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1. Roviditések

2-AG — 2 arachydonoil-glicerol (eCB)
5-AR - 5-a-reduktéaz

5-HT - szerotonin

7-TM - 7-transzmembran

ACTH — adrenokortikotrép hormon

AEA — anandamid, N-
arachidonoilethanolamin (eCB)

ANKR — ankyrin repeat (ankyrin ismétlédés)

APM — musculus arrector pili
(szOrszalfeszitd izom)

ARD — ankyrin repeat domén
ATP — adenozin trifoszfat

BMP — bone morphogenic protein (csont
morfogén fehérje)

Ca?" - kalcium

CAMP — ciklikus adenozin-monofoszfat
CB1/2 — kannabinoid receptor 1/2

CBD - (-)-cannabidiol

CD - cluster of differentiation
(differenciacios klaszter)

CGS — CGS15943 (pan-adenozin receptor
antagonista)

CH — club hair (bunké alakt szorszal)
CRH — kortikotrop hormon

DAMP — danger associated molecular
pattern (veszélyhez asszocialt molekuldris
mintazat)

DMAPP - dimetil-allil-pirofoszfat
DC — dermalis kondenzatum
DHT - dihidrotesztoszteron

DP — dermalis papilla

DRG — dorsal root ganglion (hatsogydki
ganglion)

DSper - spermium depolarizal6 csatornaja
eCB - endokannabinoid

EB - epidermolysis bullosa

ECS — endokannabinoid rendszer

EDTA - etilén-diamin-tetra-acetat

EGF - epidermalis novekedési faktor

ER — 6sztrogln receptor

FasL — Fas ligand

FBS - embrionalis borjiszérum

FGF - fibroblaszt novekedési faktor

FK - fitokannabinoid

FLUO-4-AM — FLUO-4-acetoxi-metilészter
GPR - G-protein kapcsolt receptor

GSK — GSK10167690A (TRPV4 aktivator)
HCO06 - HC067047 (TRPV4 antagonista).
HDF — human dermalis fibroblaszt

HGF — hepatocita novekedési faktor

HS — hajszal

IGF — inzulinszeri novekedési faktor

IFN - interferon

IL - interleukin

IRS — inner root sheath (bels6
gyokérhiively)

JAK - Janus arct-kinaz
KSzB — kotészdvetes burok
KO — knock-out (kititott)
LPS — lipo-poliszacharid



MHC - major hisztokompatibilitasi komplex
MK — matrix keratinocita

MMP9 — matrix metallo-proteinaz 9
NACHR - nikotinos acetilkolin receptor
NF-kB — nuklearis faktor kB

NLRP3 - Nucleotide-binding
oligomerization domain, Leucine rich
Repeat and Pyrin domain containing 3
(nukleotid-ko6t6 oligomerizacios domén,
leucin-gazdag ismétlédés és pirin domént
tartalmazo 3)

NO - nitrogén-monoxid

NRF2 - nuclear factor erythroid 2-related

factor 2 (nukledris faktor erythroid-2-szer(i
faktor 2)

OCT - optimal cutting temperature

ORS — outer root sheath (belso
gyokérhiively)

ORSK — ORS keratinocita

OTRPCA4 - ozmoszenzitiv tranziens receptor
potencidl csatorna 4, TRPV4 régi neve

PBS — foszfat-puffer oldat

PDGF - vérlemezke eredetti novekedési
faktor

PKA - proteinkinaz-A
poly-(1:C) - polyinozin-polycitidyl sav

PPARY — peroxiszéma proliferator aktivalt
receptor-y

PSU — pilosebaceous unit (piloszebaceus
egyseg)

RTQ-PCR — valésidejli kvantitativ
polymeraz lancreakcio

SEM - standard error of mean
SG —sebaceus gland (faggytmirigy)
SHH - sonic hedgehog

SZ95 - immortalizalt human faggyamirigy
sejtvonal

TGF — transforming growth factor
(transzformald novekedési faktor

THC — (—)-trans-A®-tetrahydrocannabinol

TLR - toll-like receptor

TM - transzmembran

TNF — tumornekrdézis faktor

TRP — tranziens receptor potencial

TRPA — TRP ankyrin alcsalad

TRPC — TRP kanonikus alcsalad

TRPM — TRP melastatin alcsalad

TRPML . TRP mucolypin alcsalad

TRPP — TRP policystin alcsalad

TRPV — TRP vanilloid alcsalad

TSH — thyreoid stimulalé hormon

UV - ultraibolya (ultra violet)

VRL2 - vanilloid receptor like-2

VR-OAC - vanilloid receptor-related
osmotically activated channel (vanilloid
receptor-szerii ozmotikusan-aktivalt
csatorna, TRPV4 régi neve)



2. Bevezetés

A szervezet kiilsd szigeteld rétegeként szolgalo borben 1évé megannyi specializalodott borfliggelék
egyikeként a szOrtiiszOnek fontos szerep jut a bor barrier-feladataiban, illetve hormonalis,
pszichoszocialis és szenzoros funkcioiban. A szortiisz6 egyedi életciklusa a repetitiv modon
ismétlodo, proliferativ (szorszalképzd) és regressziv fazisok valtakozasabol allo hajciklus. A
hajciklus szabalyozasa rendkiviil komplex folyamat, amelyben szamos szisztémas hormonnak és
parakrin mediatornak is szerepe van.

Kutatocsoportunk a bér és az endokannabinoid rendszer (ECS), valamint az ezzel szorosan
Osszekapcsolodd tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna szupercsalad tagjainak
Osszefiiggéseit kutatja. Emellett az ECS Cannabis sativa novény altal termelt, Ggynevezett
fitokannabinoidokkal tortén6 farmakoldgiai manipulalasanak a borre kifejtett hatasait is vizsgaljuk.
Korabbi eredményeink szerint a hajciklus szabalyozasaban 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 indukal. Ezek alapjan feltételezziik,
hogy a hajcikluson egy pro-katagén ECS-tonus van jelen. Ertekezésemben egy maésik TRP
Szintén munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan ismert, hogy egy nem-pszichoaktiv
fitokannabinoid, a kannabidiol (CBD) a faggyumirigyen komplex anti-acne hatasokat fejt ki, igy
strukturalis-funkcionalis kapcsolatai miatt hozzajarul az acne kialakulasahoz, fontos a CBD
hatasainak vizsgalatat kiterjeszteni a szOrtiiszore is. Ezért tanulmanyoztuk a CBD hajciklusra,
valamint a szértilisz6 gyulladasos in vitro modelljében kifejtett hatasat. Emellett vizsgaltuk, hogy
aktivalja-e a CBD a szoértiiszon jelenlévd potencialis receptorait, a TRPV4-et és az adenozin

receptorokat.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A szortiisz6 felépitése, élettana, életciklusa és kiillonb6z6 folyamatainak szabalyozasa
3.1.1. A bor felépitése, élettani alapjai

A kiiltakar6, mint a szervezet legkiilsé rétege barrierként funkcionalva védi a szervezet egészét a
kiilsd, potencidlisan karos hatasoktol. Ennek a védelemnek szamos aspektusa van. A bor a trivialis
mechanikai hatasok mellett kémiai agensektdl, ho- és fénysugarzastol, és a fert6z6 mikrobaktol is
védelmet biztosit. Emellett megakadalyozza a szervezet folyadék- és ionvesztését is. Ezekhez a
funkcidkhoz az evolucioé sordn valo fokozatos adaptacié révén specializalt sejtféleségek alakultak
ki, illetve ezek a sejtek esetenként Szorosabban egyiittmiikodé egységeket, ,,mini-szerveket”
alkotnak a boron beliil. Ilyen ugynevezett borfliggelék pl. a sz6rtiisz6 és a kiilonb6zé mirigyek is.
A boron beliil tovabbi rétegeket lehet elkiiloniteni, melyek koziil a legkiilsot, az epidermiszt
dontden a keratinocitak (hamsejtek) épitik fel (1. abra). Az epidermisz maga is tovabbi rétegekre
oszthat6. Bels6 hataran, a dermisszel hataros bazalis membranon elhelyezkedé stratum basale
(bazalis réteg) keratinocitai intenziven osztodnak, és az igy keletkezett utodsejtek az epidermiszen
beliil fokozatosan ki/felfelé haladnak. Ekdzben a keratinocitak differencialodnak, amely soran a
sejtek fokozatosan alkalmassa valnak a fizikai barrier funkci6 ellatasara, sejten beliili fehérjevazuk
szilardsaga fokozodik, mikozben intercellularis kapcsolataik erdsek maradnak. Ennek a
molekularis hattere a citoszkeletont alkotod bazikus és savas jellegli keratin-fehérjék fokozatos és
szigort program szerint zajlo lecserélddése a differencialodas soran [1]. Az epidermalis hamsejtek
terminalis differencialddasanak tekinthet6 allomas a sejtek apoptdzisa. Ekkorra bizonyos
sejtalkotoik — féleg a keratin-halozat €s sejtmembran — mar az epidermisz (és az egész bor) kiilsé
rétegét alkotva egy hidrofob, magas szakitdszilardsagu réteget hoznak 1étre, a stratum corneumot.
Az epidermisz hagyomanyos szovettani elnevezése elszarusodo tobbrétegii lapham, amely tomoren

jellemzi is ezt a szovetet. A bazalis keratinocitak altal alkotott stratum basale és a kiilsé stratum



corneum kozott még — beliilrél kifelé haladva, a sejtek differencidcios folyamatat tiikrozve —
elkiilonitiink stratum spinosum és stratum granulosum rétegeket is [2]. Az epidermisz dominans
sejtalkotoi, a Keratinocitak mellett egyéb sejtek is talalhatoak a hamrétegben. A melanocitak a
napfény-expozicio hatasara fokozott titemben melanint termelnek, és az azt tartalmazé ugynevezett
lamellaris testeket a keratinocitaknak adjak at. A pigment abszorbealja az UV-sugarakat és véd az
egyébként karos napsugarzastol. Az epidermalis keratinocitdk mellett a szértiiszOben is vannak

hasonl6 eredetli és miikodésti hamsejtek. Az epidermiszben erek mar nincsenek, idegvégzdodések

Epidermisz- ham i
P SzGrszal

}— Stratum corneum

Dermisz kotGszovet

- Kotdszovetirostok

- Erek, idegek

- Fibroblasztok

- Fliggelékek
Szubkutisz - zsirszovet

Verejtékmirigy
Erek, idegek

1. abra
A bor és az azt alkoto rétegek és strukturak sematikus rajza
A bor legkiilso (felso) rétege a hamréteg (epidermisz), amelyet foleg a keratinocitak alkotnak,
és jellegzetes rétegeket alakitanak ki a hamon beliil. Ez utobbiban nem, csak a mélyebb dermisz
kotoszovetében vannek erek, illetve a borfiiggelékek is. Részletes leiras a szovegben. Sajat
dbra. A szortiiszo részletesebb strukturalis ismertetése a 3. abran.

még el6fordulnak. Az epidermiszben immunsejtek, pl. Langerhans-sejtek is jelen vannak, szerepiik
a mikrobdk érzékelésében és feldolgozasaban, végiil az immunvalasz elinditdsaban kiemelten

fontos.



Az epidermisz alatt talalhat6 kdtoszovetes réteg a dermisz, melynek 6 sejtes dsszetevoi a dermalis
fibroblasztok. Ezek a sejtek a kotészoveti rostokat képzik, amelyek a kozvetleniil epidermisz alatti
részen, a ham papillak alatt hozzak létre a papillaris dermiszt, ettdl a test bels6bb szovetei felé
pedig a retikularis dermiszt (1. abra). A dermiszben erek és idegek is futnak.

A bor, tekintettel arra, hogy barrier szovetként kiemelten ki van téve kiilsé agensek, koztiik
mikrébak megjelenésének, nem meglepd modon igen jol fejlett immunoldgiai funkciokkal és
szamos immunsejttel rendelkezik [3]. A bér immunrendszerét alkotd sejtek egy része rezidens
sejteknek tekinthetd, masok ingaznak a bor és a szekunder immunszévetek kozott. Vannak,
amelyek érzékelik a patogén mikrobakat (pl. az emlitett Langerhans-sejt), az effektor sejtek pedig
aktivan részt vesznek az eliminaciojukban [3]. Részben az immunrendszer markans jelenlétének
tudhato be, hogy viszonylag sok és stlyos borbetegség immunoldgiai hattérrel rendelkezik.

A sz0rtlisz6, mas néven hajfollikulus a szabad szemmel is lathato szérszalak folytatasaként
helyezkedik el a boérben, foként a dermiszben. A szOrtiisz6 a szorszal képzéséért felelés komplex,
tobbféle eredetli és miikodésii sejtek Osszességébdl 1étrejott, jellegzetes, repetitiv életciklussal
jellemezhetd ,,miniorganum” [4]. A sz0rtiisz6 els6dleges feladata a szorszal képzésével a bor (foleg
mechanikai és termalis) barrier funkcidinak segitése. Az elmult évtizedekben keletkezett szamos
Uj kutatasi eredménynek hala a sz6rtlisz6 pontos felépitésérdl (pl. kiilonbozo dssejt populaciok) és
miikodésérdl boviilt ismereteinknek tovabbi, korabban ismeretlen funkciok szabalyozasaban is
sikeriilt azonositani a szOrtiisz6 szerepét [4]. Ilyen 0j funkcié példaul, hogy bar némileg
kiilonbozdek a szOrtiiszOben talalhato Keratinocitak, mégis képesek a bor epidermalis keratinocitait
poétolni a borsériilések utani szoveti regeneraciod soran [5]. Ehhez hasonloan pl. UV karosodas utan
az epidermisz Langerhans sejtjei is a szortiisz6 rezervoarbol potlodnak [6].

A szortiiszokre jellemz6 egy kiilonleges, repetitiv €letciklus (masnéven hajciklus), amely soran a

szOrtlisz6 képes a kiilonboz6 fazisok kozotti valtassal ,,megljulni”, és egy 1j szOrszalat képezni.
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Ennek soran a szortiisz6 részben a morfogenezise, vagyis az embrionalis fejlédés mozzanatait

ismétli meg [7].

3.1.2. A szértiisz6 embrionalis fejlodése, morfogenezise

A bor, mint a szervezet legkiilsé rétege az egyedfejlodés soran nagyrészt a fejlédd embrid vagy
magzat legkiilso rétegébdl, az ektodermabdl fejlodik ki (2. abra). A szortiisz6 anatomiailag a bor
két kiilsé rétegében, az ektoderma ,.egyenesagi” szarmazékanak tekinthetd epidermiszben €s a
részben mezodermalis dermisz kotdszovetében helyezkedik el [8]. Kiilonb6z6 kompartmentjei igy
érthetd modon részben ektodermalis eredetiiek, pl. a kiilonb6z6 epitelialis sejtek, iigymint a kiilso,
illetve belsé gyokérhiivelyt alkotd keratinocitak, illetve a magaért a szorszal képzéséért felelos
matrix keratinocitak. A szortiisz6 é€letciklusaban kiilondsen fontos szabalyozo ,,dermalis papilla”
(DP) ugyanakkor mezenhimalis eredetli (3. abra), mig a szOrtiisz6ben is megtalalhato
pigmentképz6é melanocitak crista neuralis eredetiiek [9].

A sz0rtiisz6 kialakulasardl szarmazé ismereteink (illetve annak részletei) foleg egérkisérleteken
alapulnak, ahol lehet6ség van egy-egy gén ki- vagy bekapcsolasara, akar egy adott sejtre
specifikusan. Az allatok adott idében valo ledlése utan pedig tanulmanyozni lehet a szortiisz6
fejlodésének kiillonbozo fazisait és ezek valtozasat. Fontos azonban hozzatenni, hogy ezeket az
eredményeket nem szabad egyszerlien extrapolalni az emberi szOrtiisz6 kialakulasara, hiszen pl. az
egér bore tobbféle szortipust tartalmaz, amelyek fejloddése is némileg kiilonbozik a human
sz6rtiisz6tol [10].

A szértlisz6 morfogenezis elsé mozzanata, amikor a mezenhimalis sejtek alulrol (a fejlodo
szervezet belsé része feldl) stimulaljak a felettiik elhelyezkedd ektodermalis sejteket, amelynek
hatdsara ezen nem differencidlt epitelialis sejtek proliferacidja révén az adott mezenhimalis

sejtekkel szomszédos ektoderma megvastagszik, €s kialakul a késébbi szortiiszd helyén 1€vo
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»plakod” [11]. A plakodot alkotd sejtek a szomszédos — leendd ,.interfollikularis” — sejtekben

gatoljak azokat a szignalokat (2. abra), amelyek a plakod, illetve késébb a szOrtiisz6 iranyt

Nem-differencialt
epitélium

050 o9

(@)

»szeg” yhagymaszerii szeg”

2. abra
A szortiisz6 morfogenezisének sematikus abrazolasa
A kék szin az ektodermabdl szarmazo epitéliumot reprezentdlja, alatta a mezenhimadlis eredeti,
fibroblaszt elodok talalhatoak. A kiilonbozo kompartmentekben kialakulo strukturdk serkento (zold
nyil) és gatlo (voros nyil) szignalokat kozvetitenek a szomszédos sejtekre, amellyel tovabbi, a
késobbi szortiiszo kialakuldasaban fontos kompartmentek és strukturak (DP, IRS, stb.) alakulnak ki,
a folyamat részletes leirasa a szovegben. Sajat dabra.

differencidlodast segitenék eld.

Ezenkiviil a plakod az alatta elhelyezkedd mezenhimalis sejtekre is hat, és ezekbdl a késdbbi
dermalis papillat felépité fibroblasztokbol 1étrejon a ,,mezenhimalis kondenzatum”. A
kondenzatum fibroblasztjai és a plakod eredetii keratinocitak ebben a fazisban a ,haj-csirat”
alkotjak. Ennek kialakulasaban hatalmas jelent6sége van a sonic hedgehog (SHH) molekulanak,
illetve a jelatviteli utvonalanak, ugyanis Shh knock-out egerekkel végzett kisérletekben bar a
plakod és a dermalis kondenzatum kialakult, igazi DP (illetve kés6bb érett szOrtiisz6) mar nem
[12]. A szabalyozas komplexitasara utal, hogy a fehérje hianya mellett a fokozott expresszio is
sz6rfejlodési abnormalitasokhoz vezet egérben [13]. Fontos, hogy a post partum, kifejlett szortiisz6
hajciklusok alatti valtozasai soran az Gjonnan képz6dé szortiiszében is van egy atmeneti struktira,
amit ,,szekunder hajcsiranak” neveziink, melyben hasonlo jelenség jatszodik le, mint a hajcsiraban

a szortiiszo kialakulasakor [7].
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Az igy létrejové DP-fibroblasztok a felettiik elhelyezkedd epitelialis sejtekre olyan hatést fejtenek
ki, hogy azok proliferacidja és specializacidja révén elkezdddik a mar késdbbi szortiiszére jellemzd
orientacio, vagyis a mélyebb rétegbe benyulod ,,szeg” (2. abra) fazis [11]. Ezutan a tovabbi
differencidlodas kovetkeztében egyre tobb réteg alakul ki az epitelidlis kompartmentekben,
elkiiloniil a bels6-, majd a kiilsé gyokérhiively (inner/outer root sheath utan IRS és ORS) rétege

(,,hagymaszerii-szeg”) is, €¢s megindul a szorszal képzése. Jelen ismereteink alapjan a kiilonb6zo,

Faggyumirigy

Szorszal
- Kutikula
- Kéreg
- Vel

Musculus arrector pili

,dudor”
Belsé gyokérhiively
- Kutikula
- Henle-réteg
- Huxley-réteg

Kiilsé gyokérhively
Matrix
keratinocytak

Dermalis hiively — >~ -
= melanocyta

Dermalis papilla

3. abra
Az anagén sz6rtiiszé sematikus abrazolasa (hosszmetszet)
Az anagen-V1 fazisu szOrtiiszé felépitése a jellegzetes rétegek és az azokat alkoto sejtféleségek
dbrazolasaval. Sajat abra.
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kifejlett szortiiszére jellemz6 rétegek (pl. a késébbi IRS, 5. abra) mar a morfogenezis soran kiilon
matrix progenitor sejtekbdl erednek [14], vagyis nem a fejlédd szorszalon beliil kiiloniilnek el.

A bazalis membranon ,,beliil” alakul ki az ektodermalis eredetli faggytmirigy is, mely szintén az
epitelidlis sejtekbdl kiiloniil el, és a késObbi szortiisz6 infundibulumaba nyilik, ide szekretalva
produktumat, a faggyut. A faggyumirigy €s a szOrtiisz0 az tigynevezett ,,piloszebaceus egységet”
(PSU, pilosebaceaus unit) alkotja, mely funkcionalisan és strukturalisan is valddi egységet képez.
Az embrionalis fejlédés soran koriilbelil 5 millid szértiisz6 keletkezik testszerte, és ezek utan Gjak

mar nem képzddnek, bar a meglévOok mérete, a képz6do szOrszal maximalis hossza valtozhat [15].

3.1.3. A szortiiszo felépitése és valtozasa a szortiiszé életciklusa, a ,,hajciklus” soran

A sz0rtiisz6 morfologiailag és szerkezetileg (a kozponti szérszal koriili koncentrikus rétegek
elhelyezkedése miatt) is egy hagymahoz hasonlit (3. abra), amely azonban a szOrtiisz6 sajatos
¢letciklusa soran némileg valtozik [4]. A hajciklus repetitivitasa miatt elkeriilhetetlen, hogy
regresszidt kovetoen az addig képzett szOrszal elvesszen, de ugyanez adja meg a lehetdségét annak,
hogy egy szOrszal elvesztése utan a hajciklus Gjra induldsaval 0j szorszal képzdédjon.

Tobb elmélet is 1étezik arra, miért is alakult ki a hajciklus: 1.) lehetdséget biztosit adaptaciora adott
homérseklethez 2.) periodikus vedléssel ,megtisztitjdk boriiket” egyes allatok 3.) szOrzet
hosszanak szabalyozasa test-régionként 4.) megszabadulds a nem-megfeleld, vagy malignusan-
transzformalt szOrtiisz6tél (ami eléfordulhat a gyorsan osztddd szévetekben) [16]. A hajciklust
harom fazisra bontjuk, melyek koziil a klasszikus elképzelés szerint az egyik egy aktiv ,,anagén”
fazis, mely a szOrszal képzddésének, majd novekedésének fazisa, ezutan a regressziv
folyamatokkal jellemezhetd ,,katagén” fazis jon, amelyet egy nyugalmi ,,telogén” fazis kovet. Ez a
beosztas talan egy adott szorszal szempontjabol még elfogadhato is lehetne, azonban a kézelmultig
felhalmozott kutatasi eredmények, illetve a szértiiszé egészét tekintve talsagosan leegyszeriisito

elképzelés. Ugyanis példaul a nyugalminak gondolt telogén fazisban is — a korabbi szdrszal
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passziv, ideiglenes megmaradasa mellett — a DP vandorlasa és az epitelialis Gssejtek (4-5. abra)
¢lénk osztodassal jellemezheté folyamatai zajlanak [15]. Emellett a sz6rszal kihullasa is
tulajdonképpen egy aktiv folyamat, melyet ,,exogén fazisnak™ is neveznek [4], azonban ez mar nem

a szOrtiiszOre vonatkozik (amely ilyenkor mar altalaban anagén fazisban van), hanem magara a

szorszalra.
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4. abra

A szortiisz6 morfogenezise és a hajciklus
A morfogenezis soran kialakulo szortiiszo a késobbi élet sordan folyamatosan a hajcikus

fazisaiban van illetve azok kozotti egyiranyu (anagen =2 katagén = telogén =2 stb.) dtmenetek
szerint valtozik. B — bulge (dudor), DC — dermalis kondenzatum, MC — melanocita, a tobbi
rovidités jegyzéke az értekezés rovidités listajaban, illetve a szovegben talalhato. Schneider és
mtsai (2009), munkdja alapjan [5].
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Az egyedfejlodés soran a 1étrejott szortiiszOk anagén fazisba jutnak, amely az aktiv, szérszalat
termeld allapot. Ezutan azonban a kialakult epitelialis kompartmentben a sejtek apoptdzisa révén
megsziinik a szorszal képzés. A DP fokozatosan kikeriil a matrix keratinocitak 6lelésébdl, és
eltavolodik a korabbi szdrszaltdl, amely formaja ekkor egy bunkora hasonlit (4. abra) és rogziil a
kornyezd sejtekhez. A fazisok cikluson beliili aranya, vagyis altaldban az anagén hossz
valtozékonysaga szabja meg egy adott testtdj szOrzetének lehetséges hosszat (pl. haj vs. szemdldok)
[16]. Emberben — szamos mas emlds szérzetével ellentétben — a szOrtiisz6k hajciklusa egymashoz
képest nem szinkronizalt, egymashoz képest fiiggetleniil zajlik. Az is fontos, hogy az egymas utan
1smétlédo ciklusban a szOrtiiszd €s a piloszebaceus egység egyéb, felszinesen elhelyezkedd részei
(kb. a dudor fels6 része, isthmus, faggyumirigy) nem vesznek részt, mint ahogy a szdrtiisz6h6z
asszocialt strukturak (musculus arrector pili) sem; ezek valtozatlanok maradnak a szortiisz6 ciklusa

alatt [8, 17].

3.1.3.1. Az anagén fazis

Anagén fazisban a matrix keratinocitak a bulbusban folyamatos osztédas és disztalis vandorlas
kozbeni differencidlodas soran létrehozzak a follikulus €s a szOrszal részeit, rétegeit. Ez az aktiv,
morfogenezis is, tulajdonképpen az elsé hajciklus katagénnel kezdédik, még in utero [17]. A
késobbiekben spontan anagén indukcio az el6z0 telogén fazis egy adott iddpontjdban kezdddik, és
ez pontosan viszonylag nehezen tanulmanyozhat6. Ennek ellenére az egyik ismert —
experimentalisan is kihasznalt — mod anagén fazis indukciora a traumatikus epilacio [16]. Ennek
soran ugyanakkor nem elég csupan a szdrszal eltavolitdsa, hanem hangsulyos a trauma mindsége
is. Nem ismert tokéletesen, hogy pontosan milyen mechanizmusok, valamint szignalizacié

sziikséges a fazis beinditasdhoz, 4m szamos parakrin medidtorrdl, hormonroél, neurotranszmitterrdl
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¢és novekedési faktorrol dertilt ki, hogy képes erre [16]. Az anagén I. fazisban még nincs meg a
kiilonbozo epitelialis rétegek cilindrikus elkiiloniilése, ez csak az anagén II1. fazis idejére alakul Ki.
Bar az anagén fazis kialakulédsa (telogénbdl) a hajciklus alatt nehezen tanulméanyozhat6, maga az
anagén fazis vizsgalhato legjobban in vitro vagy ex vivo. Ennek egyik oka, hogy az anagén fazisu
szOrtiiszé (pl. emberbdl szarmazé teljes szOrtiisz6) ex vivo kultira fenntarthatdé kb. két hétig is,
mikozben a jellegzetes morfologiaja mellett megtartja a szOrszal-képzé képességet is. Ekdzben
mérhet6 modon novekszik a szérszal hossza [18], és vizsgalhaté a hozzaadott anyagok katagén
indukalé vagy anagént fenntartd hatasa is. Ezért jol ismerjiik az anagén szOrtiisz6 strukturalis és
funkcionalis jellegzetességeit. Az also, dermiszben 1évé bulbus 1ényegében a matrix keratinocitak
(MK) régioja, amelyek intenziven osztddnak, és 1étrehozzdk a szdrszalat, illetve a tobbi epitelialis
réteget koriilotte (inner/outer root sheath utan IRS és ORS). A MK-knak az ugynevezett Auber-
vonal a DP legszélesebb kiterjedésében huzott sik meghosszabbitasa. A Ki-67 proliferacios
markerrel jelolt MK-k anagén szortiisz6 esetén intenziven festédnek ebben a régidban, amely a
fokozott osztodasukra utal (Eredmények, 16. és 23. abrak). Ezek azok a specidlisan modosult
keratinocitak, amelyek differencialodasa soran jellegzetes keratin-mintazat alakul ki, és végiil a
szOrszalat alkoto trichocitakka valnak [19]. Csaktigy, mint az ORS és IRS rétegei, magat a
szOrszalat felépité trichocitak is jellegzetes, twgynevezett ,kemény-keratin” tipusokat
expresszalnak, melyek specifikusak a szérszalra, és felelnek annak mechanikai jellegzetességéért
[20]. A korabban emlitett, az epidermalis hamsejtekre jellemzé keratinok sejt-differenciacios
program szerint valtakoz6 expresszidja és fokozatos lecserélédése rajuk is jellemzd; igaz,
esetliikben nem elszarusodas a végleges cél és allapot, hanem a sz6érszal 1étrehozasa [20].

A szbrszalnak harom rétege van (medulla, kéreg, kutikula), melyek némileg -eltérnek

tulajdonsagaikban, illetve az 6ket felépitd keratinok tekintetében [19, 20]. Emberben a medulla
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testtajfiiggd modon, nem minden szdérszalban fordul el6. Amig a kiilsé kortikalis sejtek a
kompresszié kovetkeztében orsod alaktiakka valva inkabb vertikalisan orientalédnak, addig a
medulla trichocitai horizontalisan rendezédnek, és egymastdl elkiiloniilve fokozatosan kis tiregeket
hoznak létre, melyek valosziniileg a hészigetelésben jatszanak szerepet [20]. Kozvetleniil a
szOrszal koriil az IRS talalhatd, melynek szintén harom rétegét lehet szovettanilag elkiiloniteni.
Kissé zavaré modon a legbelsé IRS réteget szintén Kutikulanak hivjak, csakiugy, mint a szérszal
kiils6, szomszédos rétegét (3. abra). Az IRS Kkeratinocitai orientaljak a szoérszalat, és a réteg
kifejlodésében kritikus jelentéséggel bir a GATA3 molekula, hiszen e transzkripcios faktor
hidanyaban nincs IRS és normalis szérzet fejlodés [21]. Az IRS és az ORS kozott egy vékony,
mindkettd szomszédos rétegektdl strukturalisan is kiilonbozd réteg, a ,.tars-réteg” kiilonithetd el,
amelynek nem teljesen ismert a jelentdsége, de felmeriil, hogy a szomszédos IRS és ORS nutritiv
ellatasaban, tamogatasaban van szerepe [22].

Az ORS rétege a MK feldl, amelybdl differencialodik, fokozatosan vastagszik a felszin felé,
ekozben egyréteglibél tobbrétegiivé, majd folyamatossa valik az epidermisz bazalis rétegével.
Anatoémiailag elkiilonithet6 része a musculus arrector pili (szérszalfeszit6 izom) csatlakozasanal
talalhato ,,dudor” régid (3. abra), amelyben Ossejtek talalhatoak. Ezeknek az Gssejteknek szerepe
van a hajciklus soran a telogén végi regenerdcid sordn bizonyos epitelidlis sejtek uUjra
képz6désében. Az ORS (amely tehat folyamatos az epidermisszel, azonban a dermisz mélységébe
terjed) fontossa valhat a mélyebb sériilések utan az epidermisz regeneraciojaban [5]. Ragcsalokon
végzett kisérletekbdl szarmazo in vivo eredmények alapjan ismert, hogy az anagén fazisban 1év6
szOrtiiszOkkel boritott bor sebgyogyulasa gyorsabb, mint a katagén szdrtiiszoeket tartalmazo bor
[23]. Az ORS-keratinocitak (ORSK-K) tehat, habar potolhatjak az epidermalis keratinocitakat, de
Lhormalis” koriilmények kozott az intakt szortiiszoben nem megy végbe az azokra jellemzo

keratinizacio, mégpedig az IRS Kkeratinocitakkal valo kontaktus miatt [24].
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A bulbuson beliil, annak kdzponti részében, a MK-k éltal kdzrefogva talalhaté a dermalis papilla
(DP, 3. abra), a mezenhimalis eredetii DP-fibroblasztok teriilete. A DP kodzvetleniil nem vesz részt
a szbrszal termelésben, és nem érinti a hajciklus soran az epitelidlis sejtek katagén fazis alatti
apoptozisa, tehat fennmarad a katagén szortiiszében is. A DP kulcsfontossagu szignalizacio forrasa
a szOrtiisz0 fazisai kozotti valtasok alatt (a szortiiszé karmesterének nevezik, talalo hasonlattal). A
DP-sejtek kiemelt szerepére utal, hogy mind in vitro bérmodellben, mind in vivo képesek

szérnovekedést indukalni, ha bérbe implantaljak [25].

3.1.4.2. Az anagén-katagén atmenet és a katagén fazis

A katagén fazist involucids folyamatok jellemzik, a regresszié a DP és a szdérszal kozott 1évo
epitelialis struktirakat érinti, mely soran a matrix Keratinocitak és egyéb epitelialis sejtek
apoptotizalnak [15]. A DP-t az apoptotikus folyamatok nem érintik; a DP felett keletkezd
»epitelialis nyél” kialakuldsa segit azonositani (4. abra) a fazist. A DP a katagén fazis alatt
fokozatosan mozog a felszin iranyaba, és megkozeliti a dudor (,,bulge”) régiot, ahol az epitelialis
Ossejtek vannak. Ha ez elmarad, akkor az ¢letciklus teljesen véget ér, és a szOrtiisz6ben nem
képzddik 1) szorszal.

Nem igazan ismert részleteiben, hogy mi vezet a katagén fazis beinduldsahoz, am taldn érdekesebb
kérdés, hogy miért kell véget érnie az azt megel6z6 anagénnek. Azt mar viszonylag régota tudjuk,
hogy a korai katagén fazisban megvaltozik az apoptozissal klasszikusan Osszefliggésbe hozott
markerek és szignalizacios elemek (pl. Fas-ligand, c-myc) expresszidja, és ezt megel6zi néhany
humoralis faktor vagy receptoranak (pl. transzformalo-novekedési-faktor [TGF, transforming
growth factor] TGF-B) expresszidja a kései anagénben [26]. A TGF altipusok koziil a TGF-p1 és -
2 a katagén beinditasaban jatszik szerepet, és apoptozist indukal keratinocitakban [27]; arnyaltabb
Osszefliggésre utal ugyanakkor, hogy a TGF-szignalizacio blokadja az anagénbe 1épést is késlelteti,

illetve kiilonb6z6 epitelialis Gssejtek eltéréen reagalnak ra [28]. Pontosan a regresszid soran, az
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apoptotizalo keratinocitak utan kialakul6 epitelidlis nyél az, ahol a TGF-B2 és a TGF-receptor-I1
ko-expresszalodik [27]. Ez a jelenség jol Osszekapcsolja a szortiiszé hajciklus soran bekdvetkezd

strukturalis valtozasait az apoptotikus folyamatokkal €s az azokat szabalyozo faktorokkal.

3.1.4.3. A telogén fazis alatt jatszodo folyamatok, Atmenet az ijabb, kovetkezo anagén fazisba
A katagén fazis soran kialakult epitelidlis nyél, majd annak zsugoroddsa miatt a telogén fazisban a
szOrtiiszé egésze csak a dermiszben helyezkedik el, nem ér le a zsirszdvetig, és a DP nagyon kis
méretlire kompaktalodik [17]. A telogén fazisban a szOrtiisz6 sejtjei proliferacio és biokémiai
aktivitds szempontjabol nyugalomban vannak, amely a kdvetkezd anagén fazis kezdetéig nem
valtozik. Minimalis proliferaci6 a masodlagos hajcsiraban figyelheté meg; Kis, osztodo
sejtcsoportok itt lehetnek. Ennek a fazisnak a fenntartasaban is azonositottak parakrin faktorokat,
hormonokat. A telogén fazis alatti ,,nyugalom” fenntartasaban szerepet jatszik a bone morphogenic
protein (BMP)-szignalizacios utvonal [8]. Ebben az utvonalban szerepet jatszik tobb BMP-altipus,
melyek szintje jellegzetesen a hajciklussal szinkron moédon valtozik. Dontden mar az anagén fazis
végén emelkedik, majd a telogén fazis alatt tet6zik, és a kovetkezé anagén fazis Kezdetéig magas
marad expresszidjuk [8]. A BMP negativ szignaljat ellenstlyozza féleg a Wnt (Wingless-related
integration site) csalad tobb tagja [29], de szamos egyéb jelatviteli ttvonalat is azonositottak mar
a telogén fazis fenntartasaban vagy limitalasaban [16]. Bizonyos esetekben az is bekovetkezhet,
hogy nem egy kovetkezd anagén fazisba 1€p a szortiisz0, hanem kilép a hajciklus repetitivitasabol,
¢és miniatiirizalodik [30]. Ezt bizonyos hormonok is képesek el6idézni jellegzetes lokalizaciojh
teriileteken (pl. tesztoszteron) [31].

A telogén fazist kovetd ujabb anagén fazis kialakuldsa alkalmaval a szortiisz0 részben a
morfogenezisét ismétli meg, a DP sejtjei €s az epitelialis kiilsé gyokérhiively egy specialis része, a
dudor (3. és 5. abra) teriiletén talalhatd Ossejtek kozott hasonld szignalizacio zajlik le, mint a

dermalis kondenzatum ¢€s a nem-differencialt epitelialis sejtek kozott.
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A hajciklus soran valtakozo, egészséges lefolyas esetén targyalt fazisok mellett ismeriink
patologias koriilmények kozott megjelend, jellegzetes, ugynevezett disztrofias fazisokat is. Ezek
altalaban valamilyen hirtelen karositdo hatas (leggyakrabban rakellenes kemoterapia) esetén
alakulnak ki. A disztrofids anagén fazis enyhébb, mig a disztrofids katagén fazis sulyosabb
karosodas esetén kdvetkezik be; ilyenkor anagén vagy katagén fazisu szOrtliszore emlékeztetd, de
stilyosan karosult és nem funkcionalis sz6rtiisz6 alakul ki [32].

Késo telogén Anagén kezdet (1.) Anagén Il. Anagén Il

,dudor”
—

régio ,»Bunkds” szdrszal

Masodlagos

hajcsira Kiils6 gyokeérhiively

Belsé gyokérhiively

5. abra

A telogen-anagén atmenet
A telogént kovetd atmenet sordan a DP hatasdara vjra Kialakulnak az anagén szortiiszore jellemzé rétegek.
Részletesen a szovegben olvashaté modon. Sajat dbra.

3.1.4. A hajciklus szabalyozasa

3.1.4.1. Hormonalis szabalyozas

A sz0rtiisz6 és a hormonok viszonyanak legalabb két aspektusa van. Egyrészt a DP vaszkularizalt,
ide, valamint diffizioval mas szortiisz6 kompartmentekbe eljuthatnak vérben keringé szisztémas
hormonok, amelyeknek receptorai expresszalodnak, igy hatassal vannak a szOrtlisz biologiai
folyamataira, foként a hajciklusra. Masrészt a szortlisz6 képes tobb hormon szintetizalasara is,
amelyek komplex hatdsokat fejtenek ki. A szOrtiisz6 hormonalis szabalyozésa kiilondsen fontos,
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hiszen szamos endokrin korkép vagy allapot velejardja is lehet a csokkent vagy éppen fokozott
szoérnovekedés.

Adott esetben nem is csak egy hormon receptorat expresszalja a szortiisz6, hanem az adott hormon
pajzsmirigy-hormon kalorigén hatasa érdekes modon csak transzkripcids szinten érvényesiil,
azonban a tengelyben f6lotte allo, alapvetéen hipotalamikus tireotrop- és hipofizealis tireoidea-
stimulalé hormon (TSH) fehérje szinten is fokozza a cél-proteinek (mitokondrialis citokrom-C
oxidaz 1-alegység, mitokondrialis transzkripcids faktor A-alegység) kifejez6dését [33]. Emberi
szOrtliszOk kezelése TSH-val nem eredményez mérhet6 modon pajzsmirigyhormon-szekréciot
[34].

Ennél is érdekesebb a kortikoszteroid-tengely jelenléte, ugyanis a szortiiszé egyarant célpontja a
hormonoknak és termelni is képes azokat [35]. Ezek koziil a CRH és ACTH mellett a kortizol talan
a legjelent6sebb; a szOrtiisz6, mint periférias célszerv viselkedik, mivel extraadrenalis
hormontermelé [36]. Amellett, hogy a kortizol hormonnak hatasa van a szOrnovekedésre, az is
kiilon jelentdséget ad, hogy a bdrgydgyaszatban gyakran alkalmazott gliikkokortikoid hatasu
kiils6leges szerek szortiiszokre kifejtett mellékhatasaval is szamolni kell, kiilondsen tartds
hasznalat mellett gyakori a fokozott szérndvekedés. Ennek tiikrében érdekes, de a tengely
hormonjai ko6ziil a CRH-nak van in vitro gatlo hatasa a sz6rnévekedésre pro-katagén hatas mellett,
mig az ACTH és kortizol nem mutat szignifikans hatast [36].

A novekedési hormon talzott vagy csokkent termelésével jard régota ismert hipo/hipertrichosis
ellenére csak a kozelmultban sikeriilt ex vivo igazolni human szdrtiisz6kon a novekedési hormon
katagén-indukalo hatasat [37]. A prolaktin is katagén fazis felé tereli a hajciklust, de csak magas
dozisban, és a feltételezett hiperprolaktinémias allapotok és a hajhullas kozotti Osszefiiggés

egyeldre nem bizonyitott [38, 39].
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A nemi hormonok kiilonb6zé modon hatnak a szérndvekedésre, hatasuk féleg a masodlagos nemi
jellegek megjelenésekor van az az adott nemre jellegzetes szérzet kialakulasaban [40]. Az
Osztrogén hatas f6 kozvetitjeként ismert 17-B-6sztradiolt korai kutatasok ragesalokban in vivo a
telogén-anagén atmenetben azonositottak [41], késébb inkabb katagén-indukald, illetve anagén
fazisba valo atlépést gatlo hatasat igazoltak in vivo [42]. Ezt a hatast — egérben — a két ismert
receptor koziil az 6sztrogén-receptor (ER)-a kozvetiti, az ER-B pedig, Gigy tlinik, hogy féken tartja
a masik receptor hatasait. Az Osztrogén-indukalt sz6rnévekedés-gatlas hatterében BMP-4 szint
emelkedését irtak le, ez vezet katagén indukciohoz és telogén prolongaciohoz [43]. Emberben tigy
tlnik, hogy az androgénekkel kardltve szabalyozza a fanszérzet novekedését, valamint fontos,
hogy a szortiisz6 rendelkezik a szteroid szintézishez sziikséges enzim-apparatussal, illetve az
androgénekbdl is képes Osztrogéneket eldallitani [40]. Kiilonbozé nemii emberekbdl, de azonos
borteriiletrél (fronto-temporalis régid) szarmazd szOrtiiszOk ellentétesen reagalnak Osztrogén
kezelésre, amely a receptor eltérd expresszios mintazatabol fakadhat [44].

Az androgének szerepe a férfiakban trivialis a masodlagos nemi jellegek, az arc- és
szeméremszOrzet kialakitdsaban és az androgén-alopécia, masnéven férfias-mintdzati hajhullas
allapotanak létrehozasaban. Az androgének vérszint-emelkedése serdiilékorban bizonyos
lokalizacioju szortiiszokre ellentétesen hat (masokat pedig egyaltalan nem érint), ezt a jelenséget
szokas androgén-paradoxonnak is nevezni [45]. A hétkoznapi megfigyelést is igazolja in vitro
eredmény, miszerint az androgén-receptor aktivacio fokozza a DP-keratinocita ko-kulturakban a
proliferaciot, ha a szakall teriiletérdl szarmaznak a sejtek, mig gatolja azt, ha a sejtek egy kopaszodo
régiobol szarmaznak [46]. Az androgén hatast in vivo nem is a vérben magasan a legnagyobb
mennyiségben keringdé tesztoszteron, hanem a beldle intracellularisan az 5-a-reduktaz (5-AR)
enzim altal atalakitott aktiv dihidrotesztoszteron (DHT) kozvetiti, mely kotédik a nuklearis

androgén-receptorhoz [47]. A DP a klasszikusan androgén célszervekhez hasonloan egyrészt
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rendelkezik az androgén receptorral, masrészt az 5-AR enzimmel is. A jelenlegi elképzelés szerint
a hirtelen megemelkedé androgén szint inditja meg a szOrtiiszok miniatiirizalodasat, amely

makroszkdposan a haj ritkulasdhoz, az androgén alopéciahoz vezet.

3.1.4.2 A hajciklus és a szértiiszo egyéb biologiai folyamatainak parakrin szabalyozasa,
kiilonos tekintettel az adenozinra

A human sz0rtiiszok egymassal nem szinkronizaltan valtanak a hajciklus fazisai kozott, ebbdl a
szempontbol minden szortiisz6 ,.kiillon életet €17 [4]. A kiilonboz6 szortiisz6en beliili
kompartmentek kozotti kommunikacionak igy dontd szerepe van a fo bioldgiai folyamatok, azon
beliil is elséként a hajciklus szabalyozasaban.

A hajciklus szabalyozasaban szamtalan parakrin mediatort irtak le, féleg citokineket és novekedési
faktorokat [48]. Megjegyzendd, hogy ezeknek a neve sokszor csak torténelmi jelentségili, néha
kissé félrevezetd, mert az elso leirt hatasara utal, és nem feltétleniil lehet kdvetkeztetni az altalanos
vagy a szortiiszOre kifejtett hatasaira. Vannak, amelyeknek a morfogenezis soran is szerep jut,
vannak ugyanakkor, amelyeknek nem ismerjiik ilyen hatasait [8, 16].

Mivel régota ismert, hogy a hajciklus kritikus fazisvaltasai koziil a katagén tazisban apoptotikus
folyamatok mennek végbe, koran vizsgaltak a pro-apoptotikus hatasu faktorokat, mint potencialis
katagén-indukalod hatast agenseket. Mara ismert, hogy a novekedési faktorok koziil az egyik
legismertebb ¢és kiterjedten tanulmanyozott, szOrtiiszére hatassal bird pro-katagén faktor a TGF-
csaladba tartozd6 TGF-B 1-3 izotipusa. A 3 TGF-B izotipus 70-80%-o0s homoldgiat mutat, és
ugyanazokat a receptorokat aktivalja [49]. Viszonylag régi vizsgalatok alapjan a TGF-3 expresszio
(ekkor még nem kiilonitették el az altipusokat) kdzvetleniil a katagén fazis el6étt emelkedik [26]. A
TGF-B2 az egyik legalapvet6bb parakrin mediator, ami képes katagén fazist indukalni emberi
szOrtliszOkben. Jelentdségét fokozza, hogy szamos egyéb — parakrin vagy szisztémas — faktor is a
TGF-B szintézisén keresztill képes ezt a hatast kivaltani. J6 példa erre a jelenségre a

dihidrotesztoszteron is [50], de in vitro eredmények szerint a D3-vitamin is fokozza a DP sejtek
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TGF-B szintézisét [51]. Ismert anagén-indukald faktor is (pl. IGF-1), amely részben a TGF-8
szintézis csokkentésén keresztiil fejti ki hatasat [52]. A TGF-B2 jellegzetesen az anagén-katagén
atmenet soran akkumulalodik a sz6rtiiszOben, és in vitro gatolja a sz6rnovekedést, ami egybe cseng
az el6z0 hatassal. Ismert, hogy mig a dermalis fibroblasztok nem, addig a DP fibroblasztjai képesek
a TGF-B2 szintézisre [51]. A TGF-B1 is a DP-ben termelddik, de indukalhaté modon, pl. androgén
hatasra, és egyébként a hajciklusban szintén a katagén fazist megeléz6éen emelkedik meg az
expresszidja [53, 54]. Tehat mind a TGF-B1, mind a TGF-B2 szintje is androgén hatasra fokozodik,
és e hatas mogott szerepet jatszik a reaktiv oxigén-gyokok termelédése is [55]. A TGF-B3 hajciklus
szabalyozasaban betoltott szerepérdl egyeldre nincs pontos informacio, és KO-egérben sincs hatas
a szbr-fenotipusra [49], bar emberi szértiiszOben kimutattak a keratinizalodo MK-sejtekben [27].
Az 6sszes TGF-P tipus egyarant a két receptor altipus (TGF-B receptor-1-11) heterodimeréhez
kotddik. A TGF-B receptor expresszid a regredialod, katagén fazisti szortiiszOben megjelend
epitelialis nyélben magas, ami arra utal, hogy ez az egyik fontos célpontja a TGF- hatasnak [27].
A TGF-p receptor-ll-t expresszald sejtek apoptotizdlnak, amely alapjan a katagén fazist okozo
hatas sejtszinten is tetten érhet6 a sz6rtiisz6ben [27].

Az epidermalis novekedési faktor (EGF) receptora (EGFR) anagén fazist szortiisz6kben az ORS-
ben mutathaté ki foleg, de a katagén, majd telogén fazisti szértiisz6ben megjelend atmeneti
struktarak (epitelialis nyél) is nagy mennyiségben expresszaljak [56]. Az EGFR eloszlasa
egybecseng azzal, hogy in vitro az EGF kezelés a human szértiisz6kben katagén atmenetet okoz
[57]. EGFR-gatlo célzott terapia egyre szélesebb kori hasznalata soran hamar kideriilt, hogy
gyakran szortiiszOket érintd mellékhatasok (acneiform kiiitések, megvaltozott haj-fenotipus)
jelennek meg, ami igazolta az EGF szdrtiisz6-biologiaban betoltott szerepét [58].

A fibroblaszt novekedési faktor (FGF) csaladba tobb parakrin mediator is tartozik, amelyeknek

hatdsa van a szérnovekedésre. Az FGF-5 gatolja a szérndvekedést a DP-sejteken keresztiil és
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katagén fazist indukal [59]. Arnyalja a képet, hogy az FGF5 génrél két funkcionalis fehérje termék
képzdédhet (alternativ ,,splicing” révén), amik koziil a rovidebb FGF-5s (FGF5-short) némileg
antagonizalja az FGF-5 hatasat egérben [60]. Emberben még nem vizsgaltak az FGF-5s hatasat a
szérnovekedésre; az FGF-5 jelentdségét az a klinikai tény adja, hogy a génjében bekdvetkezett
mutacio korosan hossza szempilla szérszalképzéssel, trichomegaliaval jar homozigota egyedekben
[61]. Az FGF-18 és FGF-22 expresszidjat kutya és ragesald szortiisz6 IRS rétegében mutattak ki
[62, 63]. Emellett az FGF-18 a telogén dudor régidban is aktiv, és KO-egerekben nagyon lecsokken
a telogén hossza; ez arra utal, hogy a telogén fazis fenntartasaban lehet fontos szerepe [64].
Egerekben az FGF-1,2 és FGF-10 is fokozza a sz6rndvekedést in vivo [65]. Az FGF-9-et pedig yo-
T sejtek is termelik sebgyogyulas soran [66], ami pedig szOrtiisz6 neogenezissel jar.

A FGF csaladba tartoz6 keratinocita novekedési faktor (KGF) neve is a keratinocitakra kifejtett,
proliferaciot fokozo hatasbol eredeztethet6. Nem meglepé modon a szortiiszore is hasonld hatast
inaktiv formaja is termel6dik a DP sejtjeiben, és a szortiiszOben a HGF-aktivator szerin-proteiniz
enzim hatasara alakul at az aktiv formava, ami fokozza a sz6rnovekedést [68]. Az anagén fazis
fenntartasaban fontos az inzulinszerii ndvekedési faktor-1 (IGF-1), receptora, az IGFR1; foként a
MK ¢és ORS régiokban expresszalodik anagén sz0rtiiszében, és mennyisége katagén atmenet soran
csokken [69]. Antiapoptotikus hatasa mellett mas, pro-anagén faktorok (vérlemezke eredetii
novekedési faktor, PDGF) szintjét is emeli és igy in vitro is fokozza a sz6rnovekedést [70].

Az adenozin némileg kiilonbozik az eddig targyalt parakrin faktoroktol, ugyanis ezek nagy részétol
eltéréen nem szekretalt polipeptid, hanem az anyagcsere-folyamatok soran keletkezé purin
nukleotid. Metabolikus szerepe mellett szignalizacids feladattal bir, sajat membran-receptorai
vannak, és ubikviter hatasai szinte minden szervrendszerben megnyilvanulnak. Az adenozin

hatasai kozott IS kiemelkedik altalanosnak tiing anti-inflammatorikus hatasa, amely akar
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farmakologiailag is kihasznalhatd. Az adenozin kezelés egérben ex vivo a szOrtiiszében
expresszalodo adenozin-receptorok (Az, Aza €s Ao, Az) koziil az Axp-n aktivalasan keresztiil tobb
(fent targyalt) novekedési faktor expressziojara is hatassal van az, melyek koziil az FGF-7 szint
fokozasa tlinik kiemelked6nek [71]. Az adenozin indirekt modon fokozza a szérnovekedést,
emberben is ex vivo eredmények alapjan, és ez a hatas részben a DP sejteken keresztiil valosul meg
[72]. Munkacsoportunk eredményei szerint az ORSK-k is hozzajarulnak az adenozin hatasanak
kozvetitéséhez a hajciklus szabalyozo faktorok (pl. TGF-B2, IGF1R, EGF) kifejezddésének anagén
iranyba torténd eltolasaval [73].

Mindegyik adenozin receptor G-fehérjéhez kapcsolt 7-transzmembran (7-TM) receptor, és az
adenilat cikldz fehérje miikddését pozitiv/negativ irdnyba befolyasolja. Az A1 és A3 csokkenti a
mitkodését, a tobbi fokozza, igy a ciklikus adenozin-monofoszfat (CAMP) szintre is ugyanilyen
hatassal vannak, ami végs6 soron a proteinkinaz-A (PKA) enzimaktivitas fokozasahoz vagy
csokkenéséhez és célfehérje-foszforilacio szintjének valtozasahoz vezet. Erdekes, hogy pont a
CAMP-szintet és PKA-jelatviteli Utvonalat serkentd Aoy receptort sikeriilt 6sszefiiggésbe hozni az
adenozin hajciklusra kifejtett pozitiv hatasaival, mert korai kutatasi eredmények, pl. az IL-1
ellentétes hatasa mogott is a cAMP szint fokozasat mutattak ki [74], és a PKA-szignal emelkedése
is hasonlo hatasu [75]. Ez a latszolagos ellentét a szOrtiisz6-biologia és az azt célzd kutatasok
komplexitasara utal. Ez a ,,mini-organum” megannyi féle sejtbdl épiil fel, és az egész szerv-kultarat
célzd Kkisérletek soran nem lehet egyértelmii hatdst rendelni egy jelatviteli Utvonalhoz.
El6fordulhat, hogy a DP-sejtekben az adenozin fokozza az anagén faktorok szintézisét, igy a
szOrtiiszé egészén is hasonld hatasokat okoz, azonban az adott jelatviteli itvonal bekapcsolasa
minden szortiiszot alkoto sejtben — pl. a MK vagy ORSK sejteken valdo dominanciaval — ellentétes

hatasokat valt ki. A Klinikumban, sikeresen alkalmazott sz6rnovekedést fokozo szer, a minoxidil
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hatasanak hatterében is részben az adenozin felszabaditas all. Részben erre alapozva adenozin
tartalmu kozmetikai termékek elérhetdek, amelyek klinikai validalasa még varat magara [76].
3.1.5. A szértiisz6 biolégiajanak immunologiai vonatkozasai

A bér immunologiai jelentdsége szintén barrier funkciojabol fakad; jelents szdmu rezidens
immunsejt taldlhat6 benne, melyek szama bizonyos koriilmények esetén sokszorosara ndhet. A bor
immunrendszerének, a sok és sokféle funkcioji immunsejt jelenlétének a korokozok elleni
immunitas kialakitasa és fenntartasa a célja; ugyanakkor pont ez ad lehetéséget szenzitizacio,
autoimmun ¢és auto-inflammatoérikus folyamatok, betegségek kialakulasara, amelyek a szOrtiisz6t
is érinthetik [77]. Tekintettel arra, hogy a sz6rtiisz6 tulajdonképpen egy nyilas a bérbarrieren beliil,
gyakran ¢és konnyen indulnak be gyulladasos folyamatok a piloszebaceus egység
mikrokdrnyezetében, mivel a patogének ellen erélyes immunvalaszra van sziikség. Erdekes, és (a
tobbi, ilyen szempontbol hasonld szovethez, szervhez képest) kevésbé ismert tény, hogy a
szOrtiisz0 immunprivilégiummal rendelkez6 szerv (lasd ,,3.1.5.2. Immuprivilégium és jelentésége”

alfejezet), és ennek elvesztése haj- és szérhianyos allapottal jarhat [78].

3.1.5.1. Gyulladas a szértiiszében, illetve a gyulladasban résztvevé faktorok egyéb jelentosége
a szorbiologiaban

A velesziiletett immunrendszer elemei jelen vannak a szértiisz6ben, nyugalomban is el6fordulnak
immunkompetens sejtek, pl. Langerhans sejtek [6]. Az epidermiszhez képest a disztalis ORS-ben
(vagyis a borfelszinhez kozel) magasabb a CD8+ és CD4+ sejtek mennyisége, amely nem meglepd
annak az egyszerll ténynek a tiikrében, hogy a szOrtiisz6 ezen része behatolasi kapu lehet a
korokozoknak [77]. A gyulladas évezredek 6ta ismert jellegzetes tiinetei (calor, dolor, tumor, rubor
¢s functio laesa) a sz0rtiiszében is gyakran tetten érhetdek, elég, ha a prototipikus akut szortiiszo-
gyulladasra (folliculitisre) gondolunk. A gyulladas soran létrejové immunvalasz célja a behatolo
mikrobak eliminacidja, melyben szamos immun(kompetens)-sejt és az altaluk termelt mediator
szerepet jatszik [79]. Az immunvalasz els6 szintje a behatolok érzékelése. A mikrobakra — de az
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eukariotakra altalaban nem — jellemz6 molekuléris mintazatokat (pl. viralis duplaszalit RNS-t vagy
bakterialis lipopoliszacharidot) felismeré receptorok (pathogen associated molecular pattern,
PAMP), az ugynevezett ,.toll-like receptorok” (TLR) a borben bdségesen jelen vannak [80]. A
ragcsalo szortiiszokben az ORS rétegben jelen 1évé TLR-ken keresztiil antimikrobidlis hatasu
fehérjék expresszidja fokozodik [81], illetve a keratinocitakban 1évé TLR3 fokozza a pro-
inflammatorikus hatasu citokinek, pl. interleukin-6 (IL-6) expresszigjat. A TLR3 ligandja, a
duplaszali RNS egy masik tipusa PAMP-receptort, az NLRP3-t is képes aktivalni, mely szintén
kifejez6dik az ORSK-kon. Az NLRP3 a NF-kB (nuklearis faktor- kB) szignalizacion keresztiil
hozzajarul a pro-inflammatorikus szignal beinditasahoz, els6ként az IL-1P szintézishez, majd
kaszkadszertien a TNF-a és az IL-6 expresszio fokozodasahoz [82]. A duplaszali RNS-hez hasonld
molekuléak a szoveti sériilés soran is felszabadulnak, és ezek a TLR3 aktivalasaval hozzajarulnak a
regeneraciohoz, sebgyogyulashoz, amely altalaban egyiitt jar a szOrtiisz6 neogenezissel; a TLR3
aktivacio ugyanis a szortiisz6 morfogenezisében ismert utvonalakat is bekapcsolja [83]. Az NF-kB
ragcsalokban a kiilonbozd szortipusok esetében eltérden, ciklus-fliggd modon valtozik az
expresszio szintje; ez a telogén-anagén atmenetben tlinik jelentdsnek [84]. In vitro eredmények
alapjan az NF-kB az emberi hajciklusban is fontos szerepld, sziikséges az anagén fazis
fenntartasahoz [85].

A lokalisan felszabaduld citokinek nem csak a pro-inflammatorikus hatasukat fejtik ki (pl. a
gyulladasban résztvevo leukocitakat vonzzak a szortiisz6 kornyékére), hanem magara a szortiiszore
is hatassal vannak. Az IL-1a és IL-1p, valamint a TNFa is gatolja a humén sz6rtliszé novekedését
in vitro, és disztrofias anagén fazis kialakulasat eredményezik [86]. Az IL-1pB-r6l az is ismert, hogy
a szornovekedést gatlo hatasa a cAMP-szint fokozasan keresztiil valosul meg [74]. Ezek mellett az

egyébként fOleg antiviralis védekezésben érintett interferon-y (IFN-y) is gatolja az ex vivo
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szérnovekedést, és katagén atmenetet indukal [48, 87]. Az IFN-y azonban nem csak a velesziiletett,
hanem az adaptiv immunrendszernek is fontos szerepldje, és a kronikus korképek kialakulasaban
is fontos szereppel birhat a szérbioldgiaban. A vélhetéen DP-fibroblasztok altal termelt IFN-f3 in
vitro gatolja az ORS-keratinocitak novekedését [88]; érdekes modon azonban megfigyelték, hogy
melanoma kimetszés utani injekcios kezelések soran in vivo szérnévekedést képes kivaltani az
injekciok teriiletén [89]. A TNFa negativ hatast valt ki az in vitro szérnovekedésre, am, mivel
gyakran alkalmazott terapias célpont, a klinikumbdl is rendelhetiink hozza relevans in vivo
szOrbiologiai hatasokat. A TNFa-gatlo kezelések sokszorosan dokumentalt mellékhatasa a
kopaszodds, azonban ebben az esetben nem direkt a hajciklus zavara, mintsem az autoimmun —

kés6bb részletezett — mechanizmusu alopecia areata kialakulasa allhat a hattérben [90].

3.1.5.2. Immunprivilégium és jelentosége

Az emberi szervezeten beliil 1étezik néhany, mas szempontbol egymastol teljesen fliggetlen szovet,
illetve szerv (pl. here, kozponti idegrendszer, placenta), amelyek ko6z0s tulajdonsidga az
immunprivilegizalt statusz. Ez tobbszintli, és kiilonbozo faktorok dsszjatékaként jon 1étre, tgymint
az adott parenchimalis sejtek rendkiviil alacsony mértékli sajat antigén prezentacioja, lokalisan
immun-szuppressziv hatasu faktorok termelddése (pl. TGF-B1, IL-10), a nyirokelvezetés hianya az
adott teriiletrdl, illetve az autoreaktiv sejtek apoptozisat kivaltd ingerek jelenléte (pl. Fas-Fas-
ligand interakcio) [79]. Végs6 soron az immunrendszer nem képes az ilyen, immun-privilegizalt
szervek sejtjei ellen hatékony, cellularis immunvalasz kifejtésére. Ezek koziil a faktorok koziil a
szOrtliszOt, pontosabban az anagén szOrtiiszé bulbusat jellemzi az egyik legfontosabb, vagyis az
antigén prezentacio hianya, mégpedig a major hisztokompatibilitasi komplex (MHC-I) molekulak
alacsony expresszioja miatt [78]. Az ORS-rétegben dusan expresszaloddé FAS-ligand szintén
hozzajarul az immunprivilégium fenntartasdhoz a megjelend immunsejtek apoptozisanak

kivaltasaval [77]. Bar egyelére nem teljesen ismert, hogy miért alakult ki a szOrtiisz6 specialis,
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immunpriviligizalt statusza és az ezzel egyiitt jard tolerancia kialakulasanak hianya, a (klinikai)
jelentOségét annak elvesztése adja. A szOrtliszoben indukalhato az MHC-1 molekulak expresszidja,
¢s ebben az esetben kialakuld sejtes immunvalasz a szOrtiisz6 destrukciojahoz, a hajszal

elvesztéséhez vezet; ezt az allapotot az alopecia areatanak nevezziik [91].

3.1.5.3. Immunmechanizmusu patolégias allapotok a szértiiszében, alopecia areata

Mint az elébbi alfejezetekben ismertettem, a szOrtiisz6 — mint a bor altaldban — disan atszott
immunsejtekkel. Nem meglepetés, hogy tulzott, inadekvat vagy patoldgias irdnyt (autoreaktiv)
immunvalasz ilyen kornyezetben kialakulhat, és karosithatja a szOrtiisz0t vagy annak sziikebb
kornyezetét. Ez lehet egyszerti gyulladas (pl. egy banalis folliculitis), amely altalaban a sz6rszal
elvesztésével jar (functio laesa), kiterjedhet a teljes piloszebaceus egységre (pl. a serdiilékorban
valamilyen szinten mar-mar nem is patoldgias acne), de megjelenhet specialis lokalizacioban is
(pl. hidradenitis suppurativa). A foltos vagy akar teljes szérzet- és hajhiannyal jar6, immunologiai
alapokon kialakulo, szortiiszot érintd patoldgias allapot az alopecia areata. Ebben a betegségben a
korabban emlitett immunprivilégium 6sszeomlasa az elsé 1€pés. Ennek a mechanizmusa a sajat
antigéneket minden sejten prezentalni képes, egyébként a szOrtliszOben nem expresszalodéo MHC-
I molekulak megjelenése [92]. Tobb parakrin mediatorrol ismert, hogy képes ezt a hatast kivaltani;
ezek koziil az IFN-y a legpotensebb, de fontos, hogy az akut gyulladdsban is szerepet jatsz6 TNF-
a €és IL-1 is képes erre, ami arra utal, hogy gyulladasos allapotok idézhetik eld az alopecia areata
kezdeti szakaszat [92]. Ezutan a feltaruld autoantigének ellen kialakulo, citotoxikus T-limfocitak
altal medialt sejtes immunvalasz elpusztitja a szortiiszOt, ahogyan azt Angela Christiano és
munkacsoportja rendkiviil elegans kisérletsorozatat tartalmazo kozleményében leirta [91]. Nem
csupan azonositottak a CD8+ citotoxikus T-sejtek alcsoportjat, amely az IFN-y forrasa, hanem
egérmodelljiikben ezt ki tudtak védeni a T-sejteket stimulalo IL-2 és IL-15RB gatlasaval. Tovabba,

az azonositott citokinek receptorainak jelatviteli itvonalaban kiemelten fontos Janus arcu-kinaz
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(JAK) 1-3 gatlasaval ki tudtak védeni az alopecia areata kialakulasat egér modellben, és mint

effektiv terapias modalitast vetették be human betegekben.

3.2. A tranziens receptor potenciil (TRP) ioncsatorna szupercsalad és az endokannabinoid
rendszer altalanos jellemzése és a bérben betoltott szerepiik

3.2.1. A TRP csatornak

A tranziens receptor potencidl (TRP) ioncsatorndk szupercsaladja egy, az evolucidé soran jol
konzervalt kationcsatornakat magaba foglald csoport [93]. A TRP csatornak k6zos tulajdonsaga 6
TM régié és valtozd szamt ankyrin-domén megléte. Minden fajban meglévé Osszes tipusat
figyelembe véve eddig kb. 50 kiilonb6z6 TRP csatornat irtak le; az emldsdok TRP csatornai kdzé
jelenlegi ismereteink szerint 28 csaladtag tartozik [94]. Ezeket nem ligandumok alapjan soroljuk
csoportokba, hanem az egymashoz vald strukturalis hasonlosag alapjan (6. abra). Raadasul t6bb
TRP csatornanak nem ismerjiik klasszikus értelemben vett ligandjat, s6t, a TRP-ekre kifejezetten
jellemzd, hogy sokféle modalitas (pl. fény, ozmolaritas, pH, h6, mechanikai valtozas) képes
aktivalni. Nevét is err6l kapta: a Drosophila melanogaster (ecetmuslica) retinajan fény hatasara
Ca?'-tranzienseket mértek, melyet az akkor leirt TRP csatorna kozvetitett [95]. A TRP csaladba
tartozO csatornafehérjéket fent emlitett csoportositasa alapjan megkiilonboztetjiik a vanilloid
(TRPV), melastatin (TRPM), kanonikus (canonical — TRPC), policystin (TRPP), mucolypin
(TRPML) és ankyrin (TRPA) alcsaladokat. Erdekes modon az eldbb ismertetett alcsoportokon
ativeld tulajdonsag a bizonyos TRP csatorndkra jellemzd hé-stimulussal valo aktivalhatdsag. Ezek
a hoérzékeny TRP csatornak, masnéven ,termo-TRP”-csatornak, amelyek raadasul kiemelten
fontosnak tlinnek a bor élettani funkcidinak szabalyozéasaban. A kiilonb6z6 thermo-TRP csatornak
koziil a TRPA1 és TRPM7 hideg, a TRPV3 és TRPV4 meleg, a TRPV1 és TRPV2 a forrd
homérsékleti stimulussal aktivalhato. A TRP-receptorok koziil leginkabb a prototipikus TRPV1
tulajdonsagait ismerjiik, hiszen a fajdalom érzékelésben kiemelkedd fontossagi Ao és C rostokon

expresszalodik, hatsogyoki ganglion (DRG, dorsal root ganglion) sejtekbdl sikeriilt klonozni, és ez
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az a csatorna, amelyik a csipds paprika hatéanyaga, a kapszaicin hatasait is kozvetiti. Nem véletlen,
hogy ehhez az érzés-féleséghez a forrdsagot tarsitjuk, hiszen ezek a receptorok — €s igy az ezeket

kifejez6 neuronok is — a forrd (>42 °C) hémérséklettel is aktivalhatoak.
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6. abra

Tranziens receptor potencial (TRP) csatornak altalanos felépitése

Az N-termindalis régioban valtozo szamban fordulnak el6 AnkR-k, de nem minden TRP csaladban
vannak jelen. A miikodo tetramer TRP csatorndban a 4 alegység S5-S6 szegmentumai alkotjak a
porust, az ionmozgast a piros nyil mutatja ezen keresztiil. Az S4 — S5 kapcsolo tovabbitia a
konformdciovaltozast a fesziiltségérzékelo S1 — S4 domén (arany ellipszis) felol az S6 kapuig (z6ld,
also). Az N- és C-terminalis polipeptidlancok f6 doménjei alcsaladonként valtoznak. A TRP box
tobbé-kevésbé konzervalt. AnNKR, ankyrin ismétlés; CIRB: feltételezett kalmodulin és inozitol,
1,4,5-trifoszfat receptor kéto domeén; EF kéz, Ca%*-kot6 domén; NUDIX, ADP ribéz /NAD kitd
domén; PLIK, szerin / treonin-kindz; PDZ, a scaffold-fehérjékhez kotédé domén. Clapham:
Transient Receptor Potential (TRP) Channels [95] alapjan.

3.2.2. A TRPV4 altalanos jellemzése
A TRPV4 ioncsatorna kordbbi elnevezései utalnak felfedezésének idépontjabol (2000) eredd

kronologiai tényekre (VRL2, vanilloid receptor like-2) vagy az aktivalhatosagaval ¢és
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funkcionalitasaval kapcsolatos korai kutatasi eredményekre, pl. OTRPC4 (ozmoszenzitiv tranziens
receptor potencial csatorna 4) és VR-OAC (vanilloid receptor-related osmotically activated
channel). S6t, a kozelmultban sikeriilt azonositani, hogy a korabban csak ,,.DSper”-ként (a
»spermium depolarizald csatornaja”-ként) elnevezett kation csatorna is a TRPV4 [96].

A TRPV4 ioncsatorna is egy non-szelektiv Ca®*-csatorna, strukturalisan négy, egyenként 6 TM-
doménnel rendelkezé alegységbdl felépiil6 tetramer-fehérje [97]. White és munkatarsai
kozelmultban megjelent irodalmi attekintésében dolgozta fel a TRPV4-rél felhalmozott
ismereteinket, ezért a TRPV4 altalanos jellemzésénél — és ahol kiilon nem hivatkozok mas cikkekre
— féként erre a miire utalok értekezésemben [98]. Altalaban homotetramer formaban fordul el6, de
leirtak mas TRP-receptor csatorna alegységekkel (pl. TRPC1, TRPP2) képzett heterotetramer
fehérjét is. A N-terminalis kozelében 1év6 TRP-domén sziikséges a tetramer-képzéshez. A hat
transzmembran (S1-S6) régio elott és utan 1évo C- és N-terminalis is intracellularisan helyezkedik
el, az ionok ateresztését lehetdvé tévo porusképzé domén a két utolsd (S5-S6) TM régiobol épiil
fel (6-7. abrak). A TRPV4 csatorna kb. 40 mas fehérjével keriilhet interakcidba, igy olyan alapvetd
intracellularis szabalyozé molekulak kotOhelyei is megtalalhatoak rajta, mint pl. az ATP,
kalmodulin és a foszfatidil-inozitol-biszfoszfat.

A TRPV4 csatorna tobbféle kiilonbozé modalitassal is aktivalhato, melyek koziil az ozmolaritas-
valtozas volt az els6 azonositott ingerféleség. Emellett mechanikai deformacio is képes nyitni a
TRPV4-et, és ennek a nyomasérzékelésben van jelentdsége; rdadasul ez a két mechanizmus Ossze
is fligg, az ozmolaritas csokkenése szenzitizalja a TRPV4-et mechanikai ingerekre. Annak ellenére,
hogy a hipotonias extracellularis tér jol ismert modon fokozza a TRPV4 aktivitast, bizonyos
koriilmények kozott a fokozott ozmolaritas is aktivalhatja a TRPV4-et [98]; ezen utobbi

mechanizmusa még nem ismert részleteiben.
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A termo-TRP csatornak ko6z¢ tartozo TRPV4-et a 25 °C feletti hdmérséklet aktivalja, bar ez nem
egy ¢les hatar, amely alatt nem, felett pedig Kinyit az ioncsatorna. Az 6sszefiiggés fokozatos, minél

magasabb a (hatdr feletti) hémérséklet, annidl nagyobb Ca?'-bedramlashoz vezet.

b,

~extracellularis 47\/5?

:

S4 - S5 kapocs
\TRP domén

7. abra
A TRPV4 szerkezete

Tetramer formdban (a,b,d), illetve egy monomer cryo-elektron mikroszképos mérések alapjan
szerkesztett sematikus kép (C). Deng és mtsai [98] alapjdn. Részletes leiras a szovegben. ARD,
ankyrin ismétlés domén (ankyrin repeat domain), CTD: citoszolikus C-termindlis domén, HTH:
helix-turn-helix domeén.

Réadésul a kiiszobhdmérséklet valtozhat attol fiiggden, hogy milyen sejten, milyen egyéb TRP
receptorok kifejezodésével egylitt expresszalodik a TRPV4 ioncsatorna. Emellett a

héérzékenységet befolyasolhatjak egyéb koriilmények is (aktivalt jelatviteli utvonalak, mas
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ingerrel szenzitizacid), igy végsdsoron a kiiszobhomérséklet akar testhomérséklet kozeli érték is
lehet [99]. A tartos aktivacios homérséklet feletti allapot pedig csatorna-deszenzitizacidhoz vezet,
ami esetén a TRPV4 csatorna inaktiv allapotba keriil. Azonban, ha ez a tartds inaktivalt allapot
tovabb fennall, akklimatizalodhat is @ TRPV4, vagyis a folyamatos héstimulus végso soron akar
folytonos aktivitdshoz is vezethet. Az aktivald homérsékleti tartomany szenzitizalja a TRPV4
csatornakat mas ingerféleségek iranyaban is. A TRPV4 hdingerrel vald aktivacioja tehat tobb
tényez6t6l fligg, és bar izolalt human keratinocitikban nem vizsgaltdk ezt in vitro, egér
keratinocitakban a TRPV4 aktivacios kiiszob-hdmérséklet kb. 32 °C [99].

Egyre inkabb hozzak Osszefiigésbe a TRPV4 funkcidt a gyulladas kialakulasaval, tobbek kozott
azért, mert a farmakologiai vagy genetikai gatlasa mellett az LPS altal kivaltott gyulladasos citokin
termelés elmarad vagy csokkent mértékii [100].

Alacsony pH és kiilonb6z6 savak is képesek aktivalni a TRPV4-t, de nem teljesen ismert ennek
mechanizmusa. A savas pH gyakran kiséri a gyulladasos folyamatokat, amihez az 6déma révén
mechanikai deformacio is tarsul, mindkett6 képes aktivalni a TRPV4-et. Emiatt, valamint tobbféle
modell és faj vizsgalataval szerzett eredmények alapjan a TRPV4-et fontosnak tartjuk a
gyulladasos folyamatok kialakulasaban [98].

Endogén ligandumok koziil a prototipikus kannabinoid, az anandamid (n-arachydonoil-etanol-
amin) és metabolitja, az arachinoid-sav indirekt modon képes aktivalni a TRPV4-et (egy Cyp450-
epoxigendz enzim medialt moédon képz6dé metabolit révén). Emellett a szintén endogén, a
mevalonat anyagcsere-titvonalban szerepet jatszo dimetil-allil-pirofoszfat (DMAPP) is aktivalja a
csatornat mikromolaris tartomanyba esé félmaximalis dozisban, bar kérdéses, hogy hatasa a
biologiailag relevans koncentracio-tartomany esetén, in vivo is megnyilvanul-e [98].

A TRPV4 aktivacioja Ca?*-bearamlassal jar; a szignalizacioban ugyanakkor fontos, hogy a Ca?*-

szenzitiv K*-csatornaval gyakori kolokalizacié miatt sokszor — az ingerlékeny sejteken kiilonosen
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fontos modon — hiperpolarizacidhoz vezet. Emellett a nitrogén-monoxid (NO) termelést is serkenti,
az illékony NO pedig a szomszédos sejtekben szintén képes akar a Ca®*-szignallal ellentétest hatast
Kivaltani. Ennek megfeleléen a béron kiviil a TRPV4 szerepe fontosnak tlinik a vérkeringés

komplex szabalyozasaban, a tiidében, az urogenitalis rendszerben [98, 101].

3.2.2.1. A TRPV4 szerepe a bérben

A TRPV4 az epidermalis barrier felépitésében fontos szerepet jatszhat, foként in vitro eredmények
alapjan. A keratinocitakban a sejtkapcsolatokat kialakitd zonula adherensben az E-cadherin és f3-
catenin partnereként fejezédik ki, és a TRPV4 aktivacié — vélhetéen a bearamld Ca®* miatt —
kedvez a sejt-sejt kapcsolatok kialakulasanak [102, 103]. Nem meglepd tehat, hogy a TRPV4
hianyaban csokken a barrier funkcio. A TRPV4 emellett a zonula occludens tipust sejt-sejt
kapcsolatok kialakitasahoz is hozzajarul [104], ami szintén fokozza a barrier-funkciét, 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
[105]. Ezt a megfigyelést tamasztja ala kémiai agonistaval mért eredmény, kiemelendd, hogy a
szintén termo-TRP csatorna TRPV 1 aktivacioja és a magasabb hdmérséklet ezzel ellentétes hatasu.
szerepet, ugyanis a kémiai aktivicioval kivaltott ér-konduktancia novekedés mérteke a
hostresszéhez mérhetd [106].

A fiiggelékek és a TRPV4 viszonyarol kevesebb ismeretiink van, koziilik a faggyumirigyben
igazolt a TRPV4 expresszio, aktivaciojanak hatasara a sejtek proliferacidja csokken [107]. Az in
vivo alkalmazott TRPV4 aktivatornak ugyanakkor nem volt hatasa a verejtékezésre [106]. A
szOrtliszOben nem vizsgaltdk a TRPV4 kifejez6dését, illetve az aktivacido hatasat, de annyi

ismerettel mindenesetre rendelkeziink egér boron végzett kisérletek eredményeibdl, hogy a TRPV4
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leginkabb az ORS rétegben fejezddik ki, valamint a DP-ben nem tudtak igazolni az mRNS-szintii

kifejez6dését [108].

3.2.3. Az endokannabinoid rendszer

Endokannabinoid rendszernek (ECS) nevezziik sziikebb értelemben az endogén, vagyis a szervezet
apparatust ¢és az endokannabinoidokra (eCB) érzékeny sejtfelszini receptorokat. Tagabb
értelemben hozz4 sorolunk még olyan, egyébként mas rendszerekbe jobban illeszked6 receptorokat
vagy enzimeket is, amelyeken keresztiil szintén képesek eCB-k hatast kifejteni (8. abra). Az ECS

nevét a Cannabis sativa-rol kapta, ugyanis az évezredek ota ismert novény pszichoaktiv

Endocannabinoidok (eCB) és tarsult molekulak Egyéb
“klasszikus” ligandok | Peptid ligandok “ECS-tarsult” modulatorok
Ligandok molekulak N-a:tachidonoyl
An?ndamide Pepkanok Palmitoylethanolamin amino savak,
2-Arachidonoylglycerol Oleoylethanolamid Pregnenolon,
Lipoxin A4

Magreceptor “Nem-cannabinoid” célpontok
PPARa, PPARY 5-HT,,, GIyR, Ajy, 3R,
PPARS 5-HT, UR, 6R, A,

Transzporterek

8. abra
Az ECS-t alkoté ligandok, receptorok, enzimek és transzporterek
Az ECS tagjai rendszerezve. A leiras, illetve a roviditések a szovegben, illetve a roviditések fejezetben.
Toth és mtsai (2019) alapjan [113].

hatéanyaga a ECS-hez tartozd sejtfelszini receptorokon hatva fejti ki hatasait [109]. Két, a
klasszikus értelemben vett ECS-hez kothetd receptor a kannabinoid-receptor-1 és -2 (CB1 és CB2).
Mindketté a metabotrop, azon beliil a 7-transzmembran régioval (7TM) rendelkezd, Gs-fehérjéhez
kotott receptorok kozé tartozik. Ennek megfeleléen aktivacid esetén a sejten beliil emelkedik a
cAMP szint, amely hatasara, csakigy, mint ahogy az adenozin receptorok jelatvitelénél emlitettiik,
a PKA-fiigg6 fehérje foszforilacios jelatviteli utvonal aktivalodik. Az adenozin-receptor aktivacid
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soran aktiv jelatviteli mechanizmussal szignalizalnak a ,,novel”-ECS receptorok is (7. abra).
Emellett bizonyos eCB-ok képesek tobb TRP-csatornat is aktivalni, emiatt a TRP-receptorokat is
az ECS-hez soroljuk. Végiil pedig, az emlitett TRPV4 mellett a CB1 és CB2 is aktivalhato bizonyos
UV-fénytartomanyba es6 fényimpulzussal, bar az ilyen, nem klasszikus ligand-kotés révén
aktivald modalitasokat nem soroljuk az ECS-hez. A TRP és ECS egymashoz vald viszonyanak
megitélése jelenleg sem teljesen egységes. Vannak kutatok, akik a TRP csatornakat nevezik
ionotrop kannabinoid-receptornak”, masok az eCB-kat nevezik ,,endovanilloidoknak”. Ennek a
nembhivatalos, kissé¢ elfogult nevezéktannak bar vannak hatuliitdi, jol jelzi, hogy a majdnem

parhuzamosan felfedezett ECS és TRP-csalad nagyon szorosan dsszefligg.

3.2.3.1 Az endokannabinoid rendszer szerepe a bor élettani miikodésében

Az ECS a bdrben majd minden fontos funkcioban szerepet jatszik [110, 111], amelynek
Osszefoglalasa az 10. abran lathat6. A kozelmultban minden részletre kiterjedden Toth és
munkatarsai foglaltak 6ssze a bor és az ECS kapcsolatardl szarmazo eddig 6sszegytilt ismereteinket
[112]. Az ECS-nek fontos feladata van tobbek kozott az epidermalis barrier egyensulyanak
beallitasdban, a melanogenezisben €és az immunfolyamatokban. A bdrfiiggelékek kozil a
faggyumirigyen kifejez6d6é CB2 lipidszintézist fokozo hatasokat kozvetit, valamint a periférias
idegeken a fajdalom- és viszketésérzékelésben is szerepet jatszik.

A sz0rtiisz6 kiemelt jelentoségét adja, hogy képes endokannabinoid vegyiiletek termelésére is (9-
10. abra). A szortiisz6 f6leg anandamidot, de kisebb mértékben 2-AG-t is felszabadit [113], melyek
a szOrtiiszon kifejez6dé CB1 receptor aktivacidja révén katagén indukciohoz vezetnek in vitro (a
CB2 receptor nem fejezddik ki a szortiiszon). Emellett a forrd hdmérséklettel és (a csipds paprikak
hatasat kivaltd) kapszaicinnel aktivalhatd prototipikus TRP receptor, a TRPV1 is kifejezddik a
sz6rtliszon [114]. Egérkisérletek alapjan katagén szortiisz6ben megné a TRPV1 expresszioja,

valamint a TRPV1-KO egérben a katagén fazis késleltetve jelenik meg [114]. A TRPV1 aktivacio
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human szdrtiiszon is katagén fazist indukal ex vivo [115]. Ennek latszdlag ellentmond, hogy régota
alkalmazunk a klinikai gyakorlatban kapszaicin tartalmu externakat kiilséleges alkalmazasra

alopecia kezelésére. Az in vitro és ex vivo vizsgalatok mindig limitaciokkal is rendelkeznek, pl. az
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Az endokannabinoid rendszer ligandjai és receptorai a borben, illetve a szabalyozott
funkciok

A bdorben az epidermisz mellett a szortiisz6, faggyumirigy termel eCB-kat (AEA, 2AG), de
hatasaikat majd minden borben jatszodo folyamatra kifejtik. Részletesen a szovegben olvashato
modon. A roviditések a szoveg illetve a “Roviditések” fejezetben talalhatoak szerint. Biro és
munkatarsai. (2009), valamint Maccarrone és munkatdrsaitsai. (2015) alapjan [111, 112].

intakt humén szOrtiisz6k nem rendelkeznek beidegzéssel és erekkel, amely az alkalmazott
hatdsokat modosithatja. Ezt megerdsiti kutatdsi eredmény, miszerint a kapszaicin egérben és
alopécias emberekben is fokozza az IGF-l szintet in vivo [116], amely az anagén fazis
fenntartasaban fontos. A TRPV3 is gatlo hatast fejt ki az ex vivo szérnovekedésre és katagén fazist
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indukal [117]. Ezek alapjan — amelybdl legtobb munkacsoportunk eredményein alapul — ugy
gondoljuk, hogy a szortiisz6 hajciklusan egyfajta pro-katagén (TRP)-ECS-tonus érvényesiil.
Borben betoltott szerepének fontossagara utal, hogy a TRPV3 génjében bekovetkezo
funkcionyeréssel jaré mutaciodt sikeriilt igazolni egy ritka, de igen sulyos genodermatdzis, az
Olmsted-szindroma hatterében [118]. Az ilyen betegekben a konstitutivan aktiv TRPV3 funkcio
sulyos alopécias borallapot kialakuldsahoz vezet (amelyhez tarsuldo egyéb bortiinet az akar
amputaciohoz vezetd sulyos tenyéri-talpi keratoderma, testnyilasok koriili
psoriasiform/ekcematiform plakkok). Izgalmas kérdés a bérben kifejez6dé termo-TRP csatornak
funkcioja és fiziologias szerepe. A keratinocitakon 1évé TRPV3 héstimulusra reagalva ATP-
felszabadulassal valaszol, ami szenzoros idegvégzddéseken 1évé receptorahoz kotddik in vitro
[119]. A TRPV3 mikodése fokozott az atopias dermatitiszes betegek keratinocitaiban, és a
viszketés kialakulasaban is szerepet jatszik [120]. Az epidermalis keratinocitdkban a TRPV3
aktivacidja csokkenti az életképességet és gatolja a proliferaciot in vitro, emellett gyulladasos
citokinek szintézisét valtja ki [121]. Erdekesség, és a hoérzékenység fontossagat hangsilyozza,
hogy a gyapjas mamutok extrém hideghez vald adaptacidja a TRPV3 génjében bekovetkezett
mutacionak és megvaltozott hé-szenzitivitaisnak koszonhetden alakult ki [122]. A TRPV3
funkcionalisan aktiv a PSU sz0rtlisz6 melletti masik tagjan, a faggyamirigysejteken is [123]. A
kevésbé differencialt szebocitakon fejezddik ki magasabb szinten mind in vitro, mind in vivo, és

crer

valamint fokozza gyulladdsos medidtorok szintézisét

3.2.4. A névényi eredetii kannabinoid vegyiiletek (fitokannabinoidok) és ezek lehetséges
alkalmazasa a borgyogyaszatban

A Cannabis sativa novényt az emberiség évezredek ota hasznalja; igaz, az errél szolo feljegyzések

nem felelnek meg a mai tudomanyossag altal tamasztott kovetelményeknek. Ehhez képest

41



N-arachidonoylethanolamine 2 arachydonoil-glicerol (2-AG)
Anandamid (AEA)

HO
(—)-trans-A°-tetrahydrocannabinol Cannabidiol
(THC) (CBD)
10. abra

Az legfontosabb endokannabinoidok (eCB) és fitokannabinoidok (FK) kémiai szerkezete
AFK-k (THC és CBD, lent) és eCB-k (AEA és 2AG, fent) szerkezetileg egymdshoz nem feltétleniil
hasonlitanak, de lipidtermészetiik kozos tulajdonsag.

viszonylag késon, csak a XIX. szazadban kezdték vizsgalni a hatasait tudomanyos alapossaggal.
Az els6é novényi eredetii, vagyis fitokannabinoidokat (FK) az 1940-es években izolaltak, mig a
pszichés hatasokért felelds aktiv hatoanyagnak, a (—)-transz-A°-tetrahydrocannabinolnak (THC) a
struktarajat (9. abra) pedig 1964-ben sikeriilt azonositani [109]. Mai ismereteink szerint a
novényben azonosithatd tobb ezer molekula koziil kb. 120-150-et tekintiink FK-nak, ami képes
hatast kifejteni az ECS-en keresztiil [124]. Ezek dontéen a THC és néhany egyéb és kevésbé fontos
FK szintézise és degradacioja soran keletkeznek, vagy melléktermékek, illetve ide tartoznak
mindezen molekulak izomerjei is. Ezek koziil természetesen a pszichoaktiv THC-r6l vannak a

legb6vebbek ismereteink; ez felel a marihuana eredetti kabitoszerek hatasaiért (pl. euforia, tér-ido
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érzékelés valtozasa, fokozott étvagy, vazodilatacid). A kozponti idegrendszeri hatast kdzvetitd
receptort, amelyet CB1-nek neveztek el, csak még késébb, 1988-ban fedezték fel.

Mig a THC alkalmazasat limitalja fent emlitett pszichoaktiv volta, addig tobb egyéb FK is
igéretesnek tiinik klinikai alkalmazasra. Ezek koziil a kutatasok kozéppontjaban a (-)-cannabidiol
(cannabidiol, CBD) all (10. abra), ami bdségesen fordul elé a ndvényben. Bar eleinte ugy tiint,
hogy a CBD minden pszichoaktiv hatastol mentes, a maig Osszegyiilt tudomanyos eredmények
alapjan az allaspont némileg megvaltozott. Az ismert, hogy jol tolerdlt molekula, klinikai
vizsgalatokban 1280 mg/nap dozisban sem okozott mellékhatast, bar kevés betegen vizsgaltak
ilyen magas dozisban [125]. A farmakokinetikajara jellemz6, hogy a féléletideje fiigg a fogyasztas
modjatol és gyakorisagatol, egyénenként valtozo egyszeri intravénas alkalmazas esetén 24 Ora,
krénikus oralis alkalmazas esetén 2-5 nap kozott van [126]. Korabban ugy tiint, hogy a CBD
antagonista/inverz agonistaként viselkedik a CB1 receptorokon, és ezen is alapult az az elképzelés,
hogy elényds THC-val kombinacioban alkalmazni. Olyan adatok is rendelkezésre allnak, miszerint
a CBD nem is kotédik a CB receptorokhoz, illetve magasabb dézisban az eCB-0k hatasat
potencirozza az azokat lebontd enzim gatlasa révén [127]. Bar még mindig nem tamasztott ala
egyértelmiien, hogy mibdl fakadnak az eltérések; nincs egyetértés abban sem, hogy pontosan mi a
CBD viszonya a CB-receptorokhoz, mara egyre inkabb mas receptorokhoz rendelik a CBD-re
jellemz6 sokrétli farmakologiai hatasokat. A CBD célpontjai kozé tartozik a glicin-receptor, a
GPR18 ¢és a GPR55 ,,arva receptorok”, a szerotonin-receptorok (5-HTia, 5-HT24), a nikotinos
acetilkolin receptor (nACHR «a-7), a pu- és 6-opioid receptorok, a peroxiszoma proliferator aktivalt
receptor-y (PPARy), valamint szamos ioncsatorna (TRPA1, TRPV1-4, TRPMS, valamint
fesziiltség fliggd anion- és kalciumcsatornak) és sok enzim is [128].

Kezdetben az emlitett THC-val (kb. 1:1 arany) kombinacioban (Sativex ®), majd énmagaban

alkalmazva neuropszichiatriai korképekben kezdték kutatni hatasossagat, ami az egyedi receptor-
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affinitds mintdzat és az ehhez tarsul6 biztonsagosnak tiind mellékhatasprofil miatt tiint igéretesnek.
A Sativex ® oronazalis nyalkahartya-spray els6 indikacios kore a sclerosis multiplex tiineteinek
(spazmus, fajdalom) csokkentése, amelyben effektivnek bizonyult [129]. Az eredeti elképzelés
szerint a CBD kivédheti a THC nemkivant mellékhatasait (pl. dependencia), azonban 0jabb,
allatmodelleken alapul6 kutatasi eredmények szerint akar 6nmagaban is hatasos lehet, és a hatasat
az adenozin receptor (Aza) medialja [130]. Intenziv kutatds folyik lehetséges alkalmazasara
terapia-rezisztens szkizofréniaban [131, 132], valamint hatasosnak tlinik a gyermekkori, stlyos
epilepsziaban, Lennox-Gastaut- és Dravet-szindromakban is, amelyek esetén mar Europai Unids
jovahagyassal is rendelkezik a szisztémas felhasznalast, belséleges CBD-tartalmu oldat (Epidiolex
®) [133]. Ezek mellett a CBD-hoz altalanossagban anti-inflammatorikus hatast tarsitunk, az elmult
évek kiterjedt kutatasi eredményei szerint [134]. Ezek alapjan a CBD t6bb — in vitro és allat- —
modellben képes volt csokkenti az LPS altal indukalt gyulladasos citokin termelést, valamint az
effektor immunsejtek miikodését; igy hatasos lehet gyulladasos bdrbetegségekben, 1égzdrendszeri
¢és idegrendszeri immun-betegségekben [134-136].

A CBD alkalmazasa a bérgyogyaszatban szintén igéretesnek tiinik, hiszen az ECS az ismertetett
modon nagyon magas Szinten reprezentalt a bérben, fontos funkciokat lat el, illetve az ECS-t6l
fiiggetlen CBD-célpontok is kifejezodnek itt. Raadasul a helyi kezelés tovabb sziikiti a lehetséges
szisztémdas mellékhatdsok megjelenésének lehetdségét. A helyi kezelés tervezésénél figyelembe
kell venni, hogy a lipofil kannabinoidok valtoz6 moédon, de képesek penetralni a stratum
corneumon, bar a CBD a THC-hoz képest kevésbé lipofil [137]. Emellett a formulacié
nagymértékben befolyasolja az oldékonysagot €s penetranciat. Az eddigi ellentmondasos in vivo
eredményei alapjan nem egyértelm{i, hogy a helyileg alkalmazott CBD kezelés mellett
transzdermalis felszivodassal és ezaltal tavoli, szisztémas hatasokkal is kell-e szamolni [137]. Az

epidermalis Kkeratinocitakon az UVA ¢és UVB okozta oxidativ stresszt képes a CBD kivédeni,
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komplex hatasa ugy nyilvanul meg, hogy mikozben aktivalja az antioxidans hatasu enzimek
kifejezodését serkentd ,,nukledris faktor erythroid-2-szerti faktor 2” (NRF2)-t, gatolja az ezzel
parhuzamosan pro-inflammatorikus hatasa NF-kB-t [138]. A bdrgyogyaszatban az ily mdodon
citoprotektiv, antioxidans és anti-inflammatoérikus hatdsu molekuldk lehetséges alkalmazasanak
kutatasat is nagy érdeklddés dvezi [139]. A NRF2 indukcié hatterében a BACHI transzkripcios
faktor gatlasat azonositottak, €s ugyanebben a tanulmanyban (bar a direkt mechanizmus tisztazasa
nélkiil) beszamolnak arrél, hogy a CBD fokozza sebgyogyulasban is érintett keratinok (keratin 16
és 17) expressziojat egerek boérében in vivo [140]. Ezekkel némileg Osszecseng a CBD
fibroblasztokon kifejtett citoprotektiv hatasa, illetve, hogy az UVA/B sugarzas hatasat a bérben
képes antioxidans és anti-inflammatorikus iranyba befolyasolni [141]. A CBD jelenleg helyi és
belsOleges alkalmazéasa is elérhetd, de helyi kezelésben nem az egészségiigyi hatésagok altal
szabalyozott modon [142]. Ennek ellenére a szakirodalomban is szamoltak mar be betegek altal
onkéntesen helyileg alkalmazott CBD-tartalmt externak hatasossagarol. Az epidermalis barrier
velesziiletett zavardban, a bizonyos keratinok génjének mutdcidja miatt kialakuld fragilitassal,
sérillékenységgel jaré epidermolysis bullosaban (EB) szenvedd 3 beteg is pozitivan értékelte a
CBD hatasat, mindharman gyorsabb sebgyogyulasrdl, kevesebb holyag képzddésérdl szamoltak be
[143]. Bar az onértékelésen alapuld eredmények értékelését fenttartasokkal kell fogadni, az egyik
beteg teljesen elhagyta a fajdalmai miatt addig sziikséges (opioid) fajdalomcesillapitot, ami, ha nem
is objektivizalja a hatasossagot, mégis jelzi a CBD klinikailag is megnyilvanul6 elonyeit [143]. A
CBD a sebgyogyulas késleltetésével Osszefiiggésbe hozott matrix metalloproteinaz-9 (MMP9)
gatlasaval hozzajarulhat a fokozott sebgyogyulashoz, amit in vitro eredmények igazolnak [135,
141]. Szisztémasan alkalmazott CBD és THC esettanulmanyok alapjan szintén hatasosnak tiinik

az EB-s fajdalom és viszketés mérséklésében [144]. A CBD képes mas tipusu, azonban hasonléan
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miikddd epitelidlis szovetek (bél, endotél) barrier funkcCiodjat is javitani relevans klinikai karosodast
imitalo kisérleti koriilmények modellezése soran [145, 146].

Az epidermalis Keratinocitak mellett a borfuggelékek is potencidlis CBD célpontok lehetnek.
Munkacsoportunk korabbi eredményei szerint a CBD csokkenti a korosan fokozott
faggyttermelést in vitro immortalizalt human faggytmirigy (SZ95) sejtvonalon [107]. Ezen hatas
hatterében TRPV4 és Aoa-receptor aktivacio allt, valamint ezaltal markans anti-inflammatorikus
hatas is tarsult hozza. Ezen eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy a CBD hatésos lehet a
koros faggyttermeléssel jard gyakori allapotokban, pl. acne-ben [147]. Az acne-t célz6 klinikai
vizsgalat (NCT03573518) 1. fazisa sikeresen lezajlott [148], jelenleg a II. fazis eredményeit Gvezi
kiemelt figyelem. Mivel a faggyumirigy a szértiisz6vel egy funkcionalis és strukturalis egységet
alkot (piloszebaceus egység), érdemes vizsgalni a CBD izolaltan sz0rtiiszére kifejtett hatésait is.
A faggyumirigy eredetii sejtek mellett epidermalis keratinocitak tenyészetében is vizsgaltak a CBD
potencialis antiinflammatérikus hatasat, amelyet mas teriileteken mar tobb esetben igazoltak. A
mindennapi klinikumban gyakori allergias kontakt dermatitisz in vitro modelljében, a TLR3
aktivator polyinozin-polycitidyl sav [poly-(1:C)] kezelt keratinocitakban a CBD csokkentette a

proinflammatorikus citokin-szekréciot [136].
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4. Célkitiizés

4.1. A TRPV4 funkcionalis expressziojanak vizsgalata szortiiszon

Kifejezodik-e a TRPV4 a sz6rtiiszon, és ha igen, pontosan milyen kompartmenteken?
Milyen cellularis hatasokat valt ki a TRPV4 aktivacid az azt expresszalo sejteken?
Milyen hatasa van a TRPV4 aktivacionak a hajciklusra?

4.2. A CBD hatasainak, illetve a hatast kozvetité receptorok vizsgalata szértiiszon

Milyen hatést fejt ki a CBD alkalmazasa a hajciklusra?
Milyen receptorok kozvetitésével valosul meg a CBD hatédsa?

Megnyilvanul-e a CBD ismert gyulladas-gatl hatasa is a szortiisz6n?
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5. Anyagok és modszerek

5.1. A kisérletek soran a kiilonb6zo kezelésekre felhasznalt agensek

A késobbiekben ismertetett sejt-, illetve szervkulturakat vizsgalataink soran a szakirodalom alapjan
megfelelden specifikus hatasu receptor agonistakkal, illetve antagonistakkal kezeltiik. A TRPV4
aktivalasahoz a szintetikus GSK1016790A-t (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO., Amerikai Egyesiilt
Allamok) alkalmaztuk, amely a human TRPV4 ioncsatorna specifikus agonistaja [101]. A TRPV4
gatlasara HC067047 (Tocris, Bristol, Egyesiilt Kiralysig) TRPV4-antagonistat hasznaltunk. A
CBD-t szintén a Tocris-tol szereztiik be. A TLR3 receptor aktivalasara a természetes kettds szala
(viralis) RNS szintetikus megfelel6jét, a poly-(1:C)-t (Sigma-Aldrich) hasznaltuk, mig az adenozin
receptorok gatlasara a mindegyik tipusti adenozin receptort gatolni képes, ,,pan-antagonistaként”
ismert CGS-15943-t (Tocris, Bristol, Egyesiilt Kiralysag) alkalmaztuk.

Ezeket a kezelésekig megfeleld oldoszerben, a kisérletekhez sziikséges koncentracidhoz képest
1000-szeres toménységben, a gyart6 utasitasa alapjan —20 °C-on vagy 4 °C-on taroltuk, és csak a
kisérleteket kozvetleniil megelézden higitottuk a sziikséges koncentraciora. Az oldoszer a
GSK1016790A, a HC067047 és a CGS15943 esetében dimetil-szulfoxid (DMSO) volt, a CBD-t
etanolban, a poly-(I:C)-t sziirt desztillalt vizben oldottuk. A kisérletek soran az adott kezel6anyag
oldoszerének 1000-szeresére higitott, egyebekben megfeleld térfogata és dsszetételli médiummal

kezelt sejteket, illetve szervkultirat hasznaltunk.

5.2. A human szértiisz6 szervkultira

A sebészeti beavatkozdsok sziikséges ,,melléktermékeként” kimetszett szOrtiiszoket tartalmazo
teljes vastagsagu bor (11. abra) epidermiszének eltavolitasa utan lehetséges intakt, kotészovetes-
hiivelybe agyazott, teljes szortiiszoket nyerni a dermiszbdl. A mintakat a Helsinki kritériumoknak
megfelelden, a helyi etikai bizottsag jovahagyasaval (etikai engedélyszam: DE OEC RKEB/IKEB

3724-2012) nyertiik egészséges borii emberek hajas fejbérének halanték- vagy tarkorégiojabol. A
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preparald mikroszkop alatt végzett mintavétel és szortlisz6-izolalas soran csak morfoldgiailag
anagén VI. fazisban 1év0 szortiiszOket valogattunk a késObbi vizsgalatokra. A kisérleteink soran a
szOrtiiszOket 24-lyuku tenyésztdlemezeken, specialis médiumban tartottuk 37 °C-on, 5% CO-
parcialis nyomadsra szupplementalt levegé-elegyben. A médium alapja William’s E médium
(Invitrogen, Paisley, Egyesiilt Kiralysag), amelyet kiegészitettink 2 mL L-glutaminnal
(Invitrogen), 10 ng/ml hidrokortizonnal, 10 mg/ml inzulinnal és antibiotikumokkal (mind a Sigma-
Aldrich-tol). Az elongacids kisérleteket az emlitett modon, a génexpresszio vizsgalatat 24 oras

kezelés utan végeztiik el.

5.3. Primer human ORSK-k izolalasa és tenyésztése

A sejtszintli folyamatok tanulmanyozdsdhoz Onkéntesek hajas fejborébdl fertdtlenités utdn
»egyszerii” epilacioval eltavolitott szdrszalakrol leemésztett primer human ORSK-kat
tenyésztettiink [149]. Donoronként koriilbeliil 30 (nem intakt) sz6rtiisz6t harom egymast kovetd
alkalommal mostunk steril foszfat-pufferelt sdoldatban (PBS), melynek 6sszetétele 115 mM NacCl,
20 mM NazHPO4 (mind a Sigma-Aldrichtol). Ezutan a sejteket tartalmazo szortiiszoket egy oran
at 0,1% tripszin-0,2% etilén-diamin-tetra-acetat (EDTA, mindkett6 Invitrogen) tartalmu
emésztéoldatban inkuabaltuk 37 °C-on. Az emésztéoldatot 10 (V/V)% embrionalis borjuszérumot
(FBS, Sigma-Aldrich) tartalmaz6 oldattal inaktivaltuk, majd a sejtszuszpenziot tobbszor
trituraltuk, végiil 1000 fordulat/perc fordulatszamon centrifugaltuk 10 percig. Az igy nyert ORSK-
kat ezutan — irodalmi és sajat laboratoriumunk tapasztalatai alapjan ismert, az ORSK-k
novekedésére kifejtett elényds, tdmogatd hatdsa miatt - osztodasaban gatolt huméan dermaélis
fibroblaszt (HDF) taplalo sejtrétegre szélesztettiik [150]. A HDF sejteket az ORSK-k szélesztése
elétt 0,4 pg/ml mitomycin-C (Sigma-Aldrich) oldattal egy éjszakan at eldkezeltiik, és Petri-
csészénként 20,000 sejtszamban szélesztettiik. A HDF sejtszam a késébbiek soran mar nem

novekedett, szemben a mitomycin kezelést kdvetéen a kokulturaba keriilt ORSK-kal. A tenyésztés
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soran tenyésztéoldatként Ham’s F12 és Dulbecco’s Modified Eagle’s (DMEM, mindkettd
Invitrogen) 1:3 aranyu keverékét hasznaltuk, illetve ezt az elegyet tovabba 10 (V/V)% Fetal Clone
IT (HyClone, Thermo Shandon, South Logan, Utah, USA), 0,1 nM koleratoxin, 5 pg/ml inzulin,
0,4 ng/ml hidrokortizon, 2,43 pg/ml adenin, 2 nM trijod-tironin, 10 ng/ml epidermalis ndvekedési
faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfat, 100 [U/ml penicillin G (mind Sigma-Aldrich), valamint 25 pg/ml
gentamycin (Invitrogen) hozzaadasaval egészitettiik ki. A tenyésztést 37°C-on, 5% CO; parcialis
nyomasra szupplementalt, parasitott légtérben végeztik. A tenyésztOmédiumot kétnaponta
cseré¢ltiik, és a sejteket mikroszkdpos ellendrzések soran megitélt 70-80%-os konfluencia elérése

esetén passzaltuk.

5.4. A TRPV4 ioncsatorna immunfluoreszcens jelolése human szoértiiszén és primer human
ORSK tenyészeten

A TRPV4 fehérje kimutatasa érdekében fluoreszcens immun-jelolést végeztiink anagén VI fazisu
szOrtliszokon és ORSK-kon. Eldzetesen mikroszkopos analizissel anagén VI. fazisban 1évo
szortiiszoket ,,optimal cutting temperature” (OCT)-médiumba agyazva folyékony nitrogénbe
martva lefagyasztottunk, majd kriosztattal 6 um vastagsagu metszeteket készitettiink. Az igy kapott
szOrtlisz6-metszeteket vagy feddlemezen tenyésztett acetonnal fixalt ORSK-kat haromszori PBS-
es Oblités utan elséként az 1:100 higitasu, nyalban termelt TRPV4-ellenes primer antitesttel
inkubaltuk egy éjszakan at (Alomone, Jerusalem, Izrael), ezutan ismét haromszori PBS-es mosas
utan Alexa Fluor 488 fluoreszcens festékkel konjugalt masodlagos, nyul antitest Fc-fragment-
ellenes antitesttel (Invitrogen) inkubaltuk. A sejtmagok jeldlése céljabol ujboli haromszori PBS-
oblités utan  40-6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) festéket tartalmazé Vectashield
feddmédiummal fedtiik (Vector Laboratories, Burlingame, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az
igy kapott fluoreszcens-jelolt metszetekrdl felvételeket készitettiink Eclipse E600 fluoreszcens

mikroszkoppal (Nikon, Tokyo, Japan) a megfeleld hullamhosszok alkalmazasa mellett (Alexa

50



Fluor esetén 488/519 nm, DAPI esetén 360/460 nm excitacids/emisszios hullimhossz). Negativ

kontrollként primer antitest kihagyasaval, de minden egyéb szempontbol a leirttal megegyezd

11. abra
A human mikrodisszektalt szortiisz6 szervkultira

A kisérleteinkhez szolgdlo szértiiszék forrasa a.) teljes vastagsdagu bdrszelet, amelynek jol
latszanak ismert rétegei, és az epidermisz eltavolitisa utdn kiemelhetéek az egyedi szortiiszok.
b.) Ezek koziil egy napos inkubdcio utdn az anageén VI fazisuakat vizsgaljuk tovabb, az dbrdkon
ugyanazon 3 szortiiszo fényképei lathatoak, a szervkultura 6 napja alatt lathato a szorszdl
névekedese.

protokollal jelolt metszeteket vagy feddlemezeket hasznaltunk.
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5.5. A szortiisz6 elongacio vizsgalata

A teljes szortlisz0k megfelelé médiumban képesek akar egy hétig megdrizni legfontosabb
funkciojukat, a szérszal képzését [18]. Ezek soran az ugynevezett elongacios kisérletek soran 24-
lyuku kezelé lemezen fent részletezett mddon tenyésztett szortiiszOkon kétnaponta cseréltiink
médiumot, és ekkor fénymikroszkoppal fotodokumentaltuk a tenyészeteket (11.b abra), és a
mikroszkop okularjaban 1év6 skalat hasznalva utolag lemértiik a szOrtiiszOk hosszat. A mért
értekeket a 1. napi (kezdeti) hosszra normalizalva az adott kezelési csoportok atlagos
szOrszal/szortiisz6-hossz novekedése kifejezhetd, igy a donoron beliili, kiilonb6zo kezelési
csoportok, illetve a kontroll csoport egymdssal Osszehasonlithatd. A TRPV4 agonistaval és
antagonistaval, illetve CBD-vel végzett kezeléseket minden nap elvégeztiik. Az eredményeket a
kezdeti hosszhoz viszonyitott atlagnovekedés (+/~ SEM) formdban 4abrazoltuk az id6

fliggvényében.

5.6. Hajciklus hisztomorfometriai analizise szértiisz6k gyorsfagyasztott metszetein

Az elongécios kisérletek végére a hat napig kezelt, kezdetben anagén VI szdrtiiszok bizonyos
hanyada a hajciklus mas fazisara jellemzd strukturalis valtozasokon megy keresztiil, és ezeket a
valtozasokat rutin szovettani festés utdn mikroszkopos vizsgalat sordan analizélni lehet. Ezek
mintazata alapjan klasszifikalhatjuk a szértiiszoket anagén, korai vagy kései katagén (és telogén)
fazisokba. Ezaltal a kezel6anyag hajciklusra gyakorolt hatasat tudjuk vizsgalni ex Vivo
koriilmények kozott. Az azonos kezelési csoportba tartozo, kiillonbozd fazisu szortiiszOk aranya
Osszevethetd. Erre csak azok a hossziranyu metszetek alkalmasak, amelyek a szortiisz6 minden
kompartmentjét és rétegét tartalmazzak. Ilyen metszetek eldallitdsa érdekében a cryosztatos
metszések soran folyamatos mikroszkopos ellenérzéssel olyan metszeteket valasztottunk a késbbi
analizisre, amelyek a metszés modjanak kdszonhetéen megfelelden vizsgalhatok. A metszeteket

desztillalt vizes oblités utan hematoxillinban inkubaltuk 10 percig, majd 15 perces mosast kovetéen
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1 percen keresztiil 0,1%-0s alkoholos eozin oldatba meritettiilk, majd felszallo alkoholsorral
dehidraltuk a metszeteinket és végiil Eukitt médiummal (mind Sigma-Aldrich) tortént a fedésiik.
A szakirodalom alapjan jol ismerjiik a kiilonb6z6 fazisti szOrtiiszok strukturdlis és egyéb
jellegzetességeit, amelyek alapjan elkiilonitettilk a rutin szortiisz6-metszeteket hajciklus-fazis
alapjan [17, 151]. Ez f6ként az anagén V1. és a korai katagén fazisok esetén lehet kihivas, az ennek
segitségére alkalmazott hisztomorfometriai kritériumokat a 1. tdblazatban foglaltuk 6ssze, az 15.

abran pedig be is mutatunk néhanyat.

hagyma, kondenzalt, mandula kondenzalt, kerek
gazdag alakua
extracellularis
matrixban
vaskos és 2-3 sejtsor vastag, eltlinik
kortilveszi a megnyult
DP-t
magas alacsonyabb alacsonyabb
csak sok apoptozis, még tobb apoptdzis,
proliferacio csokkend proliferaci6  nincs/alig van proliferacid
nincs, laza kondenzaltabb van
sejthalmaz sejtcsoport
jol pigmentalt "korai bunko" "bunkd"morfoldgia
morfologia
zartabb nyitottabb nincs
1. tablazat

A hajciklus kiilonb6z6 fazisaiban 1évé szértiiszok klasszifikacioja

A szortiiszok kiilonbozo kompartmentjei a hajciklus kozben (a Bevezetésben ismertetett modon) a
fazisra jellemzé modon valtoznak, valtozik a DP alakja, a MK sejtfolyamatai, uj strukturak jelennek
meg (DP nyél) és a szorszal vége is ,,bunko” alaku lesz. Részletes leirasat lasd a szovegben.

5.7. A szértiisz6k matrix keratinocitainak proliferacio/apoptozis-vizsgalata - Ki-67/TUNEL
kettds jelolés

A hajciklusanalizist és az elongaciora gyakorolt hatést jol kiegésziti a szOrtiisz6k matrixat felépitd

crer

katagén szortiiszOket segit elkiiloniteni az anagén szdrtliszOktol, hiszen hasonldéak morfoldgiailag,
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de a cellularis folyamatok mar ellentétes iranyba valtoznak, az MK régidban az anagénre jellemz6

intenziv proliferaci6 helyett a sejtek apoptotizalnak.

12. abra
A matrix keratinocitak (MK) apoptozis és
proliferacio-vizsgalata soran hasznalatos
referencia-régiok

a.) A fenti panelen lathaté a Ki-67 (voros
immunoreaktivitas, IR) és TUNEL (zold IR)
kett6s-immunjelolés alkalmazésaval, valamint
DAPI magfestéssel jelolt szortlisz6. A voros
vonal az also, b.) abran az ugynevezett Auber-
vonal, a DP legszélesebb kiterjedése. A
proliferaci6 soran a MK  Auber-vonal
meghosszabbitasa (szaggatott, egyenes, fehér
vonal), illetve attol a szortiisz6 proximalis része
felé eso (két) régidban 1€vo proliferald, vordsen
fest6do sejteket szamoltuk. A zold szaggatott
vonal a DP disztalis végétol két (DAPI+) sejt
vastagsagu réteg, az apoptozis elemzése soran
az attél proximalisan (az abran jobbra)
elhelyezkedd zolden festddd sejteket vettiik
figyelembe. Mindkét esetben az adott régidban
1évd Osszes (DAPI+) sejtre normalizaltuk a
pozitiv sejteket.

A proliferacio és apoptozis vizsgalatara a Ki-67/TUNEL kettds-immunjeldlést alkalmaztuk. Ennek
soran fagyasztva-metszett (6 um) szOrtiisz6k 10 percig szabad levegOn szaritasa utdn ismét 10
percig inkubaltuk 1% paraformaldehidet (PFA) tartalmaz6 PBS oldatban (mind a Sigma-
Aldrichtol) szobahdmérsékleten. A mintakat ezutan rehidraltuk PBS-tal 5 percig (2x), majd
elohiitott ethanol-acetat (2:1) oldatban —20°C hémérsékleten fixaltuk, majd ismét 5 percig PBS-
ban mostuk ujra (3x). Ezutan az apoptotikus sejtek TUNEL-assay-vel valé kimutatasahoz a
metszeteket a terminalis deoxinukleotidil transzferaz (TdT)-enzimet és digoxygenin-deoxy-UTP-t

tartalmazé reagens (ApopTag Fluorescein in situ Apoptosis Detection Kit, Merck Millipore)
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oldatban egy o6ran keresztiil inkubaltuk 37°C-on. A proliferal6 sejteket egérben termelt anti-human
Ki-67 (DAKO, Carpinteria, CA, Amerikai Egyesiilt Allamok) primer antitestettel jeloltiik,
amellyel egy ¢éjszakan at 4°C-on inkubaltuk, majd kecskében termelt anti-egér masodlagos
antitesttel (Alexa Fluor 568 IgG, Invitrogen) ajabb 45 percig szobahémérsékleten. A TUNEL+
sejteket FITC-konjugalt antidigoxigenin antitesttel jeloltiik (ApopTag Kit). Ezutan a metszetek
PBS-es mosasa utan DAPI-magfestést (1 ug/ml) végeztink (Sigma-Aldrich) és fedtik a
metszeteket Fluoromont G feddmédiummal (Southern Biotechnology Associates, Birmingham,
AL, Amerikai Egyesiilt Allamok). Az elkésziilt, fluoreszcens-jelolt metszeteket Nikon Eclipse
E600 fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Nikon). Az alkalmazott excitacios és emisszios
hullamhossz a fluoreszcens mikroszkopos vizsgalat és felvételkészités soran 495/519 nm volt a
TUNEL, mig 579/603 nm volt Ki-67 esetén, DAPI esetén pedig 360/460 nm. A felvételeket Image
J alkalmazassal analizaltuk, és a 12. abran lathat6 referencia-régioknak megfeleld teriileteken 1évo
apoptotikus (TUNEL pozitiv) sejteket, valamint a proliferdld (Ki-67 pozitiv) sejteket az dsszes
adott referencia-régioban 1év6 (DAPI pozitiv) sejtszam aranyaban adtuk meg szazalékos formaban
(+~SEM).

5.8. Valos idejii polimeraz lancreakcié (QRT-PCR)

A teljes RNS-t TRIzol (Invitrogen) felhasznalasaval 0 °C homérséklet felett (jégen) izolaltuk, a
gyarto protokolljanak megfelelden, az esetleges (genomi) DNS-szennyezddés csokkentése céljabol
DNaz kezelést végeztiink. Az RNS mindségének €s mennyiségének ellendrzésére Nanodrop 1000
spektrofotométert hasznaltunk (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA). Ezutan a teljes RNS 1
ug-jahoz a reverz transzkripcio soran 15 IU AMV reverz transzkriptazt, 1 IU rekombinans RNasin
ribonukleaz inhibitort és 0,025 pg/ul random primert (mind Promega, Madison, WI, USA)
felhasznalva ¢DNS-t allitottunk el6. A PCR amplifikacios reakciot TagMan primerekkel és

probakkal végeztik (TRPV4 assay ID: Hs00222101 ml; IL-lo: Hs00174092 ml; I1-6:
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Hs00985639_m1; IL-8: o Hs00174103_m1, TNF- oo Hs00174128 ml), a kész TagMan univerzalis
PCR ,,master mix” elegy felhaszndlasaval, minden reakcidt triplikatumként, vagyis 3 technikai
ismétléssel. A qRT-PCR vizsgalatok soran 50 alatt soran a standard hdprotokollt alkalmaztuk. A
gRT-PCR vizsgalatokhoz Stratagene MXP3005p (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
Amerikai Egyesiilt Allamok) rendszert hasznaltunk, amely sordn meghataroztuk az atlagos kiiszob-
ciklust (Ct, cycle-treshold), vagyis a relevans expressziot jelzé fluoreszcencia intenzitas eléréséhez
sziikséges ciklus szamot. Bels6é kontroll génként glicerilaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH
assay ID: Hs99999905 ml) hasznaltuk. A TRPV4 expressziot a Ct érték belsé kontrollra
normalizalt formdban, a ACt mddszer felhasznalasaval adtuk meg atlag +~SEM forméaban. Amikor
kiilonb6z6 kezelési csoportba tartozé mintdkbol szarmazd MRNS expresszios valtozasat vizsgaltuk
a kezelés hatasara, a relativ expresszidkat (ACT) a kontrol kezelési csoport relativ expresszios

értékére normalizalva adtuk meg (AACT moédszer), atlag +~SD formaban.

5.9. Fluoreszcens Ca%*-mérés

A TRPV4 Ca?*-permedbilis kationcsatorna, ezért mitkodését, héstimulussal valo aktivalhat6sagat,
valamint a CBD hatisara bekovetkezd intracellularis Ca?*-koncentracio véltozas nyomon
kovetéséhez fluoreszcens Ca?*-mérést végeztiink. Ehhez Fluo-4 AM (Invitrogen) fluoreszcens
Ca?*-indikatort hasznaltunk. A Fluo-4 az él¢é sejtekbe bejut, majd a sejten beliili észterazok a
molekuldhoz konjugalt acetoxi-metilészter (AM) csoportot levagjak, és a Fluo-4 festék a sejten
beliil marad. A Fluo-4 fluoreszcencia intenzitasa jelentdsen megnd, ha Ca?* kotédik hozza, vagyis

korrelal a sejten beliili Ca?*-koncentracio valtozasaval.

5.9.1. Mikrofluorimetrias intracellularis Ca?*-mérés
A fluoreszcens Ca?*-méréseket ,,Hank oldatban” végeztiik (136,75 mM NaCl, 5,56 mM gliikoz,
5,36 mM KCI, 4,17 mM NaHCOs3, 1,26 mM CacClz, 0,34 mM NaHPO4-2H>0, 0,44 mM KH2POs,

0,81 mM MgSO4:7H20, 10 mM HEPES [Sigma-Aldrich]; pH 7,2), melyet BSA-val (Sigma-
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Aldrich; végkoncentracid: 1 g/100 ml) egészitettiink ki. A nem-specifikus aniontranszporterek
altali Fluo-4 ,,szivargas” (és az igy jelentkez0 fals fluoreszcencia intenzitas csokkenés) elkeriilésére
probenecidet ([Invitrogen]; végkoncentracio: 2,5 mM) alkalmaztunk.

Kisérleteink soran az ORSK-kat 96 lyuka (,,black well/clear bottom”) tenyésztolemezekre (Greiner
Bio-One) szélesztettiik 20000 sejt/lyuk denzitisban. A Ca?*-mérés soran a feliiliszo eltdvolitdsa
utdn egyszer mostuk a sejteket 100 pl/lyuk Hank oldattal. Ezt kévetéen 1 uM Fluo—4 AM-et
tartalmazo Hank oldattal (100 pl/lyuk) kezeltiik az ORS keratinocitakat (1 ora, 37 °C), majd ijabb
harom Hank oldatos oblités kovetkezett (100 ul/lyuk). A sejtekre 100 pl/lyuk Hank oldatot
mértiink, és Gjabb 30 percig inkubaltuk ket 37 °C-on, ami alatt elokészitettiik a vizsgalni kivant
agonistdk esetén az alkalmazand6 végkoncentraciokhoz képest haromszoros toménységl
kezeldoldatokat tartalmazo lemezt, amelyrdl a késébbiekben a fluoreszcens mérés soran a késziilék
a kezeléseket az eldre programozott protokoll szerint automatikusan elvégezte. Ha antagonistat is
alkalmaztunk, az mind a mérés kezdetétdl a sejteken 1évd, mind a kezeldoldatokat tartalmazéd
lemezen 1év6 oldatokban jelen volt. Ezt kovetéen FlexStation III spektrofluoriméter (Molecular
Devices) segitségével sorozatmérést végeztiink ,,Flex” modban (excitacio: 490 nm; emisszio: 520
nm). Ennek sordn 400 masodpercen keresztiil rogzitettiik az egyes lyukakban detektalhatd
fluoreszcencia intenzitdst. A mérések harmincotodik masodpercében a késziilék az eldre
programozott protokoll szerint 50 pl kezel6oldatot mért a sejtekre, igy kezdetben, a mérés elején
(a kezelés elotti ideig) egy 35 masodperces alapjelet rogzithettiink. Ennek az atlagértékét a
kiértékelés sordn minden esetben kivontuk a mért értékekbdl, ezzel azonos alapvonalra
»,hormalizalva” a kiilonb6zd kezeléseket. Minden kezelést 4-6 ismétléssel végeztiink, a relativ

fluoreszcencia intenzitast a 35 masodperces alapvonalra normalizalva dbrazoltuk.
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5.9.2. Héstimulussal Kivaltott Ca?*-bedramlas mérése

A TRPV4 ioncsatorna hével valo aktivalhatosagat, illetve az ORSK-k héstimulusra adott Ca?*-
bedramldsat hasonloan vizsgaltuk, mint az elézdekben ismertettiik, azonban nem kezeltiik a mérés
kozben a sejteket, hanem a hémérsékletet valtoztattuk. Ezekhez a specialis modszerekhez a Fluo-
4-AM festéket az egyébként RTg-PCR-ndl hasznalatos és ott ismertetett Stratagene MXP3005p
(Agilent Technologies) detekcios rendszert hasznaltuk. Az ORSK-kat még 35 mm-atmér6ji Petri-
csészékben kezeltiik a Fluo-4 AM-et tartalmaz6 Hank oldattal 30 percig 37 °C-on, majd tripszines
emésztés és szamolas utan 96-lyuku, az egyébként a PCR-kisérletek (és nem sejt-alapu assay-K)
soran hasznalatos reakcio-lemezre szélesztettiik viszonylag nagy, 100000/lyuk denzitasban.
Bizonyos lyukakban 1év6 sejtekhez TRPV4 antagonista HC067047-et adtunk 10 uM
koncentracioban. Ezutan a fluoreszcencia intenzitast mértik a Stratagene késziilék FAM-
sziir6jével, amely gerjesztési €s exmisszios hullamhossza (494 és 516 nm) kozel van a Fluo-4-hez
ajanlott (490 ¢és 520 nm) hullamhosszakhoz, igy alkalmas a Fluo-4 fluoreszcencia intenzitas
véltozasanak mérésére is. Természetesen a hémérséklet hatisara a Fluo-4 Ca?*-affinitasa is
valtozik, ezért bizonyos lyukakban sejtek nem, csak a 2 pM Fluo4-AM festéket tartalmazé Hank
oldat volt, amelyet festék-kontrollként hasznaltunk, és minden mérési eredményiinkbdl kivontuk,
igy az ebbdl fakado hattérvaltozast kikiiszoboltiik. A Stratagene késziilékkel az elére programozott
hé-protokoll szerint valtoztatva rogzitettiik a sejtek Ca?*-koncentracio-valtozds hatasara
bekovetkezett fluoreszcencia intenzitds valtozasat, kezdetben 25 °C-on inkubalva a sejteket 2
percig, majd a hémérsékletet 31 °C-ra emeltiik a mérések végéig (25,5 percig). A mérések soran
rogzitett intenzitasokat a hattér fluoreszcencia valtozassal csokkentve abrazoltuk kezelési
csoportonként (atlagt/~SEM formaban). A hdéérzékeny TRP csatornak ilyen modon valod
vizsgalatat korabban néhany munkacsoport végezte a vilagon [152, 153], az 6 leirasaik alapjan,

részben modositva allitottuk be laborunkban az erre alkalmas kisérleti elrendezést.
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5.10. Sejtprofliferacié vizsgalata — CyQUANT-assay

A sejtproliferacio vizsgalatat genomi DNS mérésén alapuldo CyQUANT sejt-proliferacios assay kit
(Life Technologies) felhasznalasaval végeztiilk. ORSK-kat 5000/lyuk denzitasban 96-lyuku (“black
well/clear bottom”, Greiner Bio-One) lemezekre szélesztettiik és 8-szori technikai ismétléssel
végeztik, vagyis egy kezelési csoportba 8 lyukban tenyésztett sejtek keriiltek. A kezelt sejtek
feliiliszoinak eltavolitasa utan a tenyésztdlemezeket —80 °C homérsékletiire fagyasztottuk. A
lemezeket a mérés elbtt szobahdmérsékleten hagytuk kiolvadni és lyukanként 200 ul CyQUANT
festék és lizispuffer-eleggyel kezeltiik. Ot perces inkubécio utan a fluoreszcencia intenzitast 490
nm és 520 nm excitaciés/emisszios hullamhosszak alkalmazasaval lemértiik FlexStation 11384
microplate reader (Molecular Devices) segitségével. A relativ fluoreszcencia intenzitas kezelési

csoportonkénti atlag (—SEM) értékeket a napi kontroll szazalékos hanyadaban adtuk meg.

5.11. Eletképesség vizsgalata — MTT-assay

Az életképesség vizsgalatahoz MTT-assay-t (Sigma-Aldrich) végeztiink, amelynek alapja a
tetrazélium s6 enzimatikus atalakitdsa. A tetrazolium sot csak az ¢él6 sejtekben 1évo
mitokondriumok képesek formazan kristalyokka alakitani, igy az €16 sejtek szamaval aranyos a
reakcié mértéke. Az ORSK-kat 10 000/lyuk denzitasban 96-lyuku (‘“black well/clear bottom”,
Greiner Bio-One) lemezekre szélesztettiik, és 8-szori technikai ismétléssel végeztiik, majd a
TRPV4 aktivatorral vagy CBD-vel kezeltiik, vagy csak olddszereikkel. Ezutan a sejteket 0,5 mg/ml
MTT reagenssel inkubaltuk 3 6raig 37 °C-on, majd a formazan kristalyok szolubilizalasa utan
koncentraciojukat kolorimetrias iton meghatarozva becsiilhettiik az €16 sejtek mennyiségét, amely
a kolorimetrias intenzitassal korrelalt. A mérést 565 nm-es abszorbancia spektrumon, FlexStation
Il microplate reader (Molecular Devices) segitségével végeztiik el. A kezelési csoportonkénti
atlagos relativ abszorbancia-intenzitas értékeket (atlag +~~SEM formaban) az adott napi kontrollok

szézalékos hanyadaban adtuk meg.
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5.12. Apoptozis vizsgalata — DilC-assay

A csokkend mitokondrialis potencial az apoptdzis egyik legkorabbi markere, ezért ezt az ORSK-k
tenyészetén a MitoProbe™ DilC1(5) Assay Kit (Life Technologies Hungary Ltd.) felhasznalasaval
vizsgaltuk. Az ORSK-kat 10 000/lyuk denzitasban 96-lyukua (“black well/clear bottom”, Greiner
Bio-One) lemezekre szélesztettiik, és 8-szori technikai ismétléssel végeztiik, majd a TRPV4
aktivatorral vagy CBD-vel kezeltiik, vagy csak oldoszereikkel. A feliiliszok leszivasa utan a
sejteket 30 percig 1,1',3,3,3',3’-hexamethylindodicarbo-cyanine-jodid (DilC1(5)) festéket
tartalmazé munka-oldattal (50 pl/lyuk) inkubaltuk, majd PBS-sel oblitettiik, és a sejteket sajat
tapoldatukkal inkubaltuk. Ezutan a 30 perces inkubacid utan a fluoreszcencia intenzitast 630 nm
és 670 nm excitacids/emissziés hullamhosszak alkalmazasaval lemértiik FlexStation 11384
microplate reader (Molecular Devices) segitségével. A relativ fluoreszcencia intenzitas kezelési

csoportonkénti atlag (+~SEM) értékeket a napi kontroll szazalékos hanyadaban adtuk meg.

5.13. Nekrézis vizsgalata — SYTOX-assay

Az esetlegesen megjelend nekrotikus folyamat vizsgalatara SYTOX Green fluoreszcens jelolést
(Life Technologies Hungary KFT.) alkalmaztunk, amely képes a nekrotikus sejtek sériilt
membranjan penetrdlni, majd intracellularisan genomi DNS-hez k&tddni, mig egészséges sejtek
membranjan nem, igy azok SYTOX Green intenzitasa elhanyagolhatd. Az ORSK-kat 10000/lyuk
denzitasban 96-lyuku (“black well/clear bottom”, Greiner Bio-One) lemezeken szélesztettiik és 8-
szori technikai ismétléssel végeztiik, majd a TRPV4 aktivatorral vagy CBD-vel kezeltiik, olddszer
kontroll mellett. A feliiluszok leszivasa utan a sejteket 30 percig 1 uM SYTOX Green festéket
tartalmazé munka-oldattal (50 pl/lyuk) inkubaltuk, majd PBS-sel oblitettiik, és a sejteket sajat
tapoldatukkal inkubaltuk. Ezutan a 30 perces inkubécid utan a fluoreszcencia intenzitast 490 nm

és 520 nm excitacios/emisszios hullamhosszak alkalmazasaval lemértiik FlexStation 11384
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microplate reader (Molecular Devices) hasznalataval. A relativ fluoreszcencia intenzitas kezelési
csoportonkénti atlag (+/~SEM) értékeket a napi kontroll szdzalékos hanyadaban adtuk meg.

A Dilcl(5) és SYTOX Green festékeket egyiitt alkalmaztuk, hiszen a két folyamatot egyszerre
kivantuk vizsgalni, és a két festék fluoreszcencia intenzitasanak mérése soran alkalmazott
excitacidos €s emisszios fény hullamhossza elég tavol esik egymastol, hogy a két mérés ne

interferaljon egymassal.

5.14. Statisztikai analizis

A kisérletek soran nyert adatsorokat statisztikailag IBM SPSS Statistics 22.0 (SPSS Inc., Armonk,
NY, Amerikai Egyesiilt Allamok) és Origin Pro Plus 6 (Microcal, Northampton, MA, USA)
szoftverekkel analizaltuk. Amikor megfeleltek adatsoraink, y2-tesztet, majd Fisher-egzakt tesztet,
vagy Student-féle kétmintas T-probat, vagy egyutas ANOVA-t kdveté Bonferroni post hoc tesztet

alkalmaztunk, és a p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikans kiilonbségnek.

5.15. A kisérletes munka Kivitelezése

A projekt és kisérletek tervezését Prof. Dr. Biro Tamas vezetésével, Dr. Olah Attila és Dr. Szo116si
Attila segitségével végeztem. A human szortiisz6 szervkultira izolalasat és fenntartasat, a primer
human ORSK-k izolalasat és tenyésztését dontden Hollosi Erikaval egyiitt végeztiik. A TRPV4
ioncsatorna immunfluoreszcens jelolését human szortiiszén és primer human ORSK tenyészeten,
a szOrtlisz6 elongéacido vizsgalatat, a hajciklus hisztomorfometriai analizisét szOrtiiszOk
gyorsfagyasztott metszetein egyediil végeztem. A szOrtiisz6k matrix keratinocitainak
proliferacid/apoptozis-vizsgalatat (Ki-67/TUNEL kettds jelolés) dr. Lisztes Erikaval és dr. Béke
Gabrielldval végeztem. A valds idejii polimeraz lancreakcié (qRT-PCR) és fluoreszcens Ca?*-
mérést, a sejtprofliferacié (CyQUANT-assay), életképesség (MTT-assay), apoptozis (DilC-assay)
és nekrozis (SYTOX-assay) vizsgalatat egyediill végeztem. Az eredmények kiértékelését és

statisztikai elemzését Dr. Olah Attila segitsegével végeztem.
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6. Eredmények

6.1. A TRPV4 funkcionalis vizsgalata szértiiszén
6.1.1. A TRPV4 ioncsatorna kifejezédése és eloszlasa a szortiiszo kompartmentjeiben

A TRPV4 mRNS szinten kimutathatd volt mind human szOrtiisz6kb6l, mind human ORSK-k
primer tenyészetébdl (13.a abra). Ezek alapjan azonban még nem volt ismert a TRPV4 pontos
kifejez6dése, ezért ezt kovetden fehérje szinten is vizsgaltuk az expressziot. Amint az
immunfluoreszcens jel6lésen lathato (piros immunreaktivitas), a TRPV4 jelenlétét fehérje szinten
is igazoltuk a szortiiszén (13.b-d abra). Emellett az is 1athato, hogy az epitelialis kompartmentekben
volt jelen jelent6sebb mennyiségben, féleg a ORS-rétegben (13.b-c dbra), illetve kisebb mértékben
a bels6 gyokérhiivelyben (IRS, 13.c abra). A szortiisz6 bulbusanak nagyobb felbontasu felvételein
latszik, hogy sem az intenziven proliferaldo matrix régioban sem volt latvanyos TRPV4 expresszio,
sem a szOrtlisz6 bioldgiai folyamatait ,.karmesterként szabalyz6” DP fibroblasztjaiban (13.c abra).
A matrix régioban azok a rétegek mutattak TRPV4 pozitiv immunreaktivitdst, amelyek a kiilsd
gyokérhiivellyel folyamatosak, és tulajdonképpen az azt felépité ORSK-k elddeinek tekinthetdek
(13.c abra, nyilak). A szbrszal pozitiv festddése adodhat a szal ismert autofluoreszcenciajabol
[154]. A kotészoveti burokban (KSzB) elvétve volt detektalhatd pozitivitas. Az intakt human
szOrtlisz6 mellett vizsgaltuk a primer ORSK sejtkulturat; ezek a sejtek in vitro tenyésztés alatt is

expresszaltdk a TRPV4 fehérjét (13.e. abra).

6.1.2. A TRPV4 aktivacio gatolta az ex vivo szérnovekedést

Ahogy a 14.a abran lathato, a TRPV4 kémiai aktivacidja egy szintetikus, specifikus liganddal, a
GSK106790A-val (GSK) a csak vivoanyagot tartalmazd kontroll médiumhoz képest
szignifikansan és dozis-fiiggd modon gatolta az ex vivo szérnovekedést. A magas (100-1000 nM)
koncentracioban alkalmazott GSK kezelés esetén a szOrtliszOk alig novekedtek, és mar két nap

kezelés elteltével markans kiilonbségek voltak a kezelési csoportok (n=18 szortiisz6) kozott.
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13. abra

A TRPV4 mRNS és fehérje szinti kifejezodése human szortiiszon és ORSK tenyészeten

a.) mRNS szinten mind a szdrtiisz6kbdl, mind az ORSK-bol nyert mRNS-b6l futtatott RT-QPCR-ral
kimutathato volt a TRPV4, (n=3) adataibdl, datlag (+/- SEM) formdban. 1.) két teljes hossziisagu
SzOrtiiszd. C.) a szorszdl és az azt koriilvevé epitelidlis és kotdszoveti rétegek. d.) a bulbus teriilete.
Voros immunoreaktivitas jeloli a TRPV4 fehérjét (nyilak). A kék fluoreszcencia (DAPI) a
sejtmagokat. e.) a TRPV4 fehérje (vords immunreaktivitas) immunfluoreszces jelolése ORSK-K
primer tenyészetén. Betét: negativ kontroll. KSzB: kétoszovetes burok, ORS: kiilsé gyckérhiively,
IRS: belsé gyokerhiively, SzSz: szdrszal, DP: dermalis papilla, HF: szortiisz6, MK: matrix
keratinocitak, GAPDH: glycerin aldehid foszfat dehidrogendz (belsé kontroll), Lépték: 50 um.
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Tekintettel arra, hogy az anagén fazisu szOrtiiszOk képesek a szOrszal szintetizalasara (és a
kiindulasnal anagén VI. fazisban 1év6 szortiiszoket szelektaltunk az elongacios kisérletekhez), a
novekedésgatlast kivaltd hatast a katagén fazis felé terelés egyik jelének is tekinthetjiik.
Kiemelendd, hogy az antagonista egyiittes alkalmazasa esetén a novekedés gatlasat ki tudtuk
védeni (14.b abra), tehat az agonista hatasa TRPV4-specifikus volt. Kisérleteink — némi
donorfiiggd varianciat leszamitva — 3 kiilonb6z0 donorbdl szarmazo szOrtiiszokon ismételve

hasonl6 eredményre vezettek.
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14. abra

A TRPV4 farmakologiai aktivacioja gatolja a human szértiisz6k ex vivo novekedését

A napok az izolalas napjatol (0. nap) szamitott idot mutatjak, az elsé napot a szortiiszok kezelés
nélkiil, izolalo (magas antibiotikum tartalmu) médiumban, egyebekben megegyezo koriilmények
kozott toltotték. Reprezentativ eredmények egy donor (n=18) adataibol, dtlag (+/- SEM)
formaban, p*<0,05. Osszesen 3 donorbél késziilt kisérletek hasonlé eredményre vezettek. GSK:
GSK1016790A (szelektiv, szintetikus TRPV4 agonista). HC06: HC067047 (szintetikus TRPV4
antagonista).

6.1.3. A TRPV4 aktivacio a szortiiszon katagén fazist indukalt ex vivo koriilmények kozott

Az elongécios kisérletek soran kezelt szortiiszoket az anyagok és modszerek fejezetben ismertetett
moddon a szervkulturaban toltott 7. napon friss-fagyasztott metszeten, standard kritériumok alapjan
klasszifikaltuk anagén, korai katagén, illetve kései katagén fazisnak megfelelé szortiiszokre. A
kiilonbozd kezelési csoportokon beliil az adott fazisban 1évd szortiiszOk aranya jellegzetesen

valtozott; a TRPV4 aktivator kezelés alkalmazott dozisaval korreldlva a korai/kései katagén tazist
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szOrtiiszok felé tolodott el a szortliszOk aranya. Az 15.b abran lathatd reprezentativ, az adott
kezelési csoportra leginkabb jellemz0 szOrtiiszOk rutin szovettani festése soran nyert felvételeken
pl. a kontroll sz6rtiisz6 DP-ja hagyma alaku és a proximalis vég felé nyitott volt, vagyis itt nem
vette koriil a MK régio. Ennek a nyilasnak a méretében is volt kiilonbség a kiilonbozé fazisu
szOrtliszOk kozott; a nyilas sziik maradt az anagén (pl. a ,,ctrl”) sz0rtiisz6 esetén, de Korai katagén
sz6rtlisz6 (pl. a 10-100 nM GSK-val kezelt sz6rtiisz0) esetén ez a nyilas tagabb volt, és a matrixot

alkotd Keratinocitak fellazultak. Szintén lathato a 15.b. dbran a DP kondenzacidja, valamint a DP
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15. abra

A TRPV4 farmakologiai aktivacidjanak hatasa a hajciklusra

a.) Reprezentativ eredmények egy donor (n=18) adataibdl, ésszesen 3 donorbol késziilt kisérletek
hasonlo eredményre vezettek. b.) Egy-egy szOrtiiszo rutin szévettani metszete és bizonyos, adott
fazisra jellemzé strukturak vagy valtozasok. c.) a TRPV4 antagonista alkalmazasa kivédi az
agonista hatasat a hajciklusra. DP: Dermalis papilla, DPN: DP nyél, EK: epitelialis koteg, CH:
., bunkos” szorszal. Nyilak: melanin felhalmozodas. GSK: GSK1016790A (szelektiv, szintetikus
TRPV4 agonista). HC06: HC067047 (szintetikus TRPV4 antagonista).

és a szOrszal kozotti epitelidlis nyél kialakulasa (1000 nM GSK). A katagénre jellemzd,
Osszességében kevesebb lathato follikularis melanin a csokkent szintézis eredménye. Ennek
eloszlasa is sokkal egyenetlenebb (nyilak), amely szintén a katagén fazis jellegzetessége. In vitro,
a 6 napig tarto kezelés utan latvanyos eltolodas alakult ki a GSK-val kezelt szortiiszok esetén, igy

crer

anagén fazisban szortiisz0.
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6.1.4. A TRPV4 aktivacio hatasara a szortiiszé6 matrix keratinocitainak proliferacios, illetve
apoptotikus folyamatai a katagénre jellemzo iranyba valtoztak

Az anagén sz0rtliszOk matrixaban 1évo keratinocitak intenziven osztddnak, és mikozben a bulbus
felol a szorszal disztdlis irdnydba haladnak, differencidlédva a kemény keratinok expresszid
fokozasaval alakitjdk ki a novekvo szorszalat. A matrix Kkeratinocitak proliferacidja a

szOrszalképzés legalapvetobb feltétele, igy a szorszalképzd anagén fazis jellegzetessége.
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16. abra

A TRPV4 farmakologiai aktivacioja a matrix keratinocitak sejt-folyamataira

a.) Ki67 (vorés immunreaktivitds) és TUNEL (zéld) jelolt sejtek, amelyek proliferalnak, vagy
éppen apoptozison mennek keresztiil (1-1 kezelési csoportbol jellegzetes), a sejtmagok jelolésére
DAPI (kék) festést alkalmaztunk. 0.) Ki67 és TUNEL pozitiv sejtek aranya az dsszes MK sejten
beliil, reprezentativ eredmények egy donor (n=18) adataibol, atlag (+/- SEM) formdaban,
p*<0,05. osszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek. GSK:
GSK1016790A (szelektiv, szintetikus TRPV4 agonista).

crer

jelold (voros) Ki67-immunreaktivitas (16. abra) szépen kirajzolta magat a MK régidt, a sejtek
tobbsége (kb. 60-70%) Ki67-pozitiv volt (16.b abra), vagyis éppen osztodott. Az is lathatd, hogy a

matrix keratinocitdk osztdédasa fokozatosan csokkent a TRPV4-aktivator kezelés emelkedd

cre

morfologia miatt, a MK hianydban nem lehetett proliferald/apoptotizald sejteket sem szamolni).
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Ezzel parhuzamosan, a TRPV4 agonista kezelés esetén az egyébként anagén fazisban nem, vagy
csak elvétve volt lathatdo apoptotikus TUNEL pozitiv (zold immunreaktivitds) sejtek szama
fokozodott, amely szintén a katagén szOrtiiszokre jellemzd. A kisérleteink megerdsitése céljabol
végzett TRPV4 antagonista HC067047 kezelés képes volt kivédeni a proliferacio csokkenést (17.

abra).
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17. abra

A TRPV4 farmakologiai aktivaciojanak hatasa a matrix keratinocitak proliferaciojara

a.) Reprezentativ szortiiszometszetek Ki67 és TUNEL jelolése (vords, ill. z6ld immunreaktivitds),
amely a proliferalo vagy apoptotizalo sejteket jeloli, a sejtmagok jelolésére DAPI (kék) festést
alkalmaztunk. b.) Ki67 pozitiv sejtek aranya az 6sszes MK sejten beliil, reprezentativ eredmények
egy donor (n=18) adataibol, atlag (+/- SEM) formdban, p*<0,05. osszesen 3 donorbol késziilt
kisérletek hasonlo eredményre vezettek. GSK: GSK1016790A (szelektiv, szintetikus TRPV4
agonista). HC067047: TRPV4 antagonista, NS: nem szignifikdans
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6.1.5. A TRPV4 miikodés vizsgalata az ORSK-k Ca?*-homeosztizisira
A TRPV4 nem-specifikus Ca?*-permeabilis kationcsatorna, vagyis képes Ca®*-okat is a

poérusformald région keresztiil a sejtmembranon atengedni, ha aktivalt allapotba keriil. Elséként az
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18. abra

A TRPV4-aktivacié hatasa az ORSK-k [Ca?*]ic-ra

a.) reprezentativ fluoreszcencia gérbék a TRPV4-aktivator kiilonbozé koncentracioival végzett
mérések alapjan (az dbra feletti magyardzat szerinti kezelésekkel). b.) reprezentativ fluoreszcencia
gorbék TRPV4 agonista és antagonista alkalmazasaval. C.) az el6z6 mérések és az azonos donorbol
szarmazo technikai ismétlések (n=6) adataibol késziilt atlagos csucs fluoreszcencia valtozas, TRPV4
antagonista jelenlétében (piros oszlopok) és anélkiil (fekete oszlopok., atlag (+/- SEM) formaban,
p*,#<0,05, sszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek. GSK: GSK1016790A
(szelektiv, szintetikus TRPV4 agonista). HC: HC067047 (TRPV4-antagonista), CTRL: kontroll
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aktivaciot kémiai stimulussal, a korabban is alkalmazott GSK1016790A-val teszteltiik. Primer
human ORSK-k tenyészeteit az ,,Anyagok, mddszerek” szekcioban ismertetett modon, Fluo-4
fluoreszcens Ca?*-méréssel vizsgaltuk.

Eredményeink szerint a TRPV4 aktivator koncentraciofiiggd modon fokozta az intracellularis
Ca2*-koncentraciot ([Ca®']ic), ahogy a 18. 4bran is lathaté. A reprezentativ fluoreszcens mérések
regisztratumain (18.a-b abra) jol latszik, hogy a TRPV4 aktivator kezelés (fliggbleges nyil) utan
szinte azonnal emelkedett a [Ca®'lic. A TRPV4 funkcionalitasa mellett a TRPV4 antagonista
HC067047 hatasossagat is teszteltiik (18.b-c abra), eredményeink szerint sejtszinten képes Vvolt a
10 nM GSK1016790A hatasat teljesen kivédeni, de magasabb koncentracioban alkalmazott
agonista kezelés esetén is képes szignifikansan csokkenteni a TRPV4 aktivaciot (18.b-c abra).
Megallapithato tehat, hogy a korabban lathato, TRPV4 aktivator kezelést kovetden a szortiiszon
bekovetkezett valtozasok valoban a TRPV4 mukodés miatt alakultak ki, illetve a TRPV4 valoban

funkcionalis Ca?*-csatornaként miikodik az emberi szértiisz6 ORSK-in.

6.1.6. A TRPV4 részt vesz az ORSK-k héstimulusra adott Ca?*-bearamlasanak
kozvetitésében in vitro

A TRPV4 ioncsatorna a termoszenzitiv ioncsatornak k6zé tartozik, hstimulus is képes aktivalni.
Ez a borben talan a tobbi szervnél is relevansabbnak tlnik, bar kiilonbozo szovetekben eltérhet az
aktivacios hotartomany, részben az egyéb TRP-receptorok szimultan jelenléte miatt is. A
bevezetésben ismertetett okok miatt nem egy adott hdmérséklethatarral jellemezhetjiik a TRPV4-
et, ami felett nyitott vagy alatt zart allapotban van. Tekintettel arra, hogy ezidaig a TRPV4 nem
volt leirva human szdrtiisz0kon, igy nem rendelkeziink informacidval, hogy milyen hdmérséklet
aktivalja kifejezetten ezen a szoveten. Ezért a leginkabb relevansnak tiiné egerek keratinocitaibol
szarmazé ismeretek alapjan 31 °C-kal kezeltiik a sejteket, miutan 25 °C-on inkubaltuk azokat (19.
abra, alsé panel). Lathatd, hogy az ORSK-kon mért fluoreszcencia folyamatosan emelkedett a

homérsékletvaltozas utan, vagyis a sejtek képesek voltak a héstimulusra in vitro fokozatosan
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[Ca?*]ic ndvekedésével reagalni (19. abra). A TRPV4 hozzajarult ehhez a hatishoz, mert az

14j ctri
—HC067047

=D}

Relativ fluoreszcencia
(alapvonal

T T T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800

()
g 325
@ 300] A S
5 27.5
3 _
5 250
22.5 ————

T T T T T T T T T T T T T T 1
0 200 400 600 BS00 1000 1200 1400 1600 1800
r
Idé (s)

19. abra
Az ORSK-kban hdéstimulus hatasara emelkedik a [Ca2+] melyet részben TRPV4 medial

A fluoreszcencia intenzitas goérbék atlag (+/- SEM) formaban, az alsé panelen bemutatott ho-
protokoll szerinti homérséklet-valtozas alatt (n=3) mért Fluo4 intenzitasat mutatjak, amely a
[Ca*"Jic,-val korrelal. A TRPV4 antagonista jelenlétében (piros gorbe) és anélkiil (fekete gérbe)
kiilonbségek kozotti szignifikancia az atlagos csucs fluoreszcencia valtozdasra vonatkozik,
p*#<0,05. dsszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek. HC067047:
TRPV4-antagonista, CTRL: kontroll.

Hom

ic?

antagonista jelenlétében szignifikansan csokkent a Ca*-bearamlas.

6.1.7. A TRPV4 aktivaci6 nem befolyasolta az ORSK-k életképességét, ugyanakkor
apoptozist indukalt in vitro

A sz0OrtiiszO6kon latott matrixban mért hatasok (proliferacié csokkenése és fokozott apoptozis) a
katagén indukciot kiséré vagy koveto jellegzetességek. A TRPV4 azonban — mint bemutattam a
korabbi eredmények ismertetése soran — az ORS réteg keratinocitain expresszalodik és funkcional.

A TRPV4 aktivacio hatasara eredményeink szerint a sejtek életképessége nem valtozott (MTT-

70



B Eletképesség
[_IMembran fragilitas

. [E=SMitokondrialis membranpotencial (MMP)
w.=
2 < |
[»] — T T
SER N
xS 80 i
eI S RE

U ]
-g gl 60.- N *
=00 N .
‘M wn+= 404 %
NoS
T 62
£3= %
55 O
= % ouyM 1nM 10nM 100nM 1000nM

S (kontroll)

GSK 1016790A koncentracio
20. abra

A TRPV4 aktivacio hatasa az ORSK-k életképességére, nekrotikus és apoptotikus
folyamataira

A GSKI1016790A4 kezelés hatasa a sejtek életképességére (fekete oszlopok, MTT), membran-
fragmentaciora  (nekrozis — marker,  sziirke  oszlopok), valamint a  mitokondridlis
membranpotencialra (apoptozis, ferdén csikozott oszlopok) n=8, dtlag +/- SEM, p*<0,05.
Osszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek. GSK1016790A: szelektiv,
szintetikus TRPV4 agonista

assay, 20. abra, fekete oszlopok) 3 oréas kezelés utan. Az ¢€letképesség mellett a nekrotikus és
apoptotikus folyamatok korai valtozasait is mértiik. A nekrozis folyaman fragmentalodo
membranon a SyTOX-assay magfestése magasabb fluoreszcencia intenzitassal jarna, azonban a
GSK kezelés esetén ezt nem tapasztaltuk (20. abra, sziirke oszlopok). Ellenben a TRPV4 aktivator
koncentracio-fliggd moddon csokkentette az apoptdzis korai jelének tartott mitokondridlis

membranpotencialt (20. abra, ferde csikos oszlopok). A mitokondrialis membranpotencial mérését

az azzal korrelalo DilC1(5)-fluoreszcencia intenzitas detektalasaval végeztiik.
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6.2. A CBD hatasai a szortiiszo biologiai folyamataira

Kisérleteink masodik felében a CBD hatasait vizsgaltuk a szortliszore ex vivo szervkultaraban. A
hajciklusra gyakorolt hatdsok mellett, mivel — részben a kordbban ismertetett eredmények alapjan
— a potencialis cél-spektrumba tartoz6 receptorok (TRPV4, adenozin receptorok) jelen vannak a

szOrtliszOn, ezekre gyakorolt hatasat is vizsgaltuk.

6.2.1. A CBD alacsony koncentracioban tendenciézusan fokozta, magas koncentraciéban
szignifikansan gatolta a szérnovekedést ex vivo

Megallapitottuk, hogy a CBD kezelés a szOrndvekedésre alacsony és magas koncentracioban

ellentétes hatast gyakorolt (21. abra). Magas (10 uM) koncentracidban alkalmazva a CBD
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21. abra
A CBD dualis hatasa az in vitro szérnovekedésre
A CBD 0,1, 1, es 10 uM dozisokban alkalmazva fokozza, vagy szignifikansan gatolja a
szornovekedést. n=54, 3 donor (n=18 donoronként) dsszesitett eredményeibol, dtlag +/- SEM,

p***<0,001.

In vitro sz
(=]
ot

szignifikansan és szinte teljesen gatolta a szérnovekedést (21. abra, fekete vs. sziirke vonalak),
azonban a legalacsonyabb koncentracioban alkalmazva (0,1 pM) kis mértéken fokozta az

elongaciot (szaggatott vonalak). Ugyanakkor ez nem minden donor esetén bizonyult
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szignifikansnak (56,66 % vs. 61.53 %; 52,08 % vs. 53,08 %; 60,53 % vs. 71,02% a 3 donor esetén
a kezeletlen vs. 0,1 uM CBD kezelési csoportokban). Ezért eredményeinket korabban TRPV4
aktivacid hatasandl bemutatottakhoz képest kissé eltéréen dbrazoltuk; nem egy donorbol szarmazo
reprezentativ eredményt mutatunk be, hanem a harom donor 6sszes, azonos kezelési csoportba
tartozd szortlisz6 elongacidinak kombinalasaval kapott ndvekedési goOrbét és statisztikat
abrazoltuk. Kimutattuk, hogy mig a magas koncentracioban alkalmazott CBD hatasara kialakul6
novekedés-gatlds hamar, mar a masodik mérés idejére kialakult, addig az alacsonyabb

crer

koncentracioji kezelések még a kontrollal kb. azonos hatastak voltak, még nem volt koztiik

cre

kezelések kozott, a kontroll kozelében helyezkedett el.

6.2.2. A CBD magas koncentracioban ex vivo katagén fazist indukalt
A CBD szortiiszore kifejtett hatasat tovabb vizsgalva a korabban kezelt szortiisz6k hajciklus-

analizisét végeztiik el, tehat azt elemeztiik, hogy a kiinduldsi (mind anagén) szortiisz6k milyen

a b
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22. abra

A CBD hatasa a hajciklusra

Reprezentativ eredmények egy donor (n=18) adataibol, ésszesen 3 donorbol késziilt kisérletek
hasonlo eredményre vezettek. a.) a CBD hatasa a hajciklus fazisainak megoszidsara a kezelési
csoportokon beliil. b.) EQy-eqy szértiiszo rutin szovettani metszete, a csoportra jellegzetes (10

uM-ban kései katagén, egyébként anagen) fazisban, p***<0,001 Lépték = 50 um.
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aranyban keriiltek korai vagy kései katagén fazisba. Ezen kisérleteink eredménye (22. abra a-b)
alapjan a CBD alacsony dozisban nem mutatott kiilonbdzé hatast a kontroll csoporthoz (vivé
anyaggal kezelt szortiisz6khoz) képest, vagyis a kezdeti anagén VI. fazist szértliszok kb.
ugyanolyan mértékben maradtak ebben a fazisban, mig kis résziik korai (1 uM dézisban 1 szOrtiisz6
kései) katagén fazisba keriilt. Ezzel szemben 10 pM CBD kezelés hatdsira dramai mértékben
csokkent az anagén fazisban 1év0 szortiiszok szama ¢€s aranya. Ezen eredményiink 0sszecseng az
elongacids kisérlet soran tapasztaltakkal, ugyanis a katagén szortiiszOk nem termelnek szdérszalat.

Ebben a kezelési csoportban a kései katagén sz6rtiiszok aranya dominalt (22. abra).

6.2.3. A CBD magas koncentraciéban fokozta a matrix keratinocitak apoptoézisat, és gatolta
a proliferaciot

Kovetkez6 1épésként a hajciklusra kifejtett hatas feltérképezésben a CBD matrix keratinocitak
sejtfolyamataira (proliferaci6 csokkenésére vagy apoptodzis fokozddasara) gyakorolt hatasat

kivantuk vizsgalni. Ezen, a katagén fazis kezdetére jellemzO valtozasok elemzése alapjan
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23. abra

A CBD hatasa a matrix apoptozisra ¢és proliferaciora

a.) 4 proliferadlo, Ki67+ (voros immunreaktivitas) és az apoptotizalé, TUNEL+ (zold) jelolt sejtek
(reprezentativ szértiiszok), a sejtmagok jelolésére DAPI (kék) festést alkalmaztunk. b.) Ki67 és
TUNEL porzitiv sejtek ardanya az dsszes (DAPI+) MK sejten beliil, reprezentativ eredmények egy
donor (n=18) adataibdl, atlag (+/- SEM) formaban, * P<0,05., ** P<0,01 *** P<0,001, ésszesen
3 donorbdl késziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek. Vonal = 50 um
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kovetkeztethetink az  anagén-katagén atmenet bekovetkezésére, annak egyébként
hisztomorfometridval nehezen megitélhetd, korai fazisaban is.

A CBD kezelés koncentracio fiiggd modon csokkentette a matrixban zajldé proliferacios
folyamatokat (23.a abra, voros immunoreaktivitas, 23.b abra), mely 1 uM koncentracié esetén
szignifikans, de 10 pM CBD alkalmazésa esetén mar dramai volt. Ezzel parhuzamosan az anagén
VI. féazist szOrtiiszOben alig megfigyelheté apoptotikus folyamatokat a 10 puM dozisban
alkalmazott CBD szignifikansan fokozta, igaz, alacsony koncentracioban (tendencidzus
mértékben) csokkentette. A kezelés hatasara tehat az értékelhetd szOrtiisz0 matrix régioban a korai
katagénre jellemz6 valtozasok mentek végbe. Azonban, mint a 22.a. 4bran lathatd, a 10 uM dozist
CBD kezelés esetén az anagén és korai katagén morfologia aranya nagymértékben csokkent a kései
katagén javara. Ez utobbi fazisban a szOrtiisz0 nem értékelhetd a standard modszerek alapjan, a
kései katagén fazisi szOrtiisz6 bulbusdnak és ennélfogva a matrixnak ugyanis teljesen mas
morfologiaja van. Tekintve, hogy ezen kisérleteink soran a magas koncentracioja CBD-vel kezelt
csoportban a szamszeriileg értékelhetd szortiisz6k szama sokkal kevesebb volt, azokat nem

abrazoltuk az eredményeink interpretalasa soran.

6.2.4. A CBD magas koncentracioban csokkentette az ORSK-k életképességét és proliferacios
potencialjat

A CBD-kezelés hatasat cellularis szinten tovabb vizsgalva fontosnak tartottuk mérni az
¢életképességre gyakorolt valtozasokat. Korabban ismertetett, ex vivo szortiiszén mért eredmények
alapjan ugyanis valoszeriinek tiint, hogy szamolhatunk az életképesség csokkenésének
lehetoségével is. A genomi DNS mennyiségi meghatarozasan alapuld CyQUANT-assay-vel
kovetkeztethetiink a sejtszamra €s proliferaciora gyakorolt hatasra is. Eredményeink alapjan a CBD
3 6ras kezeléssel (24.a abra) még nem gyakorolt szignifikans hatast az ORSK-kra. Azonban 24 6ra
elteltével mar szignifikansan és koncentracio-fiiggé modon csokkentette a sejtszamot (24.b abra).

Ezek a hatasok 48, illetve 72 o6ra elteltével (24.c-d abra) fokozodtak, lathatd, hogy 10 uM
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koncentracioju kezelésnél mar elérte a CBD a maximalis hatasat (24.d abra), mig az 5 uM kezelés

kevésbé, de szignifikansan befolyasolja a sejtszamot. Alacsony, 1 uM-nal kisebb koncentracidéan
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24. abra

A CBD hatasa az ORSK-k sejtszamara (genomi DNS mennyiségére)

a-d.) 3-24-48-72 oras kezelések utan a genomi DNS alapjan becsiiltiik a sejtszamot, amelyet a
kontrollhoz (100%) viszonyitva adtunk meg. A CBD hatdsdra a sejtszam dozisfiiggé modon
csokken, valamint ez a hatas az ido elteltével is kifejezettebbé valik. 1 uM koncentracioig
alkalmazva a CBD nem befolydsolja a sejtszamot (n=38), dtlag (+/- SEM) formaban. p*<0,05,
**<0,01, ***<0,001 dsszesen 3 donorbol keésziilt kisérletek hasonlo eredményre vezettek.

a CBD kezelésnek nem volt hatdsa a sejtszamra. Ezekkel az eredményeinkkel 6sszhangban vannak
a hasonld folyamatokat mérd, de mdés modszereken alapuld vizsgéalataink is. A sejtek
mitokondrialis enzimeinek aktivitasan alapuld6 MTT-assay alapjan a 3 6ras CBD-kezelés szintén
koncentracio-fliggd modon csokkentette a sejtek életképességét (25.a abra), igaz ez ilyen rovid

kezelési 1d6 utan még csak a legmagasabb, 50 pM-os koncentracioban alkalmazva bizonyult

szignifikansnak a CBD 4ltal okozott viabilitas-csokkenés.

76



6.2.5. A CBD kombinalt médon, apoptozist és nekrozist kivaltva gatolta az ORSK-k
életképességét magas koncentracioban

A sejtszintli hatdsokat tovabb vizsgalva a sejtszdmcsokkentd hatds hatterében allo potencialis
apoptotikus és/vagy nekrotikus folyamatok mozzanatait is elemeztiikk. Ezért kombinalt DiLC-
SYTOX mérést végeztiink (25.b abra). Ezekkel a kisérletekkel — legalabbis a kutatolaborunkban

meghonosodott szokasként — egyidében mindig végziink MTT-assay-t is (25.a abra). Ennek egyik

a b [ syTOX Green {membran dezintegracid)
] DilCy(5) (mitokondrialis membran potencial)
2007
h
,_imo L ¥ 1501
By XX on | c 8
..g 8 80 8 %
f‘d.: 240 S €
\ul: 5 i é'_ 50
!2!20_
0- o T T t T
o 01 1 5 10 50 o 01 1 5 10 50
CBD koncentrécid (pM) CBD koncentrécio (uM)
25. abra

A CBD hatasa az ORSK-k apoptotikus és proliferacios folyamataira

a.) 3 ords CBD kezelés utan mért mitokondridalis membranpotencial értékkel korreldlo Dil C-
fluoreszcencia (fehér oszlopok), amely az apoptozis esetén csokken, valamint a
membranfragmentdacio esetén fokozott mértékben DNS-hez kotodo SYTOX fluoreszcencia
intenzitas (sziirke oszlopok), amely nekrozis esetén fokozodik, amelyeket a kontrollhoz (100%)
viszonyitva adtunk meg. A CBD hatasara az apoptozis és a nekrozis mértéke is dozisfiiggo modon
fokozodik. b.) az el6zd kisérlettel parhuzamosan mért viabilitas mérés (MTT) eredményei, (n=8,
atlag (+/- SEM) formaban. p*<0,05, **<0,01, ***<0,001 ésszesen 3 donorbol késziilt kisérletek
hasonlo eredménvre vezettek.

oka, hogy a nagymértékii viabilitas-csokkenés esetén keletkezd, a kevesebb sejtbdl szarmazo fals
okbol negativ fluoreszcencia intenzitas okat is kisziirjiik. Az azonos ideig (3 6ra) tart6 kezelés soran
csak az 50 pM koncentracioban alkalmazott CBD-kezelés esetén tapasztaltunk szignifikans
DILC-SYTOX fluoreszcencia intenzitas értékek a tobbi kezelési csoportbol szarmazod méréshez
képest szignifikansan kevesebb sejtbdl szdrmazik, amely befolydsolja az eredmények

Osszehasonlithatosagat és értelmezését. Lathato a 25.b abran, hogy a CBD 10 pM koncentracio
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felett okoz nekrozist, és mar kismértékben 1 pM koncentracidé esetén is apoptdzisra jellemzd

mitokondrialis membranpotencial-csokkenéshez vezet. Ez alatti koncentracioban (0,1 uM) nem
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26. abra

A CBD hatasainak vizsgalata az ORSK-k [Ca?*]ic-ra

a.) A CBD hatdsara az [Ca®**ic dozisfiiggd modon fokozédik, (n=3), dtlag (+/- SEM) formdaban.
b.) az el6z6 mérések csiics-fluoreszcencia intenzitas értékei, ¢.) a CBD hatdsdra kialakulé Ca®*-
bedramlas a TRPV4 antagonista alkalmazasa esetén szignifikansan csékken, dtlag (+/- SEM)
formaban, * P<0,05, ** P<0,01, *** P<0,001, dsszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo
eredményre vezettek d.) az el6z6 mérésekbol szarmazo csucs-fluoreszcencia értékek abrdazoldsa.

HC067047: TRPV4 antagonista

volt semmilyen vizsgalt, korai apoptotikus/nekrotikus folyamatokra jellemz6 valtozas.

6.2.6. A CBD alkalmazisa magas koncentracioban dontéen TRPV4 medialt Ca?*-
bearamlashoz vezetett az ORSK-kon

Mivel a CBD ismert modon képes TRPV4 csatornat aktivalni, ezért ezen csatornara kifejtett hatasat

is vizsgaltuk human sz6rtlisz6bdl izolalt primer ORSK-k tenyészetén. Mint kordbban bemutattam,
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eredményeink szerint a csatorna kifejez6dik a szortiiszon (13. abra), azon beliil pedig az ORS
rétegében egyértelmiien intenziven jelen van és funkciondl. A CBD-kezelés is képes volt
koncentracio-fiiggé modon fokozni az ORSK-k [Ca?Ji-t (26. a-b 4abra), ez pedig 10 uM
koncentracio felett szignifikansnak bizonyult. Amennyiben TRPV4 antagonista jelenlétében
vizsgaltuk az 50 uM CBD hatasat, azt talaltuk, hogy ez esetben a CBD 4altal okozott Ca®*-bearamlas

szignifikansan csokkent (26.c-d abra).

6.2.7. A CBD alacsony koncentracioban gatolta a szértiiszok altal termelt, indukalt
gyulladasos citokinek mRNS szintii kifejezodését, amelynek hatterében adenozin receptor
aktivacio allt

A CBD hatasat a szortiisz6 gyulladasos citokin termelésére tobb okbol is fontosnak tartottuk mérni.
Egyrészt ismert anti-inflammatorikus hatasat szerettiik volna vizsgalni. Masrészt a CBD a
piloszebaceus egység masik tagjan, a faggytmirigyen relevans, részben adenozin-receptor medialt
hatasokat is mutatott [107]. Végiil pedig ez magyarazhatna a CBD kis koncentracioban mért, bar
statisztikailag inszignifikans szérndvekedést fokozd hatasat. Kisérleteink soran a gyulladasos
mediatorok TLR3 aktivator poly-(I:C) altal indukalt mRNS szinti kifejez6dését vizsgaltuk. A
poly-(1:C) lathatéan (27. abra) kb. 3-10 szeres szintre fokozta a kontrollhoz (fekete oszlopok)
képest az IL-1p, IL-6 és TNF-a gyulladasos citokinek, illetve a kemokin IL-8 expresszidjat (ferdén
szignifikdnsan csokkent minden vizsgalt citokin és kemokin esetén (sziirke oszlopok), s6t, a TNF-
a és az IL-8 szintje gyakorlatilag normalizalodott. Az adenozin receptorok mindegyikét gatolni
képes CGS 15493 alkalmazasa esetén a CBD hatasa (az IL-8 kemokin esetét leszdmitva) nem tud

érvényesiilni.
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Az alacsony koncentraciojua (0,1 pM) CBD hatasa a szortiiszo altal termelt pro-

2

Kontroll
Poly-(1:C)
Poly-(1:C)+CBD

Poly-(1:C)+CBD+CGS 15493

TNF-a IL-8

inflammatorikus citokinek mRNS szintii kifejezodésére

A TLR3 agonista poly-(1:C) kezelés hatasdra a gyulladasos citokinek mRNS expresszidja
fokozodik, amely az egyiittes CBD kezelés esetén szignifikansan csokken. E hatds (a kemokin
IL-8 esetét leszamitva) az adenozin-receptor gatlas esetén elmarad. (n=3), datlag (+/- SEM)
formdban. */#/$ P<0,05, **/##/$$<0,01, ***/###/$$$ P<0,001, (*: vs. kontroll; #: vs. poly-
(1:C); $: vs. poly-(1:C)+CBD). Osszesen 3 donorbol késziilt kisérletek hasonlo eredményre
vezettek. Poly-(1:C): Polyinozin-polycitidilsav (TLR3 aktivator), CGS 15493: az adenozin
receptorok pan-antagonistaja, IL: interleukin, TNF-a: tumornekrozis-faktor-a, NS: nem

szignifikans
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7. Megbeszélés
7.1. A TRPV4 szerepe a hajciklus szabalyozasaban

A TRPV4-et a bérben mar kordbban is fontos funkcidkkal hoztak 6sszefliggésbe. Az epidermisz
keratinocitaiban hozzajarul a sejt-sejt kapcsolatok molekularis szintii kialakitasahoz, amely a bor
mechanikai és egyéb barrier funkcidinak egyik alapja [102, 103, 115, 117]. A TRPV4 bdrben
betoltott szerepérdl szolo eddigi ismereteinket egésziti ki a TRPV4 szortiiszoben jelen
értekezésemben részletezett funkcioja. Bar az emberi szortliiszOben nem vizsgaltak kordbban a
jelenlétét, egérbdl pontos ismereteink vannak a TRPV4 kifejezddésérol. Ezekkel 6sszhangban
eredményeink szerint 8 TRPV4 a sz0rtiisz6 dontden epitelialis sejtjeiben, foként az ORS-ben van
jelen (13. abra). A kifejez6dés eloszlasa azért sem meglepd, mert egyrészt az egerekben vald
expresszid is hasonlé mintazatot mutat, masrészt az TRPV4-et mar ismert modon kifejezd
epidermisz bazalis rétegével az ORS folytonos, és kozottik egyéb szempontok szerint is SOK a
hasonlosag.

A TRPV4 feltart funkcionalis jelenléte jol illeszkedik a korabban karakterizalt TRP csatornadk
(TRPV1 és TRPV3) kozé, amelyek szintén katagén induktornak bizonyultak [115, 117]. A TRPV4
szelektiv agonista a hajszal novekedését csokkentette (14. abra); ennek hatterében a korai katagén
fazisra jellemz0, a szérszalat képzé matrix keratinocitakban bekovetkezett dramai proliferacio-
csOkkenés allt (16. abra). A matrix keratinocitak apoptdzisa nem feltétlentil direkt hatas, vagyis
nem a rajtuk 1évé TRPV4 csatorna aktivacié kozvetlen kdvetkezménye volt, hanem valdsziniileg a
katagén atmenet jol ismert mozzanata. Azonban a TRPV4 aktivacido kozvetleniil is képes volt
apoptozist indukalni vizsgalataink szerint a szortiiszé f6 TRPV4-expresszalo sejttipusan (13. abra
és 26. abra), az ORS-rétegbdl szarmaz6 keratinocitakon. Valosziniileg a TRPV4 hatasa foként
ezeken a sejteken keresztiil alakul ki, mivel egyértelmiien itt a legnagyobb a TRPV4
immunoreaktivitas (13. abra), illetve ezeken a sejteken a TRPV4 aktivacio egyéb hatasait is sikeriilt

tetten érni. Mint a bevezetésben emlitettem, a csatorna nem-szelektiv kation csatorna, vagyis Ca?*-
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ionokat is képes porusan atengedni. Vizsgalataink alapjan a TRPV4 aktivator GSK1016790A
koncentraciofiiggé modon, illetve a szOrtiiszOn a fenti hatdsokat kivaltd dozis-tartomanyban
fokozta az ORSK-k [Ca?']ic-t (18.a-c 4bra). Eredményeink alapjan dsszességében a TRPV4 foként
az ORS-ben van jelen, aktivacioja hatasara sejtszinten Ca?*-bearamlas torténik, amely apoptotikus
folyamatokat indit be. Ez az egész szértliszore nézve — csakugy, mint a pl. TRPV3 esetén —
regressziv folyamatok beindulasaval jar, igy katagén fazis atmenetet indukal.

Erdekes elképzelés az is, hogy esetleg a TRPV4 nem egyszeriien kiegésziti a tobbi, szortiiszon
kifejez6d6 TRPV receptor jelenlétét, hanem esetleg heterotetramerként komplexeket is képez
veliik. Ez jol ismert jelenség, elméletileg barmely harom, szOrtiiszon mar leirt TRP-csatorna képes
heteromert formalni [94]. Olyan eredmények is vannak, miszerint a TRPV1-4 ioncsatornak
egylittes expresszio esetén nem Onkényesen vagy véletlenszerlien homo/heteromerizaldédnak,
hanem inkabb homotetramereket formalnak [155]. Fontos, és feltehetden élettani jelent6sége is
van, hogy a heteromer fehérjéket alkotd6 TRPV altipusok, amelyeknek sok egyéb tulajdonsaga
megegyezik (pl. szelektivitas), eltérd hoéstimulussal aktivalhatéak, mig a heterotetramerek
aktivacios stimulus-tartomanya pedig a felépit6 alegységek alapjan valtozhat is. A bevezetésben
ismertetett modon az epidermalis keratinocitakban a TRPV4 az intercellularis kapcsolatok
kialakitasa révén szerepet jatszik a barrier fenntartasaban [102-105], és ebben a hémérsékletnek is
van szabalyozo szerepe. Az epidermisz mellett a TRPV4 hdstimulus hatdsara szabalyozza a bor
ereinek atmérdjét, igy — az ataramlo vér mennyiségének, végiil a hdcsere valtoztatasan keresztiil —
a hohaztartasban is szerepet jatszik [106]. Egér keratinocitakban a TRPV4 mért (egyébként a
fentiek és a bevezetésben emlitett okokbol valtozékony) aktivacios kiiszobhémérséklete 32 °C volt
[99], és a mi kisérletes elrendezésiinkben is egy ehhez hasonld, 31 °C-0s homérsékleti stimulus
képes volt Ca®*-bearamlast kivaltani az ORSK-kon (19. 4bra). Az egyébként effektiv TRPV4

antagonista HC067047 még viszonylag magas, 10 uM-os koncentracioban is csak részlegesen volt
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képes kivédeni az ORSK-kon megvalosuld Ca?*-bedramlast. Ezen eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy bar hozzajarul, nem csak a TRPV4 mediélja a hingerre bekovetkezd [Ca?*]ic
novekedést az ORSK-kban.

Erdekes kérdés, hogy az in vitro eredményeink alapjan feltételezett héérzékenység
megnyilvanulhat-e in vivo koriilmények kozott is. Eddig is tobb izben sikeriilt in vitro hdingerrel
aktivalni a TRPV4-et bérbdl szarmazod sejteken [99]. Tovabba a TRP csatornak kinetikajara
altalanosan jellemz6, hogy az aktivald homérséklet tartdos fennalldsa az ioncsatorna
inaktivacidjahoz vezethet, hiszen a hdstimulus csupan az amugy fesziiltségfiiggd csatornak
(aktivacios, ill. egyarant inaktivacios) fesziiltség-kiiszobét tolja el [156]. Még az is felmeriilhet
ezek alapjan, hogy a tartésan az aktivaciés homérsékleti tartomany kozelében 1évé bbrben a
TRPV4 inaktiv, ugyanakkor hideghatasra csokken a deszenzitizacioja, és ismét aktivalhatova valik.
Ismert, hogy a TRPV4 szerepet jatszik szenzoros funkciokban. A viszketésben azonositottak a
szerepét [157], és a fajdalomérzékelésben is fontos a TRPV4 intakt miikodése [98]. Egérben
vizsgaltak a szenzoros végzddéseken ¢és végkésziilékeken valod expresszidjat, és az eredmények
alapjan kifejez6dik majdnem mindegyik kutdn szomatoszenzoros idegen (intraepidermalis
idegvégzddések, Ruffini-testek), kivéve a szértiisz6 kornyékén 1évo érzékeld strukturakat,
melyeken nem igazoltak a jelenlétét [158]. A szortliszOk életciklusanak és igy a szorzet
mennyiségének, valamint szinének évszakokkal és a hdmérséklettel Osszefiiggd valtozasa az
allatvilagban jol ismert jelenség. Elméletileg a termo-TRP csatornaknak ebben is lehet funkcidja,
rdadédsul a TRPV3 génjében bekdvetkezett mutacid szerepet jatszhatott a gyapjas mamutok
sarkvidékhez vald alkalmazkodasaban is [122]. Emberben ezek a szezonalis valtozassal jard
folyamatok nem fordulnak elé, azonban a szortiisz6 koriili hdmérséklet valtoztatasa a klinikai
gyakorlatban jelentds is lehet. Egyrészt sikerrel csokkentik a hajas fejbor hiitésével a kemoterapiat

kisér6 hajhullas mértékét [159], masrészt a szelektiv fototermolizis elvén miikodo intenziv pulzalo
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fény kezelés (intense pulsed light, IPL) hatdsos és tartos szértelenitést biztosit [160]. Ezen, a
szOrtiisz6t érintd, hé hatasara kialakulo jelenségek mechanizmusa nem ismert; ezek hatterében a
TRPV4 vagy mas TRP csatorna esetleges szerepét még nem vizsgaltak.

A hoingereken kiviil sok egyéb altalanos, nem specifikus inger is aktivalja a TRPV4-et (pl. savas
pH, fesziilés). Ezek koziil egy aktivaldé mechanizmus a csatorna aktivalasa mellett képes
szenzitizalni is a TRPV4-et egy masik ingerre (példaul az ozmolaritas aciditasra), és ismert
gyulladasos mediatorok (szerotonin, prosztaglandin-E2) is képesek szenzitizalni a TRPV4-et [98,
161, 162]. Raadasul, ezek az ingerek gyulladasos folyamatok soran egyszerre is jelen lehetnek, és
az ismert, hogy a gyulladas — valamint in vitro t6bb gyulladasos mediator 6nmagaban is — a sz6rszal
elvesztéséhez vagy katagén fazis kialakulasahoz vezethet [74, 86, 87, 163, 164]. Felmeriil, hogy a
TRPV4 is hozza jarul a gyulladast kisérd hajvesztéshez.

Végiil, a TRPV4 lehetséges in vivo aktivatorai utan kutatva az endokannabinoid anandamid (illetve
metabolitja) is felmeriil lehetséges endogén ligandumként. A szértiisz6é képes féként anandamidot,
¢és kisebb koncentracioban 2-AG-t termelni [113], és bar ex vivo az anandamid is katagén fazist
indukal, ezen hatasait a CB1 receptoron keresztiil fejti ki (ugyanakkor a TRPV4 szerepét ezen
kisérleteink soran nem vizsgaltuk).

Eredményeink szerint tehat a TRPV4 jol illeszkedik az endokannabinoid-TRP rendszer szortiiszén
eddig leirt tagjai koz¢, hiszen mind a CB1 metabotrop receptor, mind a TRPV1,3-4 ioncsatornak
aktivacioja emberi eredetii ex vivo szOrtiisz6 szervkultiran katagén fazist indukal [113, 115, 117].
Figyelemre méltd a szortliszOn beliil a TRP csatorndk expresszids mintdzatanak hasonldséaga;
dominal az ORS rétegben a kifejezddés, de a DP sejtekben nem igazolt egyik jelenléte sem.
Ugyanakkor kiilonbségek is vannak az altaluk medialt hatasokban; igy az ORSK-k TRPV3
aktivacidja apoptozisra és nekrozisra jellemz6 valtozasokat is beindit [117], addig a TRPV4

aktivacio eredményeink szerint csak apoptotikus hatasu (20. abra). Amellett, hogy az epidermalis
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IS keratinocitakban expresszalodik, a TRPV4-r6l ismert, hogy immortalizalt epidermalis
keratinocita sejtvonalon is képes apoptozist indukalni [165]. Eredményeink alapjan a késébbiekben
— a TRPV4 farmakologiai célbavétele mellett — mindenképpen érdemes tovabbi kutatasokat
folytatni a TRPV4 szértiisz6en megnyilvanuld hatasainak in vivo karakterizalasara, illetve a
TRPV4 szerepét vizsgalni lehetséges endogén aktivatorok (pl. hd, gyulladas) hatdsanak

kozvetitésében is.

7.2. A CBD hatasai a szortiiszo biologiai folyamataira

A CBD korabbi eredményeink szerint a PSU masik tagjan, a faggyamirigyen igéretes acne ellenes
hatasokat mutat, melyet részben TRPV4 és adenozin receptor aktivacio kozvetit [107]. A két ,,mini-
szerv” kozelsége, valamint az acne és mas korallapotok kialakulasaban betoltott kozos szerepiik is
megkivanja egy potencialisan terapias reménnyel kecsegtetd hatdoanyag vizsgalatat a PSU mindkét
elemén. Raadasul a CBD ismert receptorai koziil tobb expresszidja is ismertté valt a kozelmultban
a szOrtliszon is. Ezek kozott viszont bizonyos receptorok ellentétes hatasokat kodzvetithetnek,
példaul a TRPV4 inkabb katagén iranyba befolyasolja a hajciklust, az adenozin-receptorok pedig
anagén iranyba [73].

Eredményeink szerint ennek megfeleléen nem lehet egyértelmii hajbioldgiai hatast rendelni a
CBD-hoz, mivel alkalmazott koncentracidtartomanytol fliggéen kiilonb6z6, akar ellentétes
hatasokat képes beinditani, és ennek hatterében tobb receptor aktivalasa all (28. édbra). Példaul az
in vitro szérnovekedést alacsony 0,1 uM koncentracioban inkabb fokozta (bar nem szignifikans
moédon, 21. abra), anélkiil, hogy a hajciklusra vagy a matrix Keratinocitak folyamataira
(apoptozis/proliferacio) barmilyen szignifikans hatasa lenne (22-23. abra). Ebben az alacsony
koncentracio-tartomanyban, kb. 1 uM-ig alkalmazva biztonsagosnak tiinik, nincs hatasa az ORSK-
k életképességére és apoptozist vagy nekrozist sem indukal (24-25. abrak). Ebben a koncentracio-

tartomanyban nem kell tehat szdmolni az esetleges, el6z6 alfejezetben megbeszélt TRPV4-medialt
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hatastol, amit a CBD a kozeli faggyumirigyen korabban leirt médon képes aktivalni. Az alacsony
koncentracioju CBD alkalmazéasa biztonsagosnak tiinik, ugyanis a CBD-kezelésnek nem volt —
alacsony koncentracioban — hatasa az ORSK-k Ca?*-homeosztazisara (26. abra) sem.

A CBD magas, 10 uM-0s koncentracioban ugyanakkor gatolta a szrndovekedést ex vivo (21. abra,
vilagos sziirke vonal), és a matrix Keratinocitak kozott az apoptotizald6 TUNEL-pozitiv sejtek
aranya az elenyész6 néhany szazalékrol kb. 15 %-ra emelkedett (23. dbra). Ennek megfeleléen a
hajciklust is dramai mértékben a katagén iranyba terelte (22. abra). Fontos, hogy ebben a (10 uM
feletti) koncentracio-tartomanyban mar az ORSK-k [Ca®*]ic-jat is szignifikdnsan emeli (26.a-b.
4bra), valamint, hogy a CBD altal okozott Ca?*-bearamlas szignifikans médon kivédheté a TRPV4
antagonista HC067047 egylittes alkalmazasaval (26.c-d abra). A CBD az ORSK-k életképességére
ennek megfelel6en hasonld hatast mutat, mint a TRPV4 aktivacio (20. abra) esetén, vagyis képes

apoptézist indukélni, azonban ehhez nekrotikus hatés is tarsul (25. abra). S6t, a CBD ebben a

Alacsony koncentracié Magas koncentracio
(<1 uM) (210 uM)

v Minimdlis hatas a hajszal j Gétolj? a szc':frnl'dlv?kedést
ovekedésé Katagén morfoldgia
4 rI\llloi:(iem‘:ili:s:artea’as a v’ Ca? bedramlas
hajciklusra v' ORSK-k apoptdzis vezérelt

v" Nincs hatas az ORSK sejtszamcsokkenése

életképességére,
apoptozisra, nekrozisra
v Gyulladasgatlé hatas

Adenozin
receptorok

FGF71? (lino et al. 2007)

28. abra
A CBD szdrtiiszon Kkifejtett hatasainak dsszefoglalasa

A szortiisz6 (kozépen) bal oldalan az alacsony koncentracioban alkalmazott CBD altal kifejtett
hatasokat (z6ld szin, nyil) mutatjiuk be, a gyulladasgatlo hatasok mogott adenozin-receptor aktivaciot
feltételeziink. Ezzel szemben magas (10 uM feletti) koncentrdacioban alkalmazva a TRPV4 receptorokat

is aktivalja, és a hajciklust a katagén fazis felé terelve gatolja a szornovekedeést.
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hatasa mar 5 uM dozisban is megnyilvanul.

A CBD alacsony koncentracioban amellett, hogy biztonsagosnak tlinik, vagyis nincsenek az
elézéekben ismertetett TRPV4 medialt hatdsai, gyulladdsgatld hatdsunak is bizonyult.
Modelliinkben a TLR3 receptor aktivaciojaval indukaltunk in vitro gyulladasos kornyezetet
szOrtliszo-szervkultiraban, amely soran sikeriilt a teljesen kezeletlen szOrtiiszok citokin termelését
fokozni, igy az IL-1, IL-6, IL-8 és TNFa expresszioja kb. 3-10-szeresére fokozodott (27. abra,
ferdén csikozott oszlopok). A CBD képes volt ezt a gyulladasos valaszt minimalizalni vagy
kivédeni egyiittes alkalmazas esetén (27. abra, sziirke oszlopok), és ezt a hatast valosziniileg
adenozin receptorok aktivalasaval fejtette ki. Eredményeink szerint a CBD kelléen alacsony
dozisban alkalmazva, amelyben a TRPV4-et még nem aktivalja érdemben, képes az adenozin
receptorokat serkentve anti-inflammatorikus hatast kifejteni. Ez megmagyarazza azt a
megfigyelést, hogy a CBD ebben a dozisban, bar nem-szignifikans modon, de képes a
szbrszalndvekedést is fokozni in vitro eredményeink szerint (21. abra).

Részben ezen gyulladascsokkentd hatis alapjan a CBD-t bdrbetegségek koziil a klinikai
vizsgalatok iranyelveit kimeritd modon elészor acnéban kezdték vizsgalni. A placebo-kontrollalt,
kettésvak, randomizalt, 368 beteg bevonasaval végzett vizsgalat (NCT03573518) eredményeit még
nem ismerjiik a disszertacio6 irdsdnak idején, azonban az eldzetes eredmények alapjan a vizsgalati
alanyok a napi kétszeri helyi kezelést jol toleraltak, bar a hatasossagrol igy sincs elérhetd adat
[148]. A CBD acne-cllenes hatasa mogott részben a korabban munkacsoportunk altal leirt,
faggyimirigyen megnyilvanulé komplex gyulladasgatlo, antiproliferativ és szebosztatikus hatés
allhat [107], ugyanakkor, tekintve, hogy az ORS réteg fokozott proliferacioja is szerepet jatszik a
betegség kialakulasaban, a CBD ORSK-kon kifejtett antiproliferativ és gyulladasgatlé hatasai (25.

€s 27. abrak) is hozzajarulhatnak a terapias sikerességhez.
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Jelenleg tobb mas borbetegségben is vizsgaljak a helyi CBD kezelés hatasat; ezek tobbnyire korai
fazist vizsgalatok, kevés betegen és nem feltétleniil randomizaltak. Ezek kozott a lehetséges
korképek és allapotok kozott van az acnéra hajlamos arcbér (NCT04045119). A gyermekek kozott
gyakori, gyulladdsos mechanizmussal kialakuld atopids dematitiszben zajlo vizsgalat
betegbevonasnal jar; placebo-kontrollalt, randomizalt, fazis 2 vizsgalatot terveznek dsszesen 200
betegen (NCT03824405). Emellett a pikkelysomorhoz tarsuld iziileti fajdalom és gyulladas
(arthritis psoriatica) esetében per 0s CBD-vel terveznek fazis 2 klinikai vizsgalatot
(NCTO03693833, betegbevonas alatt). A topikalis CBD kezelés irdnt mutatott intenziv érdeklddés
nem véletlen, ugyanis a gyulladdsgatldo hatdsu szerekre nagy sziikség van a gyakori, részben
immun-medialt bérbetegségek kezelésére. Emellett a szisztémasan is biztonsagosnak tiin6 CBD
kezelésnek helyi kezelés mellett még kisebb mértékii mellékhatas-profillal kell szamolni.

Osszességében huméan in vitro és ex vivo kisérleteink soran nyert eredményeink illeszkednek a
CBD-r61 eddig felhalmozott kutatdsi eredmények kozé, amelyek alapjan a CBD a
borgyogyaszatban tovabbra is igéretes hatdéanyagjeldlt. Tovabba, eredményeink kozelebb visznek

a CBD hatasa mogott allo komplex mechanizmusok megismeréséhez is.
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8. Osszefoglalas

Jelen vizsgalataink soran az endokannabinoid rendszer szértiisz6ben betoltott élettani szabalyozo
szerepérdl szolo ismereteinket kivantuk bdéviteni és egy 01j TRP csatornardl bizonyitottuk be, hogy
szerepe lehet a hajciklus szabalyozasaban. Eredményeink szerint a TRPV4 ioncsatorna kifejezédik
human szortiiszében, foként a kiilsé gyokérhiively rétegben, melyben a keratinocitakon a TRPV4
Ca?*-csatornaként funkcional, és in vitro hostimulussal is aktivalhatd. A TRPV4 kémiai stimulalasa
az keratinocitak apoptézisahoz vezet, az intakt, human szortiisz6k TRPV4 aktivacidja pedig
katagén fazist indukal, valamint gatolja a szrndvekedést ex vivo.

Tovabba vizsgalatuk a cannabidiol human szortiiszékre kifejtett hatasait és az azok hatterében allo
receptorokat. Megallapitottuk, hogy az alkalmazott CBD kezelésnek koncentraciotol fiiggden
eltérd, ellentétes hatasai vannak. Alacsony koncentracioban alkalmazva elhanyagolhaté mddon
befolyasolja a hajciklust, a sz6rnévekedést is csak inszignifikans modon fokozza. Raadasul, 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 dominalja szortiiszOn kifejtett hatasait; igy a CBD gatolja a szérndvekedést, a matrix
keratinocitak proliferaciojat és katagén morfologiat indukal. A sz6tliszon a TRPV4-et leginkabb
kifejezd kiilsé gyokérhiively keratinocitdkon pedig apoptozis €s nekrozis kialakulasdhoz vezet a
TRPV4 aktivaciojaval és Ca®"-bearamlassal.

Vizsgalataink amellett, hogy 10j informacioval szolgalnak az endokannabinoid-TRP rendszer,
valamint a CBD hajbiolégiai hatésairol, jol illeszkednek a korabban felhalmozott ismeretek kozé.
Eredményeink szerint a TRPV4 hozzéjarulhat a TRPV1 és TRPV3, valamint a CB1 receptorok
altal a hajcikluson fenntartott pro-katagén ,,endokannabinoid-tonushoz”. Ezenfeliil jellemeztiik
CBD 0sszetett szOrbiologiai hatésait, és azonositottuk az ezeket mediald célpontokat, igymint az

kiils6 gyokérhiively keratinocitdkon kifejez6d6 TRPV4 és adenozin receptorokat.
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9. Summary

In the current study we aimed to study the physiological role of the endocannabinoid system on
hair follicles, and we introduced a novel hair cycle regulator of the TRP channel family. Our results
suggest that human hair follicles express functionally active TRPV4 ion channel, particularly in
the outer root sheath layer. In the outer root sheath keratinocytes, TRPV4 functions as a Ca?*-
channel that can be activated by thermal stimulus in vitro. Chemical TRPV4 activation leads to
apoptosis on outer root sheath keratinocytes, whereas, when targeted on intact human hair follicles
ex vivo, TRPV4 activation induces catagen transition along with suppressed hair growth.
Moreover, we tested the effects of CBD on human hair follicles and characterized the receptors
that mediate its effect. We found that CBD-treatment exerted opposite effects depending on the
concentration applied. We assume that CBD acts as an agonist on both TRPV4 and adenosine
receptors that have opposite effects on the hair cycle. At low concentrations it has minor effects on
the hair cycle and enhances hair growth, although statistically insignificantly. Additionally, also at
low concentrations, CBD has anti-inflammatory effects mediated by adenosine receptor activation.
However, at high concentrations, CBD activates TRPV4 channels, dominating its effects on hair
follicles, leading to decreased hair growth and catagen morphology. On outer root sheath
keratinocytes, the predominant TRPV4-expressing cells in the hair follicle, CBD induces apoptosis
and necrosis mediated by TRPV4 activation and resultant Ca?*-influx.

Our results are in line with earlier scientific reports, but they also deliver new data about the
endocannabinoid-TRP system’s function on hair follicles. We provided evidence that TRPV4
contributes to the TRPV1-TRPV3 and CB1 driven “pro-catagen endocannabinoid” tone on the hair
cycle. Moreover, we characterized CBD’s complex effect on hair biology and identified its cellular

targets as TRPV4 and adenosine receptors on outer root sheath keratinocytes.
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A Debreceni Egyetem Altalanos Orvostudoményi Kar Elettani Intézetében eltoltott PhD-hallgatéi
munkam (illetve az azt megel6z6 TDK munkam) sordn kozvetlen munkatarsaim tdmogatasaért
halaval tartozom. ElsOként témavezetomnek, Prof. Dr. Bir6 Tamasnak, illetve az intézet
vezetdjének, Prof Dr. Csernoch Lészlonak, akik lehetdvé tették, hogy a rendkiviil szinvonalas
Elettani Intézet Molekularis Sejtélettani laboratériumaban folytathassam doktori fokozat
megszerzéséhez sziikkséges munkam.
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hallgato tarsaimmal, Dr. Vasas Nikolettel, Dr. Markovics Arnolddal, Dr. Balogh Norberttel,
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mindennapi munka soran.
A laboratoriumi munka soran hatalmas segitség volt Dr. Varga Attilané Ibcsike és Hollosi Erika
asszisztensek munkaja. A csoporthoz csatlakoz6 szakkoros hallgatok lelkes hozzaallasa és szakmai
hozzajarulasa miatt kdszonettel tartozom Dr. Yair Dan Meirynek és Dr. Einav Shitritnek is.
A Debreceni Egyetem Klinikai Kozpont, Bérgyogyaszati Klinika részérél Prof. Dr. Szegedi
Andreanak, Dr. Emri Gabriellanak és Prof. Dr. Remenyik Evanak halas vagyok a szakmai
segitségért és biztatasaért.
Kiilfoldi kollaboracids partnereinknek, Prof. Dr. Ralf Paus-nak, Dr. lain Haslam-nek, valamint
Prof. Dr. Martin Steinhoffnak és Dr. [an McDonald-nak a tartalmas és eredményes k6z6s munkaért
€s SoK lehet6ségért tartozom halaval.
Es természetesen halds vagyok a csalddomnak, foként feleségemnek, Dr. Kenyeres Annanak

tdmogatasaért és kitartdsaért.

101



14. Fiiggelék — Sajat kozlemények jegyzéke

DEBRECENI EGYETEM
EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETE M Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

Nyilvantartasi szam: ~ DEENK/321/2019.PL
Targy: PhD Publikaciés Lista

Jeldlt: Szabéd Imre Lérinc
Neptun kéd: BHLFWC
Doktori Iskola: Molekularis Orvostudomany Doktori Iskola

A PhD értekezés alapjaul szolgalé kézlemények

1. Szabé, I. L., Herczeg-Lisztes, E., Béke, G., Téth, K. F., Paus, R., Olah, A., Bird, T.: The
phytocannabinoid (-)-cannabidiol (CBD) operates as a complex, differential modulator of
human hair growth: anti-inflammatory submicromolar versus hair growth inhibitory micromolar
effects.

J. Invest. Dermatol. [Epub ahead of print], 1-11, 2019.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/).jid.2019.07.690
IF: 6.29 (2018)

2. Szabé, I. L., Herczeg-Lisztes, E., Szegedi, A., Nemes, B. A, Paus, R., Biré, T., Szdll6si, A. G.:
TRPV4 Is Expressed in Human Hair Follicles and Inhibits Hair Growth In Vitro.
J. Invest. Dermatol. 139 (6), 1385-1388, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/}.jid.2018.11.020
IF: 6.29

Tovabbi kozlemények

3. Herczeg-Lisztes, E., Téth, |. B., Bertolini, M., Szabé, I. L., Zakany, N., Olah, A., Szoliési, A. G.,
Paus, R., Bir6, T.: Adenosine promotes human hair growth and inhibits catagen transition in
vitro: role of the outer root sheath keratinocytes.

J. Invest. Dermatol. "Accepted by Publisher”, 2019.

== LM &

IF: 6.29 (2018) & . R

4. Steinhoff, M., Oaklander, A. L., Szabé, I. L., Stander, S., Schmelz, M.: Neuropatl}i tch §§ ;
Pain. 160 (Suppl.), S11-S16, 2019. '\,_, s
DOI: http://dx.doi.org/10.1097/.pain.0000000000001551 ) "*», (\y
IF: 6.029 (2018) _\47;}1 \wr,. >

102



DEBRECENI EGYETEM
D E B R E c E N I EGYETEMI ES NEMZETI KONYVTAR

H-4002 Debrecen, Egyetem tér 1, Pf.: 400
EGYETEM Tel.: 52/410-443, e-mail: publikaciok@lib.unideb.hu

5. Szollési, A. G., McDonald, ., Szabé, I. L., Meng, J., Bogaard, E. v. d., Steinhoff, M.: TLR3 in
Chronic Human ltch: a Keratinocyte-Associated Mechanism of Peripheral ltch Sensitization.
J. Invest. Dermatol. [Epub ahead of print], 1-35, 2019.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.1016/}.jid.2019.04.018
IF: 6.29 (2018)

6. Steinhoff, M., Schmelz, M., Szabg, I. L., Oaklander, A. L.: Clinical presentation, management, and
pathophysiology of neuropathic itch.
Lancet Neurol. 17 (8), 709-720, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/S1474-4422(18)30217-5
IF: 28.755

7. Szabg, I. L., Kenyeres, A, Szegedi, A., Szdllési, A. G.: Heme Oxygenase and the Skin in Health
and Disease.
Curr. Pharm. Design. 24 (20), 2303-2310, 2018.
DOI: http://dx.doi.org/10.2174/1381612824666 180717155953
IF:2.412

8. Steuer-Hajdu, K., Sawhney, |., Szabé, I. L., Irinyi, B., Herédi, E., Ur, F., Remenyik, E., Szegedi, A.,
Gaspar, K.: Atopias dermatitis klinikai alcsoportjai.
Bérgyoégyasz. Venerol. Szle. 93 (3), 102-107, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2017.93.3.3

9. Szabé, I. L., Ocsai, H., Kiss, B. K., Kékedi, K., Kdsa, P., Varvélgyi, T., Kun, E., Kenyeres, A.,
Szollssi, A. G., Remenyik, E., Emri, G.: BRAF-mutacio pozitiv attétes melanoma célzott
gyogyszeres kezelése.

Bérgyogyasz. Venerol. Szle. 93 (4), 160-167, 2017.
DOI: hitp://dx.doi.org/10.7188/bvsz.2017.93.4.4

10. Haslam, |. S., Jadkauskaite, L., Szabé, I. L., Staege, S., Hesebeck-Brinckmann, J., Jenkins, G.,
Bhogal, R. K., Lim, F. L., Farjo, N., Farjo, B., Bir6, T., Schafer, M., Paus, R.: Oxidative
Damage Control in a Human (Mini-) Organ: Nrf2 Activation Protects against Oxidative Stress-
Induced Hair Growth Inhibition.

J. Invest. Dermatol. 137 (2), 295-304, 2017.
DOI: http://dx.doi.org/10.1016/j.jid.2016.08.035
IF: 6.448

A kozl6 folybiratok osszesitett impakt faktora: 68,804 e
A kozl6 folydiratok dsszesitett impakt faktora (az értekezés alapjaul szolgalé kd\"z'iemén ye

12,58 3

A DEENK a Jel6lt altal az iDEa Tudéstérbe feltdltott adatok bibliografiai és tudoménkmefﬁ%nll‘\ff/
ellendrzését a tudomanyos adatbazisok és a Journal Citation Reports Impact Factor lista alapjan

elvégezte.

Debrecen, 2019.09.16.

103



