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ROVIDITESEK JEGYZEKE
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BEVEZETES

A vanilloid receptor 1: A kapszaicin receptortél a TRPV1-ig

Kapszaicin szenzitiv neuronok — a kapszaicin celluldris hatdsai

A kapszaicin (8-metil-N-vanillil-6-nonenamid) (1. dbra) a vildgszerte széles korben
fogyasztott erds paprika (Capsaicum annuum) csipds izéért felelds vegyiilet. Izoldldsat mar a
XIX. szdzadban leirtdk (Tresh, 1846; Szalldsi és Blumberg, 1999), hatdsmechanizmusanak
tanulmanyozdsa azonban napjainkban is szdmos kutatast inspirdl. Az érdeklodés oka tobbek
kozott a kapszaicin széleskorii terdpids felhaszndlasi lehetdségei, hiszen jotékony hatdsardl
szamoltak be pl. kiilonb6zo fajdalom szindrémdk mellett pruritusz, pszoridzis, klaszter-
fejfajas, detruzor hiperreflexia, valamint rhinopétia eseteiben (Hautkappe €s mtsai, 1998).
Kiilonbozo in vitro kisérletes rendszerekben azt is kimutattdk, hogy a kapszaicin képes gatolni

az indukalt karcino- és mutagenezist (Surh, 1999).

H
Vanillil (vanilloid) csoport OH
/
HO O
O
~o AN O
@]
Kapszaicin Reziniferatoxin (RTX)

1. dbra: A prototipusos TRPV 1 aktivdtor vanilloid vegyiiletek szerkezeti képlete

A kapszaicin hatdsmechanizmusat elsOsorban szenzoros neuronokon végzett
kisérleteknek koszonhetden sikeriilt feltarni (Szolcsanyi, 2004). Jancsé Miklds és munkatarsai
mar az 1960-as években ramutattak arra, hogy a primer szenzoros neuronok efferens

funkcidval is birnak, ami kapszaicin el0kezeléssel gatolhatd (Jancsé €és mtsai, 1967; 1968). A



spindlis hatsé gyoki (DRG) és trigemindlis szenzoros ganglionokban elhelyezkedd primer
szenzoros neuronok egy meghatdrozott alcsoportja, melynek sejtjei féleg a kis méretli
sejttesttel és vékony (C-tipusd) axonnal jellemezhetd polimoddlis nociceptorok koziil
keriilnek ki, szelektiv érzékenységet mutat a kapszaicinnel szemben (Jancsé és mtsai, 1977;
Holzer 1991; Szallasi és Blumberg, 1999), igy ezeket az idegsejteket a ,.kapszaicin szenzitiv
neuron” elnevezéssel illették (Szolcsdnyi és Barthd, 1982).

A kapszaicin kémiai szerkezetét 1919-ben irtdk le (Nelson, 1919; Szdllasi és Blumberg,
1999), és igazoltdk, hogy a vegyiilet egy alkaloida, ami a fenol szdrmazék vanillil csoportot is
tartalmazza. Késébb mas vanilloid vegyiiletrdl is kimutattak, hogy képes a kapszaicin hatdsait
utdnozni, ilyen példaul a kutyatejfélék kozzé tartozd Euphorbia resiniferdbdl izolalt
reziniferatoxin (RTX), amelyet a kapszaicin ultrapotens analdgjdnak tartanak (1. &bra)
(Szallasi és Blumberg, 1989; Winter és mtsai, 1990).

A kapszaicin és a rokon vanilloid vegyiiletek celluldris hatdismechanizmusa a szenzoros
neuronokon hirom j6l elkiilonithetd fazissal jellemezhetd. Az elsd a kapszaicin adagoldsat
kovetd excitdcid, melynek sordn a kapszaicin megnoveli a sejtmembran Ca®* és Na'-
permeabilitdsat, ami depolarizici6hoz vezet (Marsh és mtsai, 1987; Wood és mtsai, 1988;
Bevan és mtsai, 1993). Ezutdn mind homoldg, mind heterol6g deszenzitizacio fellép, vagyis a
sejtek mind a vanilloidok (Szolcsdanyi, 1977; Winter és mtsai, 1990), mind egyéb
fajdalomkeltd anyagok (Jancsd, 1949, Szillasi és Blumberg, 1999; Jancsd, 1967; Holzer,
1991; Szallasi és mtsai, 1989) irdnt is érzéketlenné vdlnak. Végiil a kapszaicint nagy
koncentraciéban, elég hosszu ideig alkalmazva a sejteken a harmadik jellegzetes folyamat, a
citotoxicitds valthat6 ki (Jancsé és mitsai, 1977; 1985), mely leginkdbb a megemelkedett
intacellulédris kalciumszintnek, valamint ennek kovetkeztében a kalcium-fiiggd protedzok
fokozott miikodésének tulajdonithaté (Wood és mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990; Holzer,

1991; Chard 1995; Széllési és Blumberg, 1999).

A kapszaicin tamaddspontja: a vanilloid receptor-1 (TRPVI)

A kapszaicin nociceptiv neuronokon valé hatdsait tanulmdnyozva mar egész koran arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy léteznie kell egy olyan specifikus receptornak, ami a vegyiilet
hatdsait kozvetiti (Jancsé és mtsai, 1967). Fluoreszcens kapszaicin analégok és radioaktivan
jelolt RTX kotddését vizsgdlva DRG neuronok membranjdban specifikus RTX koto helyeket
irtak le (Szallasi és Blumberg, 1990; Winter és mtsai, 1993), valamint sikerrel mutattak ki

kapszaicin anal6gokat kotd fehérjéket is (James €s mtsai, 1988; Wood és mtsai, 1990). Az



1990-es évek sordn kideriilt, hogy kapszaicin receptor vagy vanilloid receptor-1 (akkori
terminolégia szerint VR-1, ma mar TRPV1), a tranziens receptor potencidl (TRP) csaldd
vanilloid alcsalddjanak tagja, egy nem-specifikus kationcsatorna.

A TRPV1 pontos szerkezetét a receptor klénozasat kovetéen Caterina és munkatarsai
hatdroztdk meg 1997-ben patkdny cDNS konyvtar felhasznaldsdval. Eredményeik szerint a
patkany TRPV1 egy 838 aminosavbol
felépiilé 95 kDa tomegli fehérje, amit
egy 2514 nukleotidbol 4ll6 DNS
szakasz kodol. A klénozott receptor
vizsgélata soran egyértelmiien
kimutattdk, hogy funkcionalisan nem-
specifikus, féként  Ca**-ionokra
permedbilis kationcsatornaként
mikodik (relativ permeabilitdsa Ca**-

ra nézve Pc/Pn. kozelitbleg 10)

(Caterina és mtsai, 1997). A receptor 6 5 4. A TRPVI szerkezete
transzmembrdn doménbél épiil fel, gy ~ (Paus & misai, 2006 alapjn)

mind az N-, mind a C-termindlis intracellularisan helyezkedik el, az 6tddik és hatodik domén
kozott taldlhaté ,,hurok™ hozza létre a csatorna pérusit. A receptor feltehetden tetramer
formaban alkot funkcionalis csatornat (Kedei és mtsai, 2001; Benham és mtsai, 2002). A
vanilloid kotohely az intracellularis oldalon taldlhaté (Welch és mtsai, 2000), az eddigi
vizsgdlatok szerint kialakitdsdban résztvesznek az N és a C termindlis valamint a 3. 4. és 6.
transzmembriandomén, illetve a 2-3. transmembrandomén kozotti intracelluldris hurok egyes
amindsav maradékai (Jordt és Julius, 2002; Kuzhikandathil és mtsai, 2001; Chou és mtsai,
2004; Johnson és mtsai, 2006). A vanilloid kotéhelyen kiviil a TRPV1 szdmos egyéb koto- és
szabdlyoz6 hellyel rendelkezik, ilyen példdul az intracelluldris N-termindlis szakaszon
taldlhatdé hirom darab ismétlodé ankirin domén, melyek potencidlis protein kindz A
foszforilaciés helyek (Caterina és mtsai, 1997; Kedei és mtsai, 2001), vagy az extracelluldris
oldalon taldlhat6 allosztérikus moduldciés helyek (Garcia-Martinez és mtsai, 2000; Jordt és

mtsai, 2000; Welch és mtsai, 2000). Mindezek lehetdséget teremtenek arra, hogy a csatorna

mikodését szamos kiillonbozo dgens befolydsolja.



A TRPV1 a tranziens receptor potencidl (TRP) csaldd tagja

Szézadunk elejére kideriilt, hogy a TRPV1 a TRP csalddba tartoz6 molekula (Benham
és mtsai, 2002). A TRP csaldd tagjai nagyfoku homoldgidt mutatnak a csaldd névadé tagjaval,
a TRP (tranziens receptor potencidl) proteinnel (Pedersen és mtsai, 2005), melyet a
Drosophila melanogaster retindjaban irtak le (Cosens és Manning, 1969). A TRP klénozasét
(Montell és Rubin, 1989) kovetden hamarosan elsé emlds homolégja (TRPC1) is ismerté valt
(Wes és mtsai, 1995; Petersen és mtsai, 1995). Ma mar szamos molekulat ismeriink, amik
szekvencia és szerkezeti homoldgia alapjan a TRP csalddba sorolhatdk, ezeket tovabbi 7
alcsaladba osztdlyozzak (Pedersen és mtsai, 2005). Emlésokben ebbdl eddig 6 alcsalddot irtak
le, amelyek Osszesen legaldbb 28 tagot szamlalnak (Nilius és mtsai, 2007): a klasszikus
(TRPC), a vanilloid (TRPV), a melasztatin (TRPM), a mukolipin 5 (TRPML), a policisztin
(TRPP) tranziens receptor potencidl proteinek, valamint az ankirin transzmembran protein 1
(ANKTMI1 vagy TRPA1), amely jelenleg a TRPA csalad egyetlen ismert emlds tagja. (A
TRPN alcsaldd tagjait eddig csak alacsonyabb rendli éllatokban irtdk le.) A TRP csalad
altaldnos jellemzdje, hogy tagjai, a TRPVI1-hez hasonléan, 6 transzmembrin doménbdl
felépiilé nem-specifikus kationcsatorndk, melyek j6 része Ca”* jonokra is permedbilis (Moran
és mtsai, 2004; Pedersen és mtsai, 2005; Nilius és mtsai, 2007).

A TRPV1 a TRPV alcsaldd elsé ismert tagja, napjainkig azonban még tovédbbi 5
csatornat soroltak ebbe a csaladba (TRPV2-6). A TRPV alcsaldd tagjai szekvencia homoldgia
alapjan négy csoportra oszthatok: az elsObe a TRPV1 és a hozza leginkabb hasonlit6 TRPV2
tartozik. Ezzel a csoporttal kozelebbi rokonsagot mutaté két csoportot a TRPV3 és a TRPV4
képviselik, mig a TRPVI1-t6l mind strukturdlisan, mind aktivdciés mechanizmusdban
leginkdbb kiilonb6zd csoportot a TRPV5/6 alkotjak (Gunthorpe és mtsai, 2002; Pedersen és
mtsai, 2005). A TRPV alcsaldd tagjai kiilonb6z6 vanilloid csoportot tartalmazo, féleg novényi
eredeti anyagokkal aktivdlhatok, de mindmdig a TRPVI1 az egyetlen ismert kapszaicin
érzékeny receptor (Calixto és mtsai, 2005; Lee és Caterina, 2005). Az acidotikus pH szintén
nem képes az alcsaldd tobbi tagjanak aktivdldsiara, de TRPV1 mellett meleg irdnti
héérzékenységet mutat még a TRPV2 (>52 °C), a TRPV3 (>32-39 °C) és a TRPV4 (>24-32
°C) is (Lee és Caterina, 2005). (Megjegyzendd, hogy a TRP csalddban taldlhaték hideg
érzékeny csatorndk is, mint a TRPA1 (<17 °C) és a TRPMS (<25 °C) — Patapoutian és mtsai,
2003.)



A TRPV1 funkcidja

A TRPVI endogén aktivdcioja

A TRPV1 molekuldris bioldgiai karakterizaldsat kovetden elvégzett nagyszamu kisérlet
sordn bebizonyosodott, hogy a receptort az exogén vanilloid vegyiileteken kiviil szdmos, a
szervezetben képz6dd (ugynevezett endovanilloidok), foként a fajdalom kialakitdsaban
kozponti szereppel bir6 molekula is képes aktivdlni. Ezek koziil a TRPV1 legfontosabb
endogén aktivitordnak (,Jigandjdnak™) tekinthetd6 a hdémérséklet emelkedése (~43°C),
valamint a pH csokkenése (acidézis, pH 5,5) (Caterina és mtsai, 1997; Tominaga €s mtsai,
1998). Megallapitottdk ugyanakkor azt is, hogy ezen hatdsok mellett szdmos, leginkabb
gyulladdsos medidtornak tekinthetd anyag (pl. bradikinin, intra- és extracellularis ATP,
arachidonsav-szarmazékok, leukotriének, lipid-peroxidéicié termékei, stb.) is képes a TRPV1
mukodésének pozitiv befolydsoldsara (Hwang €s mtsai, 2000; Kwak és mtsai, 2000; Piomelli,
2001; Premkumar, 2001; Sugiura és mtsai, 2002; Shin €s mtsai, 2002). Ezek a medidtorok
részben (foként metabotrép) sajat receptoraikhoz kotddve intracelluldris jelatviteli dtvonalak
(kindz-rendszerek, intracelluldris hirvivék) mdédositidsa révén a receptor szabdlyoz6 helyein
kifejtett hatdsokon keresztiil csokkentik a TRPV1 aktivacios kiiszobét, vagyis szenzitizaljdk a
csatornat (Premkumar és Ahern, 2000; Vellani és mtsai, 2001; Shin és mtsai, 2002; Tang és
mtsai, 2004). A szenzitizicié folyamatdban szerepet jatszhat a TRPV1-et koriilvevo
lipidraftok &4trendezddése is, példdul a TRPV1 aktivitdsat gatld foszfoinozitol-bisz-foszfat
(PIP,) foszfolipaz-C (PLC) altali bontdsa (Chuang és mtsai, 2001). A legijabb eredmények
szerint ugyanakkor a PIP, bizonyos koriilmények kozott serkentheti is a TRPV1 miikodését
(Lukacs és mtsai, 2007; Rohacs és mtsai, 2008).

A kozvetett szenzitizacié mellett a lipidmedidtorok egy része kozvetleniil is képes a
TRPV1-et aktivélni. Ilyen példdul az eredetileg endogén kannabinoidként (Devane és mitsai,
1992) leirt anandamid (Zygmunt és mtsai, 1999; Dinis és mtsai, 2004), az N-arachidonil-
dopamin (Huang és mtsai, 2002) vagy a kiilonb6z0 lipoxigenaz termékek (Hwang €s mitsai,
2000; Shin és mtsai, 2002). Az anadamid és a TRPV1 kapcsolata kiilondsen Osszetettnek
tinik. Az anandamid ugyanis a TRPV1 mellett képes a szenzoros neuronokon szintén
megtaldlhat6, gatlé hatdsi kannabinoid receptor-1-et (CB1) is aktivélni, igy, kiilonosen
alacsonyabb koncentracidban, fajdalmas ingeriiletek transzmisszidjat gatolni (Ahluwalia és

mtsai, 2003a). Az anandamid szabélyoz6 szerepét tovdbb arnyalja, hogy a TRPV1 aktivécigja
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(pl. kapszaicinnel) anandamid felszabaduldsét véltja ki ezeken a sejteken (Ahluwalia és mtsai,

2003b).

A neurdlis TRPVI szerepe

A szenzoros neuronokon expresszalodé TRPV1-et szenzitizdlé6 anyagok a receptor
hoérzékenységi kiiszobét csokkenthetik, igy a TRPV1 mar fiziologias hOmérsékleten 1is
aktivalodik és fajdalomérzést valt ki (termadlis hiperalgézia). Mindezek alapjan a TRPV1-et a
kiilonféle (pl. kémiai és termadlis) nociceptiv ingerek hatdsiara kialakulé folyamatok egyik
kozponti integritor molekuldjdnak tekintik (Tominaga és mtsai, 1998; Caterina és Julius
2001). Ezt a koncepciét TRPV1 knock-out egerekkel végzett kisérletek is alatdmasztottdk,
ezeken az egereken ugyanis nemcsak a vanilloidok hatdsara kialakulé f4jdalmas
valaszreakciok hidnyoztak, hanem csokkent a gyulladds hatdsdra kialakuldé termaélis
hiperalgézia is (Caterina és mtsai, 2000; Davis €s mtsai, 2000; Caterina és Julius 2001).

A primer szenzoros neuronok a jol ismert afferens, érz0 funkcié mellett efferens
miikodésekkel is birnak. Ennek soran az aktivdléddasukat kovetden periférids nyulvanyaikban
raktarozott neuropeptideket (pl. P-anyagot (SP), kalcitonin génkapcsolt peptidet (CGRP) és
egyéb neuroaktiv peptideket (Holzer, 1988)) szabaditanak fel lokdlisan. A felszabadult
anyagok az innervdlt szervek nem-neurondlis sejtjein — pl. hizdsejteken, makrofagokon,
limfocitdkon — hatva résztvesznek a lokdlis  trofikus, vazoregulatérikus  és
immunmodulatérikus folyamatokban, amelyek kéros, kaszkdd-szerii feler0sodése neurogén
gyulladés kifejlodéséhez vezet (Geppeti és Holzer, 1996; Black, 2002). Ezen az tton a
TRPV1 aktivdldsa neurogén gyulladast is indukdlhat, de a TRPV1 agonistdk (kapszaicin,
reziniferatoxin) tobbszori alkalmazdsa a sejtek neuropeptid raktdrait kiiiritve és a sejtek
deszenzitizacidjat okozva gatolhatja is a gyulladasos folyamatokat (Bir6 és mtsai, 1997).
Patolégids koriilmények kozott a fent emlitett neuropeptidek koéros mennyiségi
felszabaduldsa hozzdjarulhat bizonyos, a gyulladdsos adaptiacié kisikldsaival jellemezhetd
korképek (asthma bronchiale, colitis ulcerosa, interstitidlis cystitis, arthritis stb.)
kialakuldsdhoz, vagy silyosboddsdhoz is (Campbell és mtsai, 1993; Lundberg, 1993; Yiangou
és mtsai, 2001a, 2001b), igy ezen korképek kezelésében a TRPVI miikodésének
farmakoldgiai befolydsoldsa is szerepet kaphat. A higyhdélyagmiikodés szabdlyozasaban is
felvetették a kapszaicin szenzitiv neuronok szerepét (Maggi €s mtsai, 1989), mig a vanilloid
vegylileteket hatékonynak taldltdk a detruzor hiperreflexia kezelésében is (Lazzeri és mtsai,

1997; Cruz és mtsai, 1997a, 1997b).

11



Fontos hangsilyozni, hogy a TRPVI1 aktivicié hatdsiara a szenzoros efferens
termindlisokbdl a proinflammatérikus neuropeptidek mellett szomatosztatin is felszabadul,
ami viszont antinflammatérikus €s analgesztikus hatdsi (Helyes és mtsai, 2004). Az
antiinflammatérikus hatdst a keringésbe keriilve szisztémdsan fejti ki, mely hatdsban a
szenzoros végzddések efferens miikodésének blokkoldsa, és a proinflammatérikus
neuropeptidek felszabaduldsdnak gétldsa is szerepet jatszik (Pintér és mtsai, 2006). A TRPV1
aktivdcié hatdsdra az anterior hepatikus plexusbdl felszabadulé szomatosztatinnak
feltételezhetéen inzulinszenzitizalé hatdsa is van (Porszdsz €s mtsai, 2003). A TRPV1 pozitiv
szenzoros rostok azonban mds moédon is résztvehetnek a gliik6zhomeosztazis
szabdlyozdsaban; kimutattdk példdul, hogy a pancreast ellat6 TRPV1 pozitiv szenzoros rostok
elimindldsa javitja a gliik6ztolerancidt kiilonboz6é diabetes modellekben (Suri és Széllasi,
2008).

A szenzoros végzOdések izgatdsdn tdl a kapszaicin akut szisztémds alkalmazésa
hipotermiét is kivalt (Jancs6-Gdbor €s mtsai, 1970a; Szolcsdnyi, 2004). Ezzel ellentétben a
TRPV1 antagonistdk tobb fajban is képesek megemelni a testhdmérsékletet (Gavva és mtsai,
2007, 2008). Mindez arra utal, hogy a TRPV1 a fijdalmi ingerek medidldsan és a
neuropeptidek felszabaditdsan til a termoreguldcioban is kdzponti szerepet jatszhat (Montel
és Caterina, 2007; Gavva, 2008). A vanilloidok termoreguldciés hatdsdnak tdmaddspontja
azonban mind a mai napig nem tisztizott. Altaldnosan elfogadott nézet, hogy a periférids
szenzoros neuronokon expresszalodé TRPV1 (esetleg mds TRPV csatorndkkal egyiitt)
befolydsolja a hdszabdlyozast, de a célzottan hypothalamusba adagolt kapszaicin is képes
hipotermidt okozni (Jancs6-Gédbor, 1970b); igy a centrdlis TRPV1 hatds mellett is sz6lnak
bizonyitékok (Caterina, 2007).

A TRPVI1 jelenléte ugyanis az idegrendszerben nem csupdn a primer szenzoros
neuronokra korlatozédik. Régdta ismert, hogy a kozponti idegrendszer kiilonb6zo teriileteire
adott kapszaicin bioldgiai vélaszt eredményez €s jellegzetes morfoldgiai véltozdsokat okoz
(Hajos és mtsai, 1987a, 1987b, 1988). [SH]RTX alkalmazasdval nagy affinitdsi specifikus
kotddést sikeriilt detektdlni kiillonbozd, a primer szenzoros afferentaciotdl tavol esd agyi
struktdrakon is (Acs és mtsai, 1996). A TRPV1 jelenlétét kimutattak majom agyaban a locus
ceruleus, a preoptikus area és a medidlis bazdlis hypothalamus teriiletén (Szabé és mitsai,
2002). A receptor klénozasat kovetden kifejez0dését mRINS és protein szinten is igazoltdk a
kozponti idegrendszer szdmos részén, igy a gerincveld hatsé szarvdban, a hidban, a

cerebellumban, kiilonb6z6 limbikus teriileteken (bulbus olfactorius, hippocampus), a
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cortexben €s a striatumban, valamint a thalamus és a hypothalamus teriiletén (Sasamura és

mtsai, 1998; Guo és mtsai, 1999; Mezey és mtsai, 2000).

A TRPV1 expresszidja és szerepe nem neurdlis sejteken

Mar a receptor klénozdsaval egyidejlileg TRPV-specifikus mRNS szakaszokat mutattak
ki a vesében is (Caterina és mtsai, 1997), az azéta eltelt idOben pedig egyre tobb nem-neuralis
szovet- €s sejtféleségen igazoltdk, hogy a TRPV1 az idegrendszeren kiviil is széles korben
expresszalddik és jelentds funkcidkkal bir. Az Gjabb kutatasok példaul — a neuronok mellett —
a huméan higyhdlyag simaizmdban, epitelidlis és intersticidlis sejtjeiben is kimutattdk a
TRPV1 jelenlétét (Birder €s mtsai, 2001; Ost és mtsai, 2002; Lazzeri és mtsai, 2004; Stein és
mtsai, 2004).

Szintén kimutattdk a TRPV1 jelenlétét a gyomor mucosa epitelidlis sejtjein, humén és
allati mintdkon egyarant (Kato és mtsai, 2003; Kechagias és mtsai, 2005), mikézben azt
taldltdk, hogy a molekula eldzetes aktivicidja kivédheti az alkohol és a savas (pH 4,0) kozeg
okozta sejtpusztuldst (Kato és mtsai, 2003). A TRPV1 expresszigjat a 1égutakban is leirtdk. A
kapszaicin képes a bronchidlis simaizomzat kontrakcigjat kivaltani (Ellis és mtsai, 1997), a
bronciélis epitelsejteken pedig a proinflammatorikus citokinek (IL-6, IL-8, TNFa) termelését
és felszabaduldsiat, majd a sejtek apoptdzisat indukdlja. Ez utobbi sejteken a TRPV1
aktivdciGja specifikus Ca®* bedramldst indukdl, de a sejtek cAMP szintje is fokozddik
(Veronesi és mtsai, 1999a, 1999b; Agopyan és mtsai, 2003a, 2003b).

A TRPV1 timocitdkon is expresszalddik, aktivacidja ebben az esetben is noveli a sejtek
Ca®™ szintjét és apoptozist indukdl (Amantini és mtsai, 2004). Bir6 és mtsai (1998a)
kapszaicin hatdsdra specifikus intracelluldris Ca® koncentrdcié ([Ca®]ic) ndvekedést
tapasztaltak C6 glioma sejteken is. Mikroglia sejteken is kimutattdk a TRPV1 jelenlétét, és
kapszaicin, valamint RTX 4ltal indukélt sejtpusztldst is leirtak, amit az intracelludris Ca®*
koncentraci6 megemelkedése €s a kovetkezményes mitokondridlis kdrosodas valtott ki. A
hatds mind TRPV1 antagonistakkal, mind az intracelluldris Ca** megkotésével kivédhetének
bizonyult, ami meggydzden tdmasztja ala a TRPV1 szerepét a fenti folyamatokban (Kim és
mtsai, 2006).

A kapszaicinrdl kimutattdk, hogy tumorosan transzformalt sejtek apoptdzisat is képes
kivaltani. Ezt demonstraltdk, tobbek kozott, agydaganatbdl szarmazé glioblasztoma
sejtvonalon (Lee és mtsai, 2000), C6 glioma sejteken (Qiao és mtsai, 2005), humaén

méhnyakrdkbdl szdirmazé HeLa sejteken (Takahata és mtsai, 1999), mdjrakbdl 1étrehozott SK-
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Hep-1 sejtvonalon (Jung és mtsai, 2001), emlé karcindmabdl szarmazé MCF-7 sejteken
(Tuoya és mtsai, 2006), de a fenti esetek egyikében sem igazolddott a TRPV1 szerepe a
folyamatban. Habar a prosztatardkbdl szdrmazé LNCaP és PC-3 sejtvonalak funkciondlis
formdban expresszdljdk a TRPV1-et, és a kapszaicin képes kivéltani ezen sejtek apoptdzisat,
az apoptozis feltehetben a TRPV1-t6l fiiggetlen utvonalon valésul meg, mert a receptor
specifikus antagonistdi nem voltak képesek kivédeni a kapszaicin apoptdzist okozd hatdsit
(Sanchez és mtsai, 2005, 2006; Mori és mtsai, 2006). Ugy tlinik tehat, a vanilloid vegyiiletek
szamos, a TRPV1-t4l fiiggetlen uton is képesek lehetnek apoptodzis kivaltasara (Hail, 2003).
Szdmos kutatds beszamol a kapszaicin hatdsar6l immunkompetens sejteken is.
Kimutattdk, hogy a kapszaicin — a szenzoros neuronokhoz hasonléan — a huméan monocitdkon
és makrofagokon, valamint limfocitdkon is kivaltja a SP felszabadulasat (Ho és mtsai, 1997;
Lai és mtsai, 1998), valamint fokozza a humén polimorfonukledris sejtek migraciéjat (Partsch
és Matucci-Cerinic, 1993). Emellett Ca**-csatornaként miikédé TRPV1 jelenlétét igazoltak
hizésejteken, ahol a kapszaicin interleukin-4 (IL-4) felszabadulést valtott ki (Bird és mitsai,
1998b). A TRPV1 mRNS jelenlétét neutrofil granulocitdkban is leirtdk (Heiner és mitsai,
2003), mig humén periférids vér limfocitdkban gazdak mononukledris sejtjein mRNS és
protein szinten egyardnt kimutattdk a receptor expresszidjat (Saunders és mtsai, 2007).
Bakteridlis lipopoliszacharid (LPS) indukélt egér peritoneélis makrofagokon kimutattak, hogy
a kapszaicin képes gétolni a PGE, szintézisét és az indukdlhatd nitrogénmonoxid-szintazt
(INOS-t), valamint az NF-kB transzkripciés faktor inaktivacidjat eredményezi. Ugyanakkor
ugy tinik, hogy a kapszaicin ezen hatdsaiban a TRPV1 nem jatszik szerepet (Kim és mitsai,

2003; Chen és mtsai, 2003).

A faggyumirigy és a szebocitak

A faggyimirigy (glandula sebacea) a bdr dermiszében lokalizdlodé holokrin
elvadlasztdsi mirigy, ami az esetek dontd tOobbségében szOrtiiszOhdz kapcsolédik. A
faggyumirigy sejtjei a szebocitdk, melyek legismertebb funkcidja a véltozatos lipidosszetételt
faggyu (szébum) termelése (Thody és Shuster, 1989). A faggyd szdmos, elsdsorban neutrdlis
lipidbdl tevddik Ossze; nagyobb mennyiségben tartalmaz tobbek kozott triglicerideket, szabad
zsirsavakat, viasz-€észtereket, koleszterint és szdrmazékait, igy pl. a szebocitdkra kiilondsen
jellemzd szkvalént (Smith és Thibout, 2008). A szébum allatokban szerepet jatszik a bunda
impregndciéjaban és a hdszigetelésben, egyes fajok esetén pedig a szexudlis és teriiletjelzd

ferromononok kivdlasztasdra specializdlédtak faggyumirigyek. Mivel emberben ezek a
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funkciok jorészt felismerhetetlenek, sokdig tgy gondoltdk, hogy az emberi faggyimirigy
csupdn egy evoldcidés reliktum, mely ugyan hozzdjarul a bor lipidosszetételének
kialakitdsahoz, élettani szerepe azonban legaldbbis kérdéses (Pochi és Strauss, 1977). Az
utébbi idok kutatdsai azonban egyértelmiien igazoltdk, hogy a szebocitdk szerepe nem meriil
ki a bor passziv, barrier funkcidjanak kialakitdsdban. Szdmos parakrin, endokrin és
immunoldgiai funkcidjaval dontden hozzdjarul a bor normdl homeosztatikus miikodésének
kialakitdsahoz és résztvesz azok szabdlyozdsiban (Zoubouilis 2004; Zoubouilis és mtsai
2008a).

A faggyumirigy fenti funkcidinak felderitéséhez nagyban hozzdjarultak a kiilonbo6z0, in
vitro 1s vizsgalhaté szebocita modellek. A kiilonboz¢o allati modellek (pl. ragcsalok
preputiondlis mirigyébdl szarmazé sejtek (Potter és mtsai, 1979; Wheatley és mtsai, 1979)
vagy horcsog fiilének faggyimirigyei (Plewig é€s Luderschmidt, 1977)) mellett egyre nagyobb
szerepet kaptak a human szebocitdk in vitro tenyészetei (Zouboulis és mtsai, 1998, 2008b). A
primer szebocita tenyészetek fenntarthatosdgat azonban nagyban limitalja a sejtek termindlis
differencidloddsa (Rosenfield, 1989; Fujie és mtsai, 1996), ezért a kutatdsok szdmdra igen
hasznosnak bizonyultak a human faggyamirigybdl létrehozott sejtvonalak, igy a SEBI1
(Thibout és mtsai, 2003), az SZ95 (Zouboulis és mtsai, 1999), vagy a legtijabban kifejlesztett
Seb-E6E7 (Lo Celso, 2008). Ezeken az in vitro modelleken napjainkban is zajlé kutatdsok
egyre mélyebb bepillantdst engednek a szebocitdk miikodésének molekularis szintii
reguldcidjaba is.

Régota ismert, hogy az androgének serkentik a faggyimirigyek miikodését €s a szébum
termelését (Pochi €s Strauss, 1977; Thody and Shuster, 1989). A szebocitdk azonban maguk is
rendelkeznek a szteroid hormonok produkcidjahoz sziikséges enzimaparatussal (Chen és
mtsai, 2002; Thiboutot és mtsai, 2003), valamint képesek az androgének metabolizdl4sara is
(Fritsch és mtsai, 2001; Seifert és mtsai, 2007).

A szebocitdkon az androgének hatdsdnak kifejlodéséhez ugy tlinik a peroxiszoma
proliferdtor aktivalt receptorok (PPAR-ok) aktivitdsa is sziikséges (Rosenfield és mtsai, 1998;
Makrantonaki és Zouboulis, 2007). A nukledris receptorok kozé tartoz6 PPAR-ok kozponti
szerepet jatszanak a lipidanyagcsere szabdlyozdsdban szamos szovet sejtjeiben (Desvergne és
Wahli, 1999; Lee és mtsai, 2003). Szdmos tanulminy kimutatta, hogy a PPAR-ok a
szebocitdk miikodésében 1is kulcsszerepet jdtszanak, fokozzdk a sejtek termindlis
differencidloddsat és az ezt kisérd lipidszintézist (Rosenfield és mtsai, 1999; Chen és mitsai,

2003; Trivedi és mtsai, 2006). A szebocitdk differencidléddsa a PPAR ligandok mellett
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arachidonsavval is indukdlhatd, minek hatdsdra fokozddik a lipidek felhalmozdédasa és a
sejtek apoptdzisa (Wrobel és mtsai, 2003).

A szebocitdk differencidléddsanak szabdlyozdsdban tovabbi endokrin faktorok is részt
vesznek. A novekedési hormon, az inzulin és az inzulin szer(i novekedési faktor-1 (IGF-1)
egyarant szerepet jatszanak a differencidlédés és a proliferacié szabédlyozdsdban (Deplewski
és Rosenfield, 1999), de a hipothalamusz-hipofizis rendszer medidtorai koziil a kortikotropin
releasing hormonrél (CRH), az a-melanocitastimulalé hormonrél (aMSH) és a B-endorfinrdl
is leirtdk, hogy fokozza a sejtek lipidszintézisét, mikdzben ezen medidtorok receptorait is
kimutattak a szebocitakon (Thiboutot és mtsai, 2000; Bohm és mtsai, 2002; Zouboulis és
mtsai, 2002; Zouboulis és Bohm, 2004).

A szebocitdk résztvesznek a bor immunolégiai funkcidiban €s a gyulladdsos folyamatok
szabdlyozéasaban is. Kimutattdk, hogy képesek kiilonbozé citokinek (interleukin-6 (IL-6),
interleukin-13 (IL-1B), tumornekrézis faktor-a (TNFa)), valamint lipid természeti
gyulladdsos medidtorok (leukotrién-B4 (L'TB4), prosztaglandin-E, (PGE,)) termelésére, amely
folyamatok szabédlyozdsdban a PPAR-ok szintén szerepet jatszhatnak (Alestas €s mtsai., 2006;
Zhang és mtsai, 2006). Bakteridlis induktorok hatdsdra antimikrobidlis peptideket is
termelnek, valamint fokozdédik a proinflammatérikus TNFa és az interleukin-8 (IL-8/CXCLS8)
termelésiik is (Nagy és mtsai, 2006). A szenzoros neuron eredetii SP is fokozza a gyulladasos
mediatorok szintjét (Lee €s mitsai, 2008), valamint a faggytimirigyek differencidlédasét és

proliferacidjat (Toyoda és Morohashi, 2001).

A dendritikus sejtek

A dendritikus sejtek csontveldi Ossejtekbdl szarmazd, hivatdsos antigénprezentdld
sejtek, melyek els6sorban a specifikus immmunvélasz beinditdsdban jitszanak fontos
szerepet. Mikroszkopos képiikre tiiskeszerli nytlvanyok jellemzoek, innen szdrmazik neviik
is. Jelen vannak a legtobb szerv kotészoveti dllomédnydban, valamint a nyirokcsomok és a 1ép
T-sejtekben gazdag teriiletein. Monocitaszerii éretlen eldalakjaik igen kis hanyadban (a
fehérvérsejtek kb. 0,2%-at képezik) megtaldlhatéak a keringésben, valamint nagyobb
stiriiségben a nyalkahartydk felszinén, illetve Langerhans-sejtekként a bdérben. Ebben a
differencidltsagi 4llapotban pinocitézissal vagy fagocitézissal koérokozdokat, membrin
fragmentumokat, oldott fehérjéket képesek felvenni. Az antigének felvételének hatdsara
aktivdlédnak, majd a nyirokcsomokba vandorolnak, ahol T- és B-limfocitdkkal keriilnek

kolcsonhatdsba. Kozben érési folyamaton mennek at, antigénfelvevo képességiiket elvesztik,
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azonban fokozottan expresszdljadk a f6 hisztokompatibilitdsi komplex (MHC) molekulait
(Banchereau és Steinmann, 1998; 1d. 3. abra).
Az éretlen dendritikus sejtek szdmos patogénekre jellemzd molekuldris mintdzatot

felismerni képes un. Pattern Recognition Receptorral (PRR) rendelkeznek. Ilyenek a — mas
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3. dbra: A dendritikus sejtek szerepe az immunfolyamatok  2001). Szintén a PRR-ok ko6zzé
szabdlyozdsdban.

A periférids éretlen dendritikus sejtek antigénekkel taldlkozva  tartoznak a dendritikus sejtekre,
képesek azokat fagocitdlni. Ennek hatdsdra aktivdlodnak, érési L
folyamaton mennek  keresztiil, majd a nyirokcsomdkba illetve c€gyes alcsoportjaikra
vdndorolva limfocitdkat aktivdlnak. (Banchereau és Steinmann,

1998 alapjdn) jorészt  specifikus C  tipusd

lektinek (pl. a CD205,
CD206/mannéz receptor, CD207/langerin vagy a CD209/DC-SIGN - dendritikus sejt-
specifikus ICAM-3-kotd nonintegrin), melyeknek a receptor-medidlt endocitdzis kivéltasdban
van szerepiik (Gordon, 2002; Novak és Bieber, 2008). Antigén felvételére a dendritikus sejtek
mds uton is képesek lehetnek, igy pl. fagocitézissal, makropinocitézissal, vagy — IgE
opszonizalt antigének esetén — az IgE irdnt nagy affinitdsd Fc receptoraik (FceRI) segitségével
(Novak és Bieber, 2008).
Az antigének felvételét kovetden a dendritikus sejtek a nyirokcsomoékba migralnak
(Austyn, 2001), amely folyamatban kiilonb6z6 kemokin hatdsok fontos szerepet jatszanak
(Sozzani és mtsai, 2001) A dendritikus sejtek migraciéjat indukdljak pl. a CCL19/CCL21

(kemokin C-C motivum ligand 19 és 21) kemokinek az aktivalt sejtek felszinén megjelend
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CCR7 (kemokin C-C motivum receptor 7) kemokinreceptorokon keresztiil (Forster és mtsai,
1999; Ohl és mtsai, 2004). A migricié kozben érési folyamatokon mennek 4t, melynek sordn
fokozodik az MHC-II molekuldk expresszidja €s felszini féléletidejiik is tobbszordosére nd
(Cella és mtsai, 1997), de egyéb érési markerek (pl. CD83 — Lechmann és mtsai, 2002; Cao és
mtsai, 2005) expresszidja is indukalédik. A dendritikus sejtek a nyirokcsomdkban egyarant
aktivdlhatjak a citotoxikus (T,), és a helper (Ty,) T-sejteket (Caux és mtsai, 1995; Wettendorff
és mtsai, 1995; Grouard és mtsai, 1996; Brocker, 1997) valamint a B sejteket (Fayette és
mtsai, 1998; Dubois és mtsai, 1999, 2001) is. A dendritikus sejtek és a limfocitdk kozott
kialakulé6 immunoldgiai szinapszis kialakitdsdban az antigénprezentdlé sejtek az MHC
komplexek mellett expresszalodo un. kostimulaciés molekuldkkal (pl. CD40, CD80, CD86) is
résztvesznek (O'Sullivan és Thomas, 2003; Reichardt és mtsai, 2007). A dendritikus sejtek a
direkt sejt-sejt interakcidé mellett pro- €s antiinflammatdérikus citokinek széles skaldjanak (pl.
IL-1B, IL-6, IL-10, IL-12, TNFa, stb.) szekrécidjaval is szabdlyozzdk a kialakuld
immunvalaszt (Kalinski és mtsai, 2001; Tan és O’Neill, 2005).

A dendritikus sejtek miikodésiikkel hidat képeznek a velesziiletett €s az adaptiv
immunitds kozott (Steinman és Hemmi, 2006); kevésbé specifikus ingerek felismerését
kovetden képesek lehetnek sejtes és humordlis specifikus immunvélasz kialakitdsara,
ugyanakkor immuntoleranicat is indukdlhatnak (Lutz és Schuler 2002; Hugues és mitsai,
2006). Sokoldalu funkcidjukat figyelembe véve, a dendritikus sejteket joggal tarthatjuk az
immunrendszer egyik karmesterének.

Eredetiik alapjan a dendritikus sejteknek két f6 populédcidja kiilonitheto el:

(1) A mieloid eredetli dendritikus sejtek olyan CD34 pozitiv eldalakokbdl szdrmaznak,
amelyek mieloid markereket is expresszdlnak, mint példaul a CD11b, CD11c, CD13, CD33
vagy a manndz receptorok. A mieloid eredetii dendritikus sejtek kozé tartoznak az epidermaélis
CDla, CD207 (langerin) és E-kadherin pozitiv Langerhans-sejtek (Romani €s mtsai, 2003) és
a velik szoros rokonsdgot mutatd, szintén mieloid prekurzorbdl szdrmazd intersticidlis
dendritikus sejtek is, melyek a fenti Langerhans-sejt markerek helyett CD9 és CD68
molekuldkat expresszdlnak (Liu 2001; Liu és mtsai, 2001; Shortman és Liu, 2002). A mieloid
dendritikus sejtek nemcsak sejtfelszini markereik (Hart és mtsai, 2001), de funkcionélis
sajatsagaik alapjan is nagyfoku heterogenitdst mutatnak, amit a kiilonb6z6 dendritikus sejt
aktivalo szignélok is befolydsolhatnak. A bakterialis (pl. LPS) vagy a T sejt (pl. CD40 ligand
- CD40L) szignalok éltal aktivalt (mieloid) dendritikus sejtek a limfocitak T helper-1 (Ty1)
irdnyu indukcidjat, ezen keresztiil pedig a cellularis immunvdlasz kialakitast serkentik, mig

egyes antiinflammatorikus molekuldk [pl. transzformdlé novekedési faktor B (TGFp), IL-10,
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PGE,, szteroidok] vagy a T sejteken expresszdlodo OX40 ligand gatoljdk a Tyl irdnyud
indukciét és a Ty2 sejtek (humordlis immunvalasz) kialakuldséat segitik eld (Liu és mitsai,
2001). A mieloid eredetli dendritikus sejtekkel gyakorlatilag azonosnak tekinthetdk a
monocitdkbdl granulocita-makrofdg koldnia-stimuldlé faktor (GM-CSF) és 1L-4 jelenlétében
in vitro differencidltathaté éretlen dendritikus sejtek is (Sallusto és Lanzavecchia, 1994;
Shortman és Liu, 2002).

(2) A dendritikus sejtek madsik f0 csoportjat a limfoid markerekkel is jellemezhetd
plazmocitoid dendritikus sejtek alkotjdk, melyek eredete kevésbé ismert. Progenitoraik a
CD34 mellett a CD45 nagy molekulasilyd izoformdjara (CD45RA) nézve is pozitivak.
Ezekbdl a sejtekbdl limfocitdk és dendritikus sejtek egyarant differencialodhatnak. Limfoid
eredetli dendritikus sejtek in vitro timuszbdl izoldlt alacsony CD4 pozitivitdst mutatd
prekurzorokbdl is differencidltathatok, ez viszont a mieloid dendritikus sejtektdl eltéréen
modon indukdlhaté: a sejtek fejlodéséhez 1L-3 sziikséges (Grouard és mtsai, 1997),viszont
nem igényel GM-CSF-et (Wu és Galy, 2001). A plazmocitoid dendritikus sejtekre jellemzd,
hogy egyes virusok hatdsdra interferonokat termelnek, és az aktivdlédasukat a mieloid
sejteketdl eltérd citokinek valthatjdk ki (Banchereau €s Steinmann, 1998; Liu 2001; Shortman
és Liu, 2002; McKenna és mtsai 2005).

A mieloid és a plazmocitoid dendritikus sejtek nemcsak kiillonbdz6é prekurzorokbodl
szarmaznak, de eltéréen reagdlnak bizonyos aktivéciés szigndlokra is. CD40L hatdsédra a
plazmocitoid dendritikus sejtek IL-12 termelése csupéan toredéke a mieloid dendritikus sejtek
esetében tapasztaltnak. A mieloid dendritikus sejtek emellett CD40L hatdsara IL-10-t, IL-1p-
t, [L-6-ot és IL-10-et is termelnek, ami a plazmocitoid dendritikus sejtekre nem jellemzd.
Emellett a T sejtek differencidlodasat is eltéréen befolyasoljak: mig a mieloid dendritikus
sejtek elsdsorban Th;, addig a plazmocitoid dendritikus sejtek Th, irdnyud differencialédast
indukalnak (Liu, 2001; Liu és mtsai, 2001).

A periférias vérbol izolalt monocitakbol GM-CSF és 1L-4 jelenlétében differencidltatott
sejtek a humdn dendritikus sejt vizsgdlatok egyik leggyakrabban haszndlt modellje. Mas
mieloid dendritikus sejtekhez hasonléan, ezek a monocita eredeti dendritikus sejtek is
eltéréen reagédlnak a kiillonbozé aktivacids szigndlokra. Interferon-y (IFNy) hatdsara példaul
olyan érett dendritikus sejtekké alakulnak, melyek nagy mennyiségti IL-12-t szabaditanak fel
és a T sejteket Tyl irdnyba differencidltatjdk, PGE,-vel tortén6 aktiviacidjuk viszont a Ty2
irdnyu differencidcionak kedvez (Kapsenberg és mtsai, 1999). A PGE, emellett kozponti
szerepet jatszik a CCR7 expresszidjanak és a sejtek migracidjanak szabdlyozdasdban

(Scandella és mtsai, 2002, 2004). Felszini markereik alapjan a monocita eredetli dendritikus
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sejtek is heterogének, donorfiiggd mértékben expresszdlnak CD1a-t, aminek szabdlyozdsdban

a kornyezetben jelenlevo lipidek fontos szerepet jatszanak (Gogolédk és mtsai, 2007).

YV

A kapszaicinnal legszélesebb korben ,,megcélzott” szerv minden kétséget kizdréan a bor
és a bor alatti kotdszovetek. A kiilonbozo bor és bor alatti fijdalmak enyhitésére vilagszerte
haszndlatosak kapszaicin tartalmu krémek. Ezek kedvezo hatdsat klasszikusan a C-rostok akut
excitacidjaval, majd az ezt kovetd deszenzitizacidjaval és az efferens végzOodésekbdl torténd
neuropeptid felszabadulds valtozdsdval magyardzzdk (Széllasi és Blumberg, 1996; Bir6 és
mtsai, 1997). A helyileg alkalmazott kapszaicint, mint adjuvéns analgetikumot, szdmos
neuropathids fijdalommal jaré allapotban kiprébaltak, igy pl. posztherpeszes neuralgidban,
diabéteszes neuropdtidban, masztektomiit kovetd fajdalom esetében (Hautkappe és mitsai,
1998). Szamos klinikai kisérlet szdmol be emellett a topikélisan alkalmazott kapszaicin
kedvezd hatasardl viszketéssel jard kiillonbozd megbetegedésben, mint példaul notalgia
paresztetika, pszoridzis, prurigo noduldris, urémids és kolesztdzis pruritusz vagy pruritusz ani
eseteiben (Ellis és mtsai, 1993; Wallengren és mtsai, 1995; Tarng és mtsai, 1996; Stander és
mtsai, 2001; Bir6 és mtsai, 2005; Steinhoff és mtsai, 2006; Paus és mtsai, 2006).

Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy topikalis, intranazdlisan adott kapszaicin jelentdsen
csOkkentette a vazomotoros rhinitisz tiineteit (Lacroix és mtsai, 1991; Blom és mtsai, 1997),
emellett egyszeri intranazélisan alkalmazott kapszaicin hatékonynak bizonyult pollen &ltal
kivaltott allergids rhinitiszhez tdrsulé orrduguldsos tiinetek hosszan tartd enyhitésében
(Stjarne és mtsai, 1998).

Mig a viszketés és a fajdalom terapidjaban alkalmazott kapszaicin hatdsat klasszikusan a
vegylilet idegi elemeken kifejtett hatdsdval szoktdk magyarazni, a legijabb modellek felhivjak
a figyelmet a non-neurdlis sejtek esetleges szerepére a folyamatokban (Biré és mtsai, 2005;
Paus és mtsai, 2006). Egyre tobbet tudunk ugyanis a kapszaicin hatdsardl a bor non-neurdlis
sejtféleségein. A kapszaicin szenzitiv TRPV1 jelenlétét mar néhany éve kimutattdk az
epidermisz keratinocitdin, illetve immortalizalt HaCaT keratinocitdkon, valamint igazoltak,
hogy a kapszaicin ezen sejteken specifikus Ca®* influxot indukdl, illetve fokozza a
ciklooxigendz-2 (COX-2) expresszidjat, valamint az IL-8 és a PGE, felszabaduldsit (Denda
és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; Southall és mtsai, 2003). A TRPV1-et emellett in situ
kimutattdk human bor hajfollikulusaiban, annak kiilsd és bels6 gyokérhiively, valamint matrix

keratinocitdin, dermadlis fibroblasztokon, verejtékmirigyen, erek endotheliuman, Langerhans
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sejteken, valamint a faggydmirigy szebocitdin (Bod6 és mtsai, 2004; Stinder és mtsai, 2004).
A receptor specifikus aktivdcidja kapszaicinnel humdén szOrtiiszOkon gatolta a sejtek
proliferdcidjat és apoptozist indukdl, valamint a hajciklus katagén irdnyu eltolédasat okozza
(Bodé és mtsai, 2005). A hajciklus ilyen jellegli eltolédasat TRPV1 knock-out egérmodell
alkalmazdasaval is igazoltdk (Bir6 és mtsai, 2006).

Habar egyre tobb informacidval rendelkeziink a TRPV1 szerepérdl a bor miikodésének
szabdlyozédsaban, szdmos sejtipussal kapcsolatban meglehetdsen hidnyosak az ismereteink.
Korabbi kutatdsaink ugyan bizonyitottdk a receptor jelentdségét a szOrtiisz0 bioldgidjaban, a
pilo-sebaceus egység madsik tagjan, a faggydmirigyen eddig csupian a TRPV1 in situ
expresszigjat irtuk le (Bodé és mtsai, 2004). Semmilyen funkciondlis adattal nem
rendelkeziink azonban a molekula szerepérdl a szebocitdk miikodésében.

Szintén kevés és ellentmonddsos adattal rendelkeziink a kapszaicin hatdsairdl és a
TRPV1-rdl azzal kapcsolatban, hogy milyen funkciét 14t el a borben — az epidermiszben és a
dermiszben egyardant — megtaldlhaté dendritikus sejteken. Basu és Srivastava (2005) egér
csontveld eredetli denritikus sejtjein leirtdk a TRPV1 expresszidjat és kimutattdk, hogy a
kapszaicin indukalja a sejtek érését és migracidjat, mely jelenség kapszazepinnel gatolhat6 és
TRPV1 knock out egereken nem tapasztalhat6. Ezzel szemben egy madsik tanulményban
(O’Conell és mtsai, 2005) nem talaltak bizonyitékot a TRPV1 expresszidjara és a kapszaicin
hatdsdra a fenti sejteken. Még kevesebbet tudunk a téma humdan vonatkozdsairdl.
Laboratériumunk kordbbi munkéja sordn (Bod6 és mtsai, 2004) in situ kimutattdk a TRPV1
expresszidjat az epidermis dendritikus sejtjein, a Langerhans sejteken, de a human dendritikus

sejteken nincs informécionk a receptor szerepérol.
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CELKITUZESEK

Vizsgalataink sordn a TRPV1 expresszidjanak €s funkciondlis szerepének in vitro

vizsgdlatat tliztiik ki célul humdn faggytmirigy €s dendritikus sejt modelleken.

A szebocitdk vizsgdlatdhoz a human faggyumirigy eredetli immortalizalt SZ95 szebocita
sejtvonalat vélasztottuk, mely gyakorlatilag korldtlan fenntarthatdsdga mellett is megdrizte a
szebocitdkra jellemzd fenotipusét és differencidlédési képességét (Zouboulis és mtsai, 1999).

Az S795 szebocitdk vizsgdlata sordn az alabbi kérdésekre kerestiik a vélaszt:

1. A humén in situ faggyumirigyekhez hasonldan kifejezddik-e a TRPV1 az SZ95
szebocitakon is?

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

3. Hatassal van-e a TRPV1 aktivicigja a szebocitdk immunoldgiai szerepére, medidtor-
termelésére?

4. A kapszaicin hatdsait a szebocitdkon valéban a TRPV 1-en keresztiil fejti-e ki?

5. Milyen jelatviteli ttvonalak/génexpresszids valtozdsok kozvetithetik a TRPV1 aktivicio

hatasait?

A humdn dendritikus sejtek vizsgédlatdhoz a periférids vérbdl primeren izolalt
monocitdkbol GM-CSF és IL-4 segitségével in vitro differencidltatott éretlen dendritikus
sejteket haszndltunk (Sallusto és Lanzavecchia, 1994). Kisérleteink sordn az aldbbiakra

voltunk kivancsiak:

1. Expresszalédik-e a TRPV1 a humédn monocitdkon és a beldliikk differencialodd érelten
dendritikus sejteken? Valtozik-e a receptor expresszidja a differencidlodédsi folyamat
sordn? Képes-e a TRPV1 a humdn monocita eredetli dendritikus sejteken Ca®*
csatornaként mitkodni?

2. Szerepet jatszhat-e a TRPV1 a humdn monocitdk dendritikus sejté torténd
differencialéddsaban, illetve aktivacidja befolydsolja-e a folyamatot?

3. Milyen hatédssal van a TRPV1 aktivicidja a sejtek életképességére?
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4. Befolyasolja-e a TRPV1 aktiviacidja a méar differencidlodott éretlen dendritikus sejtek
miikodését? Indukdlja-e a sejtek érését, kivaltja-e aktivacidjukat?
5. Befolyasolja-e a TRPV1 aktivicidja a dendritikus sejtek proinflammatérikus citokinekkel

indukalt érését és aktivacidjat?

A fenti kérdésekre kombindlt farmakoldgiai eljardsok €s molekuldris bioldgiai technikdk

felhasznalasaval végzett kisérleteinkben kerestiik a valaszokat.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhaszndlt anyagok

A kisérleteink sordn hasznélt kapszaicinbdl, kapszazepinbdl, jodo-reziniferatoxinbdl (I-
RTX) és arachidonsavbél (mind Sigma, St. Louis, MO, USA) abszolit etanolban (Spektrum-
3D, Debrecen, Magyarorszdg) oldva a kezelések végkoncentraciojdhoz képest 1000-szeres
koncentrdci6ji torzsoldatokat készitettiink, amit -20 °C-on tdroltunk. A torzsoldatokbdl
kozvetleniil a kezelések eldtt készitettiik el a sziikséges koncentracidkat a sejtek tenyésztd
oldatdban, 1000-szeres higitast alkalmazva. Igy az oldészer koncentriciéja a kezelések
folyamdn maximum 0,1% volt. A kezelések sordn kontrollként az 6nmagdban alkalmazott

olddszer azonos higitdsat haszndltuk.

SZ95 szebocitdk tenyésztése

A humaén faggydimirigybdl szdrmazé SZ95 szebocitdkat (Zouboulis és mtsai, 1999) 10%
fotalis borju savéval (Gibco-Invitrogen, Paisley, UK), 1 mM CaCl,-dal (Spektrum-3D), 5
ng/ml humén rekombinans epidermélis novekedési faktorral (Sigma), 50 U/ml penicillinel €s
50 pg/ml streptomycinnel (mindketté TEVA, Debrecen, Magyarorszag) kiegészitett Sebomed
Basal Medium (Biochrom, Berlin, Németorszdg) tdpoldatban tenyésztettik. Az igy
osszedllitott oldat Ca®* koncentracidja kb. 1,25 mM volt (normal vagy magas Ca™* tartalmu
oldat), mig alacsony Ca”* tartalmd oldat esetén CaCl,-t nem tettiink a tenyésztémédiumba, igy
a Ca>* koncentraciot 0,25 mM-ra éllitottuk be. Az oldatot minden méasodik-harmadik napon
cseréltiik és a sejteket 80-90%-os konfluenciét elérve passzéltuk. Kiilon figyelmet forditottunk
a szubkonfluens éllapot folyamatos fenntartdsdra, ezdltal is megelézve a sejtek id6 eldtti

terminalis differencialodasat.

Monocita szepardlds human periférids vérbal

A trombocitamentes human periférids vérkészitményt a Hajdi-Bihar Megyei Vérellato
Kozpontbol kaptuk, melyet Ficoll (GE Healthcare, Buckinghamshire, UK) gradiensen
centrifugdltuk, majd a monomorfonukledris sejteket tartalmazé rétegb6l monocitdkat
szeparaltunk. A monocitidkat CD14 specifikus paraméagnesezett antitestek (Miltenyi Biotech,
Bergisch Gladbach, Németorszag) felhaszndldsdval magneses sejtszeparator [VarioMACS

(Miltenyi Biotech)] segitségével izoléltuk, kovetve a gyart6 protokolljat.
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A dendritikus sejtek differencidloddsa monocitdkbol

Az izoladlt monocitdkat szérummentes A-IMV tdpoldatban (Invitrogen) tenyésztettiik
37°C-on 5% CO, jelenlétében, pardsitott 1égtérben 2x10° sejt/ml denzitdsban. A tenyésztd
médiumot 100 ng/ml IL-4-gyel (Invitrogen) és 80 ng/ml GM-CSF-ral (Invitrogen)
egészitettiik ki, amit az izolalast kovetd masodik napon megismételtiink. Az IL-4 és a GM-
CSF jelenlétében a monocitdk az 6todik napra éretlen dendritikus sejtekké differencidlodtak,
amit sejtspecifikus markerek dramldsos citometridval tortént kimutatdsdval igazoltunk.
Kisérleteinkben a differencidlédds sordan a monocitdkat/dendritikus sejteket naponta kezeltiik
kiillonbozd koncentracidkban alkalmazott kapszaicinnel, kapszazepinnel, vagy a két anyag
kombinécidjaval. Kontrollként a kapszaicin és a kapszazepin olddszerét hasznaltuk, a

kezelésekkel megegyezd higitasban (4. dbra).

A dendritikus sejtek érése és aktivdcidja

Az éretlen dendritikus sejtek érését és aktivacidjat a differencidlodds 6todik napjdn,
oldatcserét kovetden egy tobbkomponensli proinflammatoérikus citokinkoktéllal indukaltuk 24
oran keresztul. Ez a , kokté]” A-IMV médiumban oldva az alabbi citokineket tartalmazta: 80
ng/ml GM-CSF, 5 ng/ml IL-1B , 100 ng/ml IL-6, 10 ng/ml TNFa (valamennyi Invitrogen) és
1 ug/ml PGE, (Sigma). Ezt a kezelést kapszaicin €és kapszazepin jelenlétében €s hidnydban

egyarant elvégeztiik, kontrollként az oldészer megfeleld aranyu higitisat alkalmazva (4. dbra).

Szeparélds: 5 nap differencidlédds: 24 h aktivacié:
CD14 ellenes szérummentes AIMV 37 °C, 5% CO, Proinflammatorikus
paramdgnesezett antitest 100 ng/ml IL-4 citokinkoktél
80 ng/ml GM-CSF
Periféria Eretlen Erett
eriferids )" [ >>| dendritikus [ >>| dendritikus

s ver sejt sejt

+/- kapszaicin +/- kapszaicin

+/- kapszazepin +/- kapszazepin

4. dbra: A dendritikus sejteken végzett kisérletek elrendezése.

A periférids vérbol izoldlt monocitikbol IL-4 és GM-CSF jelenlétében éretlen dendritikus sejteket
differencidltattunk. Az éretlen dendritikus sejtek érését a szovegben részletezett proinflammatorikus
citokinkotéllal indukdltuk 24 ordn keresztiil. Mind a differencidltatdst, mind az aktivdciot elvégeztiik kapszaicin
és kapszazepin jelenlétében, valamint hidnydban is.
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Morfologiai vizsgadlatok dramldsos citometridval

A sejtek fenotipusos karakterizdldsa dramldsos citometridval meghatdrozott forward ill.
side scatter alapjan tortént. Elobbi a sejtek méretével, mig utébbi azok granuléltsagival
korreldl pozitivan, igy ezen paraméterek segitségével (is) vizsgdltuk az SZ95 szebocitik,
valamint a dendritikus sejtek differencidloddsat. Az SZ95 szebocitdk vizsgélatit Coulter Epics
XL (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) mig a monocitdk és a dendritikus sejtek
vizsgalatit FACSCalibur (BD Biosciences Immunocytometry Systems, Franklin Lakes, NJ,

USA) dramlasos citométerek segitségével végeztiik.

A sejtfelszini markerek vizsgdlata aramldsos citometridval

A monocitdkat és a dendritikus sejteket dramldsos citometrids mérésekhez FACS
pufferben, azaz 1% borjd szérum albumint (BSA), valamint 0,4% azidot (mindkettd Sigma)
tartalmazé Ca®*- és Mg**-mentes foszfat puffer oldatban (CMF-PBS: 137 mM NaCl, 2.7 mM
KCl, 12 mM foszfat, pH: 7,4) gyljtottik Ossze 10° sejt/ml denzitdsban. A sejtfelszini
markerek jeloléséhez felhaszndlt egér monoklondlis antitestek a kovetkezOk voltak: anti-
CDI14-PE (fikoeritrin-konjugdlt CD14 ellenes antitest), anti-CD83-FITC (fluoreszcein-
izotiocianattal konjugalt CD83 ellenes antitest [mindkettd Beckman Coulter, Hialeah, FL,
USAY]); anti-DC-SIGN/CD209-FITC (BD Pharmingen, San Diego, CA, USA), anti-CCR7-PE
(R&D Systems, Minneapolis, MN), valamint IgG,a-PE, IgG,b-FITC, 1gG;-PE, sAb-FITC,
mint az immunglobulin izotipusnak megfeleld kontrollok (mindegyik BD Bioscience
Pharmingen, San Diego, CA, USA). A jelolést a gyartd altal meghatdrozott protokoll szerint
végeztiik. Ezt kovetden a sejtek fluoreszcencijat a fenti FACSCalibur dramldsos citométer
segitségével dllapitottuk meg, majd ezek utdn az adatok analizise a WinMDI szoftverrel

(Joseph Trotter, La Jolla, CA, USA) tortént.

Az apoptozis vizsgdlata dramldsos citometridval

Az S7Z95 szebocitdk késoi apoptdzisdnak vizsgdlata szintén daramldsos citometridval
tortént elozetes FITC konjugalt Annexin-V és propidium-jodid jelolés utan. Kétnapos kezelést
kovetden a sejteket learattuk és Annexin-V-FITC/Propidium Iodide Apoptosis Kittel (Sigma)
jeloltiik, kovetve a gyartd protokolljat. Ennek sordn a sejteket 30 percig inkubdltuk a kit részét
képezd Annexin binding pufferben az Annexin-V-FITC é€s a propidium jodid jelenlétében. A
sejteket mosast kovetden FACS pufferben gyljtottiilk 6ssze €s a fluoreszcencia intenzitdst

Coulter Epics XL (Beckman Coulter) aramldsos citométer segitségével detektéltuk.
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RNS izoldlas, reverz transzkripcio, kvantitativ valosidejii polimerdz lancreakcio

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol (Invitrogen) felhasznaldsaval izolaltuk. A teljes
RNS 3 pg-jabél kiindulva reverz transzkipcidt végeztiink 15 U AMYV reverz transzkriptazt
(Promega, Madison, WI, USA) és 0,025 pg/ul random primert (Promega) felhaszndlva. Az
igy eldallitott cDNS-bdl kvantitativ valésidejii polimerdz lancreakcié (Q-PCR) segitségével
mutattuk ki a TRPV1 specifikus transzkriptjét TagMan primerek és probak alkalmazaséaval a
TagMan Universal PCR Master Mix Protocol (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)
alapjan. A génexpresszio relativ mennyiségét a ACT moddszer (Applied Biosystems)
segitségével hataroztuk meg. A Q-PCR kisérleteket ABI Prism 7000 késziiléken (Applied
Biosystems) végeztiik el. Kisérleteink sordn az egyes transzkriptek kimutatdsara az aldbbi
TagMan Gene Expression Assay-ket (Applied Biosystems), valamint egyedileg szintetizalt
primereket és prébdkat alkalmaztuk: human TRPV1 (assay ID: Hs00218912_m1); human
RXRB  (assay ID: Hs00232774_m1);  human  PPARy  (forward  primer
GATGACAGCGACTTGGCAA, reverse primer CTTCAATGGGCTTCACATTCA probe
FAM-CAAACCTGGGCGGTCTCCACTGAG-TAMRA); humian PPARS (forward primer
AGCATCCTCACCGGCAAAG, reverse primer CCACAATGTCTCGATGTCGTG, probe
FAM-CAGCCACACGGCGCCCTTTG-TAMRA); humén PPARa (forward primer
CATTACGGAGTCCACGCGT, reverse primer ACCAGCTTGAGTCGAATCGTT, probe
FAM-CAAACCTGGGCGGTCTCCACTGAG-TAMRA); human RXRa (forward primer
GGCCTACTGCAAGCACAAGTA, reverse primer CAGGCGGAGCAAGAGCTTA, probe
FAM-CGAACCTTCCCGGCTGCTCTG-TAMRA); human CD83 (assay ID
Hs00188486_m1), human CCR7 (assay ID Hs00171054_m1), humidn TNFa (assay ID
Hs00174128_m1), huméan IL-1p (assay ID Hs00174097_ml), huméan IL-6 (assay ID
Hs00985639_ml1), huméan IL-8 (assay ID Hs00174103_ml), humdn IL-10 (assay ID
Hs00174086_m1), humén IL-12B (assay ID Hs01011518_m1). Belsé kontrollként humén
gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH, Assay ID: Hs99999905_ml), valamint
humédn  ciklofilin  (forward primer ACGGCGAGCCCTTGG, reverse  primer
TTTCTGCTGTCTTTGGGACCT, probe FAM-CGCGTCTCCTTTGAGCTGTTTGCA-
TAMRA) transzkriptjeit hatdroztuk meg.

Immuncitokémia

Az SZ795 sejteket 24-lyuku lemezen steril fedOlemezre szélesztettik és 60%-os

konfluencia eléréséig tenyésztettiik. A sejteket 5 perc acetonos fixalast kovetéen 0,1% Triton-
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X-100-at (Sigma) tartalmazé PBS-ben permeabilizdltuk. A sejteket PBS oldatban torténd
mosds és 1%-os BSA-nal (Sigma) torténd blokkolas utdn nyulban termeltetett anti-TRPV1
primer antitesttel (Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) 1:50 higitdsban 60 percig inkubaltuk,
majd PBS-sel haromszor mostuk. Fluoreszcens mikroszképidhoz a fedélemezeket 60 percig
Texas-Reddel konjugélt kecskében termeltetett nyidl ellenes masodlagos antitesttel (Vector
Laboratories, Burlingame, CA, USA) inkubaltuk (1:200-o0s higitds PBS-ben) és a sejtmagokat
DAPI festés (Vector Laboratories) segitségével tettiik lathatovd. Fénymikroszkdpos
immuncitomiai festések sordn a TRPV1 kimutatisa nyudl ellenes EnVisionnel (Dako,
Glostrup, Dénia) tortént, mely egy kecskében termeltetett nyil ellenes tormaperoxidaz
polimer konjugalt masodlagos antitest. Az el6hivast diamino-benzidinel (DAB - Dako)
végeztik. A sejtmagokat Mayer-féle haematoxilinnal (Sigma) tettilk lathatovd, majd a
szinreakcié kifejlodését kovetden vizes bazisi bedgyazé médiummal (Dako) fedtik a
metszeteket. A sejteket egy Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszképpal vizsgaltuk
(Nikon, Tokio, Japén).

A dendritikus sejtek vizsgdlatdhoz a monocitdk izoldldsat kovetden a sejteket 24-lyuku
lemezen steril feddlemezre szélesztettiik, €s a fentebb leirtak szerint 5 napos differencidlodést
kovetden nyertiik a feddlemezen kitapado éretlen dendritikus sejteket. A dendritikus sejteket a
szebocitdkkal megegyezd mddon fixéltuk és jeldltiik nydlban termeltetett anti-TRPV1 primer
antitesttel (Sigma, 1:200) és FITC konjugélt kecskében termeltetett nyul ellenes masodlagos
antitesttel (Vector Laboratories). A sejtmagokat ebben az esetben is DAPI-val tettiik

lathatova.

Immunhisztokémia

Immunhisztokémiai vizsgdlatainkat a Debreceni Egyetem Etikai Bizottsagdnak
engedélyével plasztikai mitétek sordn nyert normdl human bormintdkbdl készitett 3-5 pum
vastag, eldzetesen formaldehiddel fixdlt és paraffinba agyazott metszeteken végeztik. A
TRPV1 huméan bdrben torténd kimutatdsara a streptavidin-biotin-komplex (SABC) eljarast
alkalmaztuk (Paus, 1998). A szovetben eléfordulé endogén peroxiddzok gatldsdra a
metszeteket 0,5% H,0O,-t tartalmazé 100%-os metanollal kezeltiilk, majd 2% BSA (Sigma,
PBS-ben, pH=7,6) oldattal inkubdltuk, hogy gétoljuk az elsddleges antitest nem-specifikus
kotodését. A metszeteket nydlban termeltetett elsédleges TRPV1 ellenes antitesttel (1:50,
Santa Cruz) egy éjszakan at inkubaltuk, amit kecskében termeltetett, biotinildlt nytl-ellenes

masodlagos antitest (1:500, DAKO, Glostrup, Déania) hozzdadasa kovetett. Az streptavidin-
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konjugalt torma-peroxidaz (1:400, DAKO) biotinhoz valé kotédése utdn a peroxiddz-aktivitas
kimutatasdra DAB (Vector Laboratories) kromogént alkalmaztuk. A magfestésre hematoxilin
Gill I (Surgipath Europe, Peterborough, UK) szolgdlt. A reakcié specificitdsanak
ellendrzésére negativ kontrollként az elsddleges antitestet szintetikus blokkolé peptiddel
(Santa Cruz) inkubaltuk, illetve elhagytuk a TRPV1 ellenes antitestet. Pozitiv kontrollként
patkany gerincveld hatsé szarvdbdl késziilt metszeteken is elvégeztik a TRPV1 jelolését
(Bod6 és mitsai, 2004, adatok nem mutatva). Tovabbi ellendrzésként (FITC konjugalt
masodlagos antitest felhaszndldsdval) immunfluoreszcens TRPV1 festést végeztiink vad
tipusu C57BL/6J és TRPV1 knock-out B6.129S4-Trpv1 egereken (The Jackson Laboratory,
Bar Harbor, ME, USA) (Bir6 és mtsai, 2006; adatok nem mutatva).

Western blot

A Western blot analizist a laboratériumunkban mér kordbban haszndlt protokollnak
megfelelden (Bird és mtsai, 1998; Boczédn és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003) alkalmaztuk.
A sejteket lizis-pufferben arattuk le (20 mM Tris-HCl, pH 7.4, 5 mM EGTA, protedz inhibitor
koktél 1:100-ban higitva, mind a Sigméatdl), majd jégen ultrahangos feltarast végeztiink. Ezt
kovetden a lizdtumok proteintartalmat médositott BCA protein assay (Pierce, Rockford, IL,
USA) segitségével hataroztuk meg, ennek alapjan mintét készitettiink (5% B-merkaptoetanol,
10% glicerin, 2% Na-dodecil-szulfat (SDS), 0,062 M Tris, 20 mM ditiotreitol, 0,0025 g
brémfenolkék, mind Sigma), majd 10 perces f6zéssel 100°C-on denaturdltuk a fehérjéket. Az
igy elkészitett mintdkbdl azonos protein tartalmi mennyiségeket felhaszndlva SDS
poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) 100 V konstans
fesziiltségen. Az elekroforézishez 7,5 %-os poliakrilamid gélt Ontottiink, majd 1-1
mintafelvevo valyiba 60 pg protein tartalmd mintét vittiink fel. Ezt kovetden a gélbdl a
proteint nitrocellul6z membranra (Whatmann, Maidstone, UK) transzferaltuk, 100 V konstans
fesziiltségen. A membran szabad kotOhelyeit 5% zsirmentes tejport tartalmazé PBS-ben 20
percig blokkoltuk, majd a kisérlet soran alkalmazott molekula standardok alapjan 40 kDa alatt
a futdsi irdnyra merdlegesen kettéviagtuk. A magasabb molekulastlyokat tartalmazo
membréanokat a szebocita mintdk vizsgdlata sordn nyidlban termeltetett elsédleges TRPV1
ellenes antitesttel (Santa Cruz) 1:100 higitisban, 5% tej-PBS-ben inkubéltuk 4°C-on egy
éjszakdn keresztiil. A dendritikus sejtek jeloléséhez szintén nyulban termeltetett anti-TRPV1
elsddleges antitestet (Sigma) haszndltunk 1:200 higitdsban. Az alacsony molekulatomegii

fehérjéket tartalmazé membranrészeket nytlban termeltetett citokrém-C ellenes antitesttel
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(Santa Cruz) 1:50 ardnyban higitva a TRPVI1-gyel megegyez6 mddon inkubdltuk egy
éjszakan keresztiil. Az inkubéciét kovetden a membranokat 30 percig mostuk PBST-ben (1%
Tween-20-at (Sigma) tartalmazé PBS-ben), majd nyul ellen kecskében termeltetett
masodlagos, torma peroxiddzzal-konjugélt antitesttel (Bio-Rad) 60 percen Kkeresztiil
inkubdltuk. Ujabb 3x10 perc PBST-s mosdst kovetéen az immunreakcidk eredményét
kemilumineszcens szubsztrat kit segitségével (SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate; Pierce) tettiikk lathatova, a jeleket Intelligent Dark Box (Fujifilm, Toki6, Japédn)
alkalmazasaval detektdltuk. A kemilumenszcencia intenzitdsit az optikai denzités
meghatdrozasaval szamszerisitettiik Image Pro Plus szoftver (Media Cybernetics, Bethesda,
MD, USA) segitségével. A TRPV1 specifikus savok értékét mindig az ugyanazon mintabdl,
ugyanabban a kisérletben meghatarozott citokrom C értékére normdlva adtuk meg, a kontroll
értékét 100-nak tekintve. A szebocitdk esetében az 50%-os konfluencidju tenyészetbdl, mig a

dendritikus sejtek esetében a monocitakbol szarmzo6 mintdk szolgaltak kontrollként.

RNS interferencia (RNSi)

Az S7Z95 szebocitdkat 6 lyukd lemezeken tenyésztettiik a fentiek szerint kiegészitett, de
antibiotikum mentes Sebomed tdpoldatban. Az 50-70%-o0s konfluencia elérésekor a tapoldatot
szérummentes OptiMEM médiumra (Invitrogen) cseréltiilk, majd a sejteket 40 nM humén
TRPV1 specifikus, duplaszalu kis interferdlld0 RNS (siRNS) oligonukleotidokkal (Stealth
RNAi - Invitrogen, azonosité kédok: HSS111305 és HSS111306, a tovébbiakban rendre
siRNS-5 és siRNS-6) transzfektdltuk Lipofectamin 2000 (Invitrogen) transzfekcids reagens
segitségével. Kontollként a sejteket Stealth RNAi Negative Control (Invitrogen) duplaszald
siRNS-sel transzfektaltuk, ami semmilyen ismert mRNS szekvencidjaval nem mutat
homologiat (scrambled siRNS). A géncsendesités hatékonysdgat a transzfekciot kovetden
naponta ellendriztiik Western blot és kvantitativ PCR segitségével. Kisérleteinket a TRPV1

expresszié minimdlis szintje mellett végeztiik (1d. 16.A-B abrék).

Az intracelluldris lipidek detektdldsa

A szebaceus lipidek szemikvantitativ detektdldsdra a sejteket iiveg feddlemezen
tenyésztettiik, és 48 6ran keresztiil kezeltiik a kiilonboz6 anyagokkal. A lipid cseppeket Oil
Red O (Fluka/Sigma) lipid festékkel festettiik. A sejteket rovid PBS-sel torténd mosas utan
egy Ordig 4%-os paraformaldehiddal (Sigma) szobahdn fixaltuk, majd kétszer PBS-sel és

egyszer 60%-os isopropanollal (Spektrum-3D) mostuk. Ezutin hisz percig frissen elkészitett
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0,3% Oil Red O oldattal 37 °C-on festettiik, olddszerként 60%-os isopropanolt hasznélva.
Végiil ismételt mosds utdn a sejtmagokat hisz masodpercig tarté Mayer-féle haematoxilin
(Sigma) festéssel tettiik lathatova. A szinreakcio kifejlodését kdvetden vizes bazisu bedgyazo
médiummal (Dako) fedtiik a metszeteket.

A kvantitativ mérésekhez a szebocitdkat fekete falud, atlatsz6 alji, 96-lyukd lemezeken
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszdg) tenyésztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitdsban,
és kiillonbozo ideig kezeltiik a megfeleld anyagokkal. Ezt kovetden a feliildszok leszivdsa utan
a sejteket kétszer mostuk PBS-sel, majd minden lyukhoz 100 pul PBS-ben oldott Nile Red-et
(1 pg/ml) (Sigma) adtunk. A lemezeket ezutdn 20 percig inkubdltuk 37°C-on majd a
lipidekben o0ld6d6 Nile Red fluoreszcencidjat Molecular Devices FlexStation 384 I
(Molecular Devices, San Francisco, CA USA) spektrofluorométerrel detektdltuk. Az
eredményeket a kontrollhoz viszonyitott relativ fluoreszcencia egységek szdzalékaban
hatdroztuk meg. Kihaszndlva, hogy a Nile Red emisszids spektruma kék irdnyba tolédik a
lipidkdzeg polaritdsdnak csokkenésével, lehetdség nyilt a neutralis és polaris lipidek egymads
melletti detekcidjara. Neutrdlis lipidek esetében 485 nm-es excitacid és 565 nm-es emisszios
hullamhosszat, polédros lipidek esetében 540 nm-es exciticiés és 620 nm-es emisszios

hullamhosszat alkalmaztunk (Alestas és mtsai., 2006).

Az intracelluldris kalciumkoncentrdcio ([ Cd’ “Tic) vizsgdlata

A humdan monocitdkat az izoldlast kovetéen 6 lyukd tenyésztOlemezen steril
fedolemezre szélesztettiik. A fentebb leirtak szerint 5 napos GM-CSF-ral és IL-4-gyel
indukalt differencidlédast kovetden a feddlemezen kitapadd éretlen dendritikus sejteket
nyertiink. Kisérleteink egy részében a fedolemezen kitapadé dendritikus sejtek érését a
fentebb bemutatott proinflammatérikus citokinkoktéllal tovabbi 24 6ran keresztiil indukaltuk.
Az éretlen és érett dendritikus sejteket 5 UM fluoreszcens kalcium érzékeny Fura-2 festék
acetoximetilészter formdjdval (fura 2-AM, Invitrogen) 90 percig inkubdltuk A-IMV oldatban.
A fura 2-AM-rel feltoltott sejteket hordozé fedélemezeket invertdlé fluoreszcens mikroszkép
(Diaphot, Nikon) térgyasztaldra helyeztiik az [Ca**]ic méréséhez. A mérés sordn a sejteket
lassan perfundéltatott Tyrode-oldattal (137 mM NaCl, 5,4 mM KClI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM
CaCly, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g/l gliikkéz, (mind Sigma) pH 7,4) folyamatosan mostuk.
Az excitacios hullamhosszt 340 €s 380 nm kozott valtoztattuk kettds monokromator, valamint
on-line kapcsolt szamitogép segitségével, majd a fluoreszcens emissziot fotoelektron-

sokszorozoval 510 nm-en detektdltuk 10 Hz-es mintavételi frekvencidt haszndlva (PTI
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Deltascan késziilék, Photon Technology International, Birmingham, NJ, USA). A mérés soran
a Tyrode-oldatban oldott kapszaicint a vizsgdlt sejt kozvetlen kozelébe helyezett gyors
perfiziés rendszerrel adagoltuk. A [Ca2+]1c—t a 340 (Fs40) és 380 nm-en (Figg) tOrténo

gerjesztés hatdsara emittalt fluoreszcenciaintenzitds-hanyadossal (Fs40/F3g0) jellemeztiik.

Az €l sejtek szamdnak meghatdrozdsa

A sejtek novekedését MTT alapu kolorimetrids assay (Sigma) segitségével hatdroztuk
meg. A mddszer alapja, hogy az él6 sejtek mitokondridlis dehidrogendz enzimje az MTT-ben
(3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil  tetraz6lium bromid) és analdgjaiban taldlhat6
tetrazOlium gylirlit hasitja. Ennek hatdsdra formazan kristdlyok keletkeznek, melyek
mennyisége savas oldasukat kovetden kolorimetridsan mérhetd. Az SZ95 szebocitakat 96-
lyukid edényekben 5000-40.000 sejt/lyuk stiriségben szélesztettiik, majd 1-6 napig
tenyésztettilk. A mérés napjan a sejtekrdl a tapoldatot eltavolitottuk, ezutdn minden lyukhoz
10-10 pl 0,5 mg/ml koncentraciéja MTT oldatot adunk, majd a sejteket két 6raig inkubdéltuk
37 °C-on. Az inkubdci6 végén a képzddott formazan kristdlyokat 0,1 M izopropanolban oldott
sosavban feloldottuk, majd a koncentraciét kolorimetrids tton mértiik 550 nm-en. A mért
abszorbancia ardnyos az él6 sejtek szdmdval, amit a kontroll szdzalékdban adtunk meg. A
kontrollhoz viszonyitott novekményt a sejtproliferacié fokozdddsaként értelmeztiik, mig a
kontrollhoz viszonyitott csokkenés esetén tovdbbi vizsgélatokat végeztiink, hogy
megallapitsuk, hogy csak a proliferdcié gatlasardl, vagy a sejtek pusztuldsardl van szo.

A dendritikus sejtek életképességének vizsgdlatdhoz a frissen izoldlt monocitdkat 96
lyukd tenyésztdlemezen, 200.000 sejt/lyuk denzitidsban szélesztettik, melybdl a
differencialédas 5. napjara kb. 100.000 éretlen dendritikus sejtet nyertiink. A dendritikus
sejtek €letképességét az MTT assay elvein alapulé EZ4U assay (BioMedica, Bécs, Ausztria)
segitségével hatdroztuk meg, kovetve a gyarté protokolljat. Ez az assay nem igényel elézetes
mosasi 1épéseket és a keletkezd formazdn kristdlyok utdlagos feloldasét, valamint a sejtekre
sem toxikus, ezért alkalmasabbnak talédltuk a szebocitdknal gyengébben letapadd és toxikus
hatdsokra érzékenyebb primer monocita eredetli dendritikus sejtek vizsgélatara. A keletkezett
termék abszorbancidjat 450 nm-en mértiik; a mért abszorbancia ebben az esetben is ardnyos

az €10 sejtek szdmaval, amit a kontroll szdzalékdban adtunk meg.

A mitokondridlis membrdnpotencidl meghatdrozdsa
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A mitokondridlis membranpotencidl csokkenése az apoptézis egyik legels6 markere
(Green és Reed, 1998; Susin és mtsai, 1998). Az SZ95 sejtek mitokondridlis
membranpotencidljat 24 6ras kapszaicin kezelés utan hataroztuk meg MitoProbe™ DilC,(5)
Assay Kit (Molecular Probes/Invitrogen) hasznalatdval. Az alkalmazott koncentraciéban a
festék a jelentés membranpotencidllal rendelkezé mitokondriumokban halmozédik fel. Az
apoptotikus folyamatok esetén a sejtek mitokondridlis membranpotencialja csokken, igy
kevesebb festék halmozddik fel benniik, ami a fluoreszcencia csokkenésének formdjaban
vizualizdlhat6. A szebocitdkat fekete fald, atlatszé alju 96-lyukd lemezekben (Greiner Bio-
One) tenyésztettiik 20.000 sejt/lyuk denzitdsban, €s 1 napig kezeltiik kapszaicin illetve
arachidonsav kiilonboz6 dézisaival. A mitokondridlis membranpotencidl csokkenését pozitiv
kontrollként alkalmazott karbonil-cianid-3-klorofenilhidrazonnal (CCCP-vel) valtottuk ki. A
feliiliszok leszivdsa utdn a sejteket a gyartd utasitdsai szerint 1:200 higitott DilC;(5)
munkareagenssel 37 °C-on hisz percig inkubdltuk. Ezt kovetden a sejteket PBS-sel mostuk,
és a DilC;(5) fluoreszcenciat 630 nm-es excitacids és 670 nm-es emissziés hullimhosszon
mértiik FlexStation 384 II (Molecular Devices) spektrofluorométer segitségével. Az
eredményeket ebben az esetben is a kontroll szdzalékdban adtuk meg.

Az izoldlt monocitdkat szintén fekete fald, atlatszé alja 96-lyukd lemezekben (Greiner
Bio-One) szélesztettiik 200.000 sejt/lyuk denzitdsban és a kordbban bemutatottak szerint 5
nap alatt differencialtattuk a dendritikus sejteket. A kisérletek egy részében ezt kovetden az
inflammatorikus citokinkoktéllal tovabbi 24 6ran keresztiil indukéltuk a dendritikus sejtek
érését. A mitokondridlis membranpotencidl vizsgdlatit a szebocitdkkal megegyezé mddon
végeztiik, MitoProbe™ DilC,(5) Assay Kit felhasznéldsaval.

A mitokondridlis membranpotencidl vizsgdlatdval parhuzamosan SYTOX Green
(Invitrogen) jelolést is végeztiink, a sejteket a két festékkel egyiitt inkubdlva (I1d. ,,A

citotoxicitas vizsgélata”).

A citotoxicitds vizsgdlata

Az akut (24 h) kapszaicin kezelés citotoxikus hatdsdnak vizsgélata a gliik6z-6-foszfat-
dehidrogendz (G6PD) felszabadulds mérésével tortént. Az enzimaktivitist egy kétlépéses
enzimatikus folyamat segitségével hatdroztuk meg, mely a resazurin redukciéjan keresztiil
narancs-fluoreszcens resorufin képzddéséhez vezet (G6PD Cytotoxicity assay kit —
Invitrogen). A sejteket 96-lyuku fekete falu atlatszé alju lemezekben (Grenier Bio-One)

tenyésztettiik és 24 6ran keresztiil kezeltiik kapszaicin €s arachidonsav kiilonb6z6 dézisaival.
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A kétszeres toménységli reakcidoldatot a gyartd protokollja alapjan allitottuk Gssze, és 1:1
ardnyu higitisban tettiik a sejtek tenyészt6 oldatdhoz, majd 37°C-on husz percig inkubdaltuk. A
keletkezd resorufin mennyiségét FlexStation 384 II (Molecular Devices) spektrofluoriméterrel
545 nm excitaciés €s 590 nm emissz6s hullimhossz mellett detektaltuk. Az adatokat a pozitiv
kontrollként haszndlt eldzetesen lizélt sejtek esetén mért fluoreszcencia szdzalékdban adtuk
meg.

A sejtekbdl felszabadulé GOPD aktivitdsa 24 oOra utdn jelentdsen csokkenhet, ezért a
hosszitavi kezelések esetleges citoxikus hatdsit SYTOX Green jeloléssel vizsgéltuk. A
SYTOX Green nagy méretii fluoreszcens festék, amely a sejtmagban a duplaszali DNS-hez
kotédik, azonban az ép sejtek membranjdn nem permedl. Igy csak a ruptdralt membrand,
nekrotikus sejtekbe jut be, ahol megfeleld gerjesztés esetén zolden fluoreszkal. A zold
fluoreszcencia  detektdldsdbél a  tenyészetben 1évé  citotoxikus  folyamatokra
kovetkeztethetiink. A vizsgalatok sordn a sejteket 96-lyuku, fekete falu, atlatszo alju lemezen
(Grenier Bio-One) tenyésztettiik és tobb napon keresztiil kezeltiik kapszaicin kiilonb6zo
dozisaival. A kezelések végeztével a sejteket tapoldatban higitott 1 uM SYTOX Green DNS
festékkel (Molecular Probes-Invitrogen) inkubaltuk 37 °C-on 30 percen keresztiil. Kétszeri
CMF PBS-ben torténd mosdast kovetden a SYTOX Green fluoreszcencia intenzitdsat az egyes
lyukakban FlexStation 384 II (Molecular Devices) spektrofluoriméterrel hatdroztuk meg 490
nm gerjesztési €s 520 nm emisszids hullimhossz mellett. Az eredményeket a kontroll

szazalékaban tuntettuk fel.

A fagocitozis vizsgdlata

A fagocitétikus aktivitdis mérése Vybrant Phagocytosis Assay Kit (Invitrogen)
segitségével tortént. A dendritikus sejteket 96 lyuku fekete fald, atlatszé alji edényekben
(Greiner Bio-One) differencidltattuk. A tenyésztéoldatot leszivtuk, majd a lyukakhoz
egyenként 100 pl, fluoreszceinnel konjugélt Escherichia coli biopartikulumokat tartalmazé
oldatot pipettaztunk, amit a gyartd protokollja alapjan allitottunk Ossze. Két 6ra 37°C-on
torténd inkubdcié utdn — mely id6 alatt a sejtek képesek voltak a baktériumrészek felvételére —
a sejtekrodl az oldatot leszivtuk, ezutdn lyukanként 100 pl 0,25 mg/ml koncentacidjui tripankék
(Invitrogen) oldatot adtunk a sejtekhez. A tripankék oldatot egy perc inkubéciét kdvetden
eltavolitottunk, majd FlexStation 384 II (Molecular Devices) fluoriméter segitségével mértiik
a fluoreszcencia intenzitdsdt 490 nm gerjesztési €és 520 nm emissziés hulldimhosszon. Az

eredményeket a kontroll szdzalékédban tiintettiik fel.
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A citokinfelszabadulds vizsgdlata

A sejtek dltal kivalasztott citokinek meghatdrozdsdhoz a sejtek feliildszojat
0sszegyujtottiik, majd a felszabadult IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 és TNFa mennyiségét
specifikus OptEIA kiteket (BD Pharmingen, Franklin Lakes, NJ, USA) felhaszndlva
hataroztuk meg, kovetve a gyartd protokolljat. A citokinek mért mennyiségét a kontroll

szézalékaban kifejezve adtuk meg.

Statisztikai analizis

A kapott eredményeket, ha azt a tovabbiakban masként nem jelezziik, a megfeleld
kontroll szazalékdban adtuk meg. Hibasdvban az eredmények standard hib4janak atlagat
(SEM) tiintettiik fel, szintén a kontroll szdzalékdban kifejezve. Az étlagok kiilonbségét
Osszetartozd mintdk esetén pdros t-probaval, egyéb esetekben fiiggetlen mintds #-probaval,
kettonél tobb csoport esetén pedig egyszempontos varianciaanalizssel (ANOVA), valamint
Bonferoni és Dunett post-hoc tesztekkel vizsgaltuk SPSS 9.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
statisztikai szoftver segitségével. Szignifikdnsnak a 0,05 szignifikancia szint alatti

kiilonbségeket fogadtuk el (p<0,05).

35



EREDMENYEK

A humdn faggyimirigy in situ és a humdn SZ95 szebocitdk in vitro egyardnt expresszdljak
a TRPVI-et

Korabbi eredményeinket (Bod6 és mtsai, 2004) megerdsitve immunhisztokémia
segitségével kimutattuk, hogy a human faggyimirigyek in situ expresszaljak a TRPV1-et (5.
abra). A korédbbi irodalmi adatokkal (Stdnder és mtsai, 2004) megegyezOen emellett azt is
megallapitottuk, hogy a TRPV1 expresszidja kifejezettebb a faggyimirigyben centrdlisan
taldlhaté  differencidlédott szebocitdkon, mig a mirigy periféridgjan elhelyezkedd

differencidlatlan sejtek kevésbé intenziven jelolddtek (5.B édbra).

A Verejték-  Faggyimirigy /| B
mirigy / s
7y —\ i
: /* / b - J
= ” // ¢ £ » } g \
/ e B ud.s:
B ¢ '}i.'s'. i '
NK ; o X T
RO e uds. Ideg
ZEm . ; “ 100 pm *

5. dbra: A TRPVI kifejezodése a humdn faggyiimirigyben in situ

A TRPVI expressziojdt streptavidin-biotin-komplex eljdrdst alkalmazva DAB jeldléssel mutattuk ki; az
immunpozitiv reakciot barna szin jeloli. A: A TRPVI expresszidja a humdn bor dermiszében és a
faggyumirigyekben. B: A TRPV1 expresszidja a szebocitdkon in situ. Az immunpozitivitds a centrdlisabb
helyzetii, differencidlodott szebocitdkon (d.s.) erdteljesebb, mint a periférids lokalizdcioju differencidlatian
szebocitdkon (ud.s.). Elobbieken a membrdnjeldlodés is jol megfigyelhets. Jol ldthaté a ,,belsé pozitiv
kontrollként” is haszndlhato periférids ideg TRPV1 pozitivitdsa. NK: preabszorbcids negativ kontroll.

Ezt kovetden megvizsgéltuk a TRPV1 kifejez0dését a human faggytimirigy eredetli
SZ95 sejtvonalon is. A receptor protein €s az azt kodolé6 mRNS jelenlétét egyarant sikerrel
igazoltuk (6-8. dbra). Az immuncitokémiai vizsgalatok alapjan a receptor expresszidjat, a
keratinocitakon korabban leirtakhoz (Denda és mtsai, 2001; Bodé és mtsai, 2004; 2005)
hasonléan, inhomogénnek taldltuk (6. d4bra), ami feltehetden Osszefiigg a sejtek
differencidltsagi éallapotdval. Ezt tdmasztjdk ald a Western blot és a kvantitaiv PCR

kisérleteink eredményei is, melyek sordn azt tapasztaltuk, hogy a TRPV1 expresszidja mind

36



protein (7. abra), mind pedig mRNS (8. dbra) szinten fokozddik a konfluencia novekedésével,

ami a differencidlédas fokozéddsaval jar egyiitt.

6. dbra: A TRPV 1 kifejezodése a humdn faggytimirigy eredetii SZ95 szebocitdkon

A TRPVI expressziojdt kiilonbozo immuncitokémiai technikdkkal mutattuk ki. A: Texas Red jelolés.
Szembetiind a sejtek kozott tapasztalhaté fluoreszcenciaintenzitds kiilonbsége. B: DAB jelolés. Az
immunpozitivitds részben intracelluldris helyzetiinek tiinik. NK: Negativ kontroll.

7. dbra: A TRPVI protein szintii expresszioja
kiilonbozo konfluencidju SZ95 kultirdkban
Kiilonbozo  konfluencidndl oOsszegyijtott  SZ95
sejtekbol meghatdroztuk a TRPVI protein
expressziojat Western immunoblot segitségével.
Pozitiv kontrollként a receptort overexpresszdlo
CHO sejtvonalat (TRPVI-CHO) haszndltunk. TRPV1
Ugyanazon kisérlet sordn meghatdroztuk a -
mintdk citokrém-C (Cyt-C) expresszidjdt is. ~95 kDa

SZ95 szebocita
Tenyészet konfluencidja
50% 70% 100%

TRPV1-
CHO

Meghatdroztuk az immunpozitiv sdvok optikai OD: 100 192 156
denzitdsdt, a TRPVI expresszio  értékeit

ugyanazon minta citokrom-C értékére normdltuk, Cyt-C

és a kontroll értékét 100-nak tekintve adtuk meg ~15 kDa - ~ ~
(OD).

8. dbra: A TRPVI mRNS expresszidja
8 1x10° kiilonbozo konfluencidju SZ95
7 sejttenyészetekben

] A kiilonbozo konfluencidji SZ95 szebocitdkbol
RNS-t izoldltunk, majd reverz transzkripciot
kovetden kvantitativ valos idejii PCR segitségével
] vizsgdltuk a TRPVI specifikus mRNS transzkript
37 kifejezodését. Az  eredményeket a  belsé
2 kontrollként  haszndlt GAPDH  expressziora
1 normdlva adtuk meg.

0 ; ; ;
50% 70% 100%

)
[o)}

A TRPV1 transzkript relativ expresszidja
(GAPDH
AN

Az S7Z95 tenyészet konfluencidja
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A kapszaicin szelektiven csokkenti az SZ95 szebocitak bazdlis és arachidonsav dltal

indukalt lipidszintézisét, de nem befolydsolja életképességiiket

A tovabbiakban a szebocitdkon expresszalodé TRPV1 funkcionalis szerepét vizsgaltuk.
A szebocitdk legfontosabb feladata a valtozatos Osszetételi szébum termelése. A sejtek
termindlis differencidléddsuk sordn egyre tobb lipidet termelnek, mikozben méretiik megnd,
granuldciéjuk fokozddik. Ennek sordn a sejtek plazmdjdban egyre tobb és nagyobb — foleg
neutrdlis — lipideket tartalmaz6 zsircsepp halmozddik fel (Rosenfield, 1989; Thody és Shuster,
1989; Doran és mtsai, 1991, Zouboulis és mtsai, 1998). Ezért megvizsgidltuk a TRPV1
specifikus aktivator kapszaicin hatdsdt az SZ95 sejtek lipidszintézisére és termindlis

differencialédasara.
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Annexin-V — FITC Annexin-V — FITC Annexin-V - FITC

9. dbra: Az SZ95 szebocitdk dramldsos citometrids vizsgdlata

A sejteket 48 ordn keresztiil 10 uM kapszaicinnel vagy 100 uM arachidonsavval kezeltiik. A: A szebocitdk
fenotipusos karakterizdldsa a fényszordsi adatok alapjdn tortént. B: FITC-konjugdlt annexin-V és
propidium-jodid kettls festés segitségével a sejthaldl apoptotikus és nekrotikus formdit vizsgdltuk. A
kapszaicinkezelés nem okozott vdltozdst egyik paraméterben sem, viszont az arachidonsav novelte a sejtek
méretét, fokozta a granuldciojukat és a sejtek pusztuldsdt indukdlta.
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Aramldsos citometrids vizsgélataink sordn azt tapasztaltuk, hogy 10 pM-ban alkalmazott
kapszaicin 48 6ras kezelést kovetden sem fokozta a sejtek granuldcidjat (side scatter) €s nem
novelte méretiiket (forward scatter) (9.A dbra). Ezzel ellentétben, mint azt Nile Red jelolést
kovetd kvantitativ fluorimetrids méréseinkkel kimutattuk, mar 24 ora elteltével dozisfiiggd
modon csokkentette mind a poléris, mind a neutrdlis lipidek bazdlis szintézisét (10. dbra).

A lipidtermelddést gétlé hatdasa mellett a kapszaicin nem volt hatdssal az SZ95 sejtek
életképességére. Aramldsos citometrids mérések sordn azt tapasztaltuk, hogy a 48 6rds 10 uM
koncentracioban alkalmazott kapszaicinkezelés nem valtoztatta meg sem az apoptotikus

(Annexin-V+ / propidium-jodid-),

_ 120 7 I ncutrélis lipidek sem pedig a nekrotikus (propidium-
§ 100 7 e POt lipidek jodid+) sejtek aranyat a
;é E 80 - tenyészetekben (9.B abra).
52 01 Kimutattuk tovabbd, hogy a 24 érén
%E 40 - keresztiil alkalmazott kapszaicin a
g ) vizsgdlt 0,1 nM — 10 pM
< ] koncentracio-tartomanyban nem
0 01 1 10 100 1000 10000 véltoztatta meg az €16 sejtek szamat
Kapszaicin (nM) sem (11.A dbra). Az €16 sejtek

10. dbra: A kapszaicin hatisa az SZ95 szebocitik
lipidszintzisére szamahoz hasonléan nem valtozott

Az SZ95 szebocitdkat 24 ordn keresztiil kezeltiik kiilonbozo
koncentrdciojii kapszaicinnel, majd Nile Red jelilést koveto
kvantitativ fluorimetrids mérés segitségével vizsgdltuk a sejtek
lipidszintézisét. N=4, *p<0,05

a sejtek mitokondridlis
membranpotencidlja (11.B é4bra) és
G6PD felszabadulasa (11.C &bra)
sem, vagyis a kapszaicin az alkalmazott koncentracikban nem indukélt sem apoptotikus, sem
pedig nekrotikus valtozasokat.

Kisérleteinkben pozitiv kontrollként arachidonsavat alkalmaztunk, melyrél mar
korabban is kimutattdk, hogy serkenti az SZ95 szebocitak terminalis differencialodasat
(Wrobel és mtsai, 2003). A korabbi irodalmi adatokkal 6sszhangban azt tapasztaltuk, hogy az
arachidonsav — a kapszaicinnel ellentétben — fokozta a szebocitdk differencidlodasat, 48 ora
elteltével a sejtek granuldcidja és mérete egyardant megnétt (9.A dbra). Oil Red O festés
segitségével kimutattuk emellett, hogy 50 uM arachidonsav mar 24 ora elteltével fokozta a
sejtekben a lipidek felhalmozdddsat (12.A 4bra). Nile Red jelolést kovetd kvantitativ
méréseink szerint az arachidonsav — a differencidlodésra jellemzden — elsdsorban a neutrélis
zsirok termelddését fokozta (12.B dbra). A lipidszintézis fokozddasdval parhuzamosan

arachidonsav hatdsara a sejtek mitokondridlis membranpotencidlja jelentdsen csokkent
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11. dbra: Kapszaicin hatisa az SZ95 szebocitik
életképességére

A sejteket 24 ordn keresztiil kezeltiik kapszaicinnel az dbrdn
bemutatott koncentrdciokban. A: A sejtek életképességét
MTT assay-vel hatdroztuk meg. B: A mitokondridlis
membrdnpotencidlt DilC,(5) jeloléssel kovettiik nyomon.
Pozitiv kontrollként CCCP-t haszndltunk. C: A nekrotikus
folyamatokat G6PD felszabadulds segitségével vizsgdltuk. A
feliiliiszoban detektdlt enzimaktivitds mértékét a pozitiv
kontrollként haszndlt lizdlt sejtek szdzalékdban adtuk meg.
N=4, *p<0,05
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(apoptotdzis) (13.A dbra), de nem nott
a GO6PD felszabaduldas (13.B 4bra);
azaz az arachidonsav nem volt cito-
toxikus hatdsd. 100 uM arachidonsav
alkalmazdsat kovetden 48 oraval pedig
késdi apoptotikus/nekrotikus véltoza-
sokat is megfigyelhettiink; az arachi-
donsavval kezelt tenyészetekben az
Annexin-V és a propidium-jodid
pozitiv sejtek ardnya egyarant megnott
(9.B 4bra).

Ezt kovetéen megizsgaltuk a
kapszacin hatdsiat az SZ95 szebocitdk
arachidonsavval indukaélt differencidl6-
dasdra. Azt tapasztaltuk, hogy a kap-
szaicin dozisfiiggden gétolta az arachi-
donsav lipidszintézist fokozd hatdsat
(12. abra), viszont nem befolydsolta az
arachidonsav indukélta apoptotikus
folyamatokat; azaz nem volt hatdssal
az arachidonsav éltal okozott mito-
kondridlis membréanpotencidl csokke-
nésre. (13.A dbra). A két anyag egyiit-
tes alkalmazdsa sem vdltott ki nekro-
tikus hatasokat, a G6PD felszabadulast
egyiittesen sem fokoztdk (13.B dbra).
Mindezek alapjan megdllapithattuk,
hogy a szebocitdk (bazdlis és arachi-
donsav éltal indukalt) lipidszintézisét a
rovidtava (24 h) kapszaicin kezelés
szelektiven és dozistiiggd moédon csok-

kenti anélkiil, hogy befolydsolnd a

sejtek életképességét.
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12. dbra: A kapszaicin hatdsa az SZ95 szebocitdk archidonsav dltal indukdlt lipidszintézisére.

A: Az S7Z95 szebocitdkat 24 ordn keresztiil kezeltiik 50 uM arachidonsavval (AA) vagy 50 uM arachidonsav
és 10 uM kapszaicin kombindcidjdval. A sejtek fixdldsdt kovetden az intracelluldris lipidcseppeket Oil Red
O festéssel jeloltiik, a sejtmagot pedig Mayer-féle hematoxilinnel tettiik ldthatovd. B: A sejteket szintén 24
ordn keresztiil kezeltiik kapszaicinnel (CAPS) és arachidonsavval (AA), az dbrdn bemutatott
kombindciokban és koncentrdciokban majd Nile Red jelolést koveto kvantitativ fluorimetrids mérés
segitségével vizsgdltuk a sejtek lipidszintézisét. N=4, *p<0,05, a kontrollhoz viszonyitva; "p<0,05 az
onmagdban alkalmazott 50 uM arachidonsav kezeléshez viszonyitva.
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13. dbra: Az arachidonsav és a kapszaicin hatisa az SZ95 szebocitdk apoptotikus és nekrotikus
JSolyamataira

A sejteket 24 ordn keresztiil kezeltiik kapszaicinnel (CAPS) és arachidonsavval (AA), az dbrdn bemutatott
kombindciokban és koncentrdciokban. A: A mitokondridlis membrdnpotencidlt DilC(5) jeloléssel kovettiik
nyomon. B: A nekrotikus folyamatokat G6PD felszabadulds segitségével vizsgdltuk. A feliiliiszoban detektdlt
enzimaktivitds mértékét a pozitiv kontrollként haszndlt lizdlt sejtek szdzalékdban adtuk meg.
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A kapszaicin lipidszintézist csokkentd hatdsdt a TRPV1 kozvetiti

Tovabbi vizsgélataink arra szolgéltattak bizonyitékot, hogy a kapszaicin az SZ95
szebocitdkban is a TRPV1-en keresztiil fejti ki hatasat. Korabbi kutatasok szamos sejttipuson
igazoltdk, hogy a TRPV1 funkciondlis Ca’*-csatornaként miikodik (Bevan és mtsai, 1993;
Caterina és mtsai, 1997; Bird és mtsai, 1998; Birder és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002;
Bod6 és mtsai, 2005). Ezért els6ként megvizsgéltuk a Ca®* szerepét a kapszaicin hatdsanak
kifejlodésében. Kordbbi kapszaicin kezeléseinket célzottan megismételtik normal és
csokkentett Ca**-tartalmdi médiumban is, majd Nile Red jelolést kovetd kvantitativ
fluorimetrids mérésekkel vizsgaltuk a sejtek lipidszintézisét. Eredményeink szerint a
csokkentett Ca2+—k0ncentréciéjli kozegben a kapszaicin (a normdl Ca**-szint mellett
tapasztalt) gitl6 hatdsa elmaradt, mind a bazdlis, mind az arachidonsav indukalt lipidszintézis
esetében (14. abra). Ez felveti a TRPVI1, mint funkcionalis Ca*-csatorna szerepét a

kapszaicin hatdsanak kifejlodésében.
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14. dbra: Az extracelluldris Ca’* koncentrdcié szerepe a kapszaicin lipidcsikkentd hatdsdnak kialakuldsdban
A: Az §795 szebocitdkat 24 ordn keresztiil kezeltiik az dbrdn jelzett kapszaicin koncentrdciokkal normdl és
alacsony Ca’* tartalmii médiumban. A neutrdlis lipidek szintiét Nile Red jelolést kovetden fluorimetrids
mérésekkel hatdroztuk meg. B: A normdl és alacsony Ca’* tartalmii médiumban tortént kezelést kiilonbizé
koncentrdciojii kapszaicin (CAPS) és arachidonsav (AA) kombindcidjdval is megismételtiik, a neutrdlis lipidek
szintjét az eldbbiek szerint detektdltuk. N=4, *p<0,05, a kontrollhoz viszonyitva; *p<0,05 az onmagdban
alkalmazott 50 uM arachidonsav kezeléshez viszonyitva.

Ezt a feltevést farmakoldgiai vizsgélatokkal is aldtdmasztottuk. Ennek sordn a TRPV1
specifikus gatloszerét, az [-RTX-et (Wahl és mtsai, 2001) alkalmaztuk kapszaicinnel,
valamint arachidonsavval kombindlva, és vizsgaltuk a sejtek lipidszintézisét. Az [-RTX
jelenlétében a kapszaicin nem fejtette ki hatdsat; azaz sem a bazdlis, sem az arachidonsav ltal
indukalt lipidszintézist nem volt képes csokkenteni (15. dbra), amely jelenség alatdmasztja a

TRPV1 szerepét a lipidszintézis gatldsdban. Erdekes megfigyelésnek adédott, hogy az I-RTX
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jelenlétében az arachidonsav hatdsa, kismértékben ugyan, de fokozddott, ami a TRPV1

endogén aktivitasara utalhat (1d. aldbb).

* Végezetiil RNS
* 1 . . iy
— interferencia technikat
*
~ 300 ] * ' T' alkalmazva is vizsgdltuk a
SN | |
S 250 1 T * TRPV1 szerepét a kapszaicin
 — ]
(] I I 1 .. . s . .. %
% = 200 . lipidszintézist csokkentd
22 ] — hatdsiban. Az  SZ95
= s 150 .
;_‘ : . Va 7’ 7 144
50 N szebocitakat két eltéro, de a
g 100 -
=
< g : TRPV1 mRNS-ére egyarant
g 0 ] specifikus siRNS-sel  is
transzfektaltuk az ,,Anyagok
CAPS -t - T és modszerek” fejezetben
AA - - - + + + 4+
I-RTX -+ -+ -+ -+ leirtak szerint. Western blot és
15. dbra: A TRPVI1 szerepe a kapszaicin lipidszintézist gdtlo Q-PCR technikak

hatdsdnak kialakuldsdban L .
A szebocitdkat 24 Grdn dt kezeltiik 10 uM kapszaicinnel (CAPS) és 50 alkalmazdsaval — kimutattuk,
uM arachidonsavval (AA), valamint a TRPV1 specifikus antagonista . £ .
I-RTX 50 nM-os kocentrdcidjdval az dbrdn jelzett kombindciokban. A hogy mindket SIRNS
neutrdlis lipidek szintjét a kordbban leirtak szerint Nile Red jelolést hatékonyan csokkentette a
kovetden hatdroztuk meg. N=4, *p<0,05, a jelzett csoportok kozott.

TRPV1 expresszidjat protein

(16.A abra) és mRNS (16.B 4bra) szinten egyarant. A transzfekciot kovetd masodik napon,
mikor a géncsendesités a leghatékonyabbnak mutatkozott, a sejteket a kordbbiakhoz
hasonléan kapszaicin és arachidonsav kombindcidjaval kezeltik, majd vizsgéltuk a
lipidszintézisiiket. A TRPV1 transzlacié szelektiv gatldsa esetén a kapszaicin gyakorlatilag
hatdstalannak bizonyult, azaz sem a bazdlis, sem az arachidonsav indukalt lipidszintézist nem
volt képes gatolni (16.C dbra). Az arachidonsav viszont kis mértékben bar, de ebben az
esetben is hatdsosabbnak mutatkozott a TRPV1 csendesitett sejtekben, ami ismét csak arra
utal, hogy a TRPV1 endogén aktivitisa konstitutivan gétolhatja a lipidszintézist.
Eredményeink 0Osszhangban dllnak az I-RTX kezelés esetén tapasztaltakkal, vagyis
elmondhat6, hogy a TRPV1 farmakoldgiai gatldsa és RNS interferencidval torténd
csendesitése egyarant gitolta a kapszaicin hatdsdnak kifejlodését. Mindezek alapjan

kijelenthetjiik, hogy a kapszaicin lipidszintézist gitlo hatdsat a TRPV1-en keresztiil fejti ki.
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16. dbra: A TRPV1 specifikus RNSi hatdsa az SZ95 szebocidkra

Az 8795 szebocitdkat az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint transzfektdltuk TRPVI-re specifikus
SIRNS-ekkel (siRNS-5 és siRNS-6), valamint scrambled siRNS-sel (scr RNS). A: A TRPVI expresszio vizsgdlata
western blot technikdval a transzfekciot koveté mdsodik napon. A TRPVI expresszio mértékét az immunpozitiv
sdvok optikai denzitdsdval jellemeztiik, amiket a belsé kontrollként haszndlt citokrom C (Cyt-C) értékeire
normalizdltuk. A normalizdlt optikai denzitds értékeket (OD) a kontroll szdzalékdban adtuk meg. B: A TRPVI
specifikus mRNS transzkript mennyiségét kvantitativ valos idejii PCR segitségével vizsgdltuk, szintén két nappal
a transzfekciot kovetoen. Az expresszio értékeit a GAPDH expresszidjdra normalizdlva, hdrom fiiggetlen mérés
adatai alapjdn adtuk meg. C: A kapszaicin hatdsa a lipidszintézisre TRPVI specifikus siRNS-sel transzfektdlt és
kontroll szebocitdkon. Az SZ95 sejteket a transzfekcio mdsnapjdn 96 lyukii tenyésztolemezre szélesztettiik, majd
24 ora miilva (vagyis a transzfekciot koveto mdsodik napon, mikor a TRPVI expressziojdt a legalacsonyabbnak
taldltuk) kezeltiik 10 uM kapszaicinnel és 50 uM arachidonsavval az dbrdn bemutatott kombindciokban. Ezt
kovetben iijabb 24 ordval Nile Red jelolést kovetden mértiik a lipidek mennyiségét fluorimetrids iiton. N=4,
*p<0,05, a jelzett csoportok kozott.
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A kapszaicin megvdltoztatja a lipidszintézist szabdlyzo gének expresszidjdt és befolydsolja

egyes citokinek felszabaduldsdt

A kapszaicinrdl, részben laboratériumunk munkdi sordn, mar kordbban kideriilt, hogy —
tobbek kozott a humdan bor keratinocitdin is — képes a génexpresszidt, valamint egyes
citokinek felszabaduldsat is megvaltoztatni (Biré és mtsai, 1998b; Southall és mtsai, 2003;
Bodo és mitsai, 2005). Ezért a szebocitdkkal kapcsolatosan is felvetddott a kérdés, hogy a
kapszaicin lipidszintézist csokkentd hatdsdban szerepet jatszhatnak-e génexpresszids
valtozdsok is. Megvizsgaltuk tehét a lipidszintézis szabdlyozdsdban kozponti szerepet jatszo
PPAR-ok expresszidjat és annak valtozadsat a kapszaicin hatdsiara. A PPAR-ok funkciondlis
formdjukban heterodimert képeznek a retinoid-X receptorokkal (RXR) (Bardot és mitsai,
1993; Chandra és mtsai, 2008), melyek kifejez0dését szintén tanulmanyoztuk. Kvantitativ
PCR segitségével vizsgaltuk mindharom ismert PPAR izoforma (PPARa, PPARG és PPARY),
valamint a veliik leggyakrabban heterodimerizdld6dé RXRa és RXRB mRNS transzkriptjét. Az
1.A tablazatban bemutatott adatokbdl jol latszik, hogy 1 uM-ban alkalmazott kapszaicin 24
ora elteltével (mely idon beliil hatékonyan gétolta a sejtek lipidszintézisét is) valamennyi
vizsgalt gén expresszidjat csokkentette a kezeletlen kontrollhoz viszonyitva. Mindez arra utal,
hogy a kapszaicin lipidszintet csokkentd hatdsdban szerepet jatszik a lipidszintézist pozitivan

reguldlé gének expresszidjanak gatldsa.

1. tdblazat: A kapszaicin hatdsa a lipidszintézis szabdlyozdsdban szerepet jdtszo transzkripcios faktorok
génexpressziojdra (A) és egyes proinflammatorikus citokinek felszabaduldsdra (B) SZ95 szebocitdkon

A: Génexpresszio 1 pM kapszaicin . . N
: 6h 24 h Az S7Z95 szebocitdkat 6 illetve 24 ordt kezeltiik
PPARG 87417 % 63+414%* 1 uM kapszaicinnel. A: A kezelést kdovetoen
— — kvantitativ  valos ideji PCR segitségével
PPARy 95+11% 58+16%* meghatdroztuk a  tdbldzatban  feltiintetett
transzkripcios faktorok génexpresszidjdat. Az
PPAR$ 123+19% S1+11%* adatokat a humdn ciklofilin expresszidjdra
RXRa 103+11% 54+14%* normdltuk. B: A kezlést kovetéen a sejtekrol
eltdvolitottuk a feliiliiszot és specifikus OptiEIA
RXRp 34£13%* 6929%* kitek segitségével meghatdroztuk a tdbldzatban
feltiintetett citokinek mennyiségét. Az értékeket
mindkét esetben négy fiiggetlen mérés alapjdn
B: Citokinfelszabadulds adtuk meg. *p<0,05 az oldoszerrel kezelt
kontrollhoz viszonyitva.
IL-1p 27+9%*
IL-6 95+13%
TNFa 106£21%
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A génexpresszid6 mellet megvizsgaltuk, hogy a kapszaicin képes-e [a kordbban
keratinocitdkon leirtakhoz (Southall és mtsai, 2003) hasonléan] citokin fehérjék termelddését
is megvaltoztatni. Specifikus ELISA technikak alkalmazdsaval vizsgéltuk a felszabadul6 I1L-
1B, IL-6 és TNFa mennyiségét, mely proinflammatorikus citokinek termelddését SZ95
szebocitdkon mar kordbban is igazoltdk (Alestas és mtsai, 2006). Eredményeink szerint a
kapszaicin szignifikdnsan csokkentette az IL-1P felszabaduldsit, mikdozben nem véltoztatta

meg az IL-6 és a TNFa feliiliszéban mért mennyiségét (1.B tablizat).

A hosszutavi  kapszaicin kezelés dozisfiiggéen eltéré hatdsi az SZ95 szebocitik
proliferdciojdira

Az eddigi vizsgdlataink sordn a kapszaicint rovid ideig (<48 h) alkalmaztuk, és azt
tapasztaltuk, hogy mikézben TRPV1 specifikus médon csokkenti a szebocitdk lipidszintézisét
(10., 12., 14-16. abrédk), nincs hatédssal a sejtek életképességére (9., 11., 13. dbrdk). Kordbbi
munkdink sordn viszont azt éllapitottuk meg, hogy a hosszitivi (>3-5 nap) kapszaicin
kezelés izoldlt szOrtiiszd és keratinocita tenyészetekben egyardnt csokkentette a proliferaciét
és apoptdzist indukélt (Bodo és mtsai, 2005). Ezért kivancsaiak voltunk arra is, a szebocitak
életképességét/proliferacidjat hogyan véltoztatja meg a hosszutdvon alkalmazott kapszaicin
kezelés. Ahhoz, hogy a proliferaci6 véltozasait érzékenyebben vizsgdlhassuk, némileg
modositottunk a tenyésztési koriilményeken.
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17. dbra: A hosszitdvi kapszaicin kezelés hatdsa az SZ95 szebocitdk proliferdcidjdra.

A nagy denzitdsban, alacsony szérumtartalom mellett tenyésztett szebocitdkat 6 napon keresztiil naponta kezeltiik
kapszaicinnel az dbrdn bemutatott koncentrdciokban. Az él6 sejtszdmot MTT assay-vel hatdroztuk meg,
kolorimetrids iiton, az abszorbancidt 550 nm-es hulldmhosszon mérve. A: Az SZ95 sejtek novekedési gorbéje kis
és nagy koncentrdcioban alkalmazott kapszaicin kezelés mellett, valamint olddszerrel kezelt kontroll esetben. Az
élo sejtek szdamdt a jelzett napokon hatdroztuk meg. B: 6 napos kapszaicin kezelés dozis-hatds gorbéje. Az
adatokat az olddszerrel kezelt kontroll szdzalékdban fejeztiik ki. N=4, *p<0,05, a kontrollhoz viszonyitva.
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18. dbra: A TRPVI szerepe a hossziitdvi kapszaicin kezelés
proliferdciora gyakorolt hatdsdban

A nagy denzitdsban alacsony szérumtartalom mellett tenyésztett
szebocitdkat 6 napon keresztiil naponta kezeltiik kapszaicinnel és
I-RTX-szel normdl és alacsony kalcium tartalmii médiumban az
dbrdn bemutatott kombindciokban. Az él6 sejtszdmot a 6. napon
MTT assay-vel hatdroztuk meg, kolorimetrids 1iiton, az
abszorbancidt 550 nm-es hulldmhosszon mérve. Az értékeket
minden esetben a megfelelé kalcium tartalmii médiumban
tartott, oldoszerrel kezelt kontroll szdzalékdaban adtuk meg. N=4,
*p<0,05, a kontrollhoz viszonyitva; #p<0,05, a normdl kalcium
koncentrdcio mellett csak kapszaicinnel kezelt csoporthoz
viszonyitva.
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19. dbra: A hosszitivii kapszaicin kezelés citotoxikus
hatdsdanak vizsgdlata

A nagy denzitdsban, alacsony szérumtartalom mellett
tenyésztett szebocitdkat 6 napon keresztiil naponta kezeltiik
kapszaicinnel az dbrdn bemutatott koncentrdciokban. A
nekrotikus folyamatokat a 6. napon SYTOX Green jelolést
kovetéen fluorimetrids méréssel vizsgdltuk. Az értékeket az
oldéoszerrel kezelt kontroll értékének szdzalékdban adtuk meg.
N=4, *p<0,05, a kontrollhoz viszonyitva.
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A szebocitakat

(40.000

nagy
denzitasban sejt/lyuk)
szélesztettik 96 lyukd tenyésztd-
lemezre, a tdpoldat szérum tartalmat
pedig 3%-ra csokkentettiik. Ilyen
koriilmények  kozott a  sejtek
€letképessége 6 nap alatt sem
csokkent, ugyanakkor proliferaciot
sem tapasztaltunk (17.A dbra). Ha
ilyen koriilmények kozott kezeltiik
a sejteket kapszaicinnel, érdekes
valtozast figyelhettiink meg. Kis
koncentracioban  (0,1-100  nM)

naponta  alkalmazott kapszaicin
serkentette a sejtek proliferdcigjat,
mig nagy koncentricié (>1 uM)
gatolta azt, és csokkentette a sejtek
€letképességét (17. éabra). A kis
koncentracidban alkalmazott
kapszaicin hosszitavi proliferaciot
fokoz6 hatdsa TRPV1 specifikus-
nak bizonyult, amennyiben a
receptor specifikus antagonista I-
RTX hatékonyan gatolta (18. dbra).
Eredményeink szerint az [Ca®*]gc
csokkentése szintén kivédte a kis
koncentracioban alkalmazott kap-
azaz a TRPVI1

C a2+_

szaicin hatasat;
feltehetéen  funkciondlis
csatornaként vesz részt a folyamat-
ban. Ezzel szemben sem az I-RTX,
sem pedig az [Ca2+]EC csokkentése

nem volt képes kivédeni a nagy



koncentraciéban alkalmazott kapszaicin €10 sejtszamot csokkentd hatdsat; ugy tlinik tehat,
hogy ez a hatas fiiggetlen a TRPV1-t6l. A nagy koncentraciéban (10-30 uM) alkalmazott
kapszaicin vizsgédlataink szerint 6 nap utin a sejtmembrdn integritdsat kdrositja, ami a
SYTOX Green jelolodés szignifikdns novekedéséhez vezet (19 dbra), vagyis az ilyen

dézisban alkalmazott kapszaicin toxikus a sejtekre.

A humdn monocita eredetii dendritikus sejtek expresszdljik a TRPVI-et

Kisérelteink sordn elsOként vizsgaltuk a TRPV1 expresszi6jat a human monocita eredetii
dendritikus sejteken. Az éretlen dendritikus sejteket human periférids vérbdl izolalt
monocitdkbdl 5 nap alatt differencidltattuk IL-4 és GM-CSF jelenlétében az ,,Anyagok és
modszerek” fejezetben leirtak szerint. A differencidléddas sordn megvaltozik a sejtek
morfoldgidja és sejtfelszini marker expresszidja (20. dbra). A dendritikus sejtek felszinérdl
eltinik a monocitdkra specifikus CD14 marker (20.B &bra), és megjelenik a monocitdk

felszinén nem expresszal6ddé dendritikus sejtekre specifikus DC-SIGN (20.C 4bra).
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20. dbra: A humdn monocita eredetii dendritikus sejtek differencidloddsdnak dramldsos citometrids
vizsgdlata

A humadn periférids vérbdl izoldlt monocitdkat az izoldlds napjdn és az azt koveté 2. napon 100 ng/ml IL-4 és
80 ng/ml GM-CSF kombindciodjdval kezelve az izoldldst kdvetd 5. napra a sejtek éretlen dendritikus sejtekké
differencidlodnak. A sejtek fenotipusdt és felszini marker expresszidjdt dramldsos citometridval vizsgdltuk A:
A sejtek karakterizdldsa a fényszordsi adatok alapjdn tortént kozvetleniil az izoldlds utdn és az azt koveto
otodik napon. B: A monocitdkat és az éretlen dendritikus sejteket a monocitaspecifikus CDI14 ellen
termeltetett PE-konjugdlt antitestekkel és a megfelelé izotipus kontrollal jeloltik és a CDI4
immunpozitivitdst eloszldsi hisztogrammon dbrdzoltuk. C: A sejteket DC-SIGN ellenes FITC-konjugdlt
antitestekkel is megjeloltiik, az dbrdn a DC-SIGN pozitivitdst eloszldsi hisztogrammon dbrdzoltuk.
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A TRPVI1 expressziéjat vizsgalva azt taldltuk, hogy a receptor a monocitikon és az
éretlen dendritikus sejteken egyardnt kifejezodik mind protein (21. dbra), mind pedig mRNS
(22. abra) szinten. Megadllapitottuk, hogy a TRPV1 expresszidja az éretlen dendritikus sejtek
differencidloddsa sordn, a monocitdkhoz képest, jelentésen fokozddott. Azt is megfigyeltiik,
hogy a protein szint véltozdsa egy nap késéssel koveti az mRNS szintben tapasztalt
valtozdsokat, ami a TRPV1 protein megndvekedett turn over-ére utal a differencialédési
folyamat sordn (21-22. abrdk). Ez alapjan felvetddott, hogy a TRPV1 szerepet jatszik a

dendritikus sejtek differencidlédasaban.

A

Tenyésztési napok
0 1 2 3 4 5 6
MC iDC  mDC

100 kDa —» . ‘
Cast o B G .. ll) Ci—

OD: 100 50,9 170,8 914 1256 144,8 203,1

10 um

21. dbra: A TRPVI protein expresszio vdltozdsa a humdn monocitik dendritikus sejtté torténd
differencidloddsa sordn

A: A TRPVI fehérje expresszidjat Western blot technikdval vizsgdltuk a monocitdk dendritikus sejtté torténd
differencidloddsa sordn naponta gyiijtott mintdakbol, valamint a dendpritikus sejtek proinflammatorikus citokin
koktéllal indukdlt érését kovetoen. MC: monocita, iDC: éretlen dendritikus sejt, mDC: érett dendritikus sejt. A
TRPVI expresszio mértékét az immunpozitiv sdvok optikai denzitdsdval jellemeztiik, amiket a belsé
kontrollként haszndlt citokrom C (Cyt-C) értékeire normalizdltuk. A normalizdlt optikai denzitds értékeket
(OD) a monocitdk szdzalékdban adtuk meg. B: A TRPVI expressziojdt immuncitokémiai segitségével mutattuk
ki, TRPVI ellen nyulban termeltetett poliklondlis elsodleges ellenanyag és nyiil ellenes FITC-konjugdlt
mdsodlagos antitest felhaszndldsdval. A sejtmagokat DAPI-val jeloltiik. NK: Negativ kontroll.

A receptor expresszidjat kovetéen megvizsgéltuk, hogy a dendritikus sejteken
kifejez6dd TRPV1 funkciondlis Ca™ csatornaként miikodik-e. Ehhez fura 2-AM Ca’*-
érzékeny festék segitségével optikai tton mértiik a sejteken az [Ca**Jic-ban bekovetkezé
valtozasokat a TRPV1 specifikus agonista kapszaicin hatdsdra (23. 4bra). Az akutan
alkalmazott kapszaicin rovid idon beliil megnovelte az érett és éretlen dendritikus sejtek
[Ca®]ic-jat, mely hatds kimoshaténak bizonyult, vagyis a kapszaicin elvételét kovetden
hamarosan visszadllt a normal Ca**-szint. A sejtek reaktivitdsat pozitiv kontrollként ATP-t
alkalmazva ellendriztiikk, melyr6l kordbban kimutattdk, hogy szdmos mds sejttipushoz
hasonléan, tranziens médon noveli a dendritikus sejtek [Ca2+]lc—jét (Berchtold és mitsai,

1999).
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22. dbra: A TRPVI mRNS expresszio
vdaltozdsa a humdn monocita eredetii
dendritikus sejtek differencidloddsa és érése
sordn

Az éretlen dendritikus sejtek
differencidloddsa, majd proinflammatorikus
citokinkoktél segitségével indukdlt érése (ld.
»Anyagok és modszerek”  fejezet) sordn
naponta  RNS-t  izoldltunk, majd reverz
transzkripciot kovetéen kvantitativ valos idejii
PCR  segitségével vizsgdltuk a TRPVI
specifikus mRNS transzkript kifejezodését. Az
eredményeket a belsé kontrollként haszndlt
GAPDH expressziora normalizdltuk, majd a
kapott eredményeket a monocitikon (MC) mért
génexpresszio szdzaldkdban adtuk meg. iDC:
éretlen  dendritikus  sejtek, mDC: érett
dendritikus sejtek, p<0,05, N:3-7.

31 mDC
2 4
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| CAPS ATP
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23. dbra: A kapszaicin hatdsa az intracelluldris Ca** koncentrdcidéra dendritikus sejteken

Az éretlen (iDC) és az érett dendritikus sejteket (mDC) fura 2-AM Ca** érzékeny festékkel toltéttiik fel és az
~Anyagok és modszerek” fejezetben leirtak szerint vizsgdltuk az egyes sejtek [Ca’ ] ¢ viltozdsdt akut 10 uM
kapszaicin (CAPS) kezelés hatdsdra. Pozitiv kontrollként 180 uM ATP alkalmaztunk.

A TRPVI aktivdacioja gdtolja a humdn monocita eredetii dendritikus sejtek

differencialoddsadt

A TRPVI1 expresszi6 kimutatdsat kovetden megvizsgaltuk milyen hatdssal van a

receptor aktivacidja a dendritikus sejtek differencidlodasdra. Ennek sordn a sejteket

kapszaicinnel és/vagy IL-4 és GM-CSF kombinacidjaval kezeltiik, majd dramldsos citometria

segitségével vizsgdltuk a sejtek felszinén a dendritikus sejtekre specifikus DC-SIGN

kifejez6dését. Ha a periférids vérbol izolalt monocitdkat 6t napon keresztiil naponta kezeltiik

kapszaicinnel (IL-4 és GM-CSF hidnyaban), a sejteken nem tapasztaltunk DC-SIGN

expressziot, vagyis nem differencidlédtak dendritikus sejtekké (24. abra). Ezzel szemben az

onmagaban alkalmazott [L-4 és GM-CSF (mint azt kordbban is lattuk) hatékonyan indukalta a

sejtek DC-SIGN expressziéjat, vagyis a monocitdk dendritikus sejtekké differencidlédtak
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(20.C és 24. abrak). Ha azonban a két kezelést kombinéltuk — vagyis mikdzben a dendritikus
sejtek differencidlodésat IL-4 és GM-CSF segitségével indukaltuk 6t napon keresztiil —, a 0.
naptol naponta alkalmazott kapszaicin kezelés csokkentette a DC-SIGN expresszié mértékét,

vagyis gatolta a dendritikus sejtek differencidlodasat (24.B édbra).

A DC-SIGN immunpozitivitds B

[ ] GM-CSF+IL-4
B caps
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128
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sejtszam

20 +

Medién fluoreszcencia intenzitas
(maximum = 100%)

0 1 2 3 4 5 0 1023

Tenyésztési napok DC-SIGN immunpozitivitas

24. dbra: A kapszaicin hatdsa a monocitdk dendritikus sejtté torténd differencidloddsdra

A humdn periférids vérbol izoldlt monocitdkat 5 napon keresztiil kezeltiik 80 ng/ml GM-CSF és 100 ng/ml IL-4
valamint 10 uM kapszaicin (CAPS) az dbrdn ldthaté kombindcioival. A sejtek DC-SIGN expresszidjdat FITC
konjugdlt monoklondlis antitest jelolést kovetoen dramldsos citometria segitségével vizsgdltuk. Az dbrdn egy
reprezentativ donor eredményei ldthatok; 3 kisérlet hasonlo eredményt adott. A: A DC-SIGN expressziot
naponta vizsgdltuk, az dbrdn a mért medidn fluoreszcencia értékeket a maximdlis érték szdzalékdban fejeztiik ki.
B: Az 5. napon végzett dramldsos citometrids mérések eredményei. A DC-SIGN porzitivitdst eloszldsi
hisztogramon dbrdzoltuk.

Ezt kovetden a dendritikus sejtek 1L.-4 és GM-CSF dltal indukalt differencidlédasa sordn
megvizsgaltuk a differencdlédds kezdetétdl naponta alkalmazott kapszaicin hatdsat mads, a
differencialt dendritikus sejtekre jellemzd sejtfelszini markerek expresszidjara is. A kisérletek
5. napjén dramldsos citometria segitségével mértiik a dendritikus sejtmarker CD11c, valamint
az idegen peptid antigének prezentacidjadban szerepet jatszo, hivatdsos antigénprezentdlo
sejtekre jellemz6, MHC-II osztdlyba tartoz6 HLA-DR kifejezddését is a sejtek felszinén. Azt
tapasztaltuk, hogy az 5 napon keresztiil alkalmazott kapszaicin, a DC-SIGN-hoz hasonléan, a
CDll1c és a HLA-DR expresszigjat is csokkentette (25. dbra). Mindezen eredmények tovabbi
bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy a kapszaicin folyamatos jelenléte gatolja a monocitak IL-
4 és GM-CSF altal indukalt dendritikus sejtekké torténd differencidlodésat.

A fentiekkel megegyezd kezeléseket kovetden a kisérlet 5. napjdn tanulmanyoztuk a
kapszaicin hatdsét a sejtek életképességére is. Az €16 sejtek szamat MTT assay segitségével
kovettiik nyomon, mig a mitokondridlis membréanpotencidl és a sejtmembran integritdsanak

vizsgalatdval az apoptotikus €s a nekrotikus folyamatokat kisértiik figyelemmel.
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25. dbra: A kapszaicin hatdsa a dendritikus sejtek sejtfelszini markereinek expresszidjdra

Az éretlen dendritikus sejtek (iDC) differencidloddsdt IL-4 és GM-CSF segitségével indukdltuk, naponta
alkalmazott 10 uM kapszaicin jelenlétében (CAPS) vagy hidnydban. Az 5. napon a sejtek HLA-DR és CDI1Ic
expressziojat FITC- és PE- (rendre) konjugdlt monoklondlis antitest jelolést kovetéen dramldsos citometria
segitségével vizsgdltuk. A: Egy reprezentativ donor eredményei, eloszldsi hisztogramon dbrdzolva. B: A medidn
fluoreszcencia vdltozdsa 2 fiiggetlen donor dtlaga alapjdn.

A mitokondridlis membranpotencidlt Mitoprobe assayvel, a membranintegritist pedig
SYTOX Green jelolés segitségével vizsgaltuk (26. dbra). Eredményeink szerint a dendritikus
sejtek differencidloddsa sordn a 0. naptdl naponta alkalmazott kapszaicin kezelés nem
befolydsolta az él16 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 (mikdzben gatolta a

dendritikus sejtek differencialodasat).

[ IMTT 26. dbra: A kapszaicin hatdsa a dendritikus sejtek
) [ 1 MMP életképességére.

N B SYTOX A sejteket az IL-4 és GM-CSF indukdlt
S 120 A differencidlédds ~ sordn  naponta kezeltiik
20 n 100 T J_\ - kapszaicinnel az dbrdn feltiintetett
2 gn koncentrdciokban. Az 5. napon vizsgdltuk az élo
§g 80 1 sejtek szdmdt MTT assayvel (MTT), a sejtek
B3 60 - mitokondridlis membrdnpotencidljdt (MMP)
o g 40 1 DilC(5) jelolést kovetben valamint a citotoxicitdst
£ SYTOX Green (SYTOX) jelolést kovetéen
< 20 A fluoreszcens mikroplate reader segitségével. Az
: : eredményeket a kapszaicinnel nem kezelt kontroll

1 10 szdzalékdban fejeztiik ki. N=4.

Kapszaicin (MUM)
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A tovabbiakban megvizsgaltuk, hogy a kapszaicin differencidlodéast csokkentd hatdsa a

TRPV1-en keresztiil érvényesiil-e. Ennek sordn a kapszaicin mellett a receptor-specifikus
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27. dbra: A TRPVI aktivicio hatdsa a humdn
monocitik dendritikus sejtté torténd
differencidloddsdra

Az IL-4 és GM-CSF jelenlétében differencidlodo sejteket
a differencidlodds 0. illetve 3. napjdtol naponta kezeltiik
a TRPV1I specifikus agonista kapszaicinnel (CAPS) az
dbrdn feltiintetett koncentrdciokban, valamint kapszaicin
és 5 uM TRPVI specifikus antagonista kapszazepin
(CPZ) kombindcicjdval. A kisérlet 5. napjin FITC
konjugdlt DC-SIGN ellenes antitest jelolést kovetoen
dramldsos  citometridval vizsgdltuk a DC-SIGN
sejtfelszini expressziojdat. Hdarom fiiggetlen donor medidn
fluoreszcencia értékeinek dtlagdt a kezeletlen kontroll
szdzalékdban adtuk meg. *p<0,05

antagonista kapszazepinnel is kezeltiik a
sejtjeinket, szintén a differencidlédas O.
alkalmazva.

napjatol, naponta

Kimutattuk, hogy a  kapszaicin
dozisfiiggd moédon gatolta a DC-SIGN
expresszidjat, amely hatds kapszazepin
egyidejii  adagoldsaval  kivédhetonek
bizonyult (27. dbra). Ezek az eredmények
arra

egyértelmiien utaltak, hogy a

monocita eredetli dendritikus sejtek

differencidloddsa sordn a kapszaicin

hatdsiat a TRPV1 kozvetiti.

Fény deriilt arra is, hogy ha a
kapszaicin kezelést csak a differencidldas
3. napjatol alkalmaztuk, a

differencidloddst  gatld hatds  teljes
mértékben elmaradt (27. dbra). Ez a
megfigyelés arra utalt, hogy a kapszaicin
a monocita —  dendritikus  sejt
differencidlodasi folyamatnak feltehetéen

valamilyen korai 1épését gétolta.

A TRPVI1 aktivdacidja gdtolja a humdn monocita eredetii éretlen dendritikus sejtek

fagocitozisat

A dendritikus sejtek differencidlodasi markerei utdn megvizsgaltuk, hogy milyen

hatassal van a differencidlédéas sordn alkalmazott kapszaicinkezelés az éretlen dendritikus

sejtek funkciéjara. Ennek sordn az IL-4 és GM-CSF kombinécidjaval differenciéltatott éretlen

dendritikus sejtek fagocitézisat vizsgaltuk, FITC konjugdlt Escherichia coli biopartikuldk

segitségével. Azt tapasztaltuk, hogy a 0. naptdl naponta kapszaicinnel kezelt sejtek

fagocitotikus aktivitdsa jelentés mértékben csokkent (28.A dbra). Ez a hatés szintén TRPV1

specifikusnak mutatkozott, hiszen naponta alkalmazva 5 pM kapszazepinnel hatékonyan
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gatolni lehetett. Ezek alapjan elmondhat6, hogy a dendritikus sejtek differencidlédasa sordn a
kisérlet 0. napjatdl naponta alkalmazott kapszaicin a sejtfelszini differencidléddsi markerek
expresszidja mellett az éretlen dendritikus sejtek funkcidjat/fagocitozisit is TRPV1

specifikusan gatolta.
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28. dbra: A fagocitozis vizsgdlata humdn monocita eredetii éretlen denritikus sejteken

Az éretlen dendritikus sejtek fagocitotikus aktivitdsdat az IL-4 és GM-CSF jelenlétében tortént
differencidloddst kovetden a kisérlet 5. napjdn vizsgdltuk, FITC konjugdlt E. coli biopartikulumok
internalizdciojdt koveté kvantitativ fluorimetrids mérésekkel. A: A sejteket a differencidlodds 0. napjdtol
naponta kezeltiik a kapszaicinnel 5 uM kapszazepin (CPZ) jelenlétében (+/+) vagy hidnydban (-/-). B: Az
éretlen dendritikus sejteket a differencidloddst kovetden (a kisérlet 5. napjdn) 2 ordn keresztiil kezeltiik a
kapszaicinnel 5 uM kapszazepin (CPZ) jelenlétében (+/+) vagy hidnydban (-/-). C: Az éretlen dendritikus
sejteket a differencidloddst kovetden (a kisérlet 5. napjdn) 2 ordn keresztiil kezeltiik a kapszaicinnel normdl
Ca**-tartalmii és Ca’*-mentes Hank oldatban (Hank’s Balanced Salt Solution - HBSS). Az adatokat
minden esetben a kezeletlen kontroll szdzalékdban adtuk meg, N=4, *p<0,05.

Tovéabbi vizsgdlatainkban arra kerestiik a vélaszt, hogy milyen hatdssal van a TRPV1
kapszaicinnel torténd aktivacidja a mar differencidlédott éretlen dendritikus sejtek funkcidira.
Az IL-4 és GM-CSF jelenlétében 5 nap alatt differencidltatott human monocita eredetii éretlen
dendritikus sejteket csak a kisérlet 5. napjan kezeltiik kapszaicinnel, majd vizsgéltuk a FITC-
konjugdlt E. coli biopartikulumok fagocitézisiat. Azt tapasztaltuk, hogy a fagocitétikus
aktivitds csupan két 6rds kapszaicin kezelést kovetOen is szignifikdnsan csokkent (28.B abra).
Ezt a hatést a receptor specifikus antagonista kapszazepinnel hatékonyan tudtuk gatolni, ami
arra enged kovetkeztetni, hogy a kapszaicin ebben az esetben is a TRPVI1 aktivacidjan
keresztiil fejtette ki hatdsdt. A kisérletet Ca**-mentes Hank oldatban is megismételve azt
tapasztaltuk, hogy a kapszaicin fagocitézist gatlé hatdsa elmaradt (28.C 4bra), ami szintén
aldtdmasztja azt a feltevésiinket, hogy a kapszaicin hatdsdt a TRPV1, mint funkciondlis Ca**-

csatorna kozvetiti.
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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 vizsgaltuk, hogy a TRPVI1 aktivicidja befolydsolja—e az éretlen

dendritikus sejtek érését €s aktivacigjat. Ennek sordn eldszor a monocitakbdl differencidltatott

éretlen dendritikus sejteket 24 oOran keresztiil kezeltiik kapszaicinnel, majd aramldsos

citometria segitségével megvizsgaltuk az érett dendritikus sejteket jellemzd sejtfelszini

marker (a CD83 kostimulaciés molekula), valamint az érett dendritikus sejtek migraciéjaban
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29. dbra: Az érési markerek kifejezodése humdn monocita eredetii
dendritikus sejteken

A humdn monocitdkbdl differencidlodott éretlen dendritikus sejteket 24
ordn keresztiil kezeltiik 1 uM kapszaicinnel (CAPS) vagy a kapszaicin
oldoszerével (Kontroll). A dendritikus sejtek érését az ,,Anyagok és
modszerek”  fejezetben leirt proinflammatorikus citokin koktéllal
indukdltuk (matured dendritic cells - mDC). Az érés indukcidjdt
kapszaicin jelenlétében is elvégeztiik (mDC+CAPS). A: A CCR7 és a
CD83 érési marker fehérjék sejtfelszini kifejezodése. A kezelést kovetéen
24 ordval CCR7 és CD83 ellenes fluorokrommal konjugdlt antitestekkel
Jjeloltiik a sejteket, majd dramldsos citometria segitségével mértiik a
fluoreszcencia intenzitdst. Az eredményeket eloszldsi hisztogramon
dbrdzoltuk. Az dbrdn egy reprezentativ donor eredményeit mutattuk be,
hdrom fiiggetlen kisérlet hasonloé eredményre vezetett. B: A CD83 és a
CCR7 érési marker mRNS transzkriptek relativ expresszioja. Az érési
indukciot koveté 24 ordval a sejteket osszegyiijtottiik, RNS-t izoldltunk,
majd reverz transzkipciot kovetéen Q-PCR segitségével vizsgdltuk a
CD83 és CCR7 mRNS-ek expressziojdt, amit a hdztartdsi gén GAPDH
expressziojdra normalizdltunk. Vizsgdlatainkat kezeletlen, éretlen
dendritikus sejteken (immatured dendritic cells — iDC) is elvégeztiik. Az
eredményeket az érett dendritikus sejteken mért dtlagértékek
szdzalékdban fejeztiik ki. Az dbrdn hdrom fiiggetlen meghatdrozds
dtlagdt tiintettiik fel, tovdbbi két donorbdl izoldlt sejteken hasonlo
eredményeket kaptunk.
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CCR7
Azt

szerepet  jatszo
kifejez0dését.

tapasztaltuk, hogy a 24 6rés
kezelés

kapszaicin nem

indukalta ezen markerek

expresszidjait a  kontroll
kezeletlen éretlen
dendritikus sejtekhez képest
(29.A 4bra),

vagyis nem

valtotta ki a sejtek érését.

Ezzel szemben az
»Anyagok és moddszerek”
fejezetben bemutatott

tobbkomponensii proinflam-
matorikus citokinkoktél 24
Ordn at alkalmazva a CD&3
€s a CCR7 expresszidjat is
indukalta, vagyis a
denritikus sejtek érését és

aktivaciojat véltotta ki (29.

abra). A citokinkoktéllal
egylitt alkalmazott
kapszaicin  viszont mind

mRNS, mind protein szinten

csokkentette az érett



dendritikus sejteken mért CD83 és a CCR7 expresszidt, vagyis gatolta a proinflammatérikus

citokinkoktél érést indukald hatasat (29. abra).

A fentiek mellett dramldsos citometria segitségével megvizsgaltuk egyéb érett

dendritikus sejtekre jellemzo felszini markerek kifejezodését; igy a kostimuldciés molekuldk

kozé tartoz6 CD40, CD80 és CD86, valamint a hivatdsos antigénprezentdlé sejtek

antigénprezentacidjaban szerepet jatsz6 HLA-DR sejtfelszini expresszidjat is. Kimutattuk,

hogy az alkalmazott proinflammatdrikus citokin koktél hatdsara (a CD83-hoz és a CCR7-hez
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30. dbra: A kapszaicin hatdsa a dendritikus sejtek indukdlt érésére
Az éretlen dendritikus sejteket (iDC) az ,,Anyagok és modszerek”
fejezetben bemutatott proinflammatorikus citokin koktéllal kezlve 24
ora alatt nyertiik az érett dendritikus sejteket (mDC). Az érést 1 uM
kapszaicin (CAPS) jelenlétében is indukdltuk, majd fluorokrémmal
konjugdlt monoklondlis antitestekkel torénd jelolést kovetéen
dramldsos citometria segitségével vizsgdltuk a HLA-DR (FITC),
valamint a CD40 (PE), CDS80 (FITC) és CD86 (PE) expressziojdt a
dendritikus sejteken. A: Egy donorbdl szdrmazo reprezentativ
eredmények, eloszldsi hisztogramon dbrdzolva. B: A medidn
Sfluoreszcencia vdltozdsa 2 fiiggetlen donor dtlaga alapjdn.
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hasonléan) a CD40, a CDS80, a
CD86 és a HLA-DR
expresszidja is fokozddott az
denritikus

éretlen sejteken

tapasztaltakhoz képest, amely
expresszio fokozodast a

kapszaicin, bar  kiilonbozo
mértékben, de minden esetben
képes volt gatolni (30. dbra).

Az érés sordn aktividlédé
dendritikus sejtekbdl jelentdsen
megno egyes citokinek
felszabadulasa is (Kalinski és
mtsai, 2001). A kisérleteinkben
megallapitottuk, hogy az
alkalmazott proinflammatorikus
citokinkoktél egyes citokinek
(IL-6, IL-8, IL-10, és IL-12)
mRNS szintll expresszidjat is

indukdlta, mig mds citokinek

(TNFa, IL-1B) expresszidjat
nem valtoztatta meg.

Bebizonyosodott tovabb4, hogy
az aktivacioval egyidejlleg

alkalmazott kapszaicin
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31. dbra: A kapszaicin hatdsa egyes citokinek génexpresszios
vdltozdsdra a humdn monocita eredetii dendritikus sejtek indukdlt
érése sordn

Az éretlen dendritikus sejtek érését az ,Anyagok és modszerek”
fejezetben leirt proinflammatorikus citokin koktéllal indukdltuk
(matured dendritic cells - mDC) 1 uM kapszaicin (CAPS)
jelenlétében és hidnydban. Kontrollként kezeletlen, éretlen dendritikus
sejteket (immatured dendritic cells — iDC) haszndltunk. Az érési
indukciot kovetd 24 ordval a sejteket Osszegyiijtottiik, RNS-t
izoldltunk, majd reverz transzkripciot kovetéen Q-PCR segitségével
vizsgdltuk az dbrdn feltiintetett citokin gének kifejezodését. Az mRNS-
ek expressziojat a hdztartdsi gén GAPDH expressziojdra
normalizdltunk, és az érett dendritikus sejteken mért dtlagértékek
szdzalékdban adtuk meg. Az dbrdn hdrom fiiggetlen meghatdrozds
dtlagdt tiintettiik fel, tovdbbi két donorbol izoldlt sejteken hasonlo
eredményeket kaptunk.

szelektiven csokkentette a
proinflammatérikus  IL-6 és
IL-12B transzkriptek
mennyiségének a
novekedését. Ugyanakkor a

kapszaicin nem befolyasolta

az IL-8 kifejez0dését,
mikozben az
antiinflammatérikus IL-10

mRNS expresszidjat tovabb
fokozta (31. abra).
Az mRNS szintli
vizsgalatokat kovetden ELISA
technikdval megvizsgaltuk a
feliiluszoba kivalasztott 1L-6,
IL-8, IL-10 és IL-12 protein
mennyiségét is. Az mRNS

szinten tapasztalt

valtozasokkal egybecsengben azt tapasztaltuk, hogy a kapszaicin gétolta az aktivicid sordn

fokoz6do IL-6 és IL-12 felszabaduldst. Ugyanakkor ezzel egyidejlileg novelte az IL-10
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32. dbra: A TRPV1 aktivdcio hatdsa az érett dendritikus sejtek citokin termelésére

Az éretlen dendritikus sejtek érését és aktivdcidjat az ,,Anyagok és modszerek” fejezetben bemutatott
proinflammatorikus citokinkoktél 24 6rds alkalmazdsdval indukdltuk (érett dendritikus sejtek — mDC) . Az érés
sordn a sejteket 1 uM kapszaicinnel (CAPS) és 5 uM kapszazepinnel (CPZ) kezeltiik az dbrdn feltiintetett
kombindciokban. A kezeléseket kovetéen a sejtekrdl eltdvolitott mediumban ELISA technikdval vizsgdltuk az

IL-6, IL-8, IL-10 és az IL-12 mennyiségét. N=3, *p<0,05
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szintjét, de az IL-8 felszabaduldsit nem befolydsolta. A TRPV1 specifikus antagonista
kapszazepin jelenléte a kisérlet sordn gdtolta a kapszaicin hatdsait a citokinek

felszabaduldsdra, ami arra utal, hogy a kapszaicin hatisa ebben az esetben is a TRPV1-en

keresztiil valosult meg (32. 4bra).
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DISZKUSSZIO

A TRPV1 gatolja a human szebocitadk differencidlédasat és csokkenti azok

lipidszintézisét

Korabban in situ a szenzoros neuronok mellett a bor szamos nemneurdlis sejtféleségén is
kimutattdk a TRPV1 jelenlétét, tobbek kozott az epidermisz és a szOrtiiszO keratinocitdin, a
verejtékmirigyek epitélium sejtjein, az erek endotél és simaizom sejtjein, hizdsejteken,
valamint a faggyumirigyeken és az epidermisz dendritikus sejtjein, a Langerhans sejteken
(Bodé és mtsai, 2004; Stander és mtsai, 2004). A receptor funkcionalitisit normal human
epidermadlis keratinocitdkon €s HaCaT keratinocita sejtvonalon egyarant igazoltdk (Denda és
mtsai, 2001; Inoue €s mtsai, 2002; Southall €s mtsai, 2003), valamint kimutattuk a szerepét a
szOrtiisz0 bioldgiai folyamatainak szabdlyozdsaban is (Bodd és mtsai, 2005; Bir6 és mitsai,
2006). Jelen munkdnkban a TRPV1 funkciéjat vizsgdltuk humén szebocitdkon €s monocita
eredetti dendritikus sejteken.

Vizsgélataink sordn a TRPV1 fehérje expresszidjat egyarant kimutattuk in situ a human
faggytimirigyeken (Bodd, és mtsai, 2004; 5. dbra), valamint a humdan faggydmirigybdl
szarmazd SZ95 szebocitdkon is (6-8. dbrdk) Az eredmények arra utalnak, hogy a TRPV1
expresszidja a szebocitdkon inhomogén és feltehetden fokozddik a sejtek differencidlodasa
soran. Ezt tdmasztja ald, hogy (1) a TRPV1 expresszidja in situ erdteljesebb a differencialt
szebocitdkon, mint a faggyumirigyek periféridjan elhelyezkedd differencidlatlan sejteken
(Stander és mtsai, 2004; 5. dbra), valamint, hogy (2) in vitro a nagyobb konfluencidja SZ95
tenyészeteken magasabb TRPV1 expressziot tapasztaltunk mind fehérje, mind pedig RNS
szinten (7-8. dbrdk). Kordbbi vizsgdlataink sordn a szortiiszoben szintén a TRPV1 expresszi
fokozodéasat tapasztaltuk az anagén-katagén datmenet sordn, a szOrtiiszOk kezelése
kapszaicinnel pedig eldsegitette a katagén fazis kialakulasat (Bodo és mtsai, 2005).

A szebocitakat 24 6ran keresztiill a TRPV 1-specifikus agonista kapszaicinnel kezelve
nem tapasztaltuk a sejtek termindlis differencidlédésat; sem a sejtek lipidszintézise (10., 12.A
abrdk), sem pedig az apoptotikus folyamatok intenzitdsa (9.B &dbra) nem fokozddott.
Morfolégiai véltozdsokat (9.A dbra) sem tapasztaltunk (9-10., 12.A dbrdk), és az agonista nem
valtoztatta meg a sejtek életképességét sem (9.B, 11. dbrdk). Eredményeink szerint a

kapszaicin nemhogy nem indukdlta a differencidlédést, de gétolta a szebocitdk bazalis lipid

59



szintézisét is (10. &bra); szignifikdnsan csokkentette a sejtekben felhamozddd poldris és
neutrélis zsirok mennyiségét.

A szebocitdk termindlis differencidlédasat arachidonsavval tudtuk indukélni, ami a
sejtek lipidszintézisét és apoptozisat (Wrobel és mtsai, 2003; 12-13. dbrdk) egyarant fokozta,
és a differencidlt szebocitdkra jellemz6 fenotipus kialakuldsat indukélta (9. édbra). Az
arachidonsav hatasai koziil a kapszaicin szelektiven gatolta a lipidszintézis fokozddasat (12.
abra), azonban az apoptdzis indukciéjat nem védte ki (13. dbra). Eredményeink szerint a
kapszaicin lipidszintézist csokkentd hatdsat a TRPV1-en keresztiil fejti ki, hiszen ez mind a
receptor specifikus antagonista [-RTX alkalmazasaval (15. dbra), mind pedig a TRPV1
expresszid RNS interferencia-medialt csendesitésével (16. dbra) kivédhetonek bizonyult.

Kordbban a normdl humén epidermdlis keratinocitdkon, HaCaT sejtvonalon és a
szOrtiisz6 kiilsé gyokérhiively (outer root sheath — ORS) keratinocitdin egyardnt leirtdk a
kapszaicin TRPV 1-specifikus hatdsait (Denda és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; Southall
és mtsai, 2003; Bod6 és mtsai, 2005). Ezekben az esetekben a kapszaicin a sejtek
differencidloddsat, apoptdzisat, valamint 1L-8 és PGE, termelését indukdlta, amiben a TRPV1
mint funkcionélis, kalcium permedbilis csatorna mukodott kozre. Jelen vizsgdlatainkban a
kiils6 kalcium-koncentracié csokkentése gatolta a kapszaicin kivéltotta valaszokat (14. dbra),
ami szintén alatdmasztja a TRPV1 csatorna szerepét a fenti folyamatban.

Kordbbi vizsgdlatok sordn azt taldltdk, hogy a TRPV1-medidlta [Ca®*]ic fokozédds a
neuronok (Winter és mtsai, 1990; Chard és mtsai, 1995) mellett szimos nem-neuralis
sejtféleségen, tobbek kozott gliomasejteken (Biré és mtsai, 1998a), timocitdkon (Amantini €s
mtsai, 2004) vagy keratinocitdkon (Southall és mtsai, 2003; Bod6 és mtsai, 2005) is gétolta a
sejtek proliferacidjat és (jobbdra apoptotikus) pusztuldsat indukdlta. Ezzel szemben az SZ95
szebocitdkon a 24 6ran keresztiil alkalmazott kapszaicin kezelés nem befolydsolta a sejtek
életképességét, nem indukdlta sem apoptotikus, sem nekrotikus (9.B, 11. 4&brik)
pusztuldsukat, és nem védte ki az arachidonsav apoptézist indukél6 hatdsit sem (13. dbra). A
hosszutdvi kapszaicin kezelés kis koncentracidk alkalmazdsa esetén fokozta az SZ95
szebocitdk proliferdcidjat (17. dbra), mely hatdst eredményeink szerint a TRPV1 kozvetitette
(18. 4bra). Ez a hatds, habar ellentétes a legtobb fenti sejten tapasztaltakkal, nem példa
nélkiili; kimutattdk, hogy a TRPV1 szerepet jatszhat a pulmondris artéria simaizomsejteinek
hipoxia hatdsara fokozd6do proliferacidjaban is (Wang és mtsai, 2008). Ezek szerint a TRPV1
aktiviacid hatdsa jelentOs sejt- €s szovetspecifitdst mutathat, akdr egyetlen szerven belill is,
mint azt a bérben a keratinocitdk és a szebocitdk esetében is tapasztalhattuk. A keratinocitak

és a szebocitdk esetében tapasztalhaté ellentétes hatdsok magyardzata lehet, hogy a két
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sejtféleség celluldris funkci6it a Ca**-koncentrécié véltozdsa eltéré médon befolyédsolja. A
magas Ca**-koncentrici6 a keratinociték differencidlédésat valtja ki (Yuspa és mtsai, 1988;
Micallef és mtsai, 2009), ezzel szemben a szebocitdk differencidlédaséit a kornyezet alacsony
Ca”*-tartalma fokozza, mig a nagyobb Ca®*-koncentricié a proliferdciéjukat serkenti és
gatolja a differencidléddsukat (Seltmann és mtsai, 2005).

A nagy koncentrdcidban (> 1 uM), hosszu ideig alkalmazott kapszaicin viszont gatolta a
faggyumirigy sejtek proliferdcidjat és pusztuldsukat indukalta (17., 19. dbrdk), amiben viszont
eredményeink szerint a TRPV1 nem jatszott szerepet (18. dbra). Ebben az esetben feltehetdéen
a vanilloid vegyiiletek vanilloid receptoroktdl fiiggetlen sejthaldlt indukdlé hatdsaival (Hail,
2003) kell szamolnunk.

A kapszaicinnel ellentétben az arachidonsav fokozta az SZ95 szebocitak
differencidlodasat, novelte lipidtermelésiiket és indukalta apoptézisukat (Wrobel és mitsai,
2003; 9., 12., 13. abrak). Habar az arachidonsav szarmazékai, az eikozanoidok kozé tartozé
leukotriének vagy az N-arachidonil-dopamin €s az endokannabinoid anandamid (Zygmunt €s
mtsai, 1999; Hwang és mtsai, 2000; Huang, 2002; Dinis és mtsai, 2004) fokozhatjdk a TRPV1
mukodését, ugy tlinik, a szebocitdk esetében a TRPV1 nem jatszik szerepet az arachidonsav
hatdsdnak medidldsdban. Mds vizsgdlatainkban az endokannabinoidok célpontjaként a CB2
kannabinoid receptort azonositottuk az SZ95 szebocitdkon, melynek aktivdlasa — az
arachidonsavhoz hasonléan — serkentette a sejtek differencialéoddsat (Dobrosi €s mtsai, 2008).

Az arachidonsav és lipoxigendz termékei valamint az endokannabinoidok egyarant
lehetnek a PPAR-ok aktivatorai (Devchand és mtsai, 1996; Desvergne and Wahli, 1999;
Bouaboula és mtsai, 2005; Burnstein, 2005; O’Sullivan, 2007). A PPAR-ok a
lipidmetabolizmus fontos regulatorai (Schoonjans és mtsai, 1996; Lee és mitsai, 2003); a
PPARy példaul az adipocitdk differencidlédasanak egyik kozponti reguldtora (Gregoire és
mtsai, 1998), de a receptor csaldd tagjai szerepet jatszanak a szebocitdk lipidtermelésének
szabdlyozéasaban is (Rosenfield és mtsai, 1999; Chen és mtsai, 2003; Trivedi és mtsai., 2000).
Kisérleteinkben a kapszaicin a szebocitdk lipidszintézise mellett a PPAR-ok és az azokkal
heterodimer part alkoté RXR-ok expresszidjat is csokkentette (1. tablazat).

A szebocitdk sokrétiien jarulnak hozzd a bér immunoldgiai mikkodéséhez is. Képesek
kiilonb6z6 gyulladasos medidtorok (IL-1B, IL-6, IL8/CXCLS, TNFa, LTB4, PGE,)
termelésére, ami kiilonb6z6 gyulladdsinduktorok, igy pl. UV sugérzas (Zhang és mtsai, 20006),
mikrobidlis fertdzések (Nagy és mtsai, 2006), SP (Lee €s mtsai, 2008) vagy arachidonsav
(Alestas és mtsai, 2006) hatdsdra fokozédhat. gy a faggyumirigy sejtjei kozponti szerepet

jatszhatnak olyan gyulladdsos koérképek kialakuldsdban, mint az akné. Az akné komplex
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etioldgidgju gyulladdsos korkép, melynek patogenezisében egyardnt szerepet jatszik a
kertinocitak hiperproliferaciéja miatt 1étrejové comedoképzddés, a szebocitdk fokozott €s
megvaltozott lipidtermelése (hiperszeborrea), valamint patogén mikroorganizmusok (pl.
Propionibacter acne) elszaporodasa. A folyamat sordn a hiperproliferativ keratinocitak IL-1a-
t, TNFo-t és GM-CSF-t termelnek, a szebocitdkban pedig fokozdédhat a gyulladdsos
lipidmediatorok (pl. LTB4) termelése, aminek hatdsara az érintett follikulusokat elsoként
CD4+ T limfocitak, majd neutrofil granulocitdk infiltraljak. Az Gjabb modellek szerint akné
kérokozé mikroorganizmusok jelenléte nélkiil is kifejlodhet, ha a gyulladdsos medidtorok
termelddése a fenti, vagy mdas okok (pl. PPAR aktivécid, fokozott androgén hatds) miatt
fokozodik (Farrar és Ingham, 2004; Zouboulis, 2004; Zouboulis és mtsai, 2005). In vitro az
arachidonsav kezelés mimikélja a szebocitdkon aknéban tapasztalhat6 valtozdsok egy részét,
fokozza a sejtek lipidszintézisét (Wrobel és mtsai, 2003; 12. dbra), valamint a gyulladdsos
medidtorok termelését (Alestas és mtsai, 2006). Mivel a szebocitdkon expresszaléd6 TRPV1
aktivicidja gatolta az arachidonsav indukdlta lipidtermelést (12. 4abra), a PPAR gének
expresszidjat és a proinflammatérikus IL-1p felszabaduldsat (1. tdbldzat), felvetddik a

receptor farmakoldgiai aktivacidjanak lehetdsége az akné terapidjaban.

A TRPV1 gatolja a human dendritikus sejtek differencialodasat, érését és aktivacidjat

A Langerhans sejtekhez hasonléan a human periférids vérbol izoldlt monocitidkon, a
beldliik differencidlédé éretlen dendritikus sejteken €s az aktivalt, érett dendritikus sejteken is
igazoltuk a TRPV1 protein (21. dbra) és mRNS (22. dbra) szintli kifejezédését. Ugy tiint, a
TRPV1 mind az éretlen, mind pedig az érett dendritikus sejteken Ca**-csatornaként
funkcional (23. abra).

A TRPV1 expresszidja a monocitdk dendritikus sejtté torténd differencidléddsa soran
jelentdsen fokozddott (21-22. abrdk), ami felveti a receptor szerepét a folyamatban. Habar
mindketté fokozdodik a differencidlédds sordn, az RNS és protein szint vdaltozdsa nem
pontosan ugyanazt a mintdzatot mutatja (21-22. dbrak). Elképzelhetd, hogy a differencidlédasi
szigndlok hatdsara megné a TRPVI1 turn-over, amit a receptor protein szintii atmeneti
csokkenése mellett a transzkripcié fokozddésa jelezhet, amit csak idében némi késéssel kovet
a protein szint emelkedése. Eszerint a még nem differencidlédé monocitdkon relative nagyobb
protein és kisebb mRNS expresszio tapasztalhatd, amit eredményeink is alatdmasztanak.

A monocitdkat I1L-4-gyel é€s GM-CSF-ral kezelve a sejtek dendritikus sejtekké

differencidlodnak (Sallusto és Lanzavecchia, 1994; 20. 4bra). A naponta alkalmazott
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kapszaicin 6nmagédban nem indukdlta a monocitdk dendritikus irdnyd differencidlédast (24.
abra), viszont gétolta a citokinek indukélta dendritikus sejt differencidlédést; azaz mind a DC-
SIGN és CD11c dendritikus sejtmarkerek, mind az MHC-II komplex alkotasdban résztvevo
HLA-DR kifejez0dését csokkentette (24-25. abrdk). A kapszaicin folyamatos jelenléte nem
csupdn a felszini markerek expresszidjat csokkentette, hanem a sejtek funkcigjat, a
fagocitdzist is gétolta (28.A dbra), viszont nem befolydsolta az életképességiiket (26. dbra). A
kapszaicin hatdsdt a TRPV1 specifikus antagonista kapszazepin hatékonyan gatolta (27., 28.A
4brdk), vagyis a hatds feltehetéen a TRPV1-en keresztiil valésult meg. Erdekes médon, ha a
kapszaicint csak az otnapos differencidlédas harmadik napjatol alkalmaztuk, nem befolydsolta
a dendritikus sejtek differencidlédaséat (27. dbra), ami arra utal, hogy a TRPV1 aktivici6 a
monocita-dendritikus sejt dtalakuléds korai eseményeit gatolta.

A human monocita eredetli dendritikus sejteket 24 6ran keresztiil kapszaicinnel kezelve
nem tapasztaltuk a sejtek érését (29.A dbra), viszont mindossze két 6ras kapszaicin kezelés
mar gatolta a sejtek fagocitdzisat (28.B dbra). Ez utébbi hatas kapszazepinnel €s a kiilso Ca®
koncentracié csokkentésével egyardnt kivédhetd volt (28.B-C dbra), ami arra utal, hogy a
kapszaicin hatdséat ezesetben is a TRPV1 kozvetitette. Eszerint a TRPV1 aktivacidja nemcsak
a dendritikus sejtek differencidloddsat, hanem a mar differencidlédott dendritikus sejtek
mikodését is gatolta.

Az éretlen dendritikus sejteket az ,,Anyagok és moddszerek™ fejezetben leirt citokinek
kombindciéjaval tudtuk indukdlni, melynek hatdsdra megnétt a migraciés marker CCR7, a
HLA-DR, valamint szamos kostimuldaciés molekula (CD40, CD80, CD83, CD86)
expresszidja (29-30. abrdk). Ezzel parhuzamosan egyes citokinek transzkripcidja (IL-6, IL-8,
IL-10, IL-12) is fokozddott (31. dbra). A citokinkoktéllal indukalt érés sordan alkalmazott
kapszaicin egyardnt gdtolta a migriciés és érési markerek expresszié fokozddasat (29-
30.abrdk), valamint a proinflammatérikus IL-6 és IL-12 termelddését, viszont fokozta az
antiinflammatdrikus IL-10 szintézisét €s felszabadulasat, mikozben az IL-8 szintézisére nem
volt hatdssal (31-32. dbrdk). A kapszaicin hatdsait ebben az esetben is a TRPV1 medidlta,
ugyanis kapszazepinnel gatolhaténak bizonyult (32. dbra). A fentiek alapjan megéllapithato,
hogy a TRPV1 aktivécidja a dendritikus sejtek gyulladdsos citokinek altal torténd aktivacidjat
és érését is gatolta, és antiinflammatdérikus hatést fejtett ki.

A monocitdkbdl 1L-4 és GM-CSF jelenlétében differencidltatott dendritikus sejtek a
mieloid dendritikus sejtek igen j6 modelljei (Sallusto és Lanzavecchia, 1994; Shortman €és
Liu, 2002). A modell relevancidjat a legijabb felfedezések is alatdmasztjadk, melynek sordn

egér modellen igazoltdk, hogy a Langerhans sejtek in vivo is differencidlédhatnak

63



monocitdkbdl (Ginhoux és mtsai, 2006). A monocita-dendritikus sejt atalakuldsban — a
szebocitak reguldcidjdhoz hasonléan — fontos szerepet jatszik a PPARy. A folyamat sorén,
kiilonosen az els6 24 oraban fokozdodik a PPARYy expresszidja, majd szamos PPARYy célgén
kifejez6dése is valtozik (Szatmari és mtsai, 2006a, 2007). A PPARYy aktivici6ja befolyasolja a
kialakulé dendritikus sejtek fenotipusat, hiszen gitolja a CDla és fokozza a CDId
kifejez6dését (Gogolak és mtsai, 2007; Szatmari és mtsai, 2006b). Az LPS indukalt érés soran
a PPARY csokkenti a CD40, CD80, és CD83 expresszidjat, de nem befolydsolja a HLA-DR és
a CD86 expresszid novekedését, valamint géitolja az éretlen (IL-6, TNFa) és az érett
dendritikus sejtek (IL-10, IL-12, IL-15) citokintermelését (Nencioni €s mtsai, 2002).

A PPAR ligandokhoz hasonl6an a kapszaicin is gétolta a dendritikus sejtek IL-4 és GM-
CSF indukalta differencidlédasat monocitakbol (24., 25., 27., 28.A abrak) és csokkentette a
proinflammatoérikus citokinek 4ltal indukalt felszini markerek (29-30. dbrdk) expresszidjat,
valamint egyes interleukinok termelddését (31-32. abrdk). Vizsgdlataink sordn a kapszaicin
olyan felszini markerek expresszidjat is csokkentette, melyeket a PPARy aktivicidja nem
befolydsolt (HLA-DR, CD86); meg kell azonban jegyezni, hogy kisérleteink sordn mi a
fentiektdl eltéré6 médon indukdltuk a dendritikus sejtek érését, hiszen LPS helyett citokinek
kombindciéjat (Id. ,,Anyagok €s mddszerek™) haszndltuk. A TRPV1 aktivacié a monocita-
dendritikus sejt dtalakulds korai eseményeit gétolta (27. dbra), amikor a PPARY aktivécidja is
a legkifejezettebb (Szatmdri és mtsai, 2006a, 2007). Igy elképzelheté, hogy a kapszaicin
indukalt TRPV1 szignalizdciéban — a szebocitdkon tapasztaltakhoz hasonléan — a dendritikus
sejteken is szerepet jatszhat a PPARY.

A kapszaicint mar kordbbi kutatdsok is ,hirbe hoztdk” a PPARy-val (Kim és mtsai,
2004). Kimutattdk, hogy a PPARy kozvetlen aktivédlasan keresztiil is képes lehet gatolni a
makrofagok TNFa termelését (Park és mtsai, 2004). A legfrissebb kutatdsok viszont a TRPV1
szignalizaciordl is igazoltdk, hogy képes lehet a PPARYy expresszidjat és funkciéjat gatolni: az
adipocitdkon expresszal6dé TRPV1 aktiviciéja Ca™ bedramlést véltott ki, ami csokkentette a
PPARY expresszigjat és gatolta az adipocitdk differencidlodasat és triglicerid szintézisét
(Zhang és mtsai, 2007). Mds vizsgilatokbdl is tgy tiinik, hogy az intracelluldris Ca*
koncentracié novekedése csokkentheti a PPARy expresszidjat (Shi és mtsai, 2000).

A human monocita eredetli dendritikus sejteken a kapszaicin és az altalunk pozitiv
kontrollként alkalmazott ATP egyardnt megndvelte az [Ca2+]lc—t koncentraciét (23. abra).
Ezeken a sejteken mar korabban kimutattdk szdmos ionotrép és metabotrép purinoreceptor
jelenlétét és tgy taldltik, hogy ATP-vel torténd aktivdldsuk noveli az [Ca**lic-t, és —

kiilonosen TNFa-val egyiitt alkalmazva — fokozza a sejtek érését (Berchtold és mtsai, 1999;

64



Schnurr és mtsai, 2000). Mds kutatdsok szerint az ATP ionotrép purinoreceptorokon keresztiil
ugyan fokozza az érési markerek megjelenését, de gdatolhatja egyes proinflammatérikus
citokinek (IL-1a, IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-12) termel6dését és a Tyl irdnyd immunvdlaszok
kialakuldsat (la Sala és mtsai, 2001). Az ATP P2Y 11 metabotrép purinoreceptoron és cAMP
medidlt dtvonalon keresztiil viszont serkentheti a sejtek érését és az IL-12 termelését (Wilkin
és mtsai, 2002). A véltozatos hatds kialakitdsaban a purinoreceptorok sokfélesége mellett a
sejtek felszinén jelenlévd ektonukledz CD39 is részt vesz, ami az ATP ADP-re torténd
bontdsaval befolydsolhatja az egyes purinoreceptorok aktivitdsat (Marteau és mtsai, 2004).
Mindez felhivja a figyelmet arra, hogy a Ca®*-hoz kapcsol6dé jelatviteli dtvonalak sokrétiien
befolyésolhatjdk a dendritikus sejtek miikodését, fliggden a szignalizaciot elindité receptortol,
a Ca**-koncentricié valtozés jellegétdl, vagy a kiilonb6z0 egyéb (aktivacids) szignalok
jelenlététol.

A dendritikus sejtek monocitakbdl torténd differencidlédasét a ciklikus nukleotidokhoz
kapcsolt jeldtviteli ttvonalak is befolydsolhatjak. A ciklikus nukleotidok szintjének emelése
habédr gitolja a CDla+ és CDI14- dendritkus sejtek kialakuldsit és a sejtek késObbi LPS
indukalt érését, nem befolydsolja a DC-SIGN és fokozza az MHC-II molekuldk expresszidjat.
Ez arra utal, hogy a cAMP/cGMP - a TRPV1 mediélt jelatviteli folyamatokkal szemben —
nem a monocita-dendritikus sejt dtalakulés korai 1€péseit gétolja (Giordano €s mtsai, 2003). A
PGE, szintén cAMP kapcsolt receptorokon keresztiil fejti ki hatdsdt, ami TNFa-val
alkalmazva serkenti a dendritikus sejtek érését (Steinbrink és mtsai, 2000), indukélja az IL.-12
szintézisét, viszont LPS jelenlétében jelentOsen gatolja azt (Rieser és mtsai, 1997). A PGE;
részben IL-10 kozvetitésével bonyolult parakrin és autokrin visszacsatoldsokon keresztiil
egyarant serkentheti és gétolhatja is a csontveldi eredetli dendritikus sejtek gyulladdsos
mediator termelését (Harizi és Gualde, 2006). Emellett a PGE, (akarcsak a hisztamin) fokozza
a dendritikus sejtek CCL17 és CCL22 termelését, ami T2 irdnyu differencidlodést indukal,
mikozben gatolja a Tyl irdnyu differencidlodast kivalto CXCL10 kivélasztasat (Mcllroy €és
mtsai, 2006). A PGE, tovabba hatékonyan indukdlja a monocita erdetli dendritikus sejtek
migracidjat és a CCR7 sejtfelszini marker megjelenését, de onmagdban nem fokozza a
proinflammatorikus medidtorok termelését, szemben a CD40L-dal, ami a PGE,-vel ellentétes
hatast fejt ki (Scandella és mtsai, 2002; Luft és mtsai, 2004). Ezek alapjan dgy tinik a cAMP
kapcsolt utvonalak szerepe is jelentdsen fiigg egyéb kornyezeti hatdsoktdl. Az altalunk
alkalmazott citokinkoktél nagy mennyiségben tartalmazott cAMP jelatvitelt aktivdlé PGE,-t,

aminek hatdsat a TRPV1 aktivacidja gatolta.
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Eredményeink alapjan a TRPV1 aktivdciéja a monocita eredeti dendritikus sejteken
antiinflammatérikus hatdsd, mind a dendritikus sejtek differencidlédasit (DC-SIGN
expresszid), fagocitdzisit, antigénprezentacidojat (HLA-DR expresszid), migraciojat (CCR7
expresszid), indukdlt érését (kostimuldciés molekuldk expresszidja) és  egyes
proinflammatérikus citokinek (IL-6, IL-12) termelését gatolja, mikozben fokozza az
antiinflammatdérikus IL-10 szintézisét és felszabadulasat.

A TRPVI aktivator kapszaicin gyulladdscsokkentd hatdsar6l mar szdmos munkédban
beszamoltak. Kis dézisu kapszaicin szubkutdn injektdldsa szeptikus patkdnyokba csokkentette
a plazma TNFa, IL-6 valamint egyéb gyulladdsos markerek szintjét és fokozta az
antiinflammatérikus  IL-10  koncentracidjat  (Demirbilek és  mtsai, 2004). Az
antiinflammatdérikus hatdst tobb mechanizmus is kozvetitheti: (1) a TRPV1-et expresszalo
szenzoros neuronokon tartés aktivacié hatdsdra csokkentheti a neurogén gyulladas
kialakuldsaért felelds neuropeptideket mennyiségét (Biré és mtsai, 1997) vagy serkentheti
antiinflammatdérikus mediatorok (pl. szomatosztatin — Helyes és mtsai, 2004; Pintér és mtsai,
2006) felszabadulasat; (2) gatolhatja a makrofigok miikodését, az NF-kB utvonal és az
indukdlhaté nitrogémonoxid-szintdz, valamint a ciklooxigendz gatldsan keresztiill (Kim és
mtasi, 2003; Chen és mtsai, 2003; Park és mtsai, 2004); (3) a dendritikus sejteken keresztiil
jelen vizsgdlataink a gyulladds csokkentd hatds egy djabb mechanizmusara vildgitottak ra: a
TRPV1 kapszaicinnel torténd aktivicidja egyardnt gatolta a sejtek differencidloddsat és érését.

Jelen eredményeinkkel szemben Basu és Srivastava (2005) egér dendritikus sejteken azt
talaltdk, hogy a TRPV1 aktivacidja serkenti a dendritikus sejtek érését és aktivacidjat, és
inkdbb proinflammatorikus szigndlokat kozvetithet. Mint fentebb bemutattuk, az egyes
szignalok hatasat az egyidejlileg jelenlévO aktivacids és koOrnyezeti hatdsok jelentOsen
befolydsolhatjdk, és kiillonbozoképpen érvényesiilhetnek a dendritikus sejtek egyes
alcsoportjain is. A két vizsgdlat moddszertana alapvetéen kiilonbozott egymadstdl, ennek
fényében az aldbbi tényezOk (is) szerepet jatszhatnak abban, hogy eltérd eredményekre
jutottunk: (1) Faji kiilonbségek. A korabbi vizsgélatokat egér modelleken végezték, mi pedig
humaén sejteken dolgoztunk. (2) A dendritikus sejt tenyésztési modellek kiilonbségei. Basu és
Srivastava (2005) csontvel6i eredetli dendritikus sejteket vizsgdltak, mi pedig monocita
eredetii dendritikus sejteket. (3) Az alkalmazott kisérleti elrendezés. Basu és Srivastava
(2005) kapszaicin kezeléseik egy részét €10 dllaton végezték, és ezt kovetden izolaltdk a
dendritikus sejteket, igy a kapszaicin hatdsit egy sokkal komplexebb kornyezetben
tanulmanyoztak. Ezért elképzelhetd, hogy a kapszaicin, illetve a TRPV1 aktivacié bizonyos

hatdsai nem kozvetleniil a dendritikus sejteken évényesiiltek, hanem pl. szenzoros neuronokon
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keresztiil. A TRPV1 aktivécié hatdsdra a szenzoros neuronokbdl felszabadulé peptidek és az
altaluk kivéltott neurogén gyulladds (Geppeti és Holzer, 1996; Black, 2002) is hozzdjarulhat a
dendritikus sejtek aktivaciéjdhoz. Jelen munkdnkban in vitro kezeléseket végeztiink az
eldzetesen izoldlt sejteken, igy ilyen médosité hatdsokkal nem kell szdmolnunk.

Erdekes eredményre vezettek O’Connell és mtsai (2005) vizsgdlatai, akik egér
csontveldi eredetli dendritikus sejteken nem tudtik kimutatni a TRPV1 jelenlétét, de
kimutattdk a vele szoros rokonsigban all6 TRPV2-t. Kordbbi kutatisok kimutattdk a
kiilonb6zé TRPV1 és TRPV2 heteromerizacidjanak lehetéségét (Rutter és mtsai, 2005), a
dendritikus sejtek esetében azonban eziddig nincs informacionk a kiillonbozé TRPV proteinek
kolokalizacidjarol/heteromerizacidjarol. Habdr a fenti és sajat vizsgdlatainknak kdszonhetden
bepillantast nyerhettiink a TRPV1 dendritikus sejtek immunolégiai folyamataiban betoltott
szerepébe, a részletes mechanizmusok és a kiilonb6z6 kornyezeti tényezOk modositd

hatdsainak feltardsa még szamos tovabbi vizsgalatot igényel.

A TRPV1 sokoldalu szerepet jatszik a bér biolégiai folyamatainak szabalyozasaban

Jelen dolgozatban bemutatott munkdink djabb két nem-neurdlis sejtféleségen irtdk le a
TRPV1 funkciondlis szerepét: a human faggyumirigy szebocitdin €s a humén dendritikus
sejteken. Szdmos mds munkdval egyiitt ezek tovabb bdvitik ismereteinket a TRPV1
szerepérodl a bor bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban.

A TRPV1 a bér szdmos sejtféleségén expresszalodik, aktivacidja valtozatos hatdsokkal
jarhat (2. tablazat), rdaddsul a receptor aktivdciéja az egyes sejteken, pl. medidtorok
felszabaditdsan keresztiil, befolydsolhatja a mas sejteken expresszal6dé TRPV1 miikodését is.
A szenzoros neuronokon expresszdlod6 TRPV1 szerepet jatszik a fdjdalmas ingerek
transzmisszidjdban és a termadlis hiperalgézia kialakuldsidban (Tominaga €s mtsai, 1998;
Caterina és Julius 2001), igy a neuronok TRPVI1-en keresztiil torténd deszenzitizicidja
szerepet jatszhat kiilonbozoé fajdalmas korképek terdpidjaban (Biré és mtsai, 1997). A
szenzoros neuronok aktivdcidja ugyanakkor neuropeptidek felszabaduldsaval is jar, ami
neurogén gyulladas kialakuldsdhoz vezethet. A felszabadult neuropeptidek pedig a bér szdmos
sejtféleségét képesek aktivalni, endotél sejteken keresztiil vazodilaticiét vélthatnak ki, és a
kiillonbozé immunsejteket is aktivalhatjdk (Geppeti és Holzer, 1996; Black, 2002, O'Connor
és mtsai, 2004).

67



2. tablazat: A TRPV1 szerepe a bor sejtjeinek miikodésében

TRPV1-et expresszdlo
struktira

A TRPV1 aktivdacio kozvetlen
hatdsa

A TRPVI1 aktivdcio kivetkezményei

Szenzoros neuronok

[Ca®]ic?, aktivéci6

F4jdalom
Viszketés

Neuropeptidek felszabaduldsa

Neurogén gyulladés
Akné

Anandamid felszabadulasa

Analgézia

Szebocitdk termindlis differencidléddsa
fokozédik

Szdrtiiszd regresszidja, apoptdzis, katagén
atalakulas

Immunfunkcidk, gyulladas lokalis gatlasa

Szomatosztatin felszabadulasa

Szisztémas gyulladascsokkentd hatds

Neuropeptid raktarak depléciéja

Analgézia
Lokalis gyulladascsokkentd hatés

Deszenzitizacid

Analgézia

Epidermélis
keratinocitak

[Ca™]ict

Proliferaci6 gatlasa/apoptdzis

Hiperproliferativ kérképek terapidja?
- prurigo nodularis
- akné (hiperkeratinizacid)?

IL-8 és PGE, felszabadulas

Lokalis gyulladas?
Immunmodulécié
Neurdlis TRPV1 szenzitizdcidja

Sz0rtiisz6/ORS
keratinocitak

[Ca™]ict

Proliferaci6 gatlasa/apoptdzis
Katagén transzformacié
Novekedési faktorok szintje
csokken

IL-1B és TGF- B, termelése nd

Szérnovekedés gatlasa
Hajciklus negativ reguldcidja
Lokalis gyulladas?

Szebocitdk

Lipidszintézis gdtldsa
Termindlis differencidlodds
gdtldsa

A bor lipidhomeosztdzis vdltozdsa?
Szteroid anyagcsere vdltozdsa?
Gyulladdsos lipidmedidtorok gdtldsa?
Akné/szeborea terdpidja

IL-1p felszabadulds gdtldsa

Antiinflammatorikus hatds
Akné terdpidja?

Monocita eredetii
dendritikus sejtek
(dermadlis
dendritikus
sejtek/Langerhans
sejtek?)

[Ca™]ict

Differencidlodds gdtldsa
Fagocitozis gdtldsa
Antigénprezentdcio gdtldsa
Migrdcio gdtlds
Erés/aktivdcié gdtldsa

IL-6 és IL-12 szekrécio gdtldsa
IL-10 szekrécio fokozdsa

Antiinflammatorikus hatds
Immunmoduldcio

Hizo6sejtek

[Ca™]ict

IL-4 szekrécid
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Erdekes médon tgy tiinik, hogy a neuropeptidek gitoljak a bér dendritikus sejtjeinek
immunfunkciéit (Seiffert és Granstein, 2006). Masrészr6l a SP viszont inkdbb
proinflammatorikus hatdsi és az immunsejtek aktivdlasa mellett fokozza a szebocitak
termindlis differencidloddsat is és hozzdjarulhat az akné kialakuldsdhoz (Toyoda és
Morohashi, 2001; Lee és mtsai, 2008). Ilyen médon az akné kialakuldsa szempontjabdl a
neurélis (proinflammatdrikus) €s a szebocitdkon (antiinflammatérikus) expresszal6dé TRPV1
ellentétes hatdsokat kozvetithet.

A TRPVl1-et expresszal6 szenzoros neuronok meghatiarozott alcsoportjai viszketést
kivalto, pruritogén ingereket is kozvetithetnek, igy a TRPV1 aktivaci6ja/deszenzitizacidja
jelentdsen befolyédsolhatja a viszketés kialakuldsiat (Bir6 és mtsai, 2007). A TRPVI1-et is
aktivalo fdjdalmas meleg homérséklet csokkentette a hisztamin-indukalta viszketés érzését és
az ezzel jard vazodilataciot is (Ward €s mtsai, 1996; Yosipovitch és mtsai, 2005, 2007).
Ehhez hasonl6an a kapszaicin csokkentette mind a hisztamin dltal kisérletesen kivaltott, mind
pedig a kiillonboz6 borgydgydszati korképekben (prurigo nodularis, atdpids dermatitisz, stb.)
tapasztalhat6 viszketést (Folster-Holst és Brasch, 1996; Weisshaar €s mtsai, 1998; Sténder és
mtsai, 2001; Lysy és mtsai, 2003). A TRPV1 nemcsak a szenzoros neuronokon keresztiil
befolydsolhatja a viszketést, hanem a bdr non-neurdlis elemein keresztiil is kivalthatja
pruritogén medidtorok felszabadulasét, de a deszenzitizacié révén hozzdjarulhat a kapszaicin
fenti kérképekben mutatkozé jétékony hatdsahoz is (Bir6 és mtsai, 2005; Paus és mtsai, 2006;
Steinhoff és mtsai, 2006). A TRPV1-et aktivalo lipid medidtorok egy része (pl. anandamid) a
kannabinoid receptorokat is aktivdlni képes endokannabinoidok ko6z¢é tartozik. Ezen
kannabinoid receptorok aktivdldsa szintén antipruritogén hatdstnak tlinik (Dvorak és mtsai,
2003). Anandamid a TRPV1 aktivéci6 hatdsara is felszabadulhat pl. a szenzoros neuronokbdl
(Ahluwalia és mtsai, 2003b), de endokannabinoidokat mds TRPVI1-et is expresszalo
képletben is kimutattunk, pl. a szOrtiiszOben (Telek és mtsai, 2007) és a szebocitikban
(Dobrosi és mtsai, 2008) is. Figyelembe véve az endovanilloid és endokannabinoid rendszer
ezen szoros kapcsolatdt, valdszinlinek tlinik, hogy a viszketés moduldcidja sordn (is)
funkciondlis kolcsonhatdsban 4ll a két rendszer.

Eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy a szortiiszoben és a keratinocitdkon, valamint a
szebocitdkon expresszdlodé6 TRPV1 aktivacidja a bor bioldgiai folyamatainak szempontjabol
ellentétes hatdsokat kozvetit. A szOrtiiszOben és a keratinocitdkon differencidlodast és
apoptozist valt ki, csokkenti a proliferaciot, katagén regressziét indukdl (Bod6 és mitsai,
2005), mig a szebocitdkon gatolja a lipidek szintézisét €s a sejtek differencidlédasat, valamint

serkenti proliferdcidjukat (10. 12. 15-18. dbrdk). A keratinocitdkon fokozza a gyulladésos
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medidtorok (PGE,, IL-8 és IL-1B) szintézisét (Southall és mtsai, 2003; Bodé és mtsai, 2005),
mig szebocitdkon csokkenti az IL-1P felszabaduldsat (1. tdblazat). Ilyen médon a TRPV1
aktivacioja keratinocitdkon és a szebocitdkon keresztiil ellentétesen is befolydsolhatja a bor
szenzoros €s immunoldgiai folyamatait. Tovabb darnyalja a képet, hogy ezek a sejtek szamos
olyan mediator (PG-k, LT-k, IL-k, stb.) termelésére képesek, amelyek parakrin vagy autokrin
modon befolyasolhatjdk a TRPV1 miikodését a bor szamos sejtféleségén.

A TRPVI1 boérben betoltott szerepének taldn legizgalmasabb kérdése a receptor
immunolégiai hatdsa. Ez kozvetleniil a bér immunsejtjein (pl. a receptort expresszald hizo- és
Langerhans sejteken — Bod6 és mtsai, 2004) keresztiil is megvaldosulhat. A hizdsejteken méar
kordn kimutattdk, hogy a kapszaicin kalciumbedramlést és IL-4 felszabadulast valt ki, jelen
vizsgélatainkban pedig a TRPV1 funkcionalitdsdt human dendritikus sejteken is igazoltuk.

A dendritikus sejtek farmakol6giai befolydsoldsa a TRPVI1-en keresztiil szdmos
borgydgyaszati/immunoldgiai kérkép esetében felmeriilhet. Ezen lehetdségek pontos feltarsa
azonban még szamos tovabbi, specifikus dendritikus sejt altipuson végzett vizsgdlatot igényel.
A bor dendritikus sejtjei ugyanis lokalizdcidjuk, felszini markereik és funkcidik alapjin
egyarant heterogének. A mieloid dendritikus sejtek két f6 populdcigjat a borben az
epidermaélis Langerhans sejtek és a dermélis dendritikus sejtek alkotjdk. A Langerhans sejtek
CDla-t, és langerint (CD207) expresszdlnak, amik nem taldlhatéak meg a dermdlis
dendritikus sejtek felszinén. Ez utébbiak viszont kifejezik a DC-SIGN-t és a CD1d-t, amik
viszont a Langerhans sejtekrdl hidnyoznak (Valladeau és Saeland, 2005). A dermélis
dendritikus sejtek felszini markereik alapjan tovabbi alcsoportokba sorolhatdk (Zaba és mtsai,
2007; Ochoa és mtsai, 2008). Talan a legfontosabb, funkcionalis szempontokat is figyelembe
véve a nyugvo (resident) és inflammatoérikus dendritikus sejtek elkiilonitése (Zaba €s mitsai,
2009a). Az inflammatérikus dendritikus sejteket éretlen fenotipus jellemzi, CDIllc
pozitivitisuk mellett nem expresszadljdk a nyugvé dermadlis dendritikus sejtekre jellemzd
CDlc-t. Gyulladasos psoridzisban szamuk jelentdsen megnd, igy a borben a CD11c pozitiv
dendritikus sejtek szama megkozelitheti a T limfocitdk szdmat, mikozben TNFa-t €és
indukalhat6 nitrogén-monoxid szintdzt termelnek (Lowes és mtsai, 2005). A T sejteket Ty1 és
Tnl7 (IL-17-et termeld T sejtek, autoimmun zavarok kialakitdsaban jatszhatnak szerepet —
Steinman, 2007) irdnyba differencidltatjadk, igy fontos szerepet jatszhatnak autoimmunités
kialakitdsaban (Zaba és mtsai, 2009a, 2009b). Az atdpids dermatitiszben megjelend
inflammatdrikus dendritikus sejtek viszont eltéré fenotipussal birnak és inkabb Ty2 irdnyu

differencialodast indukdlnak (Guttman-Yassky és mtsai, 2007; Zaba és mtsai, 2009b).
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A dermélis dendritikus sejtekkel ellentétben fizioldgids koriilmények kozott dgy tiinik,
hogy az epidermalis Langerhans sejtek inkdbb az immuntolerancia kialakitdsdban jatszanak
szerepet. Feltételezik, hogy allergének és patogének behatoldsa esetén a bdor egyéb sejtjei
olyan vészjelzd szigndlokat kiildhetnek, melyek hatdsiara a tolerancia megsziinik, a
Langerhans sejtek pedig — habar nem termelnek jelentés mennyiségii citokineket — olyan
kemotaktikus szigndlokat kozvetitenek, melyek kiilonb6z6 gyulladasos sejtek, pl.
inflammatdrikus dendritikus sejtek invazidjat okozzdk (Novak és Bieder, 2008).

Eredményeink szerint az in vitro monocita eredetli dendritikus sejteken expresszal6do
TRPV1 aktiviacidja ezen sejtek immunoldgiai miikodését hatékonyan  gétolva
antiinflammatérikus hatdsi. Nem tudjuk azonban, hogy a bdrben el6forduld kiilonb6zo
dendritikus sejtpopuldcidk vajon egyforman reagalnak-e a TRPV1 aktivicidjara, €s pontosan
milyen szerepet jatszhatnak a kapszaicin antiinflammatoérikus hatdsaban. Ezért a dendritikus
sejtek valtozatos fenotipusaira és azok sokoldald funkcidira tekintettel még szamos tovéabbi
vizsgalat sziikségeltetik a dendritikus sejteken expresszdlod6 TRPV1 szerepének pontos

feltarasdra a bor komplex immunoldgiai folyamatainak szabdlyozasdban.
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OSSZEFOGLALAS

Korabban in situ kimutattuk a TRPV1 expresszidjat a human bor faggytimirigyében és
az epidermisz dendritikus (Langerhans) sejtjein. Jelen munkédnk sordn in vitro vizsgéltuk a
TRPV1 szerepét humén faggyumirigy eredeti SZ95 szebocita sejtvonalon €s monocita
eredetli dendritikus sejteken. A human faggyimirigyhez hasonléan az SZ95 szebocitdkon is
igazoltuk a TRPV1 jelenlétét. Megadllapitottuk, hogy a TRPV1 specifikus aktivacidja
kapszaicinnel mér egy napos kezelést kovetden gétolta a szebocitdk bazélis és arachidonsav
altal indukdlt lipidtermelését, de nem befolydsolta a sejtek életképességét. A receptor
specifikus gatlészer I-RTX és RNSi technika segitségével egyardnt bizonyitottuk, hogy a
kapszaicin hatdsit a TRPV1 medidlta. A Ca®*-koncentricié csokkentése mellett végzett
kisérleteink szerint a TRPV1 funkciondlis Ca**-csatornaként vett részt a folyamatban. Ezen
kiviill azt is kimutattuk, hogy a TRPV1 aktivicidja megvéltoztatta a lipidanyagcsere
szabdlyozdsdban szerepet jdtsz0 transzkripcids faktorok expresszigjat és egyes citokinek
termelését. A hosszitivi kezelés esetén azt tapasztaltuk, hogy a kis koncentracioban
alkalmazott kapszaicin TRPV 1-specifikusan fokozta az SZ95 sejtek proliferacidjat, mig nagy
koncentracioban TRPV1-tdl fiiggetlen ttvonalon toxikus hatdst valtott ki, és csOkentette az
€10 sejtek szamat. A periférids vérbdl izoldlt monocitdkon és a beldlik IL-4 és GM-CSF
jelenlétében differencidlédé dendritikus sejteken szintén kimutattuk a TRPVl1-et, és
megallapitottuk, hogy expresszidja fokozodott a dendritikus sejtek differencidloddsa soran.
Ugy taléltuk, hogy a dendritikus sejteken kifejezédd receptor Ca”*-csatornaként miikodott. A
sejtek 5 napos differencidlédasa sordn a (. naptdl alkalmazott kapszaicin a TRPV1-en
keresztiil gétolta a dendritikus irdnyu differencidléddst, az éretlen dendritikus sejtfelszini
markerek kifejez6dését és a sejtek fagozitozisat. A TRPV1 aktivacidja a mar differencidlédott
éretlen dendritikus sejtek tovdbbi érését nem indukdlta, de csokentette az E. coli
biopartikulumok iternalizacidjat. Az éretlen dendritikus sejtek érését proinflammatdrikus
citokinek segitségével tudtuk indukdlni, amit a TRPV1 kapszaicinnel torténd aktivacidja
szintén gatolt; csokkentette az érési markerek expresszidjat, valamint egyes gyulladdsos
citokinek transzkripcigjat és felszabaduldsat, mikozben fokozta az antiinflammatérikus IL-10
szintjét.  Vizsgdlataink szerint a TRPVI  aktivdlasa gatolja a  szebocitak
lipidszintézisét/differencidlodasat €s antiinflammatorikus hatdsu a dendritikus sejteken. Ezen
eredményeink felvetik a TRPV1 szerepét a bor immunoldgiai folyamatainak, valamint a bor

lipidhomeosztizisanak megvéltozédsaval jar6é korképek (pl. acne vulgaris) befolydsoldsdban.
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SUMMARY

In our previous studies, we have identified the in situ expression of TRPVI1 on
sebaceous glands and epidermal dendritic (Langerhans) cells of human skin. The aim of the
current study was to investigate the role of TRPV1 in biology of human sebaceous gland
derived SZ95 sebocytes and monocyte-derived dendritic cells in vitro. Like the human
sebaceous glands, SZ95 sebocytes also expressed TRPV1. Moreover, the TRPV1 activator
capsaicin inhibited both the basal and arachidonic acid induced lipid synthesis (but did not
influence the viability of the cells). The specific role of TRPV1 in mediating these effects was
evidenced by using both the specific antagonist -RTX and the RNAi technique. Results of the
experiments carried out in decreased Ca** containing medium suggested that the TRPV1 took
part in the effect of capsaicin as a functional Ca®* channel. In addition, activation of TRPV1
altered the expression of transcripition factors regulating lipid synthesis as well as the
production of selected cytokines. Following long-term treatment, low concentrations of
capsaicin increased the proliferation rate of SZ95 sebocytes acting via TRPV 1, whereas high
doses decreased the viability of the cells independently of TRPV1. TRPV1 was also identified
on human monocytes and monocyte-derived dendritic cells where the expression of TRPV1
was increased during dendritic differentiation induced by GM-CSF and IL-4. In addition,
TRPV1 expressed by dendritic cells was found to operate as a functional Ca®* channel.
Dendritic differentiation was inhibited by capsaicin in a TRPV1-dependent manner: capsaicin
supressed both the expression of differentiation markers characteristic for immatured
dendritic cells and the phagocytosis of the cells. Moreover, stimulation of TRPVI on
differentiated, immatured dendritic cells did not induce the maturation, but decreased the
internalization of E. coli bioparticules. Maturation of dendritic cells, induced by pro-
inflammatory cytokines, was inhibited by the activation of TRPV1: capsaicin suppressed the
expression of markers indicating maturation and inhibited the transcription and release of
proinflammatory cytokines. In parallel, the production of the anti-inflammatry cytokine IL-10
was increased by capsaicin. Our results suggest that activation of TRPV1 suppresses the lipid
synthesis/differentiation of sebocytes and have an anti-inflammatory effect on dendritic cells.
These data argue for the potential role of TRPV1 to influence immune processes of the human

skin as well as of certain dermatoses with altered lipid homeostasis (e.g. acne vulgaris).
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