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Bevezetés, irodalmi attekintés

A szervezet kiils6 szigeteld rétegeként szolgaldé borben 1évé megannyi
specializalodott borfiiggelék egyikeként a szOrtiiszonek fontos szerep jut a bor
barrier-feladataiban, illetve hormonalis, pszichoszocidlis €s szenzoros funkcidiban.
A szOrtiisz0 egyedi életciklusa a repetitiv. modon 1smétlddd, proliferativ
(hajszalképzd) ¢és regressziv fazisok valtakozdsabol allo6 hajciklus. A hajciklus
szabalyozasa rendkiviil komplex folyamat, amelyben szdmos szisztémas hormonnak

¢s parakrin mediatornak is szerepe van.

Kutatdcsoportunk a bor €s az endokannabinoid rendszer (ECS), valamint az ezzel
szorosan Osszekapcsolddo tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna
szupercsalad tagjainak Osszefiiggéseit kutatja. Emellett az ECS Cannabis sativa
noveény altal termelt, tugynevezett fitokannabinoidokkal torténd farmakologiai
manipulalasanak a borre kifejtett hatasait is vizsgéaljuk. Kordbbi eredményeink
szerint a hajciklus szabalyozasiban szerepet jatszik az ECS, ugyanis mind a TRP
vanilloid 1 (TRPV1) és a TRPV3 ioncsatornak aktivacioja, valamint a metabotrop
CB1 kannabinoid receptor aktivacioja is (regressziv) katagén fazist indukél. Ezek
alapjan feltételezziik, hogy a hajcikluson egy pro-katagén ECS-tonus van jelen.
Ertekezésemben egy masik TRP ioncsatorna, a TRPV4 expressziojat és hajciklusban

jatszott szerepét vizsgaltam human szOrtiiszon.

Szintén munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan ismert, hogy egy nem-
pszichoaktiv fitokannabinoid, a kannabidiol (CBD) a faggytimirigyen komplex anti-
a szOrtiisz6 a faggyumiriggyel vald strukturdlis-funkcionalis kapcsolatai miatt

hozz4jarul az acne kialakulasahoz, fontos a CBD hatasainak vizsgalatat kiterjeszteni



a szOrtliszore 1s. Ezért tanulmanyoztuk a CBD hajciklusra, valamint a szOrtiisz6
gyulladasos in vitro modelljében kifejtett hatasat. Emellett vizsgaltuk, hogy
aktivalja-e a CBD a sz0rtiiszOn jelenlévd potencialis receptorait, a TRPV4-et és az

adenozin receptorokat.

A sz0rtiisz0 felépitése és valtozdsa a szortiiszo életciklusa, a ,,hajciklus” sordn, a
hajciklus szabalyozdsa

A sz0rtlisz6 morfoldgiailag és szerkezetileg (a kozponti hajszal koriili koncentrikus
ham-rétegek elhelyezkedése miatt) is egy hagymahoz hasonlit, amely azonban a
szOrtlisz6 sajatos €letciklusa soran némileg valtozik. A hajciklus repetitiv, emiatt
elkertilhetetlen, hogy regressziot kovetden az addig képzett hajszal elvesszen, de
ugyanez adja meg a lehetdségét annak, hogy egy hajszal elvesztése utan a hajciklus
ujra indulaséaval 1) hajszal képzddjon. A hajciklust harom fazisa koziil az aktiv az
»anagén” fazis, mely a hajszal képzddésének, novekedésének fazisa; ezutan a
regressziv ,katagén” fazis jon, amelyet egy nyugalmi ,telogén” fazis kovet. A
hajciklus kiilonb6z6 fazisainak sordn jellegzetesen valtozik a szOrtiisz6 morfologia,
illetve a kiilonbozé kompartmentekben lezajlodo sejtfolyamatok. A szOrtiiszo
bizonyos részei, pl. az anagén fazisu szOrtiiszOben intenziven proliferald és a
hajszalat kialakité matrix keratinocitdk (MK) a katagén szOrtiiszben apoptotizalnak.
Ezzel ellentétben az MK o6lelésében 1év0 dermalis papilla (DP), a vaszkulariazalt és

innervalt kdzponti szabalyozoé régido megmarad a hajciklusok véltakozéasai sordn.

A hajciklus szabalyozéasaban szamtalan hormon részt vesz, azonban a human
szOrtiiszOk egymadssal nem szinkronizaltan valtanak a hajciklus fazisai k6zott, ebbol
a szempontbdl minden szOrtiisz6 ,,kiilon életet €1”. A kiilonb6z6 szortiiszon beliili
kompartmentek kdzotti parakrin kommunikécionak igy dontd szerepe van a hajciklus
szabalyozéasaban. A hajciklus szabalyozasaban eddig szdmos parakrin mediatort irtak

le, fleg citokineket ¢s novekedési faktorokat (pl. katagén iranyba hato TGF-B ¢és



EGF, valamint az anagén kialakitasban fontos IGF).

Az adenozin némileg eltér az emlitett parakrin faktoroktol, ugyanis nem szekretalt
polipeptid, hanem az anyagcsere-folyamatok soran keletkezd purin nukleotid.
Metabolikus szerepe mellett sajat membran-receptorain keresztiil szignalizal, és
ubikviter hatdsai koziil kiemelkedik altaldnosnak tiind anti-inflammatorikus hatésa.
Az adenozin kezelés a szOrtiiszOben expresszalddo adenozin-receptorok (Ai,2a-2b,3)
koziil az Asp-n keresztiil fokozza a szérndvekedést, mely részben a DP sejteken
keresztiil valosul meg. Korabbi eredményeink szerint az ORSK-k is hozzdjarulnak
az adenozin hatdsanak kozvetitéséhez a hajciklus szabalyozé faktorok (pl. TGF-B2,
IGF, EGF) kifejez6désének anagén irdnyba torténd eltolasdval. A klinikumban
sikeresen alkalmazott hajnovekedést fokozo szer, a minoxidil hatasanak hatterében

részben az adenozin felszabaditas all.

A sz0rtiisz0 biologidjanak immunologiai vonatkozdsai, gyulladds a szortiiszoben

A bér immunoloégiai jelentdsége szintén barrier funkcidjabol fakad; jelentds szamu
rezidens immunsejt talalhaté benne, melyek szama bizonyos koriilmények esetén
sokszorosdra néhet. A velesziiletett immunrendszer elemei jelen vannak a
szOrtiiszOben, nyugalomban is el6fordulnak immunkompetens sejtek, emellett pl. a
keratinocitdk is képesek immunfunkciokat ellatni. A mikrobakra — de az eukariotakra
altalaban nem — jellemzd molekuldris mintazatokat (pl. viralis duplaszald RNS-t)
felismerd receptorok kozé tartozo, ugynevezett ,toll-like receptorok” (TLR) a
bdrben bdségesen jelen vannak. Aktivacidjuk esetén antimikrobidlis hatasu fehérjék
expresszidja fokozodik, illetve a pro-inflammatorikus hatast citokinek, pl.
interleukin-6 (IL-6) szintje is nd. A lokalisan felszabadul6 citokinek nem csak a pro-
inflammatorikus hatasukat fejtik ki, hanem magara a sz0rtiiszOre is hatassal vannak.
Az IL-1a és IL-1B, valamint a TNFa is gatolja a humén szortlisz6 ndvekedését in

vitro, €s disztrofids anagén fazis kialakulasat eredményezik.



A tranzgiens receptor potencial (TRP) ioncsatorna szupercsalad és az
endokannabinoid rendszer dltalanos jellemzése és a borben betoltott szerepiik

A tranziens receptor potencidl (TRP) ioncsatornak szupercsaladja egy, az evolucid
soran jOl konzervalt kationcsatornakat magaba foglalo csoport. Az emldsok TRP
csatorndi koz¢ jelenlegi ismereteink szerint 28 tag tartozik, amelyek a vanilloid
(TRPV), melastatin (TRPM), kanonikus (TRPC), policystin (TRPP), mucolypin
(TRPML) és ankyrin (TRPA) alcsaladokba sorolhatok. Erdekes moédon az
alcsoportokon ativelé tulajdonsdg a bizonyos TRP csatorndkra jellemzo
héérzékenység. Ezek a ,,termo-TRP”-csatornék rdadasul kiemelten fontosnak tliinnek
a bor ¢lettani funkcidinak szabalyozasdban. A kiilonbozd termo-TRP csatornak
koziil a TRPA1 és TRPM7 hideg, a TRPV3 és TRPV4 meleg, a TRPV1 és TRPV2

a forré hostimulussal aktivalhato.

A TRPV4 ioncsatorna is egy non-szelektiv Ca®’-csatorna, strukturdlisan négy,
egyenként 6 TM-doménnel rendelkezd alegységbdl felépiild tetramer-fehérje.
Altalaban homotetramer formaban fordul el6, de leirtak mas TRP-receptor csatorna
alegységekkel (pl. TRPC1, TRPP2) képzett heterotetramer fehérjét is. A TRPV4
csatorna tobbféle kilonboz6é modalitassal aktivalhatdé, ozmolaritas-valtozas,
mechanikai deformécio is képes nyitni a TRPV4-et. A termo-TRP csatorndk kozé
tartozd0 TRPV4-et a 25 °C feletti hdmérséklet aktivalja, de a kiiszobhOmérséklet
valtozhat. A hdérzékenységet befolydsolhatjak kiilonbozé koriilmények is (aktivalt
jelatviteli utvonalak, mas ingerrel szenzitizacid, mas termo-TRP csatornakkal
heteromerizacio), igy végsdsoron a kiiszobhOmérséklet akar testhdmérséklet kozeli
érték is lehet. A csatorna hdmérséklet-fiiggése komplex, jellemzd a deszenzitizacid
miatti inaktiv allapot és az akklimatizacid is. A TRPV4 hdingerrel valo aktivacidja
tehat tobb tényezotdl fiigg, €s bar izolalt human keratinocitakban nem vizsgaltak ezt
in vitro, egér keratinocitdkban a TRPV4 aktivacids kiiszob-hémérséklet kb. 32 °C.

Egyre inkabb hozzak osszefiigésbe a TRPV4-et a gyulladas kialakuldsaval, tobbek
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kozott azért, mert a csatorna farmakologiai vagy genetikai gatlasa mellett az LPS
altal kivaltott gyulladasos citokin termelés elmarad vagy csokkent meértékil.
Alacsony pH ¢és kiilonb6zd savak is képesek aktivalni a TRPV4-t, ezek pedig
kisérhetik a gyulladasos folyamatokat. Endogén ligandumok koziil az
endokannabinoid anandamid €és metabolitja, az arachinoid-sav képes aktivalni a

TRPV4-et.

A TRPV4 az epidermalis barrier felépitésében is fontos szerepet jatszhat, az eddigi
eredmények alapjan a sejt-sejt kapcsolatok kialakuldsaban van szerepe a zonula
adherensben. Emellett a zonula occludens tipust kapcsolatok kialakitdsahoz is
hozz4ajarul, ami szintén fokozza a barrier-funkciot, a bor paracelluléris folyadék- és
ionvesztését limitalva. A homérséklet emelése a karosodott barrier helyreallasat

serkenti in vivo egérben és emberben is, mely hatast vélhetéen a TRPV4 medialja. A

crer

crer

az aktivacid hatasat, de annyi ismerettel rendelkeziink egér boron végzett kisérletek
eredményeibdl, hogy a TRPV4 leginkdbb az ORS rétegben fejezddik ki, valamint a

DP-ben nem tudtdk igazolni az mRNS-szintii kifejez6dését.

Az endokannabinoid rendszer és szerepe a bor élettani miikodésében

Endokannabinoid rendszernek (ECS) nevezziik sziikebb értelemben az endogén,
vagyis a szervezet altal termelt kannabinoid vegyiileteket, az azok szintézisé¢hez és
¢rzékeny sejtfelszini receptorokat. Két, a klasszikus értelemben vett ECS-hez
kothetd receptor a kannabinoid-receptor-1 és -2 (CB1 és CB2), de mas ,,novel
receptorok” is ismertek. Tagabb értelemben hozza sorolunk még olyan, egyébként

mas rendszerekbe jobban illeszkedd receptorokat vagy enzimeket is, amelyeken
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keresztiil szintén képesek eCB-k hatést kifejteni.

Az ECS-nek a bdrben szerepe van tobbek kozott az epidermalis barrier
egyensulyanak beallitdsdban, a melanogenezisben ¢és immunfolyamatokban. A
borfiiggelékek koziil a faggytimirigyen kifejez6dd CB2 lipidszintézist fokozo
hatdsokat kozvetit, valamint a periféridas idegeken a fajdalom- ¢és
viszketésérzékelésben is szerepet jatszik. A szortiiszd kiemelt jelentdségét adja, hogy
képes endokannabinoid (féleg anandamid) vegyiiletek termelésére is. A szortiiszOn
kifejez6dd CB1 receptor aktivacioja katagén indukcidhoz vezetnek ex vivo (a CB2
receptor nem fejezddik ki a szOrtiiszon). Emellett a prototipikus TRP receptor, a

TRPV1 is kifejezddik a szOrtliszon.

A novényi eredetii kannabinoid vegyiiletek (fitokannabinoidok) és ezek lehetséges
alkalmazdsa a borgyogyadszatban

A Cannabis sativa altal termelt, novényi eredetli, vagyis fitokannabinoidok (FK)
koziil a legismertebb, annak pszichotrop hatasairt felelds aktiv hatdéanyag a (—)-
transz-A’-tetrahydrocannabinol (THC). Mai ismereteink szerint a ndvényben
azonosithato tobb ezer molekula koziil kb. 120-150-et tekintiink FK-nak, ami képes
hatast kifejteni az ECS-en keresztiil. Mig a THC alkalmazasat limitalja fent emlitett
pszichoaktiv volta, addig tobb egyéb FK is igéretesnek tlinik klinikai alkalmazésra.
Ezek koziil a kutatdsok kozéppontjaban a (-)-cannabidiol (cannabidiol, CBD) all,
amely mentes a THC-hoz kapcsolt pszichotrop hatasoktol. Jelenleg ellentmondasos
eredmények miatt nincs egyetértés abban, hogy pontosan mi a CBD viszonya a CB-
receptorokhoz, egyre inkdbb mas receptorokhoz rendelik a CBD-re jellemzd
farmakoldgiai hatasokat. Sikeresen alkalmazzdk a CBD-t szisztémasan neuro-
pszichiatriai korképekben, de tovabbi sokrétli intenziv kutatdsok zajlanak egyéb

teruleteken torténo klinikai alkalmazasat illetoen.



A CBD fokozza sebgyogyulédsban is érintett keratinok expresszidjat egerek borében
in vivo, a fibroblasztokon citoprotektiv, illetve, az UV A/B sugarzas hatasat a bérben
képes antioxidans €s anti-inflammatorikus iranyba befolydsolni. Szamoltak mar be
helyileg alkalmazott CBD-tartalmu externdk hatdsossagarol is. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint a CBD csokkenti a kérosan fokozott faggyttermelést in
vitro immortalizalt human faggyimirigy sejtvonalon. Ezen hatas hatterében TRPV4
¢s Axa-receptor aktivacié allt, valamint ezaltal markéans antiinflammatérikus hatés is
tarsult hozza. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a CBD hatdsos

lehet a koros faggyutermeléssel jaro gyakori allapotokban, pl. acne-ben.

Celkituzések
A TRPV4 funkcionalis expresszidjanak vizsgdlata szortiiszon
o Kifejezédik-e a TRPV4 a szOrtiiszOn, és ha igen, pontosan milyen
kompartmenteken?
e Milyen cellularis hatasokat valt ki a TRPV4 aktivacio az azt expresszalo
sejteken?

e Milyen hatdsa van a TRPV4 aktivacionak a hajciklusra?

A CBD hatdsainak, illetve a hatdst kozvetito receptorok vizsgdlata szortiiszon
e Milyen hatést fejt ki a CBD alkalmazésa a hajciklusra?
e Milyen receptorok kozvetitésével valosul meg a CBD hatésa?

e Megnyilvanul-e a CBD ismert gyullad4s-gatlo hatasa is a szOrtiiszOn?



Anyagok és modszerek

A kisérletek sordan a kiilonbozo kezelésekre felhasznalt dgensek, tenyésztési
koriilmények

A késObbiekben ismertetett sejt-, illetve szervkultardkat vizsgélataink soran a
TRPV4 aktivalasahoz a specifikus ¢és szintetikus GSK1016790A-t (GSK), a TRPV4
gatlasara HC067047 TRPV4-t hasznaltunk. A TLR3 receptor aktivalasira a
természetes kettds szalt (virdlis) RNS szintetikus megfeleldjét, a poly-(1:C)-t
alkalmaztunk, mig az adenozin receptorok gatldsara az adenozin receptor ,,pan-
antagonistaként” ismert CGS-15943-t alkalmaztuk. Az oldészer GSK1016790A,
HC067047, CGS15943 esetén dimetil-szulfoxid (DMSO) volt, a CBD-t etanolban, a
poly-(I:C)-t szlirt desztillalt vizben oldottuk. A sejt- és szovettenyésztést 37°C-on,

5% CO; parcialis nyomasra szupplementalt, parasitott 1égtérben végeztiik.

A human sz0rtiisz0 szervkultura

Az egészséges teljes vastagsagli bormintakat a Helsinki kritériumoknak megfelelden,
a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval (etikai engedélyszam: DE OEC RKEB/IKEB
3724-2012) nyertiik egészséges hajas fejbOr halanték- vagy tarkorégiobol,
amelyekbdl anagén VI. fazisban 1évé szortiiszoket izolaltunk. A tenyésztomédium
alapja William’s E médium, amelyet kiegészitettiink 2 mL L-glutaminnal, 10 ng/ml

hidrokortizonnal, 10 mg/ml inzulinnal és antibiotikumokkal.

Primer human ORSK-k izoldldsa és tenyésztése

Onkéntes donorokbdl egyszeri epildcioval nyert koriilbeliil 30 (nem intakt)
szOrtlisz6t harom egymast kovetd alkalommal mostunk steril foszfat-pufferelt
sooldatban (PBS). Ezutdn a sejteket tartalmazd szOrtiiszoket egy oran at 0,1%

tripszin-0,2%  etilén-diamin-tetra-acetat (EDTA) tartalmi emésztdoldatban



inkubaltuk 37 °C-on. Az emésztéoldatot 10 (V/V)% embriondlis borjuszérumot
(FBS) tartalmazo6 oldattal inaktivaltuk. Az igy nyert ORSK-kat ezutan 0,4 pg/ml
mitomycin-C oldattal el6kezelt, osztodasaban gatolt huméan dermalis fibroblaszt
(HDF) taplalo sejtrétegre szélesztettiik. A tenyésztés soran tenyésztdoldatként Ham’s
F12 és Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM) 1:3 aranya keverékét hasznaltuk,
illetve ezt az elegyet tovabba 10 (V/V)% Fetal Clone II (HyClone), koleratoxin,
inzulin, hidrokortizon, adenin, trijéd-tironin, EGF, aszkorbil-2-foszfat, Penicillin G,

¢s gentamycin hozzdadasaval egészitettiik ki.

A TRPV4 ioncsatorna immunfluoreszcens jelolése humadn szortiiszon és primer
human ORSK tenyészeten

VI. fazisban 1év6é szOrtiiszOkbdl kriosztattal 6 pum vastagsagi metszeteket
készitettiink. Az igy kapott szOrtiisz6-metszeteket vagy feddlemezen tenyésztett
acetonnal fixalt ORSK-kat 1:100 higitasu, nytlban termelt TRPV4-ellenes primer
antitesttel jeloltiik, majd Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugalt
masodlagos, nyul antitest Fc-fragment-ellenes antitesttel inkubaltuk. A sejtmagokat

40-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) festékkel jeloltiik.

A szortiiszd elongdcio vizsgdlata

24-lyuka kezel6 lemezen fent részletezett moddon tenyésztett szortiiszoket
mikroszkdppal fotodokumentaltuk a tenyészeteket, €¢s mértiik a szOrtiiszok hosszat.
A TRPV4 agonistaval €s antagonistaval, illetve CBD-vel végzett kezeléseket minden
nap elvégeztiik. Az eredményeket a kezdeti hosszhoz viszonyitott atlag novekedés

(+/- SEM) forméban abrazoltuk az 1d6 fliggvényében.

Hajciklus hisztomorfometriai analizise sz0rtiisz0k gyorsfagyasztott metszetein
Az elongacids kisérletek végére a hat napig kezelt, kezdetben anagén VI

szOrtliszOkbol  késziilt metszeteket rutin  hematoxillin  eozin festés alapjan
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klasszifikaltuk a szOrtiiszoket anagén, korai vagy kései katagén fazisokba.

A szortiiszok matrix keratinocitdinak proliferdcio/apoptozis-vizsgalata — Ki-
67/TUNEL kettos jelolés

A fagyasztva-metszett (6 pm) szortiiszOket inkubaltuk 1% paraformaldehidet (PFA)
tartalmazo PBS oldatban szobahdémérsékleten. A mintdkat ezutan rehidraltuk PBS-
tal, majd el6hiitott ethanol-acetat (2:1) oldatban -20°C hémérsékleten fixaltuk. Az
apoptotikus sejtek TUNEL-assay-vel vald kimutatasdhoz a metszeteket a terminalis
deoxinukleotidil transzferaz (TdT)-enzimet €s digoxygenin-deoxy-UTP-t tartalmazd
reagens oldatban egy oOran keresztiil inkubaltuk 37°C-on. A proliferalo sejteket
egérben termelt anti-humén Ki-67 primer antitestettel, majd kecskében termelt anti-
egér masodlagos antitesttel (Alexa Fluor 568 IgG, Invitrogen), a TUNEL+ sejteket
FITC-konjugalt antidigoxigenin antitesttel jeloltik (ApopTag Kit). Ezutan a
metszetek PBS-es mosasa utan DAPI-magfestést végeztiink. A felvételeket Image J
alkalmazassal analizaltuk, és a referencia-régiokban 1év6 apoptotikus €s proliferalo

sejteket a teljes sejtszam ardnyaban adtuk meg szdzalékos formaban (+/- SEM).

Valos idejii polimeraz lancreakcio (qRT-PCR)

A teljes RNS-t TRIzol felhasznéladsdval izolaltuk, a gyartdé protokolljanak
megfelelden DNaz kezelést kovetden. A teljes RNS 1 pg-jdhoz a reverz transzkripcid
soran 15 TU AMV reverz transzkriptazt, 1 IU rekombindns RNasin ribonukledz
inhibitort és 0,025 pg/ul random primert felhasznalva cDNS-t allitottunk el6. A PCR
amplifikacios reakciot TagMan primerekkel €s probakkal végeztiik, a kész TagMan
univerzalis PCR ,master mix” elegy felhasznalasaval, minden reakciot
triplikdtumként, vagyis 3 technikai ismétléssel. A qRT-PCR vizsgélatokhoz
Stratagene MXP3005p rendszert hasznaltunk, bels6 kontroll génként
glicerilaldehid—3-foszfat-dehidrogen4z hasznaltuk. A TRPV4 expressziot a ACt

modszer felhasznalasaval adtuk meg. Amikor kiilonb6zé kezelések hatasara
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bekovetkezett mRNS expresszios valtozasat vizsgaltuk AACT modszert hasznaltuk.

Mikrofluorimetrids intracellularis Ca**-mérés

A fluoreszcens Ca**-méréseket probenecidet (2,5 mM) tartalmazo ,,Hank oldatban”
végeztilk, melyet BSA-val (végkoncentracié: 1 g/100 ml) egészitettiink ki.
Kisérleteink soran az ORSK-kat 96 lyuku tenyésztdlemezekre szélesztettiik 20000
sejt/lyuk denzitdsban. Hank oldatos oblités utdn 1 uM Fluo-4 AM-et tartalmazo
Hank oldattal kezeltiik az ORS keratinocitdkat (1 6ra, 37 °C), majd ujabb harom
Hank oldatos oblités kovetkezett, és féloras inkubacid. Ezt kovetoen FlexStation 11
spektrofluoriméterrel mértilk a fluoreszcencia intenzitast(excitdcio: 490 nm;
emisszid: 520 nm), 6sszesen 400 masodpercig. A mérés elején egy 35 masodperces
alapjelet rogzitettiink, melynek atlagértékére, az alapvonalra ,,normalizélva” a

kiilonb6zo kezeléseket. Minden kezelést 4-6 ismétléssel végeztiink.

Héstimulussal kivaltott Ca**-bedramlis mérése

Az ORSK-kat 35 mm-atmérdjii Petri-csészékben kezeltik a Fluo-4 AM-et
tartalmaz6 Hank oldattal 30 percig 37 °C-on, majd PCR reakcio-lemezre
sz¢élesztettik 100000/lyuk denzitasban 10 uM HCO067047 TRPV4 antagonista
jelenlétében vagy anélkiil. A fluoreszcencia intenzitast Stratagene késziilék FAM-
sziirdjével (gerjesztési/exmisszios hulldmhossza 494 ¢és 516 nm). Bizonyos
lyukakban sejtek nem, csak a 2 uM Fluo4-AM festéket tartalmazd Hank oldat volt,
amelyet festék-kontrollként hasznaltunk. Kezdetben 25 °C-on inkubélva a sejteke,
majd a hdmérsékletet 31 °C-ra emeltiik a mérések végéig mértiik a fluoreszcencia
valtozast. A mérések soran rogzitett intenzitasokat a hattér fluoreszcencia valtozassal

csokkentve abrazoltuk kezelési csoportonként (atlag+/-SEM formaban).

Sejtprofliferdacio vizsgalata — CyQUANT-assay
A sejtproliferacio vizsgalatait CyQUANT assay kit felhasznaldsaval végeztik a
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gyartd protokolljanak megfelelden, fluoreszcencia intenzitdst mértiink 490 nm és
520 nm excitacids/emisszids hullamhosszak alkalmazasaval FlexStation 11384
segitségével. A relativ fluoreszcencia intenzitas kezelési csoportonkénti atlag (+/-

SEM) értékeket a napi kontroll szdzalékos hanyadaban adtuk meg.

Eletképesség vizsgilata — MTT-assay

Az ORSK-kat 10 000/lyuk denzitasban 96-lyuka lemezekre szélesztetettiik, majd
GSK-val, CBD-vel, vagy oldoszerrel kezeltiik. Ezutdn a sejteket 0,5 mg/ml MTT
reagenssel inkubaltuk 3 o6raig 37 °C-on, majd a formazan kristalyok szolubilizalasa
utan abszorbanciat mértiink 565 nm-es spektrumon, FlexStation III segitségével,

eredményeinket a CyQUANT modszernél leirtakhoz hasonldéan interpretaltuk.

Apoptozis vizsgalata — DilC-assay, Nekrozis vizsgalata — SYTOX-assay

Az apoptozis korai eseményeként bekdvetkezd mitokondridlis potencial csokkenést
az ORSK-k tenyészetén a MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit felhasznalasaval
vizsgaltuk. A SYTOX Green fluoreszcens festék a genomi DNS-hez kotddik a
nekrézist kisérd membran-fragmentacioval korreldlva. Az ORSK-kat 10 000/lyuk
denzitdsban 96-lyuktl lemezekre szélesztettiik, majd GSK-val, CBD-vel vagy
oldoszereikkel kezeltiik. A sejteket DilC1(5) festéket és SYTOX Green festéket
tartalmazd munka-oldattal inkubaltuk, PBS-sel oblitettiik, a fluoreszcencia
intenzitast DILC esetén 630 nm/670 nm, SYTOX esetén 490 nm/520 nm

excitacios/emisszios hullamhosszak alkalmazasaval.

Statisztikai analizis

Eredményeinket statisztikailag IBM SPSS Statistics 22.0 és Origin Pro Plus 6
szoftverekkel analizaltuk, y2-tesztet, Fisher-egzakt tesztet, Student-féle kétmintas T-
probat, vagy egyutas ANOVA-t kdvetd Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk, és
a p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikdns kiilonbségnek.

13



Eredmények

1. A TRPV4 funkcionalis expresszidjanak vizsgalata szortiiszon

A TRPV4 ioncsatorna kifejezodése és eloszlasa a szortiiszo kompartmentjeiben

A TRPV4 mRNS szinten kimutathato volt mind human szortiiszokbol, mind human
ORSK-k primer tenyészetébdl. Az immunfluoreszcens jeldlésen alapjan az epitelidlis
kompartmentekben volt jelen jelentdsebb mennyiségben TRPV4, féleg a ORS-
rétegben, kisebb mértékben a belsd gyokérhiivelyben. Az intenziven proliferal6 MK
régioban sem volt latvanyos TRPV4 expresszio, sem a hajciklust szabalyozé DP-
ban. A MK régioban azok a rétegek mutattak pozitiv TRPV4 immunreaktivitast,
amelyek az ORS-sel folyamatosak, és tulajdonképpen az azt felépit6 ORSK-k
elddeinek tekinthetdek. A kotdszovetes burokban elvétve volt detektalhato
pozitivitds. A primer ORSK sejtkultiraban a sejtek in vitro tenyésztés alatt is

expresszaltak a TRPV4 fehérjét.

A TRPV4 aktivacio gdtolta az ex vivo szornovekedést és katagén fazist indukdl
human sz0rtiiszon

A TRPV4 kémiai aktivacidja egy szintetikus, specifikus liganddal, a GSK106790A-
val (GSK) a csak vivoanyagot tartalmazo6 kontroll médiumhoz képest szignifikansan
¢s dozis-fliggd mddon gatolta az ex vivo szdrnovekedést. A magas (>100 nM)
koncentracioban alkalmazott GSK kezelés esetén a szOrtiiszok alig novekedtek, €s
mar két nap kezelés elteltével markans kiilonbségek voltak a kezelési csoportok
(n=18 szOrtliszd) kozott. Tekintettel arra, hogy az anagén fazisu szdrtiiszOk képesek
a hajszal szintetizalasara (és a kiindulasnal anagén VI. fazisban 1év6 szortiiszoket
szelektaltunk az elongacios kisérletekhez), a novekedésgatlast kivaltd hatast a
katagén fazis felé terelés jelének is tekinthetjiik. Az antagonista egyiittes alkalmazasa

esetén a novekedés gatlasat ki tudtuk védeni.
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Az elongécios kisérletek soran kezelt szOrtiiszoket a szervkulturaban toltott 7. napon
friss-fagyasztott metszeten, standard kritériumok alapjan klasszifikaltuk anagén,
korai katagén, illetve kései katagén fazisnak megfeleld szortiiszokre. A TRPV4
aktivator kezelés alkalmazott dozisaval korreldlva a korai/kései katagén fazisa
szOrtliszok felé tolddott el a szOrtiiszOk aranya. A 6 napig tartod kezelés utan latvanyos
kezelés esetén alig, mig 1 uM-lal kezelt szortiiszé esetén nem maradt anagén fazist

szortuszo.

A TRPV4 aktivacio hatdsdra a szOrtiisz0 madtrix keratinocitainak proliferdcios,
illetve apoptotikus folyamatai a katagénre jellemzo iranyba valtoztak

Az anagén szOrtliszOk matrixaban 1év keratinocitak intenziven osztodnak, amelynek
eredménye a hajszal novekedése. A TRPV4 aktivator kezelést nem kapott szOrtiiszok
szépen kirajzolta magat a MK régiot, a sejtek tobbsége (kb. 60-70%) Ki67-pozitiv
volt, vagyis éppen osztodott. A matrix keratinocitak osztodasa fokozatosan csokkent
a TRPV4-aktivator kezelés emelkedd dozisaval. Ezzel parhuzamosan, a TRPV4
agonista kezelés esetén az egyébként anagén fazisban nem, vagy csak elvétve volt
lathaté apoptotikus TUNEL pozitiv (z6ld immunreaktivitas) sejtek szama
fokozodott, amely szintén a katagén szOrtiiszOkre jellemzd. A kisérleteink
megerdsitése céljabol végzett TRPV4 antagonista HC067047 kezelés képes volt

kivédeni a proliferacio csokkeneést.

A TRPV4 miikiodés vizsgalata az ORSK-k Ca**-homeosztizisdra
A TRPV4 nem-specifikus Ca**-permeabilis kationcsatorna, vagyis képes Ca**-okat
1s a porusformald région keresztiil a sejtmembranon atengedni, ha aktivalt allapotba

keriil. Elsoként az aktivacidt kémiai stimulussal, a korabban is alkalmazott

GSK1016790A-val teszteltiik. Primer huméan ORSK-k tenyészeteit Fluo-4
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fluoreszcens Ca**-méréssel vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a TRPV4 aktivator koncentraciofiiggd médon fokozta az
intracellularis Ca?"-koncentraciot ([Ca*'];). A reprezentativ fluoreszcens mérések
soran a TRPV4 aktivator kezelés utan szinte azonnal emelkedett a [Ca*'];.. A TRPV4
funkcionalitasa mellett a TRPV4 antagonista HC067047 hatasossagat is teszteltiik,
eredményeink szerint sejtszinten képes volt a 10 nM GSK1016790A hatasat teljesen
kivédeni, de magasabb koncentraciéban alkalmazott agonista kezelés esetén is képes
szignifikdnsan csokkenteni a TRPV4 aktivaciot. Megallapithatd tehat, hogy a
korabban lathatdo, TRPV4 aktivator kezelést kovetden a szortiiszOn bekovetkezett
valtozasok valoban a TRPV4 mukodés miatt alakultak ki, illetve a TRPV4 valdéban

funkcionalis Ca%'-csatornaként mikodik az emberi szortiiszé ORSK-in.

A TRPV4 részt vesz az ORSK-k héstimulusra adott Ca’*-bedramlisinak
kozvetitésében in vitro

A leginkébb relevansnak tiind egerek keratinocitdibol szdrmazo ismeretek alapjan 31
°C-kal kezeltiik a sejteket, miutan 25 °C-on inkubaltuk azokat. Az ORSK-kon mért
fluoreszcencia folyamatosan emelkedett a hOmérsékletvaltozas utan, vagyis a sejtek
képesek voltak a héstimulusra in vitro fokozatosan [Ca®*];. ndvekedésével reagalni.
A TRPV4 hozzijarult ehhez a hatdshoz, mert az antagonista jelenlétében

szignifikansan csokkent a Ca**-bearamlas.

A TRPV4 aktivacio nem befolyasolta az ORSK-k életképességét, de apoptozist
indukalt in vitro

A sz0rtiisz6kon latott matrixban mért hatasok (proliferacid csokkenése és fokozott
apoptozis) a katagén indukciot kisérd vagy kovetd jellegzetességek. A TRPV4
azonban az ORS réteg keratinocitdin expresszalodik ¢és funkcional. A TRPV4

aktivacio hatasara eredményeink szerint a sejtek ¢letképessége nem valtozott (MTT-
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assay) ¢s a nekrozist jelz0 membranon fragmentacioval korrelaldé SyTOX-assay
magfestéseben sem tapasztaltunk kiilonbséget. Ellenben a TRPV4 aktivator
koncentracio-fliggd modon csokkentette az apoptdzis korai jelének tartott
mitokondridlis membranpotencialt, illetve az azzal korrelald DilCI1(5)-

fluoreszcencia intenzitast.

2. A CBD hatasai a szortiiszo biolégiai folyamataira

Kisérleteink masodik felében a CBD hatdsait vizsgaltuk a szortiiszére ex vivo
szervkultaraban. A hajciklusra gyakorolt hatasok mellett, mivel — részben a kordbban
ismertetett eredmények alapjan — a potencidlis cél-spektrumba tartozo receptorok
(TRPV4, adenozin receptorok) jelen vannak a szOrtiiszon, ezekre gyakorolt hatasat

1s vizsgaltuk ORSK-n.

A CBD alacsony koncentracioban tendenciozusan fokozta, magas
koncentracioban szignifikansan gatolta a szo0rnovekedést ex vivo

Magas (10 uM) koncentracidban alkalmazva a CBD szignifikansan és szinte teljesen
gatolta a szérndvekedést, azonban a legalacsonyabb koncentracioban alkalmazva
(0,1 uM) kis mértéken fokozta az elongaciét (ez a hatds ugyanakkor nem minden
donor esetén bizonyult szignifikdnsnak). CBD hatasara kialakulé novekedés-gatlas
hamar, mar a masodik mérés idejére kialakult. Méréseink alapjan az 1 uM-os CBD

kezelés a kontroll kozelében helyezkedett el.

A CBD magas koncentrdacioban ex vivo katagen fazist indukalt, és arra jellemzden
befolydsolja a matrix keratinocitik apoptozisat, és gatolta a proliferdciot

Vizsgalataink alapjan a CBD alacsony ddzisban nem mutatott kiilonb6zd hatast a
kontroll csoporthoz (vivé anyaggal kezelt szortiiszokhoz) képest, vagyis a kezdeti
anagén V1. fazisu szortiiszOk kb. ugyanolyan mértékben maradtak ebben a fazisban,

mig kis résziik korai (1 uM doézisban 1 szOrtlisz6 kései) katagén fazisba keriilt. Ezzel
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szemben 10 uM CBD kezelés hatidsara dramai mértékben csokkent az anagén
fazisban 1€év6 szortiiszOk szama és aranya. Ezen eredményiink Osszecseng az
elongicids kisérlet sordn tapasztaltakkal, ugyanis a katagén szOrtiiszOk nem
termelnek hajszalat. Ebben a kezelési csoportban a kései katagén szortiiszok ardnya

dominalt.

A CBD kezelés koncentracid fiiggdé modon csokkentette a matrixban zajlo
proliferacios folyamatokat, mely 1 uM koncentracid esetén szignifikdns, de 10 uM
CBD alkalmazasa esetén mar dramai volt. Ezzel parhuzamosan az anagén V1. fazisu
szOrtliszoben alig megfigyelhetd apoptotikus folyamatokat a 10 uM dozisban
alkalmazott CBD szignifikdnsan fokozta, igaz, alacsony koncentracioban

(tendencidzus mértékben) csokkentette.

A CBD magas koncentrdacioban csokkentette az; ORSK-k életképességét és
proliferdacios potencidljat

A genomi DNS mennyiségi meghatarozasan alapuld CyQUANT-assay-vel
kovetkeztethetiink a sejtszamra és proliferaciora gyakorolt hatasra is. Eredményeink
alapjan a CBD 3 oras kezeléssel még nem gyakorolt szignifikdns hatast az ORSK-
kra. Azonban 24 ¢6ra elteltével mar szignifikansan €s koncentracid-fliggé modon
csokkentette a sejtszamot. Ezek a hatasok 48, illetve 72 ora elteltével fokozodtak, 10
kezelés kevesbe, de szignifikansan befolyasolja a sejtszdmot. Alacsony, 1 pM-nal

kisebb koncentracidan a CBD kezelésnek nem volt hatdsa a sejtszamra.

A CBD kombinalt modon, apoptozist és nekrozist kivaltva gatolta az; ORSK-k
életképességét magas koncentrdacioban
Az 3 0ras kezelés soran csak az 50 uM koncentracidban alkalmazott CBD-kezelés

esetén tapasztaltunk szignifikans mértéki sejtszdmcsokkenést. Ennek tiikrében a
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CBD-kezelés 50 uM-os koncentracigjaban mért DiILC-SYTOX fluoreszcencia
intenzitds eértékek a tobbi kezelési csoportbol szarmazd méréshez képest
szignifikdnsan kevesebb sejtbdl szarmazik, amely befolyasolja az eredmények
értelmezését. A CBD 10 uM koncentracio felett okoz nekrdzist, és mar kismértékben
1 uM koncentréacid esetén is apoptozisra jellemzd mitokondrialis membranpotencial-
csokkenéshez vezet. Ez alatti koncentracioban (0,1 pM) nem volt semmilyen

vizsgalt, korai apoptotikus/nekrotikus folyamatokra jellemz6 valtozas.

A CBD alkalmazdisa magas koncentracioban dontéen TRPV4 medidlt Ca’*-
bearamlashoz vezetett az ORSK-kon

A CBD-kezelés képes volt koncentracio-fiiggd modon fokozni az ORSK-k [Ca**];c-
t, ez pedig 10 uM koncentracio felett szignifikdnsnak bizonyult. Amennyiben
TRPV4 antagonista jelenlétében vizsgaltuk az 50 uM CBD hatésat, azt talaltuk, hogy

ez esetben a CBD 4ltal okozott Ca®*-bedramlas szignifikansan csokkent.

A CBD alacsony koncentrdcioban gadtolta a szortiiszok dltal termelt, indukalt
gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodését, amelynek hdtterében adenozin
receptor aktivacio allt

A TLR3 aktivator poly-(I:C)) kb. 3-10 szeres szintre fokozta a kontrollhoz képest az
IL-1B, IL-6 és TNF-a gyulladasos citokinek, illetve a kemokin IL-8 mRNS szintii
ez szignifikdnsan csokkent minden vizsgalt citokin €s kemokin esetén, s6t, a TNF-a
¢s az IL-8 szintje gyakorlatilag normalizdlédott. Az adenozin receptorok
mindegyikét gatolni képes CGS 15493 alkalmazasa esetén a CBD hatésa (az IL-8

kemokin esetét leszamitva) nem tud érvényesiilni.
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Megbeszélés

A TRPV4 szerepe a hajciklus szabdlyozdsdaban

A TRPV4-et a bdrben mar korabban is fontos funkciokkal hoztdk 6sszefliggésbe. Az
epidermisz keratinocitaiban hozzajarul a sejt-sejt kapcsolatok molekularis szintii
kialakitasdhoz, amely a bor mechanikai és egyéb barrier funkciodinak egyik alapja. A
TRPV4 bérben betoltott szerepérdl szol6 eddigi ismereteinket egésziti ki a TRPV4
szOrtiiszOben jelen értekezésemben részletezett funkcidja. A korabbi ragesalokbol
szarmazo eredményekkel 6sszhangban eredményeink szerint a TRPV4 a sz0rtiiszo

dontden epitelidlis sejtjeiben, foként az ORS-ben van jelen.

A TRPV4 feltart funkciondlis jelenléte jol illeszkedik a kordbban karakterizalt TRP
csatorndk (TRPV1 ¢és TRPV3) kozé, amelyek szintén katagén induktornak
bizonyultak. A TRPV4 szelektiv agonista a hajszal ndvekedeését csokkentette; ennek
hatterében a korai katagén féazisra jellemz6, a hajszalat képz0 matrix
keratinocitdkban bekdvetkezett drdmai proliferacié-csokkenés allt. A matrix
keratinocitdk apoptozisa nem feltétleniil direkt hatds, vagyis nem a rajtuk 1€vo
TRPV4 csatorna aktivacido kozvetlen kovetkezménye volt, hanem valdsziniileg a
katagén atmenet jOl ismert mozzanata. Azonban a TRPV4 aktivacid kozvetleniil is
képes volt apoptdzist indukalni vizsgalataink szerint a szortiiszé6 f6 TRPV4-
expresszalo sejttipusan, az ORS-rétegbdl szarmazoé keratinocitakon. Valosziniileg a
TRPV4 hatasa foként ezeken a sejteken keresztiil alakul ki, mivel egyértelmiien itt a
legnagyobb a TRPV4 immunoreaktivitas, illetve ezeken a sejteken a TRPV4
aktivacio egy¢€b hatasait is sikertilt tetten érni. Vizsgalataink alapjan a kémiai TRPV4
aktivacid koncentraciofiiggd modon, illetve a szOrtiiszOn a fenti hatasokat kivalto
dozis-tartomanyban fokozta az ORSK-k [Ca®']i-t. Eredményeink alapjan

Osszességében a TRPV4 foként az ORS-ben van jelen, aktivacidja hatdsara
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sejtszinten Ca**-bearamlas torténik, amely apoptotikus folyamatokat indit be. Ez az
egeész szOrtliszOre nézve — csakiigy, mint a pl. TRPV 3 esetén — regressziv folyamatok

beindulésaval jar, igy katagén atmenetet indukal.

Erdekes elképzelés az is, hogy esetleg a TRPV4 nem egyszertien kiegésziti a tobbi,
szOrtliszon kifejez6dd TRPV receptor jelenlétét, hanem esetleg heterotetramerként
komplexeket is képez veliik. Bar elméletileg barmely harom, szOrtiiszén mar leirt
TRP-csatorna képes heteromert formalni, olyan eredmények is vannak, miszerint a
TRPV1-4 ioncsatornak egyiittes expresszid inkabb homotetramereket formalnak. Az
epidermalis keratinocitdkban a TRPV4 az intercellularis kapcsolatok kialakitasa
révén szerepet jatszik a barrier fenntartasaban, és ebben a homérsékletnek is van
szabalyoz6 szerepe. Az epidermisz mellett a TRPV4 hdstimulus hatdsara
szabalyozza a bOr ereinek atmérdjét, igy a héhaztartasban is szerepet jatszik. Egér
keratinocitadkban a TRPV4 mért aktivacios kiiszobhomérséklete 32 °C volt, és a mi
kisérletes elrendezéslinkben is egy ehhez hasonld, 31 °C-os hdmérsékleti stimulus
képes volt Ca*-bedramlast kivaltani az ORSK-kon. Az egyébként effektiv TRPV4
antagonista HC067047 még viszonylag magas, 10 uM-os koncentracioban is csak
részlegesen volt képes kivédeni az ORSK-kon megvalosuld Ca**-bedramlast. Ezen
eredményeink alapjan a TRPV4 hozzdjarul a hdingerre bekovetkezd [Ca®']i

novekedéshez az ORSK-kban.

Erdekes kérdés, hogy eredményeink alapjan feltételezett hoérzékenység
megnyilvanulhat-e in vivo koriilmények ko6zott is. Eddig is tobb izben sikeriilt in vitro
héingerrel aktivalni a TRPV4-et borbdl szdrmazo sejteken. Tovabba a TRP csatornak
kinetikdjara altalanosan jellemz0, hogy az aktivalé hdmérséklet tartos fennallasa az
fesziiltségfiiggd csatorndk (aktivacids, ill. egyarant inaktivacios) fesziiltség-kiiszobét

tolja el. Még az is felmeriilhet ezek alapjan, hogy a tartdsan az aktivacids
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hémérsékleti tartomany kozelében 1évé bérben a TRPV4 inaktiv, ugyanakkor

hideghatasra ismét aktivalhato allapotba kertil.

A hajciklus és a szorzet mennyiségének, mindségének ¢évszakokkal és a
hémeérséklettel Osszefiiggd valtozasa az allatvilagban jol ismert. Emberben ilyen
jelenség nem ismert, azonban a szOrtlisz6 koriili hdmérséklet valtoztatasa a klinikai
gyakorlatban jelentds is lehet. Egyrészt sikerrel csokkentik a hajas fejbdr hiitésével
a kemoterapiat kisérd hajhullas mértékét, masrészt a szelektiv fototermolizis elvén
miikodé kezelés hatasos ¢€s tartdos szOrtelenitést biztosit. Ezen hdhatasra a
szOrtliszOben kialakuld jelenségek hatterében a jelenlévé TRP csatornak esetleges

szerepét még nem vizsgaltak.

Tobb, a gyulladasos folyamatok soran akar egyszerre jelenlévd inger (hd, mechanikai
deformacio, pH) is aktividlhatja a TRPV4-et, és az ismert, hogy a gyulladas —
valamint in vitro tobb gyulladdsos mediator onmagaban is — a hajszal elvesztéséhez
vagy katagén fazis kialakulasdhoz vezethet. Felmeriil, hogy a TRPV4 is hozza jarul

a gyulladast kisérd hajvesztéshez.

Végiil, a TRPV4 lehetséges in vivo aktivatorai utan kutatva az endokannabinoid
anandamid 1s felmertiil lehetséges endogén ligandként, raadasul a szOrtiisz6 képes
foként anandamidot termelni, amely bar szintén katagén induktor, ezen hatasait a

CBI receptoron keresztiil fejti ki.

Eredményeink szerint tehat a TRPV4 jol illeszkedik az endokannabinoid-TRP
rendszer szOrtliszOn eddig leirt tagjai koz¢, hiszen mind a CB1 metabotrdp receptor,
mind a TRPV1,3-4 ioncsatorndk aktivacidja emberi eredetli ex vivo szOrtiisz6
szervkulturan katagén fazist indukal. Figyelemre méltd a szOrtiiszon beliil a TRP

csatorndk expresszios mintdzatanak hasonlosdga; dominal az ORS rétegben a
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kifejez6dés, de a DP sejtekben nem igazolt egyik jelenléte sem. Ugyanakkor
kiilonbségek is vannak az altaluk medialt hatasokban; igy az ORSK-k TRPV3
aktivacioja apoptozisra €s nekrozisra jellemzd valtozasokat is beindit, addig a
TRPV4 aktivacio eredményeink szerint pusztdn apoptdzist. A késdbbiekben — a
TRPV4 farmakologiai célbavétele mellett —érdemes tovabbi kutatdsokat folytatni a
TRPV4 sz0rtiiszOn megnyilvanulé hatasainak in vivo karakterizalasara, illetve a
TRPV4 szerepét vizsgalni lehetséges endogén aktivatorok (pl. hd, gyulladas)

hatdsanak hatterében.

A CBD hatasai a szortiisz0 biologiai folyamataira

A CBD korabbi eredményeink szerint a piloszebaceus egység (PSU) masik tagjan, a
faggytimirigyen igéretes acne ellenes hatasokat mutat, melyet részben TRPV4 ¢és
adenozin receptor aktivacio kozvetit. A két ,,mini-szerv” kozelsége, valamint az acne
¢s mas korallapotok kialakuldsaban betoltott kozos szerepliik megkivanja egy
potencialisan terdpids reménnyel kecsegtetd hatdanyag vizsgalatat a PSU mindkét
elemén. A CBD ismert receptorai koziil tobb expresszidja is a kozelmultban valt
ismertté a szOrtiiszon is. Ezek k6zott viszont bizonyos receptorok ellentétes hatasokat
kozvetithetnek, példaul a TRPV4 inkdbb katagén irdnyba befolyasolja a hajciklust,

az adenozin-receptorok pedig anagén iranyba.

Eredményeink szerint a CBD koncentraciotartomanytol fliggden kiilonbozo, akar
ellentétes hatasokat képes beinditani, és ennek hatterében tobb receptor aktivalasa
all. Az ex vivo szOrnovekedést alacsony 0,1 uM koncentraciéban inkdbb fokozta (bar
nem szignifikdns modon), anélkiil, hogy a hajciklusra vagy a matrix keratinocitak
folyamataira (apoptozis/proliferacidé) barmilyen szignifikans hatdsa lenne. Az
homeosztazisara sem. Ebben az alacsony koncentracio-tartomanyban kb. 1 uM-ig

alkalmazva biztonsagosnak tiinik, a TRPV4 aktivalasa nélkiil, nincs hatisa az
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ORSK-k ¢életképességére €és apoptozist vagy nekrozist sem indukal.

A CBD magas, 10 pM-os koncentracioban ugyanakkor gatolta a szrnovekedést ex
vivo €és a MK-régidban apoptotizalo sejtek aranya az elenyészd néhany szazalékrol
kb. 15 %-ra emelkedett. Ennek megfelelden a hajciklust is dramai meértékben a
katagén irdnyba terelte. Fontos, hogy ebben a (10 puM feletti) koncentracio-
tartomanyban mar az ORSK-k [Ca*'];c-jat is szignifikansan emeli, valamint, hogy a
CBD A4ltal okozott Ca**-bedramlas szignifikins modon kivédheté a TRPV4
antagonista HC067047 egyiittes alkalmazasaval. A CBD az ORSK-k életképességére
ennek megfeleléen hasonld hatdst mutat, mint a TRPV4 aktivacid esetén, vagyis
képes apoptozist indukalni, azonban ehhez nekrotikus hatas is tarsul. A CBD ebben

a koncentracioban gatolja a sejtek proliferaciojat és életképességét is.

A CBD alacsony koncentracioban amellett, hogy biztonsdgosnak tlinik, vagyis
nincsenek az eldzdéekben ismertetett TRPV4 medidlt hatdsai, gyulladasgatlo
hatastinak is bizonyult. Modelliinkben a TLR3 receptor aktivacigjaval indukaltunk
in vitro gyulladasos kornyezetet szortiiszo-szervkultiraban, amely soran sikertilt a
teljesen kezeletlen szOrtiiszOk citokin termelését fokozni, igy az IL-1, IL-6, IL-8 és
TNFa expresszidja kb. 3-10-szeresére fokozodott. A CBD képes volt ezt a
gyulladasos valaszt minimalizalni vagy kivédeni egylittes alkalmazas esetén, és ezt
a hatast valdszinlileg adenozin receptorok aktivalasaval fejtette ki. Eredményeink
szerint a CBD kell6en alacsony dézisban alkalmazva, amelyben a TRPV4-et még
nem aktivalja érdemben, képes az adenozin receptorokat serkentve anti-
inflammatorikus hatast kifejteni. Ez megmagyardzza azt, hogy a CBD ebben a

doézisban nem-szignifikans mdodon képes a hajszalnovekedést is fokozni.

Részben gyulladascsokkentd hatdsa alapjan a CBD-t a borbetegségek kozt klinikai

vizsgalatban el6szor acnéban kezdték vizsgalni. A placebo-kontrollalt, kettOsvak,
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randomizalt vizsgalat (NCT03573518) eredményeit még nem ismerjiik, azonban az
elézetes eredmények alapjan a vizsgalati alanyok a napi kétszeri helyi kezelést jol
toleraltdk. A CBD acne-ellenes hatdsa mogott részben a korabban munkacsoportunk
altal leirt, faggytimirigyen megnyilvanulé komplex gyulladasgatlo, antiproliferativ
¢s szebosztatikus hatas allhat. Tekintve, hogy az ORS réteg fokozott proliferacioja is
szerepet jatszik a betegség kialakuldsaban, a CBD ORSK-kon kifejtett
antiproliferativ és gyulladasgatld hatasai is hozzajarulhatnak a terapias sikerhez.
Jelenleg tobb mas borbetegségben is vizsgaljdk a helyi és szisztémas CBD kezelés
hatasat (NCT040451191, NCT03824405 NCT03693833). A topikalis CBD kezelés
irant mutatott intenziv érdeklddés nem véletlen, ugyanis a gyulladasgatlo hatasu
szerekre nagy sziikség van a gyakori, immun-medidlt borbetegségek kezelésében.
Emellett a szisztémasan is biztonsdgos CBD helyi kezelés esetén még sziikebb

mellékhatas-profillal jarhat.

Osszességében human in vitro és ex vivo eredményeink illeszkednek a CBD-rdl
eddig felhalmozott kutatdsi eredmények kozé, amelyek alapjan a CBD a
borgyogyaszatban tovabbra is igéretes hatdanyagjelolt. Tovabba, eredményeink
kozelebb visznek a CBD hatdsa mogott allo komplex mechanizmusok

megismeréséhez is.
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Osszefoglalas

Jelen vizsgélataink soran az ECS szOrtliszOon betoltott élettani szabalyozo
szerepérdl szold ismereteinket kivantuk bdviteni és egy 1) TRP csatornarol
bizonyitottuk be, hogy szerepe lehet a hajciklus szabdlyozasaban. Eredményeink
szerint a TRPV4 ioncsatorna kifejezddik humén szOrtiiszon, f0ként az ORS rétegben.
Az ORS keratinocitdkon a TRPV4 Ca’’-csatornaként funkcional, és in vitro
hostimulussal is aktivdlhato. A TRPV4 kémiai stimuldlasa az ORSK-k
apoptdzisdhoz vezet, az intakt, human szOrtiisz0k TRPV4 aktivacidja pedig katagén
fazist indukal, valamint gatolja a szérndvekedést ex vivo.

Tovabba vizsgalatuk a CBD humén szortiiszore kifejtett hatasait és az azok
hatterében allo receptorokat. Megallapitottuk, hogy az alkalmazott CBD kezelésnek
koncentraciotdl fliggden eltérd, ellentétes hatasai vannak. Alacsony koncentracioban
alkalmazva elhanyagolhat6 mddon befolyasolja a hajciklust, a szérndvekedést is
csak inszignifikans mdédon fokozza. Rdadasul, ebben az alacsony koncentracioban
alkalmazva adenozin receptor medialt anti-inflammatorikus hatast fejt ki. Magas
koncentracioban alkalmazva azonban a CBD képes a TRPV4 csatornakat aktivalni,
amely domindlja sz0rtiiszOn kifejtett hatasait; igy a CBD gatolja a szérnovekedést, a
TRPV4-et leginkabb kifejez6 ORSK-kon pedig apoptdzis és nekrdzis kialakuldsahoz
vezet a TRPV4 aktivaciojaval és Ca®*-bedramlassal.

Vizsgalataink amellett, hogy 0j informacioval szolgdlnak az ECS-TRP
rendszer, valamint a CBD hajbiologiai hatasairol, jol illeszkednek a kordbban
felhalmozott ismeretek kozé. Eredményeink szerint a TRPV4 hozzajarulhat a
TRPV1 és TRPV3, valamint a CB1 altal a hajcikluson fenntartott pro-katagén ECS-
tonushoz. Ezenfelill jellemeztik CBD 0Osszetett szOrbioldgiai hatdsait, ¢és
azonositottuk az ezeket medialé célpontokat, ugymint az ORSK-kon kifejez6dd

TRPV4 és adenozin receptorokat.
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