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BEVEZETES

A szortiiszo

A bOr szOrtlisz61 egyediilallo szerepet betltd epidermalis eredetli ,,mini-
organumok”, melyek a konvenciondlisan ismert funkcidk (mechanikai védelem,
érzékelés, hdtarolas, szocialis és szexudlis jelzések) mellett mas, a bor
tulajdonsaga a folyamatos regeneraciora vald képesség, mely kiilonb6z6 eredetii
(epithelialis, mesenchymalis) és miikodésii sejtek kommunikacidja révén valosul
meg. A folyamatok soran figyelemre méltd a proliferacios, differencidlodasi és
apoptotikus mechanizmusok szigoruan ellendrzott Gsszhangja, melyet a
szOrtliszon  beliil és kiviil termelddd novekedési faktorok, citokinek,

neuropeptidek és adhézids molekuldk komplex szabalyozo kore hoz 1étre.

A szortiiszo funkcionadlis anatomidja

A sz0rtiisz6t elsd megkdzelitésben egy hagymahoz lehet hasonlitani, ahol
a hagyma belsé leveleinek a dermdlis papilla (DP) felel meg, amit a belso és
kiilsé gyokérhiively (inner root sheath, IRS; outer rooth sheath, ORS)
keratinocytdk hengerei boritanak. A hagyma szara reprezentdlja a folyamatosan
novekvd hajszélat, melynek rétegeit a DP folott elhelyezkedd keratinocytdk
hozzak létre, mig szinét a follikuldris melanocytdk pigmenttermelése hatarozza
meg. A hajszal aktivan novekszik az alatta taldlhato IRS-sel egyiitt mozogva,
melynek terminalisan differenciadlddott keratinocytakbdl felépiild rétegei (Henle,
Huxley, kutikula) boritjak be és védik a hajszalat.

A lassu proliferacids rataval jellemezhetdé ORS alkotja a szOrtiiszd
kovetkezd rétegét, mely folyamatos kapcsolatban és sejtkicseréléddésban van az
epidermisszel. Az ORS latja el a szortiisz6t, valamint a hajszalat oxigénnel,
tapanyagokkal, sejtekkel (Langerhans-sejtek, keratinocytak), tovabba a hajciklus

szabalyozasaban meghatarozé szereppel bir6 medidtorokkal.



A hajciklus

A szOrtiiszOt az egész életen at valtakozd regresszios és regeneracios
tevékenysége teszi egyediilallova a tobbi emlds szerv kozott. A regresszid és
regeneracid ezen periodikus valtakozdsat nevezzik hajciklusnak, melynek
harom jellegzetes szakaszat kiilonboztetjiik meg.

Az anagén fazisban aktiv novekedés és fejlodés torténik, a szOrtiiszo
ebben a fazisban éri el maximalis fejlettségét. Ekkor féként a proliferacios
folyamatok domindlnak, ami elsésorban az epithelialis rétegeket érinti. Ennek
soran létrejon a fent emlitett struktira, a hajszal hossznovekedése folyamatosan
zajlik, Osszhangban a szOrtliszd jarulékos elemeinek mitkdodésével. A katageén
fazisban a szortiisz0 novekedése megall, regresszios folyamatok indulnak be.
Kiterjedt apoptozis zajlik a keratinocytdk kiilonféle rétegeiben, mig a DP
sejtjeinek szamaban bekovetkezd csokkenés a DP-bol valdé kivandorlas
eredménye. A melanocytdk programozott elhaldsa miatt csokken a
pigmentszemcsék mennyisége is. Az utolsd, nyugalmi telogén fazis pedig a

tulajdonképpeni felkésziilés a kovetkez6 anagénre.

A hajciklus szabadlyozasa

A hajatiiltetési kisérletek soran mar hossz ideje megfigyelték, hogy a
hajciklus egy ugynevezett ,,belsé ordval” rendelkezik, amely valdsziniileg vagy
a szOrtlisz6 kozelében, vagy magaban a szdrtiiszOben helyezkedik el. Ma azt
gondoljuk, hogy a ,,bels6 ora” valdsziniileg maga a DP. Feltételezhetd emellett,
hogy a szortiisz0t koriilvevd, jelatviteli molekuldk altal biztositott millid
iranyitott, gyors ¢és lokalis, ugyanakkor szigora kovetelmények szerint
szabalyozott megvaltozasa okozza a ciklusban bekdvetkezd 4talakulasokat.

Szamos novekedési faktorrol, citokinrdl, hormonrdl €s egyéb molekularol
bizonyosodott be, hogy a hajciklus valamelyik pontjan képes beavatkozni a fenti
folyamatba. Ilyen példaul a hajciklus pozitiv regulatoraként szamon tartott

hepatocyte growth factor (HGF), insulin-like growth factor-I1 (IGF-I), stem-cell



factor (SCF) ¢és vascular endothelial growth factor (VEGF), amelyek az anagén
meghosszabitasat idézik eld. Ezzel szemben az fibroblast growth factor-5
(FGFS), interferon-y (IFN-y), interleukin-1B (IL-1PB), transforming growth
factor-fB; (TGFB;), tumor necrosis factor-a (TNF-a), neurotrophin-3 (NT-3), NT-
4 ¢s brain-derived neurotrophic factor (BDNF) molekuldkrol kideriilt, hogy
szereplik a katagén kialakitasanak eldsegitése (negativ regulatorok).

Erdekes kiemelni a TGFB, szerepét a ciklus soran. Ezen novekedési
faktort els6ként mint a szOrtiiszd fejléddésében a morfogenezist eldsegitd
kulcsmolekulat irtak le. Kideriilt ugyanakkor, hogy a TGFf, ellentétes szerepet
jatszik a hajciklus soran, eldsegitve a regresszio kialakuldsat.

A szOrtiisz6 biologidjanak, valamint a hajciklus szabdlyozasanak
logikajaba valé mélyebb betekintés nagyfoku klinikai relevanciaval bir. A
hajnovekedés problémainak legtobbje ugyanis a normal hajciklus valamilyen
megvaltozasara vezethetd vissza, ami azt jelenti, hogy a funkcioképes

szOrtiiszOk ,,bioldgiai 6rdja” a kivantnal lassabban vagy gyorsabban jar.

A vanilloid (kapszaicin) receptor-1 (TRPV1) — a molekula szerkezete

A kapszaicin-receptor egy nem-specifikus kationcsatorna, melyet ma a
nociceptiv ingerek hatasara kialakulo folyamatok egyik kozponti integrator
molekuldjanak tekintiink.

A receptor klonozdsa ¢és molekularis karakterizdlasa Caterina ¢és
munkatarsai nevéhez fliz6dik, akik patkdny cDNS konyvtarat hasznalva
hataroztdk meg a receptor pontos szerkezetét. A patkdny TRPV1 egy 838
aminosavbol allo, 95 kDa tomegli fehérje, melyet 2514 nukleotid kodol.
Struktaralis sajatsagai alapjan a TRPV1 homologidt mutat a Drosophila
melanogaster retindjaban megtaldhatd TRP (tranziens receptor potencial)
proteinnel, ezért a TRP receptorcsalad egyik altipusanak tekinthetd. A
receptorok kozos jellemzdje, hogy 6-transzmembran doménnel, valamint

intracellularis N- és C-termindlissal rendelkeznek, és valoszinlileg tetramer



formaban vannak jelen a sejtekben. A TRPV1 szerkezetét tanulmanyozva
megallapitottak, hogy szamos kotd- ¢és szabalyozohellyel bir mind az
intracellularis, mind az extracellularis oldalon. Bebizonyosodott emellett, hogy —
hasonléan a szenzoros neuronokon megtalalhaté TRPV1-hez —a kldnozott
TRPV1 is nem-specifikus, féként Ca*'-ionokra permedbilis csatornaként

miukodik.

A TRPVI exogén és endogén vanilloidok segitségével aktivalhato

Az elsé vegyiilet, mely Osszefiiggésbe hozhaté a TRPV1-gyel, a csipds
paprikdbol (Capsaicum annuum) izoldlhaté kapszaicin, mely a csipds paprika
fogyasztasat koveto €go, fajdalmas érzést okozza. A kapszaicin tulajdonképpen
mar joval a receptor leirasdt megel6zden ismert volt; részben nociceptiv
neuronokon vald hatdsait tanulmanyozva jutottak arra a kovetkeztetésre, hogy
léteznie kell egy olyan specifikus receptornak, ami a kapszaicin hatdsait
kozvetiti. A kapszaicin cellularis hatdsmechanizmusa a szenzoros neuronokon
harom egymast kovetd folyamattal jellemezhetd. Az elsd a kapszaicin adagolasa
utdn azonnal kifejlodd excitdacio, mely soran megnd a sejtmembran elsdsorban
Ca’"-ra és Na'-ra vonatkozé permeabilitisa és ez a sejtek depolarizaciojahoz
vezet. Ezen valtozast koveti a masodik jellemzd folyamat, a deszenzitizacio,
azaz a kapszaicin, valamint egyéb fajdalomkeltd (kémiai, hd, mechanikai)
ingerek iranti érzékenység-csokkenés. A kapszaicin nagy koncentracidban,
illetve hosszu ideig alkalmazva a sejteken a harmadik jellegzetes folyamatot, a
neurotoxicitast valtja ki, mely leginkdbb a megemelkedett intracelluléris
kalciumkoncentracionak ([Ca®'];), valamint ennek kovetkeztében kalcium-fiiggé
protedzok fokozott miikodésének tulajdonithato.

Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy a TRPV1-et nemcsak az exogén
vanilloid vegyiiletek, hanem szamos, a szervezetben képz0dd endogén anyag
(,,endovanilloidok™) is képes aktivalni. Ilyen példaul az alacsony kiiszobii

(~43 °C) hdémérséklet-emelkedés, a pH csokkenése (acidozis) és kiilonféle,



leginkabb gyulladdsos mediatornak tekinthetd molekula (pl. bradikinin,
extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok, leukotriének, lipid-peroxidacid
termékei, stb.). Ezen &agensek egyrészt kozvetleniil (azaz a TRPVI1-hez
kozvetleniil kapcsolodva) aktivalhatjak a receptort (pl. hd, acidozis), masrészt
(féként metabotrop) sajat receptoraikhoz koétddve intracellularis jelatviteli
utvonalak (kinaz-rendszerek, masodlagos hirvivek) modositisa révén
szabalyozzdk a TRPVI1 mikodését. Ezen hatdsok leginkdbb a TRPVI1
héérzékenyseégi kiiszobét csokkentik, igy hozzajarulhatnak a

termalis/gyulladdsos hyperalgesia jelenségének kialakulasdhoz.

A TRPVI nem kizarolag neuronalis szoveteken fejezodik ki

A receptort autoradiografias, valamint kiilonféle funkcionalis vizsgalatok
segitségével elséként a primer szenzoros neuronok egy meghatarozott
alcsoportjaban irtak le, melyek sejtteste a spindlis hatso gyoki €s trigeminalis
szenzoros ganglionokban helyezkedik el. Ezen neuronok a kapszaicin és rokon
vegyiileteikkel szemben mutatott érzékenységiik miatt a kapszaicin-szenzitiv
elnevezést kaptdk. A TRPVI1-et kimutattdk tovabb4d a gerincveld hatso
szarvaban, ahol a TRPV I-immunreaktivitds féleg az 1. laminara lokalizalédott.
A kotddési vizsgalatok soran ugyanakkor olyan kozponti idegrendszeri
struktirdk is jelolédtek, amelyek nincsenek egyértelmiien leirt kozvetlen
kapcsolatban a primer szenzoros neuronokkal. Ilyen teriilet tobbek kozott a
hipotalamusz, ahol a TRPV1 jelenlétét a kapszaicin hipotermids hatasaival
hoztak Osszefiiggésbe, valamint a cerebellum, cortex, striatum, bulbus
olfactorius, hid, hippocampus és thalamus bizonyos részei.

A TRPVl1-et vizsgalo kutatdsok egyik legizgalmasabb eredménye volt
emellett annak leirdsa, hogy a receptor elhelyezkedése és miikddése nem csupan
neuronalis szovetekre korlatozodik. Bird €s munkatarsai pédaul kapszaicin
segitségével a hatsdé gyoki ganglionokéhoz nagyon hasonld, TRPV 1-specifikus

kalcium-bearamlast idéztek eld hizosejteken ¢és glioma sejteken. Tovabbi



kutatocsoportok emellett beszamoltak a kapszaicin specifikus hatasairdl, tobbek
kozott, human polimorfonuklearis sejteken, limfocitdkon, timocitakon,
bronchidlis epitheliumon, valamint a hugyhélyag epithelidlis, intersticialis és
simaizomsejtjeiben.

A legujabb  felfedezések  egyike  volt, amikor TRPVI-et
immunhisztokémia segitségével kimutattdk human bor epidermiszén és
tenyésztett epidermalis keratinocytdkon, amit RT-PCR modszerrel is
alatamasztottak. Kideriilt az is, hogy a keratinocytdk a receptor funkcionalis
forméjat expresszaljak, azaz a kapszaicin €s a savas kdzeg ezeken a sejteken is
aktivalta a receptort és megemelte az [Ca’"]-t. Tovabbi vizsgalatok
megmutattdk, hogy az epidermalis eredetli HaCaT keratinocyta sejtvonalon
kapszaicin-kezelést kovetden megemelkedett a ciklooxigenaz-2 expresszioja,
valamint IL-8 és prosztaglandin-E2 felszabaduldsa, ami arra utalhat, hogy az
epidermalis keratinocytdkon megtalalhato TRPV1 is szerepet jatszhat a bor

gyulladasos folyamatainak kialakitasaban, illetve szabalyozéasaban.

PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Azon kutatasok, melyek a TRPVI1 szamos neuroektoderma vagy
mezoderma eredetli, nem-neuronalis szovetekben — koztiik természetesen az
epidermalis keratinocytakon — vald funkcionalis (proliferacios, apoptotikus és
differencialodasi folyamatok befolydsoldsa, citokintermelés szabalyozésa)
megjelenésérél szamoltak be; valamint az a tény, hogy a TRPV1 agonista
kapszaicint mar régota alkalmazzak a klinikumban kiilonb6zd borgyodgyaszati
korképek enyhitésére, azt sugalltdk, hogy a TRPV1 bioldgiai szerepe sokkal
szélesebb korli, mint azt kordbban gondoltuk. Az irodalomban hidnyoznak
ugyanakkor azok a leirasok, amelyek felvilagositast adhatnanak a TRPV1 bor és
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iranyitottak figyelmiinket a TRPV1 bdr, illetve borfiiggelékek biologidjaban
betoltott lehetséges szerepének vizsgalatara.

Kisérleteink elsd leird részében éppen ezért az volt a célunk, hogy
meghatarozzuk a TRPV1 pontos lokalizaciojat a bor kiilonbozd eredetli és
muikdédést  sejtkompartmentjeiben, kiilonds tekintettel a szOrtliszére és a
szOrtlisz6 eredetli sejtekre (pl. ORS keratinocytak). Kivancsiak voltunk arra is,
hogy a szOrtliszOben tapasztalt esetleges TRPV1 expresszids mintazat valtozik-e
a hajciklus eseményeivel (anagén-katagén transzformacio) parhuzamosan.

Ezt kdvetden a receptor funkcionadlis szerepének megismerésére fektettiik
a hangsulyt. Vizsgélni kivantuk, hogy milyen hatdssal van a TRPVI1
kapszaicinnel val6 aktivalasa a follikulusok alapfunkcidjara, a hajszaltermelésre,
tovabba olyan sejtfolyamatokra, mint a follikularis keratinocytdk osztodasa,
differencialédésa, a melanintermelés, valamint morfologiai tulajdonsagok. A
kovetkezd 1épésben a hasonld sejtfolyamatok vizsgalatit (apoptdzis,
proliferacio, differencialodds, citokintermelés) tlztiik ki célul a tenyésztett
human sz0rtliszé-eredetli ORS keratinocytak szintjén. Végiil szerettiink volna
felvildgositast kapni a  TRPV1  aktivaldsit  kovetd  események

hatdsmechanizmusarol is.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Human szortiiszok izolalasa és tenyésztése

A szortiiszoket plasztikai sebészeti operaciokbdl visszamaradd hajas
fejborbdl izolaltuk. Az epidemiszt €s a dermisz nagy részét levagva a
megmaradé szubkutiszbdl eltdvolitottuk a szértdszoket. Az €p hajfollikulusokat
kiegészitett Williams’ E médiumban 3 €s 5 napon keresztiil tenyésztettiik. A
szOrtliszOk hossznovekedését naponta egyesével mértiik, majd ndvekedési

gorbét készitettiink. A tenyésztés végén a szortiiszoket bedgyaztuk, majd beldliik



fagyasztott metszeteket készitettiink. A plasztikai sebészeti operaciokbol kapott
bérdarabok szolgaltak a teljes bort reprezentdld fagyasztott és paraffinba

agyazott metszetek készitésére is.

Az ORS és HaCaT keratinocytak tenyésztése

Az ORS keratinocytak tenyésztése osztodasukban meggatolt fibroblasztok
altal kialakitott taplalo rétegen tortént, Ham’s F12 és szérummentes keratinocyta
médiumok 1:3 aranyu kiegészitett keverékében. A sejteket anagén VI
stadiumban 1évo follikulusokbdl nyertiik 0,1% tripszin — 0,2% EDTA-val
torténd emésztési eljaras soran. A HaCaT keratinocytdk tenyésztése 10%
embrionalis borjusavot, 2 mM L-glutamint és antibiotikumokat tartalmazé

Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztéoldatban (DMEM) tortént.

Szévettani és morfologiai vizsgalatok
A follikulusok morfoldgiai vizsgalatat hematoxilin-eozin-festett 8§ pm
vastagsagu fagyasztott metszeteken végeztiik. A szOrtiiszok melanintartalmat a

Fontana-Masson szovettani eljaras segitségével hasonlitottuk 6ssze.

Immunhisztokémia és -citokémia

A TRPV1 human bdérben torténd kimutatasara az avidin-biotin-komplex
(ABC) eljarast alkalmaztuk. Ennek soran a metszeteket, blokkolds utén,
kecskében termeltetett elsddleges TRPV1-ellenes antitesttel inkubaltuk, amit
biotinilalt kecske-ellenes masodlagos antitest hozzdadéasa kovetkezett. Az ABC-
reagens alkalmazasat kovetéen a reakciot DAB, illetve VIP SK-4600
felhasznalasaval tettiik lathatova. A human borben torténo kettds festések soran,
a TRPV1 kimutatasaval parhuzamosan, a dermalis hizosejteket a triptaz, mig az
epidermalis (dendritikus) Langerhans-sejteket a sejt-specifikus marker CDla

jelolésével azonositottuk.



A TRPV1 izolalt szoértdszén vald kimutatdsara a tyramide-substrate
amplification (TSA) és az alkalikus foszfatdz alapu, fent bemutatott, ABC
modszereket hasznaltuk. A TSA eljaras soran a metszetek TRPV1 ellenes
antitesttel inkubaltuk, majd masodlagos kecske/egér/nytul-ellenes disznd IgG-vel
¢s streptavidin-konjugalt torma-peroxiddzzal valo kezelés kovetkezett. A reakciod
kimutatasara TRITC-tyramidot hasznaltunk.

A tenyésztett ORS sejtekben egy egyszerli immunfluoreszcens eljarast
alkalmaztunk a TRPV1 kimutatdsara; azaz az elsddleges antitesttel vald
inkubéciot a FITC-jelolt méasodlagos antitesttel vald inkubalés kovette.

A tenyésztett szOrtiiszOkon a proliferacid és az apoptozis egyideji
kimutatasara a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-
dUTP Nick End Labeling) kettds festést hasznaltunk. A paraformaldehidben
fixalt metszeteket eldszor reakciopuffer-terminalis deoxinukleotidil transzferaz
enzim 7:3 ardnyu elegyével inkubaltuk. A mintikat ezutan egérben termeltetett
Ki-67-ellenes antitesttel (proliferaciés marker), majd a digoxigenin-jelolt DNS
fragentumok ellen termeltetett FITC-jelolt digoxigenin-ellenes antitesstel
(apoptdzis marker), végiil rodamin-jeldlt kecske-ellenes IgG-vel inkubaltuk.

A  TRPV1 ¢és a melanocyta marker NKl/beteb parhuzamos
immunfluoreszcens jelolése soran TRPVl-ellenes antitesttel inkubaltuk a
metszeteket, amit a rodamin-jeldlt nyul IgG hozzaadasa kovetett. A melanocytak
lathatova tételére eldszor NKl/beteb (melanocyta marker) ellenes elsddleges,
majd a FITC-jelolt masodlagos antitesttel valo inkubacid kovetkezett.

A TGFpB,, valamint a  differencidloddsi marker  filaggrin
immunhisztokémiai kimutatasa soran a metszeteket eldszor megfeleld (TGF[3,-,
illetve filaggrin-ellenes) nyulban termeltetett elsddleges antitesttel inkubaltuk,
majd kecskében termeltetett FITC-jelolt masodlagos antitestet alkalmaztunk a

specifikus immunjel erdsitésére.
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Western (immuno) blot analizis

A homogenizalt mintdk proteintartalmanak meghatarozdsa utan SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) mintanként 20-30 pg proteint
valasztottunk szét 7,5 %-os gélen, majd a fehérjéket nitrocellul6z membréanra
transzferaltuk. A membrant a blokkolasi 1épést kovetden a TRPVI1-ellenes
antitesttel inkubaltuk, amit a nyulban termeltetett torma-peroxiddzzal kapcsolt
antitesttel valo  kezelés kovetett. Az immunreakcidk eredményét

kemilumineszcens modszerrel tettuk lathatova.

Szemi-kvantitativ reverz-transzkriptaz PCR (RT-PCR)

A TRPVI ¢és a TGFB, mRNS szintli meghatarozasara a borbdl, illetve a
szOrtliszobOl Trizol segitségével teljes RNS-t izolaltunk, majd specifikus
primerek ¢és megfeleldé enzimek felhasznaldsdval reverz transzkripciot

végeztiink.

Kvantitativ ,, real-time” PCR (Q-PCR)

A TRPVl1-specifikus mRNA kvantitativ meghatarozasat az 5° nukleaz
modszer alkalmazédsaval végeztik. A PCR amplifikdciéo specifikus TagMan
primerek és probak alkalmazasaval tortént, belsd kontrollként a gliceraldehid 3-

foszfat dehidrogenazt felhasznalva.

Intracellularis kalciummeérés

A feddlemezre szélesztett sejteket 5 uM kalcium érzékeny fluoreszcens
fura 2 festék acetoximetilészter (fura 2-AM) formajaval toltottiik fel, majd
fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk az [Ca®']; valtozasat. Az excitacios
hullamhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettds monokromator, valamint
on-line kapcsolt szamitogép hasznalatdval, majd a fluoreszcens emissziot 510

nm-en detektaltuk 10 Hz-es mintavételi frekvenciat hasznalva fotoelektron-
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sokszorozé segitségével. Az [Ca’']-ban bekovetkezett valtozasokat a

Grynkiewitz €s mtsai altal kidolgozott mddszerrel vizsgaltuk.

A sejtproliferacio vizsgalata

A proliferdcid6  nyomonkovetésére  brom-dezoxi-uridint  (BrDU)
felhasznalo kolorimetrias assay-t végeztiink. A modszer lényege, hogy a
timidin-analog BrDU a proliferald sejtek DNS-ébe épiil be, melynek mértéke a
timidin-analog ellen termeltetett antitest Fab-fragmentjéhez kapcsolt peroxidaz
enzim, valamint tetra-metil-benzidin szubsztrat alkalmazasaval kolorimetridsan

mérheto.

Aramldsi citometria

A TRPVI1-aktivacio sejtproliferaciora, differencidlodasra, apoptodzisra,
valamint a szOrtiisz6 kialakuldsat és fejlddését szabalyoz6 molekulak
kifejezddésére gyakorolt hatdsat aramlési citometria segitségével elemeztiikk. A
kontroll ¢és kapszaicin kezelt ORS keratinocytdk folyamat-specifikus
markereinek jelolésére hasznalt elsddleges antitestek alkalmazéasat kovetden a
megfelelé FITC-konjugéalt masodlagos antitesteket alkalmaztuk. A Coulter
EPICS XL-4 késziilek segitségével antigénenként legaldbb 50000 sejtet

hasznéalva meghatéaroztuk a teljes sejtszdmra vonatkoz6 pozitiv sejtek szamat.

Statisztikai elemzések
Meérési eredményeinket atlag+ SEM vagy atlag+ SD formaban adtuk
meg. Az adatok statisztikai kiértékelésére ¢€s Osszehasonlitdsara 5%-os

szignifikancia szinttel dolgozva a Student-féle ¢-tesztet alkalmaztuk.

12



EREDMENYEK

1) A TRPVI mind mRNS, mind fehérje szintién kifejezodik a bor szamos
epithelialis és mesenchymalis sejttipusdan

Kisérleteink elsé részében — hajas  fejborbdl  késziilt  szovettani
metszeteken TRPV1 immunhisztokémiat végezve — megallapitottuk, hogy
jelentés TRPV1 immunreaktivitds (TRPV1-ir) talalhato az epidermalis
keratinocytakban, féleg a bazalis sejtrétegekben. Megallapitottuk tovabba, hogy
a keratinocytdk mellett a CDla-pozitiv epidermalis Langerhans-sejtek is
expresszaljak a TRPVI1-et. Kimutattuk emellett, hogy a dermisz szdmos
kompartmenje is pozitivan festddott; az itt elhelyezkedd TRPV1-et expresszalod
szenzoros idegrostok mellett er6s TRPV1-ir-t talaltunk a faggyamirigyek és a
verejtékmirigyek epitheliuman, az erek faldban mind az endotheliumban, mind a
simaizom rétegben, valamint a dermisz simaizom-kdtegeiben. A triptdz-TRPV1
kettds festés soran megallapitottuk tovabba, hogy a dermadlis hizésejtek is a
TRPV1-et expresszalo sejtek kozé sorolhatok. A TRPVI jelenlétét emellett két
tovabbi modszerrel, Western blottal és RT-PCR-ral is azonositottuk human
bdrben. Fontos eredményilinknek adodott, hogy az epidermalis melanocytak és a

kotdszoveti fibroblasztok nem mutattak TRPV1 pozitivitast.

2) Mind a borben in situ elhelyezkedo, mind az izoldlt és tenyésztett humdn
szortiiszok szamos sejtrétege kifejezi a TRPV 1-et

A paraffinba agyazott huméan fejbérben taldlhatd szortiiszok vizsgalata
soran bebizonyosodott az is, hogy a szOrtlisz6 szdmos sejtrétege ugyancsak
kifejezi a TRPV1-et. Jelentds TRPV1-ir-t talaltunk az ORS keratinocytdkon, az
IRS differencialodott keratinocytdin, valamint kis mértékben a bulbus matrix
keratinocytdin is. A follikulust kiviilrél burkold kotészovetes burok (CTS) és a
DP sejtjei—a bor dermalis fibroblasztjaihoz hasonldéan — ugyanakkor nem

expresszaltak a TRPV1-et.
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A teljes borben késziilt festéssel azonos szoveti eloszldst mutatott a
TRPV1 izolalt, tenyésztett anagén VI fazisban 1év6 szOrtliszOkon is; vagyis igen
kifejezett TRPV1-ir volt tapasztalhatd az ORS, IRS és matrix keratinocytdk
rétegeiben (bar ebben az esetben az IRS TRPV1-pozitivitasa talan kevésbé volt
kifejezett, mint a bérben in situ). Ezt megerdsitendd, a TRPV1-et mRNS szinten
is sikeriilt kimutatnunk Q-PCR technika alkalmazésaval.

Az NKl/beteb-TRPV1 kettds jelolés soran emellett kideriilt, hogy a
follikularis melanocytak nagy valosziniisséggel nem expresszaljdk a TRPV1-et.
A DP és CTS teriilete ugyancsak TRPV 1-negativnak adédott.

Kimutattuk emellett, hogy a fent bemutatott TRPV1 expresszios mintdzat
jelentds mértékben valtozik a hajciklus eseményeivel parhuzamosan. Az
interferon-y-kezelt katagén follikulusokban a TRPVI1-ir intenzitds mértéke
ugyanis szignifikdnsan, 32,3 + 6,8 %-kal megemelkedett az ORS teriiletén a

kontroll (azaz anagén) follikulusok értékeihez viszonyitva.

3) A TRPVI-aktivacio dozisfiiggden és specifikusan gdtolja a hajszal
hossznovekedését szortiisz0 szervkulturaban

A TRPV1 human szdrtiiszOben valo jelenlétének leirasa folvetette azt a
kérdést, hogy a receptor milyen funkcionalis szerepet tolthet be a szortiiszo
kiilonb6zd ¢lettani folyamataiban. 1zolalt szortiiszé szervkultarat felhasznalva
megallapitottuk, hogy a TRPV1 agonista kapszaicin (5 napos kezelés)
dozisfiiggden, szignifikdnsan csokkentette a hajszalak hossznovekedését.
Kimutattuk azt is, a kapszaicin hatdsa specifikus, hiszen a TRPV1 antagonista
iodo-resiniferatoxin (I-RTX) alkalmazésa teljes mértékben kivédte a kapszaicin
gatlo hatasat. Mindezen adataink a TRPV1 hossznovekedést szabalyozo

specifikus szerepére utalnak.
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4) A kapszaicin dltal kivaltott TRPV 1-aktivacio gatolja a mdrix keratinocytik
proliferaciojat és apoptozist indukal

Mivel a TRPVI1 aktivalasat kovetden a szdrszal hossznovekedése
jelentésen lecsokkent, kivancsiak voltunk, hogy a szdrszal eldallitasaban
meghatdroz6 szereppel birdé martix keratinocytdk egyes sejtfolyamatai
(proliferacié ¢€s apoptozis) valtoznak-e a kezelés hatdsara. A kontroll és
kapszaicin-kezelt metszeteken a proliferaldo és apoptotikus sejtek egyidejii
kimutatasara szolgaldo Ki-67/TUNEL festéseken vizsgaltuk az Auberth-vonal
alatt elhelyezkedd matrix keratinocytakat. A kontroll, nem kezelt hajfollikulusok
matrix keratinocytdiban szdmos aktivan proliferalé sejtet taldltuk, mig az
apoptotizalt keratinocytak szdma elhanyagolhat6 volt. A TRPV1 aktivalasat
kovetden megfordult a proliferald és apoptétikus sejtek aranya; azaz kapszaicin
alkalmazdsa sordn a sejtek nagy hanyada TUNEL-pozitiv volt (vagyis
programozott sejthaldlon ment keresztiil), mig az osztodd sejtek aranya a

kontrollhoz képest jelentdsen lecsokkent.

5)A TRPVI stimuldlisa anagén-katagén transzformadciora jellemzo
morfologiai valtozasokat okoz

A kovetkezd 1épésben  hematoxilin-eozin  festett metszeteken
follikulosokat anagén ¢és katagén csoportokba sorolva megallapitottuk, hogy a
kontroll follikulusok nagy része az anagén VI staddiumban 1évd szOrtiiszd
jellegzetes képét mutatta. A kapszaicin-kezelés eredményeként ugyanakkor
szdmos, a korai regresszios, vagyis katagén fazisra jellemzd szdvettani valtozas
lépett fel. Azaz a TRPV1-aktivalas hatasara a DP elvékonyodott, a dermalis
fibroblasztok lefelé vandoroltak, majd orsé alakti format vettek fel. A matrix
keratinocytak rétege szintén elvékonyodott, a hajszal és a DP kozott igy egy
hidszeri sejtréteget alakult ki. Jellemz6 volt tovabba a pigmentacid jelentds

csokkenése is a felhtizodott hajszalban.
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Minthogy a kapszaicin-kezelést kovetden a szOrtiiszOkben a korai katagén
kialakulasaval jelentds pigmentéacido-csokkenést tapasztaltunk, szerettiik volna
kideriteni, hogy ez elsddlegesen a katagén-indukcio, vagy a direkt TRPV1-
stimul4cié miatt kovetkezett-e be. Ezen kisérletet olyan szervkultiran végeztiik,
melyben kapszaicin hatdsara még nem alakultak ki a katagénre utalo morfologiai
valtozasok. A szOrtiiszokon Fontana-Masson festést végezve azt tapasztaltuk,
hogy a kezeletlen és kapszaicin-kezelt szOrtiiszok melanintartalmaban nem volt
szignifikans eltérés, tehat a melanin mennyiségének csokkenése nem vezethetd

vissza kozvetleniil a TRPV1 aktivalasara.

6) A TRPVI-aktivacio nem befolydsolja a differencidaloddasi marker filaggrin
expressziojat

A kapszaicin hatdsara bekdvetkezett morfologiai valtozasok és katagén
kialakuldsa felvetette annak a lehetdségét, hogy a TRPVI1-aktivacid a
keratinocytdkban differencidlodasi folyamatokat indithat be. Ezen kisérletiink
soran kapszaicin-kezelt, de a katagén transzformacié jegyeit még nem mutatd
follikulusokat hasznalva vizsgaltuk a differencialédasi marker filaggrin
expresszids mintdzatat kontroll és kezelt follikulusokban. Megallapitottuk, hogy
a filaggrin kifejez6dése mindkét esetben a differencidlédott ORS és IRS
keratinocytdkra lokalizalédott. A festések intenzitasdt denzitometriasan
elemezve ugyanakkor azt figyeltiik meg, hogy nem tapasztalhatd szignifikdns
eltérés a filaggrin expresszidjaban a TRPVI1-aktivacid hatdséra, vagyis a
receptor feltehetéleg nem jatszik szerepet a differencidlodasi folyamatok

iranyitasaban.

7) A TGFf, jelatviteli utvonal résztvehet a hajnovekedést gatlo TRPVI
szignalizdacioban
A TGF; egy, a hajciklus negativ regulatoraként szdmon tartott molekula,

mely a kapszaicin hatasdhoz nagyon hasonlé morfologiai valtozésokat okoz
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szOrtlisz0  szervkultaraban. Mind immunhisztokémiai, mind RT-PCR
modszerekkel megallapitottuk, hogy rovid idejii kapszaicin-kezelést kovetden a
TGFB, szintje jelentésen megemelkedett nemcsak az ORS keratinocytakon,
hanem a DP-ban és a matrix keratinocytakban is. A TGFf, neutralizal6 antitest
jelenlétében elvégzett kisérlet soran azonban kideriilt, hogy az ellenanyag csak
részben volt képes kivédeni a kapszaicin hosszndvekedést gatldo hatasat; vagyis
az altalunk megfigyelt, a TRPV1-aktivaciot kovetd jelenségeknek valosziniileg

csak egy része a TGF[, felszabaditasanak kézvetlen kovetkezménye.

8 A TRPVI a tenyésztett ORS keratinocytakban is megtalalhato és
funkciondlis Ca’*-csatornaként mitkédik

A tovabbiakban a TRPVI-stimuldci6 celluldris hatasait kivantuk
tanulmanyozni a receptor hatasmechanizmusdval kapcsolatos kérdések
tisztazasara. Sejtszintll kisérleteinket a humén szdrtiisz6 ORS keratinocytaibol
készitett primer kultardkon végeztilk, parhuzamosan az immortalizalt,
epidermalis eredetl, a TRPVI1-et bizonyitottan expresszalo6 HaCaT
keratinocytakkal. Western blot, immuncitokémia és Q-PCR alkalmazasaval az
irodalomban elséként sikeriilt kimutatnunk a TRPVI1 jelenlétét ORS
keratinocytdkban, a pozitiv kontroll értékeivel 6sszehasonlithatdé mennyiségben.

Funkcionalis kalciummérés segitségével emellett megallapitottuk, hogy a
kapszaicin-kezelés — hasonléan a HaCaT keratinocytidkban tapasztaltakhoz —
dozisfiiggden megemelte az [Ca*']i-t ORS keratinocytdkban. Bebizonyosodott
tovabba, hogy a kapszaicin ezen hatasa specifikus, hiszen a TRPV1 antagonista
[-RTX mindkét sejttipus esetében megakadalyozta a kapszaicin altal kivaltott
[Ca’ ]-ndvekedést. Mindezen adatok alapjan elmondhatd, hogy a receptor

funkcionalis Ca®-csatornaként mitkddik ORS keratinocytakban is.
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9) A TRPVI-aktivdcio gatolja a proliferdciot és apoptozist indukdl tenyésztett
ORS és HaCaT keratinocytikon

Az ORS ¢és HaCaT keratinocytdk proliferacidjanak BrdU ELISA
moddszerrel valdé nyomonkdvetése sordn kideriilt, hogy a kapszaicin
szignifikdnsan, dézisfiiggden, valamint specifikusan (azaz [-RTX adagolédsaval
kivédheté mdédon) csokkentette az 0sztdddo ORS ¢s HaCaT keratinocytak szamat
magas (2 mM) Ca”"-tartalm tenyésztd oldatban. Ugyanezt a kisérletet alacsony
(0,4 mM) Ca*'-tartalm oldatban is elvégezve azt tapasztaltuk, hogy ilyen
koriilmények kozott a kapszaicin proliferacidt gatlo hatasa kevésbé érvényesiil;
azaz a TRPV 1-stimulaciot kovetd proliferacid-csokkenés valésziniileg az [Ca™'];
novekedése altal valésul meg. Ezt tdmasztotta ala aramldsos citometrias
megfigyelésiink is, mely a proliferaciés markerek (PCNA, proliferating cell
nuclear antigen, Ki-67) mennyiségének csokkenésérdl szamolt be a TRPVI-
aktivacio hatasara. Kimutattuk emellett, hogy a kapszaicin-kezelés hatasara
jelentdsen megemelkedett az ORS keratinocytdkban az apoptdtikus marker
Annexin-V mennyisége, mely a programozott sejthalal TRPVI-medialt

beindulasara utal.

10) A TRPVI-aktivdacio megvaltoztatia a hajciklus szabdlyozo molekuldainak
kifejezodését tenyésztett ORS keratinocytakban

Utolso 1épésként azon citokineket és ndvekedési faktorok kifejezddését
vizsgaltuk, melyeket a hajciklus pozitiv vagy negativ regulatoraiként ismeriink.
ORS keratinocyta tenyészetek kapszaicin-kezelését kovetden megéllapitottuk,
hogy a TRPV1-aktivacio hatasara szignifikdnsan csokkent a pozitiv szabalyozo
HGF, IGF-I ¢és SCF faktorok kifejezodése, mig a negativ regulator IL-1B és a
mar emlitett TGF[3, megndvekedett mennyiségben volt kimutathatd. Az éaltalunk
kivalasztott tovabbi molekuldk (FGF-5, IFNy ¢és TNFa) expresszidjara a

TRPV1-aktivacidé nem gyakorolt mérhetd hatast.
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MEGBESZELES

1) A TRPV1 kifejezddése humdan borben és a bor fiiggelékeiben

Vizsgalataink elsd részében a TRPV1-et sikeriilt kimutatnunk a kordbban
mar jellemzett epidermalis keratinocytakban, valamint, az irodalomban elséként
az epidermalis Langerhans-sejtekben. A dermiszben elhelyezkedd szenzoros
neuronokon kiviil ugyanakkor szdmos maés, nem-neurondlis elemen is
megtaldltuk a receptort; ugymint a faggyimirigyekben, verejtékmirigyek
epitheliuman, az erek endotheliuméban és simaizom sejtjeiben, a dermalis
simaizom kotegekben, valamint a dermalis hizdsejteken. A boOr epidermalis
keratinocytdihoz hasonléan a szOrtlisz6 (mind a bdérben in situ, mind a
szervtenyészetekben) kiilonféle keratinocytdiban is detektalhatod volt a receptor:
mind az ORS, mind az IRS, valamint a matrix keratinocytak is kifejezték a
TRPV1-et, szemben a fibroblasztokkal (dermalis, CTS, DP) és melanocytakkal.
Fontos megjegyezni, hogy a matrix, valamint gyokérhiively keratinocytak
eseteben a TRPV1 expresszios mintazata szignifikdns modon megemelkedett a
utalhat, hogy a szoértiiszoben megfigyelhetd ciklikus valtozasok jelentds
mértékben képesek a TRPV1 expressziojanak szabalyozasara.

Eredményeink azt mutatjdk tehat, hogy a TRPV1 a bdér szamos, akar
eltérd eredetli és miikodésii sejtjén is jelen van. Ezzel tovabb bdviil a TRPV1-et
expresszald nem neurondlis jellegli szOvetek szama, hasonléan mas olyan
receptorokhoz (pl. kolinerg, tachykinin, glutamét és kannabinoid receptorok),

amelyeknek korabban csak idegrendszeri strukturdkban tulajdonitottak szerepet.

2) A TRPVI1 funkciondlis szerepe a szortiiszé biologiai folyamatainak
szabalyozdasdaban
A  TRPV1 ilyen széleskorii kifejez0dése a bodrben; az eltérd

differencialtsagi foku keratinocytak kiilonb6z6 expresszids mintazata; valamint
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gy

mértékil kifejezddése rogton folvetette a kdvetkezd kérdést: mi lehet a receptor
szerepe ebben a rendszerben?

Sz06rtlisz6 szervkultirat haszndlva, a follikulusokat a TRPV1 agonista
kapszaicinnel kezelve azt tapasztaltuk, hogy a TRPV1 aktivéalasa dozisfiiggden
¢s specifikus modon meggatolta a hajszdl hossznovekedését. Ezzel
parhuzamosan morfoldgiai vizsgéalataink sordn azt tapasztaltuk, hogy a
hossznovekedés csokkenése egylitt jart a korai katagén stddiumhoz hasonlo
jegyek kialakuldsaval. Vagyis a hajszal képzddésének lelassulasat feltehetdleg
egy olyan komplex folyamat kisérte, amely a szortiiszé szamos kompartmentjére
kiterjedd valtozdsokra vezethetok vissza. Mint arr6l mar szamos szerzd
beszamolt, a katagén létrejottét a fOleg keratinocytdkra és melanocytdkra
kiterjedd programozott sejtelhalds kiséri. Hasonl6 jelenséget tapasztaltunk mi is
kisérleteink soran; vagyis a kapszaicin-kezelést kovetden a matrix
keratinocytakban szamos TUNEL-pozitiv, azaz apoptotizalt sejtet detektaltunk,
mig a proliferdld (Ki-67 pozitiv) sejtek szdma jelentdsen lecsokkent. Ezen
eredményiink  O0sszhangban van mas  kutatécsoportok  altal  leirt
megfigyelésekkel, miszerint a TRPV1 aktivacidja in vitro apoptdzis létrejottét
eredményezi szamos sejttipusban, pl. glia sejtekben, timocitakon, stb.

Eredményeink alapjan emellett gy tiint, hogy 0Osszefiiggés lehet a
hajciklust negativan szabalyozdé TGFf, és a TRPV1 jelatviteli Gtvonala kozott.
A kapszaicin-kezelt follikulusok esetében ugyanis igen jelentés TGEFf,
expresszid-novekedést tapasztaltunk. Mivel azonban a TGF,-t neutralizald
antitest a kapszaicin novekedést gatlo hatasat csak részlegesen védte ki, azt kell
feltételezniink, hogy a TGFP, bar nagy valoszinliséggel szerepet jatszik a
TRPV1 hatasainak kozvetitésében, mas jelatviteli utvonalak befolydsaval is
szamolnunk kell. Mindazonéltal az irodalomban ez az els6 olyan megfigyelés,
mely a TGFfB, és a TRPV1 jelatviteli utvonalanak konvergenciajat mutatja be.

Ehhez hasonlo, de mas faktorok termelddését érintd osszefliggésekrdl korabban
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mar tobben is beszamoltak; a TRPV1 aktivaciojanak hatasara citokinek és mas
novekedést  befolyasold6  molekuldk  (interleukinek, prosztaglandinok)
szabadulnak fel pl. hizosejtekbdl, bronchialis epitheliumbdl és keratinocytakbol.

Ezen megfigyelésiinket erdsitették a tenyésztett ORS keratinocytakkal
kapott eredményeink is. Megallapitottuk, hogy az ORS sejtek kapszaicinnel valo
kezelése megvaltoztatta szamos, a hajciklus szabalyozasaban fontos szabalyozo
szerepet betoltd citokin és novekedési faktor kifejezddésének intenzitdsat.
Szignifikansan csokkent a pozitiv szabalyoz6 HGF, IGF-I1 és SCF faktorok
termelése, mig a negativ regulator IL-1B és a mar emlitett TGF[3, expresszioja
szignifikansan megnétt. Ugy tiinik tehat, hogy a TRPV1 aktivacidja beavatkozik
az ORS keratinocytdk, igy a hajfollikulusok citokinjeinek ¢és novekedési
faktorainak termelésébe, vagyis a TRPV1 a novekedés ¢&s fejldédés
kulcsmolekuldi expresszidjanak modositasa, valamint az apoptozis ¢és
proliferdci6  szabdlyozasan keresztil a szOrtlisz6 komplex biologiai
folyamatainak is kdzponti irdnyitoja lehet.

Kisérleteink soran a TRPV1 sejtszintii szerepét is vizsgaltuk, a fent
emlitett ORS, illetve az epidermalis immortalizalt HaCaT keratinocytékat
alkalmazva kisérleti modellként. A TRPV1 fehérjét, valamint a specifikus
mRNS szakaszt sikerrel mutattuk ki tenyésztett ORS keratinocytakban, a pozitiv
kontrollként hasznalt HaCaT keratinocytakéval Osszevethetdé mennyiségben;
nem taldltunk ugyanakkor immunreaktivitast a tenyésztett fibroblasztokon. Ezen
kifejez6dési mintazat j6 6sszhangban volt a teljes boérben, illetve szOrtiisz6ben
latottakkal, ahol a kiilonb6zd lokalizacioju keratinocytdkban megtaldltuk a
TRPV1-et, mig a fibroblasztok kiilonféle populacidiban nem.

A TRPV1 szamos neurondlis €s non-neurondlis sejten, tobbek kozott a
HaCaT keratinocytakon is, funkcionalis Ca* -permeabilis csatornaként miikodik.
egyenesen aranyosan nétt az [Ca®’]; mennyisége, sugallva, hogy a kapszaicin

aktivalja a TRPV1-et, aminek Ca*'-bedramlas a kovetkezménye. Ezt latszik
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alatdmasztani az a megfigyelés is, hogy a kalciummentes térben torténd
mérések, illetve a TRPV1 antagonista I-RTX alkalmazdsa sordn nem
tapasztaltunk valtozast az [Ca®')i-ban. Megallapithatjuk tehat, hogy az ORS
keratinocytak is a receptor funkcionalis formajat fejezik ki.

A proliferaciés folyamatokat nyomon kovetve azt tapasztaltuk, hogy a
kapszaicin-kezelés igen hatékonyan csokkentette a proliferaldé ORS, valamint
HaCaT keratinocytdk szamat. Ugyanezen kisérletet csokkentett kalcium-
tartalma oldatban is elvégezve nem tudtuk reprodukalni az elézdekben
tapasztaltakat, vagyis arra kovetkeztethetiink, hogy kozvetlen 6sszefliggés lehet
a [Ca™"]; novekedése és a TRPV 1 agonista proliferaciot gatlo hatasa kozt. Ezzel
feltehetden betekintést nyertiink a capsaicin lehetséges celluldris hatds-
mechanizmusdba az ORS ¢és HaCaT keratinocytak proliferacidja soran, mely
szabalyozas a follikulusok bioldgiai folyamataiban is fontos szerephez juthat.

Erdekes megfigyelésiinknek adodott ugyanakkor, hogy —hasonloéan a
follikulus szervkultardban végzett kisérleteink eredményeihez—a TRPV1
aktivacio (és a kovetkezményesen kialakuldo kalciumbedramlds) nem
befolyasolta a tenyésztett ORS keratinocytak terminalis differencialodési
folyamatait, melyrél kordbban bebizonyosodott, hogy jelentés kalciumfiiggést
mutat. Ezen jelenséget az aldbbiakkal magyarazhatjuk: (1) a TRPV1 aktivaciot
kovetd apoptozis indukcidja, a katagén atalakulas beinditdsa, valamint a
proliferacio gatldsa hamarabb bekovetkezett, mint a differencialéddsi markerek
kifejez0désében megfigyelheté esetleges valtozasok; (2) a szOrtiiszd
szervkultura, valamint az ORS keratinocyta tenyészetek fenntartdsahoz hasznalt
oldatok (sziikségszerlien) igen magas kalciumtartalma mar 6nmagéaban jelentds
mértékben megemelte a differencalodasi markerek expresszidjat, melyet a
TRPV1 aktivaciéja altal kialakitott [Ca*"]-emelkedés tovabb méar nem volt
képes novelni sem a follikulus szervkulturaban, sem tenyésztett ORS
keratinocytdkon; (3) mint az irodalmi és sajat adatainkbol kidertil, a kapszaicin

hatdsa a kiilonféle sejtfolyamatokra jelentds dozis- és sejtfiiggést mutat; azaz a
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TRPV1 aktivacidja differencialt modon befolyasolja példaul a citokintermelést
¢s -felszabaditast, a sejthalélt, vagy a differencidlodast kiilonféle sejteken; (4)
végezetiil nem kizart, hogy a kapszaicin-kezelés hatdsara kialakulo, a szdrtiiszd
folyamatait szabalyozd gének expresszids mintdzatdban bekdvetkezd komplex
valtozasok ereddjeként nem sziikségszertien indul be, illetve fejezédik be
minden egyes, a TRPV1-aktivacio kovetkezményeként megemelkedett [Ca®'];

altal potencidlisan befolyasolt sejtfolyamat.

3) A TRPV1 ,,kettis aktivacioja” — Terdapidas megfontolasok

A boOrben talalhato szenzoros neuronok, valamint nem-neuronalis
sejttipusok  (fO0ként a hizosejtek, epidermalis keratinocytdk, szortiisz6
sejtpopulacioi) kozott szoros anatdmiai kapcesolat van. Kimutattdk, hogy ezen
szenzoros neuronok szoveti excitacidja kiilonféle neuropeptidek (pl. P-anyag)
hizosejt degranulacid; citokinek felszabaditdsa) valtja ki. A termelt anyagok
ezutan visszahatnak a szenzoros neuronokra, kialakitva a kiilonféle fiziologias €s
patologias borfolyamatokban kdzponti szerepet jatszo kétirdny( neurondlis —
nem-neuronalis sejthaldzatokat.

A fenti szenzoros neuronokat aktivaldo kapszaicint széles korben
alkalmazzak boérgydgyaszati megbetegedésekben (psoriasis, prurigo nodularis,
notalgia paresthetica, pruritus ani, urémids pruritus, stb.) a kronikus gyulladaés, a
fajdalom, valamint a kapcsolodoé viszketés csillapitasara/gyogyitasara. Mindezen
alkalmazasok sordn ugy gondoltdk, hogy a TRPV1 agonista a szenzoros
neuronok deszenzitizdcidja, valamint az afferens végzédések neuropeptid-
tartalmanak kitiritése révén fejti ki a kivant hatast, mintegy ,,felfliggesztve” a
fent emlitett kétiranyi neurondlis — nem-neurondlis sejthalozat miikodését.

Jelen adataink ugyanakkor felvetnek egy jelentds klinikai relevanciaval is
bir6 1j hipotézist, amit nevezhetink a TRPVI1  kettds aktivaciojanak”.

Elképzelésiink szerint a bor neuronalis €s nem-neuronalis sejttipusain egyarant

23



megtaldlhatd TRPV1-en hatd, terapiasan alkalmazott kapszaicin hatasara a bor
szenzoros axonjaibol, valamint a TRPV1-et ugyancsak kifejezd szamos nem-
neuronalis sejtféleségbdl egyidejiileg szabadulnak fel neuropeptidek, illetve mas
anyagok (pl. hisztamin, gyulladdsos mediatorok). Mivel a legtobb felszabadult
agens receptora mind a neuronokon, mind a nem-neurondlis elemeken is
megtaldlhatd, a hatds ereddjeként jelentdsen felgyorsulhat a kétiranyu
funkcionalis sejthalézat miikodése. A szOrtlisz0 bioldgiai folyamatainak
szabalyozasat tekintve ez pl. eredményezheti azt, hogy a hajciklus
szabalyozéasaban szerepet jatszd, a szenzoros neuronokbol felszabadulo P-anyag,
valamint a follikulus novekedését ugyancsak szabdlyozé TRPVI1-pozitiv
hizosejtek egyiittesen jelennek meg, illetve aktivalédnak, ami tovabbi, TRPV1
¢és neurokinin receptorokon keresztiili hizésejt-degranuldciot eredményezhet.

Bemutatott eredményeink, valamint a fent vazolt hipotézis tiikrében ugy
tinik, hogy nagy jelentdséggel birhat a TRPV1 non-neuronalis expresszids
mintdzatanak meghatdrozasa kiilonféle bdrbetegségekben. Ezt erdsiti azon
megfigyelés is, miszerint prurigo nodularisban — ahol az alkalmazott kapszaicin
mind a korkép vezetd tlinetének szadmitd viszketést, mind a kialakuld
bortiineteket hatdsosan gyogyitotta — jelentdsen megemekedett az epidermalis
TRPV1 expresszioja.

Végezetiil megallapithatjuk, hogy jelen eredményeink a szOrtiiszd
biologiai folyamatainak egy 1j, ,tiizes” szerepléjét mutatjdk be, mely —a
szOrnovekedést gatld természetébdl fakaddan — kiilonféle TRPV 1-re hatd szerek
borgydgyaszati alkalmazasdnak tovabbi potencidlis lehetdségét sugallja (pl.
TRPV1 agonistak adagoldsa hirsutismusban, illetve antagonistdk kiprobalasa
effluviumban, valamint alopecia kiilonféle forméiban). A TRPV1 exogén, avagy
endogén aktivacioja kovetkezményeként kialakuld anti-proliferativ hatas
elemzése pedig olyan hiperproliferativ borgyogyaszati korképekben kecsegtet jo
eredménnyel, mint pl. keratosisok, keratoacanthoma, vagy akér rosszindulata

bdrdaganatok (squamosus carcinoma).
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OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn a vanilloid receptor-1 (TRPV1) funkcionalis szerepét
elemeztiik a humdan bor €s szOrtiiszé biologiai folyamataiban. Megallapitottuk,
hogy a TRPV1 a human bdr szamos sejttipusdban (epidermalis keratinocytak és
Langerhans-sejtek, dermalis szenzoros neuronok, erek simaizma és az
endothelium, dermalis simaizomkotegek, hizosejtek, faggyamirigyek és
verejtékmirigyek epitheliuma) kifejezddik. A szortiiszOkben szintén jelentds
TRPV1 immunreaktivitast figyeltink meg az ORS ¢és IRS, illetve martix
keratinocytdkon. Azonos expresszids mintdzatot taldltunk a tenyésztett anagén
VI follikulusokban, ugyanakkor katagén szortiisz6 megemelkedett TRPV1
expresszidt mutatott. Funkcionalis kisérleteinkben megallapitottuk, hogy
follikulus szervkultirdban a TRPV1 specifikus aktivalasa az agonista
kapszaicinnel a hajszal hosszndvekedésének gatlasat okozta. Bebizonyosodott az
is, hogy ezen novekedés-gatlas egyiitt jart a follikulusok anagén-katagén

crer

transzformdaciojaval, valamint a matrix keratinocytdk apoptozisanak
nem kisérte a differencidlodasi programok beindulasa, illetve a pigmentképzés
megvaltozdsa. Kimutattuk azt is, hogy a kapszaicin-kezelést kovetden
megemelkedett a hajciklus negativ regulatoranak, a TGFf3, szintje. A tenyésztett
ORS keratinocytdkon megéallapitottuk, hogy a TRPV1 aktivalasa lecsokkentette
a sejtek proliferacidjat, apoptdzist indukalt, de nem befolydsolta a
differencidlodési markerek szintjét. Kimutattuk emellett, hogy a kapszaicin
hatdsadra megvaltozott szdmos, a hajciklus szabalyozasadban résztvevé molekula
mennyisége (a pozitiv reguldtorok szintje csokkent, mig a szorndvekedést gatlo
faktorok expresszioja emelkedett). Végezetiill bebizonyosodott, hogy ezen
cellularis hatasok nagy valosziniiséggel az [Ca*]; TRPV1-fliggd névekedésén

keresztiil valosultak meg. Mindezen adataink a TRPV1 kozponti szerepére

utalnak a human szdrtiisz6 bioldgiai folyamatainak szabéalyozasdban.
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