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BEVEZETES

A szortiiszo

crer

crey

szereppel bir (Paus és Cotsarelis, 1999). A szértiisz0 egyik legfontosabb tulajdonsaga a
folyamatos regeneraciora vald képesség. Ezen regeneracid magaban foglalja a proliferacios,
differencialodéasi és apoptotikus folyamatok szigortan ellendrzott Osszhangjat kiilonbozo
eredetli és funkcidju sejtrétegek kolesonds kommunikacidja révén (Paus, 1998). A follikulus
sejt-reservoirként szolgal szdmos sejttipus kialakuldsanak, ugymint a bér és a szOrtiiszo
immunfolyamataiban szerepet jatszo Langerhans-sejteknek (Gilliam és mtsai, 1998), a
melanocytaknak (Peters és mtsai, 2002b) és keratinocytdknak (Panteleyev és mtsai, 2001). A
szOrtiisz0 altal termelt novekedési faktorok, citokinek, neuropeptidek, enzimek és adhézios
molekulak termelése és leadasa segiti a follikulus és jarulékos képleteinek (6ket ellatd erek,
idegek, kiilonféle mirigyek) finoman 0Osszehangolt miikodését (Stenn és Paus, 2001). A
follikulusok emlitett sejtfolyamatainak tanulmanyozasa emellett lehetdséget nyujt a

hajkutatason tovamutatd hasonl6 jelenségek értelmezésére is (pl. sebgyodgyulas).

A szortiiszo funkcionalis anatomidja

A sz0rtiiszOk kiilonbozd tipusaiban megfigyelhetd finom eltérések ellenére azonos
alapszerkezettel jellemezhetdk (1. dbra), mely a follikulus f6 tevékenységének, a kdrnyezettel
Osszhangban 1év0 haj-, illetve szdrszaltermelésnek van alarendelve (Montagna ¢és Ellis, 1958;
Montagna és Parakkal, 1974; Dawber, 1997; Paus és Cotsarelis, 1999). A hajszal 1étrehozasa
a kovetkezd elv szerint torténik: az epithelium egy betiiremkedése (a bulbus) egy specialis

mesenchymalis sejtcsoporttal (dermalis papilla) valé kommunikéacioé soran létrehoz egy igen



ellenalld strukturat, a hajszalat, amely azutan a kornyezo szdvetek megsértése nélkiil athatol

az epidermiszen.

1. abra: A szortiisz6 anatomiaja

Az abran a szortlisz6 kiilonb6z0 magassagban készitett keresztmetszeti képeinek sematikus rajza
lathato. IF: infundibulum, Is: isthmus, HS: hajszal, HP: dermalis papilla, Cap: kapillaris, ORS: kiils6
gyokérhiively keratinocytak, IRS: belsé gyokérhiively keratinocytak, HC: Henle réteg, HX: Huxley
réteg, MC: matrix keratinocytak, E: epidermisz, SG: faggyumirigy, C: hajszal kortex, Cu: kutikula,
NF: idegrost, AM: Arrector pili izom, GM: livegmembran, Ad: adipocytak, BL: bazélis lamina, HF:
hajfollikulus, SB: stratum basale, SS: stratum spinosum, SG: stratum granulosum, SC: stratum
corneum, K: keratin, Ct: kutikula, MeC: medullaris sejtek, HB: bulbus, FS: follikularis kot6szoveti
réteg, Me: melanocyta, Art: arteriola

Ennek megfelelden a follikulust egy hagyméhoz is szoktdk hasonlitani, melynek a
legbelsd burkai a dermalis papillanak (DP) felelnek meg, amit a bulbus epithelium tobb rétege
héjszerlien vesz koriil. A hagyma széara a follikulus belsejében elhelyezkedd, folyamatosan
kifelé mozg6 hajszal. A DP f6lott talalhato keratinocytak termindlis differencialédéas soran tn.
trychocytakka alakulnak ¢és a differencialodasi folyamatok részeként a szintén ezen a teriileten
elhelyezkedd melanocytaktdl melanint vesznek fol. A trychocytdk folyamatosan folfelé

mozogva alakitjdk ki ezutdn a hajszal harom rétegét; a kortexet, ahol a kénben gazdag



fehérjematrixba 4gyazodnak a teljesen keratinizalt trychocytdk kotegei; az ezt
tetdcserépszertien boritd kutikulat, valamint a medullat. A belsé gyokérhiively (inner root
sheath, IRS) keratinocytak terminalisan differencialodott rétegei egy szilard, ellenallé palastot
képeznek a hajszal koriil és vele egyiitt kifelé mozognak, elcstiiszva a kiilsé gyokérhiively
(outer root sheath, ORS) keratinocytak legbelso rétegén. Az IRS maga is tobb koncentrikusan
rendez6do rétegbdl all: Henle réteg, Huxley réteg és a kutikula. Ezen rétegek mindegyike
eltérd epithelialis differencidltsagi mintazattal és jellegzetes szerkezeti fehérjékkel (pl. haj
keratinok, trychohialin), matrix molekuldkkal és enzimekkel rendelkezik. A follikulus-
epithelium morfologiai sokszinliségére utal tovabba, hogy a nyolc epithelidlis réteg
mindegyikében a keratin multigén csalad bizonyos tagjai €s expressziés mintazata irhato le
(Powel és Rogers, 1997; Langbein és mtsai, 1999, 2001 és 2002).

Az ORS keratinocytak alkotjak a dermiszt és az IRS-t elvalasztd és egyben 0sszekotd
réteget. Ezen sejtek folyamatos kapcsolatban és sejtkicserélddésben vannak az epidermisszel,
erre utal az a tény is, hogy az epidermisz sériilés esetén az ORS sejtjeibdl regeneralodhat
(Taylor és mtsai, 2000). Az IRS-sel és a hajszallal ellentétben az ORS sejtjeinek egy részére
lassu osztddasi rata és igy a proliferalod keratinocytak keratin expresszios mintazata jellemzo.
A differencidlodas a bazalis membran iranyabodl az IRS felé torténik. Az ORS egyrészt sejt-
reservoirként szolgal (Panteleyev és mtsai, 2001), masrészt a bels6bb sejtrétegek taplalasat
végzi (oxigén, energia-raktar), illetve szamos olyan faktort és citokint termel, melyek a
hajciklus (1d. késébb) szabalyozasaban jatszanak szerepet.

Ugy tiinik, hogy az ORS, IRS és hajszal keratinocytdi hdrom prekurzor
sejtpopuldciobdl jonnek létre, melyek egyrészt a musculus arrector pili csatlakozdsanak
kozelében (elsédleges sejtpopulacid), masrészt (masodlagosan) a bulbusban helyezkednek el

(Panteleyev és mtsai, 2001). A fejlddd, aktiv follikulus leggyorsabb iitemben o0sztodo



sejtpopulacidja, a matrix keratinocytak, melyek az Auber-féle vonal (a bulbus legszélesebb
része, a dermalis papilla maximalis &tmérdje) alatt helyezkednek el.

A follikulus nagysagat €s atméréjét a DP hatarozza meg (Jahoda és Reynolds, 1996).
A sériilt DP teljes mértékben képes regeneralodni a follikulus legkiilsé burkabol, a proximdlis
kotoszovetes burokbol (CTS) (Jahoda és Reynolds, 1996; Reynolds és mtsai, 1999). A DP
sejtjei egy olyan matrixba vannak beagyazva, ami Osszetételében egy bazalis membranra
hasonlit. A novekedd fazisban 1évé follikulus fibroblasztjai kozvetlen kontaktusba tudnak
Iépni a matrix keratinocytakkal, ami jelentdsen leegyszertsiti a koztiik fennalo jelatvitelt
(Jahoda és Reynolds, 1996; Jahoda, 1998). Feltehetdleg hasonl6 kommunikacié all fenn a
CTS/DP sejtek és a bor alatti zsirsejtek kozott is (Jahoda és mtsai, 2003).
matrix keratinocytak kozt elszortan elhelyezkedd termindlisan differencidlodott melanocytik
felelések (Tobin és Paus, 2001).

A musculus arrector pili szOrtiisz6hoz vald kapcsoldodasanak teriilete igen gazdag
szenzoros és vegetativ beidegzéssel rendelkezik, ami egyrészt lehetévé teszi a szdrszal
Htapintoszervként” vald mikodését, masrészt az itt termelt neurotranszmitterek,
neurohormonok ¢€s neurotrofinok fontos szabalyozo szerepet toltenek be (Botchkarev és mtsai,
1997; Peters és mtsai, 2001 és 2002; Paus és mtsai, 1997). A follikulus érellatasa a dermalis

¢s bor alatti plexusokbdl szdrmazik.

A hajciklus

A szOrtiiszOt az egész életen at valtakozd regresszios €s regenerdcios tevékenysége
teszi egyediilallova a tobbi emlds szerv kozott. A regresszid és regeneracid ezen ciklikus
valtakozasat nevezziik hajciklusnak (2. dbra), melynek hdrom jellegzetes szakaszat

kiilonboztetjik meg. Az anagén fazisban aktiv ndvekedés és fejlodés torténik, a szortiiszd



ebben a fazisban éri el maximalis fejlettségét. A katagén fazisban a szértiisz6 ndvekedése
megall, regressziés folyamatok indulnak be. A nyugalmi telogén fazis pedig a
tulajdonképpeni felkésziilés a kdvetkezé anagénra. Az anagén és katagén feloszthatd tovabbi
alszakaszokra (anagén I-VI, katagén I-VIII), mely stddiumok jol elkiilonithetd morfoldgiai
kritériumokkal és molekularis markerekkel jellemezhetok (Miiller-Rover és mtsai, 2001;

Panteleyev €s mtsai, 2001; Stenn és Paus, 2001).
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2. abra: A hajciklus

Az emlds szOrtiisz6 nem folyamatosan ugyanabban a formaban miikodik, hanem a hajciklus soran egy
ismétlddo valtozason megy keresztiil. A hajciklusban a szOrtiisz6 proximalis részében strukturalis
Ujraépiilés torténik, mely az epithelialis és mesenchymalis kompartmenteket egyarant érinti. Az aktiv
novekedési anagén és a regresszios katagen fazisokat a nyugalmi telogén valasztja el egymastol. Az
anagén VI stadiumban éri el a szOrtiisz6 jellegzetes, komplex formajat, melyben a fejlodé hajszalat a
gyokérhiively keratinocytdk tobb rétege taplalja és védi a maximalis kiterjedésii dermalis papilla
kontrollja alatt. A katagén transzformacié a bulbus keratinocytainak és melanocytaink apoptdzisaval,
illetve a dermalis papilla sejtszambeli csokkenésével jar. A viszonylag rovid telogén fazis utan a
szOrtlisz0 ismét belép az anagénbe, vagyis képes lesz egy ujabb hajszal kialakitasara. (CTS: Kiilsé
kotészoveti réteg).



A ciklus szempontjabol a szortiisz6t funkciondlisan két részre oszthatjuk: a felso,
allando részre, mely viszonylag valtozatlan formaban marad, és az als6 részre, mely teljesen
leépiil, majd megujul a ciklus soran.

A kis méretli telogén follikulusban nem talalunk IRS-t, a DP egy kompakt, golyo6 alaka
sejtcsomd, mig a szOrtiisz6hoz az aranyaiban igen nagy faggyumirigy csatlakozik.

Az anageén kialakuldsa sordn a szOrtiiszé alsd részében a proliferacios folyamatok
keriilnek el6térbe, ami foleg az epithelialis sejtrétegeket érinti, de ezzel parhuzamosan
morfologiai valtozasok torténnek a DP-ban is. A korai anagén stadiumok soran a szdrtiisz6
egyre inkabb meghosszabbodik és egyre mélyebbre nyulik. A matrix keratinocytak igen gyors
proliferacioja kialakitja a hajszal és a belsé gyokérhiively egymast hatarolo rétegeit, mikdzben
a bulbus keratinocytai egyre inkdbb korbeveszik a DP-t. Ujra felépiilnek az ORS taplald
rétegei is. Az utolso, hatodik anagén stddiumban a szOrtliszé eléri jellegzetes, komplex
formdjat: 1étrejon egy 10j, folyamatosan novekvo hajszal, melyet a gyokérhiively keratinocytak
¢s a CTS hatarol. A DP ebben a szakaszban eléri maximalis nagysagat és aktivitasat. Kialakul
tovabba a beidegzés, érellatds, valamint a melanocytak proliferacidja és melanintermelése
altal a pigmentacié is. Az emberi szOrtiisz0 4-5 éven at ebben a forméban miikodik a
fejborben.

A katagén sordn a szOrtiisz0 ,,visszafejlodése” torténik, amit az apoptotikus
sejtfolyamatok beindulasa kisér. A programozott sejtelhalds megfigyelhetd mindkét
gyokérhiively rétegben, a matrix keratinocytdkban, illetve a melanocytdkban is. Ennek
megfelelden a katagén egymadst kdvetd stddiumaiban a bulbus egyre inkdbb elvékonyodik,
proximalis irdnyba huzodik, a hajszaltol (a késdi katagénben un. club hair) jelentésen
eltavolodva. A késdi katagénben a DP ¢és a hajszal kozott egy vékony epithelialis hid biztosit

Osszekottetést. A melanocytak apoptdzisa miatt a pigmentszemcsék mennyisége is lecsokken,



a proximalis hajvég kordbbi jelent6s pigmenttartalma megsziinik. A rovid (2-3 hét)
regresszios katagén staddium utdn a follikulus ismét a nyugalmi fazisba keriil, amivel a
késobbiekben egy ujabb ciklus indulhat be. Megemlitendé tovabba, hogy a hajciklus

valtozasait a szOrtiisz6 jarulékos képleteinek folyamatos atalakulasa is kiséri.

A hajciklus szabalyozasa

A hajatiiltetési kisérletek soran mar hosszu ideje megfigyelték, hogy a hajciklus egy
ugynevezett ,,bels6 oraval” rendelkezik, amely valosziniileg vagy a szOrtiiszé kdzelében, vagy
magaban a szOrtiiszoben helyezkedik el (Chase, 1954; Paus és mtsai, 1990 és 1999; Stenn ¢s
Paus, 2001). Ez teszi lehetdvé a szOrtliszOk atoperalasat, valamint az altalunk is alkalmazott
szOrtlisz6 szervkultira bevezetését is. Ezen ora bioldgiai természetérdl viszonylag keveset
tudunk, ma azonban azt tartjuk valdsziniinek, hogy a DP fibroblasztjaival allhat igen szoros
kapcsolatban (Paus és mtsai, 1999). Az a nézet is elterjedt, hogy a szOrtiisz6t koriilvevo,
jelatviteli molekuldk altal biztositott millié irdnyitott, gyors és lokalis megvaltozasa okozza a
ciklusban bekovetkezd atalakuldsokat (Hardy, 1992; Paus és mtsai, 1999; Stenn és Paus,
2001). Maga a szabalyozas igen szigoru kontrollt kdvetel meg, hiszen hatart kell szabni mind
a korai anagén aktiv proliferacios folyamatainak, mind a katagénben megfigyelhetd
apoptotikus és differencialodasi folyamatoknak. Ez biztositja példaul, hogy a regresszi6 soran
bekovetkezd sejtelhalds a bulbusban kizardlag a (matrix és gyokérhiively) keratinocytédkra,
illetve a melanocytékra korlatozodjon (Lindner és mtsai, 1997; Tobin és mtsai, 1998; Miiller-
Rover ¢és mtsai, 1999, Tobin ¢és Paus, 2001). A dermalis fibroblasztok szambeli
csOkkenésének ugyanis a CTS-be val6 kivandorlés az oka (Tobin és mtsai, 2003).

Erdekes kérdés, hogy melyek azok a molekuldk, amelyek részt vehetnek a ciklus
beinditdsaban és fenntartdsaban. Szamos ndvekedési faktorrol, citokinrdl, hormonrol és egyéb

molekulardl bizonyosodott mar be, hogy a hajciklus valamelyik pontjan képes beavatkozni
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ebbe a folyamatba. Igen fontos szabalyozasi pont a telogén szakasz, s a fazis nyugalmi jelzdje
ellenére igen sokrétli regulatorikus folyamat zajlik ekkor (Chase, 1954; Paus és mtsai, 1990 és
1999; Stenn és Paus, 2001). Folyamatos 0sztrogén alkalmazaséaval példaul egér szortiiszokben
megakadalyozhat6 a telogén-anagén atalakulds, mikdzben a DP-ban jelentésen megemelkedik
az Osztrogén-receptorok szdma (Oh €és Smart, 1996; Chanda és mtsai, 2000). Ez a jelenség is
utalhat arra, hogy néhany faktornak a kiilonb6z0 stadiumok hatarain kiemelkedd szerepe
lehet. A teljesség igénye nélkiil példaként szolgalhatnak a hepatocyte growth factor (HGF),
insulin-like growth factor (IGF-I), stem cell factor (SCF) és vascular endothelial growth factor
(VEGF), amelyek az anagén meghosszabitasat idézik eld, vagyis Oket a hajciklus pozitiv
regulatoraiként tartjuk szamon (Philpott és mtsai, 1994a; Lindner és mtsai, 2000; Yano és
mtsai, 2001; Botchkareva és mtsai, 2001). Ezzel szemben a fibroblast growth factor-5
(FGF5), interferon-y (IFN-y), interleukin-1p (IL-1p), transforming growth factor-B; (TGFp,),
tumor necrosis factor-o. (TNF-a), a neurotrophin-3 (NT-3), neurotrophin-4 (NT-4) és brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) citokinekrdl részben humdan, részben egéren folytatott
kisérletek soran kideriilt, hogy szerepiik a katagén kialakitdsdnak eldsegitése (negativ
regulatorok) (Hébert és mtsai 1994; Philpott és mtsai, 1996; Botchkarev és mtsai, 1998a ¢és
1998b; Foitzik és mtsai, 2000; Botchkareva ¢s mtsai 1999 és 2001). Erdekes kiemelni a
TGFp, szerepét a ciklus soran. Ezen ndvekedési faktort mar kordbban leirtdk a szOrtiisz6
fejlodésében, mint a morfogenezist eldsegitd kulcsmolekula (Foitzik és mtsai, 1999). A
molekula ugyanakkor ellentétes szerepet jatszik a hajciklus soran; azaz eldsegiti a regresszio
beinduldsat (Soma és mtsai, 2002). Vagyis mig a sz0rtiisz6 morfogenezise soran a follikulus
kialakulasat, érését, novekedését segitette eld, addig a ciklus soran megakadalyozta ezen
folyamatokat.

A hajciklus szabalyozasanak autonomitasa mellett meg kell azonban emliteniink azt is,

hogy a hajfollikulus szdmos extrinsic hatas célpontja is. Szinte minden nagy hormoncsaladrol
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leirtak mar példaul, hogy befolyasolja a szortiiszok kialakulasat és a hajciklust (6sztrogének,
androgének, tiroxin) (Ahsan és mtsai, 1998; Randall és mtsai, 2001; Thornton, 2002).
Hasonlé  szerepet tulajdonitanak  szdmos  neuropeptidnek, neurotranszmitternek,
neurotrofinnak és egyes stresszhatasokat kialakité molekulanak. Egér hajfollikulusok estében
példaul beszamoltak arr6l, hogy a P-anyag és az adrenokortikotropin (ACTH) igen
hatékonyan modositja a hajciklus eseményeit in vivo és in vitro, mig a stresszorok
alkalmazasa sordn tapasztalt szOrndvekedést gatlo hatas is a P-agyag kozvetitésével valosul
meg (Paus és mtsai, 1994a és 1994b; Arck és mtsai, 2003).

mélyebb betekintés nagyfoku klinikai relevanciaval bir. A hajndvekedés problémainak
legtdbbje ugyanis a normal hajciklus valamilyen megvaltozasara vezethetd vissza, ami azt
jelenti, hogy a funkcioképes szortliszOk ,,biologiai ordja” a kivantnal lassabban vagy

gyorsabban jar.

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

A kapszaicin receptor egy nem-specifikus kationcsatorna, melyet ma a nociceptiv
ingerek hatasara kialakul6 folyamatok egyik kdzponti integrator molekuldjanak tekintiink.

A receptor klonozasa és molekuldris karakterizaldsa Caterina és munkatarsai nevéhez
fiizédik, akik 1997-ben patkany cDNS konyvtarat hasznalva hatdroztdk meg a receptor pontos
szerkezetét (3. dbra). A patkany TRPV1 esetében egy 2514 nukleotidbol allo6 DNS szakasz
koédolja a 838 aminosavbol felépiilé 95 kDa tomegii fehérjét (Caterina és mtsai, 1997).
Strukturalis sajatsagai alapjan a TRPV1 nagyfoki homoldgidt mutat a Drosophila
melanogaster retindjdban megtaldhatdé TRP (tranziens receptor potencidl) proteinnel, ezért a
TRP receptor csalad egyik tagjanak tekinthetd (Caterina és Julius, 2001; Benham ¢és mtsai,

2002). Ezen receptorokat a non-szelektiv kationcsatornak nagycsaléddjaba soroljak, melynek
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tagjai a TRP ¢és vanilloid csaladon (TRPC, TRPM ¢és TRPV) kiviil a hiperpolarizaci¢-aktivalt
csatornak (HCN) és ciklikus-nukleotid kapuzott csatorndk (CNG) is (Benham és mtsai, 2002).
Koz06s jellemz6jiik a nagy valdszinliséggel tetramer format kialakité 6-transzmembran domén,
melyek koziil a TRPV1 esetében az 6todik és hatodik domén kozott talalhato ,,hurok™ hozza
létre a csatorna porusat. Ezen receptorcsaladra jellemzo tovabba, hogy mind az N-, mind a C-

termindlis intracellularisan helyezkedik el (Kedei €s mtsai, 2001; Benham és mtsai, 2002).
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3. abra: A TRPVI1 szerkezete és miikodését befolyasolé molekulak

A TRPVI1 szerkezetét tanulmanyozva megallapitottdk, hogy szdmos koté- és
szabalyozohellyel bir, mint pl. az intracellularis N-terminalis szakaszon megtalalhato 3 db
ankyrin repeat domén (mint potencialis protein kindz A foszforilacios helyek) (Caterina és
mtsai, 1997; Kwak és mtsai, 2000; Kedei és mtsai, 2001), az ugyancsak az intracellularisan

elhelyezkedd vanilloid (azaz a kapszaicint €s ultrapotens analogjat, a resiniferatoxint, RTX,
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felismerd) kotohely, vagy az extracellularis oldalon talalhaté allosztérikus modulécios helyek
(Garcia-Martinez és mtsai, 2000; Jordt és mtsai, 2000; Welch és mtsai, 2000). Kimutattak
tovabba, hogy a klonozott TRPV1 is funkcionalis, nem-specifikus, féként Ca®’-ionokra
permeabilis (relativ permeabilitasa Ca’’-ra nézve Pcu/Pna kozelitéleg 10) csatornaként

mikddik (Caterina és mtsai, 1997).

A TRPV1 exogén és endogén vanilloidok segitségével aktivalhato

Az elsé vegylilet, mely Osszefiiggésbe hozhaté a TRPVI1 receptorral, a csipds
paprikabol (Capsaicum annuum) izolalhat6é kapszaicin (Tresh, 1846), mely a csipOs paprika
fogyasztasat kovetd ¢go, fajdalmas érzést okozza. A kapszaicin tulajdonképpen mar joval a
receptor leirasat megel6zéen ismert volt; részben nociceptiv neuronokon vald hatasait
tanulmanyozva jutottak arra a kovetkeztetésre, hogy léteznie kell egy olyan specifikus
receptornak, ami a kapszaicin hatasait kozvetiti (Jancso, 1968). A kapszaicin celluldris
hatdsmechanizmusa ugyanis a szenzoros neuronokon harom jol elkiilonithetd folyamattal
jellemezhetd. Az elsé a kapszaicin adagolasat kdvetd excitacid, melynek soran a kapszaicin
megnéveli a sejtmembran Ca”" és Na'-permedbilitisat, ami depolarizaciohoz vezet (Bevan és
mtsai, 1993). Ezutdn egy deszenzitizacid 1ép fel, ahol a sejtek mind a kapszaicin (homolog
deszenzitizdcid) (Szolcsanyi, 1977; Winter és mtsai, 1990), mind egyéb fajdalomkeltd
anyagok (heterolog deszenzitizacid) (Jancso, 1960; Holzer, 1991) irant is érzéketlenné valnak.
Végiil a kapszaicint nagy koncentracidban, elég hosszi ideig alkalmazva a sejteken a
harmadik jellegzetes folyamat, a citotoxicitds valthato ki, mely leginkabb a megemelkedett
intacellularis kalciumszintnek, valamint ennek kovetkeztében kalcium-fliggd protedzok
fokozott mitkddésének tulajdonithatd (Wood és mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990; Holzer,

1991).
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A TRPV1 molekularis bioldgiai leirasat kovetéen elvégzett nagyszamu kisérletnek
koszonhetden kideriilt az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén vanilloid vegyiiletek,
hanem szdmos endogén, foként a fajdalom kialakitdsdban kozponti szereppel bird molekula is
képes aktivalni (3. dbra). Ezek kozil a TRPV1 legfontosabb endogén aktivatoranak
(,,ligandjanak™) tekinthetd az alacsony kiisz6bli (~ 43 °C) hdmérséklet-emelkedés, valamint a
pH csokkenése (acidozis) (Caterina ¢és mtsai, 1997; Tominaga ¢és mtsai, 1998).
Megallapitottak ugyanakkor azt is, hogy ezen hatdsok mellett szamos, leginkabb gyulladdsos
mediatornak tekintheté anyag (pl. bradikinin, extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok,
leukotriének, lipid-peroxidacié termékei, stb.) is képes a TRPVI mikodésének pozitiv
befolyasolasara (Hwang és mtsai, 2000; Tominaga és mtsai, 2001; Premkumar, 2001; Hwang
¢és Oh, 2002; Di Marzo és mtsai, 2002). Ezen adgensek egyrészt direkt médon (azaz a TRPV1-
hez kozvetleniil kapcsolodva) aktivalhatjadk a receptort (pl. ho, acidozis), masrészt (foként
metabotrop) sajat receptoraikhoz kotédve intracellularis jelatviteli Utvonalak (kinaz-
rendszerek, intracellularis hirvivok) moédositasa révén szabalyozzdk a TRPV1 mikodését.
Ilyen allosztérikus modositd hatas lehet az, hogy ezen anyagok a TRPV1 hdéérzékenységi
kiiszobét csokkentik, azaz a receptor mar fiziologids hémérsékleten is aktivalodik és
fajdalomérzést valt ki (termalis hyperalgesia) (Tominaga €s mtsai, 1998, Caterina és mtsai,
2000). A TRPV1 szerepét bizonyitja a fenti folyamatokban a TRPV1 knock-out egerekkel
végzett kisérletek eredménye is, miszerint ezen allatokban (természetesen a hidnyzé vanilloid-
érzékenység mellett) foként a termalis/gyulladasos hyperalgesia jelensége hianyzik (Caterina
¢s mtsai, 2000). Mindezek alapjan a TRPV1 a kiilonféle (pl. kémiai, termalis) nociceptiv

ingerek hatasara kialakul6 folyamatok egyik kdzponti integrator molekuldjanak tekinhetd.
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A TRPVI nem kizarolag neuronalis szoveteken fejezodik ki

A receptort autoradiografias, valamint kiilonféle funkcionalis vizsgalatok segitségével
elsdként a primer szenzoros neuronok egy meghatarozott alcsoportjaban irtak le (Szallasi,
1995; Szallasi és Blumberg, 1999), melyek sejtteste a spinalis hats6é gyoki és trigeminalis
szenzoros ganglionokban helyezkedik el. Ezen neuronok a kapszaicin és rokon vegytileteikkel
szemben mutatott érzékenységiik miatt (Holzer, 1991; Széllasi és Blumberg, 1999) a
kapszaicin-szenzitiv neuron elnevezést kaptdk (Szolcsanyi, 1982). A TRPVI1-et kimutattdk
tovabba a gerincveld hatsé szarvaban (Guo és mtsai, 1999), ahol a TRPV I-immunreaktivitas
foleg az 1. laminara lokalizalodott. A kotédési vizsgalatok soran ugyanakkor olyan kdzponti
idegrendszeri struktarak is jelolodtek, amelyek nincsenek egyértelmiien leirt kozvetlen
kapcsolatban a primer szenzoros neuronokkal (Acs és mtsai, 1996). Ilyen teriilet tobbek
kozott a hipotalamusz, ahol a TRPV1 jelenlétét hipotermids hatasaival hoztak Gsszefliggésbe
(Jancs6-Gabor és mtsai, 1970; Szolcsanyi és mtsai, 1971). Sasamura és munkatérsai (1998)
beszamoltak emellett arr6ol, hogy az agy szamos tovabbi helyén is (cerebellum, cortex,
striatum, bulbus olfactorius, hid, hippocampus ¢s thalamus) megtaldlhaté a TRPVI.

A TRPVl1-et vizsgalod kutatdsok egyik legizgalmasabb eredménye volt ugyanakkor,
amikor kideriilt, hogy a receptor elhelyezkedése és milkddése nem csupan neurondlis
szovetekre korlatozodik. Bird és munkatarsai pédaul kapszaicin segitségével a hatso gyoki
ganglionokéhoz nagyon hasonld, TRPVI-specifikus kalcium-bearamlast idéztek eld
hizdsejteken és glioma sejteken (Bird és mtsai, 1998a és 1998b). Tovabbi kutatdcsoportok
emellett beszdmoltak a kapszaicin specifikus hatdsair6l, tobbek kozott, human
polimorfonukledris sejteken (Partsch és Matucci-Cerinic, 1993), timocitdkon (Amantini és
mtsai, 2004), bronchialis epitheliumon (Lundberg, 1993; Chitano és mtsai, 1994; Ellis ¢s
mtsai, 1997) és human limfocitakon (Lai és mtsai, 1998). Végezetiil bebizonyosodott, hogy a

receptor funkcionalis formdja expresszalodik human higyhdlyag epithelidlis €s intersticialis
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sejtjeiben,valamint a simaizomban (Birder és mtsai, 2001; Ost és mtsai, 2002; Lazzeri és
mtsai, 2004).

A legujabb felfedezések egyike volt, amikor TRPVl1-et immunhisztokémia
segitségével kimutattdk human boér epidermiszén és tenyésztett epidermalis keratinocytakon,
amit RT-PCR modszerrel is aldtdmasztottak (Denda és mtsai, 2001). Inoue €s munkatarsai
(2002) ezutan beszamoltak arrél, hogy a keratinocytdk a receptor funkcionalis formajat
expresszaljak. Kimutattak tovabba, hogy a kapszaicin és a savas kdzeg ezeken a sejteken is
aktivalta a receptort, vagyis megemelte az intracellularis kalciumkoncentraciot (Inoue és
mtsai, 2002). Tovabbi vizsgalatok megmutattak, hogy az epidermalis eredeti HaCaT
sejtvonalon kapszaicin-kezelést kovetden megemelkedett a ciklooxigendz-2 expresszioja,
valamint interleukin-8 és prosztaglandin E2 felszabaduldsa (Southall és mtsai, 2003), ami arra
utalhat, hogy az epidermalis keratinocytdkon megtalalhato TRPV1 is szerepet jatszhat a bor
gyulladasos folyamatainak kialakitasaban, illetve szabalyozasdban. Mindezen eredmények ¢és
az a tény, hogy a TRPVI1 agonista kapszaicint mar régéta alkalmazzdk a klinikumban
kiilonbozé borgyogyaszati korképek enyhitésére (Bird és mtsai, 1997) (lasd Megbeszélés

crer

lehetséges szerepének vizsgalatara.
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PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Mindazon eredmények, melyek a TRPV1 szdmos neuroektoderma vagy mezoderma
eredetli, nem-neurondlis szovetekben — koztiikk természetesen az epidermalis keratinoytakon
(Denda és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; Southall és mtsai, 2003) — val6é funkcionalis
(proliferacios, apoptotikus és differencialodasi folyamatok befolyédsolasa, citokintermelés
szabalyozasa) megjelenésérdl szamoltak be, azt sugalltdk, hogy a TRPV1 biologiai szerepe
sokkal szélesebb korii, mint azt korabban gondoltuk. Az irodalomban hianyoznak ugyanakkor
azok a leirasok, amelyek felvilagositast adhatnanak a TRPV1 bdr és borfiiggelékek

Kisérleteink els6 leird részében éppen ezért az volt a célunk, hogy meghatarozzuk a
TRPV1 pontos lokalizaciojat a bor kiilonbozd eredetii és miikodésti sejtkompartmentjeiben,
kiilonds tekintettel a szortiiszére és a szOrtliszé eredetii sejtekre (pl. ORS keratinocytak).
Kivancsiak voltunk arra is, hogy a szértiiszOben tapasztalt esetleges TRPV1 expresszios
mintazat valtozik-e a hajciklus eseményeivel (anagén-katagén transzformacid) parhuzamosan.

Ezt kdvetden a receptor funkcionalis szerepének megismerésére fektettiik a hangsulyt.
Vizsgalni kivantuk, hogy milyen hatdssal van a TRPV1 kapszaicinnel valé aktivaldsa a
follikulusok alapfunkcidjara, a hajszaltermelésre, tovabba olyan sejtfolyamatokra, mint a
follikularis keratinocytak osztodasa, differencialédasa, a melanintermelés, illetve morfoldgiai
tulajdonsagok. A kovetkezd 1épésben a hasonld sejtfolyamatok vizsgalatat (apoptozis,
proliferacid, differencialodas, citokintermelés) tiiztiik ki célul a tenyésztett human szortiiszo-
eredetli ORS keratinocytak szintjén. Végiil szerettiink volna felvilagositast kapni a TRPV1

aktivalasat kovetd események hatdsmechanizmusarol is.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Human szortiiszok izoldldsa és tenyésztése

A funkcionalis kisérleteink alapjaul szolgald hajfollikulusokat plasztikai sebészeti
operaciok soran visszamaradt, halantéki tajékrol szarmazéd hajas fejborbol izolaltuk, a
boérdarabok tobbnyire 50-80 éves néi paciensektdl szarmaztak. A szOrtiiszOk eltavolitasat és
tenyésztését Philpott 1994-ben kidolgozott eljarasa alapjan végeztiik (Philpott és mtsai,
1994b). A fejbort elsoként kb. 0,5x1 cm-es szeletekre vagtuk, majd a bor felszinével
parhuzamosan eltavolitottuk az epidermiszt és a dermisz nagy részét a dermisz-szubkutisz
hataranak kozelében. Ezutan a follikulusokat csipesz segitségével izolaltuk a szubkutiszbol,
majd az ép szortiiszoket szelektaltuk. A follikulusok tenyésztése 24-lyukt tenyésztdedényben
tortént, kiegészitett (2 mM L-glutamin, (Invitrogen, Paisley, UK), 10 ng/ml hidrokortizon,
(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Németorszdg), 10 pg/ml inzulin (Sigma) és antibiotikum-
antimikotikum (Invitrogen)) Williams’ E tenyésztdoldatban (Biochrom, Cambridge, UK) 37
°C-on, 5% CO;-atmoszféraban, 3, illetve 5 napon keresztiil. A sz6rtiiszok hossznovekedését a
fénymikroszkop okularjaba beépitett skala segitségével kovettiik nyomon, a szértiiszoket
naponta, egyesével mérve. A tenyésztés végén a szortiiszOket foszfat-pufferben (phosphate-
buffered saline, PBS) torténé mosas utan Cryochrom fagyasztdé médiumba (Thermo Shandon,
Pittsburg, UK) agyaztuk be, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, végiil bel6lik 8§ um
vastagsagu fagyasztott metszeteket készitettiink.

A plasztikai sebészeti operaciokbol kapott bdrdarabok szolgaltak a teljes bort
reprezentald 8 um vastagsagui fagyasztott és paraffinba agyazott metszetek készitésére is,

melyeket az alabb részletezett moédon immunhisztokémiai technikék segitségével vizsgaltuk.
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Az ORS és HaCaT keratinocytak tenyésztése

Az ORS keratinocytak tenyésztése osztddasukban meggatolt (24 6ran at mitomicin-C-
vel kezelt) (Sigma) fibroblasztok altal kialakitott taplald rétegen tortént (Limat és mtsai, 1986
¢s 1989). Az ORS keratinocytakat anagén VI follikulusokbdl nyertiik, melyeket egy csipesz
segitségével a szemoldok teriiletérdl tavolitottunk el. A kortilbeliil 20 eltavolitott szortiiszot
haromszor mostuk Ca®" és Mg” -mentes steril PBS-ben, majd egy 6ran 4t 0,1% tripszin-0,2%
EDTA (mindkett6 Invitrogen) oldatban emésztettiik 37 °C-on, melynek soran a szOrtiiszorol
leemésztodtek az ORS sejtek. A tripszin szérumtartalmu oldattal torténd inaktivalasa utan a
sejtszuszpenzidt pipetta segitségével tobbszor triturdltuk, 10 percig 10000/perc
fordulatszamon centrifugéltuk, végiil a sejteket a taplalo rétegre szélesztettiik. A tenyésztés
Ham’s F12 (Biochrom) és szérum-mentes keratinocyta tenyésztd oldatok (SFM, Invitrogen)
1:3 aranyu keverékében tortént, mely a kdvetkezd anyagokat tartalmazta kiegészitésként: 0,1
nM kolera toxin, 5 pg/ml inzulin, 0,4 pg/ml hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin, 2 nM
trijodotironin, 10 ng/ml epidermalis ndvekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfat és
antibiotikum (mind Sigma).

A HaCaT keratinocytakat 10% embrionalis borjusavét (Sigma), 2 mM L-glutamint és
antibiotikumokat tartalmaz6 Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztéoldatban (DMEM,

Sigma) tenyésztettiik.

Szovettani és morfologiai vizsgalatok:

Az izolalt ¢és tenyésztett human szOrtiiszokbol 8 pm vastagsagu fagyasztott
metszeteket készitettiink, széritottuk, majd -20 °C-on acetonban fixaltuk. A szOrtliszok
morfologiai vizsgalatdra a metszeteken hematoxilin-eozin festést végeztiink. A melanin-
tartalom lathatéva tételére a Fontana-Masson szovettani eljarast alkalmaztuk (Barbosa és

mtsai, 1984).
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Immunhiszto- és -citokémia
Az immunhisztokémiai vizsgalataink soran felhasznalt antitestek, azok eredete,
alkalmazott higitasuk, valamint az immunhisztokémiai moddszerek Osszefoglalasa az 1.

tablazatban talalhato.

1. tablazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran felhasznalt elsodleges antitestek

Alkalmazott Eredet Faj Alkalmazott Alkalmazott modszer
antitest higitds
TRPV1 Santa Cruz BT Kecske 1:20 ABC-peroxidaz
1:40 Immunfluoreszcens
1:40 ABC-AP
1:400 TSA
Triptaz DAKO Egér 1:50 ABC-AP
CDla Novocastra Egér 1:20 ABC-AP
Ki-67 DAKO Egér 1:20 Immunfluoreszcens
NKI/beteb Cell Systems Egér 1:20 Immunfluoreszcens
TGFp; Santa Cruz BT Nyul 1:50 Immunfluoreszcens
Filaggrin Covance BT Nyl 1:100 Immunfluoreszcens

(ABC: avidin-biotin komplex, AP: alkalikus foszfataz, TSA: tyramide signal amplification )

A TRPV1 human bdrben torténd kimutatisara az avidin-biotin-komplex (ABC)
eljarast alkalmaztuk (Paus, 1998). A szovetben el6forduld endogén peroxidazok gatlasara a
metszeteket 0,5% H,0,-t tartalmazod 100%-os metanollal kezeltik. A 2% borju szérum
albumin (BSA, Sigma, PBS-ben, pH=7,6) oldattal valé inkubaci6 az elsddleges antitest nem-
specifikus kotddésének gatlasara szolgalt. A metszeteket az elsddleges TRPV1 ellenes
antitesttel (1:20) egy ¢jszakéan at inkubdltuk, amit a biotinilalt kecske-ellenes masodlagos
antitest (1:500, DAKO, Glostrup, Dania) hozzdadasa kdvetett. Az avidin-konjugalt torma-
peroxidaz (1:400, DAKO) biotinhoz valé koétddése utdn a peroxidaz-aktivitas kimutatasara
diamino-benzidint (DAB, Vector, Burlingame, CA, USA), illetve VIP SK-4600 (Vector)
kromogéneket alkalmaztuk. A magfestésre a hematoxilin Gill I (Surgipath Europe,

Peterborough, UK) szolgalt. A reakcid specificitasanak ellendrzésére negativ kontrollként az
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elsddleges antitestet szintetikus blokkolo peptiddel (Santa Cruz BT, Santa Cruz, CA, USA)
inkubaltuk, illetve elhagytuk a TRPV1 ellenes antitestet. A patkédnygerinc hatsé szarvabol
készitett metszeteken lathatdo TRPV1 immunreaktivitas szolgalt pozitiv szoveti kontrollként
(Guo ¢és mtsai, 1999). Tovabbi ellenérzésként (FITC konjugalt masodlagos antitest
felhasznalasaval) immunfluoreszcens TRPV1 festést végeztiink vad tipusi C57BL/6J és
TRPV1 knock-out B6.129S4-Trpvl egereken (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME,
USA).

Human boron késziilt kettds jelolések esetében a TRPV1-festés tekintetében a fent
leirtakhoz hasonléan jartunk el, majd ismét egy 2%-os BSA kezelést alkalmaztunk. A
hizésejtek kimutatdsara a metszeteket egérbdl szarmazé monoklonalis triptaz-ellenes
elsédleges (1:50, DAKO), majd egér-ellenes biotinilalt masodlagos antitesttel (1:500, DAKO)
inkubaltuk. Ezutan alkalikus foszfatdzzal jeldlt streptavidin, majd szubsztratként Fast Blue
(Sigma) hozzaadasa kovetkezett.

A dendritikus sejt-specifikus marker CD1a-val (Longley és mtsai, 1989) torténd kettds
festés sordn a TRPV1 jelolése és az egérben termeltetett CD1a-ellenes antitest alkalmazasa
utan egér-ellenes masodlagos antitesttel (1:500, DAKO) ¢és alkalikus foszfatdzzal jeldlt
streptavidinnel vald kezelés kovetkezett. Végiil az immunreaktivitast Fast Blue (Sigma)
oldattal tettiik lathatéva. Az endogén alkalikus foszfatazok blokkoldsa mindkét kettds jelolés
soran Levamisole oldattal tortént (Sigma).

A TRPV1 izolalt szOrtiisz6n vald kimutatdsdra a tyramide-substrate amplification
(TSA) (Botchkarev és mtsai, 2000; Ito és mtsai, 2004) és az alkalikus foszfatdz alapa ABC
(Panteleyev, 1999) modszereket hasznaltuk. A TSA eljards soran az endogén peroxidazok
gatlasat (3% H,O, PBS-ben) kovetden a nem-specifikus kotddéseket DAKO Protein Block
(DAKO) ¢és TNB oldatokkal (TSA kit, PerkinElmer, Boston, MA, USA) blokkoltuk. Az

elsddleges TRPV1-ellenes antitesttel (1:400) valé egy éjszakan 4&t, majd a biotinilalt
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masodlagos kecske/egér/nyul-ellenes disznd IgG-vel (1:200, DAKO) val6 45 perces inkubalas
utan a streptavidin-konjugalt torma-peroxidazzal (1:100 TNB pufferben, TSA kit) valo jelolés
kovetkezett. A jelerdsités utolsd 1épéseként a metszeteket TRITC-tyramiddal (1:50
Amplification Diluent-ben, TSA kit) inkubaltuk 5 percig, majd magfestést végeztiink (DAPI,
1 pg/ml, Boehringer Mannheim, Mannheim, Németorszag).

Az ABC-mddszer alkalmazasa soran a 10%-os diszné normal szérummal (PBS-ben,
DAKO) torténd eldinkubacio utan az elsddleges TRPV 1-ellenes antitestet (1:40) egy éjszakan
keresztiil alkalmaztuk. A biotinilalt kecske/egér/nyul-ellenes disznoban termeltetett
masodlagos antitest (1:200, DAKO) hasznalatat kdvetden streptavidin-alkalikus fosztfataz
jelolést hasznaltunk. Az immunhisztokémiai jelolést a Fast Red (Sigma) segitségével tettiik
lathatova, melyet a hematoxilinnel torténd magfestés zart le.

A tenyésztett ORS keratinocytdkban tortén6 TRPV1 kimutatisara egy egyszerii
immunfluoreszcens festés szolgalt, melynek soran az aceton-fixalt sejtek elsédleges TRPV1-
ellenes antitesttel (1:40) valo inkubaciodjat a FITC-jelolt masodlagos antitesttel (1:400, Vector)
valo festés kovette.

A tenyésztett szOrtliszOkon a proliferalo és az apoptotikus sejtek egyidejii kimutatasara
a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling)
kettos festést hasznaltuk (Foitzik és mtsai, 2000; Lindner és mtsai, 2000). Az eljaras soran az
0sztodo sejtek jelenlétérdl a Ki-67 proliferacios marker immunhisztokémiai kimutatisa ad
felvilagositast, az apoptotizalt sejtek megjelenitése pedig a DNS-fragmenticid soran
keletkezett szabad 3’ végek jelolésén alapul. A kettds festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-
os paraformaldehidben és etanol-jégecet 2:1 ardnyu oldataban fixaltuk. Elsé 1épésként a
metszeteket reakcidopuffer — termindlis deoxinukleotidil transzferaz (TdT) enzim (mindkettd
ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit, Intergen, Purchase, NY, USA) 70-

30%-o0s elegyével inkubaltuk 37 °C-on 60 percen keresztiil, mely sordn a TdT enzim a
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reakciopufferben talalhatd digoxigenin jelolt nukleotidokat az apoptotikusan fragmentalt DNS
3> OH végeihez kapcsolta. A reakcid leallitasa és 10%-o0s kecske normal szérumos (DAKO,
PBS-ben) kezelést kdvetden a metszeteket egy €jszakan at inkubaltuk egérben termeltetett Ki-
67 ellenes antitesttel (1:20, 2% kecske normal szérum jelenlétében). Utolsé 1épésként a
digoxigenin-jeldlt DNS-fragmentumokhoz FITC-konjugélt digoxigenin-ellenes antitestet
kapcsoltunk (TUNEL kit), a Ki-67 ellenes antitesthez pedig rodaminnel jelolt kecske-ellenes
IgG-t (1:200, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA, + 2% kecske normal
szérum, DAKO) kotottiink, végiill DAPI-val magfestést végeztiink. A TdT enzim, illetve a Ki-
67 ellenes antitest elhagyasa szolgalt a festés negativ kontrolljaként.

Szintén kettds jelolést alkalmaztunk a szOrtiiszOkon annak eldontésére, hogy a
follikularis melanocytak kifejezik-e az altalunk leirni kivant receptort: a specifikus
melanocyta marker NKI/beteb (Vennegoor ¢és mtsai, 1988) és TRPV1 azonos metszeten valo
kimutatasat végeztiik el. Elsé 1épésként az aceton fixalt metszeteket 10%-0s nyul normal
szérummal kezeltik (DAKO, PBS-ben), majd egy éjszakan at inkubaltuk a kecskében
eldallitott TRPV1-ellenes antitesttel (1:40). Ezt kovette a kecske-ellenes rodamin-jeldlt nyul
IgG-vel (1:200, Jackson Immuno Research) vald inkubacid. A festés masodik részében a
10%-o0s kecske normal szérumos (DAKO, PBS-ben) blokkolés utan az el6zéekhez hasonléan
elészor az egér NKl/beteb-ellenes elsddleges, majd a kecskében termeltetett egér-ellenes,
FITC-jelolt masodlagos antitesttel (1:200, Jackson Immuno Research) vald inkubécio
kovetkezett.

A TGFB, immunhisztokémiai kimutatdsara (Botchkareva ¢s mtsai, 1999) a
follikulusokbol késziilt fagyasztott metszeteket a 10%-o0s kecske normdl szérumos blokkolas
utan TGF-ellenes antitesttel inkubaltuk egy éjszakan keresztiil, majd ez ellen kecskében
termeltetett, FITC-kapcsolt masodlagos antitestet hasznaltunk (1:200, Jackson Immuno

Research), melyet magfestés kovetett (DAPI).
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A differencialodasi marker filaggrin kimutatdsa sordn az eldzdekben ismertetett
Iépéseket alkalmazva a filaggrin-ellenes antitesttel vald inkubdlds utdn a kecskében
termeltetett FITC-jelolt masodlagos antitestet (1:200, Jackson Immuno Research) hasznaltuk.

Osszehasonlitd hisztologiai és immunhisztokémiai vizsgilataink soran a festések
szinintenzitasbeli kiilonbségeinek mérésére az Image Pro Plus 4.5.0 szoftvert (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) hasznaltuk. A kvantifikalas soran csoportonként 20-30
follikulus elére meghatarozott, rogzitett nagysagu teriileteinek intenzitasat mértiik, majd

feltiintettiik és 6sszehasonlitottuk azok atlagat.

Western (immuno) blot analizis

A TRPVI protein szintli kimutatasat a laboratériumunkban altalaban alkalmazott
protokollnak megfeleléen (Bir6 és mtsai, 1998a; Boczan és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003;
Lazar és mtsai, 2003) az aldbbiak szerint végeztiik. A tenyésztett sejteket hideg PBS-ben
mostuk, majd lizis-pufferben (20 mM TRIS-HCIl, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-
benzénszulfonil-fluorid, 20 uM leupeptin, pH 7.4 (Sigma)) homogenizaltuk, végiil jégen
ultrahangos feltarast végeztiink. A human bor esetében folyékony nitrogénban vald poritas
utan hasonldan jartunk el. Az igy nyert lizdtumok proteintartalmat médositott BCA protein
assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA) hatdroztuk meg. A fehérjetartalmat 2 mg/ml-re
allitottuk be (a minta végtérfogatadban 5% p-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% SDS, 0.062 M
TRIS, 20 mM ditiothreitol, 0.002% bromfenolkék volt; mind Sigma), majd 10 perces f6zéssel
denaturaltuk, végiil felhasznalasig -20 °C-on taroltuk a mintakat. Kisérleteink soran SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), mintanként 20-30 pg
proteint valasztottunk szét 8%-os gélen 100 V konstans fesziiltséggel. Ezutan a fehérjéket
nitrocellul6z membranra (BioRad, Wien, Austria) transzferaltuk, 2x45 percen keresztiil, 100

V konstans fesziiltséggel. A membran szabad kotohelyeit 5% sovany tejport tartalmazd PBS-
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ben (5% tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutan a membranokat 5%-os tej-PBS-ben higitott
elsddleges TRPVI1 ellenes antitesttel (1:100) inkubaltuk egy éjszakan at. A membranok 30
perces mosasat (PBST, 0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma) kovetéen azokat nyulban
termeltetett kecske-ellenes, masodlagos, torma-peroxidazzal kapcsolt antitesttel (1:1000,
BioRad) inkubaltuk 45 percen keresztiil. Ujabb, PBST-ben elvégzett mosast kovetéen az
immunreakciok eredményét kemilumineszcens modszerrel, ECL Western blot detektalo kittel
(Amersham, Little Chalfont, UK) tettiik lathatova, amit rontgenfilmen rogzitettiink (AGFA,
Brussels, Belgium). A Western blot analizis pozitiv kontrolljaként a TRPV1-et expresszald
HaCaT és normal human epidermalis keratinocytadk (NHEK) szolgaltak (Denda és mtsai,

2001; Southall és mtsai, 2003).

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

A TRPV1 mRNS szintli meghatarozasara (Southall és mtsai, 2003) a borbdl folyékony
nitrogén segitségével homogenizatumot készitve Trizol (Invitrogen) segitségével teljes RNS
frakciot izolaltunk. A reverz-transzkripcio soran a teljes RNS 1 pg-jat 10 percre 70 °C-ra
melegitettilk, majd jégen gyorsan lehiitottiik és hozzdadtunk a kovetkezd oldatokat (mind
Promega, Madison, WI, USA): 1x reverz transzkriptaz puffer (10 mM TrisHCI (pH=9), 50
mM KCl, 0,1% Triton X-100), 5 mM MgCl,, 1 mM dNTP, 1 U/ul rekombindns RNasin
ribonukledz inhibitor, 15 U/ ul AMV reverz transzkriptaz és 0,5 pg/ml oligo(dT);s primer. A
reakcioelegyet 42 °C-on 15 percig, 95 °C-on 5 percig, végiil 4 °C-on 5 percig inkubaltuk,
majd az elegy aliquotjait hasznaltuk a PCR reakcio templatjaként a kovetkezd, human
TRPV1-specifikus primerek segitségével: 5’-CTC CCT ACA ACA GCC TGT AC-3’ és 5°-
AAG GCC CAG TGT TGA CAG TG-3’(50-50 pmol). A PCR reakci6é soran felhasznalt
héprofil a kovetkezd volt: 94 °C 2 perc; 94 °C 45 masodperc, 57 °C 1 perc, 72 °C 2 perc 30

cikluson keresztiil; 74 °C 10 perc.

26



A TGFB, mRNS szintli meghatarozasahoz (Kjellman és mtsai, 2000) csoportonként 15
tenyésztett hajfollikulusbol kiindulva a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden,
Németorszag) segitségével, a gyartd altal javasolt protokollt kdvetve nyertiink teljes RNS
frakciot. Az RNS cDNS-sé valé atirasa a 1% Strand ¢cDNA Synthesis Kit for RT-PCR
(Boehringer) alkalmazésaval, random primerek felhasznalasaval tortént. A TGF, és B-aktin
DNS szakaszok amplifikalasara a kdvetkezo hoprofilt alkalmaztuk: 94 °C 5 perc; 94 °C 30
masodperc, a TGFp; esetén 57 °C, a B-aktin esetén 55 °C 1 perc, 72 °C 1 perc 30 cikluson
keresztiil; végiil 72 °C 10 perc. Az amplifikaciot az alabbi primerek felhasznalasaval
végeztikk: TGFp,, 5'-ATC CCG CCC ACT TTC TAC AGA C-3' és 5'-CAT CCA AAG CAC
GCT TCT TCC-3'; B-aktin, 5'-CGA CAA CGG CTC CGG CAT GTG C-3' és 5'-CGT CAC
CGG AGT CCA TCA CGA TGC-3'. A termékeket etidium-bromidot tartalmazo 1%-os

agaroz gélen valasztottuk el.

Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével tortént, az 5’ nukledz modszer
felhasznalasaval. A teljes RNS kivonasara sejtkultardk esetében Trizolt (Invitrogen),
szOrtliszOk esetében RNA easy kitet (Qiagen) hasznaltunk. A teljes RNS 3 ng-jabol kiindulva
15 U AMV reverz-transzkriptazt (Promega) és 0.025 pg/ul random primert (Promega)
felhasznalva allitottunk el cDNS-t. A PCR amplifikacid6 TaqMan primerek ¢és probak
alkalmazéséaval tortént (Assay ID: Hs00218912 m1 a human TRPV1 esetében, Assay ID:
Rn00583117 ml patkdny TRPV1 esetében) a TagMan Universal PCR Master Mix Protocol
(Applied Biosystems) alapjan. Belsé kontrollként a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz
szolgalt (GAPDH, Assay ID: Hs99999905 ml a human GAPDH esetében, Assay ID:

Rn00576699 m1 a patkany GAPDH esetében).
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Intracellularis kalciummérés

A TRPV1 aktivélast kovetd intracellularis kalciumkoncentracio ([Ca®"];) véltozasanak
mérésére a kovetkezd protokollt hasznaltuk (Lazar és mtsai, 2003). A fedélemezre szélesztett
keratinocytdkat 5 puM kalcium érzékeny fluoreszcens fura 2 festék acetoximetilészter
formdjaval (fura 2-AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 60 percig inkubaltuk 37 °C-on.
A fura 2-AM-rel feltoltott sejteket tartalmazd feddlemezeket ezutan invertdld fluoreszcens
mikroszkép (Diaphot, Nikon, Toki6, Japan) targyasztalara helyeztiik. Az excitacids
hullamhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettés monokromator, valamint on-line
kapcsolt szamitogép segitségével (PTI Deltascan késziilék), majd a fluoreszcens emissziot
510 nm-en detektaltuk 10 Hz-es mintavételi frekvenciat hasznalva egy fotoelektron-
sokszorozoval. Az [Ca®"Ji-ban bekdvetkezett valtozasokat Grynkiewicz és mtsai (1985) altal
kidolgozott modszerrel vizsgaltuk. Meghataroztuk a 340 (Fs40) €és 380 nm-en (Fsg9) torténd
gerjesztés hatasara emittalt fluoreszcenciaintenzitas-hanyadosokat (R=F340/F330). Felhasznalva
a disszociacios konstans (Kp), a minimalis (Rpyin) és maximalis (Ry.x) racid értékeket,
valamint az emittalt fluoreszcencia hanyados értékeit nulla (Fsgo[0]) és a festéket szaturald

(F3g0[Ca]) kalciumkoncentracioknal, a [Ca2+]i

az alabbi képlet segitségével volt szamolhato:
[Ca®"] = Kp*(R - Runin) / (Ramax - R)*(F330[0]/Fs0[Ca]).
Kalibracios kisérleteinkben a Kp-t 76 nmol/l-nek talaltuk Rpin = 0,42, R = 8,6 és
F1g0[0]/F350[Ca] = 15,3 értékek mellett.
Kisérleteink soran a sejteket lassu perfuzidval folyamatosan Tyrode oldatban (137
mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g
gliikoz, pH 7,4; mind Sigma) mostuk. A vizsgalt anyagokat a sejtek kozvetlen kozelébe

helyezett gyors perfuzids rendszerrel adagoltuk. Kisérleteinket szobahdmérsékleten (22-23

°C) végeztik.
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A sejtproliferdcio vizsgalata

deoxyuridin (BrdU) assay kitet (Boehringer) hasznaltuk (Bir6 és mtsai, 1998a). Az eljaras
azon alapul, hogy a timidin-analég BrDU a sejtosztddas soran beépiil a proliferald sejtek
DNS-ébe. A BrDU ellenes antitesthez kapcsolt peroxidaz szubsztratjaként tetra-metil-
benzidint hasznalunk, mely az enzimreakcié soran keletkezett szines termékké alakulva
felvilagositast ad a BrDU beépiilés, vagyis a proliferacio mértékérdl. A kisérlet soran hasznalt
sejteket 96-lyuku tenyésztéedényben tenyésztettiik, a HaCaT keratinocytak esetében 5000
sejt/lyuk, az ORS sejteknél 10000 sejt/lyuk kiindulasi sejtszamot hasznalva (az ORS
keratinocytdkat 5000 sejt/lyuk stirliségben szélesztett humdn dermalis fibroblaszt taplalo
rétegen). A sejteket kitapadasukat kovetden (kb. 4 ora) 72 oran keresztil kiilonbozd
anyagokkal kezeltikk, ezt kovetéen pedig tovabbi négy oOrdn at 10 pM-os BrDU-val
inkubaltuk. A keratinocytdk fixdlasa és DNS-iik denaturaladsa utan a BrDU-ellenes antitesttel
vald inkubacid (90 perc), majd 30 perces tetra-metil-benzidin kezelés kovetkezett. Az enzim-
szubsztrat reakci6 1 M-os H,SOy4-gyel torténd leallitdsa utdn a sejteket 450 nm-en
fotometraltuk. Minden kezelést négyszeres ismétléssel végeztiink, majd az adatokat atlag +

SEM formaban adtuk meg.

Aramldsi citometria

A TRPVI1 aktivacié sejtproliferaciora, differencidlodasra, apoptédzisra, valamint a
szOrtlisz6 kialakulasat és fejlodését szabalyozd molekuldk kifejez6désére gyakorolt hatasat
aramlasi citometria segitségével elemeztik. A kontroll és kapszaicin kezelt ORS
keratinocytdk jelolésére hasznalt elsddleges antitestek a 2. tabldazatban lathatdak. A megfeleld
FITC-konjugalt mésodlagos antitestek (1:100, Vector) hasznélata utan a sejteket fixaltuk,

majd azokat a Coulter EPICS XL-4 (Miami, FL, USA) késziilék segitségével elemeztiik:

29



antigénenként legalabb 50000 sejtet hasznalva meghataroztuk a teljes sejtszamra vonatkozd

pozitiv sejtek szdmat. Az apoptotikus sejtek kimutatasara FITC-jeldlt Annexin-V antitestet

hasznaltunk (Sigma), a kapott eredményeket hasonlé modon elemezve.

2. tablazat: Az aramlasi citometrias vizsgalatok soran felhasznalt elsddleges antitestek

Alkalmazoftt antitest Eredet Faj Alkalmazott
higitds
Ki-67 DAKO Egér 1:100
Proliferating cell nuclear antigen, Novocastra Egér 1:50
PCNA
Filaggrin Covance Nyul 1:100
Cytokeratin-14, CK-14 Novocastra Egér 1:20
Cytokeratin-17, CK-17 Novocastra Egér 1:20
Involukrin Sigma Egér 1:50
IGF-I Santa Cruz BT Nyul 1:100
HGF Santa Cruz BT Nyul 1:20
SCF Santa Cruz BT Egér 1:50
TGFp, Santa Cruz BT Egér 1:50
IFNy Santa Cruz BT Kecske 1:20
IL-1B Santa Cruz BT Kecske 1:50
TNFa BD Pharmingen Nyul 1:20
FGF-5 Santa Cruz BT Kecske 1:20

Statisztikai elemzések

Mérési eredményeinket atlag + SEM, illetve atlag+ SD formaban adtuk meg. Az

adatok statisztikai kiértékelésére és 0sszehasonlitasara 5%-os szignifikancia szinttel dolgozva

a Student-féle #-tesztet alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

A TRPVI mind mRNS, mind fehérje szintjén kifejezodik a bor szamos epithelialis és
mesenchymalis sejttipusan

Kisérleteink kiinduldsaként arra voltunk kivancsiak, hogy a TRPVI1 a mar leirt
epidermalis keratinocytak mellett mas sejtipusokon is kifejezddik-e huméan bdrben in situ.
Hajas fejbdrbdl késziilt paraffinba dgyazott metszeteken specifikus TRPV1-ellenes antitesttel
immunhisztokémidt végeztiink, és megallapitottuk, hogy a receptor a bdér szamos
sejttipusaban megtalalhatd (4. dbra). Mint ahogy azt mar kordbban leirtdk (Denda és mtsai,
2001), igen kifejezett immunreaktivitéast talaltunk az epidermadlis keratinocytakon (4. dbra, A).
Megfigyeltiik azonban, hogy ez a kifejezett immunreaktivitds foleg a bazalis, vagyis
proliferdld keratinocytdk rétegére korlatozodott, mig a felszini, szuprabazélis rétegekben a
festés intenzitdsa csokkent. Az epidermisz vonatkozdsdban elmondhat6 volt tovabba, hogy a
keratinocytdk mellett a CDla-pozitiv epidermdlis Langerhans-sejtek is expresszaljak a
TRPV1-et (4. dabra, B). Kimutattuk emellett, hogy a dermisz szamos kompartmenje is
pozitivan festddott; az itt elhelyezkedd TRPV1-pozitiv szenzoros idegrostok a festés belsd
kontrolljaként (Guo és mtsai, 1999) is szolgaltak (4. dbra, C). Az emlitett neurondlis elemek
mellett er6s immunreaktivitdst talaltunk a faggyamirigyek és a verejtékmirigyek epitheliuman
(4. abra, D, E), az erek faldban mind az endotheliumban, mind a simaizom rétegben, valamint
a dermisz simaizom-kotegeiben (4. dbra, C, D, E). A hizdsejt specifikus marker triptaz-
TRPV1 kettds festés soran megallapitottuk tovabba, hogy a dermalis hizosejtek is a TRPV1-et
expresszalo sejtek kozé sorolhatok (4. dbra, F). Végezetiil kimutattuk, hogy a hajas fejbdrben
talalhatd szamos szortiisz6 kiilonféle sejtrétegeiben is (részletesen késdbb) is megtalalhatod a
TRPVI. Fontos eredményiinknek adodott, hogy a kotészoveti fibroblaszok nem mutattak

TRPV1 pozitivitast (4. abra, C).
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4. abra: TRPV1 immunreaktivitas, valamint protein és mRNS expresszio
a human borben
(A) TRPV1-immunoreaktivitds (TRPV1-ir) az epidermadlis keratinocytakon. Kifejezettebb festodés a
bazalis (BK), mint a szuprabazalis keratinocytakon (SBK) (E: epidermisz). (B) TRPV1 (barna) és
CDla (kék) kolokalizacié az epidermalis Langerhans-sejteken (nyil). (C) TRPV1-ir az idegrostokban
(I) és a dermalis erek (E) endotheliumaban és simaizomelemeiben. A dermalis fibroblasztokban nem
talaltunk TRPV 1-festédést (DF). (D) TRPV1-pozitiv faggyamirigyek (FM), érendothel és -simaizom
(E), valamint dermélis simaizom (SI). (E) TRPV1 expresszi6 a verejtékmirigy endotheliumaban (VM,
nyilak; K: kapillaris). (F) TRPV1 (barna) és hizésejt-specifikus triptaz (kék) kolokalizacié a dermalis
hizosejteken (nyilak) (E: epidermis; K: kapillaris). (G) Negativ kontroll. A festések specificitasat a

c ey

kontroll. TRPV1-ir (nyilak) a patkany gerincoszlop hats6 szarvaban (HSZ). (I) Negativ kontroll. A
TRPV1-ellenes elsédleges antitest szintetikus blokkold peptiddel vald eldinkubacidja utan hidnyzo
TRPV1-ir (HSZ: hatso szarv). (J, K) TRPV1-ir a vadtipust (J) és knockout (K) C56BL/6J egérborén
(FITC-konjugalt masodlagos antitest hasznalataval) (E: epidermis). (4, C, D, E, G) Paraffinos
metszetek. (B, F, H, I-K) Fagyasztott metszetek. A legtobb esetben DAB-ot hasznaltunk az enzim-
szubsztrat reakcid el6hivasara, kivéve (C) esetben, ahol a VIP szubsztratot alkalmaztuk. Eredeti
nagyitasok: A-F: 400x, G: 40x, H-K: 100x. (L) A TRPV1 protein (kb. 90 kDa) Western blottal torténd
kimutatasa bor homogenizatumbo6l, HaCaT €s normal human epidermalis keratinocytakbol (NHEK).
(M) A TRPV1-mRNS kimutatasa RT-PCR-ral (Méret: kb. 680 bazispar, bp).

A festések specifikussdganak ellendrzésére szamos pozitiv, illetve negativ kontrollt
alkalmaztunk (4. dbra, G-K). Negativ kontrollként az elsddleges antitestet szintetikus
blokkol6 peptiddel inkubaltuk, mikoris nem tapasztaltunk TRPV1 immunreaktivitast a bor
eddig felsorolt kompartmentjének egyikében sem (4. dbra, G). Pozitiv szdvetként patkany
gerincveld hatso szarva szolgalt (4. dbra, H): az elsddleges antitest jelenlétében az
irodalombdl ismert laminakban (Guo és mtsai, 1999) TRPV1 pozitiv festddés lathatd, mig az
antitest szintetikus blokkold peptiddel valo eldinkubdldsa utan a metszet negativ volt (4. dbra,
I). Vadtipusu C57BL/6J és TRPV1 knock-out egerek borébdl késziilt fagyasztott metszeteken
is elvégeztik a TRPV1-immunhisztokémiat: a vadtipusu egérbdr epidermiszében kifejezett
TRPV1-immunreaktivitast talaltunk, mig a knock-out mintdkon nem tapasztaltunk festddést
(4. abra, J, K). A bor kiilonféle sejttipusainak TRPV1 expresszidjat, valamint annak mértékét
a 3. tablazatban foglaltuk ossze.

A TRPV1 fehérje szintli jelenlétére utal egy tovabbi modszerrel, Western blottal valo
kimutatdsa is (4. dbra, L). Az eljards soran a huméan borbdl késziilt homogenizatumbol

kimutattuk a kb. 90 kDa nagysagli receptort. Ebben az esetben TRPV1-et bizonyitottan
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expresszalo sejttipusokat (NHEK és HaCaT keratinocytak, Denda és mtsai, 2001; Southall és
mtsai, 2003) hasznaltunk pozitiv kontrollként.

RT-PRC technika alkalmazasaval szintén kimutattuk a kb. 680 bazispar nagysagu
TRPV1-terméket, vagyis a receptor a bérben mRNS szinten is jelen van (4. dbra, M). Pozitiv

kontrollként az el6z6 modszerhez hasonléan NHEK ¢és HaCaT keratinocytakat hasznaltunk.

3. tablazat: TRPV1 immunreaktivitas (TRPV1-ir) a human bér Kkiilonb6z6 sejttipusain.

Sejt Eredet TRPVI-ir
Epidermisz
Bazalis keratinocytak E +++
Szuprabazalis keratinocytak M +
Melanocytak M -
Langerhans sejtek M ++
Dermisz
Hizosejtek M ++
Verejtékmirigy epithelium E +++
Endothel sejtek E +++
Faggyumirigy sebocytai M ++
Simaizom M -+
Kotdszoveti fibroblasztok M -

A TRPVI1-immunreaktivitas intenzitasa: -: nincs festédés, +: gyenge festddés, ++: kdzepes festddés,
+++: er0s festdédés. E: neuroektodermalis, M: mesenchymalis

Mind a borben in situ elhelyezkedo, mind a tenyésztett human szortiiszok szamos sejtrétege
kifejezi a TRPVI-et

A paraffinba 4dgyazott human fejbér TRPV1-immunhisztokémidja sordn a fentieken
kiviil megallapitottuk, hogy az aktiv ndvekedési, anagén-VI fazisban 1évé szortliszok is
intenziv. TRPV1-immunreaktivitdst mutatnak (5. dbra, A). Kifejezett TRPV1-pozitivitast
talaltunk az ORS keratinocytdkon, a follikulus teljes hosszaban, valamint a kiilsd
gyokérhiively minden sejtrétegében, homogén eloszlasban. Az IRS differencidlodott
keratinocytdiban is kimutathatdé volt a TRPVI, bar ezen sejtréteg valamivel gyengébb

immunreaktivitassal volt jellemezhetd.
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5. abra: TRPV1 immunreaktivitas tenyésztett és in situ szortiiszon
(A) TRPV1-ir az in situ szortiiszoben. TRPV1-pozitiv belsé és kiilsé gyokérhiively (IRS és ORS) és
matrix keratinocytak (MK). (DP: dermalis papilla) (A4, inset, B) Negativ kontrollok (NK). A festések

crer

ellenériztik ABC (A) és fluoreszcens (B) jeldlés soran. (DP: dermalis papilla, MK: matrix
keratinocyta). TSA (C, D) és ABC-AP (E, F) modszerek segitségével kimutatott TRPV 1-ir tenyésztett
anagén (C, E) ¢és INF-y-indukélta katagén (D, F) follikulusokon. (G) TRPV1 (piros, G/I) és
NKlI/beteb (zo6ld, G/2) parhuzamos immunfluoreszcens jeldlése. Az NKl/beteb+ melanocitak nem
expresszaljak a TRPV1-et. (B, C, D, G) DAPI magfestés (kék fluoreszcens), (4, E, F) hematoxilin-
eozin magfestés (kékkel). Eredeti nagyitasok: 4: 100x, B-G: 200x. (H) A TRPV1 expresszio Q-PCR-
ral torténd kimutatdsa izolalt hajfollikulusban. A TRPV1-expressziot az azonos szovetbdl izolalt
GAPDH expressziojara vonatkoztattuk, ndvekvé cDNS mennyiségbdl kiindulva. TNK: templat cDNS
nélkiili (negativ) kontroll; TRPV1/C6 és TRPV1/CHO: a rekombinans patkany TRPV1-t stabilan
expresszald C6 ¢s CHO sejtvonalak (pozitiv kontroll), HF: szortiisz6. Az értékeket atlag+ SEM
formaban adtuk meg, a mérések haromszori ismétlésével.

A bulbus matrix keratinocytdiban gyenge TRPV1 immunreaktivitdst talaltunk.
Kimutattuk emellett, hogy a follikulust kiviilr]l burkold CTS, illetve az azzal kapcsolatban
1évé DP specialis fibroblasztjai viszont —a bdér dermalis fibroblasztjaihoz hasonldan (lasd 4.
dbra, C) — nem expresszaltdk a TRPV1-t.

A teljes borben késziilt festéssel azonos szoveti eloszlast mutatott a TRPV1 izolalt,
tenyésztett anagén VI fazisban 1évd szOrtiiszOkon. Két tovabbi, nagy érzékenységii
immunhisztokémiai eljarast, a TSA-t és az alkalikus foszfatdzzal miikodé6 ABC technikakat
alkalmazva (5. dbra, C, E) megallapitottuk, hogy igen kifejezett TRPV1-immunreaktivitas
tapasztalhaté az ORS, IRS ¢és matrix keratinocytdk rétegeiben (bar ebben az esetben az IRS
TRPV1-pozitivitasa talan kevésbé volt kifejezett, mint a bérben in sifu). A DP és CTS teriilete
ismételten TRPV1-negativnak adodott.

Nem talaltunk TRPV1-expresziot a bulbus prekortikalis melanocytaiban (5. dbra, G).
Az altalunk keresett vanilloid receptorral (G/I) parhuzamosan, azonos metszeten elvégeztiik a
specifikus melanocyta-marker NKlI/beteb (G/2) immunfluoreszcens jelolését is. Azt
tapasztaltuk, hogy a két molekula lokalizdcioja egymadstdl eltérd, vagyis hasonléan az
epidermalis melanocytakhoz, a follikuldris melanocytakon sem talalhaté meg a TRPV1.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy az altalunk leirt TRPV1 expressziés mintazat

valtozik-e a hajciklus morfologiai véltozasaival parhuzamosan. Ennek érdekében izolalt
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szOrtiiszOket 1000 IU/ml IFNy-val kezeltiink, mely bizonyitottan képes katagént indukalni
kisérleti koriilmények kozott (Ito €s mtsai, 2004). Az IFNy-kezelést kovetden a szortiiszokbol
fagyasztott metszeteket készitettiink, majd morfoldgiai és immunhisztokémiai elemzés utan
elkiilonitettiik a katagén fazisban lévoket. (Katagénként definialtuk az alabbi morfogenetikai
valtozasokkal jellemezhetd szortiiszOket: vékony, lehtzodott DP, apoptotizalt martix
keratinocyta réteg, csokkent melanintartalom. Ezen szOrtliszok tovabba a kezeletlenekhez
képest tobb apoptotizalt, TUNEL-pozitiv, illetve kevesebb proliferald, vagyis Ki-67-pozitiv
keratinocytat tartalmaztak; Miiller-Rover és mtsai, 2001; Stenn és Paus, 2001) (1asd alabb).

A kezeletlen (anagén VI) és IFNy-kezelt (katagén I-1I) folliklusokon TRPV1-festést
végezve megallapitottuk, hogy a TRPVI1-immunreaktivitas jelentdsen megemelkedett az
anagén-katagén transzformaciot kovetden (5. dbra, D, F). Statisztikai elemzés soran
szignifikans kiilonbséget tapasztaltunk az anagén és katagén szdrtiiszok ORS keratinocytainak
TRPV1 expresszdjaban: az immunhisztokémiai festések szinintenzitasanak denzitometrids
analizise kimutatta, hogy a katagén follikusokban a TRPV1 expresszi6 intenzitds mértéke
32,3+ 6,8 %-kal nagyobb volt (4tlag £ SEM, n=20-30, p <0,05) a kontroll (kezeletlen)
csoport értékeihez viszonyitva.

A TRPV1 human hajfolliklusban torténd fehérje szintli kimutatasa utan, kvantitativ Q-
PCR felhasznalasaval, a TRPVI-mRNS-t is kimutattuk az anagén VI-os follikulusokbol
késziilt homogenizatumban (5. dbra, H). Ebben az esetben a TRPVI1-et overexpresszalo,
rekombinans patkany sejtvonalakat (C6 és CHO) hasznaltunk pozitiv kontrollként (Lazar és
mtsai, 2003 ¢és 2004). Megallapitottuk, hogy a humdn izolalt hajfollikulusban a pozitiv

mintakkal 6sszevethetd mennyiségben van jelen a TRPV1.
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A TRPV1-aktivacio dozisfiiggoen és specifikusan gatolja a hajszal hossznovekedését szortiiszo
szervkulturaban

A TRPV1 human sz0rtiiszoben valo jelenlétének leirasa folvetette azt a kérdést, hogy a
receptor milyen funkcionalis szerepet tolthet be a szdrtiisz6 kiillonbozo élettani folyamataiban.
A kérdést tisztazando elso 1épésként azt vizsgaltuk, milyen hatdssal van a TRPV1 aktivacié a
szOrtiisz0 egyik legszembetinObb folyamatara, a hajszal kialakitdsara. Izolalt huméan
szOrtiiszOket szervkultiraban 6t napon at kezeltiink a TRPV1 aktivator kapszaicin (Bevan és
mértiik a hajszal hosznovekedését mind a kontroll, mind a kapszaicin-kezelt csoportokban. A
hossznovekedési adatokbol novekedési gorbét készitettiink, ahol a ndvekedés mértékét a
kezeletlen csoport izoldlds napjan mérhetd atlagos hosszara vonatkoztattuk. A kezelést
kovetden azt tapasztaltuk, hogy a kapszaicin, vagyis a TRPV1 specifikus stimulalasa,
dozisfiiggéen gatolta a hajszalak hossziranyl novekedését (6. dbra, A). A 30 pM-os
kapszaicin-kezelés sordn a kontrollhoz képest mar a kezelés harmadik napjan szignifikans
eltérést tapasztaltunk, mig a kezelés 6todik napjara a TRPV1-aktivalas a hosszndvekedést a
felére csokkentette. A kapszaicin 10 pM-ban valé alkalmazasa kisebb mértékii novekedés-
gatlast okozott, ami a kezelés negyedik napjatol mar szintén szignifikansnak bizonyult.

Hogy meggy06zddjiink a kapott hosszndvekedést gatld hatas specifikussagarol, vagyis,
hogy a novekedésben tapasztalt visszaesés valoban a TRPV1-aktivélas hatisara kovetkezett-e
(10 uM) kivalasztasa mellett a specifikus TRPV 1-inhibitor iodo-resiniferatoxint (I-RTX) (100
nM) alkalmaztuk (Wahl és mtsai, 2001), majd az el6z0h6z hasonléan novekedési gorbét
készitettiink. A novekedési gorbe tanulmanyozasa soran megallapitottuk, hogy az I-RTX
alkalmazésa teljesen kivédte a kapszaicin okozta TRPV1-aktivalas hatdsat, ami a TRPV1

hossznovekedés szabalyozasaban betoltott specifikus szerepére utal (6. dbra, B). Az
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antagonista Onmagaban val6d alkalmazasa a hossznovekedést kis mértékii, nem szignifikans

valtozasat okozta (nem mutatva).
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6. abra: A TRPV1-aktivacio dozisfiiggéen és specifikusan gatolja a hajszal
hossznovekedését szortiiszo szervkulturaban

(A) A hajfollikulusokat (csoportonként atlagosan 18) 5 napon keresztiil a kapszaicin (Kapsz)
kiilonbozé (1, 10, 30 uM) koncentracidjaval kezeltiik, mig kontrollként DMSO-s kezelést
alkalmaztunk. (B) A hajszalak hosszndvekedése DMSO (kontroll), 10 uM kapszaicin és 10 uM
kapszaicin és 100 nM [-RTX-szel valé 5 napos inkubacidot kovetden. A hajszalakat naponta egyesével
mértiik, majd a hossznovekedést a kontroll hajszalak izolalas napjan mért hosszara vonatkoztattuk. Az
értékeket atlag = SEM formaban tiintettiik fel, illetve a Student-féle s-teszt segitségével értékeltiik ki.
*: szignifikans kiilonbség (p < 0,05). A kisérletet haromszori ismétléssel végeztiik.

crer

apoptozist indukal

A szervkultrdkban tenyésztett szortliszOket a kapszaicin-kezelés végeztével
beagyaztuk, majd beldliikk immunhisztokémiai célra metszeteket készitettiink. Mivel a TRPV1
aktivalasat kovetden a szérszal hosszndvekedése jelentdsen lecsokkent, kivancsiak voltunk,
hogy a szdrszal -eldallitasdban kozvetetten résztvevd martix keratinocytdk egyes
sejtfolyamatai (proliferdcio és apoptozis) valtoztak-e a kezelés hatasara. A kontroll és

kapszaicin-kezelt metszeteken a proliferdlo és apoptotikus sejtek egyidejii kimutatdsara
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szolgald Ki-67/TUNEL festéseket kivitelezve az Auberth-vonal alatt elhelyezkedd matrix

keratinocytakat vizsgaltuk (7. dbra).

-
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Kapszaicin
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7. abra: A TRPV1-aktivacio gatolja a marix keratinocytak

A proliferacié (Ki-67, piros) és apoptozis (TUNEL, zold) egyidejii jelolése kontroll (4) és 10 uM
kapszaicin-kezelt (B) tenyé€sztett hajfollikulusokon. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). DP:
dermalis papilla, MK: matrix keratinocytak. Eredeti nagyitas: 400x. (C) Az Auberth-vonal alatt
talalhat6 Ki-67- ¢s TUNEL-pozitiv sejtek szazalékos aranya a teljes sejtszamra (DAPI-pozitiv sejtek)
vonatkoztatva. Az értékeket atlag+ SD formaban tiintettilk fel, illetve a Student-féle ¢-teszt
segitségével értékeltiik ki. *: szignifikans kiillonbség (p < 0,05). A kisérlet haromszori megismétlése
hasonld eredményt adott.

A kontroll, vagyis a gorbe szerint gyorsabban ndvekedd hajfollikulusok matrix
keratinocytdiban szdmos aktivan proliferdlo sejtet talaltuk, foként a dermalis papillat
kozvetleniil hatarolo sejtrétegekben. A szOrtiiszé bulbusaban elhelyezkedd matrixban emellett
elhanyagolhatd szamu apoptoétizalt keratinocytdt mutattunk ki (7. dbra, A). A TRPV1
aktivalast kovetden (7. dbra, B) viszont megfordult a proliferald €s apoptotikus sejtek aranya:

a sejtek kb. 10%-a TUNEL-pozitiv volt, vagyis programozott sejthaldlon ment keresztiil, mig

az o0sztodo sejtek aranya a kontrollhoz képest jelentdsen lecsokkent (7. dabra, C). Mindez azt
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mutatja, hogy a TRPV1 aktivacio soran bekovetkezd gatolt hajszalnovekedést a matrix

keratinocytak apoptdzisa és csokkent mértékii osztodasa kiséri.

A TRPVI stimulalasa anagén-katagén transzformaciora jellemzo morfologiai valtozasokat
okoz

A kovetkezd 1épésben a szOrtiiszokbol késziilt metszeteken hematoxilin-eozin festést
A vizsgalat soran anagén és katagén kategoridkat feldllitva (Miiller-Réver és mitsai, 2001;
Stenn és Paus, 2001) a follikulusokat valamelyik csoportba besoroltuk, majd kifejeztiik az
anagén ¢s katagén Osszes follikulusra vonatkoztatott aranyat (8. d@bra, C). Megallapitottuk,
hogy a kontroll follikulusok nagy része az anagén VI stddiumban 1évd szOrtiisz jellegzetes
képét mutatta (8. dbra, A), mig a kapszaicin-kezelés eredményeként szdmos, a korai
regressziods, vagyis katagén fazisra jellemzd szovettani valtozas l1épett fel (8. dbra, B). A
TRPV1 aktivalas hatasara a DP elvékonyodott, a dermalis fibroblasztok lefelé vandoroltak,
majd orsé alakil format vettek fel. A matrix keratinocytdk rétege szintén elvékonyodott, a
hajszal és a dermalis papilla kozott igy egy hidszerl sejtréteget alakult ki, a két kompartment
ezaltal eltavolodott egymastol. Jellemzd volt tovabba a pigmentécio jelentds csokkenése is a
felhuzodott hajszalban.

Adataink statisztikai elemzése soran kidertilt, hogy mig a kontroll esetben a szortiiszok
kb. 80%-a anagén VI-os morfoldgiat mutatott, és csak a maradék kb. 20% volt a fenti
parhuzamosan nétt a katagén follikulusok aranya (8. dbra, C). A 10 uM-os kapszaicin-
kezelést kovetden az arany kb. 60-40%, mig a 30 uM-os kapszaicin a follikulusok kb. 80%-

aban indukalt korai katagén regressziot.
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A TRPVI1-stimulaciét kovetd morfologiai valtozasokat, vagyis az anagén-katagén
indukciot timasztjak ala a korabbiakban leirt, Ki-67/TUNEL festéssel kapott eredményeink is
(7. abra). Ennek megfelelden a katagén indukcio a proliferacio és hossznovekedés gatlasaval,

valamint az apoptozis indukciojaval jart egyiitt.

160+ B Anagén 7777 Katagén

*

120+ 1

Szazalék

Kontroll 10 30
Kapszaicin (uM)

8. abra: A TRPV1-stimulacié katagén transzformaciot indukal
a tenyésztett szortiiszokben

Izolalt szortiiszOket 5 napon keresztiil 10 uM kapszaicinnel kezeltiink (B), majd a beldliik késziilt
metszeteken hematoxilin-eozin festést végezve meghataroztuk (C) az anagén illetve katagén
szazalékos aranyat a kontroll follikulusokhoz (A) képest. Az anagén-katagén elkiilonitése az
irodalomban meghatérozott kritériumok szerint tortént (csokkent pigmentacio, elvékonyodott matrix
keratinocyta, MK ¢és leszallo dermalis papilla, DP réteg). Eredeti nagyitas: 100x. Az adatokat atlag +
SEM forméban tiintettiik fel. *: szignifikans eltérés (p < 0,05).

Minthogy a kapszaicin-kezelést kovetéen a szOrtiiszOkben a korai katagén
kialakulaséaval jelentds pigmentacio-csokkenést tapasztaltunk, szerettiik volna kideriteni, hogy
ez elsddlegesen a katagén-indukcio, vagy a direkt TRPV 1-stimulacié miatt kovetkezett-e be.
Ennek érdekében egy tijabb szervkultirat inditottunk. A follikulusokat 30 uM kapszaicinnel

kezeltiik, majd naponta beldliikk kb. 20-at beagyaztunk, metszettiik, hematoxilin-eozinnal

megfestettiink és vizsgaltuk a nulladik naphoz képest bekovetkezé morfologiai valtozasokat.

42



Azt tapasztaltuk, hogy kortilbeliill a harmadik napon kezdenek megjelenni a katagén késobbi
kialakuldsara utald finom morfologiai valtozasok. Ezért a két napig tenyésztett follikulusokbol
késziilt metszeteket hasznaltuk tovabbi vizsgalatainkra, melyek még bizosan anagén VI-os
fazisban vannak, és nem lathatok rajtuk a katagén transzformdacio jegyei. A kivalasztott
metszeteken ezutdn a melanin-szemcsék lathatova tételére a Fontana-Masson festést

alkalmaztuk (9. dbra).

Kontroll Kapszaicin

9. abra: A TRPV1-aktivalas kozvetleniil nem befolyasolja a pigmentaciot
A TRPVIl-aktivaciot kdvetden (B) nem valtozik meg szignifikdnsan a Fontana-Masson eljaras
segitségével kimutatott pigmentdcids mintdzat a tenyésztett, izolalt follikulusokban a kontrolléhoz
képest (A). Eredeti nagyitas: 100x. DP: dermalis papilla

Osszehasonlitottuk a kezeletlen (9. dbra, A) és két napos kapszaicin-kezelt (9. dbra,
B) follikulusokban a feketére festddott melanin mennyiségét, és azt tapasztaltuk, hogy nincs
szignifikans eltérés a két csoport kozott. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a pigmentécio
csokkenése inkdbb a katagén fazis kialakuldsaval parhuzamosan zajlo, altalaban

megfigyelhetd morfoldgiai valtozasokra vezethetd vissza, és nem a TRPVI1-stimulacid

elsddleges hatasaként jon létre. Ezt tamasztja ala az a megfigyelésiink is (Id. 5. dbra, G),
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miszerint a tenyésztett szOrtiiszokben a pigmentacio kialakitasaért felelés melanocytakon nem

tudtunk TRPV 1expressziot kimutatni.

A TRPVI-aktivacio nem befolyasolja a differencidalodasi marker filaggrin expressziojat

A kapszaicin hatasara bekdvetkezett morfologiai valtozasok és katagén kialakuldsa
felvetette annak a lehetéségét is, hogy a TRPVl1-aktivaci6 a keratinocytdkban
differencidlodasi folyamatokat indithat be. A differencialodas sordan a keratinocytak
génexpresszios mintdzata megvaltozik, mely folyamat soran néhdny molekula expresszidja
megnd. Ilyen pl. a filaggrin is, amit ezért a differencialodasi markerként tart szamon az

irodalom (Lenoir és mtsai, 1988).

‘Kontroll Kapszaicin

10. abra: A TRPV1-aktivacié nem befolyasolja a differencialodasi marker
filaggrin expresszigjat
A differencialodasi marker filaggrin immunfluoreszcens jeldlése kontrol (A4) és kapszaicin kezelt (B;
10 uM, 3 nap) szortliszé kiilsé gyokérhiively keratinocytaiban (ORS) az istmus régioban. Eredeti
nagyitas: 100x. A festések nem mutatnak szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott
(denzitometrias értékek a szovegben).

Ebben a kisérletben is azokat a follikulusokat hasznéltuk, melyek még nem mutattak
katagénre utaldé morfoldgiai jegyeket, hiszen a katagén-transzformdaci6 is egyiitt jarhat a

follikulus-epithelium differencidlodési folyamatainak megvaltozasaval. Kapszaicin kezelt és
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kontroll szortiiszokon elvégeztiik a filaggrin immunfloureszcens jelolését (10. dbra, A, B).
Mindkét esetben hasonld volt a filaggrin expresziés mintazata; immunreaktivitast talaltunk a
termindlisan differencialédott ORS keratinocytédkon, az IRS keratinocytdk minden rétegében,
de nem festddtek a martix keratinocytak aktivan proliferalo és még nem differencidlodott
sejtjei. A filaggrin expresszid kvantitativ dsszehasonlitdsara az ORS keratinocytak teriiletén
mindkét csoportban azonos nagysagu teriileteket jeloltiink ki, majd elemeztiik az ott talalt
festés szinintenzitasat. A denzitometrias adatok azt mutattak, hogy nincs szignifikans eltérés a
két csoport kozott. A kontroll follikulusok esetében a mért denzitometrias érték 76,8 £ 6,3 a
kezelést kovetden 80,3 £+ 4,8-ra ,,valtozott” (4tlag £ SEM, n =15, p>0,5). Mindebbdl arra
kovetkeztethetiink, hogy a TRPVI1-aktivaci6 nem befolyasolja lényegesen a follikularis
epithelium differencialédasi folyamatait; a katagén indukcié soran bekovetkezd morfoldgiai

valtozasok és a hosszndvekedésben tapasztalt visszaesés valdszintileg inkabb a keratinocytak

cres

A TGFp; jelatviteli utvonal részt vehet a hajnévekedést gatlo TRPV1 szignalizacioban

A TGFp, a hajciklus negativ regulatoraként szamon tartott molekula (Philpott és
mtsai, 1994b; Foitzik és mtsai, 2000; Soma és mtsai, 2002); azaz gatolja a hossznovekedést az
érett anagén VI follikulosokban in vitro, ami anagén-katagén transzformdacioval, illetve
apoptézis-indukcidval jar. Mivel ezek a hatasok igen hasonloak azokhoz, amit mi a TRPV1-
stimulacid soran tapasztaltunk, felmeriilt az a lehetéség, hogy a TGFp, esetleg szerepet
jatszhat a TRPV1-aktivalas soran tapasztalt jelenségek kialakulasaban.

Rovid idejii kapszaicin kezelést kovetden ezért immunfluoreszcens technika
segitségével megvizsgaltuk a TGFp, kifejezddését a kontroll follikulusokhoz viszonyitva (11.

dabra). A kezeletlen follikulusokban (11. dbra, A) a TGFP, fehérje féleg az ORS
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keratinocytakra lokalizalodott, ugyanakkor elhanyagolhaté immunflureszcens expresszid volt
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11. abra: A TRPV1-stimulacio hatasara megno a TGFp, expresszios szintje in vitro

A TGFB, immunfluoreszcens kimutatisa kontroll (4) és kapszaicin-kezelt (B; 10 pM, 3 nap)
szOrtliszon. Megemelkedett TGFB, expresszio lathatd a kapszaicin-kezelt follikulusok martix
keratinocytaiban (MK) és dermalis papillajaban (DP). A kék fluoreszcens szin a DAPI-val tortént
magfestést jeloli. Eredeti nagyitas: 400x. (C) A TGFB, mRNS szintii &sszehasonlitdsa kontroll és
kezelt follikulusokban RT-PCR moédszerrel. Bels6é kontrollként B-aktint hasznaltunk. Savok: 1: cDNS
nélkiili reakcid (negativ kontroll), 2: 1 napos kontroll, 3: 1 napos kapszaicin kezelt (10 uM), 4: 2 napos
kontroll, 5: 2 napos kapszaicin-kezelt minta. Bp: bazispar. (D) Az mRNS mennyiségét a B-aktinra
vonatkoztatva denzitometridsan elemeztilk. A kapszaicin-kezelt csoportoknal kapott értékeket
atlag £ SEM formaban tiintettiik fel. *: szignifikans eltérés (p < 0,05).

A TRPVI1-stimulaciét kovetéen (11. dabra, B) azonban jelentdsen megvaltozott a
TGFB, szoveti eloszlasa. Igen aktiv immunreaktivitdst tapasztaltunk az emlitett ORS
keratinocytdkon kiviil a bulbus matrix keratinocytéin is, s6t a festések nagy részében a DP
fibroblasztjain is megjelent a TGFf,-fehérje. A TGFB, expresszid intenzitasat ismét
denzitometridsan hasonlitottuk Ossze a két csoportban, ami azt mutatta, hogy a kezelt

follikulusok szignifikansan (p < 0,001) intenzivebb, 132,8 + 13%-kal nagyobb expresszioval

jellemezhetok (atlag = SEM, n=15). Hasonldé eredményt kaptunk a TGFB, mRNS szintli
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Osszehasonlitasakor is (I1. dbra, C). A két napos kapszaicin-kezelést kovetéen szignifikans
moddon megemelkedett a TGFB,-mRNS szintje a kontroll, illetve az egy napos kapszaicin-
kezelés értékeihez képest is (11. abra, D).

Kovetkezd szervkultirankban a szortiiszoket a kapszaicinnel egyiitt TGF[,-ellenes
neutralizald antitesttel inkubaltuk annak kideritésére, hogy mennyiben felelés a TGFpB, a
kapszaicin altal kivaltott hatdsok kozvetitésében. Novekedési gorbét készitve azt tapasztaltuk,
hogy a neutralizal6 antitesttel végzett kezelés csak részben volt képes kivédeni a kapszaicin
altal kivaltott hossznovekedést gatldo hatast (35,2 + 6%-o0s csokkenés a kapszaicin gatld
hatasaban, atlag + SEM, p < 0,05, n=6) (abran nem mutatva) Feltételezhetd tehat, hogy az
altalunk megfigyelt jelenségek egy része a TGFB, felszabaditasdnak kozvetlen
kovetkezménye lehet, mig mas, ettdl eltérd szabalyozasi utakkal is szamolnunk kell (lasd

alabb).

A TRPV1 az ORS keratinocytakban is megtalalhato

Eddigi funkciondlis kisérleteink sordn izolalt, tenyésztett szortiiszOket hasznaltunk
kisérleti modellként, mely segitségével a TRPV1-aktivacio hatasait vizsgaltuk a miniszerv
kiilonb6z6 élettani folyamataira in vitro. A tovabbiakban a TRPV1-stimulaci6é celluldris
hatasait kivantuk tanulményozni, részben eddigi eredményeink megerdsitésére, részben
tovabbi, foleg a kapszaicin hatdsmechanizmusdval kapcsolatos kérdések tisztazasara.
Sejtszintli  kisérleteinket az ORS keratinocytakbol készitett primer kultaran végeztiik,
parhuzamosan az immortalizalt, epidermalis eredetli, TRPV1-et bizonyitottan (Southall és
mtsai, 2003) expresszald HaCaT keratinocytakkal.

Mind immunhisztokémia, mind Western blot segitségével sikeriilt kimutatnunk a
TRPV1-t tenyésztett ORS sejteken (12. dbra, A, B). A Western blot soran megallapitottuk,

hogy a pozitiv kontrollként hasznalt HaCaT sejtekkel dsszevetheté mennyiségben fejezddik ki

47



a TRPVI1 az ORS keratinocytdkban, mig a human dermalis fibroblasztok esetében nem
talaltuk meg a TRPV1 jelenlétére utalo immunsavot. Kapott eredményeink ellendrzésére,
illetve a receptor mRNS szintli kimutatasara ismét Q-PCR-t végeztiink (12. dbra, C). A
reakciot a mar korabban is hasznalt human hajfolliklus, normal human epidermalis és HaCaT
keratinocyta, valamint dermalis fibroblaszt mintakkal parhuzamosan futtattuk. A Western blot
kysérletek soran tapsttaltakkal megegyez6en kimutattuk, hogy a folliklussal és keratinocyta
tenyészetekkel Osszehasonlithatdé mennyiségben fejezodik ki a TRPVI-mRNS az ORS
homogenizatumban (a novekvé cDNS- mennyiségnek megfeleléen nodtt a felsokszorozott
PCR termékek mennyisége).
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12. abra: A TRPV1 kifejezodik a tenyésztett ORS keratinocytakban

(A) TRPV1-ir (zolddel) tenyésztett ORS keratinocytakban. A magok (kékkel) festése DAPI-val
tortént. Eredeti nagyitas. 630x. (B) A TRPV1 Western blottal torténd kimutatasa ORS és HaCaT
keratinocytak, valamint human dermalis fibroblasztok (HDF) homogenizatumabdl. A nyil a
fehérjesavok becsiilt molekulasulyat jeloli (kb. 90 kDa). (C) A TRPV1 expresszio Q-PCR-ral torténd
vizsgalata human hajfollikulusban és tenyésztett sejtekben. Az expresszio értékeit a GAPDH
mennyiségére normaltuk. NHEK: normal human epidermalis keratinocytak, HF: szortiisz6. Az
értékeket atlag £ SEM formaban adtuk meg, a mérések haromszori ismétlésével.
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A tenyésztett sejtek esetében megfigyelt eredményeink tehat 6sszecsengenek mind a
boérben, mind a tenyésztett szortiiszOkkel végzett fent bemutatott kisérletek adataival, hiszen a
keratinocytak kiilonféle tipusaira, illetve rétegeire jellemzd volt a TRPV1 expresszid, mig a

fibroblasztok nem fejezték azt ki.

A TRPVI, a HaCaT keratinocytikhoz hasonloan az ORS keratinocytakban is funkcionalis
Ca’*-csatornaként mitkédik

A TRPVI1 szamos neuronalis ¢és non-neurondlis sejten, tobbek kozott a HaCaT
keratinocytakon is funkcionalis Ca®’-permedbilis csatornaként miikodik (Inoue és mtsai,
2002). Ezért tovabbi kisérletiinkben arra voltunk kivancsiak, hogy milyen hatdssal van a
TRPV1-aktivacio az ORS sejtek Ca’-homeosztazisira. Az ORS keratinocytak mellett

méréseinket pozitiv kontrollként a HaCaT-tenyészeten is elvégeztiik (13. dbra).
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13. dbra: A TRPV1 aktivalasa az [Ca®']; novekedését eredményezi az ORS sejtekben
A fura 2-AM-t6ltott sejteket kapszaicin kiilonb6z6 koncentracioival (1, 3, 10 uM) kezeltiik illetve 10
uM kapszaicin és 100 nM I-RTX egyiittes kezelését alkalmaztuk 1,8 mM Ca**-tartalmi Tyrode-
oldatban, majd meghatéroztuk az [Ca®]i-t. Az adatok atlag + SEM formaban lathatok. Atlagosan 15-
20 sejtet mértiink minden csoport esetében. *: szignifikans (p <0,05) kiilonbség a nem kezelt és
kapszaicin-kezelt sejtek kozott, **: szignifikans kiilonbség a kapszaicintI-RTX-kezelt és 10 pM
kapszaicin-kezelt sejtek [Ca*"]; szintje kozott.
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A fedélemezre szélesztett keratinocytakat folyamatosan 1,8 mM Ca®"-tartalmt Tyrode
oldattal mostuk, majd a sejteket 1, 3 és 10 uM kapszaicinnel kezeltiik, végiil mértiikk a
kapszaicin hozzdadasat koveté [Ca’'Ji-valtozast. Megallapitottuk, hogy a kapszaicin mind az
ORS, mind a HaCaT keratinocytakban hasonlé médon valtoztatta meg a [Ca® -t a ndvekvd
mennyiségii kapszaicinnel parhuzamosan nétt az [Ca®']; mennyisége. Kimutattuk tovabba,
hogy a TRPVI1-antagonista [-RTX mindkét sejttipus esetében megakadalyozta a 10 pM
kapszaicin 4ltal okozott [Ca®’]; ndvekedést, ami ismét a TRPVI direkt, specifikus
aktivalodasara utal. Fontos megjegyezni, hogy a Ca’’-mentes Tyrode oldatban végzett
méréseink soran egyik kapszaicin koncentracié sem valtott ki [Ca®']; valtozast (nem mutatva),

ami ugyancsak a TRPV 1-on keresztiili specifikus Ca**-bearamlésra utal.

A TRPVI-aktivacio gatolja a proliferaciot és apoptozist indukal tenyésztett ORS és HaCaT
keratinocytdkon

A sz6rtliszé szervkulturan végzett kisérleteink soran arrdl szamoltunk be, hogy a
TRPV1-stimulacid a regresszids fazis jellegzetes morfoldgiai jegyeinek megjelenésével
parhuzamosan a szOrtiisz0 martix keratinocytdiban, illetve az ORS rétegben apoptozist
indukalt és gatolta a sejtproliferaciot. Ezen sejtfolyamatok vizsgélatat lehetdségiink volt
tenyésztett ORS és HaCaT keratinocytdkon is elvégezni, arra a kérdésre fokuszalva, hogy
milyen mechanizmuson keresztiil valosulhatnak meg ezek a hatasok.

Az ORS ¢és HaCaT keratinocytdk proliferaciojanak BrdU ELISA modszerrel valo
nyomonkovetése soran kideriilt, hogy a kapszaicin (a korabbiakban tapasztaltakkal
Osszhangban) szignifikdnsan, dozisfiiggéen csokkentette az osztodo ORS ¢és HaCaT
keratinocytdk szamat 2 mM Ca®-tartalmii SFM oldatban (I4. dbra). Az eddigiekhez
hasonldéan megéllapitottuk tovabba, hogy a TRPV1 antagonista I-RTX hatasosan kivédte a

kapszaicin proliferaciot gatlo hatasat.
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14. Abra: A TRPV1-stimulicié [Ca*"|-fiiggden gatolja a sejtproliferaciot

A HaCaT és ORS keratinocytakat 96-lyukt lemezen négyszeres ismétléssel tenyésztettik és a
kapszaicin kiilonb6z6 koncentracidival (1, 3, 10, 30 uM) illetve 30 uM kapszaicinnel és 100 nM iodo-
RTX-szel (I-RTX) egyiittesen kezeltilk 72 oran keresztiil. Ugyanazon kisérletet magas (2 mM) és
alacsony (0,4 mM) Ca’" jelenlétében is elvégeztiik. Az adatokat atlag + SEM formaban fejeztiik ki a
kezeletlen sejtek értékeinek szazalékdban. *: szignifikans (p < 0,05) kiilonbség a nem kezelt és
kapszaicin-kezelt sejtek kozott, **: szignifikans kiilonbség a kapszaicintI-RTX-kezelt és 30 uM
kapszaicin-kezelt sejtek értékei kozott.

Ugyanezt a kisérletet alacsony, 0,4 mM Ca”’-tartalma oldatban is elvégeztik (I4.
dbra). Azt tapasztaltuk, hogy az alacsony Ca’'-tartalmu oldatban a kapszaicin proliferaciot
gatlo hatasa kevésbé érvényesiil. Azaz, mig a magasabb [Ca’']. jelenlétében mar a kapszaicin
3 uM-os koncentracidja is szignifikans eltérést okozott, addig alacsony [Ca’']. mellett
ugyanezt a hatast csak tizszeres agonista koncentracid alkalmazasaval tudtuk elérni mind
ORS, mind HaCaT keratinocytadk esetében. Ezen eredményekbdl levonhaté a kovetkeztetés,
hogy az ORS ¢és HaCaT keratinocytdkban a VR1-stimulaciét kovetd proliferacidé csokkenés
valosziniileg az (extracellularis eredet(i) [Ca®']; ndvekedése altal valosul meg. Feltételezhetd
tovabba, hogy, ¢és ezen mechanizmus szerepet jatszik a hajfollikulusokban tapasztalt
jelenségek kialakulésaban is.

Az ORS keratinocytak proliferaciés €s apoptétikus markereinek szélesebb kort
tanulmanyozasara szolgalt az 4ramldsi citometrids méréssorozatunk 1is. A magas

kalciumtartalmi SFM-ben tenyésztett ORS keratinocytakat 2 napon at 10 uM kapszaicinnel

kezeltiikk, majd elvégeztilk a citometrids mérést. A proliferacios marker Ki-67 és PCNA
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kapszaicin- kezelést kovetd szignifikans csokkenése (4. tablazat) eddigi eredményeinket
tamasztja ald, miszerint a TRPV1 aktivacid6 ezen sejtekben a sejtosztodas iitemének
csokkenésével jar. Ezzel parhuzamosan az Annexin-V apopt6zis marker szintje viszont
megemelkedett (4. tdblazat), ami szintén Osszhangban van a follikulus matrix

keratinocytaiban megfigyelt apoptétikus folyamattal (7. dbra).

4. tablazat: A kapszaicin-kezelés hatasa az ORS keratinocytak kiilonb6zé markereire

Marker A kapszaicin hatasa a
kontroll %-aban
Proliferacio
Ki-67 73,8+ 7* (V)
PCNA 71,6 + 9*(¥)
Apoptozis
Annexin-V (143 +8* (D)
Differencialodas
CK-14 942+ 11
CK-17 98,3+6
Filaggrin 102,3£8
Involucrin 95,1 £13
A hajnovekedést eldsegito faktorok
HGF 63,5+ 81* ({)
IGF-1 53 +9* (V)
SCF 74,9 + 6* ()
A hajnovekedést gatlo faktorok
FGEF-5 95+5
IFNy 91,3+9
IL-1B 143,7 + 5% (1)
TGFB, 128,6 + 6* (1)
TNFa 98,6 + 4

Az ORS keratinocytdkat 2 napon keresztiil 10 uM kapszaicinnel kezeltink magas Ca®'-
tartalmt oldatban, majd az altalunk kivalasztott markerek expressziojat dramldsi citometria
segitségével vizsgaltuk. A nem kezelt kontroll follikulusokban mért expresszids szinteket

100%-nak tekintve az adatokat atlag +SEM formatumban adtuk meg. *-gal jeldltik a
szignifikans (p < 0.05) valtozasokat.

Amint az a 4. tablazatban is lathato, a TRPV1 aktivalasa aramlasi citometrias

vizsgalataink soran sem okozott szignifikdns eltérést a cytokeratin-14, -17, filaggrin ¢és
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involucrin differencidlédasi markerek expresszidjaban. Ez aldtdmasztani latszik azon
korabban részletezett elképzelésiinket, hogy a TRPV 1-aktivalas valésziniileg direkt apoptdzis-

indukciot okoz, mikozben nem modositja a szortiiszok differencidlodasi programjat.

A TRPVI-aktivacio megvaltoztatia a hajciklus szabalyozo molekuldinak kifejezodését
tenyesztett ORS keratinocytakban

Tovabbi aramlasos citometrids mérést végezve utolséd 1épésként azokat a citokineket és
novekedési faktorokat vizsgéltuk, melyeket a hajciklus pozitiv vagy negativ regulatoraiként
ismeriink (4. tablazatr). Megallapitottuk, hogy a kapszaicin kezelést kdvetden szignifikansan
csokkent a pozitiv szabdlyoz6 HGF, IGF-I és SCF citokinek kifejezddése, mig a negativ
regulator IL-1B és a mar emlitett TGFP; megndvekedett mennyiségben volt kimutathat6. Az
altalunk kivalasztott tovabbi molekuldk (FGF-5, IFNy, és TNFa) expressziojara a TRPV1

aktivacid nem gyakorolt szignifikans hatést.
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MEGBESZELES

A TRPV1 kifejezodése human borben és a bor fiiggelékeiben

Az utdbbi években szamos kutatocsoport szamolt be arrdl, hogy a vanilloid receptor
TRPV1 funkciondlis forméaban kifejezddik a human bdr epidermiszében, illetve az
epidermalis eredetli HaCaT sejtvonalban (Denda ¢és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002;
Southall és mtsai, 2003). Ezen megfigyelések sarkalltak minket arra, hogy megvizsgéljuk,
hogy ez az expresszié csupan az epidermiszre korldtozddik-e, vagy eldfordul a bdr mas
sejttipusaiban is.

Erre a kérdésre keresve a valaszt, vizsgalataink elsé részében a TRPV1-et sikeriilt
kimutatnunk a mar emlitett epidermalis keratinocytdkban (4. dbra), az eddig leirt irodalmi
adatokat azzal kiegészitve, hogy a TRPVI1-immunreaktivitds fOleg a bazdlis, vagyis
proliferald keratinocytdkban volt erds, a differencidlodéssal (vagyis a felszines sejtrétegek felé
haladva) a TRPV1 mennyisége csokkent (4. dbra, A). Az irodalomban elséként mutattuk ki
tovabba, hogy az epidermiszben a keratinocytdk mellett a Langerhans-sejtek is kifejezik a
TRPV1 antigént (4. dbra, B). A dermiszben elhelyezkedd szenzoros neuronokon kiviil
ugyanakkor szdmos mads, nem-neurondlis elemen is megtaldltuk a receptort; Ugymint a
faggyumirigyekben, verejtékmirigyek epitheliumén, az erek endotheliumiban és simaizom
sejtjeiben, a dermalis simaizom kotegekben, valamint a dermalis hizosejteken (4. dbra, C-F).
A bor epidermadlis keratinocytdihoz hasonldan a szértiisz6 (mind a bérben in situ, mind a
szervtenyészetekben) kiilonféle keratinocytaiban is detektalhaté volt a receptor (5. dbra):
mind az ORS, mind az IRS, valamint a matrix keratinocytdk is kifejezték a TRPVI1-et,
szemben a fibroblasztokkal (CTS és DP) és melanocytdkkal. Hasonld megfigyelésekrol
szamolt be Stinder (Stinder és mtsai, 2004) toliink fiiggetlen munkajaban. Fontos
megjegyezni, hogy a matrix, valamint gyokérhiively keratinocytdk esetében a TRPV1

expresszios mintazata szignifikdns modon megvaltozott (megemelkedett) a follikulusok INF-y
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crer

szOrtiiszOben megfigyelhetd ciklikus valtozasok jelentés mértékben képesek a TRPVI
expresszidjanak szabalyozasara.

Eredményeink azt mutatjak tehat, hogy a TRPV1 a bor szamos, akar eltérd eredetii és
miikodést sejtjén is jelen van. Ezzel tovabb béviil a TRPV1-et expresszald6 nem neuronalis
jellegli szovetek szadma, hasonléan mas olyan receptorokhoz (pl. kolinerg, tachykinin,
glutamat és kannabinoid receptorok), amelyeknek korabban csak idegrendszeri strukturakban
tulajdonitottak szerepet (Genever és mtsai, 1999; Nguyen ¢és mtsai, 2001; Kanda és mtsai,

2002; Casanova és mtsai, 2003).

A TRPV1 funkcionalis szerepe a szortiiszo biologiai folyamatainak szabdlyozasaban

A TRPVI ilyen széleskorti kifejezOdése a bdérben; az eltérd differencialtsagi foka
keratinocytdk kiilonb6z6 expresszids mintdzata; valamint a follikulusok katagén
kovetkezd kérdést: mi lehet a receptor szerepe ebben a rendszerben?

Sz0rtiisz0 szervkultirat haszndlva, a follikulusokat a TRPV1 agonista kapszaicinnel
kezelve azt tapasztaltuk, hogy a TRPV1 aktivalasa dozisfliggd mdédon meggatolta a hajszal
hossznovekedését (6. dbra). Ez a hossznovekedést gatld hatds kivédhetd volt a TRPV1-
antagonista [-RTX-nal, ami a jelenség specifikus mivoltat erdsitette. Ezzel parhuzamosan
morfoldgiai vizsgéalataink soran azt tapasztaltuk, hogy a hossznovekedés csokkenése egyiitt
jéart a korai katagén stddiumhoz hasonl6 jegyek kialakuldsaval (7. dbra). Vagyis a hajszal
képzddésének lelassulasat feltehetdleg egy olyan komplex folyamat kisérte, amely a szOrtiisz6
szamos kompartmentjére kiterjedd valtozasokra vezethetdk vissza. Mint arrdél mar szdmos
szerz0 beszamolt, a katagén létrejottét a foleg keratinocytdkra és melanocytakra kiterjedd

programozott sejtelhalas kiséri (Lindner és mtsai, 1997; Tobin és mtsai, 1998; Miiller-Rover
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¢s mtsai, 1999, Tobin és Paus, 2001). Hasonld jelenséget tapasztaltunk mi is kisérleteink
soran; vagyis a kapszaicin-kezelést kovetéen a matrix keratinocytakban szamos TUNEL-
pozitiv, azaz apoptotizalt sejtet detektaltunk, mig a proliferald (Ki-67 pozitiv) sejtek szama
jelentésen lecsokkent (7. d@bra). Ezen eredményiink &sszhangban van mas kutatécsoportok
altal leirt megfigyelésekkel, miszerint a TRPV1 aktivacidja in vitro apoptdzis létrejottét
eredményezi szamos sejttipusban, példaul glia sejtekben (Bird és mtsai, 1998a), timocitdkon
(Amantini ¢és mtsai, 2004), valamint a légitak (Veronesi és mtsai, 1999; Agopyan és mtsai,
2004) és az emlo epithelialis sejtjeiben (Kang és mtsai, 2003).

A kisérleteinkben tapasztalt hossznovekedés gatlasa, valamint a katagén kialakulasa,
melyet a matrix keratinocytdk osztddasi litemének csokkenése és apoptozisa kisért, nagy
meglepetésiinkre nem jart egylitt a filaggrin-expresszid altal jelolt terminalis
differenciadlodéssal, hiszen nem taldltunk eltérést a kontroll és kapszaicin-kezelt szortliszok
differencialodéasi markerének expresszids mintdzatanak intenzitdsdban (10. dabra) (1asd alabb).
Eredményeink alapjan ugyanakkor gy tlint, hogy Osszefiiggés lehet a hajciklust negativan
szabalyozd TGFP, és a TRPV1 jelatviteli Gtvonala kozott (11. dbra). A kapszaicin-kezelt
follikulusok esetében ugyanis igen jelentés TGFp, expresszio-novekedést tapasztaltunk mind
fehérje, mind mRNS szintjén. Mivel azonban a TGFf,-t neutralizal6 antitest a kapszaicin
novekedést gatld hatasat csak részlegesen védte ki, azt kell feltételezniink, hogy a TGFf3, bar
nagy valdszinliséggel szerepet jatszik a TRPVI1 hatdsainak kozvetitésében, mas jelatviteli
utvonalak befolyéasaval is szamolnunk kell. Mindazonaltal az irodalomban ez az elsé olyan
megfigyelés, mely a TGFfB, és a TRPV1 jelatviteli Gitvonalanak konvergencidjat mutatja be.
Ehhez hasonlo, de mas faktorok termelddését érintd 0sszefliggésekrdl korabban mar tébben is
beszamoltak; a TRPV1 aktivaciojanak hatdsara citokinek és mas ndvekedést befolyasolod

molekulak (interleukinek, prosztaglandinok) szabadulnak fel példaul hizésejtekbdl (Bird és
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mtsai, 1998b), bronchialis epitheliumbo6l (Veronesi és mtsai, 1999), illetve keratinocytakbol
(Southall és mtsai, 2003).

Ezen megfigyelésiinket erdsitették a tenyésztett ORS keratinocytdkkal kapott
eredményeink is. Megallapitottuk, hogy az ORS sejtek kapszaicinnel valo kezelése
megvaltoztatta szamos, a hajciklus szabalyozasiaban fontos szabalyozd szerepet betoltd
citokin és novekedési faktor kifejezOdésének intenzitasat (4. tdabldazaf). Szignifikdnsan
csokkent a pozitiv szabalyozé HGF, IGF-I és SCF faktorok termelése, mig a negativ regulator
IL-1B és a mar emlitett TGFP, expresszioja szignifikansan megnétt. Ugy tiinik tehat, hogy a
TRPV1 aktivacioja beavatkozik az ORS keratinocytak, igy a hajfollikulusok citokinjeinek és
novekedési faktorainak termelésébe, vagyis a TRPV1 a novekedés ¢és fejlodés kulesmolekulai
expressziojanak modositasa, valamint az apoptdzis €s proliferaciod szabdlyozasan keresztiil a
szOrtlisz6 komplex bioldgiai folyamatainak is kdzponti irdnyitdja lehet.

Ezen hipotézist, miszerint a TRPV1 szignalizacié szdmos, kordbban nem elemzett
celluldris mechanizmust is befolydsol, tovabbi (egyelére csak eldzetes eredményként
értelmezhetd) adataink is alatdmasztani latszanak. MicroArray alkalmazasakor — mely
kisérletekben 1300, a dermatoldgiai kutatdsok soran jelentds relevanciaval bird gén
expressziojat vizsgaltuk — kimutattuk, hogy kapszaicin alkalmazasa (szOrtiisz6 szervkultura,
10 uM kapszaicin, 2 napon keresztiil) jelentésen megemelte a szOrtiiszé ndvekedését gatlo
IGF-I binding protein-3 (Hembree és mtsai, 1999), a growth/differentiation factor-
15/macrophage inhibitory cytokine-1/placental TGF (Welsh és mtsai, 2003), valamint az
activin BA (Nakamura ¢és mtsai, 2003) gének expressziojat. A TRPV1-aktivacio ugyanakkor
nagymértékben lecsokkentette a matrix GLA-protein precursor (MGP) gén szintjét, melyrol
korabban bebizonyosodott, hogy a szdrtiiszOben a bone morphogenic protein-2/TGFf
jelatviteli folyamatsor inhibitoraként miikddik (Nakamura és mtsai, 2003). Habar ezen kezdeti

adataink tovabbi megerdsitést (ismétlések, Q-PCR analizis) igényelnek, egyértelmiien
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ramutatnak a TRPV1-kapcsolt jelatviteli folyamatok sokkal széleskoribb vizsgalatanak
szlikségességére.

Kisérleteink soran kitértiink annak tanulmanyozasara is, hogy a TRPV1 szerepet
jatszhat-e a szOrtlisz6 pigmentacios folyamatainak szabalyozasaban (9. d@bra). Az 6t napos
kapszaicin-kezelést kovetden a katagén létrejottével parhuzamosan ugyanis azt tapasztaltuk,
hogy a pigmentacids mintdzat is jelentésen megvaltozott a kontrolléhoz képest. Mivel tudjuk,
hogy a melaninképzés csokkenése €s a melanocytdk apoptdzisa a katagén kialakuldsaval
parhuzamosan kovetkeznek be (Miiller-Réver és mtsai, 2001), kivancsiak voltunk, hogy a
pigmentacié csokkenése elsédlegesen a TRPV1 aktivacionak vagy a katagént kisérd
folyamatoknak tudhat6-e be. A melanintartalmat ezért olyan kapszaicin-kezelt follikulusokon
is meghataroztuk, amelyek még nem szenvedtek anagén-katagén transzformaciot, de a
TRPV1-aktivacid6 néhany napon &t mar kifejthette hatasat. Ekkor nem tapasztaltunk
szignifikans eltérést a kontroll és kezelt follikulusok kozt, vagyis a TRPV1 feltételezhetéen
nem jatszik koOzvetlen szerepet a pigmentképzés szabalyozasaban. Ezt a tényt latszik
alatamasztani korabbi megfigyelésiink is, miszerint a bor epidermalis és follikularis
melanocytai nem expresszaljadk a TRPV1-et (4. és 5. abrak).

Kisérleteink sordn a TRPV1 sejtszintli szerepét is vizsgaltuk, tenyésztett ORS, illetve
az epidermalis immortalizalt HaCaT keratinocytdkat alkalmazva kisérleti modellként. A
TRPV1 fehérjét, valamint a specifikus mRNS szakaszt sikerrel mutattuk ki tenyésztett ORS
keratinocytdkban, a pozitiv kontrollként hasznalt HaCaT keratinocytakéval Osszevethetd
mennyiségben; nem talaltunk ugyanakkor immunreaktivitast a tenyésztett fibroblasztokon
(12. dbra). Ezen kifejez6dési mintdzat jO Osszhangban volt a teljes borben, illetve
szOrtliszOben latottakkal, ahol a kiilonb6zd lokalizacioji keratinocytdkban megtaldltuk a
TRPV1-et (4. és 5. abrdk), mig a fibroblasztok kiilonféle populacioi konzekvensen negativak

voltak (4. és 5. abrak).
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A TRPVI1 szamos neuronalis €s non-neurondlis sejten, tobbek kozott a HaCaT
keratinocytakon is, funkcionalis Ca*"-permeabilis csatornaként mitkodik (Caterina és mtsai,
1997; Bird és mtsai, 1988a és 1998b; Szallasi és Blumberg, 1999; Veronesi ¢s mtsai, 1999;
Inoue és mtsai, 2002; Southall és mtsai, 2003; Karai és mtsai, 2004;). HaCaT keratinocytakat
hasznalva pozitiv kontrollként megallapitottuk, hogy az ORS keratinocytakon a kapszaicin
kapszaicin aktivalja a TRPV1-et, aminek Ca®’-bearamlas a kovetkezménye (I13. dbra). Ezt
latszik aladtdmasztani az a megfigyelés is, hogy a kalciummentes térben torténd mérések,
illetve a TRPV 1 antagonista I-RTX alkalmazdsa soran nem tapasztaltunk valtozast az [Ca ;-
ban. Megallapithatjuk tehat, hogy az ORS keratinocytdk is a receptor funkcionalis formajat
fejezik ki.

Milyen szerepet tolthet be a TRPV1 aktivalodasa, illetve a kovetkezményes [Ca®' ;-
novekedés az ORS keratinocytdk sejtfolyamataiban? A proliferacios folyamatokat nyomon
kovetve azt tapasztaltuk, hogy a kapszaicin-kezelés igen hatékonyan csokkentette a proliferalo
ORS, valamint HaCaT keratinocytdk szamat (I4. dbra). Ugyanezen kisérletet csokkentett
kalcium-tartalmu oldatban is elvégezve nem tudtuk reprodukalni az el6z6ekben tapasztaltakat,
vagyis arra kovetkeztethetiink, hogy kozvetlen dsszefliggés lehet a [Ca®']; novekedése és a
TRPV1 agonista proliferaciot gatlo hatdsa kozt. Ezzel feltehetden betekintést nyertiink a
TRPV1 aktivacio lehetséges cellularis hatdsmechanizmusaba a HaCaT és ORS keratinocytak
proliferacidja soran, mely szabalyoz6 kapcsolat a follikulusok biologiai folyamataiban is
fontos szerephez juthat.

Erdekes megfigyelésiinknek adodott ugyanakkor, hogy —hasonléan a follikulus
szervkulturaban végzett kisérleteink eredményeihez (10. dbra) —a TRPV1 aktivacid (és a
kovetkezményesen kialakuld kalciumbedramlds) nem befolydsolta tenyésztett ORS

keratinocytdk terminalis differencidlodédsi folyamatait (4. tdblazat), melyr6él kordbban
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bebizonyosodott, hogy jelentds kalciumfliggést mutat (Bikle és mtsai, 1996). Ezen jelenséget
az alabbiakkal magyarazhatjuk: (1) a TRPV1 aktivaciot kovetd apoptozis indukcidja, a
katagén atlakulas beinditasa, valamint a proliferacio gatlasa hamarabb bekovetkezett, mint a
differencialodasi markerek kifejezédésében megfigyelhetd esetleges valtozasok; (2) a
szOrtiisz0 szervkultura, valamint az ORS keratinocyta tenyészetek fentartdsdhoz hasznalt
oldatok (sziikségszeriien) igen magas kalciumtartalma (kdzel 2 mM) mar 6nmagéban jelentOs
mértékben megemelte a differencalédasi markerek expressziojat (a szortiisz6 szervkultiraban,
a filaggrin esetében lasd 10. dbra), melyet a TRPV1 aktivacioja altal kialakitott [Ca*']i-
emelkedés tovabb mar nem volt képes ndvelni sem a follikulus szervkulturaban, sem
tenyésztett ORS keratinocytakon (10. dbra és 4. tabldzat); (3) a kapszaicin hatasa a kiilonféle
sejtfolyamatokra jelentds dozis- €s sejtfliggést mutat; azaz a TRPV1 aktivacioja differencialt
modon befolyasolja példaul a citokintermelést és -felszabaditast (keratinocytakban az IL-8,
mig hizosejtekben az IL-4 felszabaditas fokozasa) (Bird és mtsai, 1998b; Suothall és mtsai,
2003), a sejthaldlt (kis koncentracidban az apoptdzis indukcidja timocitdkon; az apotodzis
indukcidja glia sejteken, valamint a légutak és az emld epithelialis sejtjeiben; ugyanakkor
nekrotikus sejthalal beinditdsa neuronokon és nagy koncentracioban timocitdkon) (Biro és
mtsai, 1998a; Szallasi és Blumberg, 1999; Veronesi és mtsai, 1999; Kang és mtsai, 2003;
Agopyan és mtsai, 2004; Amantini és mtsai, 2004), valamint, ahogy sajat megfigyeléseink is
mutatjak, a differencialodast (jelentds hatas a differencialodasra glia sejteken) (Bir6 és mtsai,
1998a); (4) végezetiil nem kizart, hogy a kapszaicin-kezelés hatasara kialakulo, a szOrtiiszd
folyamatait szabalyoz6 gének expresszids mintazatdban bekovetkezd komplex valtozasok (4.
tablazat) ereddjeként nem sziikségszeriien indul be, illetve fejezédik be minden egyes, a
TRPV1-aktivacidé kovetkezményeként megemelkedett [Ca®']; altal potencialisan befolyasolt

sejtfolyamat.
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A TRPV1 , kettos aktivacioja” — Terapias megfontoldsok

A boérben talalhato szenzoros neuronok, valamint nem-neuronalis sejttipusok (féként a
hizésejtek, epidermalis keratinocytak, szOrtiiszé sejtpopulacidi) kozott szoros anatomiai
kapcsolat all fenn (Williams és mtsai, 1995; Botchkarev és mtsai, 1997). Kimutattak, hogy
ezen szenzoros neuronok szoveti excitacidja kiilonféle neuropeptidek (P-anyag, calcitonin
gene-related peptide, CGRP) felszabaditasa révén a szomszédos nem-neurondlis elemek
aktivaciojat (pl. hizosejt degranulacid; citokinek, ndvekedési faktorok, vazoaktiv metabolitok
felszabaditasa) valtja ki (Krumins és Broomfield, 1992; Ansel ¢s mtsai, 1993). A termelt
anyagok ezutan, specifikus receptoraikhoz kotdédve, visszahatnak a szenzoros neuronokra,
kialakitva a kiilonféle fiziologias és patologias borfolyamatokban kdzponti szerepet jatszo
kétirdnyl neuronalis —nem-neuronalis sejthaldzatokat (Suzuki és mtsai, 1999).

A TRPV1 agonista, a fenti szenzoros neuronokat nagy affinitassal aktivalo kapszaicint
meglehetésen széles korben alkalmazzak kiilonféle borgyogyaszati megbetegedésekben
(psoriasis, prurigo nodularis, notalgia paresthetica, pruritus ani, urémids pruritus, stb.) a
kronikus gyulladés, a fajdalom, valamint a kapcsolddd viszketés csillapitasara/gyogyitasara
(6sszefoglalva Bir6 és mtsai, 1997; Stiander és mtsai, 2001; Yosipovitch és Fleischer, 2003;
Lysy ¢s mtsai, 2003). Mindezen alkalmazasok soran ugy gondoltdk, hogy a kapszaicin a
szenzoros neuronok deszenzitizacidja (lasd Bevezetés fejezet), valamint az afferens
végzOodések neuropeptid (pl. P-anyag) tartalméanak kitiritése révén fejti ki a kivant hatast,
mintegy ,felfliggesztve” a fent emlitett kétiranyl neurondlis — nem-neuronalis sejthalozat
miikodését (Twycross €s mtsai, 2003; Yosipovitch és mtsai, 2003).

Jelen kisérletes adataink —jo Osszhangban korabbi, a TRPV1 funkciondlis szerepét
nem-neurondlis sejteken egyértelmiien tisztdzo eredményekkel —ugyanakkor felvetnek egy
jelentds klinikai relevanciaval is bird 0j hipotézist, amit nevezhetiink a TRPV1 |, kettds

aktivacigjanak”. Elképzelésiink szerint a bdér neurondlis és nem-neurondlis sejttipusain
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egyarant megtalalhato TRPV1-en haté exogén (terapidsan alkalmazott) kapszaicin, valamint
bizonyos endovanilloidok — azaz pl. a follikulusokban ugyancsak megtalalhatd eikosanoidok
¢s prosztaglandinok (Miiller-Decker és mtsai, 2003) — hatasara a bér szenzoros axonjaibol,
valamint szdmos nem-neuronalis sejtféleségbdl (hizosejtek, epidermalis és ORS
keratinocytak, endothelium, Langerhans-sejtek) egyidejlileg szabadulnak fel neuropeptidek,
illetve mas anyagok (pl. hisztamin, gyulladdsos mediatorok, stb.). Mivel a legtobb
felszabadult agens receptora mind a szenzoros afferenseken, mind a nem-neuronalis elemeken
megtalalhato, a hatas ereddjeként jelentdsen felgyorsulhat a kétiranyu funkcionalis sejthalozat
miikodése. A szOrtiiszO bioldgiai folyamatainak szabalyozasat tekintve ez pl. eredményezheti
azt, hogy a hajciklus szabalyozéasadban szerepet jatszo (a szenzoros neuronokbol a TRPV1
aktivacid hatasara felszabaduld) P-anyag vagy CGRP (Paus és mtsai, 1994a, 1997; Peters ¢és
mtsai, 2001), valamint a follikulus ndvekedését ugyancsak szabalyoz6 TRPVI1-pozitiv
hizésejtek (Paus és mtsai, 1994; Maurer és mtsai, 1997; Bir6 és mtsai, 1998b) egyiittesen
jelennek meg, illetve aktivadlodnak, ami tovabbi, TRPV1 ¢&s neurokinin receptorokon
keresztiili hizdsejt-degranulaciot eredményezhet. A folyamatsor komplexitasa, valamint
szamos részletének nem felderitett volta magyarazhatja azt a (jelen eredményeink fényében
ellentmondasosnak tlind) kordbbi megfigyelést is, hogy a kapszaicin-kezelés bizonyos
koriilmények kozott egerekben akar eld is segitheti a hajnovekedést, illetve telogén-anagén
atalakuldst okozhat (Paus és mtsai, 1994a).

Bemutatott eredményeink, valamint a fent vazolt hipotézis tiikkrében ugy gondoljuk,
hogy nagy jelentéséggel birhat a TRPVI non-neurondlis expresszids mintdzatdnak
meghatarozasa kiillonféle borbetegségekben. Ez erdsiti azon megfigyelés is, miszerint prurigo
nodularisban — ahol az alkalmazott kronikus kapszaicin-kezelés mind a koérkép vezetd

tiinetének szamitd viszketést, mind a kialakul6 bdrtiineteket hatdsosan gyodgyitotta (Stinder €s
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mtsai, 2001) — jelentésen megemekedett a TRPV1 expresszioja az epidermalis keratinocytak
rétegeiben (Stiander és mtsai, 2004).

Végezetill megallapithatjuk, hogy jelen eredményeink a szOrtiisz0 biologiai
folyamatainak egy uj, ,tlizes” szerepl6jét mutatjdk be, mely —a szérndvekedést gatlo
természetébol fakadoan — kiilonféle TRPV1-re hatd szerek borgyogyaszati alkalmazasanak
tovabbi potencialis lehetdségét sugallja (pl. TRPV1 agonistdk adagolasa hirsutismusban,
illetve antagonistdk kiprobalasa effluviumban, valamint alopecia kiilonféle formaiban). A
TRPV1 exogén, avagy endogén aktivacioja kovetkezményeként kialakuld anti-proliferativ
hatas elemzése pedig olyan hiperproliferativ borgydgyaszati korképekben kecsegtet jo
eredménnyel, mint pl. keratosisok, keratoacanthoma, vagy akar rosszindulatu bérdaganatok

(squamosus carcinoma).
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OSSZEFOGLALAS

Munkank sordn a vanilloid receptor-1 (TRPV1) funkcionadlis szerepét elemeztiik a
human bor €s szortiisz6 biologiai folyamataiban. Megallapitottuk, hogy a TRPV1 a human
bor szamos sejttipusaban (epidermalis keratinocytak és Langerhans-sejtek, dermalis szenzoros
neuronok, erek simaizma ¢és az endothelium, dermadlis simaizomkoétegek, hizosejtek,
faggyumirigyek és verejtékmirigyek epitheliuma) kifejezodik. A szortiiszOkben szintén
jelentés TRPV1 immunreaktivitdst figyeltink meg az ORS és IRS, illetve martix
keratinocytdkon. Azonos expressziés mintdzatot talaltunk a tenyésztett anagén VI
follikulusokban, ugyanakkor katagén szortiisz6 megemelkedett TRPV1 expressziot mutatott.
Funkcionadlis kisérleteinkben megéllapitottuk, hogy follikulus szervkultardban a TRPV1
specifikus aktivalasa az agonista kapszaicinnel a hajszal hosszndvekedésének gatlasat okozta.

Bebizonyosodott az is, hogy ezen novekedés-gatlas egyiitt jart a follikulusok anagén-katagén

crer

crer

proliferacidjanak  csokkenésével. Ezen jelenségeket ugyanakkor nem kisérte a
differencialodasi programok beindulésa, illetve a pigmentképzés megvaltozasa. Kimutattuk
azt is, hogy a kapszaicin-kezelést kovetden megemelkedett a hajciklus negativ regulatoranak,
a TGFpP, szintje. A tenyésztett ORS keratinocytdkon megéallapitottuk, hogy a TRPV1
differencidlodasi markerek szintjét. Kimutattuk emellett, hogy a kapszaicin hatdsara
megvaltozott szamos, a hajciklus szabalyozasaban résztvevo molekula mennyisége (a pozitiv
regulatorok szintje csokkent, mig a szérnovekedést gatld faktorok expresszidja emelkedett).
Végezetiil bebizonyosodott, hogy ezen cellularis hatisok nagy valoszintiséggel az [Ca®'];
TRPV1-fiiggd novekedésén keresztiil valdsultak meg. Mindezen adataink a TRPV1 kdzponti

szerepére utalnak a human szortiisz6 bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban.
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