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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borat
ACTB: B-aktin
AD: atopias dermatitisz

AD-HEK: AD-s beteg 1¢zionalis
borteriiletérdl izolalt human epidermalis
keratinocita

AD-L: AD-s beteg 1ézionalis borteriilete

AD-NHEK: AD-s beteg nem-lézionalis
borteriiletérol izolalt normal human
epidermalis keratinocita

AD-NL: AD-s beteg nem-lézionalis
borteriilete

ARD: ankyrin repeat domain
ATP: adenozin-trifoszfat
BAA: bisandrographolide
BCA:

BSA: borju szérum albumin
CaM: kalmodulin

CBD: kannabidiol

CCCP: karbonil-cianid-3-klorofenil-
hidrazon

CCL: kemokin ligand

DAB: diamino-benzidin

DAPI: 4’,-6-diamidino-2-fenilindol
DMSO: dimetil-szulfoxid

DS-Nh: DS egértérzsben mutaciod soran
kialakult szértelen fenotipusu egértorzs

E: egészséges
ECS: endokannabinoid rendszer

EDTA: etilén-diamin-tetra-ecetsav

FBS: embrionalis borjuszérum
FITC: fluoreszcein-izothiocianat

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-
dehidrogenaz

HKGS: human keratinocita novekedési
faktor

Ig: immunglobulin

IL: interleukin

MTT: metilthiazol-tetrazolium
NF-kB: nuklearis faktor-kB

NGF: neurondlis névekedési faktor

NHEK: normal human epidermalis
keratinocita

NK: negativ kontroll

NMF: természetes hidrataltsagi faktor
PBS: foszfat puffer oldat

PBST: Tween 20-at tartalmazé PBS
PC2: 100%-os konfluenciat kdvetd 2. nap
PGE2: prosztaglandin E2

PPIA: ciklofilin A

RT-qPCR: reverz transzkripciot kovetd
kvantitativ ,,valos idejii” polimeraz
lancreakcio

SDS: natrium-dodecil-szulfat

SDS-PAGE: natrium-dodecil-szulfat
poliakrilamid gélelektroforézis

SE: standard hiba
SEM: standard hiba atlaga

TEWL.: transzepidermalis vizvesztés



TGF-B1: transzformal6 novekedési faktor-
B1

TLR: Toll-like receptor

TNFa: tumor nekrézis faktor-a

TRP: tranziens receptor potencial

TRPV: TRP csalad vanilloid (alcsalad)

TSLP: thymic stromal lymphopoietin
UV: ultraviola

UVB: ultraviola B

VR: vanilloid receptor

ACT: kiiszobciklusok kiilonbségén alapuld
RT-qPCR értékelési modszer



BEVEZETES

Napjainkban nagy figyelem helyezddik esztétikai megjelenésiinkre, melyen beliil nagy
hangsulyt fektetiink a rendszeres boérapolasra, ami a mindennapi rutinunk része. Ehhez a
szépségipar a kozmetikumok kimerithetetlen tarhazat kinélja a felhasznaloknak. A kozmetikai
készitményeken feltiintetett Osszetevok szamos jotékony hatassal ,kecsegtetnek” a szebb,
egészségesebb bor eléréséért. Ahhoz azonban, hogy egy bérapold agens piaci forgalomba
keriiljon és biztonsaggal alkalmazhatd legyen, szdmtalan klinikai és molekularis biologiai
kutatéds és eredmény sziikséges. Manapsag lehet6ség van nemcsak szoveti, hanem sejt szinten
is vizsgalni a kiilonboz6é hatdanyagokat - milyen receptoron hatnak, hogyan befolyésoljak a
sejtek normal mikodését, ezen hatdsaikat milyen jelatviteli utvonalon fejtik ki -, tovabba
magukon a sejteken 1évé receptorok feltérképezését és bioldgiai folyamatokban betdltott
szerepét is szdmos molekularis modszerrel vizsgalhatjuk. A vilagon szamtalan kutatdcsoport
kozvetleniil ki van téve a kdrnyezeti artalmaknak, ugyanakkor a borbetegségek esetén is a
terapias lehetdségek nem csak szisztémasan, hanem topikalisan, kozvetleniil az érintett
borteriileten 1s alkalmazhatoéak. Laboratoriumunk - részben kozmetikai cégekkel

egytttmiikodve - évek oOta szerepet vallal ezen kutatasokban.

Kutatocsoportunk fé profilja az endokannabinoid rendszer (ECS) vizsgalata, mely az
elmult évtizedek kutatasainak kdszonhetéen nagy mértékben kibdviilt. Az ECS részét képezd
ionotrop receptorokon beliill a tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk vanilloid
alcsaladjanak tobb tagjat azonositottuk a bér szdmos alkotdelemén (szortiiszd, piloszebaceus

egység, keratinocitak).



Az elmult évek kutatdsainak kdszonhetden kideriilt, hogy bizonyos ragcsalok szortelen
fenotipusat és borbetegségét okozd mutacio a Trpv3 gént kodolo régioban talalhatd, tovabba a
hasonlé fenotipussal és tiinetekkel rendelkezé Olmsted-szindromas betegekben tobb mas
mutacié mellett ugyanezt a régidt érinté mutaciok is kimutathatok. Jelen munkank sordn a
tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna vizsgalatat végeztilkk a bor
legkiils6 rétegét alkotd epidermalis keratinocitakon. Az egészséges szoveteken, és azokbol
izolalt keratinocitakon végzett kisérleteinket kiterjesztettiik az egyik leggyakoribb borbetegség,
az atopias dermatitiszes (AD) betegekbdl szarmazo mintakra is. Kutatasunk célja az volt, hogy
megvizsgaljuk, hogy a TRPV3 ioncsatorna milyen mértékben expresszalodik az egészséges és
AD-s keratinocitakban, funkcionalisan aktiv formaban van-e jelen és az aktivalt csatorna
szerepet jatszik-e a bdér gyulladdsos folyamatainak kialakuldsaban, fenntartasaban.
Amennyiben a csatorna aktivan részt vesz ezen biologiai folyamatokban, igy a TRPV3
ioncsatorna aktivacidja vagy gatldsa hatékony terdpids célpont lehet a gyulladasos

borbetegségek kezelésében.



IRODALMI ATTEKINTES

Tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna szupercsalad

A tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna szupercsalad tagjai mar tobb mint 30
éve adnak kutatasi témat a vilag szamos tudomanyteriiletének. A TRP-csatornak nagyfoku
homoldgiat mutatnak az 1989-ben elsdként Montell ¢és Rubin altal leirt Drosophila
melanogasterben azonositott trp génnel, melyrdl a csalad a nevét is kapta (Montell és Rubin,
1989; Clapham, 2003; Clapham és mtsai., 2003). Jelenleg kozel 30 féle human TRP-csatorna
ismert, melyek a szekvencia homoldgia analizisek alapjan 6 alcsaladba oszthatok (1. abra). Az
alcsaladok kb. 20-35%-0s génazonossagot mutatnak, mig az alcsaladokon beliil akéar 50-80%-

os homologia is lehet (Clapham, 2003; Nilius és Owsianik, 2011).

ML1 (MCOLN1)

ML3 (MCOLNS)
ML2 (MCOLN2)

Mucolipins

Melastatin (long) TRPM
10 PAM units /

1. abra: Az emlés TRP receptorok csaladfaja Clapham (2003) munkaja alapjin
Az evolicios agak hossza PAM(point accepted mutation) egységben van megadva, ami az atlagos szubsztitiiciok
szama 100 aminosavra vonatkoztatva (Clapham, 2003)



A TRPC ,canonical” alcsalad receptorai mutatjdk a legnagyobb homoldgiat a
Drosophila TRP-csatornakkal. A TRPV ,,vanilloid” alcsalad a TRPV1 receptorar6l kapta a
nevét. A TRPM csalad nevét a vele leginkdabb homoldgiat mutaté melasztatin 1-rél kapta. A
TRP szupercsaladhoz tartoznak tovabba a mukolipinek (TRPML) és policisztinek (TRPP),
valamint az ismétl6d6 ankyrin-szerii doméneket nagy szamban tartalmazé TRPA1 fehérje,
mely a fajdalmas hideg érzékelésében vesz részt (Benham és mtsai., 2002; Clapham, 2003;
Clapham és mtsai., 2003; Huamg, 2004; Pedersen és mtsai, 2005; Wu és mtsai., 2010) (1. abra).

Altalanossagban elmondhatd, hogy a TRP-csatorndk 6 transzmembran doménnel
rendelkeznek (S1-S6), melyek koziil az S5 és S6 kdzott egy porusformalo régio helyezkedik el,
létrehozva egy kationpermedbilis porust. Az intracelluldris amino-, és karboxi-terminalis végek
hossza valtozd, melyekhez kiilonb6z6 domének kapcsolddhatnak (Owsianik és mtsai., 2006;
Gaudet, 2008a). A kapcsolédd domének szama és megoszlasa eltéré a kiilonbozé TRP-
alcsaladok kozott (Nilius és Owsianik, 2011). Gyakori a karboxi-terminalis véghez kapcsolddo
kiilonbozo enzim aktivitassal bir6 domén (Perraud és mtsai., 2001; Runnels és mtsai., 2001;
Nadler és mtsai., 2001), vagy az amino-terminalishoz kapcsol6do ,,ankyrin repeat domain”
(ARD), mely els6sorban a csatorna tetramerizaciojaban, valamint a ligand és mas fehérjékkel
vald kolcsonhatasban jatszik szerepet (Gaudet, 2008b). Mindemellett a terminalis végekhez
kapcsolodhat kalmodulin k&t6hely, foszforilacios hely, lipid kotdhely, melyek a csatorna
funkcigjat befolyasoljak. Ugyanakkor ezek a domének ritkdbbak és egy alcsaladon beliil sem
talalhatdo meg minden egyes csatornan (Owsianik és mtsai., 2006).

A TRP-csatorndk szinte minden sejttipusban expresszalodnak, lokalizaciojukat tekintve
a kiils6 plazmamembranban és szdmos sejtorganellum membranjaban egyarant megtalalhatok.
Funkcidjuk igen széleskort, elengedhetetlenek szamos fizioldgiai folyamathoz, ugymint az

érzékszervi funkciok (pl.: izérzés, fajdalom-, illetve hoérzékelés), a homeosztatikus folyamatok



(pl.: Ca?* és Mg?* transzport, ozmoregulacio), vagy a motoros funkciok (pl.: izomkontrakcid,

vazomotor kontroll) (Gees és mtsai., 2010; Nilius és Owsianik, 2011).

Hoéérzékeny ,,termo” TRP-csatornak

A TRP-csatornédkon beliil megkiilonboztetiink egy 11 csatornabdl all6 ,,alcsoportot”, ami
nevét arrol kapta, hogy kiillonb6z6 héhatasokra aktivalodnak. Ezen ioncsatorndk szinte
mindegyike kifejezddik primer szomatoszenzoros neuronokon és specifikus homérsékleti
tartomanyokon — a karos hotdl a fajdalmas hidegig — aktivalédnak. Ezen csatornak szoveti
eloszlasat, héérzékenységét és egyéb aktivatorait az 1. tablazat foglalja 6ssze (Uchida és
mtsai., 2017). Az els6ként leirt, ,klasszikusnak” szamit6 6 termo TRP-csatornat a

homérsékleten kiviil szamos, a természetben és az élelmiszerekben (elsésorban fliszerekben)

talalhat6 vegyiiletek is képesek aktivalni (Vay és mtsai., 2012; Uchida és mtsai., 2017).

Homérsékleti

Szoveti eloszlas

Egy¢éb aktivatorok

kiiszob
Forrd TRPV1 >42°C Szenzoros neuron, agy bor Capsaicin, proton, capsiate, gyombér, shogaol, allicin,
shanshool, kamfor, resiniferatoxin, vanillotoxin, 2-APB,
propofol, anandamid, arachidonsav anyagcseretermékek,
monoacilglicerol, NO, extracellularis kationok
TRPV2 >52°C Szenzoros neuron, agy, probenecid, 2-APB, cannabidiol, mechanikai inger
gerincveld, tiid6, maj, 1ép,
vastagbél, sziv, immunocita
Meleg TRPV3 >32°C Bor, szenzoros neuron, agy, Kamfor, carvacrol,mentol, eugenol, timol, 2-APB
gerincveld, gyomor, vastagbél
TRPV4  >27-41 °C Bor, szenzoros neuron, agy, vese,  4a-PDD, bisandrografolid, citromsav, arachidonsav
tiidé, belso fiil, hugyholyag anyagcseretermékek, anandamide, hypoozmolalitas,
mechanikai inger
TRPM2  >36°C Agy, immunocita, hasnyalmirigy (ciklikus) ADPrib6z, B-NAD, H,0;, intracellularis Ca?*
TRPM3  Meleg-forrd Agy, szenzoros neuron, Ca?" raktar kimeriilése, pregnenolone-szulft, nifedipine,
hasnyalmirigy, szem clotrimazole
TRPM4  Meleg Sziv, m4j, immunocita, intracelluldris Ca?*
hasnyalmirigy
TRPM5  Meleg [zlel8bimbo, hasnyalmirigy intracellularis Ca?*
Hideg TRPM8 <27°C Szenzoros neuron Mentol, icilin, eukaliptol
TRPC5  Hideg Agy, szenzoros neuron, m4j, sziv,  Ggri-kapcsolt receptorok, daicilglicerol, Gd**
vese
TRPA1l <17°C Szenzoros neuron, belsé fiil Allil izotiocianat, carvacrol, fahéjaldehid, allicin, dialli-

triszulfid, miogadial, miogatrial, capsiate, acrolein, icilin,
tetrahydrocannabinol, mentol (10-100 uM), formalin, H,0,,
alkalizaci6, intracellularis Ca®*, NSAIDs,
propofol/isoflurane/desflurane/etomidate/octanol/hexanol
stb.

2-APB 2-aminoetoxidifenil borat, NO nitrogen oxid, 4a-PPD 4a-forbol-dideconate, ADPribdz adenozin difoszfat riboz, f-NAD (-
nikotinamid adenin dinukleotid, H,O, hidrogén peroxid, NSAIDs non-szteroid gyulladascsokkentdk

1. tablazat: A termoszenzitiv TRP-csatorniak tulajdonsagai (Uchida és mtsai., 2017)
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A hoérzékeny TRP-csatornak koziil elsdként a tranziens receptor potencidl vanilloid-1
(TRPV1) kertilt leirasra (Caterina és mtsai. 1997), melyet korabban vanilloid receptor-1 (VR1)
néven egy hoérzékeny ioncsatornaként ismertek ¢és primer szenzoros neuronok
hoérzékenyseégéért volt felelds. A TRPV1-et a 43 °C feletti hohatas mellett szdmos ,,nem-
termalis” agonista is aktivalja, ilyenek a csipOspaprika alkaloidja, a kapszaicin, az alacsony pH
(pH < 6), az etanol vagy szamos endogén lipid, mint példaul az anandamid (Oh és mtsai., 1996;
Tominga és mtsai., 1998; Trevisani és mtsai., 2002; Ross, 2003).

A TRPV2 fajdalmas hére (>52 °C), in vitro fizikai stimulusokra, mint a hd, ozmotikus
stressz, mechanikai fesziilés aktivalodik, tovabba nem szelektiv kémiai aktivatorai a 2-
aminoetoxidifenil borat (2-APB) és a kannabidiol (CBD) (Caterina és mtsai., 1999; Muraki és
mtsai., 2003; Hu és mtsai., 2004; Qin és mtsai., 2008). A TRPV3 a fizioldgias hétartomany (34-
38 °C) receptora, amit szintén szdmos kémiai agens is aktival, amik elsdsorban a kellemes
meleg érzetet keltik az emberben (Smith és mtsai., 2002; Xu és mtsai., 2002; Peier és mtsai.,
2002). Ilyenek példaul a kakukkfiibél szarmazo timol, az oreganobol szarmazo carvacrol, vagy
a szegfiiszeg hatdanyaga az eugenol (Xu és mtsai., 2006), emellett szintetikus aktivatora a 2-
APB (Hu és mtsai., 2004) és a drofenine (Deering-Rice és mtsai., 2014). A TRPV4 szintén
fiziologias hétartomanyban aktivalodik (27-34 °C) (Watanabe és mtsai., 2002), valamint egyik
természetes aktivatora a kinai gyogynovény, az Andrographis paniculata hatéanyaga a
bisandrographolide (BAA) (Smith és mtsai., 2006). A TRPMS8 és TRPA1 a hidegebb
hétartomanyok receptora. A TRPM8 25 °C koriili hémérsékleten aktivalodik, és a kellemes
hiivos érzetet keltd anyagok, mint a mentol, icilin és az eukaliptol a receptor természetes
agonistai (McKemy ¢€s mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Chuang ¢és mtsai., 2004; Voets és
mtsai., 2004; De la Pena ¢és mtsai 2005). A TRPA1 a fajdalmasan hideg (<17 °C)

hémeérsékleteket képes érzékelni és szamos kémiai anyag is aktivalja, 1gymint a mustér olaj,
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allicin, icilin, mentol (McKemy és mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Story és mtsai., 2004).
(2. abra)

Cinnamon ﬁ
¢ \
-
Vi

Horseradish \&\ :

Garlic ¢ Mint %

TRPAL TRPM8

20 60

2. abra: A ,,klasszikus” termo TRP-csatornak sematikus abrazolasa

Mindegyik csatorna 6 transzmembran doménnel rendelkezik egy-egy porusformalod régioval az S5-S6 szegmens
kozott, valamint citoplazmatikus N- és C-terminalis véggel. A TRPMS-at kivéve mindegyik csatorna N-terminalis
végén valtozd szamu ,ankyrin repeat domain” van. A ,termo” TRP-csatorndk kiilonbdz6 hémérsékleti
tartomanyokon aktivalodnak, tovabba mindegyik csatornanak van természetes és szintetikus aktivatora,
amelyekrdl ismert, hogy emberben a megfeleld hd-, és fajdalomérzetet valtjak ki (Vay és mtsai., 2012).

Az elmult évek kutatisai sordn bebizonyosodott, hogy ezek az ioncsatorndk nem csak a
hoéérzékelésben vesznek részt, hanem egyeb, a borbdl kiinduld folyamatokban is, mint példaul
a fajdalomérzékelés vagy a viszketés érzése. Mindemellett arra is fény dertilt, hogy ezek a TRP-
csatornak nem csak kizarélag a szenzoros neuronokon, hanem szamos mas, nem neuronalis
sejtféleségen is expresszalodnak, mint példaul epidermalis Keratinocitakon (Peier és mtsai.,
2002), immunsejteken (Link és mtsai., 2010), urotéliumon (Gevaert és mtsai., 2007) vagy

bronchialis epitél sejteken (Veronesi és mtsai., 1999).
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Tranziens receptor potencial vanilloid (TRPV)-3 ioncsatorna

ﬁ Heat

O 2-ArB

[Jatp

/\ Calmodulin

* Calcium

N1

3. abra: A TRPV3 szerkezeti topologiaja
A TRPV3 {6bb funkcionalis régidinak lokalizacidja, kiemelve a hore, 2-APB-re, ATP-re, kalmodulinra valamint
a kalciumra érzékeny teriileteket (Nilius és mtsai., 2014)

A tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna talan az egyik
legkiilonlegesebb tagja a vanilloid alcsaladnak. Kb. 43 %-0s szekvencia-homologiat mutat az
alcsalad elsoként leirt tagjaval a TRPV1-gyel (Peier és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2002; Xu
¢és mtsai., 2002). Az eredetileg termoszenzitiv — fizioldgias hétartomanyon aktivalodo (<33 °C)
— ioncsatorna hasonléan a tobbi TRP-csatornahoz homo-, vagy heterotetramer format képez,
melyen beliil az alegységek 6 transzmembran doménnel rendelkeznek, a kation-permeabilis
porusformald régid szintén az S5-S6 alegység kozott helyezkedik el (Blair és mtsai., 2019). Az
intracellularis amino-terminalis vég 6 ankyrin ismétlédést tartalmaz, 1étrehozva az ,,ankyrin
repeat domain”-t (TRPV3-ARD), mely igen csekély (1 inszercid és 2 delécié a TRPV3-ARD-
ben) mértékben tér el a TRPV1-ARD-t6l. A TRPV1-hez hasonléan az AR2 ¢s AR3 kozotti

konzervalt régid vesz részt az ATP és kalmodulin (CaM) kotésében (Phelps és mtsai., 2010).
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Mindemellett a TRPV3 tartalmaz egy hére aktivalodo, egy Ca?*-szenzitiv régiot, valamint 2-
APB kot6helyet (Phelps és mtsai., 2010) (3. abra).

A TRPV3 elsésorban egy nem szelektiv kationcsatorna (Gees és mtsai., 2010), melynek a
TRPV1-hez hasonl6an aktivacio soran a kation permeabilis porusa dilatal, valamint a porusban
1év6 negativ toltésii aminosavak is el@segitik a nagyobb méretii kationok atjutasat (Chung és
mtsai., 2008; Cao és mtsai., 2012)

A TRPV-csatornak koziil a TRPV3 az egyetlen, melynél endogén modulator vagy ligand
nem keriilt leirdsra, azonban tobb exogén, koztiik szintetikus és a természetben is eléforduld,
elsésorban aromas vegyiilet aktivatora a csatornanak (Nilius és mtsai., 2014). A szintetikus
vegyiiletek koziil a legismertebb aktivatora a 2-APB (Chung és mtsai., 2004; Colton és Zhu,
2007), valamint a drofenine (Deering-Rice és mitsai., 2014). Természetes aktivatorai kozé
szamos aromas vegyiilet tartozik, melyek egyben kellemes meleg érzetet keltenek, ezaltal a
TRPV3 homérsékletre adott valaszat is potencirozzak (Machperson és mtsai., 2006; Xu és
mtsai., 2006). A legismertebbek a kamfor (Cinnamonum camphora), carvacrol (Origanum
vulgare), timol (Thymus vulgaris), eugenol (Syzygium aromaticum), fahéj (Cinnamon verum),
mentol (Mentha piperita), borneol (Artemisia) és tujon (Thuja) (Mogrich és mtsai., 2005;
Machperson és mtsai., 2006; Xu és mtsai., 2006; Vriens és mtsai., 2009).

A tobbi TRP-csatornaval ellentétben a TRPV3 alacsony expressziot mutat szenzoros
neuronokon. Tobb szervben is kifejezddik, ilyenek az agy, nyelv, herék, szaruhartya, disztalis
colonfél, gége és belsd fiil (Peier és mtsai., 2002; Xu és mtsai., 2002; Mogrich és mtsai., 2005;
Hamamoto és mtsai., 2008; Ishibashi és mtsai., 2008; Ueda és mtsai., 2009; Borbird és mtsai.,
2011; Mergler és mtsai., 2011; Nilius és mtsai., 2014), azonban az egyik legmagasabb
expresszioja a borben jellemzd, elsdsorban az epidermalis keratinocitdkon és a szOrtiiszd

sejtjeiben (Valdes-Rodriguez és mtsai., 2013).
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A bor anatomiaja, felépitése

A bbr az emberi test egyik legnagyobb és talan legkomplexebb szerve, teljes
testtomegiink kb. 15-20 %-at teszi ki. Els6dlegesen fizikai védelmet biztosit a belsd szerveknek
a kiilonbo6zo kiils6 kornyezeti hatasokkal szemben, mint példaul a meleg és hideg homérsékelt,
mechanikai hatasok, UV sugarzas vagy a korokozok. Mindemellett a passziv barrier funkcio
mellett aktiv szerepet jatszik szamos élettani funkcioban; ilyenek a test folyadékhaztartasa, a
testhdmérsékelt szabalyozasa és szamos érzékszervi funkcidval is rendelkezik. Az emberi bor
harom kiilonallo rétegbdl all: a legkiilsd epidermisz - tobbrétegli elszarusodd laphdm -, a
kozéps6 dermisz - kotoszovetes réteg - és az also hipodermisz - lazabb kotészoveti réteg -, mely
a bort a mélyebb rétegekhez kapcsolja. A bdrben specidlisan differencialt strukturak,
borfiiggelekek 1is vannak, ilyenek: a szOrtlisz6, szér- ¢és hajszal, verejtékmirigyek,
faggytmirigyek, korom, emlémirigy (Rohlich, 1999; Ross, 2007; Wong és mtsai., 2015). A
bdérben kozel 200 féle kiilonboz6 specidlis fehérje talalhato, legfébb tipusai a kollagén (I, 11, 111,
VI, XII és XIV tipus), extracellularis matrix proteinek (elasztin, lumikédn, mimekén, prolargin,
periostin, dekorin), citokeratinok, cellularis fehérjék (vimentin, dezmoplakin, aktin, miozin,

tubulin, laminin, hisztonok, annexinek) (Mikesh és mtsai., 2013). (4. abra)

Szorszalak
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4. abra: Az emberi bor szerkezete
Forras: www.orvosikozmetika.hu
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Az epidermisz a bor legfelsd rétege, mely folyamatosan megujul, legfébb sejtjei a
keratinocitak a felszin felé haladva folyamatosan elszarusodnak. Az epidermisz 6t rétegre
tagolhato, ezek a stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum és
startum corneum. (Bévebben: Az epidermisz domindns sejttipusa: a Keratinocita fejezetben). A
nagyrészt keratinocitakat tartalmazo epidermiszben talalhatok még melanocitak, melyek a bor
szinét meghatarozo pigmentszemcséket, a melanint termelik és védik a bort a karos sugarzastol;
a bér immunrendszerében szerepet jatszoé Langerhans sejtek; valamint a stratum basaleban
elhelyezked6 modosult Keratinocitaknak tekinthetd Merkel sejtek, amikhez szabad
idegvégzddések kapcsolddnak és legnagyobb szdmban a tapintasban szerepet jatszo
borteriileteken fordulnak el6 (Rohlich, 1999; Ross, 2007). Az epidermisz also rétege ujjszerii
betiiremkedéseket tartalmaz, ezaltal biztositott a dermiszhez valo stabilabb tapadas és a kiilsé
mechanikai hatdsokkal szembeni védelem.

A dermisz 1-2 mm vastagsagu, az epidermisszel szoros kapcsolatban allo kotészoveti
réteg, mely leginkabb a bor mechanikai szilardsagat biztositja. A dermisz két, egymastol élesen
nem elhatarolodd rétegre kiiloniil el, ez a felszines stratum papillare és a mélyebben
elhelyezkedd, rostosabb szerkezetii stratum reticulare. A két réteg kiilonb6z6 tipusu rostokbol
tevodik Ossze, melybdl a rétegek kozti szerkezeti kiilonbség is adodik (Driskell és mtsai., 2013).
A stratum papillaret stirii szovési, kis atmér6jii, rugalmas kollagén rostok alkotjak (Hellstrom
¢s mtsai., 2014), melyek kesztyiiujjszeriien tiiremkednek az epidermisz behuzodésaiba. A
stratum reticulare egy szélesebb, tomott kotészovetes réteg, amit tilnyomorészt vastag
kollagénrostok alkotnak, melyek kotegekbe rendezédnek. A kdtegeket elasztikus rostok veszik
koriil, 1étrehozva a réteg strukturalis halozatat (Naylor és mtsai., 2011; Hellstrom és mtsai.,
2014). A dermiszt felépitd kollagén rostok dontéen I. (80-90%-ban) és III. (10-20%-ban)
tipusuak (Epstein és mtsai., 1978), de példaul a IV. és mas tipusu kollagén rostok azonositasara

is sor keriilt (Oguchi és mtsai., 1985; Mikesh és mtsai., 2013).
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A dermisz és az epidermisz kozott elhelyezkedd, fénymikroszkoppal is lathatd vékony
réteg a membrana basalis. A membrana basalist szamos fehérje, ugymint IV. tipust kollagén,
laminin, nidogén, perlekan, heparin-szulfat proteoglikanok és junkciés molekulak komplex
Osszekapcsolodasa adja (Yurchenco és mtsai., 2004). Ez a dermoepidermalis kapcsolat fontos
része, mely 6sszekoti a dermiszt az epidermisszel, egyben egy fizikai barriert is biztosit a két
réteg kozott (Breitkreutz és mtsai., 2013). A mélyebb rétegek felé a dermiszbdl erds kotdszoveti
sovények htizodnak, ezaltal rogziil a dermisz az alapjahoz, a hipodermiszhez.

A hipodermisz a dermisz alatt elhelyezked6 els6sorban laza kot6szovetbol all, mely
testtajanként eltérd vastagsagu lehet, néhol egymason elcsuszo vékony rétegben van jelen, vagy
nagy rekeszekbe zart zsirszovetként parnazza ki a nagy nyomasnak kitett mély szoveteket,
ezaltal védelmet nyujt a mechanikai hatasokkal szemben. A hipodermiszre jellemz6 sejttipusok
a fibroblasztok, a zsirsejtek, valamint a makrofagok. Ez a réteg nagy szerepet jatszik a zsirsejtek
homeosztazisaban, ezaltal az elhizas szabalyozasaban (Fjeldborg és mtsai., 2014; Stienstra és
mtsai., 2014), a szoveti remodellingben, valamint a termoregulédcioban (Nguyen és mitsai.,
2011; Lee és Tontonoz, 2014). A hipodermisz rétege kiilondsen gazdag hialuronban,
gliilkozaminoglikanban és proteoglikdnban, melyek folyadékot képesek megkotni, befolydsolva
a szOvet rugalmassagat, valamint nagy szerepet jatszik a szervezet folyadékeloszlasanak

fenntartasaban (Reed és mtsai., 2010; Reed és Rubin 2010).

Az epidermisz dominans sejttipusa: a keratinocita

Az epidermisz 6t rétegében a Keratinocita egy dinamikusan valtozoé sejttipus. A stratum
basaletol a stratum corneumig folyamatosan elszarusodik, elhal, majd az atalakult sejtek
pikkelyszeriien levalnak. A folyamat soran a keratinocitak legfontosabb feladata a keratin
termelés €s az epidermalis vizbarrier kialakitasa (5. abra). Az elhalt sejtek kopasa és a bazalis

rétegbdl torténd sejtek potlasa normalis koriilmények kozott egyensulyban van.
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5. abra: Az epidermisz keratinizaciéjanak vazlatos abrazolasa (A) és az epidermalis vizbarrier sémas
abrazolasa (B) (Ross, 2007.)

A stratum basale egyetlen sejtsorbol épiil fel, keratinocitai kozott vannak osztodo (torzssejtek) és nem
0szt0do sejtek. A torzssejtek osztodasa soran Gjabb torzssejtek és olyan sejtek keletkeznek, melyek keratinocita
iranyba  differencialodnak. A  keratinocitdk  egymashoz dezmoszomakkal, a lamina basalishoz
hemidezmoszémakkal kapcsolodnak. Az osztdodas befejezédésével az U sejtek elhagyjak a stratum basalet és
belépnek a stratum spinosumba. Mar ebben a rétegben megindul a keratin szintézis, melyek citokeratin intermedier
filamentumokka aggregalodnak.

A stratum spinosum, masnéven tiiskés sejtek rétege tobb sejtsorbdl épiil fel, nevét onnan kapta, hogy az
egymashoz dezmoszémakkal kapcsolodo sejtek a hisztologiai feldolgozas soran zsugorodnak, a dezmoszomak
révén viszont Osszekottetésben maradnak, ezaltal nyulvanyossa, sokszogiivé valnak. A keratinocitdkban az
intermedier filamentumok kétegekbe rendezddnek, ,,tonofibrillumokat™ alkotnak, melyek a dezmoszéomakhoz és
hemidezmoszomakhoz rogziilnek behalozva az egész sejtet, ezaltal egy erés mechanikai ellenalldo képességet
biztosit az egész sejtrétegnek. A stratum spinosum felsébb sejtsoraiban megindul a keratohialin szemcsék és a
lamellaris testek szintézise.

A stratum granulosumban - masnéven szemcsés sejtek rétege — tovabb folytatddik a keratohialin
szemcsék és a lamellaris testek szintézise. A keratohialin szemcsék filaggrint és trichohialint tartalmaznak, melyek

e

és a sejtek a stratum corneumba jutnak. A lamellaris testek szfingolipidek, ceramidok (45-50%), koleszterin (20-
25%) és telitett szabad zsirsavak (10-15%) keverékébdl épiil fel (Verdier-Sevrain és Bonte, 2007; Plasencia és
mtsai., 2007), melyek exocitozissal az intercellularis térbe jutnak, ott a sejtekkel parhuzamosan elhelyezkedve
kitoltik a stratum garnulosum és stratum corneum kozotti teret, létrehozva az epidermalis vizbarriert.

A startum corneumban teljesen elszarusodott, lapos sejtek vannak, bel6liik teljes egészében eltiinnek a
sejtmag és a sejtorganellumok, a citoplazmat keratin tolti ki. A felszinen 1év6 sejtekben savanyu foszfataz
szaporodik fel, mely elOsegiti a sejtek levalasat, deszkvamalodasat.

A stratum garnulosum és a stratum corneum kozott, kizardlag a tenyér és talp epidermiszében
elkiilonitheté egy 6todik réteg, a stratum lucidum, mely néhany réteg lapos sejtbdl all, benniik a sejtmag és a
sejtorganellumok eltlintek, az elszarusodas el6rehaladott. A stratum lucidum fénymikroszkdpban teljesen
elkiiloniil a tobbi rétegtdl, mintegy rosszul festédo fénytord réteg.
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Bériink elsodleges védelmi rendszere: az epidermalis barrier

Az emberi bor egyik legfontosabb funkcidja a barrier kialakitasa, mely egy elsédleges
védelmi rendszer a kiils6 kornyezet karos hatasaival szemben (Madison, 2003; Proksch és
mtsai., 2009). Bériink barrier rendszerét igen komplex, tobb funkcié egyiittese hozza 1étre,
kialakitdsaban a bor dermalis és epidermalis rétege egymassal Osszehangoltan vesz részt
(Eyerich és mtsai., 2018), ezen beliil is az epidermiszt alkoté keratinocitak kulcsfontossagu
szerepet toltenek be, elsGsorban a stratum corneum rétegében (Del Rosso és mtsai. 2016).
Ennek a komplex, Osszehangolt szabalyozast igénylé rendszernek a legfébb tagjai a
kommenzalis flora altal kialakitott és szabdlyozott biologiai barrier; a boér hidrataltsagat,
folyadékegyensulyat és megfeleld pH-jat biztositd kémiai barrier; a bor szilardsdgat ado és a
mechanikai hatasoknak ellenalld fizikai, vagy mechanikai barrier; valamint a korokozok
felismerését és elpusztitasat biztositd immunologiai barrier (Gallo és Huttner, 1998; Pivarcsi

¢és mtsai., 2004; Rawlings, 2010; Del Rosso és Levin, 2011) (6. abra).
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6. abra: Az epidermalis barrier szintjei és komponensei (Eyerich és mtsai., 2018)
FAA: free fatty acids, ILC: innate lymphoid cell, iNKT: invariant natural killer cell, Trm: Tissue-resident
memory cell
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A biologiai barriert szamos baktérium, gomba és virus egylittélése alakitja ki, melyek
a bérfelszint mindenhol lefedik. Osszetételiik testtajanként eltérd, ugyanakkor viszonylag stabil
flora jellemzi a kiilonbozo testfelszineket. A bor mikroflorajat dominansan Gram-pozitiv
baktériumok uraljak, leggyakoribbak a Staphylococcus, Propionibaktérium, illetve a
Corynebaktérium torzsek. A mikrobak egymassal és a borsejtekkel egyiitt megvalosuld
egyiittélését, tovabba a potencialisan patogén torzsek kontrollalt szaporodasat szamos
kommunikacios utvonal és ellenérz6 mechanizmus biztositja (Oh és mtsai., 2016). Ilyenek
példaul, az Esp szerin protaz szekrécio, mely gatolja a kolonizaciot (Iwase és mtsai. 2010);
bizonyos baktériumtorzsek altal termelt antibiotikumok, melyek gétoljak a patogén torzsek
talélését (Zipperer és mtsai., 2016; Nakatsuji és mtsai. 2017); vagy a baktériumok indukalta
antimikrobialis peptidek és/vagy fehérjék expresszidja az epidermalis keratinocitakban,
valamint a velesziiletett immunitas modulalasa a bérben (Wanke és mtsai., 2011).

A bor kémiai barrierjének meghatarozasa kevésbé éles, szamos ponton dsszefiigg a
fizikai barrierrel. A kémiai barrier olyan tényezOket tartalmaz, melyek hozzajarulnak a
borfelszin pH-janak kialakitdsahoz, valamint a természetes hidratéltsagi allapot fenntartdsdhoz.
Ebben nagy szerepe jut a stratum corneum rétegének, valamint a korneocitak kozt szétteriilé
intercellularis lamellaris lipideknek (Del Rosso és mtsai., 2016; Eyerich és mtsai., 2018). A
korneocitak szarazanyag-tartalmanak mintegy 20-30 %-at azon higroszkopos vegyiiletek teszik
ki, melyek nagyban hozzajarulnak a szaruréteg hidrataltsaganak fenntartasahoz (Verdier-
Sevrain és Bonte, 2007). Ezek elsésorban a filaggrin proteolizisébdl szdrmazd aminosavak és
szarmazékaik (McLean, 2016), illetve enzimatikus tevékenységekbdl szarmazo lipidek. Ezek a
vegyliletek nemcsak a sejteken beliil vannak jelen, hanem az intercellularis lamellaris membran
6 alkotoi IS és a bor természetes hidrataltsagat nagyban befolyasoljak. Ez a kiilsé lipidréteg
els6sorban ceramidokbdl (40-50%), koleszterinbdl (25%) és szabad zsirsavakbol (10-15%)

tevodik 0ssze (Harding, 2004), mindemellett az itt talalhato laktat, urea és elektrolitok is fontos
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szerepet jatszanak nemcsak a megfeleld hidrataltsag fenntartasaban, hanem a borfelszin savas
pH-janak kialakitasaban is (Verdier-Sevrain és Bonte, 2007; Ali és Yosipovitch, 2013).
Szamos irodalmi 6sszefoglald emlit egy megfeleld hasonlatot a fizikai és kémiai barrier
Osszefliggésére. Tobbek kozott példaul Del Rosso és munkatarsai, vagy Eyerich és munkatarsai
is a ,,tégla és a habarcs” hasonlatan keresztiil mutatja be a kémiai és fizikai barrier funkcigjat

(Del Rosso és mtsai., 2016; Eyerich és mtsai., 2018) (7. abra).

Covalently bound lipid Comnified cell envelope  Intracellular humectants
(NMF)

Intercellular Keratin macrofibrils I Comeocyte
lamellar lipids

Corneodesmosome

7. abra: A stratum corneum ,,tégla és a habarcs” szerkezetének sematikus abrazolasa Harding (2004)
munkadja alapjan
A korneocitak a téglakat, az intercellularis lamellaris lipidréteg a habarcsot képviseli (Harding, 2004)

A ,téglat” a bor esetében a keratinocita sejtek adjak, mig a ,,habarcsot” az intercellularis teret
kitoltdé lamellaris lipid membran. A természetes hidrataltsagi allapotot meghatarozo tényezok,
elsésorban a trigliceridek, koleszterol, szabad zsirsavak (Fluhr és mtsai., 2001). A stratum
granulosum és corneum sejtjeiben 1évé fontosabb fehérjék, ugymint a filaggrin, lorikrin és a
keratin filamentumok (McLean 2016) nagyban hozzajarulnak a bér mechanikai szilardsaganak
kialakitdsadhoz is. Tovabba a fizikai barrier kialakitdsdban még egy fontos tényezd jatszik
meghatarozd szerepet, nevezetesen a sejtek kozotti szoros kapcsolatok, masnéven ,tight
junction” fehérjék. Ilyenek a klaudinok, az occludin és zonula occludens transzmembran
fehérjék, melyek erds sejt-sejt kapcsolat révén hozzak 1étre az epidermisz rétegein beliili és
kozotti sejthalozatot (Basler és mtsai., 2016).

Az epidermalis barrier utolsé tagja, az immunologai barrier, elsésorban a patogén

korokozok felismerését és elpusztitasat biztositja kiilonbozé védekezési mechanizmusok
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aktivaciojan keresztiil. Ebben szamos, a dermiszben és az epidermiszben 1évé borsejt,
kiilonosen a Keratinocitak és szebocitak jatszanak fontos szerepet. Ezekrél a sejtekrol
kimutattak, hogy szamos funkciojuk mellett, igynevezett ,,0rszemként” is képesek viselkedni.
A felsziniikon 1évé patogén felismerd receptorok - mint példaul a Toll-like receptorok -,
felismerik a patogén mikrobakat és kiillonbozd gyulladdsos folyamatok és a velesziiletett
immunitas aktivacidja révén képesek elpusztitani a potencialis korokozokat (Pivarcsi és mtsai.

2003; Pivarcsi és mtsai. 2004; Miller 2008; Terhorst és mtsai. 2010).

Az epidermalis barrier egyensilyat érinté betegségek .prototipusa”: az atépias
dermatitisz

Az atdpias dermatitisz (AD) az egyik leggyakoribb kronikus, gyulladasos borbetegség;
tiineteit tekintve leginkabb a kiGjuld ekcémaval (8. abra), szaraz borrel és erds viszketéssel
jellemezhet6, ennek kovetkeztében vilagszerte emberek millidinak életmindségét rontja.
Nagyon gyakran a barrier betegségek ,,prototipusanak™ tekintik, mivel az epidermalis barrier
valamennyi résztvevdje zavart szenved, tovabba a bor gyulladasa és az erdteljes viszketés is
nagyban hozzajarul a betegség kialakulasahoz, progresszidjahoz és kronikussa valasahoz
(Furue és mtsai., 2017; Nakahara és mtsai., 2020). Elsdsorban e harom tényezdre fokuszalva

értheté meg pontosabban a betegség patofiziologidja.

8. abra: Az AD leggyakoribb tiinetei a béron
Forras: www.eucerin.hu
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Az epidermalis barrier diszfunkcioja AD-ben. Az epidermalis barrieren beliill az
intercellularis lipidosszetétel egyensulyanak felborulasa, a filaggrin mutacio és a sejtek kozotti
kapcsolatok rendellenessége emelendd ki. A lamelléris lipid rétegben csokken a ceramidok
mennyisége, valamint a ceramid:koleszterin ardny, mig a szabad zsirsavak ¢és egyéb lipidek
lanchosszai rovidiilnek (Jungersted és mtsai., 2010; Janssens és mtsai., 2012). A betegek
stratum corneumaban a pH emelkedik, melynek kovetkeztében a fehérje és lipid szintézist €s
degradaciot végzé enzimek mikodése zavart szenved (Elias és Wakefield, 2014), tovabb
gyengitve az intercelluldris lamellaris lipid réteget.

Az AD genetikai rizikofaktorai koziil a leggyakoribb a filaggrin mutacié. A mutacio
gyerekkorban kialakulo AD-re hajlamosit, tovabba noveli az érzékenységet és az allergia
sulyossagat, valamint az infekciokra valo fogékonysagot (Irvine és mtsai., 2011; Szegedi A.,
2015; Drislane és Irvine, 2020). Mindezek ellenére a mutaciot hordozok kozel 40%-aban nem
alakul ki a betegség és csupan a betegek 15-50%-aban mutathat6 ki a filaggrin gén defektusa
(Palmer és mtsai., 2006). Mindemellett azon betegek filaggrin expresszioja is valtozik, akiknél
nem mutathato ki semmilyen genetikai rendellenesség (Thyssen és Kezoic, 2014). Ezek alapjan
arra kovetkeztethetiink, hogy a mutacié dnmagaban nem magyarazza az epidermalis barrier
abnormalitasiat, illetve a bdér homeosztazisanak felborulasa is befolyasolja a filaggrin
expressziojat genetikai mutacié hidnyaban is.

A fizikai barriert erdsitd intercellularis kapcsolatokat biztositdo adhézids fehérjék
gyengiilése szintén kimutathat6 AD-ben. Kiemelendé az egyik kulcsfontossdgu fehérje, a
claudin expresziojanak csokkenése, ami szintén gyakran eléfordul a betegségben (De Benedetto
¢s mtsai., 2011).

Ezen tényezOk egyiittes eredményeként az epidermalis barrier rétege sériil, melynek

kovetkeztében az allergének és patogén korokozok kolonizacidja és bejutasa konnyebbé valik,
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tovabba a sériilt gaton keresztiil fokozodik a transzepidermalis vizvesztés (TEWL) és csokken

a bor természetes hidrataltsaga (9. abra).

Scratch Allergens
S. aureus colonization
Barrier dysfunction FHGb
\F it
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9. abra: Osszefiiggés a bér barrier funkciéja, a gyulladas és a viszketés kozott AD-ben
A barrier funkcid sériilése a sériilt keratinocitak altal termelt anyagok 2-es tipusii immunvalaszt indukalnak. A
termel6dott citokinek tovabb gatoljak a barrier funkcidkat a filaggrin down-regulacidja révén. Ezen kiviil a
citokinek kozvetve és kozvetleniil is hatnak az idegekre és viszketést okoznak, ami tovabb fokozza a gyulladast és
az epidermalis barrier gyengiilését (Nakahara és mtsai., 2020).

A bor gyulladasa AD-ben. A masik fontos patologiai tényezé AD-ben a bor gyulladasa.
Kiemelendd, hogy a gyulladas, a barrier diszfunkcid és a viszketés is egymassal dsszefliggd,
egymast erésitd folyamatok, melyek egylittesen felelosek a betegség kialakulasaért (9. abra).
Szamos tanulmany kimutatta, hogy a sériilt keratinocitakbol immunszabalyozé citokinek
szabadulnak fel, ugymint a thymic stromal lymphopoietin (TSLP), interleukin (IL)-25 és 1L-33
(Hammad és Lambrecht, 2015; Han és mtsai., 2017), tovabba igazolt, hogy ezen citokinek

expresszioja fokozott AD-s betegek 1ézionalis keratinocitaiban (Soumelis és mtsai., 2002;
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Aktar és mtsai., 2015). Ezek a citokinek 2-es tipusti immunvalaszt indukalnak (Hammad és
Lambrecht, 2015); ennek megfeleléen a T-helper 2 sejtek és a 2-es tipusu innate lymphoid
sejtek (ILC2) szama fokozodik, melyek IL-4, IL-5, IL-13 és kiilonb6zé kemokin faktorok
(CCL17, 18, 22 és 26) szekrécidja révén tovabbi T-helper sejteket (Th-2, Th-22), eozinofileket,
hizosejteket és endotél sejteket aktivalnak, tovabb erdsitve a gyulladasos folyamatot (Gittler és
mtsai., 2012; Esaki és mtsai., 2015). Mindemellett ezek a citokinek tovabb gyengitik az
epidermalis barriert a filaggrin expresszié down-regulacidja révén (Tsuji és mtsai., 2017) (9.
abra).

Viszketés AD-ben. Az AD-ben szenved$ betegek esetében a viszketés komplex
kolcsonhatdsok eredménye; nevezetesen a gyulladasos folyamat soran felszabadulo
mediatorok, mint példaul a hisztamin, IL-31, -4, -13, a TSLP vagy az endotelin-1 kozvetlenil
az idegekre hatva viszketést okoznak. A vakards Ujabb felszini bor sériilést, ezaltal barrier
diszfunkciot és gyulladast eredményez még tovabb erdsitve a patologias folyamatot (Kido-

Nakahara és mtsai., 2017; Szol16si és mtsai., 2019; Yosipovitch és mtsai., 2020) (9. abra).

A TRPV3 ioncsatorna és a bor kapcsolata

Bar a TRP ioncsatornak jelenlétét elészor neuronokon irtak le, ahol klasszikusan
érzékszervi funkcidkban jatszanak szerepet, az elmult évtizedek kutatasai igazoltak, hogy
szamos TRP-csatorna nem neurondlis sejttipuson is expresszalodik. Az Gjonnan megjelend
eredmények ravilagitottak a TRP-csatornak szerepére a borben, ahol kimutattak, hogy szamos,
a borsejtekben lejatszodod folyamatokban fontos szerepet toltenek be. Ebbdl a szempontbol az
egyik legérdekesebb a TRPV3 ioncsatorna, amit eldszor Keratinocitakon irtak le (Peier €s
mtsai., 2002).

A TRPV3 expresszi6 élettani jelentdségét a borben az az eredmény igazolja, hogy a DS-

Nh egértorzs szortelen fenotipusat a keratinocitakban egyetlen pontmutaciéo okozza a TRPV3
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geént kodolod régidban, nevezetesen a Gly573Ser pontmutacid, mely egy ,,gain-of-function”
(funkcidnyerés) mutacidhoz vezet (Asakawa és mtsai., 2006). Az érintett egerekben nemcsak a
szOrtelen fenotipus jellemzd, hanem szdmos bdrelvaltozas is, tigymint a spontan dermatitisz,
viszketés és hiperkeratdzis, mindemellett kiemelendé a Staphylococcus aureus kolonizacio,
magasabb IgE ¢és IL-4 szintek, valamint a fokozott CD4+ T sejt infiltracio, melyek arra
engednek kovetkeztetni, hogy a TRPV3 ioncsatornanak komplex szerepe lehet a bor

Ezen eredmények jelentGségét tovabb hangsulyozza az a bizonyiték, hogy emberben
ugyanez a Gly573Ser pontmutécid, valamint tobb missence mutiacio a TRPV3 ioncsatornat
kodold génben egy nagyon ritka rendellenesség, az Olmsted-szindroma kialakuldsdhoz vezet
(Lin és mtsai., 2012; Nagai és mtsai., 2017; Choi és mtsai., 2018; Chiu és mtsai., 2020; Zhong
¢és mtsai., 2020). A betegségben a leggyakoribb tiinetek kozé tartozik a palmoplantaris
keratoderma, a perioroficialis hiperkeratozis, diffaz szérhiany, kopaszsag és viszketés. Az
egyidejii szovettani leletek hiperkeratozist, parakeratozist és pszoriaziform léziokat irnak le
hizésejt infiltracioval a dermisz felsd részében, amik hasonldak a fentebb emlitett egérben leirt
tiinetekhez (Lin és mtsai., 2012). A GEO Profiles adatbazisban (Barrett és mtsai., 2013) tortén6
keresés eredménye a csatorna tovabbi funkcionalis jelentdségét bizonyitja a bérben, miszerint
a TRPV3 magasabb expresszios szintet mutat pszoriazisban, mely az egyik leggyakoribb
gyulladasos borbetegség (GEO ascension GDS 4602) (Nair és mtsai., 2009). Tovabba szintén
emelkedett az expresszids szint papulopusztulozus rozaceaban ¢és eritemato-telangiektatikus
rozaceaban (Sulk és mtsai., 2012). Mindemellett molekuléris szinten kimutattak, hogy a TRPV3
aktivacidja a keratinocitakban olyan jelatviteli molekulak felszabadulasat eredményezi (mint
pl.: prosztaglandin E2, ATP, NGF és TSLP), amelyek gyulladast és viszketést okoznak a bérben
(Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai., 2009; Yoshioka ¢s mtsai., 2009; Yamamoto-Kasali

és mtsai., 2013).
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Ezen eredményekkel Osszhangban, munkacsoportunk korabban a TRPV3 szerepét
vizsgalta szortliszOkon és kiilsé gyokérhiively keratinocitakon (Borbird és mtsai., 2011). Ezek
alapjan a TRPV3 funkcionalisan aktiv formaban fejezddik ki ezeken a sejteken, tovabba
aktivacidjuk gatolja a szérndvekedést €s a sejtproliferaciot, valamint sejthalalt indukal.

Kutatdsi témank szempontjabol fontos jelentdségli, hogy a TRPV3 megemelkedett
expressziot mutat MRNS-szinten AD-ben szenvedd betegek 1€zids bérében, valamint égés utani
viszket0 elvaltozasokban (Yamamoto-Kasai €s mtsai., 2012; Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013),
tovabba a TRPV3 kiilonbozd vegyiiletek altali gatlasa bizonyitottan hatékony az AD-szerii
tiinetek enyhitésében allatmodellekben (Nam és mtsai., 2013; Kang és mtsai., 2017; Sun és
mtsai., 2018; Qu és mtsai., 2019; Zhang és mtsai., 2019; Sun és mtsai., 2020). Ezen ismeretek
ujabb eredményekkel boviiltek, melyek kimondjak, hogy a TRPV3 expresszio fehérje szinten
is megemelkedik AD 1éziokban, illetve a h6 indukalta viszketés AD betegekben TRPV3 fiiggd.
Ezenkiviil az AD-betegek 1¢ézios bérébdl izolalt keratinocitak fokozott héérzékenységet
mutatnak TRPV3 fliggd mdodon, ami pruritogének felszabadulasat eredményezi (Seo és mtsai.,
2020).

Erdekes modon, a korabbi eredmények ellenére még nem rendelkeziink kelld
informacioval a TRPV3 sejtszintli szerepér6l és miikodésérdl keratinocitakon, valamint az
eddigi tanulmanyok nem vizsgaltak részletesen, hogy a TRPV3 expresszidja és funkcidja
megvaltozik-e AD betegek nem-1ézionalis bérében, amely vélhetden kiilonbozik az egészséges
bortdl a termindlis differencidlodas és bizonyos immunfolyamatok tekintetében (Suarez-

Farifias és mtsai., 2011; Pavel és mtsai., 2021).
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CELKITUZES

A TRPV3 ioncsatorna aktivacidjanak hatasa még nem teljesen tisztazott human

epidermalis keratinocitakon, ezért munkank soran célul tiztiik ki:

1. A TRPV3 ioncsatorna expressziodjanak és funkcionalis aktivitdsdnak molekularis
szintli vizsgalatat human epidermalis keratinocitakon.

2. A TRPV3 ioncsatorna klasszikus agonistaival torténd aktivacidja sordn az
epidermalis  Keratinocitak gyulladasos folyamataiban betoltott  szerepének
vizsgalatat, és a folyamatokban részt vevo jelatviteli utvonalak feltérképezését.

3. A TRPV3 ioncsatorna expresszios ¢és funkciondlis jellemzdinek felmérésére és
Osszehasonlitasara torekedtiink nem-1ézionalis és 1ézionalis teriiletrdl szarmazd AD-

s betegek mintaiban, valamint egészséges borbdl szarmazo szoveteken.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt anyagok

A Kkisérleteink soran hasznalt anyagokbdl ezerszeres tOménységli torzsoldatokat
készitettiink a gyartd leirasainak alapjan. Ennek megfeleléen dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottuk a carvacrolt és a 2-aminoetoxidifenil-boratot (2-APB) (mind Sigma-Aldrich, St Louis,
MO). A torzsoldatokat felhasznalasig a gyartdo altal javasolt -20°C-on taroltuk. A
torzsoldatokbdl kozvetleniil a kezelések elott készitettiik el a szlikséges higitasokat a sejtek
tenyésztd oldataban, illetve Ca®*-imaging esetén Hank oldatban, 1:1000 aranyban higitva, igy
az olddszer koncentracidja a kezelések folyaméan minden esetben 0,1 % volt. Kontrollként az

onmagaban alkalmazott oldoszer azonos higitasat hasznaltuk.

Egészséges és AD-s betegekb6l szarmazé epidermalis Kkeratinocitak izolalasa és
tenyésztése

Az egészséges boOrmintdkat boérgyogyaszati szempontbdl egészséges, sebészeti
beavatkozéason atesett onkéntesekbdl nyertiik. Atdpids egyénekbdl csupan a felsé epidermalis
réteg keriilt eltdvolitdsra megfeleld érzéstelenitést kovetden borotva segitségével, mind az
érintett borelvaltozas teriiletérdl, valamint az egészségesnek tind régiobol is. A donorok a
megfeleld t4jékoztatast kovetden irdsban jarultak hozzd a mintdk kutatdsi célu
felhasznalasahoz. A kisérletek a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsdg  engedélyének  megszerzését kovetden torténtek  (protokollszam: DE
OEC RKEB/IKEB 3724-2012 igyiratszam: 1X-R-052/01396-2/2012), valamint a Helsinki
Deklaracio iranyelveinek betartasaval. A donorokto/ szarmazo mintak vételezéséért koszonet

illeti Dr. Gaspar Krisztiant a Bérgyogyaszati Klinika orvosat.
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A mintakat 3-5 mm?-es négyzetekre daraboltuk fel. Az egészséges egyénekbdl szarmazo
szovetdarabokat 2,4 U/ml diszpaz (Sigma-Aldrich) oldatban emésztettik egy éjszakan
keresztiil, majd csipesz segitéségével valasztottuk szét a dermo-epidermalis réteget. Mind az
egészséges, mind az atopias epidermiszt 0,1% tripszin-0,2% EDTA (Life Technologies
Corporation, Foster City, CA, USA) keverékével emésztettiik egy oran keresztiil 37 °C-on. A
sejtek szétvalasanak mechanikai eldsegitésére vortexelést végeztiink. A tripszin inaktivalasara
5x-0s térfogati 10 v/v %-o0s embrionalis borjuszérummal (FBS) és penicillin, streptomicynnel
kiegészitett DMEM oldatot hasznéltunk (mind Life Technoligies). A sejteket 1000
fordulat/perc-el centrifugaltuk 8 percen keresztiil, majd az igy nyert epidermalis keratinocitakat
DMEM/HAM F12 3:1 aranyu keverékében tenyésztettiik 2 napon keresztiil. A tapoldatot az
alabbi anyagokkal egészitettiik ki: 5 pg/ml inzulin, 0,4 pg/ml hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin,
2 nM trijod-tironin, 0,1 nM Kkoleratoxin, 10 ng/ml epidermalis névekedési faktor, 1 mM
aszkorbil-2-foszfat, 100 1U/ml penicillin G (mind Sigma-Aldrich), 25 pg/ml gentamicin (Life
Technologies), valamint 10 (v/v)% Fetal Clone Il (HyClone, Thermo Shandon, South Logan,
Utah, USA). A tenyésztést 5% COz-tartalmu, parasitott légterti, 37°C-os termosztatban
végeztikk. A sejtek letapadasat kovetéen (donortol fliggbéen 2-5 nap mulva) a keratinocitak
tenyésztését szérum mentes EpiLife oldatban folytattuk, a tenyésztdoldatot 5 v/v %-0s human
keratonicyta novekedési faktorral (HKGS) egészitettiik ki (mind Life Technologies). A
tapoldatot minden madasodik nap cseréltiik. A sejteket kb. 80 %-os konfluencia szintnél
passzaltuk megeldzve ezzel a sejtek konfluencia-indukalt differencialédasat. Ezen
munkafolyamatokban Hollosi Erika asszisztensné (Elettani Intézet) és Angyal Agnes PhD

hallgaté (Elettani Intézet) voltak segitségemre.
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Immunhisztokémia

A paraffinba agyazott szovetdarabokbodl 5 um vastagsagu metszeteket készitettiink. Ezt
kovetden deparaffinalast és antigén feltarast (citrat-pufferben, pH 6.0, 10 percig 750 W-on
mikrohullamu siitdben melegitve) végeztiink. A metszeteket elsddleges human TRPV3 elleni
antitesttel (Novus Biologicals, Littleton, CD) inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Az els6édleges
antitesttel torténd festést kovetden a metszeteket biotinilalt kecske ellenes IgG-vel (1:200
higitas, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) inkubaltuk. Az immunreakcié kimutatasara diamino-
benzidint (DAB) (DAKO, Golstrup, Dania), mig a magfestésre hematoxilint (Sigma-Aldrich)
alkalmaztunk. A jeldlési eljaras ellendrzése végett az elsddleges antitest elhagyasa tortént a
negativ kontrollokban. Az immunfestést Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkop (Nikon,
Tokio, Japéan) segitségével vizsgaltuk ¢és értékeltiik. A metszetek készitéséért és festéséért
koszonet illeti Pénzes Zsofia PhD hallgatot (Immunoldgiai Intézet) és a Debreceni Egyetem

Kenézy Gyula Campus Pathologia Osztaly dolgozoit.

Immuncitokémia

A keratinocitakat iiveg feddlemezre szélesztettiik és a megfeleld konfluencia eléréséig
tenyésztettilk. Acetonos fixalasat kovetden a sejteket 0,1 v/v %-0s Triton X-100 (Sigma-
Aldrich) oldatban permeabilizaltuk, majd TRPV3, illetve p65 ellenes elsddleges antitestekkel
(1:200, illetve 1:50 higitas, mind Novus Biologicals) inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakén keresztiil.
A fluoreszcens festéshez a feddlemezeket fluoreszcein-izothiocianattal (FITC) konjugalt
masodlagos antitestekkel (1:1000 higitas) inkubaltuk 60 percen keresztiil (Dobrosi és mtsai.
2008; Toth ¢és mtsai. 2009). Mindkét jelolés esetén a sejtmagok festésére 4',6-diamidino-2-
fenilindol-t (DAPI) (Life Technologies) alkalmaztunk. A jeldlési eljaras ellenérzése végett az

els6dleges antitest elhagyédsa tortént a negativ kontrollokban. Az immunfestést Olympus
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Xcellence RT fluoreszcens mikroszkop (Olympus, Tokid, Japan) segitségével vizsgaltuk és

értékeltiik.

Génexpresszios valtozasok vizsgalata

Kisérleteink soran a kiillonboz6é gének expresszios valtozésait reverz transzkripciot
kovetd, kvantitativ, ,,valos idejii” polimeraz lancreakcidoval (RT-qPCR) vizsgaltuk. A qPCR-t
Stratagene MxPro3005P QPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
késziilek segitségével végeztiik az 5'-nukleaz modszer alkalmazasaval.

A keratinocitakat TRIzol reagensben arattuk, mig a fagyasztott szdvetmintakat
folyékony nitrogén alatt mozsarban poritottuk, majd a kapott port szintén TRIzol reagensben
oldottuk. A teljes RNS tartalmat a gyartd utasitdsainak betartdsdval a TRIzol reagens
alkalmazasaval izolaltuk, majd az igy kapott RNS-t mindségileg a Nanodrop-1000
spektrofotométerrel (NanoDrop/Thermo Scientific) ellenériztiik. Ezt kovetden a teljes RNS 1
ug-jabol  kiindulva reverz transzkripciét végeztiink High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit-et (mind Life Technologies) felhasznalva. Az igy eléallitott cDNS-b6l
kvantitativ valos idejli polimeraz lancreakcio segitségével mutattuk ki a vizsgalt gének
specifikus transzkriptjét, TagMan primerek és probak, valamint TagMan Universal PCR Master
Mix Protocol (Applied Biosystem) alkalmazasaval. TagMan Gene Expression Assay ID-k:
TRPV3: Hs00376854_m1, IL6: Hs00985639_m1, IL8: Hs00174103_ml, ILla:
Hs00174092_m1, TNFA: Hs00174128 ml. Belsé kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenazt (GAPDH: Hs99999905 m1), B-aktint (ACTB: Hs99999903 m1), és cikolofilin
A-t (PPIA: Hs99999904 m1) alkalmaztunk. A génexpresszid relativ mennyiségét a ACT

modszer segitségével hatdroztuk meg.
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TRPV3 fehérje szintli kimutatasa (Western blot)

A Western blot analizishez hasznalt mintakat detergens mixben (50 mM TRIS HCI, 150
mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% Igepal CA 630, 0,5% natrium-deoxicholate, proteaz inhibitor;
mind Sigma-Aldrich) learattuk, valamint a fagyasztott szovetmintakat folyékony nitrogén alatt
mozsarban poritottuk €és az igy kapott homogenizatumot szintén detergens mixben oldottuk.
Ultrahangos sejtfeltarast kovetden a mintak fehérjetartalmat modositott BCA protein assay-vel
(Pierce, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, majd 5% B-merkaptoetanollal (Sigma-Aldrich)
kiegészitett 2x-es SDS puffer (Quality Biological INC, Rockville, MD, USA) felhasznalasaval
mintat készitettiink. Ezt kovetden 10 perces f6zéssel 100 °C-on denaturaltuk a fehérjéket. Az
igy elkészitett mintdkbol azonos mennyiségeket (1 illetve 2 pg/well) felhasznalva SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) (10% Mini Protean TGX gél,
BioRad, Hercules, CA, USA) végeztiink 140 V konstans fesziiltségen. Majd a gélbdl a fehérjét
nitrocellul6z membranra (Trans-Blot® Turbo™ Nitrocellulose Transfer Pack és Trans Blot
Turbo System késziilék segitségével; mind BioRad) transzferaltuk 100 V konstans fesziiltségen.
A membran szabad kétohelyeit 5% sovany tejport tartalmazo PBS-ben 30 percig blokkoltuk,
ezt kovetéen a membranokat elsédleges TRPV3 (1:500 higitas 5% tej PBS-ben; Novus
Biologicals), IkBa, valamint p65 ellenes antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakan
keresztiil. Kovetkezo 1épésben a membranokat 30 percig mostuk PBST-ben (PBS 1% Tween
20-szal kiegészitve; Sigma-Aldrich), majd torma-peroxidazzal konjugalt kecskében termeltetett
nyul, illetve egér elleni méasodlagos IgG antitesttel (1:1000 higitas 5% tej PBS-ben) inkubaltuk
60 percen keresztiil szobahémérsékleten. Ujabb PBST-vel torténé mosast kovetéen az
immunreakciok eredményét SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate-Enhanced
Chemiluminescence kit (Pierce) segitségével tettiik lathatova, a jeleket LAS-3000 Intelligent
Dark Box (Fuji, Tokid, Japan), valamint KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak,

Tokio, Japéan) késziilékek felhasznalasaval rogzitettiik. Végiil az egyenld fehérjemennyiségek
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felvitelének ellenérzésére a membranokon belsé kontrollként nyulban termeltetett B-aktin
ellenes antitesttel (1:1000 higitas 5% tej PBS-ben; Sigma-Aldrich) valé inkubaciot is
végeztiink. Az optikai denzitas meghatarozasara ImagelJ képelemz6 szoftvert (NIH, Bethesda,

MA) alkalmaztunk.

Citokinfelszabadulas vizsgalata (ELISA)

A kiilonboz6 kezeléseknek kitett Kkeratinocita sejtek altal termelt és felszabadult
citokinek meghatarozasahoz a sejtek feliiluszojat 6sszegyijtottiik, majd a felszabadult citokinek
mennyiségét specifikus ELISA kitek (IL-6 és IL-8, mind BD Biosciences) segitségével
hataroztuk meg, a gyart6 protokolljat kovetve.

A 96 lyukt lemezeket Coating pufferben (0,1 M natrium-karbonat, pH 9,5; 10 N NaOH;
Sigma-Aldrich) higitott Capture antitesttel vontuk be, melyet egy éjszakan at, 4 °C-on
inkubdltunk. Ezt kdvetden a lemezeket Assay Diluent (10 v/v% FBS PBS oldatban) oldattal
inkubdltuk 1 6rdn keresztiil szobahdmérsékleten. A standard higitasi sort és a mintakat is Assay
Diluent oldatban higitottuk. A standard sort és a mintak felvitelét kovetden a lemezeket 2 6ran
at inkubaltuk szobahdmérsékleten, majd minden mintdhoz Working Detector (Detektald
antitest + Sav-HRP reagens) oldatot adtunk és jabb 1 oran at inkubaltuk szobahémérsékleten.
Minden egyes 1épést kdvetden a lemezeket moso pufferrel (0,05% Tween-20 PBS-ben; Sigma-
Aldrich) 4-szer mostuk. Ismételt mosast kdvetéen szubsztrat reagenst (Tetramethylbenzidine
(TMB), Sigma-Aldrich; és hidrogén-peroxid citrat pufferben) adtunk a lemezhez, majd 30
percig fénytdl védett inkubaciot kovetéen a reakciot Stop oldat (2 N H2SO4) hozzaadasaval
allitottuk le. A reakcid leallitasat kovetd 30 percen beliil az abszorbanciat 450, vagy 405 nm-en
meértiik. A felszabadult citokin mennyiségét standard gorbe segitségével hataroztuk meg pg/ml-

ben.
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Patch-clamp vizsgalat

A patch-clamp mérésekhez a keratinocitakat (NHEK, AD-NHEK és AD-HEK) 10 mm
atmérdji tiveg feddlemezre szélesztettiik. A fedélemezeket egy inverz mikroszkopra felszerelt
perfuzios kamraba helyeztiik és a sejteket folyamatosan Tyrode kiils6 oldattal (144 mM NacCl,
56 mM KCI, 2,5 mM CaClz, 1,2 mM MgClz, 5 mM HEPES, 10 mM glikkoz; pH 7,4)
perfundaltuk. Az oldatok ozmolaritdsat ozmométer segitségével allitottuk be (Vapro 5520,
Wescor Inc., Logan, UT, USA). A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztik. A 2-4 MQ
ellenallasu tivegpipettakat 1ézerhuzéval (Model P-2000, Sutter Instrument Company, Novato,
CA, USA) allitottuk el6 és 100 mM K-aszpartat, 45 mM KCI, 1 mM MgClz, 5 mM HEPES, 10
mM EGTA, 3 mM K-ATP-tartalmu belsé oldattal (pH 7,2) toltottiik fel. Az ionaramok
rogzitésére egy Multiclamp-700B tipusu intracellularis erésitét (Axon Instruments, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk teljes-sejtes konfiguracioban (Hamill és mtsai.,
1981). A gigaseal (> 1 GQ) ellenallast enyhe szivassal, a teljes sejtes konfiguracidt tovabbi
enyhe szivassal vagy 1,5 V-0s, 1 ms-os elektromos impulzusokkal hoztuk létre. A mért
ionaramokat az adott sejt kapacitasara normalizaltuk, ennek meghatarozasahoz -10 mV és -20
mV kozotti depolarizdld impulzusokat alkalmaztunk. Az elektromos jeleket 10 kHz
frekvenciaval rogzitettiik (Digidata-1440A A/D, Axon Instruments), az elemzést pClamp 10.3
szoftver (Axon Instruments) segitségével végeztiik. A sejtek atlagos linearis kapacitasa 44,7 +
6,4 pF, 49,6 + 7,7 pF ¢és 40,7 + 4,4 pF-nak adédott NHEK (n=14), AD-NHEK (n=5) valamint
AD-HEK (n=5) esetében, mig a soros ellendllds 6-10 MQ volt, kompenzéiciét nem
alkalmaztunk. Amennyiben a mérés soran a soros ellenallas magas volt vagy megemelkedett
esetleg a mért aramok instabilak voltak, a kisérlet adatait kihagytuk a tovabbi elemzésbdl. 1 M,

dimetil-szulfoxid-ban (DMSO; Sigma-Aldrich) oldott carvacrol (Sigma-Aldrich) térzsoldat

crcr
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0,1 % volt, mely nem volt hatassal a membranaramokra. A patch-clamp mérések elvégzéséért

koszonet illeti Kistamds Kornélt az Elettani Intézet voltPhD hallgatéjat.

Intracellularis kalcium koncentracio ([Ca?*]ic) meghatarozasa

A keratinocita sejteket 10 000 sejt/lyuk denzitasban szélesztettiik 96 lyuku fekete falu,
atlatszo alju lemezekre (Greiner BioOne, Monroe, NC), majd az edényeket 24 6ran at 37 °C-
on tartottuk termosztatban. A mérés napjan kétszeri 1 % BSA-t (Sigma-Aldrich) és 2,5 mmol/l
Probenecidet (Sigma-Adrich) tartalmazé Hank oldatos (136,8 mM NacCl, 5,4 mM KClI, 0,34
mM NaxHPOg4, 0,44 mM KH2PO4, 0,81 mM MgSOg, 1,26 mM CaCl,, 5,56 mM gliikoz, 4,17
mM NaHCOs; pH 7.2; mind Sigma-Aldrich) mosast kovetéen a sejteket 1 pmol/l
kalciumérzékeny fluoreszcens Fluo-4 acetoximetilészter formajaval (Fluo-4 AM Hank
oldatban oldva) inkubaltuk 37 °C-on 30 percen keresztiil. Ezt kdvetden a sejteket hdromszor
mostuk Hank oldatban. A Fluo-4 AM-mel feltdltott sejtek Ca?*-jelét FlexStation 11 384 (FLIPR,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) fluoreszcens microplate reader segitségével mértiik.
A kinetikai mérések 30. masodpercében a miiszerbe ¢épitett pipettorfej segitségével
bekovetkezett [Ca®"]ic véltozasokat 490 nm exciticios és 520 nm emisszios hulldmhossz
mellett detektaltuk. A szamitdsokhoz négy kisérletben mért eredmények atlagat hasznaltuk, az

értékeket atlag = SE formaban tiintettiik fel (Borbir6 és mtsai., 2011).

Eletképesség meghatarozasa (MTT assay)
A sejtek életképességének vizsgalatakor kolorimetras MTT assay-t (Sigma-Aldrich)
alkalmaztunk. A moédszer alapja, hogy az €16 sejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzimje a

sarga szinll metilthiazol-tetrazolium (MTT) porban talalhato tertrazolium gytrit hasitja, ennek
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hatdsara lila szinli formazan kristalyok keletkeznek, melyek mennyisége savas oldasukat
kovetéen kolorimetriasan mérheto.

A sejteket 96-1yukt edényekben 10 000 sejt/lyuk siiriiségben szélesztettiik. A megfeleld
farmakonok kiilonb6zé koncentracioival kezelt sejtekrél a mérés napjan a tapoldatot
adtunk, majd a sejteket 2 6raig 37 °C-on inkubaltuk. Az oldat eltavolitasat kovetden minden
lyukba 100-100 ul MTT szolubilizal6 oldatot (81:9:10 aranyban izopropanol:sdsav:Triton X-
100) mértiink és 5 percig 37 °C-on inkubaltuk. Ezt kvetden a koncentraciot kolorimetrias uton
550 nm-en mértilk. A mért abszorbancia ardnyos az €16 sejtek szaméval, amit a kontroll

szazalékdban adtunk meg.

Sejtproliferacio vizsgalata (CyQuant assay)

A proliferald sejtek nyomon kovetésére (mely az €letképes sejtek aranyét tiikkrozi) egy,
a DNS tartalom meghatarozasan alapuld fluoreszcens kimutatasi eljarast, CyQuant assay-t
(Invitrogen, Waltham, MA) alkalmaztunk.

A keratinocita sejteket 10 000 sejt/lyuk stiriiségben szélesztettitk 96 lyuku fekete falq,
attetsz6 alju lemezekre (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németorszag), majd elvégeztiik a
helyeztiik. Szobahdémérsékleten torténd felolvasztast kovetden 200-200 pl, a gyartod protokollja
szerint elkészitett munkareagenst adtunk a sejtekhez. 5 perc inkubéciot kovetden 480 nm
excitacidos €s 520 nm emisszids hullamhosszokon detektaltuk a fluoreszcencia intenzitast
FlexStation II 384 spektrofluorométer (Molecular Devices, San Francisco, CA, USA)

segitségével.
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Apoptozis vizsgalata

Az apoptotikus folyamat megallapitisira MitoProbe DilC1(5) Assay Kit-et (Life
Technoligies) hasznaltunk. A mitokondridlis membran potencial csokkenését az apoptdzis
korai jelének tekintjilk, melyen az alabbi eljaras is alapul. A DilC1(5) festék az aktiv
mitokondrialis membran potenciallal rendelkez6 sejtek mitokondriumaban akkumulalodik. Az
apoptotikus folyamatok sordn tapasztalhaté mitokondrialis membran potencial csokkenésével
egylitt csokken a fluoreszcencia intenzitas is, ezzel aranyban n6 az apoptotikus sejtek szdma.

A Kkeratinocitakat 10 000 sejt/lyuk denzitasban 96 lyuku fekete falu, attetsz6 aljh
lemezre (Greiner BioOne) szélesztettilk, majd elvégeztik a kiilonboz6 koncentracioji
kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasat kovetden a sejteket 30 percen keresztiil inkubaltuk 37 °C-
on MitoProbe™ DilC1(5) munkareagenssel. A fluoreszcencia detektalasa 630 nm-en torténd

gerjesztést kovetden 670 nm-en tortént FlexStation II 384 késziilék segitségével (Molecular

Devices).

Nekrotikus folyamatok vizsgalata

A nekrozissal jellemezheté sejthalal detektdldsara SYTOX™ Green (Life
Technologies) nukleinsav jelold festéket alkalmaztunk. Az eljards lényege, hogy a festék
méreténél fogva nem képes atjutni az ép sejtmembranon, mig a nekrotikus folyamatok soran a
toredezett plazmamembranon keresztiil a festék képes a sejtbe penetralni és a nuklearis DNS-
hez kotddni. Ez jelentds fluoreszcencia intenzitdsbeli ndvekedést eredményez (pozitiv
kontrollként a sejtek membranjat lizis puffer alkalmazaséaval tettiik 4tjarhatova, szabad utat adva
ezzel a festéknek).

A keratinocitakat 10 000 sejt/lyuk denzitasban 96 lyuku fekete falu, attetszd alji

T

kezeléseket. A feliiluszo eltavolitasat, majd a sejtek PBS-ben torténé mosasat kovetden, a
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sejteket 1 pM SYTOX™ Green reagenssel inkubaltuk 30 percen keresztiil 37 °C-on. A
fluoreszcencia meghatarozasa 545 nm gerjesztési és 590 nm emisszios hullimhossz mellett

tortént FlexStation 11 384 késziilék segitségével (Molecular Devices).

Mint lathatjuk az apoptotikus ¢és nekrotikus folyamatok meghatarozasara hasznalt
modszerek azonos koriilményeket kivannak, viszont eltéré hulldmhosszon gerjeszthetdek
illetve detektalhatoak. Ezen tulajdonsagbol eldnyt kovacsoltunk és a két festési eljarast

szimultan alkalmaztuk.

TRPV3 RNS interferencia

A sejteket kb. 70 %-os konfluencianal transzfektaltuk TRPV3-ra specifikus
(HSS136315, HSS136316 és HSS175965), kis interferal6 RNS-sel (40 nmol/l, Invitrogen) és
Lipofectamin 2000 Transzfekcios Reagens (Invitrogen) felhasznalasaval. Kontrollként a
sejteket RNAI Negative Control duplaszaltt siRNS-sel transzfektaltuk (scrambled siRNS;
Invitrogen). Az RNAi-altal okozott fehérje expresszido csokkenést négy napig naponta
ellendriztiik Western blot segitségével (lasd Western blot alfejezetben). Az immunreaktiv
savok optikai denzitasat a B-aktin jelre normalizaltuk, és a scrambled RNAi-kezelt sejtek

értékére normalva fejeztiik ki.

Statisztikai analizis

Meérési eredményeinket atlag + SE forméban, valamint a kontroll csoport szazalékaban
adtuk meg. Hibasavban az eredmények standard hibdjanak atlagat (SEM) tiintettiik fel, szintén
a kontroll szdzalékéaban kifejezve. Az atlagok kiilonbségét 6sszetartozo mintak esetén paros t —
probaval, ketténél tobb csoport esetén pedig egyszempontos variancia analizssel (ANOVA)

vizsgaltuk, melynek soran Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk a tSbbszords
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Osszehasonlitasra és Dunett post hoc tesztet hasznaltunk, amikor a kontroll csoporthoz
viszonyitottuk az ecloszlast. Az elemzésekhez SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)
statisztikai szoftvert hasznaltunk. Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint alatti

kiilonbségeket fogadtuk el (p<0,05).
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EREDMENYEK

A TRPV3 kifejezédik a human bérben és primer epidermalis keratinocita tenyészetben
Jelen kisérleteink soran eldszor a TRPV3 expresszidjat kivantuk meghatarozni human
boérben, melyhez egészséges paciensekbdl szarmazo, punch biopszia segitségével eltavolitott
teljes vastagsagu normal bort hasznaltunk. Immunhisztokémiaval kimutattuk, hogy a TRPV3
els6sorban a bor legkiilsé, epidermalis rétegében van jelen (10/a abra), melyen beliil a TRPV3

homogén festédést mutat a stratum basale és a stratum corneum rétegekben.
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10. abra: A tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna Kkifejezédik human bér
epidermiszében és tenyésztett normal human epidermalis keratinocytakon (NHEK) (a) TRPV3-specifikus
immunreaktivitas (IR) kimutatasa EnVision technikaval (Agilent, Santa Clara, CA) in situ human béron. (b) Az a
panel negativ kontrollja. () A TRPV3 immuncitokémiaval torténd kimutatasa primer NHEK keratinocytakon
(FITC, zold fluoreszcencia), a sejtmagokat DAPI-val vizualizaltuk (kék fluoreszcencia). (d) A ¢ panel negativ
kontrollja. Méretvonal a és b panelen: 100 pm. Méretvonal ¢ és d panelen: 10 um. (¢) Western blot analizis. A
TRPV3 fehérje expressziot kiilonféle konfluencidkon learatott NHEK sejtek lizatumabol hataroztuk meg. Az
egyenlé mennyiségli mintafelvitelt a B-aktin expresszidjanak meghatarozasaval értékeltiik. (f) A TRPV3 mRNS
transzkriptumainak kvantitativ valos idejiit PCR analizise emberi borszdveten és kiilonféle konfluenciakon learatott
NHEK sejtek lizituman. Atlag + SEM. PC2: 100%-os konfluenciat kovet 2. nap.

Ezekkel az adatokkal Osszhangban erds TRPV3 immunreaktivitas figyelheté meg normal
human epidermalis keratinocita (NHEK) sejteken immuncitokémiaval (10/c abra), illetve

Western-blottal (10/e abra) prekonfluens (80%) és posztkonfluens (PC2) sejteken egyarant. Az
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immunjelolések megitéléséhez megfeleld negativ kontrollokat alkalmaztunk (10/b és d abra)
(részletesen lasd Anyagok és Modszerek fejezetben).

Egészséges emberi borbol és NHEK tenyészetbdl kivont RNS mintdkon qPCR
vizsgalatokat végeztiink a TRPV3 gén expresszidjanak megerdsitésére. Amint az a 10/f abran
is lathaté, a TRPV3 mRNS transzkriptumai egyértelmiien azonosithatok egészséges borben,
valamint az Anyagok és Modszerek fejezetben bemutatott modon izolalt és tenyésztett pre- és

posztkonfluens primer epidermalis Keratinocitakon.

A TRPV3 Ca?-permeabilis ioncsatornaként miikodik normal human epidermalis
keratinocitakon

Ezt kdvetéen a TRPV3-csatorna funkcionalitasat vizsgaltuk az epidermalis keratinocita
sejteken, melyhez dinamikus képalkotdé ¢és elektrofiziologia kisérleteket végeztiink. A
membranaramok vizsgalatara rampa protokollt alkalmaztunk (11/a és b abra). Kontroll
esetben, kifelé egyeniranyité aramot mértiink -46,1 + 1 mV atlag reverzal potenciallal (atlag +
SEM, n = 6). Ezutan aramméréseket végeztiink a rampa protokoll négy pontjan (-90, -40, +40
és +90 mV), majd az adatokat minden esetben normalizaltuk az aktudlis sejtmembran
kapacitasra, rendre -3,6 = 1,1, -0,4 = 0,1, 3,5 £ 0,5 és 8,2 + 1,4 pA/pF (atlag + SEM) (11/c
abra).
jelentdsen és szignifikdnsan (P < 0,05) megndvelte mind a befelé, mind a kifelé iranyulo

aramokat, amely hatas reverzibilisnek adodott (11/a-¢ abra). Carvacrol jelenlétében a -90, -40,
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+40 és +90 mV-nal mért aramok a kovetkezonek adodtak: -7,2 £ 2,3, -2,4 £ 1,0, +5,4 £ 1,0 és

+14,5 + 3,0 pA/pF (atlag = SEM, n = 6).
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11. abra: A Carvacrol ionaramokat hoz létre primer epidermalis keratinocitikon (NHEK) (a) Patch-clamp
rampa protokollal (inzert) mért aramok reprezentativ aram-fesziiltség gorbéi. (b) 100 uM Carvacrollal kivaltott
aramok id6fiiggése -90 mV (iires lila négyzetek), -40 mV (iires zold négyzetek), +40 mV (iires kék négyzetek) és
+90 mV (t61tdtt piros négyzetek) fesziiltségnél. (C) A membran kapacitidsra normalt d&ramok statisztikai elemzése
-40 mV (balra lent), +40 mV (balra fent), -90 mV (jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) fesziiltségnél. Atlag +
SEM, n=6. *p<0,05 a kontrollhoz képest. Statisztikai analizis: paros t-poba.

A TRPV3 funkciondlis aktivitasdnak tovabbi bizonyitasara abbol a jol ismert
tulajdonsagbdl indultunk ki, miszerint a TRPV3 (hasonloan a legtobb TRP-csatornahoz)
tobbnyire, (de nem kizarélagosan) Ca-permedbilis csatorna (Moran és mtsai.,, 2011).
Fluoreszcens alapti Ca?*-imaging technikat alkalmazva megéllapitottuk, hogy a TRPV3
agonistak dozis-fiiggd modon szignifikinsan emelték a sejtek [Ca®*]ic-jat (12/a-C abra).
Tovabbi jelentéséggel bir, hogy [Ca?*]ec lecsokkentése (1,8 mM-r6l 0,02 mM-ra) szinte teljes

mértékben kivédte a TRPV3 agonistak [Ca®*]ic-t ndveld hatasat (12/c abra), ami arra utal,
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12. abra: A TRPV3 aktivatorok hatisa a primer epidermalis keratinocitik (NHEK) Ca?* homeosztazisara
(a,b) Fluo-4 AM Ca®**-érzékeny festékkel toltott NHEK keratinocitdkon mért [Ca?*]ic véltozasok reprezentativ
normaél (1,8 mM) [Ca?*]ec mellett. (c) A TRPV3 agonistik 4ltal kivéltott Ca?* jelek maximélis amplitidéinak
statisztikai elemzése normal (1,8 mM) vagy alacsony (0,02 mM) Ca?" tartalmu oldatban. Az értékeket atlag = SEM
formaban tiintettiik fel, #: p<0,05 a kontrollhoz képest, *: p<0,05 a kizardlag aktivatorral kezelt csoporthoz képest
(1,8 mM [Ca*Tec) n>3. (d) Fluo-4 AM Ca?*-érzékeny festékkel t6lt6tt NHEK keratinocitdkon mért [Ca®*]ic
valtozasok reprezentativ gorbéi. A nyil mutatja a 300 uM carvacrol alkalmazasi idépontjat normal (1,8 mM)
[Ca?*]ec mellett. (e) 300 uM carvacrol altal kivaltott Ca?* jelek maximalis amplitidoinak statisztikai elemzése
kontroll, scrambled és TRPV3 specifikus siRNS-sel transzfektalt sejteken. Az értékeket atlag + SEM forméban
tiintettiik fel, *: p<0,05 a kontrollhoz képest, #: p<0,05 a scrambled csoporthoz képest, n>3. Statisztikai analizis:
péaros t-péba.
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hogy ezek az dgensek valdban a sejtfelszini membranban 1évé Ca?*-permeabilis csatornakat
nyitjak. Ezeket a megallapitasokat siRNS technikaval is alatdmasztottuk: a Trpv3 gén

csendesitése (13. abra) jelent6sen csokkentette a carvacrol altal kivaltott Ca jelet (12/d-e abra).

TRPV3
T e | 60kDa

B-Aktin | (U — —

Relativ OD 1 0,99 0,37
Kontroll Scrambled siTRPV3

13. abra: A TRPV3 siRNS altali géncsendesitése Western blot analizis. A TRPV3 siRNS altali géncsendesités
fehérje expressziojanak kimutataisa NHEK sejteken. Az egyenlé mennyiségii mintafelvitelt a [-aktin
expresszidjanak meghatarozasaval értékeltiik.

A teljes-sejtes konfiguracioji patch-clamp, valamint a fluoreszcens alapu Ca?*-mérési
adatok egyontetiien azt a tényt tamasztjak ala, miszerint a TRPV3 ioncsatorna valdban
funkcionalisan aktiv formaban expresszalodik a primer epidermalis keratinocitakon. Itt
leginkdbb Ca?-ra permedbilis non-szelektiv kationcsatornaként miikddik a sejtek
plazmamembranjaban, hasonléan a mar kordbban leirt humdan kiilsé gydkérhiively
keratinocitakon és egér epidermalis keratinocita populaciokon (Peier és mtsai., 2002; Chung és

mtsai., 2004a, 2004b; Huang és mtsai., 2008; Cheng és mtsai., 2010; Borbird és mtsai., 2011).
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A TRPV3-aktivacio gatolja a proliferaciot és sejthalalt indukal normal huméan
epidermalis keratinocitakon

Ezt kovetéen a TRPV3 aktivalasanak sejtszinti hatasait vizsgaltuk a novekedés és
tulélés szempontjabol a human epidermalis keratinocita tenyészeteken. A sejteket a novényi
eredetli carvacrol és a szintetikus 2-APB TRPV3 agonistakkal kezeltiik (Chung és mtsai.,

2004a; Xu ¢s mtsai., 2006), mely soran azt talaltuk, hogy mind a carvacrol, mind a 2-APB

crer
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14. abra: A TRPV3 aktivacioja csokkenti a normal human epidermalis keratinocitak (NHEK)

s

aktivatorokkal kezeltik 24 oran at. (a) Az életképesség meghatarozasa kolorimetrias MTT (3-(4,5-
dimetilihyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromid) assay-vel. (b) A proliferacié mértékének meghatarozasa
fluorimetrias CyQuant assay segitségével. Az értékeket atlag £ SEM formaban tiintettiik fel, a kezeletlen
scrambled kontroll %-aban. *: p<0,05 a kezeletlen scrambled kontrollhoz képest, #: p<0,05 a TRPV3 aktivatorral
(carvacrol vagy 2-APB) kezelt scrambled csoporthoz képest. Statisztikai analizis: paros t-poba.

Szamos bizonyiték utal arra, hogy a fent emlitett szerek mas TRP-csatornakat is képesek
aktivalni (Xu és mtsai., 2006; Bir6 és mtsai., 2007). Tovabba a TRPV3 farmakologiai

vizsgalatat tovabb neheziti, hogy hianyoznak a kelloképpen szelektiv és kereskedelmi
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forgalomban kaphato TRPV3 antagonistak. Ezért a carvacrol és 2-APB TRPV3 specifikus
hatasat RNS interferencia technika alkalmazasaval ellendriztiik és értékeltiik (13. abra), amit a
korabbi tanulményainkban kidolgozott technikaknak megfeleléen végeztiink és kiilonféle
human bdrsejt eredetli tenyészeteken optimalizaltunk (Dobrosi és mtsai., 2008; Toth és mtsai.,
2009; Borbiro6 és mtsai., 2011; Sz6116si és mtsai., 2013; Olah és mtsai., 2014). Eredményeinkkel
parhuzamosan azt kaptuk, hogy a TRPV3 sikeres géncsendesitése szinte teljes mértékben képes
volt kivédeni a fent emlitett karos hatasokat az életképesség és proliferacio tekintetében (14/a
és b abra), mely alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy ezek az agonistak valéban TRPV3
medialt jelatviteli itvonalon keresztiil modositjak a sejtek életképességét és novekedését.

A sejthaldl pontos formdjat is megvizsgaltuk a mitokondridlis membranpotencial
csOkkenésének vizsgalatan keresztiil, mely az apoptdzis egyik korai jele, valamint a membran
integritas vizsgalataval a nekrozis kizarasara. Kombinalt DilC1(5) — SYTOX Green festést
alkalmazva megallapitottuk, hogy mind a carvacrol (300 pM), mind a 2-APB (100 pM) magas
koncentracioban alkalmazva szignifikansan csdkkentette a mitokondrialis membranpotencialt
(15/a és b abra), ugyanakkor nem okozott SYTOX Green felhalmozddast (15/c és d abra).
Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a TRPV3-ioncsatorna aktivacidja apoptdtikus sejthalalhoz
vezet. Tovabba a calcium koté EDTA alkalmazasa nem befolydsolta a megfigyelt hatasokat
(15/a-d abra), mely arra enged kovetkeztetni, hogy a carvacrol és 2-APB ezen hatasa nem fiigg

az extracellularis térbol torténé Ca?" mobilizaciotol.
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15. abra: A TRPV3 aktivatorok hatasa az NHEK sejtek apoptotikus és nekrotikus folyamataira A normal

s s

1,8 mM Ca?* koncentricioji tapoldatban. Az apoptotikus folyamatokat DilC1(5) mitokondrialis
membranpotencial-érzékeny festékkel (a,b), a nekrotikus folyamamtokat SYTOX Green-nel kovettiikk nyomon
(c,d). A mitokondridlis membranpotencial csdkkenést kivaltd apoptotikus folyamat pozitiv kontrolljaként
karbonil-cianid-3-klorofenil-hidrazont (CCCP), mig a nekrotikus sejthalal pozitiv kontrolljaként lizis puffert
alkalmaztunk. Az értékeket atlag + SEM formaban tiintettiik fel. *: p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz képest.
Statisztikai analizis: paros t-poba.
A TRPV3 aktivacié erds proinflammatorikus valaszt valt ki

Mivel a 24 oras kezelések csokkentik a sejtek ¢€letképességét €s proliferacidjat,
kovetkezd 1épésben a TRPV3 aktivacio cellularis hatasait rovid tava kisérletekben vizsgaltuk.
A vizsgalat soran a kulcsfontossagu proinflammatorikus citokinek (IL-1a, IL-6, IL-8 és tumor
nekrozis faktor-o (TNFa)) expresszios valtozasait kovettik nyomon, mivel korabbi
tanulmanyok kimutattak, hogy a TRPV3 aktivacio és ,,gain-of-function” mutécioi kifejezett
bérgyulladast eredményeznek mind emberben, mind egerekben (Yoshioka és mtsai., 2009;
Danso-Abeam ¢és mtsai., 2013). Kisérleteink sordn azt talaltuk, hogy a TRPV3 agonistak
szignifikans modon fokoztak a proinflammatorikus citokinek expressziojat (16/a és b abra),

tovabba figyelemre mélté IL-6 ¢&s IL-8 felszabaduldst wvaltottak ki az epidermalis

keratinocitakon (16/c és d abra). Hasonléan a mar fentebb emlitett életképességre és

48



proliferaciora gyakorolt hatasoknal, jelen esetben is a TRPV3 szelektiv géncsendesitése szinte
(16/a-d abra), ami azt jelzi, hogy a carvacrol és a 2-APB proinflammatorikus hatasai valéban

TRPV3 aktivacion keresztiil valosulnak meg.
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16. abra: A TRPV3 aktivalasa proinflammatorikus citokin felszabadulast indukal a normal human
epidermalis keratinocitikon (NHEK) (a,b) Proinflammatorikus citokinek (IL-1a, IL-6, IL-8, TNFa) mRNS
transzkriptumainak kvantitativ valos idejiit PCR analizise NHEK sejtek TRPV3 aktivatorokkal (300 pM Carvacrol
vagy 30 uM 2-APB) torténd 3 oras kezelését kovetden. A kezeletlen scrambled kontrollra normalt értékeket atlag
+ SEM formaban tintettiik fel. (c,d) A felszabadult citokin mennyiségének meghatarozasa NHEK sejtek 300 uM
Carvacrollal végzett kezelését kovetden 6 és 12 draval. Az értékeket atlag = SEM formaban tiintettiik fel. *: p<0,05
a kezeletlen scrambled kontrollhoz képest, #: p<0,05 a TRPV3 aktivatorral (carvacrol vagy 2-APB) kezelt
scrambled csoporthoz képest. Statisztikai analizis: paros t-poba.

A TRPV3 indukalta proinflammatorikus hatasok az NF-kB jelatviteli itvonalat érintik
Ezt kovetéen célul tliztiik ki az intracellularis jelatviteli utvonal azonositasat, melyen

keresztiil megvalosulhatnak a TRPV3 aktivacidé okozta proinflammatorikus hatasok. Ismert,

hogy az NF-kB tutvonal aktivacidja fontos szerepet jatszik a gyulladasos folyamatok

szabalyozasaban (Wullaert és mtsai., 2011), ezért megvizsgaltuk ezt a mechanizmust. 30 perces
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carvacrol kezelés indukalta (ennél fogva inaktivalta) a gatlo IxkBo foszforilacidjat, valamint
indukalta (és ezaltal aktivalta) a p65 NF-kB izoforma foszforilaciojat. Mindkét emlitett hatés

kivédhet6 volt EDTA alkalmazasaval (17. abra).

P-p6S | (S WS 60KDa
B-AKtin  “— ss— W W () Da

Relativ OD 1.00 1.56 0.60 0.89

p-ikBo R [ S 10kDa

B-AKCN  o— —  W— S 40 kDa
Relativ OD 1,00 3,36 1,11 1.31
300 uM Carvacrol - + - +
60 pM EDTA - - + +

17. abra: A TRPV3 aktivacié okozta proinflammatorikus hatisok esetleges intracellularis jelatviteli
utvonalanak azonositasa 300 pM Carvacrol, 60 uM EDTA vagy ezek kombinaciojaval 30 percen keresztiil kezelt
NHEK sejtek lizatumanak Western blot analizise. A p-p65 és p-IxBa savok optikai denzitasat a megfelel6 B-aktin
jelekre normalizalva tiintettiik fel. OD: optikai denzitas
Az NF-xB utvonal aktivalasanak egyik jellemzdje a p65 transzlokacidja a sejtmagba.
Western blot adataink aldtamasztasara, ezt a folyamatot primer epidermalis Keratinocita
sejteken is megvizsgaltuk (18/a-d abra). A kezeletlen kontrollhoz képest (18/a abra) 300 uM
carvacrol kezelés szignifikansan fokozta a nuklearis festédést (18/b abra), hasonldan a pozitiv

kontrollként hasznalt TLR-3 agonista poly 1:C-hez (18/c abra), mely ismert NF-xB

transzlokacio induktor keratinocitakban (Takai és mtsai., 2014).

Kontroll 300 uM Carvacrol 300 uM Carvacrol 20 pg/ml poly I:C
+ 60 uM EDTA

18. abra: A TRPV3 aktivalasa a p65 transzlokacidjat okozza a sejtmagba A p65 immunfluoreszcens jelolése

crer

Carvacrollal, 60 uM EDTA-val, a ketté kombinaciojaval és pozitiv kontrollként a TLR3 aktivator 20 pg/ml poly
I:C-vel. Inzert: egyidejii magfestés DAPI-val. NK: negativ kontroll.
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Eddigi eredményeink azt bizonyitjak, hogy a TRPV3 egy funkcionalisan aktiv, calcium
permeabilis kation-csatorna Kkeratinocitakban, tovabba a [Ca®]ec eltavolitisa EDTA
aktivacio az el6bb emlitett utvonal beinditasahoz vezet. Ezek a megallapitasok egyiittesen a
mellett érvelnek, hogy az NF-«xB jelatviteli ttvonal dontd szerepet jatszik a TRPV3 aktivalta
gyulladasos folyamatokban human epidermalis Keratinocitakon.

Mivel az NF-xB tutvonalrol ismert, hogy elésegiti a sejtek tulélését keratinocitakban
(Qin és mtsai., 1999), eredményeink pedig igazoltadk, hogy a TRPV3 aktivacio csokkenti a
NF-«xB utvonal szerepét ezekben a folyamatokban. Kérdésiink megvalaszolasara
megvizsgaltuk, hogy a BAY11-7085 NF-«xB inhibitor hatassal van e korabbi eredményeinkre.
Amint az a 19. abran is lathatd, az inhibitor alkalmazasa a TRPV3 aktivator carvacrollal
kombindcioban tovabb csokkentette a sejtek életképességét. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy
a TRPV3 aktivécioja tobb, mint egy jelatviteli Utvonalat aktival, illetve az NF-kB aktivalasa

részben ellensulyozza a carvacrol életképességre gyakorolt negativ hatdsat.
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19. abra: Az NF-kB utvonal gatlisa a TRPV3 aktivalasaval parhuzamosan tovabb csokkenti a normal
human epidermalis keratinocitik (NHEK) életképességét A normal human epidermalis keratinocitakat
kiilonb6z6 koncentraciojo TRPV3 aktivatorokkal és a BAY 11-7085 NF-«B inhibitorral kombinacioban kezeltiik
(3-(4,5-dimetilihyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolium bromid) assay-vel tortént. Az értékeket atlag + SEM formaban
tiintettiik fel. *: p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz képest, #: p<0,05 az ekvimoléaris TRPV3 aktivatorral stimulalt,
NF-xB inhibitorral kezelt csoporthoz képest. Statisztikai analizis: paros t-pdba.
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A TRPV3 expresszioja szignifikinsan megemelkedett AD-s betegek szovet mintaiban
Miutan bebizonyitottuk, hogy a TRPV3 funkciondlisan aktiv forméaban van jelen primer
epidermalis keratinocitakon, tovabba a csatorna aktivacidja proinflammatorikus folyamatokat
indukal, kisérleteink kovetkezd fazisdban a TRPV3 szerepét szerettiik volna vizsgalni az egyik
leggyakoribb gyulladasos borbetegségben, az AD-ben. Mindemellett kiilonos hangsulyt
fektettiink nemcsak a léziondlis teriiletek vizsgéalatira, hanem a betegek nem-lézionalis

tertileteit is megvizsgaltuk.

Egészséges Nem-lézionalis Lézionalis
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20. abra: A TRPV3 expresszioja szignifikinsan megnovekedett AD-S betegek szovetmintaiban (a) TRPV3-
specifikus immunreaktivitas (IR) kimutatasa egy-egy reprezentativ egészséges, nem-lézionalis és 1ézionalis AD-s
bérmetszeten. Nagyitas: 200x (fels6 sor) és 400x (also sor). Méretvonal felsé és als6 soron: 50 um. (b) A TRPV3
immunreaktivitas szemikvantitativ elemzése csoportonként 14 szovettani metszeten. Az értékeket atlag + SD
formaban tiintettiik fel, ***: p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-1ézionalis csoporthoz
képest. NK: negativ kontroll, E: egészséges, AD-NL: AD-s beteg nem-1ézionalis borteriilete, AD-L: AD-s beteg
1éziondlis bérteriilete. Statisztikai analizis: Bonferroni post hoc teszt

52



Elészor TRPV3 immunfestést végeztiink AD-s betegek (n=14) 1ézionalis (AD-L) és
nem-lézionalis (AD-NL) bérteriiletérél nyert mintain, valamint egészséges (E) onkéntesek
(n=14) punch biopsziaval nyert mintain. A korabbi tanulmanyokhoz hasonldéan azt talaltuk
(Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013; Seo és mtsai. 2020; Larkin és mtsai., 2021), hogy a TRPV3
protein expresszid szignifikansan magasabb volt a lézionalis teriileteken az egészséges
kontrollokhoz képest (20/a és b abra), tovabba uj eredmény, hogy a nem-lézionalis
teriiletekhez képest is magasabb kifejezédést mutatott. Ezen kiviil, bar nem szignifikansan, de
a TRPV3 expresszio emelkedd tendenciaja volt megfigyelhetd a nem-1ézionalis teriileten az

egészséges kontroll mintakkal 6sszehasonlitva.

A TRPV3 molekularis vizsgalatok soran fokozott expressziot mutat AD-s betegek
wepidermalis szovetében”

Munkénk soran lehetdségiink volt 3 AD-s pacienstdl érzéstelenitést kovetden borotva
segitségével csupan az epidermadlis réteg eltavolitdsdval mintat nyerniink, mind a 1éziondlis,
mind a nem érintett borteriiletekrdl, valamint 3 egészséges donortol is. Ezeket a mintakat 3
részre osztottuk: két részt azonnal feldolgoztunk és Western blot, valamint qPCR vizsgalattal
kvantitativ fehérje és mRNS szintli expresszid6 meghatarozast végeztiink az ,.epidermalis
szOvetbol”, mig a harmadik részbdl in vitro epidermalis Keratinocita tenyészeteket készitettiink.
Ezt kovetden a tenyésztett sejteken tovabbi molekularis (Western blot és qPCR) és funkcionalis
(patch-clamp) vizsgalatokat végeztiink a TRPV3 kifejez6désének pontosabb feltérképezésére.

gPCR vizsgalat soran kideriilt, hogy a TRPV3 mRNS szintli expresszidja mindharom
donor esetén szignifikdnsan magasabb Vvolt a 1ézionalis szovetben, az egészséges €s a nem-

1ézionalis epidermalis szovethez képest egyarant (21/a-c abra).
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21. abra: TRPV3 mRNS és fehérje szintii expresszidja egészséges és AD-S betegek szovetmintaiban (a-c) A
TRPV3 mRNS transzkriptumainak kvantitativ valos ideji PCR analizise egészséges, nem-1ézionalis és 1ézionalis
AD-s bérszoveten 3 donorbdl. Az értékeket atlag + SD formaban tiintettiik fel. (d,e) Western blot analizis. A
TRPV3 fehérje expressziot egészséges, nem-lézionalis és 1ézionalis AD-S bérszoveten hataroztuk meg 3 donorbol.
Az egyenld mennyiségli mintafelvitelt a B-aktin expresszidjanak meghatarozasaval értékeltiik. (f) A TRPV3 savok
optikai denzitasat a megfeleld B-aktin jelekre normalizaltuk. Az értékeket atlag + SD formaban tiintettiik fel. *:
p<0,05, ***: p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-lézionalis csoporthoz képest. E:
egészséges, AD-NL: AD-s beteg nem-1ézionalis borteriilete, AD-L: AD-s beteg 1ézionalis borteriilete. Statisztikai
analizis: Bonferroni post hoc teszt.
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Kiemelendd, hogy 2 donor esetén a nem-lézionalis szdvetben is szignifikansan
magasabb mRNS szintli expresszio lathatd az egészséges kontrollokhoz képest (21/a és b
abra), a 3. esetben pedig emelkedé tendencia volt megfigyelhetd (21/c abra). Erdekes médon
Western blottal a TRPV3 fehérje szintli expresszidja a detekcids szint alatt volt az egészséges
donorok esetén (21/d abra). Ezzel szemben, markans jelet sikeriilt detektdlnunk mindharom
AD-s beteg szovetmintaibol, melyekben a nem-1ézionalis régiokban szignifikansan magasabb
TRPV3 fehérje szintli expresszid latszott az érintett régiokhoz képest (21/e-f abra).
Tudomadsunk szerint, ez az els6 olyan kisérleti eredmény, mely azt mutatja, hogy a TRPV3 nem

csak a lézionalis, hanem a nem-1ézionalis epidermiszben is overexpresszalodik.

A TRPV3 sejt szinten is emelkedett expressziot mutat AD-s betegek keratinocitaiban

Uj eredményeinket in vitro kisérletekkel erésitettik meg, melyekben prekonfluens
(70%-o0s konfluencia) és posztkonfluens (PC2= konfluenciat koveté 2. nap) tenyészetekkel
dolgoztunk. Erdekes modon, a prekonfluens (proliferald) kultarakban 1 donor esetén a TRPV3
mRNS szintli expresszioja az egészséges kontrollhoz képest szignifikdnsan magasabb volt az
AD-NHEK sejtekben (22/a abra), de az AD-HEK sejtekben nem (22/a-c¢ abra), tovabba a
masik 2 donornal mind az AD-NHEK, mind az AD-HEK sejtekben szignifikansan alacsonyabb
mRNS szintii expresszid volt az egészséges keratinocita tenyészetekhez képest (22/a-c abra).
Ezzel szemben, jelentds volt a kontraszt a posztkonfluens, differencialt tenyészetekben (melyek
sokkal inkabb modellezik az in vivo-szer(i koriilményeket az epidermiszben, mint a
prekonfluens tenyészetek), miszerint a TRPV3 mRNS szintli expresszidja szignifikansan
magasabb volt AD-NHEK sejtekben mindharom donorban és az AD-HEK donorok 2/3-aban,
mint az egészséges keratinocitakban (22/a-c abra). Tovabba 2 donorban a TRPV3 expresszid

szignifikansan magasabb volt a 1ézionalis keratinocitakban, mint a nem-lézionalis sejtekben
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(22/a és b abra), mig a 3. donorban szignifikansan alacsonyabb volt, mint a nem-1ézionalis és

egészséges keratinocitakban (22/c abra).
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22. abra: TRPV3 mRNS és fehérje szintii expresszidja egészséges és AD-S betegekbdl izolalt keratinocita tenyészeteken
(a-c) A TRPV3 mRNS transzkriptumainak kvantitativ valés idejii PCR analizise egészséges, nem-1ézionalis és 1ézionalis
AD-s keratinocita tenyészeteken 3 donorb6l. Az értékeket atlag = SD formaban tiintettiik fel. (d) A TRPV3 savok optikai
denzitasat a megfeleld B-aktin jelekre normalizaltuk. Az értékeket atlag = SD formaban tiintettiik fel. (e,f) Western blot
analizis. A TRPV3 fehérje expressziot egészséges, nem-lézionalis és 1ézionalis AD-s keratinocitakon hataroztuk meg 3
donorbdl. Az egyenlé mennyiségli mintafelvitelt a B-aktin expresszidjanak meghatarozasaval értékeltiik. **: p<0,01, ***:
p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-lézionalis csoporthoz képest. NHEK: normal human
epidermdlis keratinocita, AD-NHEK: AD-s beteg nem-l1ézionalis boérteriiletérl izolalt normal humaén epidermalis
keratinocita, AD-HEK: AD-s beteg lézionalis bérteriiletér6l izolalt human epidermalis keratinocita, PC2: 100%-0s
konfluenciat kdvetd 2. nap. Statisztikai analizis: Bonferroni post hoc teszt.
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Erdekes modon, a szovetmintakbol kapott Western blot eredményekkel ellentétében, az
egészséges epidermalis Keratinocita tenyészetek jelentés mennyiségben detektalhato fehérje
szintli TRPV3-at expresszalnak (22/e abra), de még fontosabb, hogy ez az expresszios szint
statisztikailag nem mutatott szignifikans kiilonbséget az AD-s beteg 1ézionalis és nem-
1ézionalis eredetli tenyészeteitol, fliggetleniil azok proliferaciés (prekonfluens) vagy

differencialt (posztkonfluens) allapotatol (22/d-f abra).

A TRPV3 funkcionalisan is szignifikans talmiikodést mutat AD-s betegekben

Annak bizonyitasara, hogy a TRPV3 funkciondlisan is overexpresszalodik AD-s
boérben, patch-clamp kisérletek elvégzésére torekedtiink egészséges, 1éziondlis és nem
lézionalis epidermalis keratinocitakon. A patch-clamp technika teljes-sejtes konfiguraciojat
hasznalva, valamint a mar korabban ismertetett primer epidermalis keratinocitikon kapott
eredményeinket - miszerint a TRPV3 agonista carvacrol mind a befelé, mind a kifelé irdnyulo
aramokat megndvelte -, jelen vizsgalatainkban is megerdsitettiik és kiterjeszettik az AD-S
tenyészetekre (23/a abra). Sajnalatos modon nem tudtunk stabil aramot 1étrehozni AD-HEK
sejteken (annak ellenére, hogy tobb mint 150 sejten probalkoztunk 3 kiilonb6zd donorbol),
vélhetden ezen keratinocita sejtek fokozott sériilékenysége miatt (Blume-Peytavi és mitsai.,
2016). Azonban a nem-1ézionalis Keratinocitakon az egészséges keratinocitakhoz hasonldan azt
lattuk, hogy mind a befelé, mind a kifelé irdnyuld aramok jelentdsen és szignifikdnsan (p <
0,05) megnodvekedtek a TRPV3 agonista 100 uM carvacrol alkalmazasa sordn, amely hatés
alapos kimosas utan reverzibilisnek bizonyult (23/b és ¢ abra). Az aramokat 4 kiilonb6z6

membranpotencialon (-90, -40, +40 és +90 mV) mértik és normalizaltuk az aktudlis

sejtmembran kapacitasra NHEK (23/a abra) és AD-NHEK (23/b abra) esetén is.
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23. abra: A Carvacrol szignifikdnsan magasabb ionaramokat hoz létre AD-s Keratinocitakon (a,d) A
membran Kapacitasra normalt aramok statisztikai elemzése -40 mV (balra lent), +40 mV (balra fent), -90 mV
(jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) fesziiltségnél kontrollban (iires oszlopok) és 100 uM Carvacrol utan (fekete
oszlopok) NHEK (a) és AD-NHEK (d) sejteken. Atlag + SEM, n=14 az NHEK és n=4 az AD-NHEK esetében.
(b) Patch-clamp rampa protokollal (inzert) mért aramok reprezentativ aram-fesziiltség gorbéi kontroll (fekete),
100 uM Carvacrol (piros) és kimosas utan (sziirke) AD-NHEK sejteken. (c) 100 uM Carvacrollal kivaltott aramok
idofiiggése -90 mV (iires lila négyzetek), -40 mV (iires zold négyzetek), +40 mV (iires kék négyzetek) és +90 mV
(toltott piros négyzetek) fesziiltségnél. A szaggatott vonalak a kisérleti korillmények valtozasait mutatjak. (e,f) Az
atlagértékek az dramok valtozasat mutatjak 100 uM carvacrol kezelés utan. A fekete oszlopok az NHEK, mig a
vonalas oszlopok az AD-NHEK-sejteket mutatjak. Az aramok a kontroll szazalékaban jelennek meg, ahol () a -
90 mV és -40 mV, mig az (f) a +40 mV és a +90 mV aramokat mutatja. Az értékek atlag + SEM, n=6 az NHEK
és n=5 az AD-NHEK esetében. *: p < 0,05 a kontroll vagy NHEK csoportokhoz képest. Statisztikai analizis: paros
t-proba.
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Az aramerOsségek statisztikai analizise szignifikdns aramerdsséget mutatott mindkét
sejttipusban +40 és + 90 mV mellett, mig ez a valtozas -40 ¢és -90 mV-nal csak az NHEK
sejteken volt szignifikans (valdszinilileg a nagyobb mintaszam miatt az NHEK csoportban)
(23/a és d abra). A legfontosabb, hogy a carvacrol altal kivaltott normalizalt dramok
szignifikansan magasabbak voltak (-90 és +90 mV-on) AD-NHEK sejteken, mint az NHEK
sejteken (23/e és f abra), ami arra utal, hogy a TRPV3 funkcionalisan talmiik6dést mutat a

nem-lézionalis sejtekben a primer egészséges keratinocitakhoz képest.
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MEGBESZELES

A tranziens receptor potencidl vanilloid-3 (TRPV3) egy nem szelektiv, kalcium-
permeabilis csatorna; elséként egér epidermalis keratinocitakon azonositottak és természetes
aktivatora a fiziologids hétartomany (33-37 °C) (Peier és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2002;
Xu és mtsai., 2002). A csatorna felfedezésekor az elsd jellemz6i kozt megemlitendd, hogy
mitkodése mas TRPV-csatornakhoz hasonld, vagyis egy komplex celluléris receptor, amit
szamos endogén és exogén kémiai agens aktival (Chung és mtsai., 2004; Hu és mtsai., 2006;
Xu és mtsai., 2006; Colton és Zhu, 2007). A legujabb kutatasi eredmények kimutattak, hogy a
DS-Nh egerek és az Olmsted-szindromaban szenvedd betegek fenotipusa mogott a Trpv3 gén
kiilonboz6 mutacioi allnak. Ez utobbira a boér stlyos rendellenességei jellemzok, ugymint
palmoplantaris keratoderma, perioroficialis hiperkeratozis, diffiz szérhiany, kopaszsag és
viszketés (Asakawa és mtsai.,, 2006; Lin és mitsai., 2012). Korabbi TRPV3-rol sz6l6
tanulmanyok elsdsorban egerek megfigyelésére fokuszaltak, melyekben leirtdk, hogy (i) a
TRPV3 ,,gain-of-function” muticidja magasabb Ca®" beépiilést és idegi ndvekedési faktor
termelést mutat a mutacio nélkiili DS egerekhez képest (Imura és mtsai., 2007; Yoshioka és
mtsai., 2009); (ii) a 2-APB, a TRPV3 ioncsatorna aktivatora mar alacsonyabb koncentracioban
is aktivalja a DS-Nh egerekbol szarmaz6 Keratinocitakat, mint a kontroll Keratinocitékat;
valamint (iii) a TRPV3 aktivalasa TSLP felszabadulashoz vezet DS-Nh egerekben a kontroll
TRPV3 knockout egerekkel dsszehasonlitva (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013). Kimutattdk
tovabba, hogy a TRPV3 expresszidja megnovekedett AD-s betegek gyulladt (1ézionalis)
keratinocitaiban (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013).

Ezen eredmények alatdmasztdsara, sikeresen azonositottuk a TRPV3 expressziojat
human epidermiszben, valamint primer, human epidermalis keratinocitdkon mind mRNS, mind

fehérje szinten (10. abra). Tovabbi eredményeink igazoltak, hogy a TRPV3 funkcionalisan
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aktiv formaban van jelen a keratinocitakon és Ca?*-permeabilis csatornaként mikodik (11. és
12. abra), hasonl6an a mas sejttipusokon (Borbird és mtsai., 2011; Lee és mtsai., 2016; Morgan
¢és mtsai., 2013; Pires és mtsai., 2015; Somogyi és mtsai., 2015) és egér keratinocitakon kapott
eredményekhez (Chung és mtsai., 2004b; Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai., 2009).
Mivel a kalcium jel novekedése megsziint az Ca®*[gc) hidnyaban, igy valosziniisithetd, hogy a
TRPV3 membran-csatornaként miikddik. Tudomésunk szerint korabbi tanulmanyok még nem
szamoltak be arrél, hogy a TRPV3 kifejezddik és funkciondlisan aktiv membrancsatornaként
van jelen primer human epidermalis keratinocitakon. A csatorna aktivacidja carvacrollal vagy
2-APB-vel nemcsak az Ca'[ic) novekedését valtotta ki, hanem csdkkentette a sejtek
aktivator sem szelektiv — a carvacrol aktivalja a TRPA1-et (Xu és mtsai., 2006), mig a 2-APB
a TRPV1-et és TRPV2-t is (Colton és Zhu, 2007) — azonban a TRPV3 RNS interferencia altali
géncsendesitése szignifikans mértékben blokkolta a megfigyelt hatasokat, ez arra utal, hogy a
folyamatok dominansan TRPV3 fiiggdek voltak. Osszességében, ezek az eredmények
0sszhangban vannak munkacsoportunk korabbi haj follikulusokon megfigyelt eredményeivel,
ahol a TRPV3 aktivacioja apoptozist és katagén regresszidt indukal. Hasonld hatasokat
tapasztaltunk kiilsé gyokérhiively keratinocitakon is (Borbird és mtsai., 2011).

Az irodalomban egy jol dokumentalt folyamat a keratinocitak altali gyulladasos
mediator termelés (Grone, 2002; Karsak és mtsai., 2007; Olah és mtsai., 2016), amely 6sszekoti
az epidermiszt az altalaban immunologiailag aktivabb dermalis részekkel. Munkank soran
sikeresen igazoltuk, hogy a TRPV3 agonistak proinflammatorikus citokinek képzddését és
felszabadulasat indukaltak az epidermalis keratinocitakon (16. abra).

Egy korabbi tanulmanyban egér bérben mar kimutattak az epidermalis TRPV3 szerepét
az intercellularis kapcsolatokban (Mandadi ¢és mtsai., 2009), melyben a hdmérséklet

emelkedése a Keratinocitakbol adenoizin-trifoszfat (ATP) felszabadulast, ezt kovetden pedig
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idegvégzddések aktivacidjat eredményezte. Eredményeink kiterjednek az epidermalis TRPV3-
tol az immunsejtek aktivaciojat célzo folyamatokig és utalnak az egyik lehetséges
mechanizmusra, amellyel a TRPV3 gain-of-function mutacidja bdrelvaltozasokhoz és
viszketéshez vezethetnek, melyek mind a DS-Nh egerekben, mind az Olmsted-szindromaban
szenvedd betegekben jellemz0 tlinetek (Asakawa és mtsai., 2006; Yoshioka és mtsai., 2009;
Lai-Cheong és mtsai., 2012; Lin és mtsai., 2012; Duchatelet és mtsai., 2014; Agarwala és
mtsai., 2016). A legajabb kutatasok arrdl is beszamolnak, hogy a TRPV3 expresszidja fokozott
AD-ben (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013), valamint égést kovetd viszketésben szenvedd
betegeknél (Yang és mtsai., 2015). A Keratinocitakon szamos gyulladasos folyamat soran a
proinflammatorikus mediatortermelés indukcioja az NF-«kB aktivaciojatol és transzlokaciojatol
fligg — példaul a hipertrofias hegszovetben TRPC3 aktivacion keresztiil (Ishise és mtsai., 2015),
UVB altal kivaltott gyulladasban (Ali és Sultana, 2012; Ali és mtsai., 2016) és a TGF-B1
indukalt jelatvitelben (Tobar és mtsai., 2010).

Bar a klinikai tiinetek és a DS-Nh egér fenotipusa a TRPV3 gain-of-function
szerepet jatszik a bor homeosztazisdban, tudomasunk szerint jelenleg nincs olyan tanulmany,
amely a human TRPV3-csatornat vizsgalna molekularis szinten. Eredményeink ezt a konkrét
hianyt probaljak kikiiszobolni. Osszességében, eredményeink azt tamasztjdk ala, hogy a
TRPV3-ioncsatorna funkciondlisan aktiv formaban van jelen human epidermalis
keratinocitakon, valamint aktivaciojuk csokkenti a sejtek életképességét és proinflammatorikus
mediatortermelést indukal az NF-kB jelatviteli titvonalon keresztiil. Rdadéasul eredményeink
tovabbi (preklinikai és klinika) vizsgalatokat indithatnak el, melyek a TRPV3-at célzo, terapias
potenciallal biré farmakologiai megkdzelitéseket eredményezhetnek (leginkabb olyanokat,

crer

melyek az ioncsatorna gatlasat és/vagy down-regulacidjat indukaljak) gyulladasos
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bérbetegségek kezelésében, mint példaul AD-ben vagy allergének, irritalé anyagok vagy mas
ingerek okozta bérgyulladasokban.

Miutan eredményeink ravilagitottak, hogy a TRPV3-csatorna carvacrollal torténd
aktivacidja szerepet jatszik a gyulladasos mediatorok termelésének szabalyozésaban a human
epidermalis keratinocitakon, kisérleteinket kiterjesztettiik nem csak egészséges, hanem az egyik
leggyakoribb gyulladasos borbetegségben, atdpias dermatitiszben betoltott szerepének
vizsgalatara.

A carvacrolrol leirtdk, hogy egerekben viszketést valt ki TRPV3-fiiggd modon (Cui és
mtsai., 2018). Ujabban a pruritogének (TSLP, NGF és PGE2) felszabadulasat a keratinocitakbol
Osszefliggésbe hoztak a TRPV3 hdinger altali aktivalodasaval. Tovabbi jelent6s eredmény, hogy
megnétt a felszabaduld mediatorok szintje az AD-s 1€ziokbol szarmazo keratinocitakbol az
egészséges kontrollhoz képest (Seo és mitsai., 2020). Egy Gjabb tanulmanyban a TRPV3
szerepét vizsgaltdk egészséges, nem-1ézionalis és 1€ziondlis AD-S és pszoridzisos borben. RNS
szekvenalas segitségével megallapitottak, hogy a TRPV3 transzkriptumok mindkét bérbetegség
érintett borteriiletében megnovekedtek, mig ezeknél a betegeknél a nem érintett borteriileteken
statisztikailag csak jelentéktelen valtozasok voltak megfigyelhetdk. Ugyanebben a kéziratban a
szerz6k magasabb TRPV3 expressziot talaltak a 1ézionalis AD bdrben alatdmasztva masok
korabbi vizsgalati eredményeit (Larkin és mtsai., 2021).

Jelen eredményeink 1jszerli megallapitasaibol tobb kovetkeztetés is levonhato.
Val¢jdban munkacsoportunk adja az els@ bizonyitékot, hogy a TRPV3 - mely a human
epidermisz gyulladaskelt ioncsatornajanak prototipusaként is nevezheté — megnovekedett
kifejez6dést mutat nemcsak az AD-s betegek 1éziondlis epidermiszében, hanem az
egészségesnek tlind, nem-1éziondlis epidermiszben is (egészséges borrel Gsszehasonlitva),
amely a terminalis differencialodas és bizonyos immunfunkcios rendellenességek tekintetében

jelentdsen eltér a normal bortdl (20. abra) (Suarez-Farinas és mtsai., 2011). Az emelkedett
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TRPV3 szintek fehérje és mRNS szinten is kimutathat6ak voltak nem-1€zionalis és 1ézionalis
AD borbdl (21. abra).

Mint gyakorlatilag minden human minta esetén és ezen human mintdkbdl szdrmazé
primer kulturakkal végzett vizsgélatban, mi is azt tapasztaltuk, hogy a kiillonb6zd szoveti
mintakon (teljes vastagsagu bér, epidermalis szovetminta és primer Keratinocita tenyészetek)
¢s az alkalmazott kisérleti mddszerekben (immunhisztokémia, Western blot, qPCR) jelentds
donorok kozotti variabilitas figyelhetd meg. Ezért az expresszios analiziseket kiegészitettiik
funkcionalis modszerekkel (patch-clamp technika), amely az egyik legkivalobb miiszeres
technoldgia, amely valddi bizonyitékot nyujthat egy ioncsatorna pontosabb funkcidjdnak
feltérképezésében. Talan a legfontosabb eredményiink az volt, hogy agonista altal aktivalt,
TRPV3-csatorna altal kozvetitett iondramok szignifikdnsan megnovekedtek tenyésztett nem-
1ézionalis AD keratinocitakban az egészséges keratinocitakon mért aramokkal 6sszehasonlitva
(23. abra).

Eredményeinket Osszefoglalva, a TRPV3 expresszidja megndvekedett nem csak az
érintett, hanem a nem érintett AD-S bdérteriileteken is, ezaltal értékes preklinikai adatokat
szolgaltatnak azokhoz a transzlacids és klinikai tanulmanyokhoz, amelyek célja a csatorna
modositasa (legnagyobb valoszinliséggel gatlasa) atopids dermatitisz valamint esetlegesen mas

gyulladasos borbetegségek kezelésében (Broad és mtsai., 2016).
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink els6 felében a tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna
kifejezodését és gyulladasban betdltdtt szerepét vizsgaltuk human epidermalis keratinocitakon.
Kimutattuk a TRPV3 ioncsatorna expresszidjat human boérben és primer epidermalis
keratinocita tenyészeten. Sikerrel igazoltuk, hogy a csatorna Ca2*-permeabilis ioncsatornaként
funkcional; carvacrollal, illetve 2-APB-vel torténd aktivacioja dozis-fiiggd modon csokkenti az
epidermalis keratinocitak proliferaciojat és apoptozis révén sejthalalt indukal. Mindezen
hatasok TRPV3 specifikusnak mutatkoztak, mivel a folyamatok kivédhetonek bizonyultak a
TRPV3 specifikus géncsendesités segitségével. A csatorna rovidtava aktivacidja erds
proinflammatorikus valaszt valt ki, amiért vélhetéen az NF-kB jelatviteli Gtvonal tehetd
felelOssé.

Ezt kovetéen arra torekedtiink, hogy meghatdrozzuk a TRPV3 molekuléris és
funkcionalis expresszidjat AD-s betegek nem-lézionalis bérében, ami a terminalis
differencidlodas és bizonyos immunfunkcids rendellenességek tekintetében jelentdsen eltér az
egészséges bortdl. Vizsgalataink soran elséként bizonyitottuk, hogy a TRPV3 teljes vastagsagu
bdrben, valamint epidermalis szoveti mintdkon jelentésen megemelkedett expressziot mutat a
nem-1ézionalis human AD-s epidermiszben, hasonléan a 1ézionalis AD mintakhoz. Tovabbi
jelent6séggel bir, hogy patch-clamp technikaval is igazoltuk, hogy a TRPV3 funkcionalisan is
aktivabb formaban expresszalodik a nem-lézionalis AD Keratinocitakon az egészséges
keratinocitakhoz képest, amit a szignifikdnsan magasabb (agonistaval indukalt) TRPV3-
specifikus ionaramok igazolnak.

Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a TRPV3 kiemelkedd szerepet jatszik a bor
gyulladdsos folyamatainak szabdlyozasaban, ezaltal potencidlis terdpias célpont lehet

gyulladésos bdérbetegségekben.
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SUMMARY

In the first part of our experiments we investigated the expression of transient receptor
potential vanilloid-3 (TRPV3) ion channel and its role in inflammation on human epidermal
keratinocites. We identified TRPV3 expression both on human skin and cultured epidermal
keratinocites. We have succesfully demonstrated, that the channel functions as a Ca?*-
permeable ion channel; activation with carvacrol and 2-APB, respectively, in dose-dependent
manner suppresses proliferation of epidermal keratinocites and induces cell death through
apoptosis. All of these effects were shown to be TRPV3-specific, since TRPV3-specific gene
silencing antagonized these actions. Short-term activation of the channel triggers a strong

proinflammatory response, presumably dependent on the NF-«B signaling pathway.

Subsequently, we aimed to determine the molecular and functional expression of
TRPV3 in non-lesional skin of AD patients, which markedly distinct from normal skin with
respect to terminal differentiation and certain immune function abnormalities. In our studies,
we provide the first evidence that the expression of TRPV3 in full-thickness skin and epidermal
shave biopsy samples is significantly increased in non-lesional human AD epidermis, similar
to lesional AD samples. Of further importance, we also demonstrated by patch-clamp that
TRPV3 is expressed in a more functionally active form on non-lesional AD keratinocites
compared to healthy keratinocites, as evidenced by the significantly higher (induced by

agonists) TRPV3-specific ion current.

Our results highlight that TRPV3 plays an important role in the regulation of
inflammatory processes of the skin, thereby it could be a potential therapeutic target in

inflammatory skin diseases.
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