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A vanilloid receptor-1 (TRPV1) szerepe a bor élettani folyamatainak

szabdélyozasaban fiziol6gias és patoldgias allapotokban

A pélyazat keretében — kombinalt sejtélettani, molekularis biolégiai, valamint
képalkot6 eljardsokat alkalmazva — a tranziens receptor potencial vanilloid-1
(vanilloid receptor-1, TRPV1) szerepét tanulmanyoztuk a bér és a fliggelékek in vitro
és in vivo proliferaciéjanak szabalyozasaban fiziologias és patologias korilmények
kozott.

l. Vizsgalatok sejt- és szdvettenyészeteken
A) A TRPV1 kozponti szereppel bir a human faggyumirigy bioldgiai folyamatainak

szabalyozasaban

Mivel korabbi kisérleteinkben TRPV1-specifikus immunreaktivitast talaltunk human
bér faggyumirigy sejtjein, kisérleteinkben el6szér a TRPV1 funkcionalis szerepét
elemeztik a human faggyuamirigy epithelidlis sejtjein, a sebocytakon. Kimutattuk,
hogy a TRPV1 agonista kapszaicin dozis-fliggéen és szelektiv médon lecsdkkentette
a sejtek bazalis és arachidonsav (AA) altal jelentésen fokozott lipidtermelését, mely a
sebocytak differencialédasanak egyik legkarakterisztikusabb markere.
Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy a kapszaicin nem valtoztatta meg a sejtek
életképességét és nem volt hatdssal az AA-indukalt apoptézisra sem. Ezen
hatdsokkal j6 6sszhangban az irodalomban elséként mutattuk ki a receptor gén- és
protein szintl jelenlétét human immortalizalt SZ95 sebocytakon. Megallapitottuk
tovdbbd, hogy a kapszaicin hatdsat negymérétkben kivédte a tenyésztboldat
kalciumkoncentraciojanak csokkentése, mely a kalciumpermeabilis TRPV1-csatorna
funkcionalitasara utal. Ezt a feltevést erdsitette azon megfigyelésunk is, hogy a
TRPV1 antagonista iodo-resiniferatoxin (I-RTX), valamint receptor RNS-interferencia
(siRNS) altal kivaltott ,lecsendesitése” felfliggesztette a kapszaicin AA-indukalt
lipidszintézist gatld hatasat. Erdekes volt ugyanakkor megfigyelniink, hogy ,TRPV1-
csendesitett” SZ95 sebocytdk bazalis lipidtermelése (hasonléan a TRPV1
antagonista 1-RTX-kezelt sejtekhez) szignifikAnsan nagyobb volt, mint a kontroll

sebocytaké. Kimutattuk azt is, hogy a sejtek kapszaicin-kezelése jelentdsen



OTKA 63153 Zarojelentés

megvaltoztatta szamos olyan gén (pl. PPAR izoformék, nuklearis receptorok)
expresszidjat, melyek kodzponti szereppel birnak a lipidtermelés folyamatainak
szabdlyozdsaban. Megallapitottuk tovdbba, hogy a kapszaicin bifazisos modon
fokozta, mig magas koncentraciéban géatolta a sejtek ndvekedési Utemét.
Bebizonyosodott az is, hogy a proliferaciot fokoz6 hatas TRPV1-en keresztul valdsult
meg, mig a sejtnOvekedést gatld hatds a TRPV1-tél fuggetlendl, apoptotikus és
nekrotikus folyamatok beinditadsaval alakult ki. Mindezen adatok azt sugalltak, hogy a
(feltehetéen konstitutiven aktiv) TRPV1-medialt szignalizacié jelentés szereppel bir a

human sebocytak proliferaciojanak és differencidlodasanak szabalyozasaban.

B) Az endokannabinoidok fokozzdk a human faggyumirigy-eredetli sebocytak

zsirtermelését

A kapszaicin hatdsaval parhuzamosan SZ95 sebocytdkon vizsgaltuk az AA-
szarmazék ,endovanilloid” TRPV1 agonista anandamid hatasét is. Meglepetésre azt
tapasztaltuk, hogy az anandamid (az ,exovanilloid” kapszaicin hatdsaval ellentétben)
jelentésen fokozta a sejtek zsirtermelését. Kimutattuk azt is, hogy ezen hatas nem
volt kivédhetd sem TRPV1 antagonistdkkal, sem a TRPV1l siRNS-medialt
Jlecsendesitésével”. Mivel az anandamid egyben az endokannabinoidok egyik
képvisel§je is, ezt kovetben megvizsgaltuk az endokannabinoid rendszer tagjainak
jelenlétét a sejtekben. Kimutattuk, hogy a sebocytak jelentés mennyiségben
termelnek endokannabinoidokat (pl. anandamid, 2-arachidonoil-glicerol), valamint,
hogy a kannabinoid receptorok (CB) kozil féként a CB2-t expresszéljak (a CB1l-et
ugyanakkor alig). Kombinalt farmakolégiai és molekularis bioldgiai kisérleteinkben
(szintetikus agonistak, antagonistak, siRNS technika) megallapitottuk tovabba, hogy
az endokannabinoidok zsirtermelést fokoz6 hatasat a (feltehetéen konstitutiven aktiv)
CB2 receptor kozvetiti, szamos intracellularis jelatviteli mechanizmus (pl. a MAPK
atvonal, PPAR es RAR magreceptorok) aktivalédasan keresztil. Eredményeink
alapjan ugy tanik, hogy a human faggyumirigyben egymassal ellentétesen mikodé
TRPV1/vanilloid (a zsirtermelést géatld) és CB2/kannabinoid (a faggyutermelést

fokozd) rendszerek jelentléte valoszindsitheté.



OTKA 63153 Zarojelentés

C) Az endokannabinoidok gatoljak a human szértisz6 ndvekedését

Human izolalt sz6rtlisz6 szervkulturat felhasznald kisérleteinkben kordbban
kimutattuk, hogy a TRPV1 stimuldlasa kapszaicinnel jelent6s mértékben gatolta a
sz6rszal in vitro noOvekedését. Hasonld Kkisérletes elrendezésben ezért
tanulmanyoztuk az endovanilloid/endokannabinoid vegyulet anandamid hatasét is,
melyrél bebizonyitottuk, hogy a szértiszében is termelédik. Kimutattuk, hogy az
anandamid — hasonléan a kapszaicin korabban leirt hatdsdhoz — doézisfiggd
modon gatolta a szbérszal ndvekedését és a szOrtiszd matrix keratinocytak
proliferacidjat, valamint apoptézist és regresszidés éatalakulast (katagén) indukalt.
Leirtuk azt is, hogy ezen hatas (részben meglepé6 moédon) nem a TRPV1-en
keresztul, hanem a sz6rtusz6 epithelidlis sejtrétegeiben kifejez6d6 CB1
aktivalédasaként valosult meg. Ezzel j6 6sszhangban megallapitottuk tovabba, hogy
az exogén kannabinoid vegyillet A%-tetra-hidro-kannabinol teljes mértékben
2utdnozta” az anadamid celluléris hatdsait. Végezetil bebizonyosodott az is, hogy a
TRPV1- és CB1-medialt mechanizmusok egymastdél fuggetlenlil és additiv médon

vesznek részt a szortiszé ndvekedési folyamatainak negativ szabalyozasaban.

D) Az endokannabinoidok géatoljak a huméan epidermélis keratinocytdk novekedését

Korabbi kisérleteink sordn azt is kimutattuk, hogy a kapszaicin do6zis-fliggéen és
TRPV1-specifikusan hatva gatolta human epidermalis keratinocytdk proliferaciojat,
valamint (ezzel parhuzamosan) apoptotikus sejthalalt indukalt. Kisérleteinkben ezt
kovetéen az endovanilloid/endokannabinoid vegyilet anandamid hatdsat elemeztik.
Megallapitottuk, hogy az anandamid (hasonléan a kapszaicinhez) ddézis-figgé
moédon gétolta a sejtek ndvekedését és apoptodzist valtott ki. Mindezen hatasokat
ugyanakkor nemcsak a TRPV1 antagonista I-RTX, hanem a CB1 antagonista AM251
is kivédte (ugyanakkor a CB2 antagonista AM630 nem befolyasolta azt). Ezzel jo
0sszhangban bebizonyosodott, hogy a sejtek igen jelentés TRPV1 és CB1
expressziét mutatnak, mig a CB2 kifejez8dése ennél sokkal alacsonyabb. Kombinélt
farmakoldgiai és molekuléaris biologiai technikakkal végezetil kimutattuk, hogy az
anandamid a receptorok szekvencialis (CB1 — TRPV1) aktivalasa, valamint az
intracellularis kalciumkoncentraci6 megemelése révén fejtette ki (a sejtproliferaciot

gatl6 és apoptozist kivaltd) celluléris hatasait.
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E) A TRPV1 aktivdldsa gatolia a human dendritikus sejtek differencidlédasat és

érését

Korabbi in situ kisérleteinkben a human bérben sikerrel azonositottuk a TRPV1
kifejez6dését az epidermis dendritikus sejtjein (DS), a Langerhans-sejteken. Jelen
kisérleteinkben a receptor funkciondlis jelenlétét vizsgaltuk huméan monocita eredeti
DS-eken. Immuncitokémia és Western blot, valamint kvantitativ Q-PCR technikakkal
sikerrel mutattuk ki a TRPV1 kifejez6dését a DS-eken. Bebizonyosodott az is, hogy a
receptor expresszidja >10-szeresére nétt a DS-ek citokinek altal kivaltott
differencidloddsa sordn. Megallapitottuk azt is, hogy a TRPV1 funkcionalis
csatornaként m0kodott, hiszen a TRPV1 agonista kapszaicin  jelent6s
kalciumbearamlas indukalt a DS-ekbe. Ellentétben az egér DS-ek vizsgélatakor
kapott korabbi adatokkal kimutattuk, hogy a kapszaicin nem valtotta ki a monocitédk
DS iranyu differencialédasat, valamint nem aktivalta az éretlen DS-eket sem.
Erdekes modon bebizonyosodott ugyanakkor, hogy a TRPV1 agonista jelentésen és
dozis-flggé modon meggatolta a citokinek altal kivaltott DS differencialodast,
lecsOkkentett a sejtek fagocitotikus aktivitaséat, valamint kivédte a pro-inflammatérikus
citokin-koktél altal beinditott DS aktivaciot és érést. Mivel ezen hatasok sem a
TRPV1 antagonista kapszazepin jelenlétében, sem az extracellularis
kalciumkoncentracio lecstkkentésekor nem voltak megfigyelheték, eredményeink a
human DS-eken kifejez6d6 TRPV1 specifikus, a gyulladasos folyamatok gatlasaban

betoltott szerepét valdszinUsitik.

Il. Allat- és szervkultlra kisérletek
A) A TRPV1 jelentds szereppel bir a sz8rndvekedés in vivo szabalyozdsaban
Kisérleteinkben egerek (C57BL/6) bérében vizsgaltuk a TRPV1 kifejez6dését. Az

irodalomban els6ként mutattuk ki, hogy a receptor kifejez6dik az egér bor

epidermalis keratinocytaiban, valamint a sz6rtuszd epithelialis kompartmentjeiben.
Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy az allatok szérének ciklikus valtozasa
(hajciklus) soran jelentds modosuldasok tapasztalhatok a TRPV1 expresszio
intenzitdsaban; a leger6sebb TRPV1-specifikus immunreaktivitdst a regresszios
(katagén) és nyugvd (telogén) szakaszokban mértik. Tanulményoztuk tovabba a
TRPV1 esetleges szerepét a hajciklus szabalyozdsdban. TRPV1-knockout &llatok
vizsgalata soran megéallapitottuk, hogy (a vadtipusi C57BL/6 egerekhez képest)
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jelent6s késés regisztralhatd ezen allatok hajciklusanak idejében; azaz mind az els6
katagén, mind az azt kovetd telogén szértisz6 morfogenetikus fazis késébb
kovetkezett be. Mindezen adataink (j6 6sszhangban a laboratériumunk altal
kordbban kozolt human eredményekkel) arra utalnak, hogy a TRPV1 a katagén
(regreszios) fazis kialakulasanak serkentésében vesz részt.

B) A TRPV1 aktivalasa gatolja a bérsejtek ex vivo ndvekedését

A fenti allatkisérleteket kigészitettlk teljes vastagsagu human és egér bérbdl inditott
ex vivo tulélé bdr szervkultarak (skin organ-culture, SOC) elemzésével. Human bbr,
valamint vadtipusu egér bér SOC-n kimutattuk, hogy a TRPV1 agonista kapszaicin
dozis-figgé moddon és jelentésen csOkkentette mind az epidermalis, mind a
szOrtuszd keratinocytak proliferaciojat. Ezzel parhuzamosan megallapitottuk, hogy a
kapszaicin mindkét sejtpopulacioban igen kifejezett apoptézist, valamint a
szOrtuszbben regresszids atalakulast (katagén) indukalt. Bebizonyosodott az is, hogy
mindezen jelenségek a TRPV1-en keresztil valosultak meg, hiszen (1) human bér,
valamint vadtipusu egér bér SOC-n a kapszaicin hatdsa teljes mértékben
felfiggesztheté volt a TRPV1-specifikus antagonista I-RTX alkalmazasaval; (2) a
fenti folyamatok vonatkozasdban a kapszaicin hatdstalannak bizonyult TRPV1-KO
egerek hatbdérébdl inditott SOC-n. Megallapithatdé tehat, hogy a TRPV1 - teljes
mértékben megegyezve a human sz6rtiszd szervkultiran és epidermdlis
keratinocyta tenyészeteken tapasztaltakkal — a human és egér bérben a folliculéris

és epidermalis névekedés gatlé molekulajaként funkcional.

C) A huméan transzplantélt sz6rtliszé6 — SCID allatmodell

A TRPV1 szerepét az in vivo haj/szérndvekedés szabalyozasaban egy masik
allatmodellben is vizsgalni kivantuk. Ennek soran immunhianyos Severe Combined
Immunodeficiency (SCID) egerek hatbérébe el6szor teljes vastagsagu human
bérdarabot implantaltunk. Ezt kdvetéen a human fejbdorbél izolalt anagén (azaz a
novekedési fazisban lév6) szértiszbket ultettink a mar szervilt human bdrbe.
Megallapitottuk, hogy a sz6rtiiszd tdbb héten keresztll is megtartotta morfoldgiai
integritasat. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy — a human hajtranszplantécioé soran
tapasztaltakhoz hasonléan — a sz6rtisz6k regresszios (katagén, dystrophias
telogén) atalakulast szenvedtek, melynek hossza igen széles hatarok kozott (6 hét —

3 hdnap) valtozott. Mivel izolalt sz6rtisz6kon, valamint bér szervkulturan kapott fent



OTKA 63153 Zarojelentés

bemutatott eredményeink a TRPV1-aktivaciot a katagén atalakulas egyik legerésebb
stimulusaként jellemezték — mely igy csak az anagén fazisban lévé szértisz6kon
realizalodhat —, ezért a kisérletek jelenlegi stadiumaban még nem allt moédunkban
exogén és endogén vanilloid vegylletek hatasait elemezni. Jelenleg folyé
kisérleteinkben olyan tenyésztési-transzplantaciés korilmények optimalizalasa zajlik,
melyek felgyorsithatjak a transzplantalt sz6rtiszdk elsé anagén fazisanak, azaz

ndvekedésének megjelenését.

D) A TRPV1 aktivalasa gatolja az in vivo tumorigenesist

Allatkisérleteink utols6 részében a TRPV1 szerepét tanulmanyoztuk az in vivo
tumorigenesis folyamatanak szabalyozasdban. A kisérleteinkben sikerrel indukéltuk
daganatok kifejlédését TRPV1-et endogén moddon kifejez6 human HaCaT
epidermdlis keratinocyta, valamint human SZ95 sebocyta sejtvonalak SCID egerekbe
torténd intradermalis injektalasaval. Kimutattuk, hogy mindkét sejtvonal szévettanilag
joindulatu, a koérnyezettdl joI demarkalédd daganatok kifejlédését eredményezte.
Bebizonyosodott az is, hogy a daganatok kozelében (azok kifejl6édése utan)
intradermalisan elhelyezett automatikus pumpén keresztll adagolt kapszaicin
jelentésen lecsOkkentette a tumorok méretét. Mindezen adatok ismételten a TRPV1-

kapcsolt szignalizacié ndvekedést géatlo hatdsara utalnak.

lll. Kisérletek human mintakon
A) A TRPV1 kifejez6dése fokozdédik human daganatokban
Kisérleteink sordn vizsgaltuk tovabba a TRPV1 kifejez6dését kulonféle (j6- és

rosszindulatl) human daganatokban. Megdllapitottuk, hogy a TRPV1 mRNS és
fehérje szintl kifejez6dése jelentdsen fokozédott a human bdérbél szarmazo
basaliomdban és squamosus carcinomaban. A patohisztologiai diagnozissal valo
dsszehasonlitas sordn ugyanakkor kiderilt, hogy ezen expresszié-ndvekmény nem
mutatott korrelaciét sem a tumor gradusaval, sem a klinikopatologiai staddiummal.
Erdekes modon annak ellenére, hogy az epidermalis és folicularis melanocytak nem
expresszaltak a TRPV1-et, ugyancsak jelentés TRPV1 kifejez6dés-fokozodast
tapasztaltunk jéindulatl naevus pigmentosusban (a TRPV1 malignus melanomaban

valé kifejez6désérdél egyeldre ellentmondasos adatokkal rendelkezink).
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Habar kozvetlenll nem tartozott a palyazatban vallalt munkaterv kisérletei kozé,
munkdnk soran lehet8ségink nyilt eredményeink Osszevetésére mas
szovettipusokbol szarmazé daganatokkal is. Kimutattuk, hogy a nyelv epithelialis
laphamcarcinomajaban, valamint prostatacarcinomdban ugyancsak jelentdsen
fokozodott a TRPV1 expresszidja. Megallapitottuk ugyanakkor azt is, hogy mig a
nyelvdaganatokban szintén nem volt 0Osszefiggés a TRPV1 szint és a
patohisztoldgiai diagnozis kdzott, addig prostatacarcinoméaban a TRPV1 expresszidja
j0 korrelaciot mutatott a daganat emelkedé gradusaval (azaz a malignitas fokaval).
Végezetll, elézetes eredményeink szerint a TRPV1 aktivalasa a legtobb vizsgalt
carcinoma sejtvonalban jelentdsen lecsokkentette a sejtek életképességét. Mindezen
eredmények felvetik a sejtek novekedését géatl6 TRPV1 potencidlis terapias

célpontként vald alkalmazhatdésaganak lehetéségeét.

IV. Konkllzié

Az egymast kivaloan kiegészitd6 modellrendszerekben végzett kisérleteink Uj
cellularis folyamatokat azonositottak a TRPV1 sejtspecifikus, a bér kuldnféle
sejtieinek in vitro és in vivo nodvekedését és tulélését szabdlyoz6 szerepére
vonatkozban. Vizsgalataink emellett feltartak a TRPV1 és a bdrben azonositott
endokannabinoid rendszer kapcsolatait is. Tudomanyos eredményeink gyakorlati
jelentéséggel is birnak, hiszen rdmutatnak a receptor, valamint a kapcsol6do
intracellularis  jelatviteli folyamatok potencialis terapias célpontként vald
alkalmazhatésdgara az emberi bér (f6ként fokozott ndvekedéssel jellemezhetd)

betegségeinek kezelésében.

V. Publikacids aktivitas

A fenti eredményeket nagyszdmu (17), impakt faktorral rendelkezé, kulfoldi
foly6iratban  megjelent in  extenso  kdzleményben  (ldsd  kapcsol6do
Kozleményjegyzék), 1 kdonyvfejezetben, valamint 8 idézhet6 absztraktban publikaltuk.



