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BEVEZETES

Az utobbi évek kutatasai ramutattak arra, hogy szdmos neuro-immuno-
endokrin mechanizmus jelentdés mértékben képes a szdrtiiszd alapvetd bioldgiai
folyamatainak szabalyozésara, egerekben és az emberben egyarant. Ezen teriilet
ugrasszerti fejlédése annak is koszonhetd, hogy a kutatdknak lehetdségiik nyilt a
szOrtlisz6 alapvetd folyamatainak tanulményozasira human szOrtiisz6
szervkulturdkban in vitro. Jelen munkank alapjat is ezen modellen nyert
eredmények adjak.

Munkacsoportunk kordbban sikerrel igazolta a cellularis receptorként
ismert tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk wvanilloid alcsalddjaba
tartozo TRPV1 (,,kapszaicin receptor”) szerepét az egér és humdan szOrtiiszok
novekedésének szabdlyozasdban. Az utdbbi évek kutatasainak koszonhetden
ugyanakkor a TRP csaldd egy masik tagja, a meleg érzékeny TRPV3 is a
figyelem  kozéppontjaba  keriilt. Bizonyos szdrtelen  ragcsalotorzsek
vizsgalatakor kideriilt ugyanis, hogy a szOrtelen fenotipust okoz6é mutacié a
feltarasa volt a human sz0rtiisz6 bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban.

Az altalunk is alkalmazott modell mélyrehatd vizsgélata vezetett
szOrtliszOk eddig ismeretlen endokrinologiai jelentdségének megismeréséhez is.
Bebizonyosodott ugyanis, hogy a human szOrtlisz0 nem csak célpontja, hanem
forrasa 1s szdmos klasszikus hormonnak. Ezen tdlmenden a humdan
piloszebaceus egység rendelkezik a hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg
tengely teljesen miikodOképes periférias megfeleldjével is. Mivel mindezidaig
nem vizsgaltdk a pajzsmirigy stimuldlé hormon (TSH) kozvetlen szerepét a
human szortlisz6 élettani folyamatainak szabdlyozdsdban, munkank maésodik
felében a TSH hatdsat kivantuk tanulmanyozni izolalt humdan szdrtiiszd

szervkultaraban.



IRODALMI ATTEKINTES

A hajciklus

A szOrtliszOt az egész életen at valtakozd regresszids és regeneracios
tevékenysége teszi egyediilallova a tobbi emlds szerv kozott. A regresszid és
regeneracio ezen ciklikus valtakozasat nevezziik hajciklusnak, melynek harom
jellegzetes szakaszat kiilonboztetjiik meg. Az anagén fazisban aktiv novekedés
¢s fejlodés torténik, a szOrtiiszd ebben a fazisban éri el maximalis fejlettségét. A
katagén szakaszban a ndvekedés megall, regresszids folyamatok indulnak be, a
nyugalmi telogén ftazis pedig a tulajdonképpeni felkésziilés a kovetkezd
anageénre.

Amint az egyedfejlédés soran Ilétrejon az els6 haj vagy szorszal, a
szOrtliszOn hamar jelentkeznek a gyors regresszio jelei, megkezdddik az elsd
katagén fazis. A katagén fazisban, mely atlagosan 2-3 hétig tart, a szOrtiisz6
visszafejlédése soran apoptotikus sejtfolyamatok indulnak be. Ez a
programozott sejthalal megfigyelhetd a kiilsd és a belsdé gyokérhiively (ORS és
IRS) rétegekben, a matrix keratinocytdkban, illetve a melanocytakban is. Ennek
megfelelden a katagén fazis soran a bulbus egyre inkdbb elvékonyodik, valamint
egyre kozelebb emelkedik az epidermiszhez. A hagyma kozepét adé demalis
papilla (DP) proximadlis irdnyba hiizodik, majd a kés6i1 katagén fazis soran egy
epitelidlis nyéllel el is tavolodik a mar nem-novekvo hajszal bunkos végétol.

A viszonylag rovid regresszios, katagén stddium utan a follikulus a
nyugalmi, telogén fazisba keriil, melynek hossza atlagosan 3 honap. Lényegében
ezen iddszak késziti fel a szOrtiisz6t arra, hogy a ndvekedési anagén fazisba
Iépve elinduljon az elsé hajciklus. Az anagén fazis elején a szOrtiiszd egyre
inkabb meghosszabbodik, és egyre mélyebbre nyulik. A matrix keratinocytak
igen gyors proliferacidja kialakitja a hajszal és az IRS egymast hatarolo rétegeit,
mikdzben a bulbus keratinocytéi egyre inkabb korbeveszik a DP-t, és ezzel ujra

felépiilnek az ORS téplald rétegei is. Az utolsd, hatodik anagén stddiumban a



szOrtiisz0 eléri jellegzetes hagyma formédjat, létrejon egy 1), folyamatosan
novekvd hajszal, melyet a gyokérhiively keratinocytak és a kotdszovetes tok
(CTS) hatéarol. Az emberi szortiisz0 2-6 éven at ebben a fazisban miikodik a
fejbérben, mig ujra be nem indulnak a katagén atalakulashoz vezetd regresszids

folyamatok.

A szortiiszo, mint ,,0nadllo” neuroendokrin rendszer?

A legajabb kutatasok szerint a sz0rtiiszd kiemelkedd célszovete a legtobb
jelentdés hormonalis utvonalnak is. Tobbek kozoétt nemihormonok, retinoidok,
gliikokortikoidok, pajzsmirigyhormonok, adrenokortikotrép hormon (ACTH),
kortikotropin felszabadité6 hormon (CRH), melanokortinok, D3-vitamin, inzulin,
prolaktin, P-anyag, melatonin, acetilkolin, endovanilloidok, endokannabinoidok,
katekolaminok és prosztaglandinok képesek befolyasolni a szOrtiiszé alapvetd
biologiai folyamatait; azaz mddositjak a ndvekedést, a hajciklust, a pigmentaciot
¢és a szorszal kialakulasat, tovabba novekedési faktorok, citokinek és hormonok
termelését, felszabadulasat idézik elo.

Kideriilt az is, hogy maga a piloszebaceus egység, mint nem-klasszikus,
periférids hormontermeld teriilet az ismert szteroid hormonok, neuropeptidek ¢€s
neurotrofinok egy meglepden széles skaldjat képes termelni. Mindemellett
érzékeny célszervei €s termeldi a stresszvalasz mediatorainak is.

Végiil, de nem utols6 sorban a szOrtiisz0 egy teljes mértékben
miitkodoképes periférids hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengellyel
rendelkezik, wugyanis kimutattdk a kozponti  hipotalamusz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengelyre jellemzd szabalyoz6 visszacsatolasi hurkok jelenlétét
(CRH, ACTH ¢s kortizol). Mindezek alapjan nem tulzés kijelenteni, hogy a
piloszebaceus egység egy aktiv, autoregulalt (neuro-) endokrin szervnek

tekintheto.



A TRPV3 csatorna és a bor kapcsolata

A tranziens receptor potencial vanilloid (TRPV) csalad tagjai olyan
héérzékeny nem-szelektiv kationcsatorndk, melyek kiilonb6zé koérnyezeti
tényezOk (pl. a homérseklet, a pH és az ozmolaritds valtozéasa) érzékelésére
képesek. A TRPV3 ezen csatorndk koziil a kdzepes, azaz a 31-39°C kozotti
hémérsékleti tartomanyban aktivalédik. A csatorna bdérrel valdo potencidlis
kapcsolatat mar az is ,.eldrevetitette”, hogy a fehérje molekularis leirdsa és
karakterizdldsa nem szenzoros neuronokon, hanem keratinocytdkon tortént.
BALB/c egértorzsbdl szadrmazo sejtvonalon, valamint a humdan #rpv3-mal
transzfektalt sejteken kimutattdk, hogy 23-36°C kozott emelve a kdrnyezeti
hémérsékletet nem-specifikus kationdram aktivalodik. TRPV3-at
overexpresszalo sejteken emellett megallapitottak, hogy a TRPV3 olyan, a borre
kenve kissebb-nagyobb irritdcidt okozo terpenoidokkal is aktivalhatd, mint a
szegfliszeg els6dleges hatdanyaga, az eugenol; a kakukkfiibdl szarmazé thymol;
a kamforfabol izoldlhatd kamfor; valamint az oregand olajaban jelentds
mennyiségben megtalalhato carvacrol. Bor eredetii sejteken vizsgalva a TRPV3-
at emellett leirtak elsd szintetikus agonistajat, a 2-aminoetoxidifenil boratot is
(2-APB).

A legizgalmasabb eredményre ugyanakkor a TRPV3 funkcidjat elemz6
allatkisérletek vezettek. Bizonyos szOrtelen ragcsalo torzsek (DS-NA egér és
WBN/Kob-Ht patkény) vizsgalatakor kideriilt ugyanis, hogy ezen allatok
szOrtelen (Nh—no hair, Ht— hairless type) fenotipusat a #pv3 gén kodold
feltételezhetd, hogy a TRPV3 mutacidja korai anagén fazisban allitotta meg a
szOrnovekedést.

Nemrégiben beszdmoltak arrél is, hogy kiilonféle pro-inflammatérikus
medidtorok €s hormonok (pl. dihidrotesztoszteron) szintén fokozzdk a TRPV3
aktivitasat, illetve kifejez0désének mértékét. Ugyanakkor, egyaltalin nem

rendelkezilink adatokkal a TRPV3 human bdérben betoltott funcionalis szerepérdl



annak ellenére sem, hogy a TRPV3 fehérje jelenlétét mar leirtdk humén

epidermalis keratinocytdkon is.

A pajzsmirigy stimulalo hormon (TSH) és a szornovekedés

Evtizedek 6ta ismert, hogy a pajzsmirigy-rendellenességek Osszefiiggésbe
hozhatéak az emberi bdér és haj szerkezetét, valamint funkciojat érintd
elvaltozasokkal. Szamos klinikai és in vitro megfigyelés szamol be példaul
magasabb telogén aranyrol, megvaltozott hajatmérdrdl, szaraz, rideg, durva
hajszalrol, lecsokkent hajhagyma  sejtproliferaciorol  és  hajhullasrol
(effluvium/alopecia) pajzsmirigy-alulmiikodés esetén, valamint emelkedett
sejtproliferaciordl a bulbusban és hajhullasrol pajzsmirigy-tilmitkdés soran.

Mivel a pajzsmirigy rendellenességek jellegzetesen nagy szérum TSH
szint ingadozassal jarnak, kiilonosen érdekes lehet a TSH kozvetlen, az emberi

hajnévekedésre kifejtett hatasainak tanulmanyozasa.

Célkitiizések

Jelen munkank célja az volt, hogy mélyebb betekintést nyerjiink a
1. Amint azt kordbban bemutattuk, bizonyos TRPV3 mutacioval rendelkezd
egerekben a folyamatosan aktiv, mutans TRPV3 csatorna szdrtelen fenotipus
kialakulasat okozta. Mindezidaig azonban nem volt ismeretiink arrol, hogy
human szOrtiiszokben jelen van-e a TRPV3, illetve milyen biologiai szereppel
birhat. Ennek megismerése érdekében kisérleteink elso felében az alabbi célokat
fogalmaztuk meg:

e A TRPV3 kifejez6désének vizsgdlata human szortiiszOkon, illetve
szOrtlisz6 eredetli ORS keratinocyta tenyészetekben (gén- ¢€s
fehérjeszinten).

e A TRPV3 aktivacio hatdsainak vizsgalata az izoldlt human szOrtiiszok
biologiai folyamataira in vitro (hossznovekedés, proliferaldo és

apoptotizalo sejtek aranya, anagén-katagén atmenet).
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e A TRPV3 aktivacié hatasainak és specificitdsanak vizsgalata szOrtiisz0
eredetli primer ORS keratinocyta tenyészet biologiai folyamataira in vitro
(csatornafunkcio, proliferacio, sejthalal, aktivatorok specificitdsanak
vizsgalata RNSi technikéval).

2. Az utobbi években szamos hormonalis jelatviteli itvonal jelenlétét vizsgaltak
human szdrtiiszOkben. Jelen munkank masodik felében a TSH kozvetlen hatasait
vizsgaltuk a humdan szOrtiisz6 biologiai folyamatainak szabalyozéasaban.
Célkitlizéseink az aldbbiak voltak:

e A TSH receptor kifejezddésének vizsgalata human fejboron és izolalt
szOrtliszokon (gén- és fehérjeszinten).

e A TSH kezelés hatasainak vizsgélata izoldlt human szdrtiiszok bioldgiai
folyamataira in vitro (hossznovekedés, proliferald és apoptotizald sejtek
aranya, anagén-katagén atmenet, pigmentacio).

e A TSH receptorhoz kapcsolddo jelatviteli folyamatok azonositasa izolalt
human szortiisz0kon és szOrtlisz0 eredeti DP fibroblastokon in vitro
(cAMP felszabadulas vizsgalata, TSH receptor aktivacio célgénjeinek

azonositasa).

ANYAGOK ES MODSZEREK

Human szortiiszok izolalasa és tenyésztése, hisztomorfometriai vigsgalatok

A funkciondlis kisérleteink alapjaul szolgald szOrtiiszOket plasztikai
sebészeti operdcidk soran visszamaradt, halanték (ndi) és tarko (férfi) tajékrol
szarmazd hajas fejbOorbdl izolaltuk. A telogén fazisu szOrtiiszOk vizsgalatara
glutedlis terliletr6l szarmazd boOrmintat hasznaltunk. A mintdkat a WHO
kb. 0,5x1 cm-es szeletekre vagtuk, a bor felszinével parhuzamosan elmetszettiik,
majd az epidermiszt és a dermiszt eltavolitottuk, és a szdrtiiszéket csipesz
segitségével kiemeltik a szubkutiszbol. Ezt kovetden az ép, anagén VI

novekedési fazisban levd szortiiszOket harmassaval 24-lyuku tenyésztéedénybe
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helyeztiik. A follikulusok tenyésztését 9 napon keresztiil 37°C-on, 5% CO,
tartalma atmoszféraban végeztiik. A fenntartds soran alkalmazott Williams® E
tenyésztdoldatot 2 mM L-glutaminnal, 10 ng/ml hidrokortizonnal, 10 pg/ml
inzulinnal valamint penicillinnel és streptomicinnel egészitettiik ki. A tenyésztés
végén a szOrtliszOket fagyasztd6 médiumba dagyaztuk, majd Cryotome-mal
metszeteket készitettiink beldlik. A hajciklus kiilonb6z6 stddiumainak
elkiilonitésére hematoxilin-eozin festést kovetoen, hisztomorfometriai analizist
alkalmaztunk. A melanin-tartalom lathatova tételére a Fontana-Masson

szOvettani eljarast alkalmaztuk.

Proliferdlo és apoptotizalo sejtek egyiittes kimutatdsa a szortiiszoben

A tenyésztett szOrtliszOkon a proliferalo és az apoptotikus sejtek egyidejii
kimutatdsara a Ki-67/TUNEL kettés festést hasznaltuk. Az eljaras soran az
osztodo sejtek jelenlétérdl a Ki-67 proliferacios marker floureszcens
immunhisztokémiai kimutatdsa ad felvilagositast, az apoptotizaldé sejtek
megjelenitése pedig a DNS-fragmentacido sordn keletkezett szabad 3’ végek

jelolésén alapul.

Kiilso gyokérhiively (ORS) és HaCaT keratinocytik tenyésztése
Az ORS keratinocytakat anagén VI follikulusokbol nyertiik, melyeket egy

csipesz segitségével a szemdldok teriiletérdl tavolitottunk el. Az eltavolitott
szOrtiisz6ket PBS-ben mostuk, majd egy 6ran at 0,1% tripszin-0,2% EDTA
oldatban emésztettiikk. Az emésztést kovetden nyert ORS sejteket 0,4 pg/ml
mitomycin-C oldattal eldkezelt, osztdodasdban gatolt human dermalis fibroblast
(HDF) taplalo sejtrétegre szélesztettiik. A tenyésztés megfeleléen kiegészitett
Ham’s F12 ¢és Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztdoldatok 1:3 aranyu
keverékében tortént: 10% Fetal Clone II, 0,1 nM koleratoxin, 5 pg/ml inzulin,
0,4 png/ml hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin, 2 nM T3, 10 ng/ml epidermalis

novekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfat valamint penicillin-streptomycin.



A HaCaT keratinocytakat 10% FBS-t, 2 mM L-glutamint és a fent emlitett
antibiotikumokat tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztdoldatban

tenyésztettiik.

Dermalis papilla (DP) eredetii primer fibroblast tenyészet létrehozdsa

A DP fibroblast tenyészet kialakitdsahoz frissen izolalt anagén VI
szOrtliszOket  alkalmaztunk. Az eljaras sordn az izolalt szOrtiiszot
hossztengelyével parhuzamosan tartva a CTS proximalis végét szikével
atvagtuk. Az igy szabaddd valt DP-t petricsészékben gyiijtottiik, és megfeleld
tenyésztOmédiumban (follikularis DP sejt médium kiegészitve: 4% FBS, 5
pug/ml inzulin, 1 ng/ml fibroblast novekedési faktor) tartottuk, mig a DP
fibroblast sejtek kindttek a DP-bol.

Szemi-kvantitativ reverztranszkriptaz PCR (RT-PCR) és termék szekvencia
analizis

Els6é 1épésként teljes RNS frakciot izolaltunk tenyésztett szOrtiiszokbol
RNeasy Kit segitségével, majd az izolalt RNS frakcio 0,5 pg-janak reverz
traszkripcidjat hajtottuk végre SuperScript reverz transzkriptdz segitségével a
gyarto leirdsanak megfelelden. Az igy kapott cDNS-t hasznaltuk fel a polimeraz
lancreakciok (PCR) templatjaként a TSH receptor, a tireoglobulin (TG), a
pajzsmirigy-transzkripcids faktor 1 (TTF-1) és a belsdé kontrollként alkalmazott
gliik6z-6-fosztat-dehidrogendz (G6PDH) és 18S riboszomalis RNS-t esetében.
A PCR termékeket etidium-bromidot tartalmazo agardéz gélen valasztottuk el,
majd a lefotozott sdvokat Imagel szoftver segitségével elemeztiik.
Light Cycler segitségével vizsgaltuk. Emellett elvégeztik a TG cDNS

szekvencia elemzését is 377 DNA szekvencia analizald készulékkel.
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Microarray analizis

A Microarray alapu génexpresszid analizishez két donortol szérmazod
szOrtlisz6 mintak keriiltek felhasznalasra Human Whole Genome Oligo
Microarray® (44K) chip-en. A vizsgalatot a Miltenyi Biotech GmbH végezte. A
mindkét egyénben megfigyelhetd, azonos irdnyd, minimum 1,5-szeres
valtozasokat (p<0,0001 esetében) tekintettiik szignifikdns expresszio-

valtozasnak.

RNS izoladlas, reverz transzkripcio, kvantitativ PCR (q-PCR)

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagens felhasznalasaval izolaltuk. A
teljes RNS 3 ug-jabol kiindulva reverz transzkipciot végeztink AMV reverz
transzkriptazt és random primert felhasznalva. Az igy eldallitott cDNS-bdl g-
PCR segitségével TagMan Universal PCR Master Mix Protocol alapjan
mutattuk ki a kovetkezdkben felsorolt transzkripteket TagMan primerek és
probak alkalmazasaval: TRPV3, kotészoveti ndvekedési faktor (CTGF),
glutation peroxiddz 3 (GPX3), izom tipusu piruvat kindz 2 (PKM?2), citokrém-C
oxidaz 1 (MTCO1). Belsé kontrollként gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz
(GAPDH), valamint ciklofilin A (PPIA) transzkriptjeit hataroztuk meg.

Immunhiszto- és citokémia

Fluoreszcens immunhisztokémiai (F-IHC) illetve immunhisztokémiai (F-ICC)
modszereket alkalmaztunk a TRPV3, a keratin 7 (KRT7), a fibroblast marker
CD90 ¢és az MTCOI1 kimutatasara (1. tablazat). A TSH receptor, a simaizom
alfa-aktin (ACTA2), az MTCO1 ¢és KRTS proteinek immunhisztokémiai
kimutatasahoz peroxidaz alapu avidin-biotin-komplexet (ABC) alkalmaztunk (1.
tablazat). Az izolalt szoértiisz6k TSH kezelés hatdsara megfigyelheté TSH
receptor  expressziovaltozdas  kimutatasdhoz pedig tiramid  szubsztrat

amplifikdcios (TSA) modszert alkalmaztunk (1. tablazat). Az immunfestésekrol
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Nikon Eclipse E600 fluoreszcens és Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkdppal

késziiltek a felvételek.

Western blot

A sejteket lizis pufferben arattuk le, majd jégen ultrahangos sejtfeltarast
végeztiink. Ezt kdvetden meghataroztuk a lizdtumok proteintartalmat, majd a
minta denaturdlasat kovetéen azonos mennyiségeket felhasznalva SDS
poliakrilamid gélelektroforézist végeztiink. Ezt kovetden a gelbdl a proteint
nitrocelluloz membranra transzferaltuk, és a membran blokkolasat kovetoen a
fent emlitett TRPV3 ellenes antitesttel majd egy torma peroxiddzzal-konjugalt
nyul ellenes masodlagos antitesttel inkubaltuk. Végiil ECL kemilumineszcens
szubsztrat segitségével kapott jeleket Kodak Gel Logic 1500 képalkotd rendszer

alkalmazasaval detektaltuk.

Célfehérje Eredet Faj Higitas Modszer

ACTA2 Sigma-Aldrich, Egér 1:50 ABC

CD90 Dianova Egér 1:100 F-1CC

KRT5 PROGEN Tengerimalac 1:500 ABC

KRT7 Novus Biologicals Egér 1:100 F-ICC

Ki-67 DAKO Egér 1:20 F-IHC
MTCOI1 Mitosciences Egér 1:50, 1:50 ABC, F-ICC
TRPV3 Abcam Nyl 1:200 F-IHC, F-ICC

TSH receptor InVivo BioTech Egér 1:200, 1:1000, ABC, TSA,

Services 1: 100, 1:100  F-IHC, F-ICC

1. tablazat: Az immunjelolések sordn felhasznalt elsédleges antitestek

Alkamazott modszerek roviditései: ABC: avidin-biotin komplex, F-ICC: fluoreszcens
immuncitokémia F-IHC: fluoreszcens immunhisztokémia, TSA: tiramid szubsztrat
amplifikacio.
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Az intracellularis kalciumkoncentracio ([Ca2+],C) meghatarozdsa

Az ORS keratinocyta sejteket 20.000 sejt/lyuk stiriségben osztodasukban
gatolt HDF (900 sejt/lyuk) taplalorétegre szélesztettiik 96-lyukt fekete falu,
atlatszo alju edényekbe, majd a letapadt sejteket masnap 2 uM Fluo-4 AM-rel
toltottiik (probenecidet és albumint tartalmazé Hank oldatban). A sejtek Ca®'-
jelét FlexStation II°**

480 nm, Agym: 520 nm).

fluoreszcens mikroplate reader segitségével mértik (Agx:

Patch-clamp mérés

A patch-clamp mérésekhez az ORS keratinocytakat vékony feddlemezre
szélesztettik. A mérésekhez Multiclamp-700A tipust erdsitét hasznaltunk
teljes-sejtes konfiguracioban. A 2-4 MQ ellenallast boroszilikat pipettakat K-
aszpartatos belsd oldattal (pH 7,2) toltottiik fel. A feddlemezeket normal ringer
oldattal (pH 7,4) perfundaltuk. Minden sejt esetében a mért iondramokat az adott
sejt kapacitasara normalizaltuk. Az elektromos jeleket 10 kHz frekvenciaval
rogzitettilk (Digidata 1322A), majd az elemzést pClamp 9.0 szoftver

segitségével hajtottuk végre.

Az életképesség meghatdrozdsa

A sejtek novekedését CyQuant sejtproliferacios kit segitségével a sejtek
DNS tartalmanak mérésével hataroztuk meg. Az ORS keratinocyta sejteket
10.000 sejt/lyuk stlrtiségben osztodasukban gatolt HDF (900 sejt/lyuk)
taplalorétegre szélesztettiik, majd 72 oran keresztiil tenyésztettiik és kezeltiik. A
mérés napjan a sejteket lizaltuk, és CyQuant festékkel 5 percig inkubaltuk. A
festék fluoreszcencidjat FlexStation % segitségével mértiik (Agx: 480 nm, Agy:

520 nm).

A mitokondrialis membrdanpotencial vizsgadlata

A mitokondridlis membranpotencidl csokkenése az apoptdzis egyik

legelsd markere, amit MitoProbe™ DilC,(5) Assay Kit-tel vizsgaltuk. Az ORS
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keratinocytdkat a fent emlitett modon tenyésztettiik és kezeltik. A feliiluszok
leszivasa utdn a sejteket a gyartd utasitdsai szerint higitott DilCy(5)
munkareagenssel inkubaltuk, majd a fluoreszcenciat FlexStation II**

segitségével mértiik (Agx: 630 nm, Agy: 670 nm).

A citotoxicitds vizsgdlata

A sejtmembrant karositdo citotoxikus folyamatok nyomon kdovetésére
SYTOX Green fluoreszcens festéket alkalmaztunk, amely csak a sériilt
membranu sejtekben képes bejutni és azok DNS-éhez kotdédve fluoreszkalni.
Ehhez a sejteket a fent emlitett modon tenyésztettiik €s kezeltiik, majd 1 uM
SYTOX Green festékkel inkubaltuk, és a fluoreszcenciat FlexStation II°**

segitségével mértiik (Agx: 480 nm, Agy: 520 nm).

RNS interferencia (RNSi)

Az ORS keratinocytdkat TRPV3-specifikus kis interferal6 RNS-sel
(siRNS) Neon Transzfekcios Kit segitségével transzfektaltuk. Az RNSi medialt
géncsendesités hatékonysagat négy napig naponta ellendriztiik Western blot és
Ca*'-imaging technikakkal. Két siRNS oligonukleotid esetében a TRPV3
géncsendesités hatékonysdga tobb mint 70% volt a transzfekcidt kovetd 2.
napon ¢€s az azt kovetd két napban is, ezért kisérleteinket a transzfekciot kovetd

2. napon végeztiik el.

cAMP szint meghatarozasa feliiliisz0bol

A cAMP szint meghatdrozashoz a szdrtiiszoket, valamint a DP fibroblastok
tenyészetek feliiluszdjabol kvantitativ cAMP-szint mérést végeztiink kompetitiv

ELISA segitségével a gyarto leirdsdnak megfelelden.

Statisztikai elemzések

Meérési eredményeinket atlag+SE forméaban adtuk meg. Az adatok statisztikai kiértékelésére

¢s Osszehasonlitdsdra 5%-o0s szignifikancia szint mellett kétmintds parositatlan t-probat
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(patch-clamp mérések esetében parositott t-proba) alkalmaztunk. A 7. és 17.A abrak esetében

egyutas varianciaanalizist ¢s Dunnett-tesztet is végeztiink.

EREDMENYEK

A TRPV3 kifejezodik human szortiiszokben és primer kiilso gyokérhiively
(ORS) keratinocyta tenyészetben

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismeretes, hogy a TRPV3 expresszalodik
a human bor interfollikularis epidermalis keratinocytain. Jelen kisérleteink soran
eldszor meg kivantuk hatdrozni a TRPV3 kifejez6dését rutin plasztikai
mitétekbdl szarmazd, egészséges fejborbdl izolalt, huméan szOrtiiszOkon.
Immunhisztokémiai technikdval kimutattuk, hogy a TRPV3 fehérje
expresszalodik az anagén VI fazisban levd szOrtliszOkon; jelenléte elsdsorban az
ORS, valamint kismértékben a matrix keratinocytak rétegére korlatozodik. Ezen
megfigyelésekkel O0sszhangban jelentés TRPV3 immunreaktivitast figyeltiink
meg KRT7 pozitiv.z ORS keratinocytdk primer tenyészetén mind
immuncitokémia, mind Western blot technikakat alkalmazva.

Frissen izolalt szortiiszokbdl és ORS keratinocyta tenyészetbdl kivont
RNS mintdkon q-PCR vizsgélatokat végeztink a TRPV3 transzkriptek
intraepitelialis jelenlétének ellendrzése érdekében. A TRPV3 specifikus mRNS
szakaszok egyértelmlien azonosithatoak voltak egészséges fejborbdl szarmazéd
szOrtiiszOkben, valamint sz0rtiisz6 eredetii ORS keratinocytdkban.

Ezen kisérleteink tovabbi fontos eredménye az volt, hogy a TRPV3
immunreaktivitds és a specifikus mRNS nem volt kimutathatd a szOrtiiszd
mezenhimdlis eredeti DP fibroblastjaibol, valamint az ORS keratinocytak

tenyésztése soran taplald rétegként alkalmazott HDF-bAI.

15



A TRPV3 stimuldcio gatolja a hajszal hossznovekedését, a haj matrix
keratinocytdak proliferdciojat, valamint apoptozis-vezérelt korai regressziot
okoz

Miutan igazoltuk a TRPV3 jelenlétét humén szOrtiiszOben, a fehérje
aktivacié funkcionalis kdvetkezményeinek megismerése érdekében a fiziologias
koriilményekhez legkozelebb all6 modellen, emberi fejborbdl izolalt anagén VI
fazisa szortiisz6-szervkultaran vizsgaltuk a TRPV3 agonistak hatasait in vitro. A
nyolc napon 4t tartd kezelés soran naponta mértiik a hajszal hosszndvekedését
mind a kontroll, mind a kezelt csoportokban, majd a mért adatokbol novekedési
gorbét készitettiink. Megallapitottuk, hogy a névényi eredetli hatdoanyagok, mint
példaul az eugenol, thymol, carvacrol és a szintetikus agonista 2-APB 1d6- és
dézisfiiggd modon jelentdsen gatoltak a hajszal hossznovekedését.

A tovéabbiakban megvizsgaltuk a TRPV3 aktivacid hatisat a szortiiszOk
alapvetd biologiai folyamataira. A kontroll és a kezelt csoportokbol szdrmazo
follikulusokbol metszeteket készitettiink, majd a proliferald sejtek kimutatasara
Ki-67 festést, az apoptotikus folyamatok lathatova tételére pedig TUNEL
reakciot alkalmaztunk. A kapott eredmények Osszhangban 4lltak a korabban
megfigyelt hajndvekedést géatld hatdssal: az Ot napig kezelt szOrtiiszd
szervkultiradban a kordbban is alkalmazott novényi eredetli és szintetikus
TRPV3 aktivatorok szignifikansan csokkentették a Ki-67 pozitiv keratinocytak
aranyat az anagén szOrtiisz6 bulbusaban. Fontos megemliteni azt is, hogy a fenti
szerek jelentdsen megnovelték a TUNEL pozitiv keratinocytdk szamat is, ami a
TRPV3 stimulacié okozta apoptdzis beindulasara utal.

A TRPV3 agonistak hajciklusra kifejtett hatdsdnak megismerésére a
szOrtliszOk anagén-katagén atmenetét vizsgaltuk. Mig a kontroll szOrtiiszOk
tulnyomo tobbsége (>80%) 8 nap utan is anagén VI fazisban volt, az eugenol és
2-APB kezelt szortiiszOk 60-100%-a lépett katagén staddiumba. Meg kell
jegyezni azonban azt is, hogy ezek a TRPV3 agonistdk jorészt csak korai

katagén transzformacidt voltak képesek indukalni; nagyon ritkdn fordult eld,
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hogy a szortiiszOk késoéi katagén regresszion mentek keresztiil ezen szerek

alkalmazasat kovetoen.

A TRPV3 Ca’*-csatornaként miikodik az ORS keratinocytikban

Bar a fenti adatok a TRPV3 ,aktiv”’ kifejezOdésre utalnak a human
szOrtiisz0 keratinocytaiban, tovabb kivantuk elemezni a TRPV3 csatorna
funkcionalitasat. Ehhez sejtélettani kisérleteket végeztiink primer human ORS
keratinocytakon, amelyek, mint mar kordbban emlitettiilk, mind mRNS, mind
fehérje szinten kifejezik a TRPV3 csatornat. FLIPR alapu Ca*'-imaging
technikat alkalmazva megallapitottuk, hogy a TRPV3 agonistdk jelentdsen és
dozisfiiggd moédon megemelték a sejtek [Ca®ic-jat. Ezen feliil az [Ca® ¢
lecsokkentése (1,8 mM-rol 0,02 mM-ra), tovabba a nem-szelektiv TRP csatorna
blokkolé ruténium voros 10 pM-janak egyiittes alkalmazasa szinte teljesen
megakadalyozta a TRPV3 agonistak [Ca®]ic-szint ndvelé hatésat.

A csatorna funkcid tovabbi vizsgalatara patch-clamp technika teljes sejtes
vivoanyag-kezelt ORS keratinocytdkon kifelé egyeniranyitd aramot mértiink
-12,6+£1,5 mV (atlag=SE, n=7) reverz potenciallal. Ezutan aramméréseket
végeztiik a rampa protokoll négy pontjan (=90, —40, +40 és +90 mV), majd az
adatokat minden esetben normalizéltuk az aktualis sejtmembran kapacitisra
(rendre -9,5+2,5, -3,5+1,0, 6,2£1,0 és 15,9+3,5 pA/pF) (az 0Osszes adat
atlag+SE értékek).

A 100 uM 2-APB kezelés jelentosen ¢és szignifikdnsan (p<0,05)
megnovelte mind a befelé, mind a kifelé¢ irdnyuldé aramokat, amely hatas
reverzibilisnek adddott. 2-APB jelenlétében a —90, —40, +40 és +90 mV-nal
mért aramok a kovetkezOknek adodtak: —31,9+14,2, —13,8+6.4, 17,3+6,1 és
57,7£16,6 pA/pF (atlagtSE, n=7). A TRPV3 aktivator 2-APB atlagosan
mintegy haromszorosara novelte mind a befelé, mind a kifelé¢ iranyuld aramokat

a vizsgalt fesziiltségek mindegyikénél.
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Ezek az adatok arra utalnak, hogy az emberi szOrtiisz6 eredeti ORS
keratinocytak valoban funkciondlis TRPV3 csatornaval rendelkeznek, amely

Ca”’-permeabilis kationcsatornaként miikodik a sejtek felszinén.

A TRPV3-aktivdcio gatolja a proliferdciot és sejthalalt indukadl tenyésztett
ORS keratinocytikban

Mivel human szOrtiisz0 szervkultiraban a TRPV3 stimulaldsa gatolta a
hajszal novekedését, €s az intrafollikuldris proliferaciot valamint apoptozist
indukalt, a kovetkezd vizsgaltaink a TRPV3 aktivacio sejtnovekedésre és
tulélésre kifejtett hatasainak feltérképezésére iranyultak ORS keratinocytakban.
Az eddigi adatokkal j6 6sszhangban az eugenol és a 2-APB dozisfiiggd modon
(CyQuant assay). Ezen talmenden, a TRPV3 aktivacio jelentdsen lecsokkentette
a mitokondridlis membranpotenciadlt, ami az apoptozis egyik legkorabbi
markerének tekinthetd. Végiil, a legmagasabb koncentracidban alkalmazott
anyagok szignifikdnsan megnovelték a SYTOX Green felhalmozodasat, ami
érzékeny mutatdja a nekrotikus, citotoxikus folyamatoknak.

Bebizonyosodott mindemellett az is, hogy a TRPV3 aktivatorok
novekedésgatld és sejthalalt okozd tevékenységét jelentdsen gatolta a
tenyésztémédium Ca®’ tartalmanak lecsokkentése (1,8 mM-rél 0,02 mM-ra),
valamint 10 puM ruténium vords egyiittes alkalmazdsa. Ezen jelenségek
alatamasztjak azt a feltevést, miszerint az ORS keratinocytdkon megfigyelhetd
cellularis folyamatok a sejtfelszini TRPV3 ioncsatorndk megnyitasat kovetd
Ca”’-bearamlasnak koszonhetdek.

Annak érdekében, hogy a felsorolt celluldris valaszok TRPV3
specificitasarol meggy06zOdjiink, RNSi technikat alkalmaztunk. Tokeletes
Osszhangban a fenti adatokkal megallapitottuk, hogy a TRPV3 lecsendesitése

jelentés mértékben kivédte az eugenol és a 2-APB novekedést gatld és
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apoptozist indukald hatdsat, ami egyértelmiien igazolja a TRPV3 specifikus

szerepét az ORS keratinocytdk bioldgiai folyamataiban.

A TSH receptor mRNS és fehérje szinten egyardnt kifejezodik az emberi fejbor

és a szortiiszo mezenhimalis teriiletein

A kovetkezdkben a TSH receptorral kapcsolatos vizsgalatok eredményeit
mutatjuk be. RT-PCR ¢és immunhisztokémiai vizsgélatokat végeztiink annak
érdekében, hogy tisztazzuk, vajon a normal emberi fejbér és a szOrtiiszok
expresszaljdk-e a TSH receptort mRNS ¢és fehérje szinten in situ. Sikerrel
bizonyitottuk a TSH receptor specifikus transzkript jelenlétét az emberi
fejborbdl frissen izolalt anagén VI follikulusokban. Az emlitett transzkripteknek
megfeleléen TSH receptor specifikus immunreaktivitast is tapasztaltunk az
emberi fejborben ¢€s fliggelekeiben, jobbara a piloszebaceus egység
mezenhimalis teriiletein (pl. a DP, a CTS, valamint a sz0rszal egyenesitd izom).
Az anagén VI szOrtiisz0khoz hasonld intenzitdsi TSH receptor festddés
tulnyomoérészt a mezenhimalis elemeken volt megfigyelgetd (DP, CTS).
Emellett a glutedlis régiobdl szarmazo telogén mintdkon néhany TSH receptor-
pozitiv sejt a szOrtlisz6 hamjaban is megfigyelhetd volt.

Ezen tilmenden, a bor nagy idegkotegei, az erek, a verejték és a
faggytimirigyek koriili mioepitél sejtek is TSH receptor immunpozitivitast

mutattak in situ.

A TSH kezelés nem befolydsolja jelentdsen az emberi hajszal novekedését, a
proliferadlo és apoptotizdlo sejtek ardanyadt, valamint a pigmentdciot

A TSH kozvetlen, funkciondlis hatasainak tanulmanyozéasa érdekében a
szOrtliszOk klasszikus haj-biologiai paramétereit vizsgaltuk kontroll és 1-100
mlU/ml TSH kezelt izoldlt anagén VI szértiiszd szovettenyészetében. Az
alkalmazott TSH koncentraciok egyike sem befolydsolta a hajszél

crer

valtozott jelentésen az apoptotizdld sejtek aranya sem. Az eddigiekhez
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hasonloan, a TSH nem volt hatissal az anagén ¢és katagén szOrtiiszOk aranyara,
azaz nem befolyasolta kdzvetleniil az emberi hajciklust in vitro. Emellett a TSH
nem valtoztatta meg jelentdsen az intrafollikularis melanintermelést sem, amit

Masson-Fontana hisztokémiai festés alapjan allapitottunk meg.

A TSH alkalmazasa serkenti a cAMP-szint emelkedeést okoz

A kovetkezOkben megvizsgaltuk, hogy a TSH receptor nagy affinitast
ligandjanak bekotddése okoz-e barmilyen valtozast a cAMP, mint masodlagos
hirvivd szintjében, hiszen a TSH receptor aktivalodast klasszikusan cAMP szint
emelkedés koveti. Eredményeink szerint a TSH-kezelést kovetéen a médiumban
megjelend cAMP szintje hdromszor magasabb volt, mint az oldészer-kontroll

szOrtuszok esetében.

Az emberi szortiiszok TSH kezelése nem indukdl mérhetd pajzsmirigyhormon

szekréciot, de serkenti a klasszikus TSH célgének atirdsat

Ezutdn megvizsgaltuk, hogy a TSH receptor-kapcsolt jelatviteli ttvonal
aktivacioja megvaltoztatja-e a klasszikus TSH célgének transzkripciojat.
Kisérleteink soran nem tudtuk kimutatni a pajzsmirigy-hormon termelés egyik
legfontosabb enzimét a pajzsmirigy peroxidazt, sem mRNS, sem fehérje szinten.
Egyuttal nincs bizonyiték arra sem, hogy az emberi fejbdr follikulus
szervkultura  feliiliszdjdban  megtaldlhatdé lenne mérhetd mennyiségi
pajzsmirigyhormon.

Tovabba jelen kisérleteinkben mind frissen izolalt szortiiszébdl, mind
oldoszer-kezelt kontroll szortliszé tenyészetbdl nyert RNS mintdban kimutattuk
a tireoglobulin (TG) mRNS transzkript jelenlétét. Kimutattuk azt is, hogy a TSH
stimulacié ugyancsak képes volt a TG transzkriptek kiindulasi szintjének
megemelésére izolalt szOrtliszd tenyészetben. Az emlitett szOrtlisz0 mintakban
kimutathatoak voltak a pajzsmirigy-transzkripcios faktor 1 (TTF-1) specifikus
transzkriptjei is, amelyek egyensulyi mRNS szintjei megemelkedtek TSH

kezelés hatasara.
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TSH stimulacio megvaltoztatia az emberi szortiiszok génexpresszios mintazatdt

Annak érdekében, hogy a TSH receptor funkcionalitasardl és korabban
ismeretlen TSH  stimuldciot kovetd pajzsmirigyen  kiviili  célgének
kifejezédésérdl tovabbi informdacidkat szerezziink DNS Microarray vizsgalatot
végeztiink kontroll és TSH kezelt mintakon. Szigort kivalasztasi szempontok
alapjan egy down- ¢€s tizenkét upregulalt gént azonositottunk: savas hajkeratin-1
(KRTHal), keratin 5 (KRTS5), involukrin (IVL), keratin-kapcsolt fehérje
(KRTAP) 4-4, KRTAP 4-7, KRTAP 4-14, alfa-aktin 2 (ACTA?2), fibronektin 1
(FN1), filamin Aa (FLNA), kotészoveti ndvekedési faktor (CTGF), glutation
peroxidaz 3 (GPX3), piruvat kinaz (PKM2), citokrom-C oxidaz 1 (MTCO1).

Kvantitativ PCR technikaval tudtuk igazolni, hogy a TSH kezelés képes
upregulalni a CTGF transzkripciot, mig a GPX3 és PKM2 transzkripcid szintje
valtozatlan maradt. Az MTCOI1, ACTA és KRTS5 esetében a kvantitativ
immunhisztomorfometria egyértelmiien megerdsitette a megvaltozott fehérje
kovetden az MTCO1 upregulécid a szOrtiisz6 tobb teriiletén megfigyelhetd volt.
Ezen tilmenden az ACTA intenziv immunhisztokémiai festést mutatott human
CTS fibroblastokon in vitro, ami tovabb emelkedett TSH stimulaci6é hatasara.
Emellett a TSH kezelés jelentdsen megemelte a KRTS5-immunfestédést a hajszal
matrix keratinocytainak rétegében. Mindezen kisérleti adatok egyértelmiien azt
mutatjak, hogy az egészséges emberi fejbdr follikulusaiban kifejez6dé TSH

receptor funkcionalisan aktiv.

A tenyésztett emberi DP fibroblastok kozvetlen célpontjai a TSH receptor-
kozvetitett jelatvitelnek

Mivel minden eddigi leirt TSH-hatas egy Osszetett miniszerv-modellben
vizsgaltuk, ami kiilonbozd eredetli €s a funkcioji sejtpopulacidkbol épiil fel,
ezért a tovabbiakban primer human DP fibroblast sejtkultarat alkalmaztunk. A

CDO90 fibroblast marker immunreaktivitdst mutato tenyésztett DP fibroblastokon
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TSH receptor-specifikus immunreaktivitast taldltunk konfokalis mikroszkop
segitségével. Kimutattuk azt i1s, hogy a TSH-kezelés szignifikansan ¢&s
dézisfiiggd modon megndvelte a fibroblast sejtek tapoldatba torténd cAMP

e

kezelése jelentdsen és dozisfiiggden upregulalta bizonyos mRNS transzkriptek
szintjét (PKM2, GPX3 ¢és CTGF). A MTCO1 upregulacidjat immunfluoreszcens

jeloléssel is ellendriztiik.

MEGBESZELES

A TRPV3 szerepe a human szortiiszo biologiai folyamatainak szabdlyozdasdaban

Bizonyos ragcsalo torzseken (DS-Nh egér és WBN/Kob-Ht patkdny)
végzett vizsgalatok soran fény deriilt arra, hogy a kialakulo szdrtelen fenotipus
egereken végzett tovabbi vizsgalatok ramutattak a TRPV3 egerek boérében
betoltott funkcidjanak fontossagara. Egyrészt bebizonyosodott, hogy a TRPV3
megfeleld mikodése elengedhetetlen a szortiisz6k normal fejlédéséhez, masrészt
az emlitett csupasz egértdrzsben erdteljes viszketéssel jard spontdn dermatitis
alakult ki.

A ragcsalokon végzett kisérletekbdl bebizonyosodott, hogy a mutacionak
koszonhetden folyamatosan aktiv TRPV3 gétolta a sz0rndvekedést. Arra nézve
viszont nem voltak adataink, hogy a TRPV3 megtaldlhaté-e huméan
follikulusokon, illetve milyen szerepet jatszik a human hajciklus
szabalyozdsaban. Ezen kérdések sarkalltak minket arra, hogy vizsgélatokat
végezziink a TRPV3 expresszio feltérképezésére izolalt human szortiiszokon,
illetve hogy kideritsiik milyen funkciondlis szereppel birnak a szOrtiiszd
biologiai folyamatainak szabalyozasaban.

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismeretes volt, hogy a TRPV3
expresszalodik human epidermadlis keratinocytdkon, de magédn a humadan

follikuluson még nem mutattak ki a jelenlétét. A TRP csatorndk szerepének
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jellemzése az emberi bdr fiziologids és patologids folyamataiban korantsem
mondhato kielégitdnek. Ezen molekuldk nem-neurondlis sejtek és szovetek
szabalyozasi mechanizmusaiban betoltott szerepének feltardsa napjainkban is
zajlik. Ebben az 0Osszefiiggésben jelen kisérleteink szolgéltattdk az elsd
bizonyitékot arra vonatkozoan, hogy a TRPV3 — azaltal, hogy visszaszoritja a
indukal — gatolja az emberi haj ndvekedését in vitro. Tekintettel arra, hogy ezek
a hatasok egy olyan elfogadott emberi szervtenyészet modellen jottek 1étre, mely
lehetdve teszi a szOrtiiszok alapvetd funkcidinak kvazi in vivo vizsgalatat, jelen
megallapitasaink élettanilag €s klinikailag egyarant relevansnak tekinthetéek.
Ezért elmondhatjuk, hogy a bemutatott eredmények alapjan a TRPV3 a human
hajnévekedés ¢és hajciklus Ujonnan megismert szabalyoz6 molekuldja, ami
tokéletesen Osszhangban all az egér modelleken nyert kordbbi adatokkal.

A TRPV3 funkciondlis jelenlétét az emberi szOrtlisz6 epitelidlis teriiletein
szamos, primer ORS keratinocyta tenyészet vizsgalatabol nyert bizonyitékkal
tamasztottuk ala; ugy mint FLIPR alapu Ca’*’-imaging, patch-clamp mérések
valamint ¢€letképesség €s sejthalal vizsgalatok. Emellett a TRPV3 aktivatorokkal
kivaltott ionaramok és az [Ca®’]ic emelkedés gatolhatok voltak az [Ca® ¢
lecsokkentésével, vagy az altalanos TRP csatorna blokkold ruténium voros
egyiittes alkalmazasaval. A TPRV3 funkciondlis szerepét meggydzden
tamasztottdk ala az siRNS medialt géncsendesitést kovetd vizsgalataink is,
amelynek soran sikeresen gatoltuk a TRPV3 aktivatorok cellularis hatasait (pl.
proliferacio gatlas, apoptdzis indukcid). Mindent Osszevetve, ezen adatok
amellett érvelnek, hogy Iétezik egy olyan jelatviteli utvonal emberi
szOrtiiszOben, amelyet a TRPV3 csatorna megnyitasaval Ca>” bearamlas idéz el
indukalva gatolja a szdrnovekedést.

Korabban a TRPV3 funkciondlis kifejezddését nagyrészt egér epidermalis

keratinocytakon irtak le; s6t, TRPV3-specifikus ho- és farmakoldgiai ingerekkel
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aktivalt membrandramokat és [Ca’'Jic emelkedést is tapasztaltak ezekben a
sejtekben. Ezen tilmenden a keratinocytdkon a TRPV3 aktivacidja kiillonbozo
medidtorok felszabaditasdhoz vezetett (pl. IL-la, prosztaglandin E2, ATP),
amelyek fajdalom és/vagy viszketés érzékeny szenzoros afferensek
"intercellularis hirvivéi". Mivel ezen mediatorok gyulladdskeltd hatisa ismert a
borben is, igy a keratinocytakon kifejez6d6 TRPV3 csatorna szerepet jatszhat a
bér gyulladdsos folyamataiban. Valojdban a trpv3 gén "gain-of-function"
mutacidja epidermalis keratinocitdkban torténd overexpresszidja nem csak a
viszketést, de stlyos borgyulladast is okoz DS-Nh egerekben. Emellett a mi
elézetes adataink arra utalnak, hogy a TRPV3 aktivacidja jelentésen csokkenti a
human epidermalis keratinocytdk ndvekedését (elokésziiletben). Ezen
megallapitasok, valamint jelen eredményeink hangsulyozzék a TRPV3 csatorna
¢s a hozza kotddé (mindeddig meghatarozatlan) endogén ligandok, valamint a
kapcsolodo jelatviteli mechanizmusok élettani és korélettani jelentdségét az
emberi haj- illetve egér szOrndvekedés szabalyozasaban.

Osszegezve kisérleteink eredményeit azt a megallapitast tehetjiik, hogy az
izolalt humdan szortiiszOkben jelenlévd TRPV3 fontos szereppel bir a
szOrndvekedés €s a hajciklus szabalyozasaban. A jelen munkankban bemutatott
TRPV3 aktivacio hatdsosan gatolja az emberi hajszal novekedését, mely arra
utal, hogy (pl. a helyileg alkalmazott) a TRPV3 agonistdk (akar TRPV1
aktivatorokkal egyiitt alkalmazva) a nem kivant szérndvekedés (pl. hipertrih6zis,
hirzutizmus) klinikai kezelésében alkalmazhatd 1j, jol tolerdlhatd szerek
kifejlesztésére adnak lehetdséget. A lehetséges TRPV3 antagonistdk jovobeli
vizsgalata mara mar szintén indokoltta valt a hajhullas kiilonb6z6 formainak (pl.
alopecia, effluvium) kezelésében. Végezetiil adataink ravilagitanak a
proinflammatorikus, pruritogén és anti-proliferativ. TRPV3-kapcsolt jelatviteli
utvonalak  szisztematikus  vizsgéalatanak  jovObeli  fontossagara olyan
korképekben, mint példaul a pikkelysomor, egyes dermatitiszek vagy akar

bdrdaganatok kezelésében. A fentiek figyelembevételével érdemes atgondolni a

24



TRPV3 aktivaciodt és/vagy szenzitizacidt okozd anyagok (pl. a kdmfor) klinikai

alkalmazéasanak lehetdségeit is.

A TSH receptor szerepe a humdn szortiiszo biologiai folyamatainak

szabalyozasaban

Jelen munkdnkban azt is be kivantuk mutatni, hogy az elsédlegesen a
pajzsmirigyhormon-szintézis  fokozésaért ¢és a  hipotalamusz-hipofizis-
pajzsmirigy tengely kozponti szabalyozaséaért felelés TSH szdmara az emberi
fejbor szortliszoi s direkt célpontként szolgalnak. Mindez egy 1j, TSH receptor-
medidlt neuroendokrin jelatviteli utvonal azonositasdra ad lehetdséget emberi
borben. Lehetséges, hogy ezek a folyamatok allnak a koézismert endokrin
modulatorok emberi bérben és szOrtliszOben kifejtett hatdsainak hatterében.

A hipotireoid betegeknél megfigyelhetd szérnovekedés valtozasok
nagyobb valdszintiséggel pajzsmirigyhormon-hatds eredményei, hiszen a
(kisérletesen) megemelt TSH szint kdzvetleniil nem mutatott szignifikdns hatast
az emberi hajszalnovekedésre, hajciklusra és a haj matrix keratinocytdinak
nemrégiben bemutatott cikk is alatdmasztja, mely szerint a pajzsmirigy
hormonok befolyasoljak az anagén fazis hosszat szortlisz6 szervkultiraban.

Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a TSH receptor kifejezddése
kizarolag a fejbOr szOrtiiszOinek mezenhimdjdban volt megfigyelhetd, mig a
normal emberi fej és glutedlis bor interfollikularis dermalis fibroblastjai nem
mutattak a TSH receptorra jellemz6é immunreaktivitast in situ. Mivel az emberi
szOrtiisz0 mesenchymaja, gy tlinik, bizonyos mértékli védelmet élvez a
kilokddeési reakcioval szemben, lehetséges allogén transzplantacid akar eltérd
nemi paciensek esetében is. Felmertil tehat, hogy a TSH receptor ellen kialakulo
autoimmunitas, valamint az ennek kdvetkeztében Iétrejové pajzsmirigy
megbetegedések ok-okozati 6sszefliggésben lehetnek a szortiisz6 mesenchyma

emlitett elszigeteltségével és/vagy az immuntolerancia elézetes 6sszeomlasaval.
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Az emberi haj follikulusaiban a TSH receptor szigoruan mezenhimalis
kifejezodése 1s magyarazatul szolgdlhat arra, hogy a TSH stimulaci6 miért nem
befolyasolja a szOrndvekedest, a sejt proliferacidt, apoptdzist €s a pigmentaciot,
hiszen az intrafollikularis ham ¢€s a pigmenttermeld egység lathatdan nem mutat
TSH receptor expressziot anagén VI és katagén fazisok alatt sem. A tény
azonban az, hogy egyértelmiien intraepitelialis célgének és/vagy géntermékek
(pl. KRTS5, KRTHal) expressziojat is moddositotta a TSH emberi izolalt
szOrtlisz6 tenyészetben. Mindez azt sugallja, hogy a fejbdr szortiisz6
mezenhimalis receptorainak stimulédlasa alapvetden kozvetett titon befolyasolja a
szOrtiisz6 hamsejtek mitkodését. Igy elképzelhetd, hogy a szértiiszd CTS-ében
levé TSH receptorok stimulalasa bizonyos diffuzibilis faktorok termelését és
mezenhimabdl szadrmazo faktorok a szortiiszd epiteliumanak kiilonb6zo
feladatait (mint példaul a hajkeratin termelését, ahogy azt a KRTS5 és tobb
KRTAP up-regulaciodja is mutatja) parakrin modon befolyasoljak. gy a kozponti
¢és esetleg a periférias TSH szekrécio valosziniileg képes bonyolult szabalyozo
hurkok aktivalasdra, ami példdul mezenhimalis faktorok (mint a CTGF)
toborzasa révén kozvetett mdédon modulédlja a szortiiszé6 hamsejtek funkcioit.
Ezen epitelidlis-mezenhimalis kdlcsonhatasok valdszintileg kissé eltéréek
lehetnek a kiiltakar6 kiilonboz6 teriiletein €s a hajciklus kiilonféle szakaszaiban,
amint azt emberi glutedlis régiobol szarmazo telogén szOrtliszOn kapott
eredményeink mutatjak, ahol néhdny TSH receptor-pozitiv sejt megjelent a
szOrtliszé epiteliumadban is. Ezzel egyiitt nem zarhatjuk ki a TSH kozvetlen
hatdsanak lehetOségét epidermalis keratinocytdkon, mivel a TSH receptor
kifejezddik felndtt és ujsziilott keratinocytdkon, valamint aktivacidgja cAMP
szintnovekedést okoz human keratinocytakban.

A tény, hogy a két klasszikus TSH-célgén, a TG és a TTF-1 transzkripcios
szintje upregulalodott az emberi fejbdron szortiiszokben TSH-kezelés utan in

vitro, ljabb bizonyitékkal szolgal az intrafollikularisan kifejez6dé TSH receptor
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funkcionalitisara. Emellett jol illeszkedik a TSH hatisara klasszikusan
bekovetkezd6 cAMP jelatviteli utvonal aktivacidohoz, ami jellemzéen TSH
receptor medidlt folyamat. Habar kordbban kimutattdk TG transzkriptek
jelenlétét humén keratinocyta (HaCaT) és human melanoma sejtvonalakon in
vitro, jelenlétiiket korabban soha nem észlelték normél emberi bérben in situ.
gy a mi megfigyeléseink szolgaltatjak az elsé bizonyitékot a TG transzkripcidra
emberi bdérben és a fejbdr follikulusaiban arra, hogy a szértiiszOk ugyanazt a
transzkripcios faktort (pl. TTF-1) hasznaljak a TG upregulacidohoz, amit a
pajzsmirigy hamsejtjei.

Bemutattuk azt is, hogy az emberi fejbérbdl szarmazo6 szOrtiiszé egy
konnyen kezelhetd, ¢lettanilag relevans eszkézként szolgalhat 1), nem-
klasszikus TSH célgének elemzéséhez. Ez a szokatlan, de jol tanulmanyozhato
1) modell korabban feltérképezetlen TSH funkcidk megismerésének kulcsa
lehet, ami joval talmutat a TSH-nak a bdér és a haj biologiai folyamataiban
betoltott szerepének megismerésén. Emellett a génexpressziot elemezve szamos
olyan 0j TSH-célgént azonositottunk emberi fejbdr follikulusaiban, amit
kordbban nem vettek figyelembe a TSH/TSH receptor biologiai
Osszefiiggéseinek vizsgalatdban (pl. KRTAP, CTGF, ACTA). Tobb, a
szOrtiiszében azonositott 1) TSH-célgén (CTGF, ACTA, MTCOI, és a KRTS)
mRNS ¢és/vagy a fehérje szintli expresszid valtozéasait tovabbi paciensekbdl
szarmazo mintdk egymastol fliggetleniil is megerdsitik (kvantitativ  PCR ¢és
kvantitativ immunohisztomorfometria technikak), mig mas faktorok (FLNA,
IVL) expresszids valtozasait, amelyeket a Microarray analizis eltérOnek mutatott
a ket vizsgalt paciensben, ilyen mdédon nem sikeriilt megerdsiteniink.

Bar az emlitett 1) célgének az emberi bOr és szOrtiiszd bioldgiai
folyamataiban betoltott funkciondlis jelentdségének megismerése tovabbi
vizsgalatokat igényel, a fenti eredmények alapjan mar most kijelenthetjiik, hogy
a TSH altal gyakorolt ) hatasok joval tilmutatnak a klasszikusan ismert

folyamatok skaldjan (pl. a pajzsmirigyhormon termelés serkentése, pajzsmirigy-
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novekedés, illetve a pajzsmirigy enzim termelés szabalyozdsa). A TSH altak
szabalyozott expresszioju FLNA példaul a normal kotészoveti miikodés egy
fontos eleme az emberi bérben, mig a CTGF (egyiittmiikodve a ,,wingless”
tipust fehérje (WNT) receptor komplexxel) moduldlja a WNT jelatviteli
utvonalat, a szOrtlisz0 morfogenezis és hajciklus egyik f6 szabalyozojat. A TSH
hatasara in situ megfigyelt follicularis MTCO1 upregulacié pedig felveti az
elméleti lehetdségét annak, hogy a TSH akar képes Ilehet kozvetleniil
befolyasolni a szdrtiisz6 energia metabolizmusat. Végezetiil a human DP
fibroblastokon (a TSH receptor altal kozvetitett stimulécio kdzvetlen célsejtjein)
a TSH adagolast kovetéen PKM2, GPX3, CTGF ¢és MTCOI1 upregulacié volt
megfigyelhetd. Mindez arra utal, hogy sz0rtiisz6 DP fibroblastjaiban a TSH-
jelatvitel kozvetlen szerepet jatszhat az anyagcsere €és az oxidéacios folyamatok
szabalyozasaban.

Az viszont, hogy a TSH upreguldlja a myofibroblast marker ACTA
immunreaktivitasat bérben azt sugallta, hogy a TSH is képes eldsegiteni a
fibroblastok myofibroblastokka torténd atalakulasat. Ez az atalakulas jellemz6en
sebgydgyulas és seblezards idején fordul eld, amikor a normal bér fibroblastok
fenotipusa simaizom fibroblastokra jellemzéen megvaltozik; azaz kontraktilis
fehérjéket expresszalnak és megvaltozik az orientaciojuk is. Elképzelésiink
szerint az ACTA upregulacioja szOrtiisz6 eredetli fibroblastok mioepitelialis
fenotipusiva torténd atalakulasara utalhat. Mivel a follikularis CTS is
kiemelkedd szerepet jatszik a sebgyodgyulasban; ¢és mivel a szOrtiiszo
szervkultira létrehozasa soran a mikrodisszekcid alkalmaval a szOrtiiszot
jelentds sebestilés €ri, az emberi szOrtlisz6 szervkultura egy nem megszokott, de
tanulsagos modellként szolgdlhat a TSH sebgyogyulasra, hegesedésre és a bor

megujuldsara kifejtett hatasainak tovabbi felderitésére is.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink elsé felében sikerrel igazoltuk a tranziens receptor potencial
vanilloid-3 (TRPV3) protein (immunhisztokémia) és mRNS szintii (q-PCR)
jelenlétét human izolalt szortiiszd tenyészetben. Kimutattuk, hogy a kiilonb6z6
TRPV3 aktivatorok dozisfiiggd modon gétoltdk a szdrszal novekedését és
lecsokkentették a proliferald (Ki-67 nuklearis proliferacios markert kifejezo)
sejtek szamat, valamint novelték az apoptozis (DNS-fragmentaciot kimutato
TUNEL reakcid) intenzitasat, illetve regresszids folyamatokkal jellemezhetd
katagén transzformdécidt indukaltak. ORS keratinocytak tenyészetén is sikerrel
igazoltuk a TRPV3 csatorna funkcionalis jelenlétét, hiszen aktivacioja hatasara
indukalt mebranaramokat, és megemelkedett Ca*"-szintet mértiink, ami a sejtek
proliferacid csokkenéséhez ¢€s apoptozis kialakuldsahoz vezetett. Az ORS
keratinocytdkon megfigyelhetd hatasok TRPV3 specifikusnak adodtak, mivel a
folyamatok kivédhetdnek bizonyultak TRPV3 specifikus géncsendesités
segitségével. Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a human szOrtiisz6
bizonyos sejtjei TRPV3 csatornaval rendelkeznek, mely jelentds szerepet tolthet
be a follikulus ndvekedésének (igy a hajciklus folyamatainak) szabalyozasaban.

Ezek utdn a pajzsmirigy stimuldld hormon (TSH) hatasait vizsgaltuk
human szortiisz6ben, ami az utdébbi 1ddk kutatdsai alapjan egyediilalléan
hormonérzékeny szovetnek bizonyult. A TSH receptor mRNS szintli jelenléte
mellett a TSH receptor immunpozitivitdss az emberi bér mesenchymalis
teriiletein volt kimutathato. A TSH receptor stimulécidja szOrtlisz6 és DP
fibroblast tenyészetekben cAMP szint emelkedéséhez, valamint bizonyos
klasszikus és eddig ismeretlen TSH célgének expresszio valtozasdhoz vezet
egyarant. Habar a TSH emberi szOrtiisz0 biologiai folyamataiban betoltott
szerepének megértés¢hez tovabbi vizsgalatok sziikségesek, eredményeink

szerint a szOrtiiszd egy 1], pajzsmirigytdl tavolesd célpontja a TSH-nak.
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