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1. BEVEZETES

1.1. A jelatvitel szerepe a proliferacio és a differencialodas szabélyozaséaban

Az emberi szervezetben taldlhaté szervek és szévetek folyamatos (gyakran
élethosszig tartd) fejlédése, ndvekedése, valamint a sérllést kdvetd atépulése-
regeneracidja a kulsé és belsd kérnyezethez vald alkalmazkodas alapfeltétele. Ezen,
az adott egyed mindenkori igényeit messzemenfen figyelembe vevd
mechanizmusok élettani miikddését az egyes sejtek osztodasanak (sejtproliferacio);
egyeéni, az adott sejtre jellemz6 ,specializalt’ fejlédésének (differencialodas); valamint
a sejtek élettartamanak és talélésének (programozott sejthalal, apoptézis)
dinamikusan valtoz6 szabalyozésa teszi lehetbve.

A finoman hangolt” proliferaciés, differencidlédasi és tulélési folyamatok
mikodése soran az egyes sejtek genetikai programja igen sokrétl kontroll alatt all,
melyben gyakorlatilag a szervezet valamennyi szabalyozd rendszere résztvesz. A
sejtek novekedésének regulécidjaban igy, a teljesség igénye nélkil, kiemelkedd
szereppel birnak a kozvetlen sejt-sejt és sejt-matrix kapcsolatok; a humoralis
faktorok (pl. hormonok, citokinek, novekedési faktorok, vazoaktiv &agensek,
gyulladasos mediatorok) altal létrehozott auto-, para- és endokrin intercellularis
kommunikaciés halézatok; a novekvd-differencialédé sejteket ellatdé neurondlis
végzédések trofikus hatasai (pl. mitogén hatasu neurohormonok és -peptidek
felszabaditasa réven), stb.

A fenti ,neuro-immuno-endokrin” rendszerek elsddleges hirvivéi komplex,
tobblépcsés szignalizacios mechanizmusok aktivitasat megvaltoztatva szabalyozzak
a ceélsejtek novekedését. Ezen jelatviteli folyamatok magukba foglaljak, tobbek

kozott, kulonféle sejtfelszini  (metabotrop, ionotrép) és/vagy intracellularis



(citoplazmatikus, nuklearis) receptorok aktivalédasat; masodlagos hirvivé molekuldk
(pl. kalcium, ciklikus nukleotidok, lipidek) képzddését; protein kinaz és foszfataz
rendszerek aktivitAasdnak modosulasat; bizonyos gének kifejez6désének és
atirédasadnak megvaltozasat, stb. Mivel a kulonféle kommunikécidés csatorndkon
keresztul befuté jelek szuperpozicidja, valamint az egymdassal szamos szinten
kapcsolddo jelatviteli atvonalak interferencidja hatarozza meg az adott sejt ,sorséat”
(proliferaci6  és/vagy differencidlédas és/vagy apoptozis), a folyamatsor
megértéséhez elengedhetetlentl szikséges a sejtszinten zajlo  dontési
mechanizmusokat befolyasold szignalizacids utvonalak felderitése.

A jelatviteli rendszerek miikddésének patoldégids modosuldsa mélyrehato
valtozasokat eredményezhet a sejtek proliferacids és differencidlodasi folyamataiban,
mely olyan sulyos kdvetkezményekkel jarhat, mint pl. a daganatos transzformacio,
autoimmun betegségek kifejlédése vagy gyulladasos allapotok kialakulasa. Ismervén
ezen korképek incidencidjanak és féként mortalitasanak riasztéan emelked6 adatait
nem meglepd, hogy a fenti 6sszefiggések is a transzmembran és intracelluléris
jelatviteli folyamatok aktivitdsat szabalyozé molekuldk tanulméanyozéaséara iranyitottak

a figyelmet.

1.2. A vizsgalt jelatviteli rendszerek
Kisérleteinkben harom jelatviteli rendszer szerepét vizsgaltuk az in vitro és in

vivo sejtproliferacio szabalyozaséban.

1.2.1. A tranziens receptor potencial vanilloid-1 (TRPV1) ioncsatorna
A TRPV1 egy jelentds Ca®*-permeabilitdissal rendelkezé6 nem-szelektiv

kationcsatorna, mely a ,cellularis szenzorokként” mikédé TRP ioncsatornak



csaladjanak egyik képviseldje. A csatornat elséként a csipdspaprikdbdl izolalt
kapszaicin cellularis célmolekulajaként irtak le (,kapszaicin receptor”) a spinalis hatsé
gyOki és trigeminalis szenzoros ganglionok kis méretl sejttesttel és C-tipusu axonnal
jellemezheté polimodalis nociceptorain. Megallapitottdk tovabba, hogy a szenzoros
neuronokon kifejez6d6 receptor kozponti szerepet tolt be a fajdalomérzés és a
neurogén gyulladas folyamataiban.

A TRPV1-et a kapszaicinen és a rokon vanilloid vegylleteken (pl. a
resiniferatoxin) kivul tobbféle, a szervezetben képz6dd ,endovanilloid” &agens is
képes aktivalni és/vagy szenzitizalni. Ezek kozul a TRPV1 legfontosabb endogén
aktivatora a hémérséklet emelkedése (>43°C) és a pH cstkkenése (acidozis, <pH
5,5). Ezen hatdsok mellett szdmos, leginkabb gyulladasos mediatornak tekintheté
anyag (pl. bradikinin, ATP, arachidonsav-szarmazékok, leukotriének, a lipid-
peroxidacio termékei, az endogén kannabinoidként leirt anandamid, stb.) is képes a
TRPV1 szenzitizaciojara. Ezek a mediatorok részben direkt médon, részben sajat
(féként metabotrop) receptoraikhoz koétddve intracellularis jelatviteli utvonalak
(kindzok, intracellularis hirvivék) modositasa révén szabélyozzdk a TRPV1
mikodését.

Féként sajat (az Ertekezésben bemutatott kisérleteket megalapozo)
kutatasainknak kdszonhetéen kidertlt ugyanakkor az is, hogy a TRPV1 szdmos
nem-neurondlis sejtféleségen is kifejezédik. Megallapitottuk, hogy a TRPV1
funkcionalis formaban expresszalodik emlds hizé- és gliasejteken, és olyan
folyamatok szabalyozasdban vesz részt, mint pl. a sejtek proliferacioja,
differencidloddsa, vazoaktiv mediatortermelése és citokinfelszabaditasa. Ezt
koévetéen mas munkacsoportok is kimutattak a TRPV1 molekularis jelenlétét, tobbek

kozott, pl. epidermalis keratinocitakon, a gasztrointesztinalis €s urogenitalis traktus



szamos sejtféleségén, a bronchusok epitéliuman és tébbféle mononuklearis sejten is.
Kisérleteink megkezdésekor ugyanakkor felderitésre vart a TRPV1-kapcsolt
szignalizacid funkciondlis, a sejtek ntévekedését regulald szerepének, valamint a

molekula szabalyozasanak leirasa, féként human nem-neurondlis sejtpopulécidkon.

1.2.2. Az endokannabinoid rendszer (ECS)

Az elmult két évtizedben a Cannabis sativa ndvényben megtalalhaté talan
legfontosabb anyag, a névény pszichoaktiv hatasat kifejté A°-tetra-hidro-kannabinol
(A’-THC) vizsgélata soran kideriilt, hogy a A*-THC szamos, az emberi szervezet altal
termelt endogén vegyllet hatdsat ,utanozza”. Ezen lipid természeti
endokannabinoid vegyuletek, mint pl. az anandamid vagy a 2-arachidonoil-glicerol
(2-AG), az Oket felismer® receptorok, valamint az endokannabinoidat szintetizalo és
lebont6 enzimhalbzat egyuttesen képezi az ECS-t.

Az endokannabinoidokat el6szor a kdzponti idegrendszerben, mint retrograd
neurotranszmittereket, illetve neuromodulatorokat jellemezték. Megallapitottdk, hogy
ezen vegylletek — féként az 1-tipusu, G-protein kapcsolt kannabinoid receptor (CB1),
valamint tobb jelatviteli mechanizmus (pl. cAMP, kinadz rendszerek) aktivalasan
keresztul — kozponti szereppel birnak pl. a tanulas (long-term potentiation), a
memoria és a viselkedési folyamatok szabalyozasdban. Ezzel szemben az
ugyancsak G-protein kapcsolt CB2-t f6ként az immunrendszer sejtjein irtak le, ahol a
receptor aktivacidja mélyrehatd valtozasokat eredményezett a gyulladasos és
immunoldgia folyamatokban. Bebizonyosodott tovabba, hogy a fenti metabotrép
receptorokon kivil szamos egyéb molekula (igy egyes TRP csatornak, mint pl. a

TRPV1) is képes a kannabinoidok celluléris hatasainak kdzvetitésére.



Erdekes moédon az elmult néhany év kutatasainak kdszénhetéen kideriilt az is,
hogy az ECS elemei (receptorok, enzimek) szinte minden periférias szervben (igy pl.
sziv, maj, izom, zsirszOvet, stb.) megtalalhatoak. Kisérleteink megkezdésekor
ugyanakkor nem volt ismert az, hogy a kutatasaink kézéppontjaban allé6 (human)
bérben hogyan miikédik az ECS, valamint, hogy szerepet jatszik-e a folyamatos
proliferaciés-differencialédasi programmal jellemezhetd sejtek ndvekedésének

szabéalyozésaban.

1.2.3. A protein kindz C (PKC) izoenzimek

A sejten bellli jelatvitel egyik kdzponti molekularis rendszere a PKC
izoenzimcsalad. Ezen szerin-treonin kindzok csoportjaban a mai napig 11 kilénb6zé
PKC izoenzimet kulonboztettek meg, melyeket aktivacids mechanizmusaik és
szerkezeti sajatsadgaik alapjan 4 nagyobb csoportba sorolhatunk. A  klasszikus”
csoportba (cPKC) a cPKCa, BI, Bll és y izoenzimek tartoznak, mely fehérjék
aktivalédasukhoz diacil-glicerolt (DAG) és kalciumot igényelnek. A maéasodik
csoportba a ,novel” kalcium-fliggetlen, de DAG-fliggd nPKC59, €, n és 0 izoenzimek
tartoznak. A harmadik csoportba az ,atipusos” aPKCC és M izoenzimek sorolhatok,
melyek aktivalodasukhoz sem kalciumot, sem DAG-anal6ég forbol-észtert nem
igényelnek. A negyedik csoportot egyetlen enzim a PKCu (Gjabb nevén a PKD)
alkotja, mely mind aktivaciojat, mind strukturgjat tekintve rendhagyo6 izoforméanak
tekinthetd.

Szervezetiinknek nincs olyan sejttipusa, amely ne rendelkezne valamely PKC
izoformaval, illetve izoformékkal. Fontos tény ugyanakkor, hogy nem mindegyik
izoenzim taladlhaté meg minden sejttipusban; azaz a PKC izoenzimek a szervezetben

az adott szdvetre, valamint sejtre jellemzé megoszlast és mintdzatot hoznak létre.



Ezen megoszlas gazdagsagabadl fakad, hogy a PKC enzimek az élettani szabalyoz6
folyamatok legszélesebb skalajat képesek befolyasolni. Alapvetd és kozponti
szereppel birnak (a teljesség igénye nélkil) pl. a sejtek proliferacidjanak és
differencidloddsanak szabalyozdsaban, a programozott sejthalal (apoptozis)
folyamatsordban, meghatarozott sejttipusok altal termelt mediatorok (vazoaktiv
anyagok, novekedési faktorok, citokinek) szintézisében, ingerlékeny szdvetek
elektrofiziologiai jellegzetességeinek (csatorna-aktivitds, akcidés potencial koédolés,
izomkontrakcid) optimalis kialakitasaban, a kdzponti idegrendszer integritasanak és
mikodésének fenntartdsaban, a szervezet védekez6 mechanizmusaiban
(fagocitézis, immunglobulin termelés), stb.

Az utdbbi idében egyre tobb bizonyiték szdél amellett, hogy a PKC izoenzimek
nemcsak szerkezeti, aktivaciés és megoszlasi heterogenitdst mutatnak, hanem
regulacidjuk és biolégiai szerepuk is jelentdsen kulonbozhet egymastol. Felmerult
emellett az is, hogy egy adott sejtvalasz (kuloénos tekintettel a proliferacio,
differencialodas és regeneracio) kialakitasaban a kulonb6zé PKC izoformak
nemcsak eltéré aktivitassal vehetnek részt, de hatasuk gyakran ellentétesnek

adodhat.

2. CELKITUZESEK

2.1. A TRPV1 vizsgalata soran el6sz0or célul tlztik ki a receptor azonositasat a
human bér epitelidlis és mezenchimalis sejtféleségein, valamint a bér fuggelékein
(szbrtuszé, faggyumirigy). Ezt kovetéen jellemezni kivantuk a TRPV1 funkcionalis
szerepét a kulonféle sejtek proliferacios, differencialédasi és apoptotikus

folyamataiban, valamint a kapcsol6dd immunoldgiai mechanizmusokban. Elemeztiik



tovdbbéd a TRPV1-aktivacio hatasat a sejtek szekretoros mikodésére (lipidszintézis,
citokin- és novekedési faktor termelés), valamint bizonyos, a sejtproliferacié és
differencidlodas folyamataiban kulcsszerepet jatsz6 gének expresszidjara.

2.2. A TRPV1-medialt sejtvalaszok szabalyozdsanak elemzését is végrehajtottuk.
Ennek soran tanulmanyozni kivantuk a sejtproliferaci6 és az apoptodzis

szabalyozasaban kulcsfontossagu [Ca®']

TRPV1-mediélt valtozasat, valamint a
funkcionalis ioncsatorna szubcellularis lokalizaciéjat. Emellett vizsgaltuk a
sejtnbvekedés egyik legfontosabb molekulacsaladjanak, a neurotrofinoknak a TRPV1
mikodésére gyakorolt hatasat, valamint Uj TRPV1-en haté agonistakat is
azonositottunk.

2.3. A TRPV1 vizsgéalatahoz hasonléan elemezni kivantuk az ECS szabélyozé
szerepét a human bérfiggelékek kilonféle sejtieinek  ndvekedésében,
differencidlodasi folyamataiban, ttlélésében, valamint mediatortermelésében.

2.4. Tobbféle sejtes rendszert alkalmazva emellett tanulmanyoztuk a PKC
izoformak kifejez6désének valtozasat a sejtek proliferaciés és differenciéltsagi
allapotanak fuggvényében. Vizsgaltuk tovdbb4d a PKC rendszer farmakoldgiai
befolyasolasdnak (PKC aktivatorok és géatlok) hatdsat a sejtfolyamatokra. Ezen
tulmenéen molekuléris biolégiai modszerekkel megvaltoztatott PKC mintazati
sejteket hoztunk létre, majd —a kllonféle sejtes modellrendszerekben észlelt
megfigyeléseinket  dsszehasonlitva — izoformaspecifikus  vélaszokat  kivantunk
azonositani.

2.5. Veégezetil szdmos, megvaltozott proliferacids allapottal jellemezhetd human
megbetegedésben (daganatok, autoimmun betegségek) elemeztik a PKC
izoformamintazat, valamint a TRPV1 és a CB receptorok kifejez6désének esetleges

moédosulasait.



3. AZ ELVEGZETT VIZSGALATOK, MODSZEREK

(A rémai szamok a Ertekezés alapjaul szolgal6 kozlemények sorszamat jelolik;

A kozlemények listdja a 6. fejezetben talalhatd)

3.1. Az alkalmazott modellrendszerek

A proliferacié, a differencialédas, a sejthalal, valamint ezek patologias
megvaltozdsainak (pl. tumorgenezis és progresszid) vizsgalatdra szamos sejtes
rendszer taldlhaté az irodalomban, melyek jél jellemzik a fenti folyamatok
jellegzetességeit. Kutatasaink soran olyan, féként human rendszereket fejlesztettiink
és alkalmaztunk, melyek (i) sejtjeire az egész életen at tarté folyamatos proliferacio,
differencialodas és regeneracié jellemzé; (i) egymast jol kiegészitve lehetfséget
teremtenek a proliferacio és differencidlodds mechanizmusait szabalyoz6 rendszerek
fébb aspektusainak széleskorl tanulmanyozasara; valamint (iii) mind fiziol6giailag,
mind farmakoldgiailag, mind klinikailag relevans modon modellezik az in vivo

folyamatokat.

3.1.1. Sejtes in vitro rendszerek

Kutatdsaink tdlnyomé tobbségét primer sejttenyészeteken (vazizom,
szOrtuszb-eredetll keratinocita, monocita-eredetld dendritikus sejtek) (11,V, X1, XII);
primer szervkulturan (izolalt szértiszd) (II,IX); immortalizalt és daganatos
sejtvonalakon (SZ95 human faggyumirigy-eredetlii szebocita, HaCaT human
epidermalis keratinocita, Cal27 huméan nyelv laphamkarcinoma, MonoMac-6 huméan
monoblasztos leukémia, C2C12 egér mioblaszt) (I,IV,X-XVII); valamint egészséges
onkéntesekbdl és betegekbdl szarmazd primer sejteken (T-limfocita, monocita) (XX)
és szovetmintakon (bér, sz6értiisz6, daganatok) (I,I1,1V,IX,X,XVII-XIX) hajtottuk végre.

Emellett szamos homoldg és heteroldg expresszios rendszert hoztunk Iétre, melynek



sejtieiben az adott jelatviteli molekulakat vagy tultermeltettiik (rekombinans
overexpresszi0); vagy a vizsgalni kivant fehérje kifejez6dését RNS interferencia

(siRNS) technika alkalmazasaval ,lecsendesitettuk” (IV,VI-VIIL,X,XI,XV,XVI).

3.1.2. In vivo allatkisérletek

Az in vivo proliferacié (tumorgenezis) tanulmanyozdsa soran a molekuléris
biolégiai technikdkkal mddositott sejteket Severe Combined Immunodeficiency
(SCID) egerekbe injektéltuk, majd szovettani és immunhisztokémiai modszerekkel
elemeztik a kifejl6dott daganatok jellegzetességeit (XV). Vadtipusu, valamint
TRPV1-knockout (KO) egerekben emellett tanulmanyoztuk az in vivo szérndvekedés

folyamatat (l11).

3.2. A jelatviteli molekuldk azonositasa

A vizsgalt molekulak fehérje szintl kimutatasara immunhisztokémia/citokémia
(konfokalis mikroszkaépiaval) (I-VI,IX-XV,XVII,XVIII), Western blot (1,11,IV-VII,X-XX) és
aramlasos citometria (I,IV,V,X,XV,XVI,XX) technikdkat alkalmaztunk, mig a
sejtalkotokat mMRNS szinten konvencionalis RT-PCR és kvantitativ ,real-time” Q-PCR
technikak (I,11,1V,V,IX,X,XVII,XVII) segitségével azonositottuk. Az endokannabinoidok

termelédését tomegspektroszkopiaval (VII,X) mutattuk ki.

3.3. Funkciondlis vizsgalatok

A sejtproliferaciot novekedési gorbék (11,IX,XI-XII1), immunhisztokémia/
citokémia (Ki67) (II,X1,XV), valamint kolorimetrias (MTT, BrdU) és fluorimetrias
(CyQuant) assay-k segitségével (ILIV,V,X,XIlI-XVII); a differencialodast kulonféle

markerek fehérie és génszinti kimutatasaval (II,IV,V,X-XV); az apoptodzist



immunhisztokémia (TUNEL) (II,1X), aramlasos citometria (Annexin-V) (I,IV,X) és
fluorimetrias (Annexin-V, DilC1(5) mitokondridlis membranpotencial-érzékeny jeldlés)
technikakkal (1V,X); a nekrotikus sejthalalt aramldsos citometria (propidium-jodid)
(I,1IV,X) és fluorimetrias (SYTOX Green festédeés, glukéz-6-foszfat-dehidrogenéz
felszabaduléas) (IV,X) modszerekkel; a kindzok aktivalodaséat radioaktiv assay-k és
Western blot metddusokkal (X, XIII,XV); mig a sejtek mediatortermelését ELISA
(IV,X) és radioaktiv vizsgalatokkal (XVI) hataroztuk meg. A TRPV1 aktivaciojat
kévetéen az intracellularis kalciumkoncentracié ([Ca®']) valtozasait fluorimetrias

merésekkel (11,V-VII,X1V) tanulmanyoztuk.

4. EREDETI TUDOMANYOS EREDMENYEK

(A rémai szamok a Ertekezés alapjaul szolgal6 kozlemények sorszamat jelolik;

A kozlemények listdja a 6. fejezetben talalhato)

Az aldbb bemutatandé eredeti tudomanyos eredményeket szolgéaltatd
kisérletek tulnyomé tobbségét a Debreceni Egyetem, Orvos- és Egészségtudomanyi
Centrum (DE OEC) Elettani Intézetében, az altalam vezetett Sejt- és Molekularis
Elettani Laboratériumban végeztiik. Tudomanyos munkankat szamos hazai, valamint
kulfoldi klinikai (pl. DE OEC Bérklinika és 1. Belklinika; Dept. Dermatology, Univ.
Lubeck, Németorszag) és elméleti (pl. DE OEC Biokémiai és Immunologiai Intézet;
National Cancer Institute, NIH, USA) kollaboraciés partner segitette, mely
kapcsolatok a sajat tudomanyos munkankat jol kiegészité kisérletes megkdzelitések
egyuttes alkalmazasat tették lehetévé. Projektjeink kivitelezésének anyagi feltételeit
a Laboratérium munkatérsai altal elnyert nagyszamu hazai (pl. OTKA, ETT) és

nemzetkozi (pl. EU Keretprogramok) kutatési thmogatas biztositotta.

10



4.1. A nem-neurondlis sejteken ujonnan leirt TRPV1 funkciondlis szerepe a
sejtproliferacié szabéalyozasaban

4.1.1. A TRPV1 vizsgalata soran az irodalomban els6ként sikerrel azonositottuk a
receptor in situ kifejez6dését a human bér szamos neuroektodermalis (epidermalis
keratinocitdk, verejtékmirigyek) és mezenchimdlis (Langerhans-sejtek, hizosejtek,
simaizom) sejttipusan, valamint a bérfliggelékek kilonféle sejtpopulacioin (szdértlisz6
keratinocitai, faggyumirigyek szebocitai) (1,11).

4.1.2. Huméan izolalt sz6rtisz6 szervkultura modellrendszert alkalmazva
bebizonyitottuk tovabba, hogy a TRPV1 aktivalasa az agonista kapszaicinnel
specifikus (azaz TRPV1 antagonistakkal teljes mértékben felfuggeszthetd) és
dozisfiggé modon gatolta a hajszal hosszndvekedését, csokkentette a szértiszé
bulbéris keratinocitainak proliferacidjat, fokozta ezen sejtek apoptéziséat, valamint a
korai katagén (regresszids) stadiumra jellemz6 morfoldgiai jegyek kialakuldséat
valtotta ki. Human sz6rtlisz6é-eredetli tenyésztett kilsé gyodkérhively (ORS)
keratinocitakon, valamint huméan immortalizalt epidermalis HaCaT keratinocitdkon

emellett kimutattuk, hogy a TRPV1 aktivalasa, a [Ca®"];

receptor-fuggd novekedésén
keresztll, géatolta a sejtek proliferaciéjat és apoptozist indukélt. Megallapitottuk
tovdbbd, hogy a kapszaicin mélyrehatd valtozasokat okozott a hajciklus
szabalyozasaban résztvevé szamos molekula (citokinek, novekedési faktorok)
termel6désében. Azaz, a TRPV1 aktivdldsa csokkentette a hajciklus pozitiv
regulatoraként ismert hepatic growth factor, insulin-like growth factor-l (IGF-I) és
scattered factor kifejez6dését, mig a szérndvekedést gatlé transforming growth
factor-B, és interleukin-1p (IL-1B) expresszidja emelkedett kapszaicin hatasara (Il).

4.1.3. A TRPV1 ioncsatorna sejt-, illetve szérndvekedést szabalyozé lehetséges

szerepét TRPV1-KO egérmodellben is vizsgaltuk. Kvantitativ hisztomorfometria
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modszert alkalmazva megéallapitottuk, hogy a TRPV1-et nem expresszalé allatok
szértliszbinek anagén-katagén transzformécidja jelentdés késést mutat a vadtipusu
allatokban mértekhez képest (Ill). Mivel ezen adataink j6 ©6sszhangban voltak a
human szértlisz6 szervkulturan mértekkel (lasd 1), eredményeink a TRPV1 kdzponti
szerepét valészinUsitik a haj- és szdrndvekedés in vivo és in vitro ndvekedésének
gatlasaban.

4.1.4. A human pilosebaceous egység masik tagjan (faggyumirigyek) is vizsgaltuk
a TRPV1 mikodését, human faggyumirigy-eredetli immortalizalt SZ95 szebocitakat
alkalmazva. A huméan faggyamirigy in situ vizsgalatdhoz hasonl6éan (lasd 1), az SZ95
szebocitakon is igazoltuk a TRPV1 (fehérje és génszintl) jelenlétét. Kimutattuk
tovabba, hogy a TRPV1 agonista kapszaicin jelentésen és dozisfuggd mdédon gatolta
a szebocitak bazalis és arachidonsav indukalta lipidtermelését, mely hatas egyarant
kivedhetébnek bizonyult a TRPV1 specifikus gatloszer iodo-resiniferatoxin
alkalmazaséaval, az ioncsatona siRNS-medialt ,csendesitésével’, valamint az

extracellularis kalciumkoncentracié ([Ca®]

e) csOkkentésével. Geénszinti (MmRNS)
vizsgalataink soran emellett bebizonyosodott, hogy a szebocitdkon kifejez6d6
TRPV1 aktivicidéja megvaltoztatta a lipidanyagcsere szabalyozasaban szerepet
jatszo transzkripcids faktorok (pl. peroxiszéma proliferator-aktivalt receptor [PPAR]
izoformék) expresszidjat és egyes citokinek (pl. IL-1B) termelését (V). Mindezen
eredmények a TRPV1-kapcsolt szignalizacié gatlo hatasara utalnak a szebocitdk
differencidlodasanak (faggyutermelés) szabalyozasaban.

4.1.5. Human monocita-eredetl dendritikus sejteken, az irodalomban elséként,
szintén kimutattuk a Ca?*-csatornaként funkcionalé TRPV1 jelenlétét. Megéllapitottuk

tovabba, hogy a kapszaicin (a TRPV1 specifikus aktivalasan keresztil) gatolta a

dendritikus sejt iranyu differencialédast, az éretlen dendritikus sejtekre jellemz6
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markerek (pl. DC-SIGN, CD1llc, HLA-DR) kifejez6dését, valamint a sejtek
fagocitotikus aktivitasat. A TRPV1 aktivacidja emellett jelentésen gatolta a
dendritikus sejtek pro-inflammatorikus citokinekkel kivaltott érését és aktivaciojat;
lecsokkentette szamos dendritikus sejt érési marker (pl. CD83, CCR7) és ko-
aktivdcios molekula (pl. CD40, CD80, CD86) kifejez6dését, valamint egyes
gyulladasos citokinek (pl. IL-6, IL-12) termelését; mikozben fokozta az anti-
inflammatorikus IL-10 szintjét (V). Mindezen adataink azt sugalljak, hogy a
dendritikus  sejteken megtaldlhatd TRPV1-kapcsolt szignalizaciés Gtvonal
gyulladasgatlé hatassal rendelkezik.

4.1.6. Vizsgéltuk tovabbd a TRPV1 ioncsatorna molekularis szabalyozasat is
kulonféle, a rekombindns TRPV1-et kifejez6 heterolég expresszidos rendszereket
Gjonnan létrehozva. Ezen sejtes modellekben kimutattuk, hogy a TRPV1 vanilloid
vegyuletek (kapszaicin, resiniferatoxin) irant mutatott érzékenysége, valamint ezen
agonistak altal beinditott sejtvalaszok (excitacid, [Ca®']-ndvekmény, deszenzitizAcio,
sejthalal) jellegzetességei jelentés mértékben fliggnek az adott expresszids rendszer
(tranziens, stabil, indukalhaté) tulajdonsagaitél, valamint az [Ca®']e-tdl. Kisérleteink
soran bebizonyosodott tovdbbd, hogy a funkcionalis, kalciumpermeabilis
csatornaként mikédé TRPV1 nemcsak a sejtfelszini, hanem intracellularis
kalciumraktarként szerepl6 kompartmentek (pl. endoplazmatikus retikulum)
membranjaba is beépilhet (VI).

4.1.7. A heterolog rendszerek emellett lehetéséget teremtettek 0j, a TRPV1
mikoddését befolyasolé molekulak azonositasara is. Megallapitottuk, hogy a sejt-
szoveti fejlédés, proliferacio és regeneracié szabalyozasaban kozponti szereppel
bir6 neurotrofinok —az A&ltalunk vizsgélt nerve growth factor, brain-derived

neurotrophic factor, valamint a neurotrophin-3 és -4 — mindegyike képes a TRPV1
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mikodésének fokozasara, azaz a receptor szenzitizacidjara (VII). Bebizonyosodott
tovdbbd, hogy a orvosi gyakorlatban széleskérlien alkalmazott fajdalomcsillapito
tramadol a TRPV1 agonistajaként is mikodik, hiszen a Kklinikai terapias
dozistartomannyal jol korreldl6 koncentraciokban megemelte a TRPV1-et kifejezd

2+]i

sejtek [Ca“’]-jat, mely hatds a TRPV1 antagonista kapszazepin adagoldsaval

kivédhetd volt (VII1).

42. Az ECS szerepe a human bérfiiggelékek ndévekedésének és
differencialédasanak szabalyozasaban

4.2.1. A pilosebaceous egység tagjain, hasonléan a TRPV1 fent bemutatott
jellemzéséhez, vizsgaltuk az ECS funkcionalis szerepét is. Az irodalomban els6ként
mutattuk ki, hogy human szértiszében jelentés mértékben termel6dnek
endokannabinoidok (anandamid, 2-AG). Human sz6rtiszd szervkulturat alkalmazva
megallapitottuk tovabba, hogy az anandamid (valamint a névényi kannabinoid A°-
THC) dozisfuiggd modon gatolta a hajszal elongacidjat és a szértuszé
keratinocitdinak proliferaciéjat, ugyanakkor apoptozist és katagén regressziot
indukalt a sz6rtiszében. Bebizonyosodott az is, hogy az anandamid fenti hatasait a
sz6rtiszében féként az ORS keratinocitadkon (a CB receptorok kozul kizarélagosan)
kifejez6d6 CB1 kozvetitette. Végezetll kimutattuk, hogy —habar az anandamid
szamos sejten aktivdlhatia a TRPV1-et—ezen hatasai flggetlenek a TRPV1-
aktivacio  telies mértékben megegyezd (fentebb részletezett, lasd |I)
kovetkezményeitél. Mindezen adatok szinergista, a sz6rndvekedést gatlé TRPV1- és

CB1-medidlt szignalizacios folyamatok jelenlétére utalnak a human szértiszdben

(IX).
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4.2.2. A humén faggyumirigyet vizsgalva megallapitottuk, hogy a tenyésztett SZ95
szebocitak ugyancsak jelentés mennyiségben termelnek endokannabinoidokat
(anandamid, 2-AG). Kimutattuk azt is, hogy az endokannabinoidok a sejteken
kifejez6d6 CB2 stimulalasa, valamint egy komplex intracellularis jelatviteli
mechanizmus beinditdsa révén (pl. p42/44 Erk-1/2 mitogén-aktivalt protein kinazok
[MAPK] aktivaldsa, PPAR izoformak és célgénjeik atirodasanak fokozasa) jelentésen
fokoztak a szebocitdk zsirtermelését. siRNS technika alkalmazaséaval emellett
bebizonyosodott, hogy a fenti mechanizmus ,konstitutiven aktiv’; azaz a
faggyumirigyben termel6dé endokannabinoidok folyamatos jelenléte és autokrin-
parakrin hatdsa szikséges a szebocitak bazalis (normdl) zsirtermelésének

fenntartadsahoz (X).

4.3. A PKC izoenzimek specifikus, egymassal gyakran ellentétes, valamint
sejttipus-fiiggé szerepe a proliferacié es differencialodas szabalyozasaban
4.3.1. A PKC izoenzimek sejtproliferaciéban betoltott szerepének vizsgalata soran
el6szor kimutattuk, hogy a primer huméan tenyésztett vazizomsejtek jellegzetes PKC
izoformamintazattal rendelkeznek; bennik a cPKCa és y; a nPKC9, n és 6; valamint
az aPKC( jelenléte volt tetten érhet6. Megdllapitottuk tovabba, hogy a kildnféle
izoenzimek szubcelluléris lokaliziciéjdnak mintazata, valamint expressziojanak
szintje az in vitro vazizomsejt proliferacio, fuzio és differencialodas kilénbdzd
stadiumaiban eltéréen valtozott (XI).

4.3.2. Ugyanezen sejtes rendszert alkalmazva megallapitottuk tovdbba, hogy az
.univerzalis” PKC aktivator, DAG-analég forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA)
dozisfuggd modon gétolta a vazizomsejtek novekedését és differencialodasat.

Konfokalis mikroszképia alkalmazéaséval bebizonyosodott emellett, hogy a PMA
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jelentésen modositotta egyes PKC izoformék szubcellularis lokalizaciojat: a nPKCn
PMA adagolésakor a citoplazmébdl a magmembranba és a magba helyezédott at; a
nPKCB6 a citoplazmabdl a magba és feltehetéen a nukleoluszba transzlokélodott; mig
a cPKCy a magbdl részlegesen a citoplazméba kerilt at. Mivel a PKC izoforméak
transzlokacioja aktivalodasuk jeleként értelmezhetd, eredményeink a fenti izoformak
szerepét valdészinUsitik a PMA vazizomsejt-ndvekedést gatlo cellularis hatasainak
kifejlédésében (XII).

4.3.3. Kilonféle vazizomsejteken vizsgaltuk tovabba a PKC izoformak lehetséges
szerepét az egyik leghatdsosabb szOveti ndvekedési faktor, az IGF-I mitogén
hatasdnak  kialakulasdban. Primer humén tenyésztett véazizomsejteken
megallapitottuk, hogy a nPKCd izoforma kizarélagos szereppel bir az IGF-I
vazizomsejt proliferaciot és differencialodast serkenté hatasanak kifejlédésében (a
MAPK és Akt/foszfatidil-inozitol 3-kinaz rendszerek ugyanakkor nem vesznek részt a
folyamatban). Egér rabdomioma eredetli immortalizalt C2C12 sejvonalon ugyanakkor
kimutattuk, hogy a nPKCd-specifikus aktivitas kdzponti szerepe mellett a MAPK
atvonal is résztvesz az IGF-I hatdsainak kialakitdsaban. Bebizonyosodott az is, hogy
C2C12 mioblasztokon a nPKC® a MAPK utvonal ,upstream” regulatoraként
viselkedik, azaz megel6z6 aktivacioja szikséges a MAPK rendszer aktivitasanak
fokozodasahoz. Mivel (i) a nPKCd konstitutiven aktiv form4janak overexpresszibja
C2C12 mioblasztokban teljes mértékben “utdnozta” az IGF-I hatasét; valamint (ii) a
nPKC® kinaz (dominans) negativ mutansat kifejezd sejtek nem reagaltak az IGF-I
adagolasara, eredményeink a nPKC® koOzponti szerepét bizonyitjdk az IGF-I
hatasainak kialakuldsaban vazizomsejteken (XIlII).

4.3.4. A vazizom vizsgélatdval péarhuzamosan elemeztik a folyamatos

regeneraciés aktivitdst mutaté huméan bér keratinocitdinak PKC rendszerét, huméan
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immortalizalt HaCaT epidermalis keratinocita modellt felhasznalva. Hasonléan a
vazizomsejtekben tapasztaltakhoz megallapitottuk, hogy a HaCaT keratinocitak is
jellegzetes PKC izoformamintazattal rendelkeznek (cPKCa és B; nPKC®d, € és n;
aPKCC(), mely jelentés meértékben valtozott a sejtek proliferacioja és a nagy
sejtdenzitds indukalta keratinocita differencialédas soran. Bebizonyosodott az is,
hogy az altalanos PKC aktivator PMA, eltér6 médon hatva az egyes izoformékra,
gatolta a HaCaT keratinocitak proliferaciojat, valamint termindlis differencialédast
indukalt (XIV).

4.3.5. Ezt kdvetden olyan HaCaT keratinocitakat allitottunk el6, melyek egyes PKC
izoformak konstitutiven aktiv formajat fejezték ki. Ezen sejtek in vitro vizsgalata soran
kimutattuk, hogy a cPKCa és a nPKC® izoformak overexpresszidja jelentésen
lecsOkkentette a sejtproliferaciot, ugyanakkor pozitiv hatast gyakorolt a
differencidlodasra és a sejtek apoptozisara. Ezzel ellentétben, a cPKCB és a nPKCe
aktivitdsa fokozta a sejtek ndvekedését, ugyanakkor gatolta a differencidlodast és a
programozott sejthalélt. Az in vivo proliferacié (tumorgenezis) tanulmanyozasa soran
a rekombinans technikakkal médositott HaCaT keratinocitakat immunhianyos (SCID)
egerekbe injektaltuk, majd szdvettani €és immunhisztokémiai modszerekkel
elemeztik a kifejl6dott daganatok jellegzetességeit. J6 Osszhangban a
sejttenyészetekben kapott adatokkal megallapitottuk, hogy a cPKCB és a nPKCe
overexpresszioja megnovelte, mig a cPKCa és a nPKC® fokozott aktivitasa
lecsokkentette a HaCaT keratinocitak in vivo ndvekedési potencialjat. Mindezen
adataink az egyes PKC izoenzimek specifikus, ugyanakkor egyméassal ellentétes
szerepére utalnak a human epidermdlis keratinocitdk ndvekedésének,

differencidlodasanak és tulélésének szabéalyozasaban (XV).
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4.3.6. Végezetll monoblasztos leukémia modellben (MonoMac-6 sejtek) vizsgéltuk
a PKC izoenzimek szerepét. Megallapitottuk, hogy két legnagyobb mennyiségben
expresszalédo izoforma, a cPKCB és a nPKC® serkenti a sejtek proliferaciojat,
valamint arachidonsav termelését. Bebizonyosodott tovdbb4, hogy a cPKCR és a
nPKC® ,downstream” célmolekulak (kalcium-independens foszfolipdz A, DAG-lipaz)
aktivaldsan keresztil fejtik ki hatasaikat. Kimutattuk azt is, hogy a cPKCa kisebb
mertékben fejez6dik ki a sejtekben, valamint, hogy —a fenti két izoenzimmel
ellentétes funkciét ellatva — gatolla a MonoMac-6 sejtek proliferaciojat és

arachidonsav termelését (XVI).

4.4. A jelatviteli molekulak kifejezédése és funkcidja jelentésen médosul egyes
huméan megbetegedésekben

4.4.1. Human betegségek vizsgalata soran el6szor kulonféle daganatokban
vizsgaltuk a fenti jelatviteli molekulak kifejez6dését. A TRPV1 vizsgalata sorén
megallapitottuk, hogy az ioncsatorna fehérje és génszintli kifejez6dése (mely igen
alacsonynak bizonyult az egészséges nyelv epitéliumaban) drdmaian fokozodott a
human nyelv prekancerézus elvaltozasaban (leukoplakia), valamint nyelv
laphamkarcinbmaban. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy a megemelkedett TRPV1
expresszidé mértéke nem korreldlt a primer tumorok malignitasanak (hisztopatolégiai
gradus) fokaval (XVII).

4.4.2. A fentiekhez hasonl6éan a human prosztata megbetegedéseiben is vizsgaltuk
TRPV1, valamint a CB1 kifejez6dését. Megallapitottuk, hogy mindkét molekula
(fehérie és mMRNS szintli) expresszidja jelentdsen fokozédott human
prosztatakarcinbmaban (PCC). Kimutattuk ugyanakkor, hogy mig a megemelkedett

TRPV1 szint j6 korrelaciét mutatott a PCC névekvd gradusaval (azaz a malignitas
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fokdval), addig a CB1l esetében hasonlé jelenséget nem tapasztaltunk.
Bebizonyosodott az is, hogy a CB1l expresszidja nagymértékben megndévekedett
benignus prosztata hiperplaziaban, mig a TRPV1 szinte nem valtozott az
egészseges kontrollhoz képest (XVIII). Mindezen adatok arra utalnak, hogy a TRPV1
és CB1 molekuldk meghatarozé szereppel birhatnak a huméan prosztata daganatos
elvéltozasainak kialakulasaban.

4.4.3. A PKC izoformék kifejez6désében bekovetkez6 esetleges moédosulasokat
el6szor tranzicionalis sejtes hugyhdlyagkarcinbmaban vizsgaltuk. Megallapitottuk,
hogy az egészséges uroepitéliumban altalunk leirt PKC izoformamintazat (cPKCa és
B; nPKC& és g; aPKC{Q) szignifikAnsan valtozott a primer tumorok gradusanak
flggvényében. Kimutattuk, hogy a cPKCB és a nPKCd szintie (mely izoformék
jelentés mértékben kifejez6dtek a kontroll holyagban) folyamatosan csdkkent a
gradus novekedésével parhuzamosan. Ezzel ellentétben a cPKCa, a nPKCe és az
aPKC( expressziGja a daganatok gradusaval parhuzamosan emelkedett, azaz a
legmagasabb szint(i kifejez6dést a legrosszabb progndézisu tumorokban tapasztaltuk.
Mindezen adatok azt sugalljak, hogy a PKC rendszer egyes izoforméi (feltehetéen
egymassal ellentétes) szereppel birnak a hagyhdlyagkarcinbma patogenezisében
(XIX).

4.4.4. A PKC izoformak szintjét kilonb6z6 autoimmun betegségekben szenveddk
periférias vér mononuklearis sejtieiben is tanulmanyoztuk. Az irodalomban elséként
mutattuk ki, hogy szisztémas lupus erythematosusos (SLE) betegek csokkent
proliferaciés kapacitassal jellemezhetd T-limfocitdiban a cPKCRB; a nPKCd, € és n;
valamint az aPKC( expresszidja, mig az SLE-s betegek monocitdiban a nPKC?S és ¢,
valamint az aPKC( szintje jelentés meértékben lecsokkent az egészséges onkéntesek

sejtieiben mértekhez képest. Bebizonyitottuk azt is, hogy mind a Klinikai javulést
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eredményezd in vivo, mind az in vitro kortikoszteroid kezelés (kuldnb6z6 mértékben
ugyan, de) a legtébb PKC izoforma expresszidjat az egészséges kontrollhoz kodzeli
értékre emelte (,normalizalta”). Leirtuk emellett, hogy ezen valtozasok kizarélag az
SLE-s betegek esetében mutathatéak ki, hiszen Sjogren-szindromas és Kevert
Kotészoveti Betegségben (MCTD) szenvedbk sejtieiben a PKC izoformak

kifejez6dése nem valtozott a kontrollhoz viszonyitva (XX).

5. AZ EREDMENYEK HASZNOSITHATOSAGA

Kisérleteink szamos, a klinikai, farmakolédgiai €s biotechnolégiai gyakorlatban
kozvetlenll hasznosithatdé Uj eredményt szolgaltattak, melyekrél tdbb 6sszefoglalo
publikacidban is beszamoltunk (az Ertekezéshez csatolva: XXI, XXIl). Ezek koziil az

alabbiakat emeljuk ki:

5.1. TRPV1 agonistak és CB2 antagonistdk (akar kombindlt) alkalmazasa,
valamint az endokannabinoidok termel6dését gatlé agensek (pl. a szintetizalo
enzimek inhibitorainak) adagoladsa sikerrel kecsegtet a faggyumirigy patoldégidsan
fokozott zsirtermelésével jellemezhetd koérképek (pl. acne vulgaris) terdpiajaban.
Ezen logikat kovetve a TRPV1 antagonistak, CB2 agonistak, illetve az
endokannabinoidok szintézisét fokoz6 anyagok (pl. a lebonté enzimek
gatlészereinek) adagolasa j6 hatékonysagu lehet a szaraz bér (és a hozza
kapcsol6dé masodlagos koérképek, mint pl. a viszketés) kozmetoldgiai és

dermatoldgiai kezelésében. Mivel a faggyumirigy kénnyen ,hozzaférhet6” a bérén
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alkalmazott hatéanyagok szaméra, ezen vegyuletek nagy valészinliséggel helyileg
(pl. krém formajéaban) is adagolhatdk lesznek.

5.2. A szértuszdben kifejez6d6 TRPV1 és CB1 aktivalasa terapias értéki lehet
fokozott sz6rndvekedéssel jard korképekben (pl. hipertrichdzis), mig TRPV1 és CB1
antagonistak a csokkent hajndvekedéssel és/vagy fokozott hajhullassal jellemezhetd
betegségek (pl. az alopécia kilonb6z6é formai, effluvium) kezelésében lehetnek
alkalmazhatok.

5.3. Mivel a TRPV1 aktivalasa jelentésen lecsokkentette a human epidermalis
keratinocitdk ndvekedését, felmeril a TRPV1 agonistainak alkalmazasa a human bér
hiperproliferativ megbetegedéseinek (pl. pikkelysomar) kezelésében is.

5.4. A daganatos megbetegedések nagy szazalékat kitevd bérgydgyaszati
tumorokban hatékony beavatkozas lehet tovabba a keratinocitdk fokozott
proliferaciéjat indukalé cPKCB és nPKCe izoformak aktivitAsanak csokkentése
szelektiv inhibitorok alkalmazasaval. Masik, az el6z6eket akar kiegészitd terapias
alternativaként olyan szerek alkalmazasa is sikerrel kecsegtet, melyek a
sejtproliferaciot gatlo (és a sejtek differencialodasat elésegité) nPKCS és cPKCa
izoenzimek aktivitasanak fokozasan keresztill fejtik ki hatdsukat.

5.5. A fenti gondolatmenetet kdvetve természetes és szintetikus TRPV1 és CB1
agonistadk ugyancsak Uj tAmadaspontu daganatellenes szerekként szerepelhetnek a
jovében pl. a bér, a prosztata és a nyelv benignus és malignus elvaltozasaiban.

5.6. A human dendritikus sejteken tapasztaltak fényében végezetil felmeril a

TRPV1 aktivitasat fokozo szerek potencialis gyulladasgatlé hatasanak kiaknazasa is.
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6. AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO KOZLEMENYEK

(Tematikus sorrendben, az Ertekezésben bemutatottaknak megfeleléen)

Bodo E., Kovacs I., Telek A., Varga A., Paus R, Kovacs L. and Biré T. (2004):
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7. SCIENTOMETRIA

7.1. Altalanos adatok
7.1.1. In extenso kdzlemények (teljes palyafutas)
a. A kodzlemények szama: 69
i. EDbDbOI elsé és utolsoszerzés: 34
b. A kodzlemények 6sszesitett impakt faktora: 289,085
c. A kodzleményekre kapott figgetlen citaciok szama: 927
d. Hirsch-index: 21
7.1.2. In extenso kdzlemények (Ph.D. fokozat megszerzése 6ta)
a. A kodzlemények szama: 60
i. EbDbOI elsé és utolsoszerzbs: 29
b. A kodzlemények 6sszesitett impakt faktora: 243,449
c. A kodzleményekre kapott fluggetlen citaciok szdma: 571
d. Hirsch-index: 16

7.2. Az Ertekezés alapjaul szolgalo kézleményekre vonatkozé adatok
a. Kozlemények szama: 22
i. EDbDbOI elsé és utolsoszerzés: 20

b. A kodzlemények 6sszesitett impakt faktora: 101,798
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