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BEVEZETES

Napjainkban nagy figyelem helyezddik esztétikai megjelenésiinkre, melyen beliil
nagy hangsulyt fektetiink a rendszeres bérapolasra, ami a mindennapi rutinunk része.
Ehhez a szépségipar a kozmetikumok kimerithetetlen tarhazat kinalja a felhasznaloknak.
A kozmetikai készitményeken feltiintetett Osszetevok szamos jotékony hatdssal
»kecsegtetnek” a szebb, egészségesebb bor eléréséért. Ahhoz azonban, hogy egy
bérapold agens piaci forgalomba keriiljon és biztonsaggal alkalmazhatd legyen,
szamtalan klinikai és molekularis bioldgiai kutatas és eredmény sziikséges. Manapsag
lehet6ség van nemcsak szoveti, hanem sejt szinten is vizsgalni a kiillonbozo
hatéanyagokat - milyen receptoron hatnak, hogyan befolyédsoljadk a sejtek normal
mikodését, ezen hatasaikat milyen jelatviteli utvonalon fejtik ki -, tovabba magukon a
sejteken 1évo receptorok feltérképezését és biologiai folyamatokban betdltott szerepét is
szamos molekularis modszerrel vizsgalhatjuk. A vilagon szamtalan kutatocsoport
kozvetleniil ki van téve a kdrnyezeti artalmaknak, ugyanakkor a borbetegségek esetén is
a terapias lehetdségek nem csak szisztémasan, hanem topikalisan, kdzvetleniil az érintett
boérteriileten is alkalmazhatéak. Laboratériumunk - részben kozmetikai cégekkel

egyiittmiikddve - évek dta szerepet vallal ezen kutatdsokban.

Kutatoécsoportunk 6 profilja az endokannabinoid rendszer (ECS) vizsgalata, mely
az elmult évtizedek kutatasainak kdszonhetéen nagy mértékben kiboviilt. Az ECS részét

képezd ionotrdp receptorokon beliil a tranziens receptor potencial (TRP) csatornak



vanilloid alcsaladjanak tobb tagjat azonositottuk a bor szamos alkotéelemén (szortiiszo,

piloszebaceus egység, keratinocitak).

Az elmult évek kutatdsainak koszonhetéen kideriilt, hogy bizonyos ragcsalok
szortelen fenotipusat és borbetegségét okozd mutacié a Trpv3 gént kodold régioban
talalhato, tovabba a hasonlo fenotipussal és tiinetekkel rendelkez6 Olmsted-szindromas
betegekben tobb mas mutacié mellett ugyanezt a régiot érinté mutaciok is kimutathatok.
Jelen munkank sordn a tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna
vizsgalatat végeztik a bdr legkiilsd rétegét alkotd epidermalis keratinocitdkon. Az
egészséges szoveteken, és azokbol izolalt keratinocitdkon végzett kisérleteinket
kiterjesztettilk az egyik leggyakoribb boérbetegség, az atdpias dermatitiszes (AD)
betegekbdl szarmazo mintakra is. Kutatasunk célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a
TRPV3 ioncsatorna milyen mértékben expresszalodik az egészséges és AD-s
keratinocitakban, funkcionalisan aktiv formaban van-e jelen és az aktivalt csatorna
szerepet jatszik-e a bor gyulladdsos folyamatainak kialakuldsaban, fenntartdsaban.
Amennyiben a csatorna aktivan részt vesz ezen biologiai folyamatokban, gy a TRPV3
ioncsatorna aktivaciéja vagy gatlasa hatékony terapias célpont lehet a gyulladasos

borbetegségek kezelésében.



IRODALMI ATTEKINTES

Tranziens receptor potencial vanilloid (TRPV)-3 ioncsatorna

A tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna talan az egyik
legkiilonlegesebb tagja a vanilloid alcsaladnak. Kb. 43 %-0s szekvencia-homologiat
mutat az alcsalad els6ként leirt tagjaval a TRPV1-gyel. Az eredetileg termoszenzitiv —
fiziologias hétartomanyon aktivalédo (<33 °C) — ioncsatorna hasonldan a tébbi TRP-
csatornahoz homo-, vagy heterotetramer format képez, melyen beliil az alegységek 6
transzmembran doménnel rendelkeznek. Az intracellularis amino-terminalis vég 6
ankyrin ismétlédést tartalmaz, 1étrehozva az ,,ankyrin repeat domain”-t (TRPV3-ARD),
mely igen csekély mértékben tér el a TRPV1-ARD-t6l. A TRPV1-hez hasonldan az AR2
és AR3 ko6zotti konzervalt régio vesz részt az ATP ¢és kalmodulin (CaM) k&tésében.
Mindemellett a TRPV3 tartalmaz egy hére aktivalods, egy Ca?*-szenzitiv régiot,
valamint 2-APB kot6helyet.

A TRPV3 elsésorban egy nem szelektiv kationcsatorna, aktivacioja soran a kation
permeabilis porusa dilatal, valamint a pérusban 1évé negativ toltésii aminosavak is
elésegitik a nagyobb méretii kationok atjutasat.

A TRPV-csatornék koziil a TRPV3 az egyetlen, melynél endogén modulator vagy
ligand nem keriilt leirasra, azonban tobb exogén, koztiik szintetikus és a természetben is
eléfordulo, elsdsorban aromés vegyiilet aktivatora a csatornanak. A szintetikus
vegyiiletek koziil a legismertebb aktivatora a 2-APB, valamint a drofenine. Természetes
aktivatorai kdzé szamos aromas vegyiilet tartozik, melyek egyben kellemes meleg érzetet
keltenek, ezaltal a TRPV3 hémérsékletre adott valaszat is potencirozzak, ilyenek példaul

a kamfor, carvacrol, timol, eugenol, mentol.
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A tobbi TRP-csatornaval ellentétben a TRPV3 alacsony expressziot mutat
szenzoros neuronokon. Tobb szervben is kifejezddik, ilyenek az agy, nyelv, herék,
szaruhartya, disztalis colonfél, gége és belsé fiil, azonban az egyik legmagasabb
expresszidja a bérben jellemz0, elsdsorban az epidermalis keratinocitdkon és a szOrtiisz6
sejtjeiben.

Boériink elsédleges védelmi rendszere: az epidermalis barrier

Az emberi bor egyik legfontosabb funkcidja a barrier kialakitdsa, mely egy
els6dleges védelmi rendszer a kiilsé kdrnyezet karos hatasaival szemben. Boriink barrier
rendszerét igen komplex, tobb funkcid egyiittese hozza létre, kialakitasaban a bor
dermalis és epidermalis rétege egymassal Osszehangoltan vesz részt, ezen beliil is az
epidermiszt alkotd keratinocitadk kulcsfontossagu szerepet toltenek be, elsdsorban a
stratum corneum rétegében. Ennek a komplex, Osszehangolt szabalyozast igényld
rendszernek a legfobb tagjai a kommenzalis flora altal kialakitott bioldgiai barrier; a bér
hidrataltsagat, folyadékegyensulyat és megfeleld pH-jat biztositd kémiai barrier; a bér
szilardsagat ado és a mechanikai hatasoknak ellenallé fizikai, vagy mechanikai barrier;
valamint a patogén korokozok felismerését és elpusztitisat biztositd immunoldgiai
barrier.

Az epidermalis barrier egyensilyat érintd betegségek ,,prototipusa”: az atopias
dermatitisz

Az atopias dermatitisz (AD) az egyik leggyakoribb kronikus, gyulladasos
borbetegség; tiineteit tekintve leginkabb a kitjuld ekcémaval, szaraz borrel és erds
viszketéssel jellemezhetd, ennek kovetkeztében vilagszerte emberek millidinak

¢letmindségét rontja. Nagyon gyakran a barrier betegségek ,,prototipusanak™ tekintik,
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mivel az epidermalis barrier valamennyi résztvevdje zavart szenved, tovabba a bor
gyulladasa és az erételjes viszketés is nagyban hozzéjarul a betegség kialakulasahoz,
progresszidjahoz és kronikussa valasahoz. Kiemelendd, hogy a gyulladas, a barrier
diszfunkcio és a viszketés is egymassal 0sszefliggd, egymast erdsitd folyamatok, melyek
egyiittesen felelések a betegség kialakulasaért.
A TRPV3 ioncsatorna és a bér kapcsolata

Bar a TRP ioncsatornak jelenlétét el6szor neuronokon irtdk le, az elmult évtizedek
kutatasai igazoltdk, hogy szamos TRP-csatorna nem neuronalis sejttipuson is
expresszalodik. Az Gjonnan megjelend eredmények ravilagitottak a TRP-csatornak
szerepére a bOrben, ahol kimutattdk, hogy szamos, a bdrsejtekben lejatszodo
folyamatokban fontos szerepet tdltenek be. Ebbdl a szempontbdl az egyik legérdekesebb
a TRPV3 ioncsatorna, amit elészor keratinocitakon irtak le.

A TRPV3 expresszio élettani jelentdségét a borben az az eredmény igazolja, hogy
a DS-Nh egértorzs szortelen fenotipusat a keratinocitdkban egyetlen pontmutacioé okozza
a TRPV'3 gent kodolo régioban, nevezetesen a Gly573Ser pontmutécid, mely egy ,.gain-
of-function” (funkcionyerés) mutaciohoz vezet. Az érintett egerekben nemcsak a
szortelen fenotipus jellemzO, hanem szamos borelvaltozas is, Gigymint a spontan
dermatitisz, viszketés és hiperkeratdzis, mindemellett kiemelendé a Staphylococcus
aureus kolonizacio, magasabb IgE és IL-4 szintek, valamint a fokozott CD4+ T sejt
infiltracio, melyek arra engednek kovetkeztetni, hogy a TRPV3 ioncsatornanak komplex

Ezen eredmények jelent6ségét tovabb hangsulyozza az a bizonyiték, hogy

emberben ugyanez a Gly573Ser pontmutacio, valamint tobb missence mutaciéo a TRPV3
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ioncsatornat kodold génben egy nagyon ritka rendellenesség, az Olmsted-Szindroma
kialakulasahoz vezet. A betegségben a leggyakoribb tiinetek kozé tartozik a
palmoplantaris keratoderma, a perioroficialis hiperkeratozis, diffiz szérhiany, kopaszsag
és viszketés. Az egyideji szovettani leletek hiperkeratozist, parakeratozist és
pszoriaziform 1ézidkat irnak le hizosejt infiltracioval a dermisz felsé részében, amik
hasonloak a fentebb emlitett egérben leirt tiinetekkel. Mindemellett molekularis szinten
kimutattak, hogy a TRPV3 aktivacidja a keratinocitadkban olyan jelatviteli molekulak
felszabadulasat eredményezi (mint pl.: prosztaglandin E2, ATP, NGF és TSLP), amelyek
gyulladast és viszketést okoznak a bérben.

Ezen eredményekkel 6sszhangban, munkacsoportunk korabban a TRPV3 szerepét
vizsgalta sz6rtlisz6kon és kiilsé gyokérhiively keratinocitakon, ahol funkcionalisan aktiv
formaban fejez6dnek ki, tovabba aktivaciojuk gatolja a szérnovekedést és a
sejtproliferaciot, valamint sejthalalt indukal.

Kutatési témank szempontjabol fontos jelent6ségii, hogy a TRPV3 megemelkedett
expressziot mutat mRNS-szinten AD-ben szenved6 betegek 1ézids bérében, tovabba a
TRPV3 kiilonb6z6 vegyliletek altali gatlasa bizonyitottan hatékony az AD-szeri tiinetek
enyhitésében allatmodellekben. Ezen ismeretek Gjabb eredményekkel boviiltek, melyek
kimondjéak, hogy a TRPV3 expresszid fehérje szinten is megemelkedik AD 1ézidkban,
valamint az AD-betegek 1ézids borébdl izolalt keratinocitak fokozott h6érzékenységet
mutatnak TRPV3 fiiggé mdédon, ami pruritogének felszabadulasat eredményezi.

Erdekes modon, a kordbbi eredmények ellenére még nem rendelkeziink kell§
informécidval a TRPV3 sejtszintli szerepérol és miikodésérdl keratinocitakon, valamint

az eddigi tanulmanyok nem vizsgaltdk részletesen, hogy a TRPV3 expresszidja és
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funkcidja megvaltozik-e AD betegek nem-lézionalis bdrében, amely vélhetéen
kiilonbozik az egészséges bOrt6l a terminalis differencialodas és bizonyos

immunfolyamatok tekintetében.

CELKITUZES

A TRPV3 ioncsatorna aktivacidjanak hatasa még nem teljesen tisztazott human

epidermalis keratinocitdkon, ezért munkank soran célul tiiztiik ki:

1. A TRPV3 ioncsatorna expresszidjanak és funkcionalis aktivitdsanak
molekuldris szintli vizsgalatat human epidermalis keratinocitakon.

2. A TRPV3 ioncsatorna klasszikus agonistaival torténé aktivacioja soran az
epidermalis keratinocitak gyulladasos folyamataiban betdltott szerepének
vizsgalatat, és a folyamatokban részt vevd jelatviteli utvonalak
feltérképezését.

3. A TRPV3 ioncsatorna expresszios ¢és funkciondlis jellemzdinek
felmérésére és 6sszehasonlitasara torekedtiink nem-1ézionalis és 1ézionalis
teriiletrdl szarmazd AD-s betegek mintaiban, valamint egészséges borbol

szarmazd szoveteken.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Egészséges és AD-s betegekbél szarmazo epidermalis keratinocitak izolalasa és
tenyésztése

Az egészséges bormintakat borgydgyaszati szempontbol egészséges, sebészeti
beavatkozason atesett Onkéntesekbdl nyertiik. Atopias egyénekbdl csupan a felsd
epidermalis réteg keriilt eltavolitasra megfeleld érzéstelenitést kovetden borotva
segitségével, mind az érintett borelvaltozas teriiletérdl, valamint az egészségesnek tiind
régiobol is. A kisérletek a Debreceni Egyetem Regionalis és Intézményi Kutatasetikai
Bizottsag engedélyének megszerzését kovetden torténtek (protokollszam: DE
OEC RKEB/IKEB 3724-2012 iigyiratszam: [X-R-052/01396-2/2012), valamint a
Helsinki Deklaracio iranyelveinek betartasaval.

A mintakat 3-5 mm?-es négyzetekre daraboltuk fel. Az egészséges egyénekbdl
szarmaz6 szovetdarabokat 2,4 U/ml diszpaz oldatban emésztettiik egy éjszakan keresztiil,
majd csipesz segitéségével valasztottuk szét a dermo-epidermalis réteget. Mind az
egészséges, mind az atopias epidermiszt 0,1% tripszin-0,2% EDTA keverékével
emésztettik egy oOran Kkeresztiil 37 °C-on. A sejtek szétvalasanak mechanikai
eldsegitésére vortexelést végeztiink. A tripszin inaktivalasara 5x-0s térfogata 10 v/v %-
os embrionalis borjuszérummal (FBS) és penicillin, streptomicynnel kiegészitett DMEM
oldatot hasznaltunk. A sejteket 1000 fordulat/perc-el centrifugaltuk 8 percen keresztiil,
majd az igy nyert epidermalis keratinocitikat DMEM/HAM F12 3:1 aranyu,
meghatarozott anyagokkal kiegészitett keverékében tenyésztettiik 2 napon keresztiil. A
tenyésztést 5% COz-tartalmtl, parasitott légter(i, 37°C-os termosztatban végeztilk. A

sejtek letapadasat kovetden (donortol fiiggéen 2-5 nap mulva) a keratinocitak
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tenyésztését szérum mentes EpiLife oldatban folytattuk, a tenyésztdoldatot 5 v/v %-0S
human keratonicyta novekedési faktorral (HKGS) egészitettiik ki. A sejteket kb. 80 %-
os konfluencia szintnél passzaltuk megel6zve ezzel a sejtek konfluencia-indukalt
differencialodasat.
Immunhisztokémia

A paraffinba agyazott szovetdarabokbol 5 pm vastagsagh metszeteket
készitettiink. Deparaffinalast és antigén feltarast kovetéen a metszeteket elsddleges
human TRPV3 elleni antitesttel inkubaltuk egy éjszakan at 4 °C-on. Az elsédleges
antitesttel torténé festést kovetden a metszeteket biotinilalt kecske ellenes IgG-vel
inkubaltuk. Az immunreakci6 kimutatasara diamino-benzidint (DAB), mig a magfestésre
hematoxilint alkalmaztunk. A jelolési eljaras ellenérzése végett az elsGdleges antitest
elhagyasa tortént a negativ kontrollokban. Az immunfestést Nikon Eclipse E600
fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk és értékeltiik.
Immuncitokémia

A keratinocitékat tiveg fed6lemezre szélesztettiik é¢s a megfeleld konfluencia
eléréséig tenyésztettiik. Acetonos fixalasat kovetden a sejteket permeabilizaltuk, majd a
vizsgalni kivant els6dleges antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakan keresztiil. A
fluoreszcens festéshez a fed6lemezeket fluoreszcein-izothiocianattal (FITC) konjugalt
masodlagos antitestekkel inkubaltuk 60 percen keresztiil. A sejtmagok festésére 4',6-
diamidino-2-fenilindol-t (DAPI) alkalmaztunk. A jel6lési eljaras ellendrzése végett az
elsddleges antitest elhagyasa tortént a negativ kontrollokban. Az immunfestést Olympus

Xcellence RT fluoreszcens mikroszkop segitségével vizsgaltuk és értékeltiik.
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Génexpresszios valtozasok vizsgalata

Kisérleteink soran a kiillonbozé gének expresszios valtozasait reverz
transzkripciot kovetd, kvantitativ, ,,valos idejii” polimeraz lancreakcioval (RT-gPCR)
vizsgaltuk. A teljes RNS tartalmat a gyarto utasitasainak betartasaval a TRIzol reagens
alkalmazasaval izolaltuk. Ezt kovetden a teljes RNS 1 pg-jabol kiindulva reverz
transzkripciot  végeztink High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et
felhasznalva. Az igy elballitott cDNS-b6I kvantitativ valos idejii polimeraz lancreakcid
segitségével mutattuk ki a vizsgalt gének specifikus transzkriptjét, TagMan primerek és
probak felhasznalasaval.

TRPV3 fehérje szintii kimutatasa (Western blot)

A homogenizalt mintdk proteintartalmanak meghatarozasat kovetéen SDS
poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) végeztiink. Majd a gélbél a fehérjét
nitrocellul6z membranra transzferaltuk. A membranokat a vizsgélni kivant elsédleges
antitestekkel inkubaltuk 4 °C-on egy éjszakan keresztiil. Masnap a membranokat
masodlagos  specifikus IgG antitesttel inkubaltuk 60 percen keresztiil
szobahémérsékleten. Az immunreakciok eredményét SuperSignal West Pico
Chemiluminescent Substrate-Enhanced Chemiluminescence kit segitségével tettiik
lathatova, a jeleket LAS-3000 Intelligent Dark Box, valamint KODAK Gel Logic 1500
Imaging System késziilékek felhasznalasaval rogzitettik. Az optikai denzitds
meghatarozasara ImagelJ képelemz6 szoftvert alkalmaztunk.

Citokinfelszabadulas vizsgalata (ELISA)
A kiilonboz6 kezeléseknek kitett keratinocita sejtek altal termelt és felszabadult

citokinek meghatarozasahoz a sejtek feliiliszojat 6sszegytjtottik, majd a felszabadult
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citokinek (IL-6 és IL-8) mennyiségét specifikus ELISA kitek segitségével hataroztuk
meg, a gyartd protokolljat kovetve. A vizsgalat végén az abszorbanciat 450, vagy 405
nm-en mértilk. A felszabadult citokin mennyiségét standard gorbe segitségével
hataroztuk meg.
Patch-clamp vizsgalat

A patch-clamp mérésekhez a keratinocitdkat NHEK, AD-NHEK és AD-HEK)
10 mm atméréji iiveg feddlemezre szélesztettik. A feddlemezeket egy inverz
mikroszkopra felszerelt perfuzios kamraba helyeztiik és a sejteket folyamatosan Tyrode
kiilsé oldattal perfundaltuk. Az ionaramok rogzitésére egy Multiclamp-700B tipusi
intracellularis erdsitét hasznaltunk teljes-sejtes konfiguracioban. A gigaseal (> 1 GQ)
ellenallast enyhe szivassal, a teljes sejtes konfiguraciot tovabbi enyhe szivassal vagy 1,5
V-0s, 1 ms-os elektromos impulzusokkal hoztuk 1étre. A mért ionaramokat az adott sejt
kapacitasara normalizaltuk, ennek meghatdrozasdhoz -10 mV és -20 mV kozotti
depolarizal6é impulzusokat alkalmaztunk. Az elektromos jeleket 10 kHz frekvencidval
rogzitettiik, az elemzést pClamp 10.3 szoftver segitségével végeztiik.
Intracellularis kalciumkoncentracio ([Ca?*]ic) meghatirozasa

A keratinocita sejteket 10 000 sejt/lyuk denzitisban szélesztettiik 96 lyukd
fekete falu, atlatszo alju lemezekre, majd az edényeket 24 6ran at 37 °C-on tartottuk
termosztatban. A mérés napjan a sejteket 1 umol/l kalciumérzékeny fluoreszcens Fluo-4
acetoximetilészter formajaval (Fluo-4 AM Hank oldatban oldva) inkubaltuk 37 °C-on 30
percen keresztiil. A Fluo-4 AM-mel feltsltott sejtek Ca?*-jelét FlexStation II fluoreszcens
microplate reader segitségével mértik. A kinetikai mérések 30. masodpercében a

miszerbe épitett pipettorfej segitségével automatikusan adagoltuk a sejtekhez a
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490 nm excitacios és 520 nm emisszios hullamhossz mellett detektaltuk.
Eletképesség meghatarozasa (MTT assay)

A sejtek életképességének vizsgalatakor kolorimetras MTT  assay-t
alkalmaztunk. A modszer alapja, hogy az €16 sejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzimje
a sarga szinli metilthiazol-tetrazolium (MTT) porban talalhat6 tertrazolium gytriit
hasitja, ennek hataséra lila szinli formazan kristalyok keletkeznek, melyek mennyisége
savas oldasukat kovetden kolorimetriasan mérhetd. A megfelelé farmakonok kiilonb6z6
koncentraciodival kezelt sejtekben keletkez6 formazan kristalyokat ,MTT szolubilizald
oldatban” feloldottuk, koncentracidjukat pedig kolorimetrias uton 550 nm-en mértiik. A
mért abszorbancia aranyos az €16 sejtek szdmaval, amit a kontroll szdzalékaban adtunk
meg.

Sejtproliferacio vizsgalata (CyQuant assay)

A proliferalé sejtek nyomon kovetésére (mely az életképes sejtek aranyat
tiikrdzi) egy, a DNS tartalom meghatdrozasan alapuld fluoreszcens kimutatasi eljarast,
CyQuant assay-t alkalmaztunk. A feliiluszo eltavolitasat kovetéen a lemezt -80 °C-ra
helyeztikk. A felolvasztast kovetden, a gyartd protokollja szerint elkészitett
munkareagenssel inkubaltuk a sejteket, majd 480 nm excitacios és 520 nm emisszios
hulldmhosszokon detektaltuk a fluoreszcencia intenzitdst FlexStation II 384
spektrofluorométer segitségével.

Apoptézis vizsgalata
Az apoptotikus folyamat megallapitasara MitoProbe DilC1(5) Assay Kit-et

hasznaltunk. A mitokondrialis membran potencial csokkenését az apoptdzis korai jelének
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tekintjiik, melyen az eljaras is alapul. A mérés napjan a sejteket 30 percen keresztiil
inkubaltuk 37 °C-on MitoProbe™ DilC1(5) munkareagenssel. A fluoreszcencia
detektalasa 630 nm-en térténd gerjesztést kovetden 670 nm-en tortént FlexStation II 384
késziilék segitségével.
Nekrotikus folyamatok vizsgalata

A nekrozissal jellemezhetd sejthalal detektalasara SYTOX™ Green nukleinsav
jelold festéket alkalmaztunk. Az eljaras 1ényege, hogy a festék méreténél fogva csak a
toredezett plazmamembranon keresztiil képes a sejtbe penetralni és a nuklearis DNS-hez
kotddni, ami jelent6s fluoreszcencia intenzitasbeli ndvekedést eredményez. A feliiluszd
eltavolitasat, majd a sejtek mosasat kovetden, a sejteket 1 uM SYTOX™ Green
reagenssel inkubaltuk 30 percen keresztiil 37 °C-on. A fluoreszcencia meghatarozasa 545
nm gerjesztési és 590 nm emisszios hullamhossz mellett tortént FlexStation 11 384
késziilék segitségével.
TRPV3 RNS interferencia

A sejteket kb. 70 %-os konfluencianal transzfektaltuk TRPV3-ra specifikus,
kis interferalo RNS-sel és Lipofectamin 2000 Transzfekcios Reagens felhasznalasaval.
Kontrollként a sejteket RNAi Negative Control duplaszala siRNS-sel transzfektaltuk
(scrambled siRNS). Az RNAi-altal okozott fehérje expresszid csokkenést négy napig
naponta ellendriztik Western blot segitségével. Az immunreaktiv savok optikai
denzitasat a fB-aktin jelre normalizaltuk, és a scrambled RNAi-kezelt sejtek értékére

normalva fejeztiik ki.
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Statisztikai analizis

Mérési eredményeinket atlag + SE formaban, valamint a kontroll csoport
szazalékaban adtuk meg. Hibasavban az eredmények standard hibajanak atlagat (SEM)
tiintettiik fel, szintén a kontroll szdzalékaban kifejezve. Az atlagok kiilonbségét
Osszetartoz0 mintak esetén paros t — probaval, ketténél tobb csoport esetén pedig
egyszempontos variancia analizssel (ANOVA) vizsgaltuk, melynek soran Bonferroni
post hoc tesztet alkalmaztunk a tobbszords Osszehasonlitasra és Dunett post hoc tesztet
hasznaltunk, amikor a kontroll csoporthoz viszonyitottuk az eloszlast. Az elemzésekhez
SPSS 20.0 statisztikai szoftvert hasznaltunk. Szignifikansnak a 0,05 szignifikancia szint

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

A TRPV3 Kkifejezodik a human bérben és primer epidermélis keratinocita
tenyészetben

Kisérleteink soran el8szor a TRPV3 expressziot hataroztuk meg human bérben,
melyhez egészséges paciensekbdl szarmazd, punch biopszia segitségével eltavolitott
teljes vastagsagi normal bort hasznaltunk. Immunhisztokémiaval kimutattuk, hogy a
TRPV3 elsésorban a bor legkiilsd, epidermalis rétegében van jelen, melyen beliil a
TRPV3 homogén festédést mutat a stratum basale és a stratum corneum rétegekben.
Ezekkel az adatokkal 6sszhangban er6s TRPV3 immunreaktivitas figyelhetdé meg normal
human epidermalis keratinocita (NHEK) sejteken immuncitokémiaval, illetve Western-
blottal prekonfluens (80%) és posztkonfluens (PC2) sejteken egyarant. Ezen kiviil g°PCR
technikaval is sikeresen kimutattuk a TRPV3 mRNS szintl kifejez6dését egészséges
emberi bérben, valamint izolalt és tenyésztett pre- és posztkonfluens primer epidermalis
keratinocitakon.
A TRPV3 Ca?*-permeabilis ioncsatornaként miikodik normal human epidermalis
keratinocitikon

Ezt kovetden a TRPV3-csatorna funkcionalitdsat vizsgaltuk az epidermalis
keratinocita sejteken. A csatornafunkcié vizsgalatara patch-clamp technika teljes-sejtes
konfiguraciojat hasznaltuk, a membranaramok vizsgalatara rampa protokollt
alkalmaztunk. Kontroll esetben, kifelé egyeniranyité aramot mértiink -46,1 + 1 mV atlag
reverzal potenciéllal (atlag £ SEM, n = 6). Ezutan dramméréseket végeztiink a rampa
protokoll négy pontjan (-90, -40, +40 és +90 mV), majd az adatokat minden esetben

normalizaltuk az aktualis sejtmembran kapacitasra.
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jelentdsen és szignifikansan (P < 0,05) megndvelte mind a befelé, mind a kifelé iranyuld
aramokat, amely hatas reverzibilisnek adodott.

A TRPV3 funkcionalis aktivitdsanak tovabbi bizonyitasara abbol a jol ismert
tulajdonsagbol indultunk ki, miszerint a TRPV3 (hasonléan a legtobb TRP-csatornahoz)
tobbnyire, (de nem kizérolagosan) Ca-permedbilis csatorna. Fluoreszcens alapu Ca?*-
imaging technikat alkalmazva megallapitottuk, hogy a TRPV3 agonistdk do6zis-fliggd
médon szignifikdnsan emelték a sejtek [Ca?*]ic-jat. Tovabbi jelentdségli, hogy [Ca?*]ec
lecsokkentése (1,8 mM-rdl 0,02 mM-ra) szinte teljes mértékben kivédte a TRPV3
agonistdk [Ca®]ic-t ndveld hatasat. Ezeket a megallapitdsokat siRNS technikéval is
alatamasztottuk: a Trpv3 gén csendesitése jelent6sen csokkentette a carvacrol altal
kivaltott Ca jelet.

Ezen mérésekbdl kapott eredményeink azt a tényt tamasztjak ald, miszerint a
TRPV3 ioncsatorna valoban funkciondlisan aktiv formaban expresszalodik a primer
epidermalis  keratinocitdkon és leginkdbb Ca?*-ra permeabilis non-szelektiv
kationcsatornaként miikddik a sejtek plazmamembranjaban, hasonléan a mar korabban
leirt human kiilsé gyokérhiively keratinocitakon és egér epidermalis keratinocita
populacidkon.

A TRPV3-aktivaciéo gatolja a proliferaciot és sejthalalt indukal normal huméan

epidermalis keratinocitikon

Ezt kdvetéen a TRPV3 aktivalasanak sejtszintli hatdsait vizsgaltuk a novekedés és
talélés szempontjabol a human epidermalis keratinocita tenyészeteken. A sejteket a

ndvényi eredetii carvacrol és a szintetikus 2-APB TRPV3 agonistakkal kezeltiik, mely
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soran azt talaltuk, hogy mind a carvacrol, mind a 2-APB dozis-fiiggd moddon

A carvacrol és 2-APB TRPV3 specifikus hatasat RNS interferencia technika
alkalmazasaval ellendriztiik és értékeltiik, mely soran azt kaptuk, hogy a TRPV3 sikeres
géncsendesitése szinte teljes mértékben képes volt kivédeni a fent emlitett karos
hatasokat. Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy ezek az agonistdk
valoban TRPV3 medialt utvonalon keresztiil modositjak a sejtek ¢letképességét és

novekedését.

A sejthalal pontos formajanak vizsgalatara kombinalt DilC1(5) — SYTOX Green
festést alkalmaztunk. Megallapitottuk, hogy mind a carvacrol (300 pM), mind a 2-APB
(100 pM) magas koncentracidban alkalmazva szignifikansan csokkentette a
mitokondrialis membranpotencialt (ami az apoptdzis egyik korai jele), ugyanakkor nem
okozott SYTOX Green felhalmozodast. Ezek alapjan kijelenthetjiik, hogy a TRPV3-
ioncsatorna aktivacidja apoptotikus sejthalalhoz vezet. A calcium kot6 EDTA
alkalmazasa nem befolyasolta a megfigyelt hatasokat, mely arra enged kovetkeztetni,
hogy a carvacrol és 2-APB ezen hatisa nem fligg az extracelluléris térbdl térténd Ca?*
mobilizaciotol.

A TRPV3 aktivacio erés proinflammatorikus valaszt valt ki
kovetkezd 1épésben a TRPV3 aktivacio cellularis hatasait rovid tava kisérletekben
vizsgaltuk. A vizsgalat soran a kulcsfontossagu proinflammatorikus citokinek (IL-1a, IL-

6, IL-8 és tumor nekrozis faktor-o (TNFa)) expresszios valtozasait kovettilk nyomon.
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Kisérleteink soran azt talaltuk, hogy a TRPV3 agonistak szignifikans modon fokoztak a
proinflammatorikus citokinek expressziojat, tovabba figyelemre mélto IL-6 és IL-8
felszabadulast valtottak ki az epidermalis keratinocitdkon. Ezen hatasokat a TRPV3
szelektiv géncsendesitése szinte teljes mértékben képes volt kivédeni, ami azt jelzi, hogy
a carvacrol és a 2-APB proinflammatorikus hatasai valoban TRPV3 aktivacion keresztiil
valosulnak meg.

A TRPV3 indukalta proinflammatorikus hatasok az NF-kB jelatviteli utvonalat
érintik

Ezt kovetden célul tliztik ki az intracellularis jelatviteli titvonal azonositasat,
melyen keresztiil a TRPV3 aktivacié okozta proinflammatorikus hatasok valdsulhatnak
meg. Ismert, hogy az NF-«kB ttvonal aktivacioja fontos szerepet jatszik a gyulladdsos
folyamatok szabalyozasaban, ezért megvizsgaltuk ezt a mechanizmust. 30 perces
carvacrol kezelés indukalta (ennél fogva inaktivalta) a gatld IkBa foszforilacidjat,
valamint indukalta (és ezaltal aktivalta) a p65 NF-«xB izoforma foszforilacidjat. Mindkét
emlitett hatas kivédhetd volt EDTA egyiittes alkalmazasaval.

Az NF-xB utvonal aktivalasanak egyik jellemzbje a p65 transzlokécidja a
sejtmagba, amit immuncitokémiaval primer epidermalis Kkeratinocita sejteken is
megvizsgaltuk. A kezeletlen kontrollhoz képest 300 uM carvacrol kezelés szignifikansan
fokozta a nuklearis festddést, hasonléan a pozitiv kontrollként hasznalt TLR-3 agonista
poly 1:C-hez, mely ismert NF-kB transzlokacié induktor keratinocitakban.

Eddigi eredményeink egyiittesen a mellett érvelnek, hogy az NF-kB jelatviteli
utvonal dontd szerepet jatszik a TRPV3 aktivalta gyulladasos folyamatokban human

epidermalis keratinocitakon.
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Mivel az NF-xB atvonalrdl ismert, hogy eldsegiti a sejtek talélését
keratinocitdkban, eredményeink pedig igazoltak, hogy a TRPV3 aktivacio csokkenti a
utvonal szerepét ezekben a folyamatokban. Kérdéslink megvalaszolasara megvizsgaltuk,
hogy a BAY11-7085 NF-kB inhibitor hatdssal van e korabbi eredményeinkre. Az
inhibitor alkalmazédsa a TRPV3 aktivator carvacrollal kombindcidban tovabb
csokkentette a sejtek életképességét. Ez arra enged kovetkeztetni, hogy a TRPV3
aktivacioja tobb, mint egy jelatviteli Gtvonalat aktival, illetve az NF-«kB aktivalasa
részben ellenstilyozza a carvacrol életképességre gyakorolt negativ hatasat.

A TRPV3 expresszidja szignifikinsan megemelkedett AD-s betegek szovet
mintiiban

Kisérleteink kovetkezd fazisaban a TRPV3 szerepét szerettiik volna vizsgalni az
egyik leggyakoribb gyulladdsos borbetegségben, atdpias dermatitiszben (AD).
Vizsgélatainkban kiilonds hangsulyt fektettiink nemcsak a 1éziondlis teriiletek
vizsgalatara, hanem a betegek nem-1¢zionalis teriileteire egyarant.

Els6ként TRPV3 immunfestést végeztiink AD-s betegek 1ézionalis (AD-L) és nem-
1ézionalis (AD-NL) borteriiletérdl, valamint egészséges onkéntesek punch biopsziaval
nyert mintain. A korabbi tanulmanyokhoz hasonléan azt talaltuk, hogy a TRPV3 protein
expresszio szignifikansan magasabb volt a 1éziondlis teriileteken az egészséges
kontrollokhoz képest, tovabba 1j eredmény, hogy a nem-1ézionalis teriiletekhez képest is
magasabb kifejez6dést mutatott. Ezen kiviil, bar nem szignifiknsan, de a TRPV3
expresszi6 emelkedd tendencidja volt megfigyelhetd a nem-léziondlis teriileten az

egészséges kontroll mintakkal 6sszehasonlitva.
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A TRPV3 molekularis vizsgalatok soran fokozott expressziét mutat AD-s betegek
wepidermalis szovetében”

Munkank soran lehetGségiink volt 3 AD-s pacienstdl érzéstelenitést kovetden
borotva segitségével csupan az epidermalis réteg eltavolitasaval mintat nyerniink, mind
a lézionalis, mind a nem érintett borteriiletekrél, valamint 3 egészséges donortol is.
Ezeket a mintakat 3 részre osztottuk: két részt azonnal feldolgoztunk és Western blot,
valamint qPCR vizsgalattal kvantitativ fehérje és mRNS szintii expresszidé meghatarozast
végeztiink az ,epidermalis sz6vetb6l”, mig a harmadik részbdl in vitro epidermalis
keratinocita tenyészeteket készitettiink. Ezt kovetéen a tenyésztett sejteken tovabbi
molekularis (Western blot és qPCR) és funkciondlis (patch-clamp) vizsgalatokat
végeztiink a TRPV3 kifejez6désének pontosabb feltérképezésére.

gPCR vizsgalat soran kideriilt, hogy a TRPV3 mRNS szintli expresszidja
mindharom donor esetén szignifikdnsan magasabb volt a 1ézionalis szdvetben, az
egészséges ¢és a nem-1ézionalis epidermalis szovethez képest egyarant. 2 donor esetén a
nem-1ézionalis szovetben szignifikansan magasabb, mig a 3. esetben emelkedd tendencia
volt megfigyelheté a TRPV3 mRNS szintii expresszidjanak tekintetében az egészséges
kontrollokhoz képest. Erdekes modon Western blottal a TRPV3 fehérje szintii
expresszidja a detekcids szint alatt volt az egészséges donorok esetén. Ezzel szemben,
markans jelet sikeriilt detektalnunk mindharom AD-s beteg szovetmintaibol, melyekben
a nem-lézionalis régiokban szignifikdnsan magasabb TRPV3 fehérje szintli expresszio
latszott az érintett régiokhoz képest. Tudomasunk szerint, ez az elsé olyan kisérleti
eredmény, mely azt mutatja, hogy a TRPV3 nem csak a léziondlis, hanem a nem-

1ézionalis epidermiszben is overexpresszalodik.
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A TRPV3 sejt szinten is emelkedett expressziot mutat AD-s betegek
keratinocitaiban

Uj eredményeinket in vitro kisérletekkel erésitettiik meg, melyekben a korabbi
kisérleteinkhez hasonloan pre-, és posztkonfluens tenyészetekkel dolgoztunk. Erdekes
modon, a prekonfluens (proliferald) kultirakban 1 donor esetén a TRPV3 mRNS szintii
expresszidja az egészséges kontrollhoz képest szignifikdnsan magasabb volt az AD-
NHEK sejtekben, de az AD-HEK sejtekben nem, tovabba a masik 2 donornal mind az
AD-NHEK, mind az AD-HEK sejtekben szignifikansan alacsonyabb mRNS szintii
expresszi6 volt az egészséges keratinocita tenyészetekhez képest. Ezzel szemben,
jelentds volt a kontraszt a posztkonfluens, differencialt tenyészetekben (melyek sokkal
inkabb modellezik az in vivo-szerli koriilményeket az epidermiszben, mint a
prekonfluens tenyészetek), miszerint a TRPV3 mRNS szintii expresszidja szignifikansan
magasabb volt AD-NHEK sejtekben mindharom donorban és az AD-HEK donorok 2/3-
aban, mint az egészséges keratinocitdkban. Tovabba 2 donorban a TRPV3 expresszio
szignifikansan magasabb volt a léziondlis keratinocitdkban, mint a nem-lézionalis
sejtekben, mig a 3. donorban szignifikdnsan alacsonyabb volt, mint a nem-lézionalis és
egészséges keratinocitakban.

Erdekes modon, a szovetmintakbél kapott Western blot eredményekkel
ellentétében, az egészséges epidermalis keratinocita tenyészetek jelentds mennyiségben
detektalhato fehérje szintli TRPV3-at expresszalnak, de még fontosabb, hogy ez az
expresszios szint statisztikailag nem mutatott szignifikans kiilonbséget az AD-s beteg
lézionalis és nem-lézionalis eredetli tenyészeteit6l, fiiggetleniil azok proliferacios

(prekonfluens) vagy differencialt (posztkonfluens) allapotatol.
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A TRPV3 funkcionalisan is szignifikans tilmiikodést mutat AD-s betegekben

Annak bizonyitasara, hogy a TRPV3 funkcionalisan is overexpresszalodik AD-S
bérben, patch-clamp kisérletek elvégzésére torekedtiink egészséges, 1ézionalis és nem
lézionalis  epidermalis keratinocitdkon. A  patch-clamp technika teljes-sejtes
keratinocitdkon kapott eredményeinket jelen vizsgalatainkban is megerdsitettiik és
kiterjeszettilk az AD-s tenyészetekre. Sajnalatos modon nem tudtunk stabil dramot
létrehozni AD-HEK sejteken (annak ellenére, hogy tobb mint 150 sejten probalkoztunk
3 kiilonb6z6 donorbdl), vélhetden ezen keratinocita sejtek fokozott sériilékenysége miatt.
Azonban a nem-1ézionalis keratinocitakon az egészséges keratinocitikhoz hasonldan azt
lattuk, hogy mind a befelé, mind a kifelé iranyul6 dramok jelentdsen és szignifikdnsan (p
< 0,05) megnovekedtek a TRPV3 agonista 100 uM carvacrol alkalmazésa soran, amely
hatas alapos kimosas utan reverzibilisnek bizonyult. Az aramokat 4 kiilonb6z6
membranpotencialon (-90, -40, +40 és +90 mV) mértiik és normalizaltuk az aktualis
sejtmembran kapacitdsra NHEK és AD-NHEK esetén is.

Az éaramerGsségek statisztikai analizise szignifikans aramerGsséget mutatott
mindkét sejttipusban +40 és + 90 mV mellett, mig ez a valtozas -40 és -90 mV-nal csak
az NHEK sejteken volt szignifikdns. A legfontosabb, hogy a carvacrol altal kivaltott
normalizalt aramok szignifikansan magasabbak voltak (-90 és +90 mV-on) AD-NHEK
sejteken, mint az NHEK sejteken, ami arra utal, hogy a TRPV3 funkcionalisan
tulmiikodést mutat a nem-lézionalis sejtekben a primer egészséges keratinocitakhoz

képest.
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MEGBESZELES

A tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3) egy nem szelektiv, leginkabb
kalcium-permeabilis ,,termo” TRP-csatorna, melynek természetes aktivatora a fiziologias
hétartomany (33-37 °C). Mikodése mas TRPV-csatorndkhoz hasonld, vagyis egy
komplex cellularis receptor, amit szamos kémiai €s a természetben is eléforduld agens
aktival. A legljabb kutatasi eredmények kimutattak, hogy a DS-Nh egerek és az
Olmsted-szindréomaban szenvedd betegek fenotipusa mogott a Trpv3 gén kiilonb6zo
mutacioi allnak. Ez utobbira a boér sulyos rendellenességei jellemzok, ugymint
palmoplantaris keratoderma, perioroficialis hiperkeratozis, diffiz szérhiany, kopaszsag
¢és viszketés. Korabbi TRPV3-16l sz616 tanulmanyok elsésorban egerek megfigyelésére
fokuszaltak, melyekben leirtak, hogy (i) a TRPV3 ,gain-of-function” mutécioja
magasabb Ca®" beépiilést és idegi ndvekedési faktor termelést mutat a mutcié nélkiili
DS egerekhez képest; (ii) a 2-APB mar alacsonyabb koncentracioban is aktivalja a DS-
Nh egerekbdl szarmazd keratinocitakat, mint a kontroll keratinocitdkat; valamint (iii) a
TRPV3 aktivalasa TSLP felszabadulashoz vezet DS-Nh egerekben a kontroll TRPV3
knockout egerekkel Osszehasonlitva. Emberben pedig igazolt, hogy a TRPV3
expresszidja megnovekedett AD-s betegek gyulladt (Iéziondlis) keratinocitdiban. Bar a
kapcsolhato 6ssze, ami egyértelmiien amellett szol, hogy a csatorna kdzponti szerepet
jatszik a bor homeosztazisaban, tudomasunk szerint jelenleg nincs olyan tanulmany,
amely a human TRPV3-csatornat vizsgalnd molekularis szinten. Eredményeink ezt a

konkrét hianyt probaljak kikiiszobolni.
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Kisérleteink soran igazoltuk, hogy a TRPV3 mind fehérje, mind mRNS szinten
kifejez6dik huméan epidermiszben, valamint primer, human epidermalis keratinocitakon,
valamint a csatorna funkcionalisan aktiv formaban van jelen a keratinocitakon és Ca?*-
permedbilis csatornaként miikodik. Mivel a kalcium novekedés megsziint az Ca®*[e
hidnyaban, igy valdszinisithetd, hogy a TRPV3 membran-csatornaként miikodik.
Tudomasunk szerint korabbi tanulmanyok még nem szamoltak be arr6l, hogy a TRPV3
kifejez6dik és funkcionalisan aktiv membrancsatornaként van jelen primer human
epidermalis keratinocitakon. A csatorna aktivacioja carvacrollal vagy 2-APB-vel
nemcsak az Ca®*[ic] ndvekedését valtotta ki, hanem csdkkentette a sejtek életképességét
altali géncsendesitése révén szignifikans mértékben kivédhetéek voltak, ami arra utal,
hogy a folyamatok dominansan TRPV3 fiiggdek. Osszességében, ezek az eredmények
Osszhangban vannak munkacsoportunk korabbi eredményeivel haj follikulusokon,
melyen a TRPV3 aktivacidja apoptdzist és katagén regressziot indukal, valamint hasonld
hatasokat tapasztaltunk kiilsé gyokérhiively keratinocitékon is.

Az irodalomban egy jol dokumentalt folyamat a keratinocitak altali gyulladasos
mediator termelés, amely Osszekoti az epidermiszt az altalaban immunoldgiailag
aktivabb dermalis részekkel. Munkank soran sikeresen igazoltuk, hogy az epidermalis
keratinocitakon a TRPV3 agonistaval torténd rovid tava kezelés proinflammatorikus
citokinek képz8dését és felszabadulasat indukaltak. Ezen kiviil kisérleteink Kiterjednek
az epidermalis TRPV3-t6] az immunsejtek aktivacidjat célzo folyamatokig, nevezetesen,
hogy a keratinocitakon szamos gyulladasos folyamat soran dontének bizonyult, hogy a

proinflammatorikus mediatortermelés indukcidja az NF-kB aktivaciojatol és
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transzlokaciojatol fiigg. Kisérleteink soran mi is sikerrel igazoltuk, hogy a gyulladasos
mediator termelés az NF-kB jelatviteli itvonal aktivaciojan keresztiil valésul meg.
Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink azt tamasztjik ala, hogy a
TRPV3-ioncsatorna funkcionalisan aktiv forméban van jelen huméan epidermalis
keratinocitakon, valamint aktivacidjuk csokkenti a sejtek életképességét és
proinflammatorikus mediatortermelést indukal az NF-«B jelatviteli Gtvonalon keresztiil.
Réadasul eredményeink tovabbi (preklinikai és klinika) vizsgalatokat indithatnak el,
melyek a TRPV3-at célzo, farmakologiailag terapias potenciallal bir6 eszkézoket tarnak
indukaljak) gyulladdsos bérbetegségek kezelésében, mint példaul AD-ben vagy

allergének, irritdl6 anyagok vagy mas ingerek okozta bérgyulladdsokban.

Miutan eredményeink ravilagitottak, hogy a TRPV3-csatorna carvacrollal torténd
aktivacioja szerepet jatszik a gyulladasos medidtorok termelésének szabalyozasaban a
human epidermalis keratinocitdkon, kisérleteinket kiterjesztettiik nem csak egészséges,
hanem az egyik leggyakoribb gyulladdsos bérbetegségben, atopias dermatitiszben
betdltott szerepének vizsgalatara. Kisérleteink soran lehetségiink volt teljes vastagsag
bor, epidermalis szovetminta és primer epidermalis keratinocita tenyészetek vizsgalatara
is.

Egy, a kozelmultban megjelent tanulmanyban a TRPV3 szerepét vizsgaltak
egészséges, nem-lézionalis és 1ézionalis AD-s és pszoriazisos bérben. RNS szekvenalas
segitségével megallapitottdk, hogy a TRPV3 transzkriptumok mindkét bdrbetegség

érintett borteriiletében megndvekedtek, mig ezeknél a betegeknél a nem érintett
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borteriileteken statisztikailag csak jelentéktelen valtozasok voltak megfigyelhetdk.
Ugyanebben a kéziratban a szerz6k magasabb TRPV3 expressziot talaltak a 1ézionalis
AD bdrben, alatdmasztva masok korabbi vizsgalati eredményeit.

Jelen eredményeink ujszerii megallapitasaibol tobb kovetkeztetés is levonhato.
Valdjaban munkacsoportunk adja az elsé bizonyitékot, hogy a TRPV3 megnovekedett
kifejez6dést mutat nemcsak az AD-S betegek 1ézionalis epidermiszében, hanem az
egészségesnek  tind, nem-léziondlis epidermiszben is  (egészséges bdrrel
Osszehasonlitva), amely a terminalis differencialodés és bizonyos immunfunkcios
rendellenességek tekintetében jelentGsen eltér a normal bértdl. Az emelkedett TRPV3
szintek fehérje és mRNS szinten is kimutathatdak voltak nem-1ézionalis és 1ézionalis AD
borbol.

Mint gyakorlatilag minden huméan minta esetén, mi is azt tapasztaltuk, hogy a
kiilonb6z6 szoveti mintakon (teljes vastagsagu bor, epidermalis szovetminta és primer
keratinocita tenyészetek) és az alkalmazott kisérleti modszerekben (immunhisztokémia,
Western blot, qPCR) jelentés donorok kozotti variabilitds figyelhetd meg. Ezért az
expresszios analiziseket kiegészitettik funkciondlis moddszerekkel (patch-clamp
technika), amely az egyik legkivalobb miiszeres technologia, amely valodi bizonyitékot
nyujthat egy ioncsatorna pontosabb funkcidjanak feltérképezésében. Talan a
legfontosabb eredményiink az volt, hogy agonista altal aktivalt, TRPV3-csatorna altal
kozvetitett ionaramok szignifikansan megnévekedtek tenyésztett nem-lézionalis AD
keratinocitakban az egészséges keratinocitakon mért aramokkal dsszehasonlitva, amely

adatok kimondottan alatamasztjak tanulmanyunk kulcsiizenetét.
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Eredményeinket 6sszefoglalva, a TRPV3 expresszidja megndvekedett nem csak az
érintett, hanem a nem érintett AD-s borteriileteken is, ezaltal értékes preklinikai adatokat
szolgaltatnak azokhoz a transzlacios és klinikai tanulmanyokhoz, amelyek célja a
csatorna modositasa (legnagyobb valosziniiséggel gatlasa) atopias dermatitisz valamint

esetlegesen mas gyulladasos borbetegségek kezelésében.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink elsé felében a tranziens receptor potencial vanilloid-3 (TRPV3)
ioncsatorna kifejez6dését ¢és gyulladasban betoltott szerepét vizsgaltuk human
epidermalis keratinocitakon. Kimutattuk a TRPV3 ioncsatorna expresszidjat human
boérben és primer epidermalis keratinocita tenyészeten. Sikerrel igazoltuk, hogy a
csatorna Ca?*-permedbilis ioncsatornaként funkciondl; carvacrollal, illetve 2-APB-vel
torténd aktivacidja dozis-fliggé modon csokkenti az epidermalis Kkeratinocitak
specifikusnak mutatkoztak, mivel a folyamatok kivédhetonek bizonyultak a TRPV3
specifikus géncsendesités segitségével. A csatorna rdvidtava aktivacidja erds
proinflammatorikus valaszt valt ki, amiért vélhetden az NF-«B jelatviteli itvonal tehetd
feleléssé.

Ezt kovetden arra torekedtiink, hogy meghatarozzuk a TRPV3 molekuléris és
funkcionalis expresszidjat AD-S betegek nem-lézionalis borében, ami a terminalis
differencialodas és bizonyos immunfunkcids rendellenességek tekintetében jelentdsen
eltér az egészséges bortél. Vizsgalataink soran elséként bizonyitottuk, hogy a TRPV3
teljes vastagsagi boérben, valamint epidermalis szoveti mintdkon jelentGsen
megemelkedett expresszidt mutat a nem-lézionalis huméan AD-s epidermiszben,
hasonldan a 1ézionalis AD mintdkhoz. Tovabbi jelent6séggel bir, hogy patch-clamp
technikaval is igazoltuk, hogy a TRPV3 funkcionalisan is aktivabb formaban
expresszalodik a nem-léziondlis AD keratinocitakon az egészséges keratinocitakhoz
képest, amit a szignifikinsan magasabb (agonistaval indukalt) TRPV3-specifikus

ionaramok igazolnak.
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Eredményeink ravilagitanak arra, hogy a TRPV3 kiemelkedd szerepet jatszik a bor
gyulladasos folyamatainak szabalyozasaban, ezaltal potencialis terapias célpont lehet

gyulladasos borbetegségekben.
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