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1. BEVEZETES

A Dbor aktiv, multifunkciondlis immunszerv, amely a gazdaszervezet ¢s a kiilsé
kornyezet kozotti elsddleges hatarfeliiletet képezi. Fizikai barrier funkcidjan tal
integralt strukturdlis és immunoldgiai védekezd mechanizmusai révén aktivan
érzékeli a kémiai, mikrobidlis és mechanikai ingereket, és valaszol azokra'. Az
epidermalis sejtek tobbségét alkotd keratinocitakat ma mar kulcsfontossagl, nem
professzionalis immunsejtekként tartjuk szamon. Mintdzatfelismerd receptorokat
expresszalnak, és veszélyjelek hatasara citokineket, kemokineket, valamint
antimikrobialis peptideket termelnek, ezaltal kozponti szerepet jatszanak a bor

immunologiai és gyulladasos folyamatainakszabalyozasaban +°.

Az epidermalis barrier integritdsanak kérosodéasa a gyulladdsos borbetegségek egyik
kritikus kivaltd eseménye. A kornyezeti irritansok, allergének és mechanikai
sériilések eldsegitik exogén anyagok bejutasat az epidermiszbe, amely a velesziiletett
immunvalasz elinditdsdhoz vezet. Ennek megfelelden a keratinocitdk a szoveti stressz
korai érzékeldiként mitkddnek, és gyulladaskelté mediatorokat szabaditanak fel,

amelyek meghatarozzak a kés6bbi immunvalasz jellegét 7.

Két jelentds gyulladdsos bdrbetegség jol szemlélteti a cutan immundiszregulacio
eltérd formait: az allergids kontakt dermatitis (ACD) és a pszoriazis. Az ACD
klasszikus IV-es tipusu, Un. késdi tipusu hiperszenzitivitasi reakcid, amelyet kis
molekulatomegl elektrofil vegyiiletek valtanak ki, melyek a bdrbe jutast kovetden
haptén-fehérje komplexeket képeznek ®°. A betegség szenzitizacios fazisbol valamint
elicitacios fazisbol all. Az eldbbi az elsd expoziciot kdvetd antigénspecifikus T-sejtek
kialakuldsat, mig az utdbbi az ismételt expozicid hatdsara megindulé memoria T-
megjegyezni, hogy a korai epitelialis veszélyjelzés meghatarozd szerepet jatszik
annak eldontésében, hogy kialakul-e szenzitizacid, hangstilyozva a keratinocitdk

szerepének jelentdségét a betegség iniciaciojaban °-1°.

Ezzel szemben a pszoridzis kronikus, immunmedidlt gyulladdsos borbetegség,

amelyet perzisztald immunaktivacié és keratinocita-hiperproliferacié jellemez.



Patogenezisét a keratinocitdk és immunsejtek kozotti onfenntarté gyulladasos kor
jellemzi, amelyet elsésorban az IL-23/IL-17 jelatviteli Gtvonal dominal =13, Az IL-
17 és IL-22 citokinek kozvetleniil hatnak a keratinocitakra, sejt proliferaciot,
megvaltozott differenciaciot és olyan kemokinek termelését indukalva, amelyek

tovabbi immunsejtek toborzasat segitik eld, ezaltal fenntartva a kronikus gyulladast.

Az akut és kronikus gyulladas kozotti alapvetd kiilonbség azokban a mediatorokban
rejlik, amelyek az immunvalaszt elinditjak és fenntartjak. Akut szovetkarosodas soran
gyorsan felszabadulnak a vezikuldkban tarolt alarminok, amelyek koziil az
interleukin-1lo (IL-1a) kozponti epitelidlis veszélyjelnek tekinthetd. A keratinocitak
konstitutivan expresszaljak az IL-la-t, amely sejtkdrosodast kdvetden gyorsan

1 %15 Ezzel szemben a krénikus

felszabadulhat, és lokalis gyulladast indithat e
gyulladasos betegségeket, igy a pszoridzist is, indukélhat6 citokinhdlozatok tartjak
fenn, kiilonosen a TNF-a és az IL-23/IL-17 jelatviteli Gtvonal, melyek pozitiv

visszacsatoldsi korok révén allandositjak az immunaktivaciot.

A cutan gyulladasban részt vevd molekuldris szenzorok koziil a tranziens receptor
potencial ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatorna fontos gyulladésos jelatviteli medidtorként
kertilt a figyelem el6terébe. A TRPAT leginkabb nociceptiv szenzoros neuronokon
vald expresszidjardl ismert, ahol elektrofil vegyiileteket, reaktiv oxigénszarmazékokat
(ROS) és kornyezeti irritdnsokat érzékel, hozzéjarulva a fajdalomhoz, viszketéshez és

16,17

neurogén gyulladashoz '*'’. Egyre tobb bizonyiték igazolja azonban, hogy a TRPAI

szamos nem neuronalis borsejtben, koztlik keratinocitdkban is expresszalodik, ahol

részt vesz a gyulladasos valaszok szabalyozasaban 519,

A legujabb vizsgélatok arra utalnak, hogy a TRPA1 kontextusfiiggd funkciokat lat el
a gyulladasos bdrbetegségekben. Allergias kontakt dermatitiszben a TRPAI
aktivacidja reaktiv elektrofil allergének és oxidativ stressz érzékelésén keresztiil
elésegiti a gyulladdsos vélaszokat. Pszoriazisban ezzel szemben szerepe 0sszetettebb
¢s kontextusfiiggdbb: bizonyitékok utalnak arra, hogy a TRPA1 kronikus gyulladasos
koriilmények kozott homeosztatikus és  gyulladascsokkentd tutvonalakat is

szabalyozhat 820,

E megfigyelések alapjan jelen disszertaci6 a TRPA1 szerepét vizsgdlja mint a

keratinocita-medialt gyulladasos valaszok kontextusfiiggd szabalyozojat akut és



kréonikus gyulladasos bérbetegségekben, kiilonos tekintettel az oxazolonnal indukalt

allergias kontakt dermatitiszre és a human pszoridzisos borre.
2. HIPOTEZIS ES CELKITUZESEK
2.1 Kozponti hipotézis

Az allergiads kontakt dermatitiszt (ACD) és a pszoridzist hagyomanyosan eltérd
gyulladésos borbetegségeknek tekintjiik: az ACD akut, antigénspecifikus, T-sejt-
medialt hiperszenzitivitadsi reakcid, mig a pszoridzis kronikus, immunmedialt
gyulladésos betegség, amelyet az IL-23/IL-17 jelatvitel vezérel. E kiilonbségek
ellenére mindkét betegség szamos alapvetd kozos jellemzdvel rendelkezik, beleértve

a keratinocita-stresszt, a barrierkdrosodast, a korai veszélyjelzést, valamint a

crer

kozotti kolesonhatasok révén 1891112,

A TRPAI egy polimodalis kationcsatorna, amelyet elektrofil vegyiiletek, reaktiv
oxigén gyokok ¢és gyulladasos medidtorok aktivalnak, €s amely szenzoros
neuronokban, valamint a bor rezidens sejtjein, koztiikk keratinocitdkban is
expresszalodik 2122, Ez a TRPAl-et olyan potencialis integratorra teszi, amely
Osszekapcsolhatja a kémiai anyagok okozta sériilést, a reaktiv oxigénszarmazékok

hatasat és az immunaktivaciot az epidermiszben.

Jelen disszertacié kozponti hipotézise, hogy a keratinocitakban expresszaldédé TRPA1
kontextusfiiggd veszélyszenzorként miikodik, amely integralja az elektrofil aktivaciot
¢s az oxidativ stresszt, ezaltal allergias kontakt dermatitiszben citotoxicitést és IL-1a-
dominalta alarmin jelatvitelt indukdl, mig pszoridzisos bdrben a gyulladasos és
homeosztatikus utvonalakban részt vevd szélesebb transzkripcids valtozasokat

szabalyozza.
2.2 Specifikus célkitiizések

A hipotézis vizsgalatara a disszertacioban bemutatott munka két komplementer

kisérleti egységre épiilt.



2.2.1 Allergias kontakt dermatitisz
Az ACD-vizsgalat célkitlizései a kovetkezok voltak:

. A TRPALI szerepének meghatarozasa oxazolonnal indukalt allergids kontakt
dermatitiszben genetikai delécio és farmakologiai gatlas alkalmazasaval.

. Az erds kontakt szenzitizald anyagok altal indukalt TRPA1-fiiggd keratinocita-
citotoxicitas jellemzése.

. A keratinocitakbdl allergén expoziciot kovetden felszabadulé TRPA1-fiiggd
gyulladésos mediatorok vizsgalata.

. A kontakt szenzitizald anyagok TRPAI1 receptoron vald kotédési helyének
meghatdrozasa ¢és a kialakuld kolcsonhatdsok elemzése in silico molekularis

modellezéssel.

2.2.2 Pszoriazis

A pszoriazis-vizsgalat célkitizései a kovetkezdk voltak:

. A kiindulési transzkriptomikai kiilonbségek jellemzése egészséges valamint
nem 1€zids és 1€zids pszoriazisos bormintakban.

. A TRPA1 farmakologiai aktivaciojanak és gatlasanak globalis génexpressziora
gyakorolt hatasainak vizsgélata ex vivo human bérben RNS-szekvenalassal.

. A gyulladasban, epidermalis differencidcidban, cirkadidn ritmusban ¢és
celluldris stresszben részt vevd TRPA 1-szabalyozott utvonalak azonositasa.

. Annak értékelése, hogy a TRPA1-fiiggd transzkripcios véltozasok miként

kapcsolddnak a pszoridzis-asszocialt jelatviteli utvonalakhoz.

3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1 Kisérleti megkozelitések allergias kontakt dermatitiszben (ACD)

3.1.1 In vivo modell

Az allergias kontakt dermatitiszt vad tipusti (WT) és Trpal knockout (KO) egerekben

oxazolonnal indukalt kontakt hiperszenzitivitasi (CHS) modell alkalmazésaval hoztuk



létre. A TRPA1 szerepét genetikai delécidval, valamint a szelektiv  TRPAI-
antagonista HC-030031 alkalmazéséaval vizsgaltuk. A kisérleti csoportok WT, HC-
030031-gyel kezelt WT, valamint Trpal KO egerekbdl alltak (n = 6/csoport; 6sszesen
n=18).

A cutan gyulladds sulyossagat fiilvastagsag-méréssel, 1ézeres speckle kontraszt
analizissel (LASCA) meghatarozott szoveti perfuzioval, valamint hematoxilin-

eozinnal festett metszetek szovettani értékelésével vizsgaltuk.

3.1.2 In vitro Keratinocita-Kisérletek

A keratinocitak kontakt allergénekre adott valaszait primer egér keratinocitdkban és
TRPAT1-et expresszald sejtrendszerekben vizsgaltuk. A sejteket elektrofil kontakt
szenzibilizatorokkal, koztik DNFB-vel, DNCB-vel, oxazolonnal és formaldehiddel

stimulaltuk.

A TRPA1 aktivaciojat intracellularis kalciumbedramlds méréssel, Fura-2
mikrofluorimetridval hatdroztuk meg, mig a citotoxicitas értékelésére ATP-alapu
lumineszcens assay-t alkalmaztunk. A citokin felszabaduldst multiplex Luminex

assay segitségével elemeztilk a TRPA1-fiiggd gyulladasos valaszok jellemzésére.

3.1.3 Molekularis és képalkotd vizsgalatok

A TRPA1 expresszidjat human és egér borben RNAscope in situ hibridizacioval
vizsgaltuk, citokeratin-14 immunfluoreszcens jeldléssel kombinalva. A fluoreszcens
jeleket konfokalis mikroszkdpiaval tettiik lathatova annak meghatarozasara, hogy a

TRPAT1 hol expresszalodik az epidermiszben.

3.1.4 In silico modellezés

Molekularis dokkolasi vizsgalatokat végeztiink modellezett human és egér TRPA1-
struktarak felhasznaldsdval annak vizsgalatara, hogy az elektrofil kontakt
szenzibilizatorok hogyan lépnek kdlcsonhatasba a TRPA1 kotdzsebével. Kiilonds
figyelmet forditottunk az elektrofil-érzékeny cisztein aminosavakra és a szoftveresen

eldre jelzett kotddési modokra.



3.2 Kisérleti megkozelitések pszoriazisos human borben

3.2.1 Human bormintak és ex vivo kezelés

Teljes vastagsagu, 6 mm-es bdrbiopszidkat nyertiink négy egészséges dnkéntestdl és
négy pszoriazisban szenvedd betegtdl. Minden beteg esetében 1€zids és nem 1€zids
bérmintakat is gyljtottiink. A biopszidkat ex vivo tenyésztettiik, majd vehikulummal,
mustarolajjal (TRPAl-agonista) vagy HC-030031-gyel (TRPAIl-antagonista)

kezeltiik az RNS-izolalast megel6zden.
3.2.2 RNS-szekvenalas és bioinformatikai elemzés

A globalis génexpressziot RNS-szekvenalassal elemeztiik. A szekvenal6 konyvtarakat
QuantSeq 3" mRNA-Seq protokoll alkalmazasaval készitettiik, majd Illumina
platformon szekvenaltuk. Differencialis génexpresszios elemzést, fékomponens-
analizist (PCA) és utvonaldusulasi vizsgalatokat (pathway enrichment analysis)
végeztiink a TRPA1-fiiggd biologiai folyamatok feltarasara, kiillonds tekintettel a
gyulladéasra, epidermalis differencidciora, cirkadian szabalyozasra, cellularis

stresszvalaszokra €s pszoriazis-asszocialt jelatviteli utvonalakra.
3.3 Statisztikai elemzés

Az eredményeket atlag + SEM forméban tiintettiik fel. A statisztikai elemzéseket

GraphPad Prism 10.5 verzioval végeztiik.

A kalciumbearamlasi és ATP-alapu sejtviabilitasi assay-k adatait egyutas ANOVA-
val elemeztiik, sziikség esetén Sidédk-féle tobbszoros Osszehasonlitd —teszttel
kiegészitve. A flilvastagsag-mérések ¢és a 1ézeres speckle kontraszt képalkotas adatait
kétutas ANOVA-val, Sidak-féle tobbszords Osszehasonlitd teszttel elemeztiik. A
multiplex citokin analizis korlatozott szdmu bioldgiai ismétlése €s explorativ jellege
miatt a Luminex-citokinadatokat formalis statisztikai tesztelés nélkiil, leiro jelleggel

mutatjuk be. A statisztikai szignifikancia hatarat P < 0,05 értékben hataroztuk meg.



4. EREDMENYEK

4.1 Allergias kontakt dermatitisz (ACD)

A vizsgélat elsd részében a TRPA1 szerepét tanulmanyoztuk allergias kontakt
dermatitiszben, kiilonGs tekintettel a kontakt szenzibilizatorok altal kivaltott

keratinocita-aktivacidra, citotoxicitasra és gyulladésos jelatvitelre.
4.1.1 A TRPAL1 sziikséges az oxazolon-indukalt cutan gyulladas kialakulasahoz

Az oxazolonnal indukalt allergids kontakt dermatitisz modellben a vad tipusu
egerekben kifejezett fillodéma és fokozott szoveti perfuzid alakult ki a provokaciot
kovetden, mig a Trpal genetikai delécidja, valamint a HC-030031-gyel végzett
farmakologiai gatlas szignifikdnsan mérsékelte ezeket a valaszokat. A szdvettani
elemzés csokkent epidermalis és dermalis megvastagodast, kisebb gyulladasos sejtes
infiltraciot és kevesebb Munro-mikroabscessus képzddést igazolt Trpal knockout és
antagonistaval kezelt allatokban. Ezzel szemben a vehikulummal kezelt kiindulési
allapotban nem mutatkozott szignifikans strukturalis kiilonbség a genotipusok kozott,

ami arra utal, hogy a TRPA1 gyulladasos provokacié hianyaban nem befolyésolja az

crer

4.1.2 Az eros kontakt szenzibilizatorok kozvetleniil aktivaljak a TRPA1-et

TRPATl-et expresszald6 CHO-sejtekben végzett kalcium-képalkotéasi kisérletek azt
mutattadk, hogy a DNCB, DNFB, formaldehid és oxazolon koncentraciofiiggd
intracellularis kalciumbedramlast indukaltak. Ezek a vélaszok naiv CHO-sejtekben
nem voltak jelen, és TRPAl-antagonizmus hatdsdra megszlntek, igazolva, hogy e

kontakt allergének kozvetleniil aktivaljak a TRPA1-et.
4.1.3 A TRPAL1 aktivacidja citotoxicitassal tarsul

TRPAl-et expresszald CHO-sejtekben valamennyi vizsgalt kontakt allergén
koncentraciofiiggd viabilitds csokkenést okozott, mig a naiv sejtek nagyrészt
¢érintetlenek maradtak. A TRPA1 farmakologiai gatlasa mérsékelte ezt a citotoxicitast,

jelezve, hogy az allergénindukalt sejthalal dontéen TRPA 1-fliggd.



4.1.4 A keratinocitak TRPA1-et expresszalnak egér és human bérben

Az RNAscope in situ hibridizaci6 TRPA1 mRNS-expressziot igazolt mind egér, mind
human epidermiszben. Mindkét fajban a jel elsésorban a bazalis keratinocitdkban
lokalizalodott, alatdmasztva a TRPA1 jelenlétét az epidermalis keratinocitdkban

fiziologias koriilmények kozott.

4.1.5 A keratinocita TRPA1 medialja az allergén indukalt citotoxicitast

Annak vizsgalatara, hogy ezek a hatasok fiziologias rendszerben is relevansak-e, vad
tipusu és Trpal knockout egerekbdl izolalt primer keratinocitdkat is kezeltiink a
vizsgalt kontakt szenzibilizatorokkal. A vad tipusi keratinocitdk kifejezett
koncentraciofiiggd citotoxicitast mutattak, mig a Trpal-hidnyos keratinocitdk
védettek voltak a kezeléssel szemben. Hasonloképpen, a TRPA1 farmakologiai
blokadja szignifikdnsan csokkentette a citotoxicitast vad tipusu sejtekben. Ezek az
eredmények a keratinocitdk 4ltal expresszalt TRPAl-et az allergén-indukalt

sejtkarosodas kulcsfontossagi mediatoraként azonositjak.

4.1.6 TRPA1-fiiggo 1L-1a-felszabadulas keratinocitakbol

A multiplex citokin analizis alapjan elmondhatd, hogy a vizsgalt gyulladdsos
mediatorok koziil allergén expoziciot kovetden az IL-la koncentracidja mutatta a
legegyértelmiibb TRPA1-fiiggd valaszmintazatot. A vad tipusu keratinocitakbol
szignifikdnsan magasabb IL-la koncentraciot mértiink mint a Trpal-hianyos
sejtekben, és ezt a valaszt a HC-030031 csokkentette. Ezzel szemben a tobbi vizsgalt
citokin alacsony koncentracioban volt jelen a mintdkban, vagy nem mutatott
kovetkezetes TRPA1-fliggd valtozast. Az MCP-1 koncentraciok hasonloan valtoztak
az egyes kisérleti csoportokban a kezelések hatdsara, ami TRPAI-fiiggetlen
szabalyozasra utal. Mivel ezeket a méréseket korlatozott szamu bioldgiai ismétléssel
végeztikk, az eredményeket leir6 jellegli, explorativ bizonyitékként értelmeztiik,
amelyek a TRPA1-aktivacio és az IL-1o-domindlt alarmin jelatvitel kozotti szelektiv

kapcsolatot tamasztjak ala.



4.1.7 A kotodési mod részben magyarazza a szenzibilizalo potencialt

Az in silico dokkolasi vizsgéalatok strukturalis adatokkal tdmasztottak ala a kontakt
szenzibilizatorok kozott megfigyelt funkcionalis kiillonbségeket. A modell szamitédsai
alapjan a DNFB kovalens kolcsonhatast alakitott ki a TRPA1 C621-es ciszteinjével,
valamint stabilizalé kapcsolatokat hozott létre az agonista-kotd régidoban, ami
Osszhangban all erds bioldgiai aktivitdsaval. A DNCB szintén kovalensen kotédott,
de kevesebb stabilizalo interakciot mutatott, mig a formaldehid csak korlatozott
kolcsonhatést alakitott ki, ami gyengébb aktivitasaval jol parhuzamba éllithatd. Az
oxazolon nem kovalensen kotddott, ugyanakkor tobb stabilizald kapcsolatot hozott
létre a modell szerint, ami kdzepes allergizald potencialjaval all 6sszhangban. Hasonlo
dokkoldsi pontszamok és kotddési modok voltak megfigyelhetdk human és egér

TRPA1-modellekben, ami alatdmasztja méréseink transzlaciods relevancidjat.

4.2 Pszoriazisos human bor RNS-szekvenalasa

A vizsgalat maésodik részében a TRPA1 szerepét kronikus gyulladésos
boérbetegségben vizsgaltuk egészséges €s pszoridzisos huméan boér génexpresszios

valtozasainak elemzésével.

4.2.1 Kiindulasi transzkriptomikai kiilonbségek egészséges és pszoriazisos bor

kozott

A fékomponens-analizis egyértelmii elkiiloniilést mutatott a 1€zids pszoriazisos bor,
valamint az egészséges és nem 1€zids pszoridzisos bor kozott, mig a nem 1€zids mintak
kozelebb helyezkedtek el az egészséges kontrollokhoz. Ez megerdsitette a gyulladt és
nem gyulladt boér Osszehasonlitdsdval vart transzkriptomikai kiilonbséget.
Vizsgalatunk kiindulasi differencialé génexpresszids elemzése jol ismert pszoridzis-
asszocialt géneket is azonositott, valamint jelentds atfedést mutatott a kordbban

publikalt nagy kohorszu adatbazisokkal, aldtdmasztva jelen adataink robusztussagat.

4.2.2 A TRPAL1 aktivaciojanak hatasai az inflammatorikus kontextustol fiiggnek

A TRPAIl-aktivacié hatasainak értékelésére a mustdrolajjal kezelt mintdkat a
vehikulummal kezelt kontrollokkal hasonlitottuk Ossze. Egészséges és nem 1€zids

bérben a mustarolaj kevert transzkripcios vélaszt indukalt, amelyet interferonhoz



kapcsolodo, antimikrobidlis és gyulladasos gének downregulacidja, valamint
differenciacidhoz és barrierfunkcidhoz kapcsolddo transzkripcids faktorok és a bor

strukturalis elemeinek upregulécioja jellemzett.

Lézids pszoridzisos bdrben a mustarolaj-kezelés kifejezettebb transzkripcios
eltolodast  eredményezett, domindns  gyulladds-asszocidlt — génexpresszio-
csokkenéssel. Tobb kulcsfontossagl pszoriazishoz kapcsolhatd mediator, koztiik az
IL36G, NFKBIA ¢és HIF1A expresszioja csokkent a kezelés utdn, ami a 1€zids
gyulladasos transzkriptom részleges normalizacidjara utal. Ezek az eredmények azt
jelzik, hogy a TRPA1-aktivacio hatasai kontextusfiiggdk, és jelentdsen kiilonboznek

homeosztatikus és gyulladt bérben.

4.2.3 A biologiai utvonaldusulasi vizsgalat gyulladasgatlo és homeosztatikus

hatasokat emel ki

Az tUtvonaldusulési elemzés tovabb erdsitette ezeket a kontextusfiiggd hatasokat.
Egészséges borben a downregulalt utvonalak kozé tartozott az interferon-jelatvitel, az
IL-10-hez kapcsolddo utvonalak, a neutrophil degranulacié és a keratinizacid. Nem
1€zi6s borben a kezelés a matrix-remodelling utvonalak csokkenésével, valamint a
kollagén metabolizmushoz ¢és lipid homeosztazishoz kapcsolodd tutvonalak

fokozodasaval tarsult.

Lézids pszoridzisos bérben a downregulalt itvonalak k6z¢é tartozott a TGFf- és MET-
jelatvitel, a cirkadian ora szabélyozasa, valamint citokinhez kapcsolddo jelatviteli
utvonalak. A legerdsebben downreguldlt gének elemzése a senescence-associated
secretory phenotype (SASP)-hez kapcsolodd utak csokkenését is kiemelte. Ezzel
parhuzamosan a lipid- és koleszterinbioszintézishez kapcsolodd gének expresszidja

fokozddott, ami a homeosztazis allapota felé torténd transzkripcios eltolodasra utal.
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5. DISZKUSSZIO

5.1 A TRPA1 mint kontextusfiiggo epitelialis veszélyszenzor

A TRPA1-et hagyoményosan olyan neuronalis irritans receptorként ismerjiik, amely
a nocicepcioban, a viszketés kialakuldsdban és a neurogén gyulladasban jatszik
szerepet. Egyre tobb bizonyiték tamasztja ald azonban, hogy a TRPAI
keratinocitakban és mas, borben honos sejtekben is expresszalodik, ahol az elektrofil
¢s oxidativ stresszjelek integralasaval hozzdjarul a cutan immunvalasz

szabalyozasahoz %2023

. Jelen disszertaci6 eredményei tovabb bovitik ezt az
elképzelést, igazolva, hogy a TRPA1 kontextusfiiggd epitelidlis veszélyszenzorként
miikddik, amelynek bioldgiai hatésait a gyulladdsos mikrokornyezet hatdrozza meg.
Ahelyett, hogy egységesen gyulladaskeltd szerepet toltene be, a TRPA1 akut kémiai
kérosodas soran eldsegiti az epitelidlis szignalizacidt, mig kronikus gyulladasos

boérbetegségben szélesebb korli transzkripcids atrendezddést modulal.
5.2 A TRPAL1 szerepe allergias kontakt dermatitiszben

A disszertacio allergias kontakt dermatitiszre vonatkoz6 eredményei igazoljak, hogy
mind a Trpal genetikai delécidja, mind farmakologiai gétldsa jelentésen csokkenti az
oxazolon-indukalt bdrgyulladast, alatdmasztva a TRPA1 meghatarozé szerepét a
Osszhangban 4llnak az allergids kontakt dermatitisz patomechanizmuséval
kapcsolatos jelenlegi ismeretekkel, amely szerint a keratinocitak aktivacioja megeldzi

és meghatarozza az adaptiv immunvalasz kialakulasat -,

In vitro vizsgalataink tovabba igazoltadk, hogy az erds kontakt allergének kozvetleniil
aktivaljak a TRPA1-et, valamint TRPA1-fiiggd kalciumbedramlast és citotoxicitast
valtanak ki. Az, hogy primer keratinocitdkban hasonlo vélaszokat figyeltiink meg,
meger0siti, hogy a keratinocitdkban expresszalodo TRPA1 fontos nem neurondlis
mediatora az allergénexpoziciot kovetd epitelidlis karosodasnak. A vizsgalt
gyulladasos mediatorok koziil az IL-loa mutatta leginkdbb a TRPAI-fiiggd

felszabadulast, ami alatamasztja, hogy a TRPA1l hozzdjarul az epitelidlis

TATA 10,24,25
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5.3 A TRPALI1 szerepe pszoriazisban

A transzkriptomikai vizsgalatok kimutattak, hogy a TRPA1 farmakoldgiai aktivacioja
jelentdsen eltérd hatast gyakorol az egészséges, a nem 1€zids €s a 1€zids pszoridzisos
bérre, ami arra utal, hogy a TRPAI jelatvitel nagymértékben fiigg a gyulladasos
kornyezettél. Mig egészséges bdérben csupan mérsékelt transzkripcids valtozasok
voltak megfigyelhetk, addig 1€ézids pszoridzisban lényegesen Kkiterjedtebb

génexpresszios valtozasok kovetkeztek be.

A TRPA1l aktivdcigja tobb pszoriazis-asszocialt gyulladdsos mediator
expresszidjanak csokkenésével, valamint a gyulladdsos jelatvitelben, a matrix-
remodellingben, a cirkadian szabalyozasban és a senescence-associated secretory
phenotype (SASP) kialakulasaban részt vevd utvonalak mérséklédésével tarsult.
Ezzel péarhuzamosan fokozodott a lipidanyagcserével ¢és az epidermalis
homeosztazissal Osszefliggd utvonalak aktivitdsa, ami arra utal, hogy a TRPAI
aktivacidja a gyulladas egyszerli gatlasa helyett inkdbb a szdveti homeosztazis
részleges helyreallitdsahoz jarulhat hozza. Ezek az eredmények &sszhangban allnak
azzal az egyre elfogadottabb szemlélettel, hogy a TRPA1 a gyulladdsos kdrnyezettdl

fliggden egyarant betOlthet proinflammatorikus ¢és homeosztatikus funkciokat

13,18,20,26

5.4 Altalanos kovetkeztetések és jovébeli perspektivak

Jelen disszertacio a TRPA1-et a bor gyulladasos aktivitasanak meghatarozo epitelialis
szabalyozdjaként azonositja. Az in vivo, in vitro, in silico és transzkriptomikai
megkozelitések kombinalasaval igazoltuk, hogy a TRPA1 szerepe tulmutat a
neuronalis irritdns érzékelésen, és a keratinocitdk intrinsic stressz-integratoraként

miikddik, amelynek bioldgiai hatésai a betegség kontextusatol fiiggenek.

Két eltéré gyulladasos modell vizsgélata alapjan megéllapithatd, hogy a TRPAI a
keratinocitak gyulladas-szabdlyozdjaként miikddik, amelynek bioldgiai hatasat a
betegség allapota és az aktivacid dinamikdja hatarozza meg. Allergids kontakt
dermatitiszben a TRPA1 hozzijarul a korai epitelidlis veszélyjelzéshez és az
immunvalasz inicidcidjahoz, mig pszoridzisban els6ésorban a transzkripcids

folyamatok ujraszabalyozasaval, nem pedig a gyulladds fokozasaval hozhato
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Osszefliggésbe. Ezek az eredmények feloldjdk a TRPA1 szerepével kapcsolatos
korabbi ellentmondasokat, és egy olyan atfogdé modellt timasztanak ala, amely szerint
a TRPA1 redox- ¢és elektrofilérzékeny epitelidlis stressz-szenzorként miikodik,

kontextusfliiggd downstream hatasokkal 19-20-23-26,

A TRPAI1 kontextusfiiggd mitkodésének jelentds transzlacids vonatkozésai is vannak.
Allergias kontakt dermatitiszben a TRPA1 aktivacidja keratinocita-citotoxicitast,
intracellularis kalcium tulterhelést és IL-1a-medialt alarmin felszabadulast valt ki,
ezaltal az immunaktivacid korai szakaszaban jatszik szerepet. A TRPAI
farmakologiai gatlasa - amint azt a szelektiv HC-030031 antagonista alkalmazéséaval
igazoltuk - mérsékli ezeket a korai patogenetikai folyamatokat és igy csokkenti a
gyulladast, ami hangsulyozza terapids potencialjat akut, kémiailag indukalt
dermatitiszben. Eredményeink alapjan a TRPA1 kettds funkcioju terapias célpontnak
tekinthetd: akut, allergén-indukalt kdrosodéasban gatlasa lehet eldnyds, mig kronikus
immunmedialt betegségekben finomhangolt modulacidja valhat sziikségessé. Ennek
megfelelden a TRPAl-et célzo terdpias stratégidk kialakitdsakor figyelembe kell
venni a gyulladas kiinduldsi allapotat, az aktivacid dinamikajat és a betegség

stadiumat.

A betegségekben betoltott szerepének vizsgélatan tul a jelen munka hozzdjarul a
keratinocitak aktiv immunoldgiai szabalyozd szerepének mélyebb megértéséhez,
valamint rdmutat arra, hogy a strukturdlis, cellularis és transzkriptomikai
megkozelitések integralasa kulcsfontossagu az epitelidlis jelatviteli mechanizmusok

feltarasaban.

A jovObeni vizsgalatoknak tisztdzniuk kell azokat a downstream jelatviteli
mechanizmusokat, amelyek Osszekapcsoljak a TRPA1 aktivaciojat a nagyléptékii
transzkripcidés ~ atprogramozodassal, valamint azt, hogy a redoxérzékeny
csatornamodulacié miként fejti ki hatasat a citokin- és metabolikus hélozatokra in
vivo. Ezek a vizsgalatok elengedhetetlenek lesznek a TRPAl-et célzd terdpids

stratégiak klinikai alkalmazhatdsdganak megteremtéséhez.
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6.AZ UJ TUDOMANYOS EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. Igazoltuk, hogy a keratinocitdkban expresszalodd6 TRPA1 kulcsfontossagu
mediatora az allergias kontakt dermatitisz kialakuldsanak. Genetikai delécio és
farmakologiai gatlas alkalmazasaval kimutattuk, hogy a TRPAI jelentds mértékben
hozzajarul az oxazolon-indukalt bérgyulladas kialakuldsdhoz in vivo.

2. Kimutattuk, hogy az erds kontakt allergének kozvetleniil aktivaljadk a
keratinocita TRPAl-et, és TRPA1-fiiggd citotoxicitast valtanak ki. Az elektrofil
kontakt szenzibilizdtorok intracelluldris kalciumbedramldst és a sejtviabilitas
csOkkenését idézték el6 TRPA1-fliggd mddon, igazolva, hogy a keratinocita TRPA1
kozvetlen szenzora a kémiai eredetii epitelialis stressznek.

3.  Igazoltuk, hogy a TRPA1 aktivacioja eldsegiti az IL-la felszabaduldsat
keratinocitakbol. Eredményeink szerint a TRPA1-fliggd citotoxicitas egylitt jar az
epitelidlis alarminként miikodé IL-la felszabaduldsaval, alatdmasztva a TRPAI1
szerepét az allergias kontakt dermatitisz korai gyulladasos jelatvitelének kivaltasaban.
4. A kontakt allergének ¢és a TRPAI kozotti strukturalis kolesonhatasok
Osszefiiggést mutatnak a szenzibilizalé potencidllal. A molekularis dokkolési
vizsgélatok igazoltdk, hogy az erdsebb kontakt szenzibilizdtorok kedvezdbb
kolesonhatasokat alakitanak ki a TRPA1 elektrofil-érzékeny kdotézsebével,
strukturalis magyardzatot adva a szenzibilizal6 potencial kiilonbségeire.

5. Igazoltuk, hogy a TRPA1 kontextusfiiggd mdodon szabdlyozza a génexpressziot
human pszoridzisos bérben. Az RNS-szekvenaldsi vizsgalatok kimutattak, hogy a
TRPA1 farmakoldgiai aktivacidja eltérd génexpresszids mintdzatokat valt ki
egészséges, nem 1€zids és 1€zids pszoridzisos borben, ami igazolja, hogy a TRPAI
biologiai hatésai a szovet gyulladasos allapotatol fiiggenek.

6.  Lézios pszoridzisos borben a TRPA1 aktivacioja a gyulladasos utvonalak
mérséklodésével ¢és homeosztatikus folyamatok fokozddasaval tarsult. A
transzkriptomikai elemzések a pszoriazisra jellemz6 gyulladdsos mediatorok

expressziojanak  csokkenését, valamint az epidermdlis  differenciacidval,
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lipidanyagcserével és szoveti homeosztazissal kapcsolatos utvonalak fokozott
aktivitasat mutattak.

7. Eredményeink a TRPA1 gyulladdsos bdrbetegségekben betdltott szerepének
egységes modelljét tamasztjadk ala. Mig akut allergén-indukalt gyulladds sorédn a
TRPA1 fokozza az epitelidlis karosodast és az alarmin jelatvitelt, kronikus
pszoriazisban a gyulladasos szabalyozasban €s a szoveti homeosztazis fenntartasaban
részt vevd transzkripcidés folyamatokat moduldlja, igazolva, hogy a TRPAIl a

borgyulladas kontextusfiiggd szabalyozoja.
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