitésére vildgszerte
hasznalatosak kapszaicin tartalmu krémek. Ezek kedvez0 hatdsat klasszikusan a
C-rostok akut excitacidjaval, majd az ezt kovetd deszenzitizacidjaval és az
efferens végzddésekbol torténd neuropeptid felszabadulds valtozdsaval
magyarazzak. A topikdlisan alkalmazott kapszaicint szdmos neuropatids
fajdalommal jar6 allapotban kiprobaltdk, de klinikai kisérletek igazoltak
hatékonysagat viszketéssel jaré megbetegedésekben is.

Mig a viszketés és a fajdalom terdpidjaban alkalmazott kapszaicin hatasat
klasszikusan a vegyiilet idegi elemeken kifejtett hatdsdval szoktdk magyardzni, a
legujabb modellek felhivjak a figyelmet a bor nem-neurélis sejtjeinek szerepére.
Ca**-csatornaként mikods TRPV1 jelenlétét mutattdk ki epidermalis
keratinocitdkon, ahol a kapszaicin fokozta a ciklooxigendz-2 (COX-2)
expresszidjat, valamint az IL-8 és a PGE, felszabadulasat. A TRPVI1-et in situ
kimutattdk human bor hajfollikulusaiban, annak kiils6 és belsd gyokérhiively,
valamint matrix keratinocitdin, verejtékmirigyen, erek endotéliumdn,
Langerhans-sejteken, valamint a faggyumirigy szebocitdin. A receptor
aktivacigja human szOrtiiszOkon gatolta a sejtek proliferacigjat, apoptozist
indukdlt, valamint a hajciklus katagén irdnyu eltol6dédsat okozta.

Habar egyre tobb informdacioval rendelkeziink a TRPV1 szerepérdl a bor
mikodésének szabdlyozasdban, szamos sejttipussal kapcsolatban meglehetdsen
hidnyosak az ismereteink. Kordbbi kutatdsaink ugyan bizonyitottdk a receptor
jelentoségét a szOrtiiszO biologidjaban, a pilosebaceus egység mdsik tagjan, a

faggyamirigyen eddig csupan a TRPV1 in situ expressziojat irtuk le, és nem
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rendelkeziink funkciondlis adatokkal a szebocitdk milkddésében betoltott
szerepérol.

Szintén kevés €s ellentmondasos adattal rendelkeziink a TRPVI1-rol a
bdrben is megtalalhaté dendritikus sejteken. Egér dendritikus sejteken leirtdk a
TRPV1 expressziojat, és kimutattak, hogy a kapszaicin indukélja a sejtek érését
€s migraciojat, ami TRPV1 knock-out egereken nem tapasztalhat6. Egy masik
tanulmanyban viszont nem talaltak bizonyitékot a TRPV1 expresszidjara a fenti
sejteken. Még kevesebbet tudunk a téma humédn vonatkozdsairdl.
Laboratériumunk kordbbi munkdja sordn in situ kimutattuk a TRPVI
expressziojat a Langerhans-sejteken, de nincs informécionk a receptor

szerepérol a humén dendritikus sejteken.

CELKITUZESEK

Vizsgélataink sordn a TRPV1 expresszidjanak €s funkcionalis szerepének
in vitro vizsgalatat tztik ki célul human faggyumirigy €s dendritikus sejt
modelleken.

A szebocitak vizsgalatdhoz a human faggyumirigy eredetii immortalizalt
SZ95 szebocita sejtvonalat vdlasztottuk, és az aldbbi kérdésekre kerestiik a
valaszt:

I.A human in situ faggyimirigyekhez hasonléan kifejez0dik-e a TRPVI1 az
SZ95 szebocitakon is?

2. A TRPVI1 farmakolégiai aktivaldsa kapszaicinnel befolyédsolja-e az SZ95
szebocitdk olyan alapvetd életmiikodéseit, mint a sejtek differencidlodasa
(lipidtermelése), életképessége és proliferacidja?

3. Hatdssal van-e a TRPV1 aktivacigja a szebocitdk immunoldgiai szerepére,
mediator-termelésére?

4. A kapszaicin hatdsait a szebocitdkon valoban a TRPV1-en keresztiil fejti-e ki?

12



5. Milyen jelétviteli utvonalak/génexpresszios valtozasok kozvetithetik a TRPV1

aktivacio hatasait?

A human dendritikus sejtek vizsgalatihoz a periférids vérbol izolalt
monocitdkbol GM-CSF és IL-4 segitségével in vitro differencidltatott éretlen
dendritikus sejteket hasznéltunk. Kisérleteink sordn az aldbbiakra voltunk
kivancsiak:

1. Expresszalodik-e a TRPV1 a humidn monocitdkon ¢és a beloliik
differencidl6odé érelten dendritikus sejteken? Valtozik-e a receptor
expresszidja a differencidloédasi folyamat sordn? Képes-e a TRPV1 a human
monocita eredet(i dendritikus sejteken Ca** csatornaként miikodni?

2. Szerepet jatszhat-e a TRPV1 a human monocitdk dendritikus sejtté torténd
differencidloddséaban, illetve aktivicidja befolydsolja-e a folyamatot?

3. Milyen hatédssal van a TRPV1 aktivacidja a sejtek életképességére?

4. Befolyasolja-e a TRPV1 aktivacidja a mar differencidlodott éretlen
dendritikus sejtek miukodését? Indukalja-e a sejtek érését, kivaltja-e
aktivacidjukat?

5. Befolyésolja-e a TRPV1 aktivacidja a dendritikus sejtek proinflammatorikus

citokinekkel indukalt érését €s aktivacidjat?

ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhaszndlt anyagok

A kisérleteink sordn hasznalt kapszaicinbdl, kapszazepinbol, jodo-
reziniferatoxinbol (I-RTX) és arachidonsavbol a kezelések
végkoncentracidjahoz képest 1000-szeres koncentracioji  torzsoldatokat

készitettiink. A torzsoldatokbol kozvetleniil a kezelések elott készitettiikk el a
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sziikséges koncentraciokat 1000-szeres higitast alkalmazva, igy az oldoszer

koncentricidja a kezelések folyaman maximum 0,1% volt.

SZ95 szebocitdk tenyésztése

A humin faggylimirigybdl szdrmazé SZ95 szebocitdkat fotdlis borju
savoval, 1 mM CaCl,-dal, humén rekombinéns epidermalis ndvekedési faktorral
€s antibiotikumokkal kiegészitett Sebomed Basal Medium tdpoldatban
tenyésztettik. Az oldat Ca** koncentraciGja kb. 1,25 mM volt (normil vagy
magas Ca’" tartalmi oldat), mig alacsony Ca® tartalmi oldat esetén CaCl,-ot
nem tettink a tenyésztémédiumba, igy a Ca® koncentriciét 0,25 mM-ra

allitottuk be.

Monocita szepardlas humdn periférids vérbol

A trombocitamentes humdan periférids vérkészitményt Ficoll gradiensen
centrifugaltuk, majd a monomorfonukledris sejteket tartalmazé rétegbdl
monocitdkat szepardltunk. A monocitdkat CDI14 specifikus paramignesezett

antitestek felhaszndlasaval magneses sejtszeparator segitségével izolaltuk.

A dendritikus sejtek differencidléoddsa monocitakbol

Az 1izoldlt monocitdkat szérummentes A-IMV tapoldatban tenyésztettiik
2x10° sejt/ml denzitdsban. A tenyészté médiumot IL-4-gyel és GM-CSF-ral
egészitettiik ki, amit az izolalast kdvetd masodik napon megismételtiink. Az IL-
4 €és a GM-CSF jelenlétében a monocitak az 6todik napra éretlen dendritikus
sejtekké differencidlodtak, amit sejtspecifikus markerek aramlasos citometridval
tortént kimutatasaval igazoltunk. Kisérleteinkben a differencidléodas sordn a
monocitidkat/dendritikus sejteket naponta kezeltiik kiillonb6z6 koncentraciokban

alkalmazott kapszaicinnel, kapszazepinnel vagy a két anyag kombinacidjaval.
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A dendritikus sejtek érése és aktivdciodja

Az éretlen dendritikus sejtek érését €s aktivacidjat egy tobbkomponensii
proinflammatorikus citokinkoktéllal indukdltuk 24 6ran keresztiil. Ez A-IMV
médiumban az aldbbi citokineket tartalmazta: 80 ng/ml GM-CSF, 5 ng/ml IL-1p,
100 ng/ml IL-6, 10 ng/ml TNFa és 1 pg/ml PGE,.

Morfologiai vizsgdlatok dramldsos citometridval

A sejtek fenotipusos karakterizdldsa aramlasos citometridval meghatarozott
forward, illetve side scatter alapjan tortént. E10bbi a sejtek méretével, mig utdbbi
azok granuldltsagdval korreldl pozitivan, igy ezen paraméterek segitségével (is)

vizsgéltuk az SZ95 szebocitdk, valamint a dendritikus sejtek differencialodasat.

A sejtfelszini markerek vizsgdlata dramldsos citometridval

A monocitdkat és a dendritikus sejteket aramldsos citometrids mérésekhez
FACS pufferben gytjtottik ossze 10° sejt/ml denzitdsban. A sejtfelszini
markerek jeloléséhez felhasznélt egér monoklondlis antitestek a kovetkezok
voltak: anti-CD14-PE (fikoeritrin-konjugalt CD14 ellenes antitest), anti-CD83—
FITC (fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt CD83 ellenes antitest); anti-DC-
SIGN/CD209-FITC, anti-CCR7-PE, valamint az immunglobulin izotipusnak
megfeleld kontrollok. A fluoreszcenciat FACSCalibur aramldsos citométer
segitségével allapitottuk meg, majd az adatokat a WinMDI szoftverrel

analizaltuk.

Az apoptozis vizsgdlata dramldsos citometridval

Az SZ795 szebocitdk apoptdzisdnak vizsgdlata szintén 4aramlasos
citometridval tortént eldzetes FITC konjugdlt Annexin-V és propidium-jodid

jelolés utan. Kétnapos kezelést kovetden a sejteket learattuk €s Annexin-V-
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FITC/Propidium Iodide Apoptosis Kittel jeloltiik. A fluoreszcencia intenzitdst

Coulter Epics XL aramlasos citométer segitségével detektaltuk.

RNS izoldlds, reverz transzkripcio, kvantitativ valosidejii polimerdz

lancreakcio

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol felhasznédldsaval izoldltuk. A teljes
RNS 3 pg-jabol kiindulva reverz transzkipciot végeztink AMV  reverz
transzkriptazt és random primert felhaszndlva. A c¢DNS-bol kvantitativ
val6sidejli polimeraz lancreakcié (Q-PCR) segitségével mutattuk ki a vizsgalt
specifikus transzkripteket TagMan primerek €s probdk alkalmazdsaval a
TagMan Universal PCR Master Mix Protocol alapjan. A génexpresszid relativ

mennyiségét a ACT mddszer segitségével hatdroztuk meg.

Immuncitokémia

Az S795 sejteket steril fedolemezre szélesztettiik és 60%-os konfluencia
eléréséig tenyésztettik. A monocitdkat is steril fedolemezre szélesztettiik, €s a
fentebb leirtak szerint 5 nap utdn nyertiik a feddlemezen kitapadd éretlen
dendritikus sejteket. A sejteket fixalast kovetden permeabilizaltuk, majd mosas
€s blokkolds utin anti-TRPV1 primer antitesttel inkubaltuk. Fluoreszcens
mikroszkOpidhoz a metszeteket Texas-Reddel vagy FITC-tal konjugalt
masodlagos antitesttel jeloltiik. Fénymikroszk6pos immunhisztokémia sordn a
TRPV1 kimutatisa tormaperoxiddz polimer konjugélt mdasodlagos antitesttel

tortént, az el0hivast pedig diamino-benzidinel végeztiik.

Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgdlatainkat plasztikai mutétek sordn nyert normal
huméin bOrmintakbdl készitett, paraffinba dgyazott metszeteken végeztilk. A

TRPV1 kimutatdsidra a streptavidin-biotin-komplex eljardst alkalmaztuk. A
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szovetben eldfordulé endogén peroxidizok gatldsara €s a nonspecifikus
kotohelyek blokkoldsa utan a metszeteket TRPV1 ellenes elsodleges, majd
biotinilalt masodlagos antitesttel inkubdltuk. Az streptavidin-konjugélt torma-
peroxidiz biotinhoz val6é kétddése utan a peroxidaz-aktivitds kimutatdsara DAB

kromogént alkalmaztunk.

Western blot

A sejteket lizispufferben learattuk, majd jégen ultrahangos feltarast
végeztiink. A lizatumokbol B-merkaptoetanol és SDS hozzdaddsaval mintat
készitettiink majd a fehérjéket f6zéssel denaturdltuk. A mintdkbdl azonos protein
tartalmd mennyiségeket felhaszndlva SDS poliakrilamid gélelektroforézist
végeztiink. A proteint nitrocellul6z membranra transzferdltuk, a membréan
szabad kotohelyeit blokkoltuk, majd TRPVI1, illetve citokrom-C ellenes
elsodleges antitesttel inkubdltuk. Mosédst kovetOen az elsOdleges antitestet
masodlagos, torma  peroxiddzzal-konjugdlt antitesttel  jeloltik. Az
immunreakciok eredményét kemilumineszcens szubsztrat kit segitségével tettiik
lathatov4, a jeleket Intelligent Dark Box alkalmazésdval detektaltuk, majd Image

Pro Plus szoftver segitségével meghataroztuk az optikai denzitast.

RNS interferencia (RNSi)

Az SZ95 szebocitakat 50-70%-os konfluencia elérésekor 40 nM human
TRPV1 specifikus, duplaszdli kis interferdl6 RNS (siRNS) Stealth RNAi
oligonukleotidokkal transzfektaltuk Lipofectamin 2000 transzfekcids reagens
segitségével. Kontrollként a sejteket Stealth RNAi Negative Control duplaszalua
siRNS-sel transzfektdltuk, ami semmilyen ismert mRNS szekvencidjaval nem
mutat homologiat (scrambled siRNS). A géncsendesités hatékonysagat a

transzfekcidt kovetden naponta ellenOriztiik Western blot és kvantitativ PCR
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segitségével. Kisérleteinket a TRPV1 expresszi0 minimdlis szintje mellett

végeztik.

Az intracellularis lipidek detektdldsa

A szebaceus lipidek szemikvantitativ detektdlasdhoz a sejteket iiveg
feddlemezen tenyésztettiik. A sejtek paraformaldehiddel torténd fixdlasa utdn a
lipid cseppeket Oil Red O lipid festékkel festettiik, a sejtmagokat Mayer-féle
haematoxilinnal tettiik lathatova. A szinreakcio kifejlddését kdvetden a sejteket
lefedtiik és mikroszkop alatt vizsgaltuk.

A kvantitativ mérésekhez a szebocitdkat fekete falud, atlatszo alju, 96-lyuku
lemezeken tenyésztettiik. A feliilluszok leszivasa utdn a sejteket mostuk, majd
PBS-ben oldott Nile Red-del 20 percig inkubaltuk. A lipidekben old6dé Nile
Red fluoreszcencidjat fluoreszcens microplate reader-rel (FLIPR) detektaltuk. A
neutrélis lipidek detektdldsahoz 485 nm-es exciticids €s 565 nm-es emisszios
hullamhosszat, a polédros lipidek esetében 540 nm-es excitacios és 620 nm-es

emisszi0s hullamhosszat alkalmaztunk.

Az intracellularis kalciumkoncentrdcio ([ Ca2+]lc) vizsgdlata

Az elOzetesen fedOlemezre szélesztett dendritikus sejteket kalcium
érzékeny fluoreszcens Fura-2 fest€k acetoximetilészter formdjaval (fura 2-AM)
feltoltottiik, majd fluoreszcens mikroszkoppal vizsgédltuk. Az excitacios
hullamhosszt 340 és 380 nm kozott véltoztattuk kettds monokromadtor
segitségével, majd a fluoreszcens emissziot fotoelektron-sokszorozdval 510 nm-
en detektidltuk (PTI Deltascan). A mérés sordn a Tyrode-oldatban oldott
kapszaicint a vizsgélt sejt kozvetlen kozelébe helyezett gyors perflizios
rendszerrel adagoltuk. A [Ca2+]lc—t a 340 (Fs49) és 380 nm-en (Fsgo) torténd
gerjesztés hatdsdra emittdlt fluoreszcenciaintenzitds-hdnyadossal (Fz40/F3g0)

jellemeztiik.
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Az élo sejtek szamdanak meghatdrozdsa

A sejteket 96 lyuku lemezen tenyésztettik €s szamukat MTT alapu
kolorimetrids assay segitségével hataroztuk meg. A sejtekr6l a tipoldatot
eltavolitottuk, és MTT oldattal inkubdaltuk. Ezutin a képz0dott formazan
kristalyokat izopropanolban oldott sésavban feloldottuk, majd a koncentraci6t
kolorimetrids uton 550 nm-en mértiikk. A mért abszorbancia ardnyos az €16 sejtek

szamaval.

A mitokondridlis membrdnpotencidl meghatdrozdsa

A mitokondrialis membranpotencial csokkenése az apoptdzis egyik legelso
markere. A sejtek mitokondridlis membranpotencidljat MitoProbe™ DilC,(5)
Assay Kit segitségével vizsgaltuk. Az apoptotikus folyamatok esetén a sejtek
mitokondridlis membréanpotencidlja csokken, igy kevesebb festék halmozodik
fel benniik. A vizsgalathoz a sejteket fekete falu, 4tlatszé alju 96-lyuku
lemezeken tenyésztettik. A mitokondridlis membranpotencidl csokkenését
pozitiv  kontrollként  alkalmazott  karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazonnal
(CCCP-vel) valtottuk ki. A feliiluszok leszivasa utan a sejteket DilC,(5)
munkareagenssel inkubaltuk, majd 630 nm-es excitacids €s 670 nm-es emisszios

hulldamhosszon mértiik a DiIC,(5) fluoreszcenciat.

A citotoxicitds vizsgdlata

Az akut (24 h) kapszaicin kezelés citotoxikus hatdsdnak vizsgélata a
gliik6z-6-foszfat-dehidrogendz (G6PD) felszabadulds mérésével tortént. Az
enzimaktivitdst egy kétlépéses enzimatikus folyamat segitségével hataroztuk
meg, mely a resazurin redukcidjan keresztiil narancs-fluoreszcens resorufin
képzddéséhez vezet. A keletkezd resorufin mennyiségét 545 nm exciticios és

590 nm emisszos hullamhossz mellett detektaltuk.
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A hosszitava kezelések esetleges citotoxikus hatdsait SYTOX Green
jeloléssel vizsgéltuk. A SYTOX Green nagyméretli fluoreszcens festék, amely a
sejtmagban a duplaszdld DNS-hez kotddik. Az €p sejtek membrdanjdn nem
permedl, igy csak a ruptdrdlt membranu, nekrotikus sejtekbe jut be, ahol zolden
fluoreszkdl. A SYTOX Green jelolést kovetden 490 nm gerjesztési és 520 nm

emisszi0s hullamhossz mellett mértiik a fluoreszcenciat.

A fagocitozis vizsgdlata

A dendritikus sejteket 96 lyuku fekete fald, atlatszo alju lemezeken
differencialtattuk. A megfeleld kezeléseket kovetden fluoreszceinnel konjugélt
Escherichia coli biopartikulumokat tartalmazé oldattal inkubdltuk a sejteket. 2
ora inkubdciot kovetden az oldatot eltavolitottuk €s a sejteket tripidnkék oldattal
mostuk, majd 490 nm gerjesztési és 520 nm emisszids hullimhosszon mértiik a

fagocitélt baktériumok fluoreszcencidjat.

A citokinfelszabadulds vizsgdlata

A sejtek 4ltal kivalasztott citokinek meghatarozdsahoz a sejtek feliiluszojat
Osszegyljtottilk, majd a felszabadult IL-10, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és TNFa
mennyiségét specifikus OptEIA kiteket (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NIJ,
USA) felhasznalva hataroztuk meg.
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EREDMENYEK

A humdn faggyumirigy in situ és a humdn SZ95 szebocitdk in vitro egyardnt

expresszdljak a TRPVI-et

Immunhisztokémia segitségével kimutattuk, hogy a human faggyumirigyek
in situ expresszaljdk a TRPV1-et. A TRPV1 expresszidja kifejezettebb volt a
faggyamirigy centrélis, differencialt szebocitdin, mig a mirigy periféridjan
elhelyezkedd differencidlatlan sejtek kevésbé intenziven jeloldodtek.

A receptor protein €s az azt kodol6 mRNS kifejezddik a humén
faggyumirigy eredetli SZ95 sejtvonalon is. Az immuncitokémia sordn a receptor
expresszidjat inhomogénnek taldltuk, ami feltehetden Osszefiigg a sejtek
differencialtsdgi allapotaval. Western blot és kvantitaiv PCR sordn azt
tapasztaltuk, hogy a TRPV1 expresszigja mind protein, mind pedig mRNS
szinten fokozddik a konfluencia novekedésével, vagyis a differencidlodas

fokozodasaval.

A kapszaicin szelektiven csokkenti az SZ95 szebocitdak bazdlis és arachidonsay

dltal indukdlt lipidszintézisét, de nem befolydsolja életképességiiket

A tovabbiakban megvizsgaltuk a TRPV1 specifikus aktivator kapszaicin
hatdsat az SZ95 sejtek lipidszintézisére €s termindlis differencidlodésara.

Aramldsos citometrids vizsgdlataink sordan 10 pM-ban alkalmazott
kapszaicin 48 ords kezelést kovetden sem novelte a sejtek granuldcidjat vagy
méretét. Ezzel ellentétben, mint azt Nile Red jelolést kovetd kvantitativ
fluorimetrids méréseinkkel kimutattuk, mar 24 ora elteltével dozisfiiggd moédon
csokkentette a poldaris és neutrdlis lipidek bazalis szintézisét.

A kapszaicin nem volt hatdssal az SZ95 sejtek életképességére. A 48 Oras
10 uM koncentracidéban alkalmazott kapszaicin kezelés nem valtoztatta meg sem

az apoptotikus (Annexin-V+/propidium-jodid—), sem pedig a nekrotikus
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(propidium-jodid+) sejtek ardnyat a tenyészetekben. A 24 Oran keresztiil
alkalmazott kapszaicin a vizsgdlt 0,1 nM — 10 uM koncentracio-tartomanyban
nem vdaltoztatta meg az él0 sejtek szamat, tovabbd nem vdltozott a sejtek
mitokondridlis membranpotencidlja €s G6PD felszabaduldsa sem; vagyis a
kapszaicin nem indukalt sem apoptotikus, sem pedig nekrotikus véltozasokat.

Pozitiv kontrollként arachidonsavat alkalmaztunk, melyrdl mar kordbban is
kimutattak, hogy serkenti az SZ95 szebocitdk termindlis differencidlodasat.
Kisérleteinkben az arachidonsav fokozta a szebocitak differencialédasat, 48 ora
elteltével a sejtek granuldcigja és mérete is megndtt. Oil Red O és Nile Red
jelolés segitségével kimutattuk emellett, hogy 50 uM arachidonsav mar 24 Ora
elteltével fokozta a  differencidlodasra jellemzd  neutrdlis  lipidek
felhalmozodasat. Ezzel parhuzamosan arachidonsav hatdsdra a sejtek
mitokondridlis membréanpotencidlja jelentdsen csokkent (apoptdzis), de nem nott
a GO6PD felszabadulas; azaz az arachidonsav nem volt citotoxikus hatasu. 100
UM arachidonsav alkalmazdsat kovetOen 48 oraval késOi apoptotikus/nekrotikus
valtozasokat is megfigyelhettiink; a tenyészetekben megndtt az Annexin-V és a
propidium-jodid pozitiv sejtek ardnya.

A bazdlis lipidszintézis gatlasan tul a kapszaicin dozisfiiggden gatolta az
arachidonsav lipidszintézist fokozé hatdsat is, viszont nem befolyédsolta az
arachidonsav indukalta apoptotikus folyamatokat (a két anyag egyiittes

alkalmazasa nem valtott ki nekrozist).

A kapszaicin lipidszintézist csokkento hatdsdt a TRPV1 kozvetiti

Mivel a TRPV1 Ca**-csatorna, megvizsgaltuk a Ca** szerepét a kapszaicin
hatdsanak kifejlddésében. Ha a kapszaicin kezelést csokkentett Ca’*-tartalmu
médiumban 1s megismételtiilk, a kapszaicin gitld hatdsa elmaradt, mind a
bazélis, mind az arachidonsav 4ltal indukalt lipidszintézis esetében. Ez felvetette

a TRPV1 Ca**-csatorna szerepét a kapszaicin hatéséban.
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Ezt a feltevést farmakoldgiai vizsgélatokkal is aldtamasztottuk. A TRPV1
specifikus antagonista I-RTX jelenlétében a kapszaicin nem fejtette ki hatasat;
sem a bazélis, sem az arachidonsav altal indukalt lipidszintézist nem volt képes
csokkenteni. Erdekes megfigyelésnek adédott, hogy az I-RTX jelenlétében az
arachidonsav hatasa, kismértékben ugyan, de fokozodott, ami a TRPV1 endogén
aktivitasara utalhat.

Végezetiil RNS interferencia technikét alkalmazva is vizsgaltuk a TRPV1
szerepét a kapszaicin lipidszintézist csokkentd hatdsaban. Az SZ95 szebocitdkat
a TRPV1 mRNS-ére specifikus siRNS-ekkel transzfektaltuk, majd Western blot,
valamint Q-PCR alkalmazdsaval kimutattuk, hogy mindkét alkalmazott siRNS
hatékonyan csokkentette a TRPV1 expresszigjat. A transzfekciot kovetod
masodik napon, mikor a géncsendesités a leghatékonyabbnak mutatkozott, a
sejteket a korabbiakhoz hasonldan kapszaicin és arachidonsav kombinécidjaval
kezeltik, majd vizsgéltuk a lipidszintézisiiket. A TRPV1 transzlacié gétlasa
esetén a kapszaicin gyakorlatilag hatdstalannak bizonyult; sem a bazalis, sem az
arachidonsav indukalt lipidszintézist nem volt képes gatolni. Az arachidonsav
viszont kis mértékben bar, de hatasosabbnak mutatkozott a TRPV1 csendesitett
sejtekben, ami ismét csak arra utal, hogy a TRPV1 endogén aktivitdsa
konstitutiven gatolhatja a lipidszintézist. Eredményeink 6sszhangban allnak az I-
RTX kezelés esetén tapasztaltakkal, ezért kijelenthetjiikk, hogy a kapszaicin
lipidszintézist gatlé hatdsat a TRPV1-en keresztiil fejti ki.

A kapszaicin megvdltoztatja a lipidszintézist szabdlyzo gének expresszidjdt és

befolydsolja egyes citokinek felszabaduldsdt

A kapszaicinr6l mdar kordbban leirtdk, hogy képes a génexpressziot,
valamint egyes citokinek felszabadulasat is megvaltoztatni. Ezért kvantitativ
PCR segitségével megvizsgaltuk a lipidszintézis szabdlyozdsaban kozponti
szerepet jatsz6 PPAR-ok és az azokkal heterodimert alkoté retinoid-X

receptorok (RXR) expresszidjat és annak valtozdsit a kapszaicin hatdsara. 1
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uM-ban alkalmazott kapszaicin 24 ora elteltével (mely idon beliil hatékonyan
gatolta a sejtek lipidszintézisét is) valamennyi vizsgélt gén expresszidjit
csokkentette a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Ez arra utal, hogy a TRPV1-
hez kapcsolddo jelatviteli utvonalak gatoljdk a lipidszintézist pozitivan regulalé
gének expresszigjat.

Specifikus ELISA technikdk alkalmazasaval megvizsgaltuk a felszabadulo
IL-1B, IL-6 és TNFa mennyiségét is, mely proinflammatdrikus citokinek
termelddését SZ95 szebocitdkon mér kordbban is igazoltdk. A kapszaicin
csokkentette az IL-1P felszabaduldsat, de nem valtoztatta meg az IL-6 és a

TNFa mennyiségét.

A hosszutavi  kapszaicin kezelés dozisfiiggoen eltéré hatdsu az SZ95

szebocitdk proliferdciojdara

Korabbi munkéink sordn azt allapitottuk meg, hogy a hossziutava (>3-5
nap) kapszaicin kezelés izolalt szOrtiisz0 és keratinocita tenyészetekben
csokkentette a proliferaciot €s apoptozist indukalt. Ezért kivancsiak voltunk arra
is, a szebocitdk életképességét/proliferacidjait hogyan valtoztatja meg a
hosszutavon alkalmazott kapszaicin kezel€s.

A szebocitdkat nagy denzitdsban szélesztettiik, a tdpoldat szérum tartalmat
pedig 3%-ra csokkentettiik. Ilyen koriilmények kozott a sejtek életképessége 6
nap alatt sem csOkkent, ugyanakkor prolifericiot sem tapasztaltunk. Kimutattuk,
hogy a kis koncentracioban (0,1-100 nM) naponta alkalmazott kapszaicin
serkentette a sejtek proliferdcidjat, mig nagy koncentracié (>1 uM) gétolta azt és
csokkentette a sejtek éEletképességét. A kis koncentricioban alkalmazott
kapszaicin hosszutava proliferaciot fokozé hatdsa TRPV1 specifikusnak
bizonyult, hiszen az I-RTX jelenléte vagy az [Ca**]sc csokkentése hatékonyan
gatolta. Ezzel szemben sem az [-RTX, sem pedig az [Ca®*]gc csokkentése nem
volt képes kivédeni a nagy koncentracioban alkalmazott kapszaicin €l0

sejtszamot csokkentd hatdsat; tehat ez a hatas fiiggetlen a TRPV1-t6l. A nagy
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koncentracioban (10-30 uM) alkalmazott kapszaicin 6 nap utdn a sejtmembran
integritasat is kdrositotta (SYTOX Green jelolés intenzitdsa megndtt), vagyis

toxikusnak bizonyult a sejtekre.

A humdn monocita eredetii dendritikus sejtek expresszaljak a TRPVI-et

Kisérelteink soran megvizsgdltuk a TRPV1 expresszigjat a humén
monocita eredetli dendritikus sejteken. Az éretlen dendritikus sejteket humén
periférids vérbdl izoldlt monocitdkbdl 5 nap alatt differencidltattuk IL-4 és GM-
CSF jelenlétében. A differencidlédas sordn a dendritikus sejtek felszinérdl
eltlinik a monocitdkra specifikus CD14 marker és megjelenik a monocitdk
felszinén nem expresszalodé dendritikus sejtekre specifikus DC-SIGN.

A TRPV1 a monocitdkon €és az éretlen dendritikus sejteken egyarant
kifejez0dik mind protein, mind pedig mRNS szinten. A TRPV1 expresszidja az
éretlen dendritikus sejtek differencidléddsa sordn, a monocitdkhoz képest,
jelentdsen fokozodott. Bebizonyosodott az is, hogy a protein szint véltozasa kb.
egy nap késéssel koveti az mRNS szintben tapasztalt valtozdsokat, ami a TRPV1
protein megnovekedett turn overére utal a differencidlodasi folyamat sordn. Ez
alapjan felvetddott a TRPV1 szerepe a dendritikus sejtek differencidlédasidban.

A dendritikus sejteken kifejez6dé TRPV1 funkciondlis Ca®* csatornaként
miikodik. Az akutan alkalmazott kapszaicin rovid 1dOn beliil megnovelte az érett
és éretlen dendritikus sejtek [Ca®*]ic-jat, mely hatds kimoshaténak bizonyult; a
kapszaicin elvételét kovetéen hamarosan visszadllt a normal Ca**-szint. A sejtek

reaktivitasat pozitiv kontrollként ATP-t alkalmazva ellendriztiik.
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A TRPVI aktivacidja gadtolja a humdn monocita eredetii dendritikus sejtek
differencidlodasat

Megvizsgéltuk azt is, hogy milyen hatdssal van a TRPV1 aktivicidja a
dendritikus sejtek differencialodasara. Ennek sordan a sejteket kapszaicinnel
és/vagy IL-4 é€s GM-CSF kombindcidjaval kezeltik €s vizsgaltuk a sejtek
felszinén a DC-SIGN kifejezodését. Ha a periférias vérbdl izolalt monocitdkat ot
napon keresztiil naponta kezeltiik kapszaicinnel (IL-4 és GM-CSF hidnydban), a
sejteken nem tapasztaltunk DC-SIGN expressziot, vagyis nem differencidlodtak
dendritikus sejtekké. Ezzel szemben az Onmagdban alkalmazott 1L-4 és GM-
CSF hatékonyan indukélta a sejtek DC-SIGN expresszidjat, vagyis a monocitak
dendritikus sejtekké differencialoédtak. Ha azonban a két kezelést kombinaltuk —
vagyis mikozben a dendritikus sejtek differencialodasat IL-4 és GM-CSF
segitségével indukaltuk 6t napon keresztiill —, a 0. napt6l naponta alkalmazott
kapszaicin kezelés csokkentette a DC-SIGN expresszié mértékét, vagyis gatolta
a dendritikus sejtek differencidloddsat. A kapszaicin csOkkentette emellett a
dendritikus sejtmarker CDIllc és az MHC-II osztilyba tartoz6 HLA-DR
kifejezOdését is.

A kisérletek 5. napjan vizsgiltuk a kapszaicin hatdsit a sejtek
€letképességére is. A dendritikus sejtek differencidlodasa sordn a 0. naptdl
naponta alkalmazott kapszaicin kezelés nem befolyésolta az €l0 sejtek szamat.
Emellett a kapszaicin nem volt hatdssal sem a mitokondridlis
membranpotencidlra, sem pedig a sejtmembran integritdsira, vagyis sem az
apoptotikus, sem pedig a nekrotikus folyamatokat nem befolydsolta (mikozben
gatolta a dendritikus sejtek differencialodasat).

A tovabbiakban megvizsgaltuk a TRPV1 szerepét a kapszaicin hatdséban.
A kapszaicin mellett a receptor-specifikus antagonista kapszazepinnel is
kezeltiik a sejtjeinket, szintén a differencidlodéds 0. napjatol, naponta alkalmazva.

A kapszaicin dozisfiiggd moédon gatolta a DC-SIGN expresszidjat, amely hatés
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kapszazepin egyidejii adagoldsdval kivédhetonek bizonyult. Ezek az
eredmények egyértelmilen arra utaltak, hogy a monocita eredetii dendritikus
sejtek differencidlodédsa sordn a kapszaicin hatasat a TRPV1 kozvetiti.

Ha a kapszaicint csak a differencidlédds 3. napjatol alkalmaztuk, hatdsa
teljes mértékben elmaradt. Eszerint a kapszaicin a monocita — dendritikus sejt

differencidlodasi folyamat valamilyen korai 1€pését gatolhatta.

A TRPVI1 aktivdacioja gadtolja a humdn monocita eredetii éretlen dendritikus

sejtek fagocitozisdt

Az 1L-4 és GM-CSF kombinacidjaval differenciéltatott éretlen dendritikus
sejtek fagocitézisait FITC konjugalt Escherichia coli biopartikulumok
segitségével vizsgiltuk. A 0. naptél naponta kapszaicinnel kezelt sejtek
fagocitotikus aktivitasa jelentés mértékben csokkent a kontrollhoz képest. Ez a
hatds szintén TRPV1 specifikus, hiszen kapszazepinnel hatékonyan gétolni
lehetett. A kapszaicin tehat a sejtfelszini differencidlodasi markerek expresszidja
mellett az éretlen dendritikus sejtek funkcidjat/fagocitdozisit is TRPV1
specifikusan gatolta.

Megvizsgéltuk azt is, hogy milyen hatdssal van a TRPV1 aktivacidja a mar
differencidlodott éretlen dendritikus sejtek funkcidira. Az IL-4 és GM-CSF
jelenlétében 5 nap alatt differencidltatott éretlen dendritikus sejteket csak a
kisérlet 5. napjan kezeltiikk kapszaicinnel, majd vizsgaltuk a FITC-konjugilt E.
coli biopartikulumok fagocitdzisat. A fagocitétikus aktivitds csupan két Orés
kapszaicin kezelést kovetOen is szignifikansan csokkent, ami kapszazepinnel
gatolhatonak bizonyult, vagyis a hatdst a TRPV1 kozvetitette. A kapszaicin
Ca**-mentes Hank oldatban sem volt képes gétolni a fagocitézist, ami szintén

aldtdmasztja a TRPV 1, mint funkciondlis Ca**-csatorna szerepét.
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A kapszaicin nem indukdlja a humdn monocita eredetii éretlen dendritikus
sejtek érését, de gatolja a proinflammatorikus citokinek dltal indukdlt érést és
aktivdciot

Végezetiil azt vizsgéltuk, hogy a TRPVI1 aktivacigja befolydsolja—e az
éretlen dendritikus sejtek érését és aktivacigjait. Ha a monocitikbdl
differencidltatott éretlen dendritikus sejteket 24 oOran keresztiil kezeltiik
kapszaicinnel, nem tapasztaltuk az érett dendritikus sejteket jellemzO érési
(CD83) és migracios (CCR7) felszini markerek indukci6jat. Eszerint a
kapszaicin nem valtotta ki a dendritikus sejtek érését.

Ezzel szemben 24 6radn 4t alkalmazott proinflammatorikus citokinkoktél a
CD83 és a CCR7 expresszigjat is indukalta, vagyis a dendritikus sejtek €rését és
aktiviciojat valtotta ki. A citokinkoktéllal egyiitt alkalmazott kapszaicin viszont
csokkentette az érett dendritikus sejteken mért CD83 és a CCR7 expressziot,
vagyis gatolta a proinflammatorikus citokinkoktél érést indukalo hatdsat. A
proinflammatoérikus citokin koktél hatdsara a CD40, a CD80, a CD86 és a HLA-
DR expresszidja is fokozodott az éretlen dendritikus sejteken tapasztaltakhoz
képest, amely expresszié fokozodast a kapszaicin, bér kiillonb6z6 mértékben, de
minden esetben képes volt gatolni.

Az alkalmazott proinflammatoérikus citokinkoktél egyes citokinek (IL-6, IL-
8, IL-10 és IL.-12) mRNS szintli expressziojat is indukélta, mig mas citokinek
(TNFa, IL-1PB) expresszidjat nem valtoztatta meg. Az aktiviacioval egyidejiileg
alkalmazott kapszaicin szelektiven csokkentette a proinflammatorikus 1L-6 és
IL-12B transzkriptek mennyiségének a ndvekedését, de nem befolydsolta az IL-
8 kifejez0dését. Fokozta viszont az antiinflammatorikus IL-10 expressziojat.

ELISA technikaval megvizsgaltuk a feliiluszoba kivalasztott 1L-6, IL.-8, IL-
10 és IL-12 protein mennyis€égét is. Az mRNS expressziohoz hasonldéan a
kapszaicin gatolta az aktivacio soran fokozodd IL-6 és IL-12 felszabadulast.
Ugyanakkor ezzel egyidejiileg novelte az IL-10 szintjét, de az IL-8

felszabaduldsat nem befolydsolta. A kapszazepin jelenléte ebben az esetben is
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gatolta a kapszaicin hatédsait, ami arra utal, hogy a hatds a TRPV1-en keresztiil

val6sult meg.

DISZKUSSZIO

A TRPVI gdtolja a humdn szebocitdik differencidloddsdt és csokkenti azok
lipidszintézisét

Kordabban a szenzoros neuronok mellett a bdr szdmos nem-neurdlis
sejtféleségén is kimutattdk a TRPV1 jelenlétét, tobbek kozott az epidermisz és a
szOrtliszO keratinocitdin, a verejtékmirigyekben, az erek endotél és simaizom
sejtjein, hizosejteken, valamint a faggyamirigyeken €s az epidermisz dendritikus
sejtjein, a Langerhans sejteken. A receptor funkcionalitisdt normdl human
epidermdlis keratinocitdkon €és HaCaT keratinocita sejtvonalon egyarant
igazoltdk, valamint kimutattuk a szerepét a szOrtiisz0 bioldgiai folyamatainak
szabalyozéasaban is. Jelen munkankban a TRPV1 funkcigjat vizsgaltuk human
szebocitdkon €és monocita eredetli dendritikus sejteken.

A TRPV1 kifejezddését sikeresen mutattuk ki human faggyamirigyeken és
SZ95 szebocitdkon is. A TRPV1 expresszidja inhomogén volt €s feltehetden
fokozodott a sejtek differencidloddsa soran. Ezt tdimasztja al4, hogy (1) a TRPV1
expresszidja in situ eroteljesebb a differencidlt szebocitdkon, mint a
differencidlatlan sejteken; valamint, hogy (2) in vitro a nagyobb konfluencigju
SZ95 tenyészeteken magasabb TRPV1 expressziot tapasztaltunk. Kordbban a
szOrtiiszOben szintén a TRPV1 expresszio fokozdodasat tapasztaltuk az anagén-
katagén dtmenet sordn, a szOrtiiszOk kezelése kapszaicinnel pedig eldsegitette a
katagén fazis kialakulasat.

A szebocitdkat 24 6ran keresztiil kapszaicinnel kezelve nem tapasztaltuk a
sejtek termindlis differencidlédasét; sem a sejtek lipidszintézise, sem pedig az

apoptotikus folyamatok intenzitdsa nem fokozodott. Nem tapasztaltunk valtozast
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a sejtek morfologidjaban €s életképességében sem, viszont a kapszaicin gétolta a
szebocitdk bazalis lipid szintézisét.

A szebocitdk terminalis differencidloddsat  arachidonsavval  tudtuk
indukdlni, ami a sejtek lipidszintézisét és apoptdzisat egyarant fokozta. Az
arachidonsav hatdsai koziil a kapszaicin szelektiven géatolta a lipidszintézis
fokozodasat, azonban az apoptozis indukcidjat nem védte ki. A kapszaicin
hatdsat a TRPV1 farmakoldgiai (I-RTX) és molekuldris bioldgiai (RNA1)
gatlasa egyarant kivédte.

Korabban a normal humén epidermadlis keratinocitdkon, HaCaT sejtvonalon
€s a szOrtiiszd kiils6 gyokérhiively (outer root sheath — ORS) keratinocitdin is
leirtak a kapszaicin TRPV1-specifikus hatédsait: a kapszaicin a sejtek
differencidlodésat, apoptozisit, IL-8 €s PGE, termelését indukilta, TRPV1-Ca*
medidlt utvonalon keresztiil. Jelen vizsgdlatainkban a kiils6 kalcium-
koncentricié csokkentése gatolta a kapszaicin kivaltotta valaszokat, ami szintén
alatamasztja a TRPV1 Ca**-csatorna szerepét a fenti folyamatban.

A TRPV1-mediilta [Ca2+]lc fokozodéas a neuronok mellett gliomasejteken,
timocitdkon vagy keratinocitdkon is gatolta a sejtek proliferacigjat és
apoptozisukat indukalta. Ezzel szemben az SZ95 szebocitdkon a 24 Oran
keresztiil alkalmazott kapszaicin nem befolyasolta a sejtek €letképességét; nem
indukdlta sem apoptotikus, sem nekrotikus pusztuldsukat; és nem védte ki az
arachidonsav apoptdézist indukdlo hatdsat sem. A hosszutava kapszaicin kezelés
kis koncentraciok alkalmazasa esetén TRPV1 specifikusan fokozta az SZ95
szebocitdk proliferacigjat. Ezek szerint a TRPV1 aktivacio hatdsa jelentOs
sejtspecifitist mutathat, akar egyetlen szerven beliil is, mint pl. a bOrben a
keratinocitdk és a szebocitdk esetében. Ennek magyarizata lehet, hogy a két
sejtféleség funkcidit a Ca**-koncentracié valtozdsa eltéré médon befolydsolja. A
magas Ca’*-koncentracié a keratinocitak differencidlédasat véltja ki; ezzel

szemben a szebocitdk differencidléddsit a kornyezet alacsony Ca*'-tartalma
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fokozza, mig a nagyobb Ca**-koncentracié a proliferdciéjukat serkenti, és
gatolja a differencidlodédsukat.

A kapszaicinnel ellentétben az arachidonsav fokozta az SZ95 szebocitdk
differencidloddsat, megnovelte lipidtermelésiiket és apoptdzist indukalt. Habar
az arachidonsav szarmazékai (eikozanoidok, endokannabinoidok) fokozhatjak a
TRPVI1 miikodését, ugy tiinik, a szebocitdkon a TRPV1 nem vesz részt az
arachidonsav ~ hatdsdnak = medidldsaban. = Mds  vizsgdlatainkban  az
endokannabinoidok célpontjaként a CB2 kannabinoid receptort azonositottuk az
SZ95 szebocitdkon, melynek aktivilasa serkentette a sejtek differencidlodasat.

Az arachidonsav €s lipoxigendz termékei, valamint az endokannabinoidok
egyarant lehetnek a PPAR-ok aktivitorai. A PPAR-ok a lipidmetabolizmus
fontos reguldtorai, szerepet jatszanak a szebocitik lipidtermelésének
szabdlyozasaban is. Kisérleteinkben a kapszaicin a PPAR-ok és az azokkal
heterodimert alkoté RXR-ok expresszidjat is csokkentette.

A szebocitdk képesek gyulladdsos medidtorok (IL-1P, IL-6, IL8/CXCLS,
TNFa, LTB,, PGE,) termelésére, ami kiillonb6z6 gyulladasinduktorok hatédsara
fokozodhat. Mindezen medidtorok kozponti szerepet jitszhatnak gyulladédsos
korképek kialakuldsdban, pl. aknéban. Az akné egy komplex etiologidju
gyulladasos korkép; patogenezisében egyarant szerepet jatszik a keratinocitdk
hiperproliferacigja, a szebocitdk fokozott €s megvéltozott lipidtermelése,
valamint patogén mikroorganizmusok elszaporoddsa. A folyamat sordn
fokozodhat a keratinocitdk és szebocitdk gyulladdsos medidtor termelése,
aminek hatdsara az érintett follikulusokat leukocitak infiltrdljak. Akné korokozo
mikroorganizmusok nélkiil 1s kifejlodhet, ha a gyulladdsos medidtorok
termel6dése pl. PPAR aktivacié vagy fokozott androgén hatds miatt megno. In
vitro az arachidonsav indukélja a szebocitdkon aknéban tapasztalhat6 valtozasok
egy részét; fokozza a sejtek lipidszintézisét, valamint a gyulladdsos mediatorok
termelését. Mivel a TRPV1 aktivicija gatolta az arachidonsav indukdlta

lipidtermelést, a PPAR gének expresszidjat és a proinflammatérikus IL-10
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felszabadulésat, felvetddik a receptor farmakoldgiai aktivaciéjanak lehetdsége

az akné terapidjaban.

A TRPVI gdtolja a humdn dendritikus sejtek differencidlodasat, érését és
aktivdciojat

A Langerhans sejtekhez hasonléan a humén periférids vérbol izolalt
monocitdkbdl szdrmazé éretlen és az aktivalt, érett dendritikus sejteken is
igazoltuk funkciondlis TRPVI1 kifejezodését. A TRPV1 expresszidja a
monocitdk dendritikus sejtt€é torténd differencidloddsa sordn jelentdsen
fokozodott, ami felveti a receptor szerepét a folyamatban

A naponta alkalmazott kapszaicin énmagédban nem indukdlta a monocitik
dendritikus irdnyud differencidlodast, viszont gatolta az IL-4 és GM-CSF
indukalta dendritikus sejt differencialodast; csokkentette a DC-SIGN és CD11c
dendritikus sejtmarkerek, valamint a HLA-DR kifejez0dését. A kapszaicin
folyamatos jelenléte a fagocitdzist is gétolta, viszont nem befolyésolta a sejtek
életképességét. A kapszaicin hatasa feltehetben a TRPV1-en keresztiil valdsult
meg, hiszen kapszazepinnel gatolhatonak bizonyult.

A humin monocita eredetli dendritikus sejteket 24 O6rdan keresztiil
kapszaicinnel kezelve nem tapasztaltuk a sejtek érését, de mar két oOrds
kapszaicin kezelés is TRPV1 specifikusan, Ca**-mediélt dtvonalon keresztiil
gatolta a sejtek fagocitdzisiat. Eszerint a TRPV1 aktivicigja nemcsak a
dendritikus sejtek differencidloddsat, hanem a mar differencidlédott dendritikus
sejtek miikodését is gatolta.

Az éretlen dendritikus sejteket citokinek kombinéci6javal indukalva
megnott a migracios marker CCR7, a HLA-DR, valamint szamos kostimul4cios
molekula (CD40, CD80, CD83, CD86) expresszidja €s egyes citokinek
transzkripcigja (IL-6, IL-8, IL-10, IL-12). A citokinekkel indukalt érés sordn

alkalmazott kapszaicin TRPV1 specifikusan gétolta a migracios €s érési
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markerek expresszi6 fokozdodasat, valamint a proinflammatérikus IL-6 és IL.-12
termel0dését, viszont fokozta az antiinflammatoérikus IL-10 szintézisét.

A monocita eredetli dendritikus sejtek a mieloid dendritikus sejtek jo
modelljei; egér modellen igazoltdk, hogy a Langerhans sejtek in vivo is
differencidlodhatnak monocitdkbol. A monocita-dendritikus sejt dtalakuldsban —
a szebocitdk regulacigjdhoz hasonldéan — fontos szerepet jatszik a PPARy, a
folyamat sordn fokozodik expresszidja €s aktivitdsa. Az LPS-indukalt érés sordn
a PPARy aktivdlasa csokkenti egyes érési markerek expresszidjat, valamint
gatolja a dendritikus sejtek citokintermelését.

A PPAR ligandokhoz hasonl6an a kapszaicin is gatolta a dendritikus sejtek
differencidlodéasat, csokkentette az érési markerek expresszigjat €s egyes
interleukinok termelddését. A TRPV1 aktivaci6 a monocita-dendritikus sejt
atalakuldas korai eseményeit gatolta, amikor a PPARy aktivicigja is a
legkifejezettebb. Igy elképzelhetd, hogy a kapszaicin indukdlt TRPV1
szignalizacioban — a szebocitdkon tapasztaltakhoz hasonléan — a dendritikus
sejteken is szerepet jatszhat a PPARY. A legfrissebb kutatdsok igazoltdk, hogy a
TRPV1 szignalizicid képes lehet a PPARY expresszidjat és funkcidjat gatolni:
az adipocitdkon expresszdlédé TRPV1 aktivdciéja Ca** bedramldst véltott ki,
ami csokkentette a PPARy expresszidjat €s gatolta az adipocitdk
differencidlodasat €s triglicerid szintézisét.

A human monocita eredetli dendritikus sejteken a kapszaicin és a pozitiv
kontrollként alkalmazott ATP egyarant megnodvelte az [Ca®];-t. Ezeken a
sejteken mar kordbban kimutattdk szdmos ionotrép €és metabotrop
purinoreceptor jelenlétét €s ugy talaltdk, hogy ATP-vel torténd aktivalasuk
noveli az [Ca**]jc-t és fokozza a sejtek érését. Mas kutatdsok szerint az ATP
1onotrop purinoreceptorokon keresztiil gitolhatja is egyes proinflammatorikus
citokinek termelddését és a T,1 immunvalasz kialakuldsat. Mindez felhivja a
figyelmet arra, hogy a Ca**-hoz kapcsol6dd jelatviteli ttvonalak sokrétiien

befolyasolhatjdk a dendritikus sejtek mikodését, fliggden a szignalizaciot
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elindit6 receptortdl, a Ca**-koncentracié valtozas jellegétél, vagy a kiilonboz6
egyéb (aktivacids) szignalok jelenlététol.

A ciklikus nukleotidok szintjének emelése gatolja a CDla+ és CDI14-
dendritkus sejtek kialakuldsat és a sejtek késObbi LPS indukdlt érését, de nem
befolyasolja a DC-SIGN kifejezddését, €s fokozza az MHC-II molekuldk
expresszidjat. Eszerint a cAMP/cGMP - a TRPVI medidlt jelatviteli
folyamatokkal szemben — nem a monocita-dendritikus sejt atalakulds korai
1épéseit gatolja.

Eredményeink alapjan a TRPV1 aktivicidja a monocita eredetii dendritikus
sejteken  antiinflammatérikus  hatdsi, mind a  dendritikus  sejtek
differencidlodasat (DC-SIGN expresszid), fagocitozisat, antigénprezentacidjat
(HLA-DR expresszio), migracigjait (CCR7 expresszid), indukalt érését
(kostimul4ciés molekuldk expresszidja) és egyes proinflammatorikus citokinek
(IL-6, IL-12) termelését gétolja, mikozben fokozza az antiinflammatorikus IL-
10 szintézisét €s felszabaduldsat.

A TRPVI1 aktivator kapszaicin gyulladdscsokkentd hatdsardl mar szamos
munkdban beszamoltak. Ebben a hatdsban tobb mechanizmus is szerepet
jatszhat: a kapszaicin (1) a TRPV1-et expresszald szenzoros neuronokat tartosan
aktivdlva csokkentheti a neurogén gyulladast kozvetitd neuropeptidek
mennyiségét vagy  serkentheti antiinflammatorikus — medidtorok  (pl.
szomatosztatin) felszabaduldsat; (2) gatolhatja a makrofagok miitkodését, az NF-
kB utvonal és az indukélhat6 nitrogémonoxid-szintdz, valamint a ciklooxigenaz
gatlasan keresztiil; (3) jelen vizsgélataink szerint a dendritikus sejteken TRPV1-
en keresztiil egyarant gatolta a sejtek differencidlodéasat és érését.

Jelen eredményeinkkel szemben egér csontveld eredetli dendritikus sejteken
azt talaltdk, hogy a TRPV1 aktivicidja serkenti a dendritikus sejtek €rését és
aktiviciojit, és inkabb proinflammatorikus szigndlokat kozvetithet. Az eltérd
eredmények hatterében jelentds modszertani kiilonbségek is lehetnek pl. a faji

kiilonbségek (egér vs. humdn), a dendritikus sejt tenyésztési modellek
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kiillonbségei (csontveld vs. monocita eredetli dendritikus sejtek) vagy az
alkalmazott kisérleti elrendezés (részben in vivo, KO egerek vs. in vitro)
tekintetében. Az in vivo kezelések esetén a TRPV1 aktivacid hatasara a
szenzoros neuronokbol felszabadul6é peptidek is befolyédsolhatjdk a dendritikus
sejtek aktivacigjat. Jelen munkankban in vitro kezel€seket végeztiink az
elozetesen izolalt sejteken, igy ilyen modositd hatdsokkal nem kell szamolnunk.

Mas vizsgélatok egér csontveldi eredeti dendritikus sejteken nem tudtdk
kimutatni a TRPVI1 jelenlétét, de kimutattdk a vele szoros rokonsagban allo
TRPV2-t. Kordabbi kutatdsok  kimutattdk a TRPV1 és TRPV2
heteromerizacidjanak lehetOségét, de a dendritikus sejtek esetében errdl

egyenlOre nincs informéacionk.

A TRPVI sokoldalu szerepet jatszik a bor biologiai folyamatainak
szabdlyozdsaban

Jelen eredményeink a humén faggyumirigy szebocitiin €s a humén
dendritikus sejteken irtdk le a TRPVI1 funkciondlis szerepét, toviabb bdvitve
ismereteinket a TRPV1 lehetséges miikodésérol a bor bioldgiai folyamatinak
szabdlyozasaban.

A TRPV1 a bor szdmos sejtféleségén expresszalodik, aktivacidja véltozatos
hatasokkal jarhat, rdaddsul a receptor aktivacidja az egyes sejteken, pl.
medidtorok felszabaditisan keresztiill, befolydsolhatja a mdas sejteken
expresszalodo TRPV1 muikodését is. A szenzoros neuronokon expresszalodo
TRPV1 szerepet jatszik a fajdalmas ingerek transzmisszidjaban €s a termalis
hiperalgézia kialakuldsaban, igy a neuronok TRPVl1-en keresztiill torténo
deszenzitizacigja szerepet jatszhat kiillonbozo fdjdalmas korképek terapidjaban.
A TRPV1 aktivacidja ugyanakkor neuropeptidek felszabaduldsaval is jar, ami
neurogén gyulladas kialakuldsahoz vezethet. Egyes neuropeptidek gatolhatjdk a
bor dendritikus sejtjeinek immunfunkcidit, de a SP inkdbb proinflammatorikus

hatidsu; aktivdlja az immunsejteket és fokozza a szebocitdk termindlis
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differencialodasat, igy hozzajarulhat pl. az akné kialakuldsdhoz. Ilyen médon a
neurdlis (proinflammatorikus) €és a szebocitdkon (antiinflammatoérikus)
expresszdlodé TRPV1 ellentétes hatasokat kozvetithet.

A TRPVI1-et expresszild szenzoros neuronok meghatdrozott alcsoportjai
viszketést kivaltd, pruritogén ingereket is kozvetithetnek, igy a neurdlis TRPV1
aktivacioja/deszenzitizacidja befolydsolhatja a viszketés kialakuldsiat. A TRPV1
azonban a blOr nem-neurdlis elemein keresztill is kivdlthatja pruritogén
medidtorok felszabaduldsat, de a deszenzitizacid6 révén hozzdjarulhat a
kapszaicin fenti korképekben mutatkoz6 jot€ékony hatdsahoz is. A TRPVI1-et
aktivalo lipid medidtorok egy része (pl. anandamid) a kannabinoid receptorokat
1s képes aktivalni, ami szintén antipruritogén hatdsunak t{inik. Anandamid a
TRPV1 aktivacid hatdsara is felszabadulhat, igy valdszinlinek tlinik, hogy az
endovanilloid €s endokannabinoid rendszer a viszketés moduladcidja soran (is)
funkcionalis kolcsonhatdsban 41l egymaéssal.

Eredményeink alapjén ugy tiinik, hogy a szOrtiiszOben és a keratinocitdkon,
valamint a szebocitdkon expresszalodé6 TRPVI1 aktivaciéja a bdr biologiai
folyamatainak szempontjabdl ellentétes hatasokat kozvetit. A szOrtiiszOben és a
keratinocitdkon differencidlodast €s apoptozist valt ki, csokkenti a proliferaciot,
katagén regressziot indukdl, mig a szebocitdkon gatolja a lipidek szintézisét és a
sejtek differencidlédasat, valamint serkenti proliferacidjukat. A keratinocitdkon
fokozza a gyulladdsos mediatorok szintézisét, mig szebocitidkon csokkenti az IL-
1B felszabaduldsat. Ilyen médon a TRPVI1 aktivdcidja a keratinocitdkon és a
szebocitdkon keresztiil ellentétesen is befolydsolhatja a bOr szenzoros és
immunolégiai folyamatait. Tovabb arnyalja a képet, hogy ezek a sejtek szamos
olyan mediitor (PG-ok, LT-ek, IL-ok, stb.) termelésére képesek, amelyek
parakrin vagy autokrin médon befolydsolhatjdk a TRPV1 miikodését a bor
szamos sejtféleségén.

A TRPV1 immunolégiai hatdsa kdzvetleniil a bor immunsejtjein (pl. hizo-

€s Langerhans sejteken) keresztiil is megvaldsulhat. A hizésejteken a kapszaicin
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kalciumbedramlast és IL-4 felszabadulast vélt ki, jelen vizsgdlatainkban pedig
humaén dendritikus sejteken igazoltuk a TRPV1 funkcionalitasat.

A bOr mieloid dendritikus sejtjei heterogének, két f6 populdcidjukat az
epidermalis Langerhans sejtek és a dermdlis dendritikus sejtek alkotjak. A
dermalis dendritikus sejtek tovdbbi alcsoportokba sorolhatdk, talan a
legfontosabb a nyugvo (resident) és inflammatorikus dendritikus sejtek
elkiilonitése. A bor dendritikus sejtjei funkciondlisan is kiillonbozoek: a
Langerhans sejtek inkdbb az immuntolerancia kialakitdsaban jatszanak szerepet,
mig az inflammat6rikus dendritikus sejtek szdma egyes gyulladésos
korképekben emelkedik meg, €s specifikus szerepet jatszhatnak az adott
koérfolyamatban.

A dendritikus sejtek farmakoldgiai befolydsolasa a TRPV1-en keresztiil
szamos  borgyogydszati/immunologiai  korkép — esetében  felmeriilhet.
Eredményeink szerint az in vitro monocita eredeti dendritikus sejteken
expresszalodé TRPV1 aktivacidja a sejtek immunoldgiai mitkodését gatolva
antiinflammatoérikus hatdsu. Nem tudjuk azonban, hogy a bdrben el6fordul6
kiillonb6zd dendritikus sejtpopulacidk vajon egyformédn reagidlnak-e a TRPV1
aktiviacidjara, és pontosan milyen szerepet jatszhatnak a kapszaicin
antiinflammatoérikus  hatdsaban. Ezért még szdmos tovabbi vizsgilat
szitkségeltetik a dendritikus sejteken expresszal6 TRPV1 szerepének pontos

feltarasara a bor komplex immunoldgiai folyamatainak szabalyozasaban.
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OSSZEFOGLALAS

Jelen munkank sordn in vitro vizsgiltuk a TRPV1 szerepét human
faggyamirigy eredeti SZ95 szebocita sejtvonalon €és monocita eredetll
dendritikus sejteken. A human faggyumirigyhez hasonléan az SZ95
szebocitdkon is igazoltuk a TRPV1 jelenlétét. A TRPV1 agonista kapszaicin
gatolta a szebocitdk bazdlis és arachidonsav indukalta lipidtermelését, de nem
befolyasolta a sejtek életképességét. A TRPV1 specifikus gatlészer I-RTX és
RNSi technika segitségével bizonyitottuk, hogy a kapszaicin hatdsat a TRPV1
medidlta. A Ca’*-koncentrécié csokkentése mellett végzett kisérleteink szerint a
TRPV1 funkciondlis Ca**-csatornaként vett részt a folyamatban. Ezen til a
TRPV1 aktivacigja megvdltoztatta a lipidanyagcsere szabalyozdsdban szerepet
jatszd transzkripcids faktorok expresszidjat és egyes citokinek termelését. A
hosszutavu kezelés esetén a kis koncentracioban alkalmazott kapszaicin TRPV1-
specifikusan fokozta az SZ95 sejtek proliferacidjat, mig nagy koncentracidban
TRPVI1-td] fiiggetiil toxikusnak bizonyult. Humdn monocitdkon és a belOliik
differencidlodé dendritikus sejteken szintén kimutattuk a TRPVl1-et, és
megdllapitottuk, hogy Ca**-csatornaként mitkodhet. A sejtek differencidléddsa
sordn a 0. naptdl alkalmazott kapszaicin a TRPV1-en keresztiil géatolta a
dendritikus irdnyu differencidlodéast, az éretlen dendritikus sejtekre jellemzd
markerek kifejezodését és a sejtek fagozitézisit. A TRPV1 aktiviacidja nem
indukdlta dendritikus sejtek érését, de gatolta a fagocitézist és a
proinflammatoérikus citokinekkel indukalt érést; csokkentette az érési markerek
expresszidjat €s egyes gyulladdsos citokinek termelését; mikozben fokozta az
antiinflammatorikus IL-10 szintjét. Vizsgédlataink szerint a TRPV1 aktivéldsa
gatolja a szebocitdk lipidszintézisét/differencialodasat és antiinflammatorikus
hatdsu a dendritikus sejteken. Ezen eredményeink felvetik a TRPV1 szerepét a
bor immunoldgiai folyamatainak, valamint a bOr lipidhomeosztazisanak

megvaltozasaval jar6 korképek (pl. akné) befolydsolasdban.
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