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BEVEZETES

A bér funkcionalis anatomidja; a HaCaT keratinocytak

Egészen a mult szazad kbzepéig tartotta magat az az elképzelés, hogy a bbr,
mint a szervezet elsédleges védelmi vonala, ,csupan” a szervezet mechanikai, termikus,
valamint fényingerekkel szembeni védelmét biztositja. A részletesebb kutatdsok
azonban ravilagitottak arra, hogy a bér emellett szdamos mas biologiai folyamat
szabdlyozasaban is részt vesz, igy napjainkban testiink legnagyobb témegi szerve
intenziv kutatasok targyat képezi.

Ahhoz, hogy a bér sokrétl funkcidjat megértsik, ismernink kell e szerv szévet-és
fejlédéstanat. A boér (cutis) anatdémiailag harom részre kilénithetd el: epidermis, dermis,
valamint tela subcutanea (1. abra). Ezek tovabbi rétegekre bonthaték, melyek mind

fejlédéstanilag, mind funkcionalisan eltérnek egymastol.
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1. abra: A human bér felépitése
http://training.seer.cancer.gov/ss_module14_melanoma/unit02_sec01_anatomy.html

4



1. A Kkulvildggal koézvetlenial a ham (epidermis) érintkezik, melyet tovabbi

rétegekre kilénithetlink el (Racz és mtsai, 1994; Szentagothai és Réthelyi, 2002):

stratum basale

stratum spinosum

stratum granulosum

stratum lucidum
e stratum corneum
A ham sejtieinek 90%-at ectodermalis eredetll keratinocytak alkotjak, melyek
legfontosabb funkcidja a keratin termelése, ezzel védelmet biztositva a kllvilag artalmas
ingereivel szemben. A stratum basalet folyamatosan proliferalé sejtek alkotjak, melyek
az utanpdtlast biztositjak a tébbi réteg szamara. A keratinképz6dés a stratum spinosum
felsd sejtsoraiban kezdddik el és az ezt kdvetd sejtsorokban folytatédik. A keratinizacio
végeredményeképpen a bért a legfelsé, elhalt sejteket tartalmazé réteg, a stratum
corneum boritja, melyet bevon a kémiailag igen ellenallé fehérje, a lagy tipusu keratin. A
szintén ectodermalis eredetli Merkel-sejtek lassan adaptalodo felliletes proprioceptorok,
a basalis réteg sejtjei k6z6tt talalhatéak. A hdm ezen kivll tartalmaz crista neuralis
eredetli melanocytakat, melyek feladata a napfénytél valé védelem (melanin pigment
termelése). A ham negyedik sejtfélesége a Langerhans-sejt, amely mesodermalis
eredetli és a monocyta-machrophag rendszerhez tartozik. Feladata a bérén keresztili
szenzibilizacié biztositasa, valamint a karosodott hamsejtek eltakaritdsaban is részt
vesz. A felsorolt sejteken kivil ideiglenesen a hdmba vandorolhatnak lymphocytak.
Bar a keratinocytak biologiai funkcidi j6l vizsgalhatdék primer tenyészetben, a

Normal Human Epidermalis Keratinocytdk (NHEK) csupan néhany passzalast élnek tul.



Ezért szamos probalkozas tértént olyan sejtvonal eléallitasara, amely a lehetd legjobban
megkdzeliti a human keratinocytak biol6égiai tulajdonsagait, mégis korlatlanul
fenntarthaté és szaporithaté. Manapsag erre a célra az egyik leggyakrabban a HaCaT
sejtvonalat hasznaljak (2. abra). A név a Human Adult skin keratinocytes, low Ca**,
elevated Temperature roéviditésébél (HaCaT) ered. A sejtvonalat Boukamp és
munkatarsai 1988-ban hoztak létre (Boukamp és mtsai, 1988). A sejteket egy 62 éves,
melanomaban szenvedd férfibeteg hatbérének azon részébdl izolaltak, amely, bar a
tumor melletti részbdl szarmazott, de bizonyitottan nem szenvedett malignus
atalakulast. A sejteket alacsony extracellularis Ca** -koncentracié mellett (0,2 mM),

magas hémérsékleten (38,5 °C) tartottak.

2. dbra: HaCaT keratinocytak
(Boukamp és mtsai, 1998)

A sejteket cytogenetikai mddszerekkel, DNS ujjlenyomattal, egerekbe térténd beoltassal,
immuncitokémiai és gélelekiroforézis technikaval is ellendrizték. A HaCaT sejtek
genetikailag kilénbdznek az egészseéges bérsejtektdl: a kromoszémaszam aneuploid, a
p53 tumorszupresszor gén pontmutaciot szenvedett és transzkripciésan inaktiv. Mivel a
p53 gatolja a sejtosztddast, ezért ezen gén inaktivitasa is hozzajarul a sejtvonal korlatlan

fenntarthatésdgadhoz (tébb, mint 140 passzaldas utdn sem valtozik a sejtek



génallomanya). Ugyanakkor ezen genetikai eltérések ellenére a sejtek az egészséges
keratinocytdkhoz  hasonl6an differencialodnak (bizonyitottan expresszaljgk a
differencialodasi markereket: keratin 1, keratin 10, involucrin és filaggrin). Kollagén
gélen szélesztve a sejteket, azok az egészséges feln6tt keratinocytdakhoz hasonlo
epidermis réteget hoznak létre.

2. A bér kbvetkezb rétege az irha (dermis), melyet szintén tovabbi alrétegekre

oszthatunk (Racz és mtsai, 1994; Szentagothai és Réthelyi, 2002):

o stratum papillare
o stratum subpapillare
o stratum reticulare

Az irha mesodermalis eredetl kétészdévet, melynek vastagsaga kb. 3 mm. Feladata a
bér turgoranak, valamint tdpanyag- és idegellatdsanak biztositdsa, ezen kivlil dus
érhaldzata révén fontos szerepet jatszik a szervezet h6haztartdsaban. Szamos sejttipus
alkotja, ezek kozlil a legnagyobb szamban fibroblastok talalhaték, melyek az
alapéllomanyt és a kotészdveti rostokat termelik. Az alapallomanyt proteoglikanok,
glikézaminoglikanok, glikoproteinek, elektrolit és viz alkotja. Az irha rostrendszere
elasztikus, kollagén- és racsrostokbdl all. A histiocytak/macrophagok a mononuclearis
phagocyta system (MPS) tagjai, sejttormeléket és melanint fagocitalnak. A hizosejtek
hisztamint, szerotonint és heparint tartalmaznak, az allergias reakcid keletkezésében
van szerepik. A zsirsejtek neutrdlis zsirokat tarolnak. A differencialatlan mesenchymalis

Ve

lymphocytak és a plazmasejtek az immunvéalaszban jatszanak fontos szerepet. Emellett



az irhaban taldlhatéak a vérbdl kivandorolt eosinophil, basophil, neutrophil granulocytak,
illetve monocytak is.

3. A bér legbelsé része a béralja (tela subcutanea, subcutis, hypodermis).

A Dbéralja lebenyekbe rendez8doétt zsirsejtekbdl all, mely lebenyekben erek és idegek
futnak (Racz és mtsai, 1994; Szentagothai és Réthelyi, 2002). A zsirparna vastagsaga
nemenként, korcsoportonként, illetve testtajanként valtoz6 nagysagu. A zsirparnat
felépitd zsirsejtek mesodermalis eredetiiek, feladatuk a bdr rétegeinek taplalasa, a
h&szabalyozas biztositasa, illetve a zsirréteg altal a belsd szervek mechanikai védelme,

valamint energiaraktar képzése.

A sZbrtiisz6

A Dbor egyik flggeléke a szértisz6 (mas néven follikulus), mely a bér

Ve

Ve

(Paus és Cotsarelis, 1999). A sz6rtliszd egyik legfontosabb tulajdonsaga a folyamatos
regeneraciéra vald képesség. Ezen regeneraci6 magaban foglalja a proliferaciés,
differencidléodasi és apoptotikus folyamatok szigordan ellenérzétt dsszhangjat,
kilénb6z6 eredetll és funkcidju sejtrétegek kbélcsénds kommunikacioja révén (Paus,
1998). A follikulus sejt-reservoirként szolgal szamos sejttipus kialakulasanak, ugymint a
bér és a sz6rtliszé immunfolyamataiban szerepet jatszé Langerhans-sejteknek (Gilliam
és mtsai, 1998), a melanocytaknak (Peters és mtsai, 2002b) és a keratinocytaknak
(Panteleyev és mtsai, 2001). A sz6rtlisz6 altal termelt ndvekedési faktorok, citokinek,

neuropeptidek, enzimek és adhézidos molekuldk segitik a follikulus és jarulékos



képleteinek (6ket ellatdé erek, idegek, kulénféle mirigyek) finoman 6sszehangolt
mikddését (Stenn és Paus, 2001). A follikulusok emlitett sejtfolyamatainak
tanulmanyozasa emellett lehetéséget nyujt a hajkutatdson tdlmutatd, de hasonlé

jelenségek értelmezésére is (pl. sebgyodgyulés).

A sZz6rtlisz6 funkcionalis anatémiaja

A szbrtisz6k kilénbdzd tipusaiban megfigyelheté finom eltérések ellenére
azonos alapszerkezettel jellemezhetdk (3. abra), mely a follikulus f6 tevékenységének, a
kdérnyezettel dsszhangban 1év6é haj-, illetve szérszaltermelésnek van alarendelve
(Montagna és Ellis, 1958; Montagna és Parakkal, 1974; Dawber, 1997; Paus és
Cotsarelis, 1999). A hajszal Iétrehozasa a kdvetkezd elv szerint térténik: az epithelium
egy betliremkedése (a bulbus) egy specialis mesenchymalis sejtcsoporttal, a dermalis
papillaval (DP) tértén6 kommunikacié soran létrehoz egy igen ellenallé struktarat, a
hajszélat, amely azutan a kérnyez6 szévetek megsértése nélkil athatol az epidermisen.
Ennek megfeleléen a follikulust egy hagymahoz is szoktak hasonlitani, melynek a
legbelsé burkai a DP-nak felelnek meg, amit a bulbus epithelium tébb rétege héjszeriien
vesz koérdl. A hagyma szara a follikulus belsejében elhelyezkedd, folyamatosan kifelé
mozgd hajszal. A DP f6létt talalhatoé keratinocytdk terminalis differencialédas soran an.
trychocytakkéa alakulnak és a differencialédasi folyamatok részeként a szintén ezen a
tertleten elhelyezkedd melanocytdktdl melanint vesznek fél. A trychocytak folyamatosan
félfelé mozogva alakitjdk ki ezutan a hajszal harom rétegét: a kortexet (ahol a kénben
gazdag fehérjematrixba dgyazodnak a teljesen keratinizalt trychocytak kétegei), az ezt

tetécserépszerlien boritd kutikulat, valamint a medullat.



Cap

3. abra: A sz6rtlisz6 anatomiaja

Az abran a szortlisz6 klUlonbdz6 magassagban készitett keresztmetszeti képeinek sematikus rajza
lathat6. IF: infundibulum, Is: isthmus, HS: hajszal, HP: dermalis papilla, Cap: kapillaris, ORS: kiilsé
gyokérhuvely keratinocytdk, IRS: belsé gydkérhlvely keratinocytak, HC: Henle réteg, HX: Huxley réteg,
MC: matrix keratinocytak, E: epidermis, SG: faggyumirigy, C: hajszal kortex, Cu: kutikula, NF: idegrost,
AM: Arrector pili izom, GM: Uvegmembran, Ad: adipocytdk, BL: bazalis lamina, HF: hajfollikulus, SB:
stratum basale, SS: stratum spinosum, SG: stratum granulosum, SC: stratum corneum, K: keratin, Ct:
kutikula, MeC: medullaris sejtek, HB: bulbus, FS: follikularis kétészdveti réteg, Me: melanocyta, Art:
arteriola. (Paus és mtsai, 1999)

A bels6é gyodkérhlvely (inner root sheath, IRS) keratinocytainak terminalisan
differencialodott rétegei egy szilard, ellenallé palastot képeznek a hajszal kérll és vele
egyutt kifelé mozognak, elcstuszva a kilsé gydkérhively (outer root sheath, ORS)
keratinocytdinak legbels6é rétegén. Az IRS maga is tobb koncentrikusan rendezédé
rétegbél all: Henle-réteg, Huxley-réteg és a kutikula. Ezen rétegek mindegyike eltéré
epithelialis differencialtsagi mintazattal és jellegzetes szerkezeti fehérjékkel (pl. haj
keratinok, trychohialin), matrix molekulakkal és enzimekkel rendelkezik. A follikulus-

epithelium morfolégiai sokszinliségére utal tovabba, hogy a nyolc epithelialis réteg
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mindegyikében a keratin multigén csalad bizonyos tagjai és expressziés mintazata
irhaté le (Powel és Rogers, 1997; Langbein és mtsai, 1999, 2001 és 2002).

Az ORS keratinocytdk alkotjak a dermist és az IRS-t elvalaszt6 és egyben
O6sszekotod réteget. Ezen sejtek folyamatos kapcsolatban és sejtkicserélédésben vannak
az epidermissel. Erre utal az a tény is, hogy az epidermis sérilése esetén az ORS
sejtjeibdl regeneraldédhat (Taylor és mtsai, 2000). Az IRS-sel és a hajszallal ellentétben
az ORS sejtjeinek egy részére lassu osztédasi rata és igy a proliferalé keratinocytak
keratin-expressziés mintazata jellemzd. A differenciadlédas a bazalis membran iranyabdl
az IRS felé térténik. Az ORS egyrészt sejt-reservoirként szolgal (Panteleyev és mtsai,
2001), masrészt a belsdbb sejtrétegek taplalasat végzi (oxigén, energia-raktar), illetve
szamos olyan faktort és citokint termel, melyek a hajciklus (Id. késébb) szabalyozdsaban
jatszanak szerepet.

Ugy tiinik, hogy az ORS, az IRS és a hajszal keratinocytai harom prekurzor
sejtpopulaciébdl jénnek létre, melyek egyrészt a musculus arrector pili csatlakozasanak
kb6zelében (elsédleges sejtpopulacid), masrészt (masodlagosan) a bulbusban
helyezkednek el (Panteleyev és mtsai, 2001). A fejl6dd, aktiv follikulus leggyorsabb
Utemben osztdédd sejtpopulacidja, a matrix keratinocytdk, melyek az Auber-féle vonal (a
bulbus legszélesebb része, a dermalis papilla maximalis atméréje) alatt helyezkednek
el.

A follikulus nagysagat és atméréjét a DP hatarozza meg (Jahoda és Reynolds,
1996). A sérilt DP teljes mértékben képes regeneralddni a follikulus legkilsé burkabdl,
a proximalis kétészdvetes burokbdl (CTS) (Jahoda és Reynolds, 1996; Reynolds és
mtsai, 1999). A DP sejtjei egy olyan matrixba vannak beagyazva, ami ésszetételében

egy bazélis membranra hasonlit. A ndévekedd fazisban 1évé follikulus fibroblastjai
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kbézvetlen kontaktusba tudnak Iépni a matrix keratinocytakkal, ami jelentésen
leegyszerisiti a kéztik fenndll6 jelatvitelt (Jahoda és Reynolds, 1996; Jahoda, 1998).
Feltehetbleg hasonl6 kommunikacié all fenn a CTS/DP sejtek és a bdr alatti zsirsejtek
k6z6tt is (Jahoda és mtsai, 2003).

A nbvekedési fazisban 1évd hajszal pigmentacidjaért a proximalis szértliszében, a
matrix keratinocytak koézt elszértan elhelyezkedd terminalisan differencidlédott
melanocyték felelések (Tobin és Paus, 2001).

A musculus arrector pili sz6értiisz6h6z vald kapcsolédasanak terllete igen gazdag
szenzoros és vegetativ beidegzéssel rendelkezik, ami egyrészt lehetévé teszi a sz6rszal
JLapintészervként” valé mikdédését, masrészt az itt termelt neurotranszmitterek,
neurohormonok és neurotrophinok fontos szabalyoz6 szerepet téltenek be (Botchkarev
és mtsai, 1997; Peters és mtsai, 2001 és 2002; Paus és mtsai, 1997). A follikulus

érelldtdsa a dermalis és bdr alatti plexusokbdl szarmazik.

A hajciklus

A sz0rtlisz6t az egész életen at valtakozd regresszidos és regeneracios
tevékenysége teszi egyedllallova a tébbi emlés szerv kdzétt. A regresszid és
regeneracié ezen ciklikus valtakozasat hajciklusnak nevezzik (4. abra), melynek harom
jellegzetes szakaszat kildnbdztetjilk meg. Az anagén fazisban aktiv névekedés és
fejlédés torténik, a sz6rtlisz6 ebben a fazisban éri el maximalis fejlettségét. A katagén
fazisban a szértiszd nbvekedése megall, regresszids folyamatok indulnak be. A
nyugalmi telogén fazis pedig a tulajdonképpeni felkészilés a kévetkez6é anagén fazisra.
Az anagén és katagén fazis feloszthatd tovabbi alszakaszokra (anagén I-VI, katagén I-

VIll), mely stadiumok jél elkilénitheté morfologiai kritériumokkal és molekularis
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markerekkel jellemezheték (Muller-Réver és mtsai, 2001; Panteleyev és mtsai, 2001;

Stenn és Paus, 2001).
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4. abra: A hajciklus

Az eml6s szdrtlisz6 nem folyamatosan ugyanabban a formaban mikdédik, hanem a hajciklus soran egy
ismétlédé valtozason megy keresztll. A hajciklusban a sz6értliszé proximalis részében struktaralis
Ujraépllés torténik, mely az epithelialis és mesenchymalis kompartmenteket egyarant érinti. Az aktiv
névekedési anagén és a regresszids katagén fazisokat a nyugalmi telogén valasztja el egymastol. Az
anagén VI stadiumban éri el a sz6rtlisz6 jellegzetes, komplex formajat, melyben a fejl6dé hajszalat a
gyokérhiively keratinocytak tébb rétege taplalja és védi a maximalis kiterjedés( dermalis papilla kontrollja
alatt. A katagén transzformacié a bulbus keratinocytdinak és melanocytainak apoptézisaval, illetve a
dermalis papilla sejtszambeli csdkkenésével jar. A viszonylag révid telogén fazis utdn a sz6rtliszé ismét
belép az anagénbe, vagyis képes lesz egy Ujabb hajszal kialakitasara (Paus és mtsai, 1999)

A ciklus szempontjabdl a sz6rtlisz6t funkcionalisan két részre oszthatjuk: a felsd, allandé
részre, mely viszonylag valtozatlan formdban marad, és az alsé részre, mely teljesen
leépul, majd megujul a ciklus soran.

A kis méretl telogén follikulusban nem talalunk IRS-t, a DP egy kompakt, goly6
alaku sejtcsomd, és a sz6rtlisz6hdz aranyaiban igen nagy faggyumirigy csatlakozik.

Az anagén fazis kialakuldsa soran a szdrtlisz6 alsé részében a proliferaciés
folyamatok keriilnek elétérbe, ami féleg az epithelialis sejtrétegeket érinti, de ezzel

parhuzamosan morfoldgiai valtozasok térténnek a DP-ban is. A korai anagén stadiumok
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soran a szértlisz6 egyre inkabb meghosszabbodik és egyre mélyebbre nydlik. A matrix
keratinocytdk igen gyors proliferacidja kialakitia a hajszal és a belsé gydkérhively
egymast hatarol6 rétegeit, mikdzben a bulbus keratinocytai egyre inkabb kérbeveszik a
DP-t. Ujra felépiilnek az ORS taplalé rétegei is. Az utolsé, hatodik anagén stadiumban a
szOrtliszd eléri jellegzetes, komplex formajat: Iétrejon egy Uj, folyamatosan ndvekvd
hajszal, melyet a gydkérhively keratinocytdk és a CTS hatarol. A DP ebben a
szakaszban eléri maximalis nagysagat és aktivitasat. Kialakul tovabba a beidegzés, az
érellatas, valamint a melanocytak proliferaciéja és melanintermelése altal a pigmentacio
is. Az emberi sz6rtlisz6 4-5 éven at ebben a formaban mikdédik a fejbdrben.

A katagén fazis soran a sz6rtlisz6 ,visszafejl6dése” torténik, amit az apoptotikus
sejtfolyamatok beindulasa kisér. A programozott sejtelhalas megfigyelheté mindkét
gybkérhlvely rétegben, a matrix keratinocytakban, illetve a melanocytakban is. Ennek
megfeleléen a katagén fazis egymast kdveté stadiumaiban a bulbus egyre inkabb
hagyma alaku DP proximéalis iranyba huzédik, a hajszaltol (a késéi katagén fazisban uan.
club hair) jelentésen eltavolodva. A késdi katagén fazisban a DP és a hajszal k6zétt egy
vékony epithelialis hid biztosit dsszekéttetést. A melanocytak apoptdzisa miatt a
pigmentszemcsék mennyisége is lecsOkken, a proximalis hajvég korabbi jelentds
pigmenttartalma megszinik. A révid (2-3 hét) regresszidos katagén stddium utan a
follikulus ismét a nyugalmi fazisba kerdl, amivel a kés6bbiekben egy Ujabb ciklus
indulhat be. Megemlitendd tovabba, hogy a hajciklus valtozasait a sz6rtlisz6 jarulékos

képleteinek folyamatos atalakulasa is kiséri (Paus és mtsai, 1999).
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A hajciklus szabalyozasa

A hajatlltetési kisérletek soran mar hosszu ideje megfigyelték, hogy a hajciklus
egy ugynevezett ,belsé o6raval’ rendelkezik, amely valészinlleg vagy a szértliszd
kbzelében, vagy magaban a szértliszében helyezkedik el (Chase, 1954; Paus és mtsai,
1990 és 1999; Stenn és Paus, 2001). Ez teszi lehetévé a sz6rtlisz6k atoperalasat,
valamint az altalunk is alkalmazott szértiszé szervkultira alkalmazaséat is. Ezen éra
biol6giai természetérdl viszonylag keveset tudunk, ma azonban azt tartjuk valészinlinek,
hogy a DP fibroblastjaival allhat igen szoros kapcsolatban (Paus és mtsai, 1999). Az a
nézet is elterjedt, hogy a szdrtlisz6t korllvevé, jelatviteli molekulak altal biztositott milié
irdnyitott, gyors és lokalis megvaltozasa okozza a ciklusban bekdvetkezd atalakulasokat
(Hardy, 1992; Paus és mtsai, 1999; Stenn és Paus, 2001). Maga a szabalyozas igen
szigoru kontrollt kévetel meg, hiszen hatart kell szabni mind a korai anagén fazis aktiv
proliferacios folyamatainak, mind a katagén fazisban megfigyelheté apoptotikus és
differencidlédasi folyamatoknak. Ez biztositja példaul, hogy a regresszi6 soran
bekdvetkezd sejtelhalas a bulbusban kizardlag a (matrix és gydkérhively)
keratinocytakra, illetve a melanocytakra korlatozodjon (Lindner és mtsai, 1997; Tobin és
mtsai, 1998; Muller-Réver és mtsai, 1999, Tobin és Paus, 2001). A dermalis fibroblastok
szambeli csbkkenésének ugyanis a CTS-be vald kivandorlas az oka (Tobin és mtsai,
2003).

Erdekes kérdés, hogy melyek azok a molekuldk, amelyek részt vehetnek a ciklus
beinditdsaban és fenntartdsaban. Szamos névekedési faktorrol, citokinrél, hormonrdl és
egyéb molekulardl bizonyosodott mar be, hogy a hajciklus valamelyik pontjan képes
beavatkozni. Igen fontos szabéalyozasi pont a telogén szakasz, s a fazis nyugalmi jelzéje

ellenére igen sokrétl regulatérikus folyamat zajlik ekkor (Chase, 1954; Paus és mtsai,
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1990 és 1999; Stenn és Paus, 2001). Folyamatos 6sztrogén adagolassal példaul egér
sz6rtisz6kben megakadalyozhaté a telogén-anagén atalakulads, mikézben a DP-ban
jelentésen megemelkedik az dsztrogén-receptorok szama (Oh és Smart, 1996; Chanda
és mtsai, 2000). Ez a jelenség is utalhat arra, hogy néhany faktornak a kulénbz6
stadiumok hatarain kiemelkedd szerepe lehet. A teljesség igénye nélkil példaként
szolgalhatnak a hepatocyte growth factor (HGF), insulin-like growth factor (IGF-I), stem
cell factor (SCF) és vascular endothelial growth factor (VEGF), amelyek az anagén fazis
meghosszabbodasat idézik eld, vagyis 6ket a hajciklus pozitiv regulatoraiként tartjuk
szamon (Philpott és mtsai, 1994a; Lindner és mtsai, 2000; Yano és mtsai, 2001;
Botchkareva és mtsai, 2001). Ezzel szemben a fibroblast growth factor-5 (FGF5),

interferon-y (IFN-y), interleukin-1B (IL-1B), transforming growth factor-, (TGFB1) tumor

necrosis factor-a (TNF-a), a neurotrophin-3 (NT-3), neurotrophin-4 (NT-4) és brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) citokinekrdl részben human, részben egéren
folytatott kisérletek soran kiderllt, hogy szerepik a katagén fazis kialakitasanak
elésegitése (negativ regulatorok) (Hébert és mtsai 1994; Philpott és mtsai, 1996;
Botchkarev és mtsai, 1998a és 1998b; Foitzik és mtsai, 2000; Botchkareva és mtsai
1999 és 2001). Erdekes kiemelni a TGFB; szerepét a ciklus soran. Ezen ndvekedési
faktort mar korabban leirtak a szértisz6 fejlédésében, mint a morfogenezist eléseqitd
kulcsmolekulat (Foitzik és mtsai, 1999). A molekula ugyanakkor ellentétes szerepet
jatszik a hajciklus soran; azaz fokozza a regresszié beindulasat (Soma és mtsai, 2002).
Vagyis mig a sz6rtisz6 morfogenezise soran a follikulus kialakulasat, érését,

ndvekedését segitette eld, addig a ciklus soran megakadalyozza ezen folyamatokat.
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A hajciklus szabdlyozasanak autonomitasa mellett meg kell azonban emliteniink
azt is, hogy a hajfollikulus szamos extrinsic hatas célpontja is. Szinte minden nagy
hormoncsaladrél leirtak mar, hogy befolyasolja a sz6rtlisz6k kialakulasat és a hajciklust
(6sztrogének, androgének, tiroxin) (Ahsan és mtsai, 1998; Randall és mtsai, 2001;
Thornton, 2002). Hasonl6 szerepet tulajdonitanak szamos neuropeptidnek,
neurotranszmitternek,  neurotrophinnak és egyes stresszhatasokat kialakitd
molekulanak. Egér hajfollikulusok estében, példaul, beszamoltak arrél, hogy a P-anyag
és az adrenokortikotropin (ACTH) igen hatékonyan médositja a hajciklus eseményeit in
vivo és in vitro, mig a stresszorok alkalmazasa soran tapasztalt szérnévekedést gatlo
hatés is a P-agyag k6zvetitésével valdésul meg (Paus és mtsai, 1994a és 1994b; Arck és
mtsai, 2003).
mélyebb betekintés nagyfoku klinikai relevanciaval bir. A hajnévekedés problémainak
legtdébbje ugyanis a normal hajciklus valamilyen megvaltozasara vezethet6 vissza, ami
azt jelenti, hogy a funkcidképes sz6rtlisz6k ,bioldgiai 6rdja” a kivantnal lassabban vagy

gyorsabban jar.

A vanilloid (capsaicin) receptor-1 (TRPV1), a molekula szerkezete

A capsaicin receptor egy nem-specifikus kationcsatorna, melyet ma a nociceptiv
ingerek hatasara kialakulé folyamatok egyik kézponti integrator molekulajanak tekinttink.
A receptor klénozasa és molekuléris karakterizalasa Caterina €s munkatarsai nevéhez
flz6dik, akik 1997-ben patkdny cDNS kényvtarat hasznalva hataroztak meg a receptor
pontos szerkezetét (5. abra). A patkany TRPV1 esetében egy 2514 nukleotidbdl allé

DNS szakasz kddolja a 838 aminosavbdl felépilé 95 kDa témegl fehérjét (Caterina és
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mtsai, 1997). Strukturdlis sajatsagai alapjan a TRPV1 nagyfoki homoldgiat mutat a
Drosophila melanogaster retinajdban megtalalhatd TRP (tranziens receptor potencial)
proteinnel, ezért a TRP receptor csalad egyik tagjanak tekintheté (Caterina és Julius,

2001; Benham és mtsai, 2002).

T
Ly

o N
/ \ vanilloidok
ATP eicosanoidok
endokannabinoidok

5. abra: A TRPV1 szerkezete és miikodését befolyasoldo molekulak és hatasok

Kbz6s jellemzéjik a nagy valészinlséggel tetramer format kialakité 6-
transzmembran domén, melyek kézil a TRPV1 esetében az 6tédik és hatodik domén
k6z6tt taldlhatd ,hurok” hozza |étre a csatorna poérusat. Ezen receptorcsaladra jellemzé
tovabbd, hogy mind az N-, mind a C-terminalis intracellularisan helyezkedik el (Kedei és
mtsai, 2001; Benham és mtsai, 2002).

A TRPV1 szerkezetét tanulmanyozva megallapitottdk, hogy szamos kotd- és
szabalyozdhellyel bir, igy pl. az intracellularis N-termindlis szakaszon megtalalhaté 3 db

ankyrin repeat domén (mint potencialis protein kindz A foszforilaciés helyek) (Caterina
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és mitsai, 1997; Kwak és mtsai, 2000; Kedei és mtsai, 2001), az ugyancsak az
intracellularisan elhelyezkedé vanilloid (azaz a capsaicint és ultrapotens analdgjat, a
resiniferatoxint, RTX, felismerd) koétéhely, vagy az extracellularis oldalon talalhaté
allosztérikus modulaciés helyek (Garcia-Martinez és mtsai, 2000; Jordt és mtsai, 2000;
Welch és mtsai, 2000). Kimutattdk tovabba, hogy a klénozott TRPV1 is funkcionalis,
nem-specifikus, f6ként Ca®* -ra permeabilis csatornaként miikédik (relativ permeabilitasa

P../Py, KOzelitoleg 10, Caterina és mtsai, 1997).

A TRPV1 exogén és endogén vanilloidok segitségével aktivalhato

Az els6 vegyulet, mely 6sszefliggésbe hozhaté a TRPV1 receptorral, a csipds
paprikabdl (Capsaicum annuum) izolalhaté capsaicin (Tresh, 1846), mely a csipés
paprika fogyasztasat kdvetd égé, fajdalmas érzést okozza. A capsaicin tulajdonképpen
mar jéval a receptor leirasat megel6z6en ismert volt; részben nociceptiv neuronokon
valé hatasait tanulmanyozva jutottak arra a kdvetkeztetésre, hogy léteznie kell egy olyan
specifikus receptornak, ami a capsaicin hatasait kdzvetiti (Jancsd, 1968). A capsaicin
cellularis hatasmechanizmusa ugyanis a szenzoros neuronokon harom jol elkllénithetd
folyamattal jellemezhet6. Az elsé a capsaicin adagolasat kévetd excitacié, melynek
soran a capsaicin megndveli a sejtmembran Ca** és Na® -permedbilitdsat, ami
depolarizaciéhoz vezet (Bevan és mtsai, 1993). Ezutan egy deszenzitizacio 1ép fel, ahol
a sejtek mind a capsaicin (homoldg deszenzitizacié) (Szolcsanyi, 1977; Winter és mtsai,
1990), mind egyéb fajdalomkeltd anyagok (heterolég deszenzitizacio) (Jancsod, 1960;
Holzer, 1991) irant is érzéketlenné valnak. Végll a capsaicint nagy koncentraciéban,

elég hosszu ideig alkalmazva a sejteken a harmadik jellegzetes folyamat, a citotoxicitas
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valthatd ki, mely leginkabb a megemelkedett intracellularis kalciumszintnek, valamint
ennek koévetkeztében kalcium-fliggé proteazok fokozott mikddésének tulajdonithatod
(Wood és mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990; Holzer, 1991).

A TRPV1 molekularis biologiai leirasat kbvetden elvégzett nagyszamu kisérletnek
k6szdnhetéen Kkiderilt az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén vanilloid
vegyuletek, hanem szdmos endogén, féként a fajdalom kialakitdsaban k&ézponti
szereppel biré molekula is képes aktivalni (5. abra). Ezek kdzil a TRPV1 legfontosabb
endogén aktivatoranak (,ligandjanak”) tekinthet6 az alacsony kiszébli (43°C)
hémérséklet-emelkedés, valamint a pH csékkenése (aciddzis) (Caterina és mtsai, 1997;
Tominaga és mtsai, 1998). Megallapitottak ugyanakkor azt is, hogy ezen hatdsok mellett
szamos, leginkdbb gyulladdsos mediatornak tekinthet6 anyag (pl. bradikinin,
extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok, leukotriének, lipid-peroxidacié termékei,
stb.) is képes a TRPV1 miikddésének pozitiv befolyasoldsara (Hwang és mtsai, 2000;
Tominaga és mtsai, 2001; Premkumar, 2001; Di Marzo és mtsai, 2002). Ezen agensek
egyrészt direkt médon (azaz a TRPV1-hez kdzvetlenul kapcsolddva) aktivalhatjadk a
receptort (pl. hé, aciddzis), masrészt sajat, féként metabotrép receptoraikhoz kétédve
intracellularis jelatviteli utvonalak (kinaz-rendszerek, intracellularis hirvivék) mddositasa
révén szabalyozzak a TRPV1 mikddését. llyen allosztérikus modositd hatéds lehet az,
hogy ezen anyagok a TRPV1 héérzékenysegi kiisz6bét cstkkentik, azaz a receptor mar
fizioldgias hédmérsékleten is aktivalodik és fajdalomérzést valt ki (termalis hyperalgesia)
(Tominaga és mtsai, 1998, Caterina és mtsai, 2000). A TRPV1 szerepét bizonyitja a
fenti folyamatokban a TRPV1 knock-out egerekkel végzett kisérletek eredménye is,
miszerint ezen allatokban (természetesen a hidnyz6 vanilloid-érzékenység mellett)

féként a termalis/gyulladasos hyperalgesia jelensége hianyzik (Caterina és mtsai, 2000).
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Mindezek alapjan a TRPV1 a kilénféle (pl. kémiai, termdlis) nociceptiv ingerek hatasara

kialakuld folyamatok egyik k6zponti integrator molekuldjanak tekinheté.

A TRPV1 expresszidjat el6szér neuronalis szbveteken irtak le

A receptort autoradiografids, valamint kilénféle funkcionalis vizsgalatok
segitségével els6ként a primer szenzoros neuronok egy meghatarozott alcsoportjaban
irtak le (Szallasi, 1995; Szallasi és Blumberg, 1999), melyek sejtteste a spinalis hatsé
gybki és trigeminalis szenzoros ganglionokban helyezkedik el. Ezen neuronok a
capsaicin és rokon vegyuleteikkel szemben mutatott érzékenységik miatt (Holzer, 1991;
Széllasi és Blumberg, 1999) a capsaicin-szenzitiv neuron elnevezést kaptak
(Szolcsanyi, 1982). A TRPV1-et kimutattdk tovabba a gerincveld hatsé szarvdban (Guo
és mtsai, 1999), ahol a TRPV1-immunreaktivitas f6leg az I. laminara lokalizalédott. A
kétédési vizsgalatok sordn ugyanakkor olyan kézponti idegrendszeri strukturak is
jelélédtek, amelyek nincsenek egyértelmlen leirt kdzvetlen kapcsolatban a primer
szenzoros neuronokkal (Acs és mitsai, 1996). llyen terillet t6bbek kozdtt a
hypothalamus, ahol a TRPV1 jelenlétét hipotermids hatasaival hoztak ésszefliggésbe
(Jancs6-Gabor és mtsai, 1970; Szolcsanyi és mtsai, 1971). Sasamura és munkatarsai
(1998) beszamoltak emellett arrél, hogy az agy szamos tovabbi helyén is (cerebellum,
cortex, striatum, bulbus olfactorius, hid, hippocampus és thalamus) megtaldlhaté a

TRPV1.

A TRPV1 nem csak neuronalis széveteken fejez6dik ki
A TRPV1-et vizsgalé kutatdsok egyik legizgalmasabb eredménye volt

ugyanakkor, amikor kiderllt, hogy a receptor elhelyezkedése és miikédése nem csupan
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neuronalis szévetekre korlatozddik. Bird és munkatarsai példaul capsaicin segitségével
a hatsé gyodki ganglionokéhoz nagyon hasonl6, TRPV1-specifikus kalcium-bearamlast
idéztek el hizdsejteken és glioma sejteken (Bir6 és mtsai, 1998a és 1998b). Tovabbi
kutatdcsoportok emellett beszamoltak a capsaicin specifikus hatasairdl, tébbek kdzott,
human polimorphonuklearis sejteken (Partsch és Matucci-Cerinic, 1993), timocytadkon
(Amantini és mtsai, 2004), bronchialis epitheliumon (Lundberg, 1993; Chitano és mtsai,
1994; Ellis és mtsai, 1997) és human lymphocytakon (Lai és mtsai, 1998). Végezetl
bebizonyosodott, hogy a receptor funkcionalis formdja expresszalédik human
hagyhdlyag epithelialis és intersticialis, valamint simaizomsejtjeiben is (Birder és mtsai,

2001; Ost és mtsai, 2002; Lazzeri és mtsai, 2004).

A legujabb felfedezés: a TRPV'1 kifejez6dik human bérben is

A legutobbi felfedezések egyike volt, amikor TRPV1-et immunhisztokémia
segitségével kimutattak human bér epidermisén és tenyésztett epidermalis
keratinocytdkon, amit RT-PCR modszerrel is aldtdmasztottak (Denda és mtsai, 2001;
Inoue és mtsai 2002). Ezt kdvetéen beszamoltak arrdl, hogy a keratinocytak a receptor
funkcionalis formajat expresszaljdk. Kimutattak tovabba, hogy a capsaicin és a savas
kbzeg ezeken a sejteken is aktivalta a receptort, vagyis megemelte az intracellularis
kalciumkoncentraciét ([Ca®*]) (Inoue és mtsai, 2002). Tovabbi vizsgalatok ramutattak,
hogy az epidermalis eredeti HaCaT sejtvonalon capsaicin-kezelést kdvetden
megemelkedett a ciklooxigendz-2 expresszidja, valamint az interleukin-8 és a
prosztaglandin E2 felszabadulasa (Southall és mtsai, 2003), ami arra utalhat, hogy az
epidermalis keratinocytakon megtalalhaté TRPV1 szerepet jatszhat a bér gyulladasos

folyamatainak kialakitdsdban, illetve szabalyozasaban. A receptor farmakolégiai
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befolyasolasa pedig kilénb6z6 bérbetegségek, igy példaul a viszketéssel jard kdrképek
kezelésében lehet hasznos (Bir6 és mtsai, 2007; Paus és mtsai, 2006; Bir6 és mtsai,

1997).

A TRPV1 funkcionalis szerepe a szértiisz6ben - el6zetes eredmények

Mindezen eredmények iranyitottak figyelminket a TRPV1 bér, illetve
bérfliggelékek biolégiajaban betdltdott lehetséges szerepének vizsgalatara. A
disszertacibban bemutatandd kisérleteinket kdzvetlenil megelézéen beszamoltunk a
TRPV1 expresszidos mintazatarél a bérben (Bodé és mtsai, 2004). Leirtuk, hogy a
TRPV1 kifejez8dik az epidermisben, els6sorban a stratum basale és spinosum
rétegben. Emellett a bér egyéb sejtjei is expresszaljak a TRPV1-et, igy a Langerhans-
sejtek, sebocytak, az erek simaizomsejtjei, a faggyumirigy epithelialis sejtjei valamint a
hizésejtek. Ugyanakkor a melanocytéak és a fibroblastok TRPV1 negativnak bizonyultak.
Ezt kdvetden human szértlisz8ben vizsgaltuk a TRPV1 expresszibjat és funkcionalis
szerepét. Megallapitottuk, hogy a TRPV1 az ORS, az IRS, valamint a matrix
keratinocytak rétegében fejezddott ki. Ugyanakkor a dermalis papilla és a melanocytak
nem mutattak TRPV1-pozitivitast. A TRPV1-immunreaktivitas (TRPV1-ir) valtozott a
hajciklus soran: katagén fazisu follikulusban, elsésorban az ORS-ben, fokozott TRPV1
expressziot lattunk. Bebizonyosodott az is, hogy a TRPV1 aktivacioja funkcionalis
kévetkezményekkel jart: azt talaltuk, hogy a capsaicin alkalmazasa dézisfliggéen
antagonista iodo-resiniferatoxinnal (I-RTX) (Wahl és mtsai, 2001). Kimutattuk azt is,

hogy a capsaicin csOkkentette a proliferald, Ki67 pozitiv sejtek szamat és ndvelte a
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TUNEL pozitiv apoptotikus sejtek aranyat. Emellett a TRPV1 aktivalasa katagén
atalakulast indukalt a follikulusok nagy részében.

Kisérleteinket megismételttk HaCaT és ORS keratinocytdkon is, ahol szintén
er6telies TRPV1 expresszidét figyeltink meg. A receptor funkcionalis szerepét

2+]i

bizonyitotta, hogy capsaicin alkalmazasa megemelte az [Ca“"]i-t, mely kivédhetd volt I-

RTX alkalmazéasaval. Az extracellularis Ca®* eltavolitdsa utidn nem volt detektalhatd

2+]i

valtozas az [Ca“"]—ben. A TRPV1-aktivacio proliferaciora gyakorolt hatasat befolyasolta

az extracellularis tér Ca®* tartalma: magas (2 mM) Ca®**-tartalmU oldatban a capsaicin
ugyanakkor alacsony [Ca?*]s mellett sokkal kisebb volt a proliferacié-csdkkentd hatas. A
proliferacios és apoptdzis markerek flow-cytometriai analizise megerdsitette eddigi
eredményeinket: a Ki67 marker, valamint a hajciklus pozitiv reguléatorainak szintje
megemelkedett, mig az annexin-V és a hajciklus negativ regulatorainak szintje

lecsdkkent capsaicin hatasara (Bodé és mtsai, 2005).

A cannabinoidok

A cannabinoidok neviket a leghiresebb (és egyben leghirhedtebb) vegyliletrél, a
Cannabis sativa levelébdl izolalt A® —tetrahydrocannabinol (A° —THC)-rél kaptak. A
cannabinoid vegyulletek kulénbézd alcsoportokra oszthatdk: ndvényi, endogén és
szintetikus cannabinoidokra (Di Marzo és Petrocellis, 2005). A névényi cannabinoidok
kdzé tartozik a mar emlitett A’ —THC, valamint a A® —THC. Az els6ként felfedezett
endogén cannabinoid az N-arachidonoylethanolamine (anandamide, AEA), melyet
1992-ben Devane és munkatdrsai mutattak ki emlés agybol. A név a szanszkrit

-ananda” szébél szarmazik, mely boldogsagot jelent. Az AEA kémiailag az eicosanoidok
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kbzé tartozd, 22 szénatombdl allé vegyullet, mely a leggyakrabban alkalmazott endogén
cannabinoid (Howlett és mtsai, 2002). Az AEA a preszinaptikus membranon retrograd
hirvivéként gatolja tdbbek kdz6tt az NMDA, a szerotonin, az acetilkolin felszabadulasat
(Fride, 2005). Az eicosanoidok k&zé tartozik ezen kivil a homo-y-
linolenoylethanolamide, a docosatetraenoylethanolamide, a 2-arachidonoylglycerol (2-
AG), és a noladin ether. A szintetikus cannabinoidok kdzé tartoznak tObbek kdzott
CP55940, a CP47497 valamint a CP55244 elnevezési szintetikus vegyulletek, melyek

szerkezetileg szintén a A*-THC analégjai.

A cannabinoid receptorok
A cannabinoid receptor 1-et (CB1) 1990-ben mutattak ki elészdér Matsuda és

munkatarsai (6. abra).

6. abra: A cannabinoid receptorok szerkezete és a hozzajuk kapcsolodé G-protein

Késbbb patkany, egér és human cDNS kdényvtarat hasznalva meghataroztak a
receptor pontos szerkezetét (Pertwee, 1997; Rinaldi-Carmona és mtsai, 1996). A
receptor génje a 6. kromoszéman talalhatd, a q14-15-6s régiéban. A 473 aminosavbdl

allé, 60 kDa témeg( molekula szerkezetileg a 7-transzmembran fehérjék k6zé tartozik. A
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CB1 G-protein jelatvitellel mikddd, metabotrop receptor, mely az adenilat-ciklaz
gatlasaval csdkkenti a cAMP szintet, ezzel gatolja a protein kinaz A-t és igy kilénbdzé
fehérjék foszforilacidjat csdkkenti. A receptorhoz feltehetéleg nem csupan inhibitorikus
G-protein kapcsolodik, igy a cAMP koncentracioja attél fliggbéen valtozik a sejtben, hogy
milyen tipusu G-protein aktivalédik. A G-proteinek aktivacidéjanak hatdsara a
membranban kilénbdzd Ca?*-és K*-csatornak is megnyilhatnak. Emellett a receptor
stimulalasa a MAPK szignalizacioés utvonalon keresztll génexpresszios valtozasokat is
elindithat.

A cannabinoid receptor 2 (CB2) mRNS-ét 1993-ban taldltak meg

immunszévetekben (lép, thymus, tonsilldk, csontvel6i T-és B sejtek) Munro és

YV

Ve

utal, hogy a két molekula funkci6jaban nagy a hasonlésag. Ezt tAmasztja ala az a tény,
hogy a CB2, hasonldéan a CB1-hez, hatasat 7-transzmembran szerkezetli G-proteinen
keresztiil fejti ki (6. abra): az adenilat-ciklaz gatlasaval csdkkenti a cAMP szintet
(Bayewitch és mtsai, 1995). Emellett képes a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK)
stimulaldséara is (Bouaboula és mtsai, 1996,). Ezenkivil leirtdk, hogy a CB2 stimulalasa
az Erk kaszkad aktivacidjan keresztll génexpresszids valtozasokat okozhat (Mackie és

Stella, 2006).

A cannabinoid receptorok el6fordulasa a szervezetben
A CB1i-et kezdetben csupan neurondlis szOvetekben irtdk le: a kdzponti

idegrendszerben, kilénésen a hippocampusban expresszalddik nagy mennyiségben, de
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el6fordul periférias idegekben is. A receptor szerepet jatszik a memdériafolyamatokban: a
hippocampusban t6rténé hosszu tavu potencirozas (long term potentiation, LTP)
mechanizmus egyik alapjaul szolgalhat a CB1 aktivaciéja. A receptor gyogyszerekkel
térténd befolyasolasa terdpias jelentdségl kilénbdzd betegségek gydgyitasaban
(Fowler, 2005): fajdalomcsillapitoként, hanyingercsillapitoként, étvagygerjesztéként,
valamint a sclerosis multiplex kezelésére hasznaljak a CB1 agonistakat.

A CB2 legnagyobb mennyiségben az immunrendszerben fordul el6: a
legerételjesebb expresszié a Iépben talalhatd, de jelentés mennyiségli CB2 mRNS van
a leukocytakban (B-sejtek > természetes 6l6sejtek > monocytak > polymorphonucleéris
neutrophil sejtek > T8 sejtek > T4 sejtek), valamint a mandulakban is (Galiegue és
mtsai, 1995). Kisebb mennyiségben detektdltak CB2 mRNS-t a thymusban,
csontvelében, szivben, tlddben, prostataban, uterusban. Csak napjainkban latszik
megddini az az elmélet, mely szerint a CB2 nem taldlhaté meg a kdézponti
idegrendszerben: Onaivi és munkatarsai megtalaltak a kisagyban, valamint a
hippocampusban a CB2-t kbdolé mRNS-t és kimutattak, hogy a receptornak funkcionalis
szerepe is van a motoros folyamatok, valamint a viselkedés szabalyozasaban (Onaivi és
mtsai, 2006). Ezen Kkivil mas kutatocsoport is beszamolt CB2-ir jelenlétérél az agy
kGlénbdz8d régidiban (Jian-Ping Gong és mtsai, 2006). A CB2 neurondlis jelenléte
terdpias szempontbdl is nagyon jelentds lehet, hiszen a receptor szelektiv stimulalasa
kilénb6z6 neurodegenerativ korképek illetve gliasejtes tumorok kezelésében is jotékony
hatasunak bizonyult kisérletes kériilmények k6z6tt. Rdadasul a CB2 szelektivitas miatt

nem alakultak ki a psychoaktiv mellékhatasok sem (Fernandez-Ruiz és mtsai, 2007).
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A cannabinoid rendszer a bérben

Napjainkban bebizonyosodott, hogy a cannabinoid receptorok az ideg- illetve az
immunrendszeren kivil a bérben is kifejez6dnek. Staender és munkatarsai (2005) a
CB1 és CB2 receptor expresszidjat tanulmanyoztak a human bér kilénb6z8 szdveti
elemeiben. Azt talaltak, hogy mind az idegrostokban, mind a hiz6sejtekben,
macrophagokban, epidermalis keratinocytdkban, a hajfollikulus epithelialis sejtjeiben, a
sebocytakban, valamint a verejtékmirigyekben megtalalhaté mind a CB1, mind a CB2
receptor. A hizdsejtben megfigyelheté CB2 expressziérdl szamoltak be Facci és
munkatarsai (1995) is.

Maccarrone és munkatarsai 2003-ban leirtdk, hogy mind HaCaT, mind NHEK
keratinocytak tartalmazzak az AEA metabolizmusaban szerepet jatsz6 enzimeket. igy
megtalaltak a szintézisében résztvevé legfontosabb enzimet, a PLD-t (N-
acylphosphatidylethanolamines-hydrolyzing phospholipase D). Ezenkivil kimutattak a
sejtmembranon keresztlli transzportot biztosit6 AMT-t (AEA membran transzporter),
valamint a lebontasban szerepet jatszé6 FAAH-ot (fatty acid amide hydrolase) is.

A receptorok aktivdlasa tumorellenes hatastu lehet melanomaban, hiszen
cannabinoidok alkalmazasa csbkkentette a sejtproliferaciét és fokozta az apoptotikus
folyamatokat (Blazquez és mtsai, 2006). Casanova és munkatarsai (2003) leirtak, hogy
a cannabinoid receptorok stimulaldsa apoptosist indukalt epidermalis tumorsejtekben,
mig az egészseges sejtekre a vegylleteknek nem volt hatasa. A CB2 funkcionalis
szerepét vizsgalva Ibrahim és munkatarsai (2004) egy Kklinikailag nagyon fontos
felfedezésre jutottak: a receptor stimulaldasa csdkkenti az akut, gyulladasos és
neuropathias fajdalmat anélkil, hogy kdzponti idegrendszeri mellékhatdsokat okozna. A

cannabinoid rendszer antinociceptiv hatasardl szamoltak be Johanek és munkatarsai is
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(2004): a CB1 receptor stimulaldsa lokdlisan csodkkentette a héhatasra kialakuld
hyperalgesiat, ugyanakkor feltehet6leg ez a hatds nem volt szisztémas, vagyis a
cannabinoidok lokdlis alkalmazdsa hasznos fajdalomcsillapité lehet, hiszen nem
fejlédnek ki a jol ismert kézponti idegrendszeri mellékhatasok. A cannabinoidok emellett
antipruriceptiv hatassal is rendelkeznek: a hisztamin altal kivaltott viszketést csdkkenti a

cannabinoid agonista HU-210 alkalmazasa (Dvorak és mtsai, 2003).

Mechanikai ingerek hatasa a b6érre; mechanoszenzitiv csatornak

A mechanikai ingerek érzékelésére szamos sejt képes a szervezetben. igy a
bels6fll szérsejtjei, a simaizomsejtek egy csoportja, valamint a bdr Merkel-sejtjei
szamara az adekvat ingert a mechanikai nyomas fokozédasa jelenti. A bér esetében a
mechanikai nyomas fokozédasa tapintdsérzetet valt ki. Tartds mechanikai hatdsra
azonban a bbér sejtjeinek hyperproliferacidja kovetkezik be, amely Kkilénbézé
bérelvaltozdsokhoz (hyperkeratosis) vezethet. A klinikai kép véltozatos lehet, attol
flggbéen, hogy mely testrészen és milyen hosszu ideig all fenn a mechanikai stressz.
Enyhébb esetben callus (a talpon, illetve a kézen), clavus (a labujjak izlletei felett),
subepidermalis bulla (tenyereken, ujjakon) keletkezik, mig sulyosabb esetben akar
decubitus is kialakulhat. Mechanikai hatasra szdmos jelatviteli folyamat aktivalodik a

sejtekben, melynek ésszefoglalasat mutatja be a 7. abra (Reichelt, 2007).
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7. dbra: A mechanotranszdukcioban résztvevoé jelatviteli utvonalak keratinocytakban

A 7. abran feltintetett folyamatok k&ézll a leggyorsabban az ugynevezett
mechanoszenzitiv csatornak (MSC) aktivalédnak. A mechanoszenzitiv csatornak egy
része a mechanikai stresszhatds fokozédasara aktivalédik, mas részik ekkor valik
inaktivva. Szamukra adekvat ingert jelenthet az un. ,ciklikus stressz” (a sziv -és
simaizomsejtek valtakozd kontrahalt és relaxalt allapota), a nyiréeré6 fokozddasa (a
véraramlas sebességének ndvekedése), a disztenzié valtozdsa (a hugyhdlyag falanak
feszllése), illetve a nyomberdk jelenléte (csont -és porcndvekedés). A
mechanoszenzitiv csatornak két csoportba oszthatok: az anioncsatornadk CI~ -ra, a
kationcsatornak K* -ra, illetve Ca®* -ra permeabilisek. Ezaltal a csatornak megnyilasa
megvaltoztathatja a sejtek membranpotencialjat, illetve az [Ca®*]~t (Sachs és Morris,
1998; Christensen, 1987; Sackin, 1995). Az [Ca®**] megemelkedése szamos tovabbi
jelatviteli folyamatot indithat el: aktivalhatja a foszfolipaz C (PLC) , illetve a protein
kinaz C (PKC) enzimeket, valamint elésegitheti a PKCa és & izoenzimek citoplazmabdl
membranba térténd athelyez6dését (Takei és mtsai, 1997). Ezen mechanizmusok a
keratinocytdk fontos biolégiai funkcibit befolyasoljak: a proliferaciot, illetve a
differencialédast (Kippenberger és mtsai, 2000; Dascalu és mtsai, 2000; Takei és

mtsai, 1997; Yano és mtsai, 2004).
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A mechanoszenzitiv csatornak egy csoportja a sejttérfogat szabalyozasaban vesz
részt (Christensen, 1987; Nilus és Droogmans, 2001). A sejttérfogat
megvaltoztatasanak egyik modja a sejtet kérllvevd oldat tonicitdsanak ndévelése,
illetve csdkkentése, mely csékkenti, illetve ndveli a sejttérfogatot. Ezaltal a fent emlitett
MSC-k aktivalédasat/ inaktivalédasat okozza, mely valtozatos jelatviteli folyamatokat, s
igy biologiai valaszokat indit el a sejtekben.

Elettanilag az MSC-k megnyilasanak egyik legjelentésebb hatasa a Bayliss-
effektus kialakuldsa. A vér aramlasanak fokozédasa és ezaltal az érfalra kifejtett
mechanikai stresszhatds nyitia a mechanoszenzitiv Ca?-csatornakat, melynek

2+, és ennek hatasara az érfalsimaizom 8sszehtzodik.

kdvetkeztében megné az [Ca
igy a véraramlas a mogéttes érterlileten a ndvekvé artérias kdzépnyomas ellenére
véltozatlan marad.

Ugyanakkor nem ismert, hogy a mechanikai stressz milyen irdnyban véltoztatja
meg a membranpotencidlt, illetve a valtozasok hatterében mely aramok aktivacioja

allhat. Ezenkivll arra vonatkozéan sem taldltunk irodalmi adatokat, hogy a PKC

rendszer aktivacioja befolyasolja-e a fenti folyamatokat, illetve az MSC-k aktivalédasa

yeaVe
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PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

1. Korabbi munkdnk soran beszamoltunk a TRPV1-nek a human sz6értlisz6
biologiai folyamataiban betdltétt funkcionalis szerepérél. Jelen kisérleteinkben elészér
azt kivantuk vizsgalni, hogy mi a hasonlésag a human és az egér bér TRPV1
expresszioja kdzott. Ezt kdvetben dsszehasonlitottuk a hajciklus iddbeli valtozasait a két
faj k6zo6tt, valamint (TRPV1 génhidnyos egerek vizsgalataval) azt elemeztik, hogy
egérben hogyan valtozik a hajciklus TRPV1 hianyaban.

2. Kisérleteink kdvetkezd részében a cannabinoid receptorok (CB) expresszids
mintazatat hataroztuk meg a sz6értiszében, valamint vizsgéaltuk, hogy valtozik-e a
receptorok expressziés mintazata a hajciklus kilénb6z6 fazisaiban. Ezek utdn arra
kerestik a vélaszt, hogy a kilénbdz6 cannabinoid vegylletek alkalmazasa hogyan
befolyasolja a follikulusok kilénb6zé biolégiai funkcibit. Ennek soran elemeztik az AEA,
folyamatok jellegzetességeire, valamint a hajciklus eseményeinek idébeli alakulasara.
Végezetll azt vizsgaltuk, hogy a human szértlisz6 ndvekedési mechanizmusanak
szabalyozdsaban van-e kapcsolat a TRPV1 és CB rendszerek koz6tt.

3. Munkank utolsé fazisaban a mechanoszenzitiv csatornak (MSC) aktivacidjanak
hatasat vizsgaltuk HaCaT keratinocytakon. Kulénféle hypotonids stimulusok
alkalmazasakor meghataroztuk a kialakul6 membranpotencial-valtozasok mértékét,
valamint azt, hogy ezen médosulasok hatterében mely ioncsatorndk megnyilasa allhat.
Ezt kdvetben azt vizsgaltuk, hogy az MSC-k aktivalédasa hogyan szabalyozza a sejtek

proliferacios és differencialddasi allapotait.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Human sz6rtiisz6k izolalasa és tenyésztése

A funkciondlis kisérleteink alapjaul szolgald hajfollikulusokat plasztikai sebészeti
operaciok sordn visszamaradt, haldntéki tajékrol szarmazd hajas fejbdrbdl izolaltuk, a
bérdarabok tébbnyire 50-80 éves ndi paciensektél szarmaztak. A sz6rtlisz6k
eltavolitasat és tenyésztését Philpott 1994-ben kidolgozott eljarasa alapjan végeztiuk. A
fejpbrt elséként kb. 0,5x1 cm-es szeletekre vagtuk, majd a bér felszinével
parhuzamosan eltavolitottuk az epidermist és a dermis nagy részét a dermis-subcutis
hataranak kézelében. Ezutdn a follikulusokat csipesz segitségével izolaltuk a
subcutisbol, majd az ép szbértliszdket szelektaltuk. A follikulusok tenyésztése 24-lyuku
tenyésztéedényben tértént, kiegészitett (2 mM L-glutamin, (Invitrogen, Paisley, UK), 10
ng/ml hidrokortizon, (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Németorszag), 10 pg/ml inzulin
(Sigma) és antibiotikum-antimikotikum (Invitrogen)) Williams’ E tenyészt6oldatban

(Biochrom, Cambridge, UK) 37 °C-on, 5% CO,-atmoszféraban, 7 illetve 9 napon

keresztll. A szbrtlisz6k hossznévekedését a fénymikroszkdp okularjaba beépitett
mikrométer -skéla segitségével kdvettlk nyomon, a szértiisz6ket naponta, egyesével
mérve. Adott anyag hatasanak vizsgalatat 18-24 follikuluson végeztik el, az adatok
statisztikai elemzése Mann-Whitney teszttel tértént. A tenyésztés végén a szértliszéket
foszfat-pufferben (phosphate-buffered saline, PBS) térténé mosas utdn Cryochrom
fagyaszt6 meédiumba (Thermo Shandon, Pittsburg, UK) &agyaztuk be, folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, végul bel6lik 8 um vastagsagu fagyasztott metszeteket

készitettlink. A plasztikai sebészeti operacidkbdl kapott bérdarabok szolgaltak a teljes
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bért reprezentalé 8 um vastagsagu fagyasztott metszetek készitésére is, melyeket az

alabb részletezett médon immunhisztokémiai technikak segitségével vizsgaltuk.

HaCarT keratinocytak tenyészitése
A HaCaT keratinocytakat 10% embrionalis borjusavét (Sigma) és
antibiotikumokat tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyészt6oldatban (DMEM,

Sigma) tenyésztettik a szértlisz6knél mar emlitett kériilmények kdzott.

A TRPV1 knockout egér

Kisérleteink egy részében B6.129S4 tipusu, néstény TRPV1 knockout egereket
hasznaltunk (Jackson Laboratory, Bar Harbor, MA, USA). A mutaciét az egér TRPV1-et
kodol6 11B3 kromoszémajan lokalizalt génben hoztak Iétre, ahol az 6tddik
transzmembran domeén egy részében, a hatodik transzmembran domén egészében,
valamint a kéztik levd hurkot kédolé exonban indukaltak mutaciét (Caterina és mtsai,
2000). Az egerek szérét a hati terlletrdl epilalassal eltavolitottuk, és igy indukaltuk a
hajciklus kezdeti stadiumat. A TRPV1 expressziojaban bekdvetkezett valtozadsokat a
morfoldgiai ciklus 45. napjaig kdvettik (P1-P45) nyomon. A hat bérét a ciklus kilénb6zé
stadiumaiban eltavolitottuk és beléle 8 uM vastagsagu, aceton-fixalt, fagyasztott
metszeteket készitettlink. Kontrollként azonos koru, C57BL/6 vad tipusi egereket
hasznaltunk. A morfolégiai stadiumba vald besorolashoz az ésszesitett hajciklus-pontot

szamitottuk ki.
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Szévettani és morfologiai vizsgalatok

Az izolalt és tenyésztett human szértlisz6kb6l 8 um vastagsagu fagyasztott
metszeteket készitettlink, szaritottuk, majd -20°C-on acetonban fixaltuk. A sz6rtlisz6k
morfolégiai vizsgalatdra a metszeteken haematoxylin-eozin festést végeztink. A
follikulusokat meghatarozott morfologiai kritériumok alapjan soroltuk a megfelel

stadiumba (anagén, katagén).

Immunhiszto- és -citokémia

A CB1, illetve CB2 izolalt szértiszén vald kimutatasara, valamint a TRPV1
expressziodjanak kontroll, illetve knockout egéren vald meghatdrozasara a tyramide-
substrate amplification (TSA) (Botchkarev és mtsai, 2000; Ilto és mtsai, 2004) és az
alkalikus foszfatdz alapu ABC (Panteleyev és mtsai, 1999) modszereket hasznaltuk. A
TSA eljaras soran az endogén peroxidazok gatlasat (3% H,O, PBS-ben) kovetéen a
nem -specifikus kétédéseket DAKO Protein Block (DAKO) és TNB oldatokkal (TSA Kkit,
PerkinElmer, Boston, MA, USA) blokkoltuk. Az els6dleges CB1, CB2, illetve TRPV1-
ellenes antitesttel egy éjszakan at inkubaltuk a metszeteket. Ezutan a biotinilalt
masodlagos kecske/egér/nyul-ellenes diszné IgG-vel (1:200, DAKQO) valé 45 perces
inkubalas, majd a streptavidin-konjugalt torma-peroxidazzal (1:100 TNB pufferben, TSA
kit) valé jeldlés kovetkezett. A jeler8sités utolsé lépéseként a metszeteket TRITC-
tyramiddal (1:50 Amplification Diluent-ben, TSA kit) inkubaltuk 5 percig, majd magfestést

végeztink (DAPI, 1 ug/ml, Boehringer Mannheim, Mannheim, Németorszag).
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Az immunhisztokémiai vizsgdlataink soran felhasznalt antitestek, azok eredete,
alkalmazott higitdsuk, valamint az immunhisztokémiai mdédszerek ésszefoglalasa az 1.

tablazatban talalhato.

1. tdblazat: Az immunhisztokémiai vizsgalatok soran felhasznalt elsédleges antitestek

Alkalmazott | Eredet Eaj Epitép Alkalmazott | Alkalmazott
antitest higitas modszer
CBf1 Santa Cruz BT kecske | N-terminalis vég 1:400 TSA

1:40 ABC-AP
CBf1 Santa Cruz BT kecske | C-terminalis vég 1:400 TSA

1:40 ABC-AP
cB2 Cayman Chemical | nyul N-termindlis vég 1:400 TSA

1:40 ABC-AP
CB2 Santa Cruz BT kecske | C-terminalis vég 1:400 TSA

1:40 ABC-AP
Ki-67 DAKO egeér 1:20 Immunfluoreszcens
TRPV1 Santa Cruz BT kecske | C-terminalis vég 1:500 TSA

1:50 ABC-AP

ABC: avidin-biotin komplex, AP: alkalikus foszfataz, TSA: tyramide signal amplification)

Az ABC-modszer alkalmazasa soran a 10%-0s diszné normal szérummal (PBS-
ben, DAKO) térténd elbinkubacié utan az elsédleges CB1, CB2 valamint TRPV1-ellenes
antitestet egy éjszakan keresztll alkalmaztuk. A biotinilalt kecske/egér/nyul-ellenes,
disznéban termeltetett masodlagos antitest (1:200, DAKO) hasznalatat kdvetben

streptavidin-alkalikus fosztfataz jeldlést haszndltunk. Az immunhisztokémiai jeldlést a
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Fast Red (Sigma) segitségével tettik lathatéva, melyet a hematoxilinnel térténé
magfestés zart le.

A tenyésztett szdrtlisz6kén a proliferalé és az apoptotikus sejtek egyideji
kimutatasara a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick
End Labeling) kettés festést hasznaltuk (Foitzik és mtsai, 2000; Lindner és mtsai, 2000).
Az eljards soran az o0sztdédo sejtek jelenlétérél a Ki-67 proliferaciés marker
immunhisztokémiai kimutatdsa ad felvildgositast, az apoptotizalt sejtek megjelenitése
pedig a DNS-fragmentacio soran keletkezett szabad 3’ végek jel6lésén alapul. A kettds
festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-0s paraformaldehidben és etanol-jégecet 2:1
aranyu oldataban fixaltuk. Elsé |épésként a metszeteket reakcidpuffer—terminalis
deoxinukleotidil transzferaz (TdT) enzim (mindkett§ ApopTag Fluorescein In Situ
Apoptosis Detection Kit, Intergen, Purchase, NY, USA) 70-30%-0s elegyével inkubaltuk
37 °C-on 60 percen keresztll, mely sordan a TdT enzim a reakciopufferben talalhaté
digoxigenin jelélt nukleotidokat az apoptotikusan fragmentalt DNS 3’ OH végeihez
kapcsolta. A reakci6 leallitdsa és 10%-os kecske normdl szérumos (DAKO, PBS-ben)
kezelést kdvetbéen a metszeteket egy éjszakan at inkubaltuk egérben termeltetett Ki-67
ellenes antitesttel (1:20, 2% kecske normal szérum jelenlétében). Utols6 Iépésként a
digoxigenin-jelélt DNS-fragmentumokhoz FITC-konjugélt digoxigenin-ellenes antitestet
kapcsoltunk (TUNEL kit), a Ki-67 ellenes antitesthez pedig rodaminnal jel6lt kecske-
ellenes 1gG-t (1:200, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA, + 2% kecske
normal szérum, DAKO) kététtlink, végul DAPI-val magfestést végeztink. A TdT enzim,
illetve a Ki-67 ellenes antitest elhagyasa szolgalt a festés negativ kontrolljaként.

Osszehasonlit6 hisztolégiai és immunhisztokémiai vizsgélataink soran a festések

szinintenzitasbeli kildbnbségeinek mérésére az Image Pro Plus 4.5.0 szoftvert (Media
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Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) hasznaltuk. A kvantifikalds soran csoportonként
18-24 follikulus elére meghatarozott, régzitett nagysagu terlleteinek intenzitasat mértik,

majd feltlntettik és 6sszehasonlitottuk azok atlagat.

Masson-Fontana festés

A follikulusok melanintartalmanak meghatarozasara Masson-Fontana festést
végeztink. Ennek soran a metszeteket etanol- ecetsav 2:1 aranyu elegyében 10 percig
fixaltuk, majd TBS pufferben térténd mosast kévetéen 10%-0s ezlstnitratoldatban 40
percig inkubaltuk 56°C-on, sététben. Ezt kdvetben 5%-o0s natriumtioszulfat oldatban

tartottuk a metszeteket 1 percig, végll haematoxilinnel magfestést végeztink.

Kvantitativ PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével, az 5 nukleaz mdébdszer
felhasznalasaval tortént. A teljes RNS-t 100-200 darab frissen izolalt sz&rtliszdbél
TRIzol reagens (Invitrogen, USA) segitségével vontuk ki a gyartd cég instrukcibit
kdvetve. A teljes RNS 3 pg-jabdl kiindulva 15 U AMV reverz-transzkriptazt (Promega) és
0.025 pg/ul random primert (Promega) felhasznélva Aallitottunk el6 cDNS-t. A PCR
amplifikaciot TagMan primerek és prébak alkalmazasaval végeztik (Assay ID:
Hs00275634_m1 a human CB1 esetében, Assay ID: Hs00361490 _m1 human CB2
esetében), a TagMan Universal PCR Master Mix Protocol (Applied Biosystems) alapjan.
Belsd kontrollként a gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz szolgalt (GAPDH, Assay ID:
Hs99999905_m1 human GAPDH esetében). A CB-receptor specifikus transzkriptumot

GAPDH-ra normaltuk, a AACT mddszer segitsegével.
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A follikulusok endogén cannabinoid tartalmanak meghatarozasa

Frissen izolalt, kb. 50 mg témeg follikulust 7 ng ?Hs-anandamidot tartalmazo,
metanol:Tris puffer 1:1 ardnyu elegyével homogenizaltuk. A homogenizdtumhoz
kloroform:metanol 1:1 aranyu keverékét adtuk hozza. Centrifugalast és a vizes fazis
kétszeres kloroformos tisztitasat kdvetéen a csapadékot megszaritottuk, majd acetont
adtunk hozza. A kicsapddott proteineket tovabb centrifugéltuk és szaritottuk, majd
metanolban felvettik és kromatografias eljaras soran elvalasztottuk az endogén
cannabinoidokat. A kromatografias méréshez Agilent 1100 sorozatszamu, LC-MSD
készlléket hasznaltunk. A késziilék az AEA, a ?H4-AEA és a 2-AG mennyiségét mérte.
A sz8rtiisz6 AEA és a 2-AG tartalmanak meghatarozésara forditott linearis regresszios
eljarast alkalmaztunk. A kapott értékeket fmol/mg és pmol/mg nedves szdvet

mértékegységben adtuk meg.

Kvalitativ és kvantitativ hisztomorfometria

A kontroll és knockout egerek follikulusainak hajciklus-stadiumai kozotti
kilénbségeket kvantitativ és kvalitativ hisztomorfometria segitségével hataroztuk meg.

A kvantitativ hisztomorfometriai vizsgalatokhoz elegend6 szamu (kontroll és
knockout egérbdl szarmazd szértliszék, minimum 20-20 darab) longitudinalisan metszett
follikulus hajciklus—stadiumat hataroztuk meg adott morfolégiai kritériumok szerint (lasd
a bevezetében az anagén, katagén, telogén follikulusok elkilénitésérél sz6l6 fejezetet).
Ennek alapjan az anagén fazisu sz6rtiszék I-VI-ig, a katagén fazisu szértliszék 1-Vlll-ig
terjedd stadiumba sorolhaték, mig a telogén fazist nem Kkulénitjik el tovabbi

stadiumokra.
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A kvantitativ meghatarozast tovabb lehet pontositani az ugynevezett ,.kumulativ
hajciklus pont” kiszamitsaval (kvalitativ hisztomorfometria). Ennek soran a kulénb6z6
stadiumban levd follikulusokhoz hozzarendelliink egy pontértéket (példaul anagén |= 1
pont), és az igy kapott értéket megszorozzuk egy stadiumnak megfelel§ szorzoval.
Ekkor anagén fazisu follikulus esetén 1-6-ig, katagén fazisu esetén 1-8-ig terjed6 értéket

kapunk.

Alkalmazott oldatok

A HaCaT keratinocytak hipotdnias stressztlirésének vizsgalatara a sejteket a
mérések elétt 30 percig szobahémérsékleten normal Tyrode-oldatban (137 mM NaCl,
5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 CaCl, , 11,8 mM Hepes-NaOH, 1 g/L glikdz, pH=7,4 )
tartottuk. Ezt kévetéen a sejteket modositott Tyrode-oldatba tettiik, amelyben a NaCl
tartalom felét Na-glutamattal helyettesitettiik. KiUlénb6z6 hipoténidas  oldatok
alkalmazasaval vizsgaltuk a sejtek stressztlirését, ahol az oldatok ozmolalitasa a Na-
glutamat felének, illetve egészének eltavolitasa utan rendre 75%-ra (TY75), illetve 50%-
ra (TY50) cs6kkent. A kalciummentes oldat el6allitasakor a Tyrode-oldatot 1 mM EGTA-
val egészitettik ki és kihagytuk a CaCl, —ot.

A hipotdnias stressz proliferaciora és differencidlédasra kifejtett hatasanak
vizsgalatakor harom kilénbdz6 tenyésztboldatot hasznéltunk. A  hipotdnias
tenyésztéoldat (LS50) esetében a normal tenyésztdoldat térfogatanak felét desztillalt
vizzel pétoltuk. Mivel igy az oldat szérumtartalma lecs6kkent és ez 6dnmagaban is

megvaltoztathatia a sejtek proliferaciojat/differencidlodasat, ezért kontrollként

csokkentett szérumtartalmi médiumot alkalmaztunk (LS): ekkor desztilldlt viz helyett
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Tyrode-oldatot hasznaltunk, igy az LS oldat izoténids maradt, ugyanakkor

szérumtartalma a felére csdkkent és megegyezett az LS50-ével.

Patch clamp és konvencionalis mikroelektrodas mérés

A hipotdnias stressz nyugalmi membranpotencidlra, a sejtmembranon atfolyé
aramokra, valamint a kloridaramra kifejtett hatasat fesziltség-clamp technikaval, egész-
sejt konfiguracidéban vizsgaltuk. A mérésekhez Axopatch 200A (Axon Instruments, CA,
USA) tipusu erésitét hasznaltunk. A 2-3 MQ ellenallasu pipettakat 110 mM K-Aszpartat,
20 mM KCI, 2 mM MgCly, 5 mM EGTA, 5 mM HEPES és 2 mM MgATP-tartalma belsé
oldattal toltdttiik fel, ahol az oldat pH-jat 7.3-ra allitottuk be. A Ca®*-aktivalt aramok
vizsgélatakor 5 mM BAPTA-t alkalmaztunk az intracellularis Ca®*-koncentracié
emelkedésének kivédésére. A passziv elektromos tulajdonsagok vizsgélatakor a
sejteket 5 mV nagysagu, 40 ms idétartamu impulzussal ingereltik. A tartasi potencialt -
40 mV-ra allitottuk, a sejtek linearis kapacitasa 20 és 40 pF kozott valtozott. Az
elektromos jeleket 1 kHz frekvenciaval régzitettik (Digidata 1200, Axon Instruments),
majd az elemzést pClamp 6.0.4 szoftver (Axon Instruments) segitségével végeztik.
A transzmembran potencidlvaltozasokat konvencionalis mikroelekiréda technikaval
detektaltuk. Ennek soran Uveg mikroelektrodakat téltéttink fel 3 mM KCl-al, a
pipettahegy ellenallasa 25 és 30 MQ k&zott valtozott. Az elektrodakat Axoclamp-2B
er6sité bemenetéhez csatlakoztattuk. A jeleket 100 kHz frekvenciaval, Digidata 1200

rendszer segitségével rogzitettik.
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Western (immuno) blot analizis

Az involukrin, filaggrin és transzglutaminaz protein szintl kimutatdsat a
laboratériumunkban altaldban alkalmazott protokollnak megfeleléen (Bird és mtsai,
1998a; Boczan és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003; Lazar és mtsai, 2003) az alabbiak
szerint végeztik. A tenyésztett sejteket hideg PBS-ben mostuk, majd lizis-pufferben (20
mM TRIS-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, 20 puM
leupeptin, pH 7,4 (Sigma)) homogenizaltuk, végul jégen ultrahangos feltarast végeztink.
Az igy nyert lizatumok proteintartalmat moédositott BCA protein assay-vel (Pierce,
Rockford, IL, USA) hataroztuk meg. A fehérjetartalmat 2 mg/ml-re allitottuk be (a minta
végtérfogataban 5% B-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% SDS, 0,062 M TRIS, 20 mM
ditiothreitol, 0,002% bromfenolkék volt; mind a Sigmatél), majd 10 perces fé6zéssel
denaturaltuk, végul felhasznalasig -20°C-on taroltuk a mintakat. Kisérleteink sordn SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE), mintdnként 20-30 upg proteint
valasztottunk szét 8%-0s gélen 100 V konstans feszlltséggel. Ezutan a fehérjéket
nitrocellul6z membranra (BioRad, Wien, Austria) transzferaltuk, 2x45 percen keresztll,
100 V konstans fesziltséggel. A membran szabad koétéhelyeit 5% sovany tejport
tartalmaz6 PBS-ben (5% tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutan a membranokat 5%-os
tej-PBS-ben higitott elsddleges involukrin, filaggrin és transzglutaminaz-ellenes
antitesttel (1:100) inkubaltuk egy éjszakan at. A membranok 30 perces moséasat (PBST,
0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma) kévetéen azokat kecskében termeltetett egér-ellenes,
masodlagos, torma-peroxidazzal kapcsolt antitesttel (1:1000, BioRad) inkubdltuk 45
percen keresztill. Ujabb, PBST-ben elvégzett mosast kdvetden az immunreakciok

eredményét kemilumineszcens mddszerrel, ECL Western blot detektald kittel
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(Amersham, Little Chalfont, UK) tettlk lathatéva, amit réntgenfilmen régzitettiink (AGFA,

Brussels, Belgium).

Intracellularis kalciummeérés

Az intracellularis kalciumkoncentracido valtozasdnak meérésére a kovetkezd
protokollt hasznaltuk. A fed6lemezre szélesztett keratinocytakat 5 uM kalcium érzékeny
fluoreszcens fura-2 festék acetoximetilészter formajaval (fura 2-AM, Invitrogen) 60
percig inkubaltuk 37°C-on. A fura 2-AM-el feltéltott sejteket tartalmazo fedélemezeket
ezutan invertald fluoreszcens mikroszkép (Diaphot, Nikon, Tokid, Japan) targyasztalara
helyeztik. Az excitaciés hulldamhosszt 340 és 380 nm koOz6tt valtoztattuk kettds
monokromator, valamint on-line kapcsolt szamitogép segitségével (PTI Deltascan
készilék), majd a fluoreszcens emissziot 510 nm-en detektaltuk 10 Hz-es mintavételi

frekvenciat hasznalva egy fotoelekiron-sokszorozoval. Az [Ca2+]i-ban bekdvetkezett

valtozasokat Grynkiewicz és munkatarsai (1985) altal kidolgozott médszerrel vizsgaltuk.

Meghataroztuk a 340 (F és 380 nm-en (F,..) torténé gerjesztés hatasara emittalt

340) 380

fluoreszcenciaintenzitds-hanyadosokat (R=F,, /F..)). Felhasznalva a disszociaciés

konstans (K,), a minimalis (R_.) és maximalis (R__) racio értékeket, valamint az

emittalt fluoreszcencia hanyados értékeit nulla (F,4,[0]) és a festéket szaturald (F,,[Cal)

kalciumkoncentracioknal, a [Ca2+]i az alabbi képlet segitségével volt szamolhato:

[Ca®]=Ky*(R-R_ )/ (R__ - R)*(Fl0)F4,[Cal).

min) max

Kalibracios kisérleteinkben a KD-t 76 nmol/l-nek talaltuk Rmin = 0,42, RmaX = 8,6 és

[0)/F,..[Ca] = 15,3 értékek mellett.

I:380 380
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Az él6 sejtszam vizsgalata

A mechanikai stressz, illetve a tenyésztéoldat szérumtartalmanak valtozasa
befolyasolja az él6 sejtszamot. Ezen hatast MTT alapu proliferaciés assay segitségével
hataroztuk meg. A médszer alapja, hogy az él6 sejtek mitochondridlis dehidrogenaz
enzimje az MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil tetrazolium bromid) tetrazolium
gylrijét hasitja és vizben oldhatalan formazan kristalyok keletkeznek, melyek
mennyisége kolorimetriasan mérhet6. A sejteket 96-lyuki multiwell plate-eken 50ul
DMEM tapoldatban 5000 sejt/well slrliségben szélesztettik. A plate-eket a tenyésztési
kérdlményeknek megfeleléen helyeztik el, s a kitapadast kévetéen a sejteket normal,
illetve csbkkentett szérumtartalmu oldatban kezdtik el tenyészteni. A kontroll kisérletek
soran a sejteket 12 napon keresztll a fenti tdpoldatokban tenyésztettik. A hypotonias
stressz hatasanak tanulmanyozasa esetén, amennyiben a kiindulasi oldat NS volt, a
tenyésztés 6. napjan lecseréltlk LS, LS50-re, mig LS oldat kezdetben torténd
alkalmazasakor LS50, illetve NS oldatra valtottunk. Az él6 sejtszam valtozasait a
2.,4.,6.,8.,10. és 12. napon mértik le. A sejteket MTT oldattal 3 o6raig 37°C-on
inkubaltuk, majd az MTT oldat eltavolitasa utdan a well-ekbe MTT szolubilizalé oldatot
(81% izopropanol, 9% 1M HCI, 10% Triton X-100) pipettaztunk. 10 perc

szobah&mérsékleten valé razatas utdn 550 nm-en kolorimetrias mérést végeztink.

Statisztikai elemzések
Mérési eredményeinket atlag £+ SEM formaban adtuk meg. Az adatok statisztikai
kiértékelésére és dsszehasonlitasara 5%-0s szignifikancia szinttel dolgozva a Student-

féle t-tesztet alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

A TRPV1 szerepe a hajciklus szabalyozasaban; a hajciklus fazisainak idébeli

valtozasa TRPV1 knockout egerekben

A TRPV1 expresszidja hajciklus -fliggé valtozast mutat egérben

Kisérleteink soran elészér a TRPV1 hajciklus-fliggé expressziodjat vizsgaltuk egér
bérben valamint follikulusban. Hasonléan a human eredményekhez (Bodd és mitsai,
2004 és 2005) azt tapasztaltuk, hogy a vad tipusu egerek bérében, elsésorban a bazalis
epidermis rétegében, jelentés a TRPV1 expresszié (8/A abra). A humanhoz hasonlé
mintazat lathaté a follikulusban is, hiszen az epithelialis eredetli rétegekben jelentés
TRPV1 immunreaktivitast figyeltink meg, mig a hajszal és a dermalis papilla TRPV1
negativnak bizonyult (8/B, F, K, G abra). Hasonléan a human szértiiszében kapott
adatokhoz, egérben is a legerételjesebb TRPV1-ir-t a katagén fazisu follikulusok
epithelialis részében (8/0, P abra), valamint a telogén follikulusok masodlagos
hajcsirajaban figyeltiink meg (8/C, D, M, N abra). Az anagén fazisu, legerételjesebben
proliferald epithelialis réteg csdkkent TRPV1 expressziot mutatott, mig az IRS és a
disztalis, prekortikalis matrix keratinocytak csak alig detektalhat6 TRPV1-ir-t mutattak
(8/B, E, |, L abra). Ez al6l csak az anagén VI-os fazisu follikulus asszimmetrikus, lemez

alaku matrix keratinocytaiban megjelend erételjesebb TRPV1-ir volt kivétel (8/1, K abra).
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8. abra: A TRPV1 expresszid valtozasa a hajciklus soran egérben

(A) TRPV1 immunoreaktivitas az epidermalis keratinocytakban. A leger6teljesebb expresszié a bazalis
rétegben figyelhetd meg (epi: epidermis). (B) Erételies TRPV1-ir a kiilsé gyodkérhlvelysejtek (ORS)
rétegében. A belsé gydkérhlivelysejtekben (IRS) és a hajszalban nincs kimutathaté TRPV1 expresszié az
anagén fazisu follikulusban. (C-P) A TRPV1-ir valtozdsa depilacié indukalta ciklus soran. (C-D és M-N)
Telogén fazisu sz6rtiszék: a legintenzivebb festédést a masodlagos hajcsirdban figyeltink meg (SHG). A
dermdlis papillaban (DP) az egész ciklus soran nem volt detektalhat6 TRPV1-ir. A faggyumirigyben (SG)
megfigyelheté fluoreszcens festédés nem-specifikus reakcié eredménye. (E-F) Korai anagén fazisu
follikulusok. A legintenzivebb fest6dés az ORS-ben taldlhat6, valamivel gyengébb az IRS fest6dése. (G-
H) Kbzép- anagén follikulusok. (I-L) Késéi anagén follikulusok. TRPV1-ir az ORS keratinocytakban és az
aszimmetrikus, lemez alaki matrix keratinocytdkban (MK). Az IRS rétegben csak gyenge TRPV1
festédést tapasztaltunk. (O-P) A katagén fazisu follikulusokban a legerételjesebb expresszié az epithelialis
keratinocytak rétegében talalhaté. (A, D, F, H, J, L, N, P) Peroxidaz alapt ABC médszer DAB
szubsztrattal. (B, C, E, G, I, K, M, O) TSA technikaval t6rtént festés FITC jeldléssel.
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Fenti megfigyeléseinket egy sematikus abrasoroztaban foglaltuk 6ssze (9. abra). Az
abran a TRPV1-ir-t piros szinnel jeldltik. Lathat, hogy a TRPV1 expresszidja fokozodik
a katagén fazisu follikulusok epithelialis strand rétegében, az ORS réteg a hajciklus
valamennyi fazisaban viszonylag erételjes TRPV1-ir-t mutat. Ugyanakkor az IRS és a
disztalis, prekortikalis matrix keratinocytdk csak halvanyan expresszéljak a TRPV1-et,

mig a hajszal és a DP nem mutat TRPV1-ir-t.

Q epi

DP

epithelial strand
. |y Korai _| Kozép _| Késoi 3
Telogén anagén | anagén | anagén Katagen

9. abra: A TRPV1-ir sematikus abrazolasa a ciklus soran

A TRPV1 hianya késlelteti a follikulusok katagén és telogén transzformaciojat egérben
Ezutan kvantitativ hisztomorfometria segitségével 6sszehasonlitottuk a hajciklus
idébeli lefolyasaban bekdvetkezd valtozdsokat kontroll, valamint TRPV1 knockout
egerekben (10. abra). Azt talaltuk, hogy a 19. napig nincs kimutathaté makroszképos,
illetve mikroszkdpos kiilénbség a vad tipusu és a knockout egerek kdzott. Ezt kdvetben
azonban azt figyeltlk meg, hogy mig a vad tipusu egerek follikulusai a 19. napon mar
beléptek a morfogenezis 8. stadiumaba, ami megfelel a katagén transzformaciénak,
addig a knockout allatok follikulusai ehhez képest szignifikans késést mutattak (10/A
abra). Szintén késett a knockout allatok szdrtliszéinek telogén transzformécioja a vad

tipusiakhoz képest (a ciklus 25. napjan, 10/B abra). Ugyanakkor az elsé spontan
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anagén fazisba to6rténé atmenetben (a ciklus 32. napja), valamint az ezt kévetd

hajciklusban (a ciklus 45. napja) nem volt szignifikans kilénbség a kontroll és a TRPV1-

et nem expresszald allatok follikulusai kdzo6tt (10/C, D abra). Fenti eredményeinket

alatamasztottuk a kumulativ hajciklus pont kiszamitdsaval is (nem prezentalt adatok).

A follikulusok szazalékos megoszlasa a
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10. abra: A TRPV1 hianya eltolddott katagén atalakulast okoz egér follikulusban

A spontan hajfollikulus- ciklus stddiumainak ésszehasonlitdsa azonos koru vad tipusu és TRPV1 knockout
egérben kvantitativ hisztomorfometria segitségével. Csoportonként és idépontonként legaldbb 3 vad
tipust és 3 knockout egeret hasonlitottunk 6ssze. Ezutdn a follikulusokat meghatérozott morfoldgiai
kritériumok szerint besoroltuk a megfelelé hajciklus stadiumba. A TRPV1 knockout egerekben a katagén
atalakulas szignifikans késést mutatott a vad tipust egerekhez képest a ciklus 19. napjan (P19) (A).
Ugyancsak késést mutatott a telogén atalakulds a knockout egerekben a ciklus 25. napjan (P25) (B). A
ciklus 32. (P32) és 45. (P45) napjan nem talaltunk szignifikans kilénbséget a vad tipusu és a knockout
egerek follikulusainak hajciklus stddiuméban (C, D). Az adatokat atlag +SEM formaban tuntettik fel. *:
szignifikans eltérés (p < 0,05).
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Az AEA szerepe a human hajfollikulus biologiai folyamatainak

szabalyozasaban

A CB1 mind protein, mind mRNS szinten kifejez6dik a human follikulusban

Kisérleteink elsé szakaszaban a CB1 és CB2 receptorok follikularis expresszibjat
vizsgaltuk meg. Ennek soran jelentés CB1-immunreaktivitast sikerilt kimutatni az
anagén fazisu szértiszében (11. abra), mig a CB2 jelenlétét nem sikertlt kimutatnunk

(nem prezentalt adat).
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11. abra: A CB1 protein, illetve mRNS szinti kimutatasa tenyésztett human szértiiszében
(A) Az anagén fazisi human szdrtlisz6ben a kiilsé gyokérhively keratinocytdk (ORS) rétege erételjes
CB1 pozitivitdst mutat, mely a follikulus disztalis része felé haladva fokozddik. A belsdé gyockérhlvely
sejtekben (IRS), valamint a follikularis kotészdveti rétegben (CTS) az el6zé6t6l gyengébb CB1-ir-t
tapasztaltunk. A matrix keratinocytak (MK), valamint a dermdlis papilla (DP) CB1 negativnak bizonyultak.
A festés alkalikus fosztfataz technikaval késziilt. (B) A CB1 expresszié Q-PCR-al t6rténd kimutatasa
izolalt human hajfollikulusban. A CB1-expressziot az azonos szdvetbdl izolalt GAPDH expresszibjara
vonatkoztattuk. NTC: templat cDNS nélkili (negativ) kontroll; HF: sz6rtliszd; pozitiv kontrollként human
agyat hasznaltunk. Az értékeket atlag + SEM formaban adtuk meg, a mérések négyszeri ismétlésével.
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A CB1 expressziés mintazatban kilénbséget talaltunk az egyes kompartmentek kézott:
a legintenzivebb festédést az ORS keratinocytak rétegében detektaltunk, az intenzitas a
follikulus disztalis része felé haladva ndvekedett. Az ORS-t6l kisebb mértékli CB1
expressziot figyeltink meg az IRS keratinocytak, valamint a CTS rétegében. Ezzel
ellentétben a dermdlis papilla, illetve a matrix keratinocytak rétege CB1 negativnak
bizonyult. Eredményeinket Q-PCR technika felhasznalasaval kivantuk alatdmasztani,
melynek soran a CB1-et sikerllt mRNS szinten is kimutatni a follikulusban. Ugyanakkor
az immunfestéssel 6sszhangban nem talaltunk CB2 mRNS-t a sz6rtiszében (nem

prezentalt adat). Pozitiv kontrollként human agyat hasznaltunk.

A CB1 expresszio katagén fazisban fokozodik

Kisérleteink kdvetkez6 részében arra voltunk kivancsiak, hogy valtozik-e a CB1
expresszid a hajciklus fazisaiban. Ennek megvalaszolasara interferon-y-val kezeltik a
szOrtiszbket, mely egy jol ismert katagén induktor (lto és mtsai, 2005), majd TSA
technikaval immunfestést végeztink mind anagén, mind katagén follikulusokon (12.
abra). Azt tapasztaltuk, hogy katagén fazisban fokozédott a CB1 expresszié. Ez
kilébnésen a matrix keratinocytakban volt megfigyelhetd, amely azért bir nagy
jelentéséggel, mert ebben a régidbban anagén fazisban nem tapasztaltunk CB1
immunoreaktivitdst. Ezen eredményt tamasztotta ald a fluoreszcencia-intenzitas
analizise is: mig a FITC-pozitiv terlleteken a fluoreszcens jel intenzitasa az ORS
keratinocytdknal nem valtozott jelentésen a katagén transzformacié soran, addig a
matrix keratinocytdkban ez az érték szignifikans emelkedést mutatott. A szértlisz6 tébbi
kompartmentjében nem tapasztaltunk valtozast a CB1-immunreaktivitas (CB1-ir)

szintben az anagén fazishoz képest.
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12. abra: A CB1 immunoreaktivitas 6sszehasonlitdsa anagén és katagén fazisu
szortiiszében

(A) CB1 immunoreaktivitds anagén fazist szértlisz6ben: CB1 pozitiv belsé gydkérhiively keratinocytak
(ORS) valamint CB1-et nem expresszalé matrix keratinocytdk (MK) és dermalis papilla (DP). (B) CB1
immunoreaktivitds 1000 IU/ml IFNy indukalta katagén fazisu follikulusban: CB1 pozitiv ORS valamint MK
sejtek (a DP katagén fazisban is CB1 negativ maradt). (C) CB1-specifikus fluoreszcencia intenzitas
anagén (szlirke) és katagén (zold) fazisu szértiszék ORS illetve MK sejtjeiben. A fluoreszcencia
intenzitast follikulusonként 5-5 terlileten (ROI) mértik, egy csoportba 18-24 follikulus tartozott. A festések
TSA technikaval készlltek. Az értékeket atlag £ SEM forméban tintettik fel, illetve a Student-féle t-teszt
segitségével értékeltik ki. *: szignifikans kilénbség (p < 0,05).

Az AEA ddzisfliggben gatolja a follikulusok hossznévekedését

Ezt kovetben tisztazni kivantuk a molekula funkcionalis szerepét. Ennek
megvalaszolasara 7 napon keresztll tenyésztettlink szervkultirdban izolalt human
kezeltiik 6ket. A kisérlet soran a follikulusok hosszat naponta mértik, a kapott
eredményekbdl nbvekedési goérbét készitettlink, ahol a névekedés mértékét a kezeletlen
csoport izolalas napjan mérhetd atlagos hosszara vonatkoztattuk. Azt tapasztaltuk, hogy

yaVs

esetében megfigyelheté volt a hosszndvekedés gatlasa, szignifikdns csdkkenést
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azonban elészér 10 uM AEA alkalmazésakor tapasztaltunk, mig 30 uM esetében a
hossznévekedés mar a kontroll felére csdkkent. Annak eldéntésére, hogy a gatlas
valéban a CB1 receptoron keresztll térténik-e, a CB1 specifikus antagonista AM-251-et
alkalmaztuk. Tapasztalatunk szerint mar 1 uM AM-251 hozzaadasa is kivédte a 30 uM
AEA hossznbvekedést géatlé hatasat, mig az agonista és az antagonista egyuttes
alkalmazasa esetén a follikulusok hossznévekedése megegyezett a kontrollal.
Onmagaban az AM-251-nek nem volt hatasa a szértlisz6k hosszndvekedésére.
Kisérleteink  folytatdsaban egy masik cannabinoid vegyllet, a 2-
arachidonoylglycerol hatasat tanulméanyoztuk a follikulusok hossznévekedésére. Noha a
2-AG szintén a cannabinoid receptor endogén ligandjai k6zé tartozik (Sugiura és mtsai,

Ve

befolydsolta a névekedést a kontrollhoz képest (14. abra).

—a— Kontroll
60 3 uM AEA
| —w— 10 uM AEA
504 —€4— 30 uMAEA
| —@—30 uM AEA + 1 uM AM-251
30 uM 2-AG

I
o
1
n,

< > * *
K n T

o L T v

& =

o)

5 I L 1

w

0 1 2 3 4 5 6 7
Tenyésztési napok

Ve

et (1 uM) alkalmaztunk. A szértiisz6k masik csoportjat 2-arachidonoylglycerollal (2-AG, 30 uM) kezeltik. A
hajszalakat naponta egyesével mértik, majd a hossznévekedést a kontroll hajszélak izolalas napjan mért
hosszara vonatkoztattuk. Az értékeket atlag + SEM forméban tlntettik fel, illetve a Student-féle tteszt
segitségével értékeltlk ki. *: szignifikans kilonbség (p < 0,05). A kisérletet haromszor ismételtik meg.
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Eddigi eredményeink meger6sitésére, illetve a hosszndvekedés-gatlas
sejtbiologiai alapjainak tisztazasara megvizsgaltuk a proliferald, illetve apoptotikus sejtek
aranyat a follikulusban. Ehhez Ki67-TUNEL festést végeztiink, amely képes mind a
proliferald sejtek (Texas Red-el jelélt Ki67 pozitiv sejtek), mind az apoptotikus sejtek
(FITC-el jel6lt TUNEL-pozitiv sejtek) kimutatasara. A szértlisz6kbdl a szervkulturdban

tértént tenyésztés utols6 napjan metszeteket készitettlink és ezeket a follikulusokat

hasznaltuk fel tovabbi kisérleteinkhez.
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és apoptozist indukal
A proliferacié (Ki67, piros) és az apoptoézis (TUNEL, zéld) egyideji jeldlése kontroll (A) és 10 uM
anandamide (AEA)-kezelt, (B) tenyésztett hajfollikulusokban. A sejtmagokat DAPI-val festettiik (kék). DP:
dermalis papilla, MK: matrix keratinocyték. Eredeti nagyitas: 400x. (C) A Ki-67 és TUNEL-pozitiv sejtek
szazalékos ardnya a teljes sejtszamra (DAPI-pozitiv sejtek) vonatkoztatva. Az értékeket atlag + SD
formaban tiintettiik fel, illetve a Student-féle t-teszt segitségével értékeltlk ki. *: szignifikans kllénbség a
kezeletlen kontrollhoz hasonlitva (p < 0,05). A kisérlet haromszori megismétlése hasonl6é eredményt adott.

Az eljarassal sikerOlt alatamasztanunk eddigi eredményeinket: az AEA
dozisfiggbéen ndvelte az apoptotikus, TUNEL+ sejtek szamat, els6sorban a matrix

keratinocytdk feletti terlileten (14. abra). A proliferalo, Ki67+ sejtek szama ezzel

alkalmazéasakor. A csdkkenés elsésorban az anageén fazisban gyors Gtemben proliferald
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matrix keratinocytakat, valamint a dermalis papillat érintette. A 2-AG ezekre a

folyamatokra sem volt hatassal (nem prezentalt adat).

Az AEA katagén transzformaciot indukal a follikulusokban

Az apoptotikus sejtek szamanak fokozdédasa 6sszhangban van a hajciklusban
megfigyelt eseményekkel: 10 uM AEA hatdsara a follikulusok kdzel 50 %-a ment at
katagén fazisba a 7 napos kezelés végére (szemben a kontroll follikulusokkal, ahol ez
az arany kb. 20 % volt, mely a spontan katagén regressziét jelenti), mig 30 uM AEA
alkalmazasakor a szértisz6k 80 %-a mutatott katagén transzformaciot (15. abra).

Ugyanakkor a 2-AG nem okozott katagén indukciot (nem prezentalt adat).
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15. abra: Az AEA katagén transzformacioét indukal a tenyésztett szortiisz6kben
Izol&lt szdértliisz6ket 5 napon keresztll 10, illetve 30 uM anandamiddal kezeltlink, majd a bel6lik készilt
metszeteken (A, B) hematoxilin-eosin festést végezve meghataroztuk az anagén, illetve a katagén
szazalékos aranyat (C) a kontroll follikulusokhoz képest. Az anagén-katagén elklldnitése az irodalomban
meghatarozott kritériumok szerint tortént (csdkkent pigmentacié, elvékonyodott matrix keratinocyta, MK és
leszallé dermalis papilla, DP réteg). Eredeti nagyitas: 100x. Az adatokat atlag + SEM formaban tiintettiik
fel. *: szignifikans eltérés a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,05).
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Ez alatamasztja a névekedési gorbék eredményeit, hiszen a katagén, azaz regresszios
fazisra az apoptotikus folyamatok fokozddasa jellemzd. Az ennek megfelelé morfoldgiai
jegyek (a bulbus elvékonyodasa, a dermalis papilla proximalis irdnyba huzddasa, a
pigmentacié csékkenése) j6l megfigyelhetéek az AEA- kezelt follikulusokon. Ugyanakkor
a hajciklustél flggetlen melanintartalmat az AEA kezelés nem befolyasolta (nem

prezentalt adat).

A human follikulus endogén AEA-t tartalmaz

A follikulusok endogén cannabinoid tartalmanak meghatarozasara spektrometrias
kisérleteket végeztink, mely soran azt tapasztaltuk, hogy a follikulusok jelent6s
mennyiségli (6.6- 11.2 fmol/mg szdvet) AEA-t tartalmaznak. Ez a mennyiség
Osszevetheté a szivizomban talalt AEA koncentraciéval (mintegy 7.7 fmol/mg szbvet),
mely szOvetrdl ismert, hogy a cannabinoidok befolyasoljdk a szivmikédés egyes
paramétereit (Pacher és mtsai, 2005). Ugyanakkor a 2-AG sz6rtisz6ben mérhetd
koncentracidja csupan mintegy 0.3-0.3 fmol/mg szdvetnek adddott.
A A°-THC dézisfiiggéen gatolja a hajszal elongécidjat

A kapott eredmények utan azt kivantuk megvizsgalni, hogy a fenti hatasok
megismételhetéek-e exogén CB agonista alkalmazasaval. Ennek megvalaszolasara
elészér A-THC-val, a jol ismert marihuana hatéanyagaval kezeltiik a follikulusokat és
megvizsgaltuk az elongaciora gyakorolt hatasat. Eredményeink azt mutattak, hogy az
endogén agonista AEA-hoz hasonléan a A>~THC szintén dézisfiiggéen csdkkentette a

hajszalak hosszndvekedését (16. abra).
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16. abra: Az exogén cannabinoid A°-THC alkalmazasa dézisfiiggéen csoékkenti a hajszal

YaVe

elongaciojat
A hajfollikulusokat (csoportonként atlagosan 18-24) 9 napon keresztiil A*-tetrahydrocannabinol kiilénb6z6
koncentracidjaval (2 és 20 uM) kezeltlk. A hajszalakat naponta egyesével mértik, majd a
hosszndvekedést a kontroll hajszalak izoldlds napjan mért hosszéra vonatkoztattuk. Az értékeket atlag
SEM formaban tintettik fel, illetve a Student-féle tteszt segitségével értékeltik ki. *: szignifikdns
kilénbség a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,05). Az eredmények harom kisérletben kapott értékek

atlagai.

yare

A A°-THC hosszndvekedést gatlé hatasat tamasztjak ala a Ki67-TUNEL festés
eredményei. Lathatd, hogy mar 2 puM A°-THC alkalmazasa is csokkentette a
proliferaciot, 20 uM esetén pedig gyakorlatilag nem volt proliferalé sejt a follikulusban.
Ezzel sszhangban az apoptotikus sejtek aranya a A°~THC kezelés eredményeképpen

dozisfliggéen névekedett (17. abra).
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17. abra: A A’-THC gatolja a matrix keratinocytak proliferaciojat és apoptozist indukal
A proliferacié (Ki67, piros) és az apoptdzis (TUNEL, zold) egyidejii jeldlése kontroll (A) és 20 uM A°-
tetrahydrocannabinol-kezelt, (B) tenyésztett hajfollikulusokban. A sejtmagokat DAPI-val festettlk (kék).
DP: dermdlis papilla, MK: matrix keratinocytédk. Eredeti nagyitas: 400x. (C) A Ki-67 és TUNEL-pozitiv
sejtek szazalékos aranya a teljes sejtszamra (DAPI-pozitiv sejtek) vonatkoztatva. Az értékeket atlag +
SEM forméban tuntettik fel, illetve a Student-féle tteszt segitségével értékeltik ki. *: szignifikdns
kilénbség a kontrollhoz képest (p < 0,05). A kisérlet haromszori megismétlése hasonlé eredményt adott.

A A°—THC katagén transzformdciét indukal a follikulusokban

A kodvetkez6kben megvizsgaltuk, hogy a A°~THC befolyasolja-e hajciklust, azaz
okoz-e katagén indukciét az endogén agonista AEA-hoz hasonléan? Azt talaltuk, hogy a
A°-THC ebben a vonatkozasban is hasonlé hatast az AEA-hoz, és mar 2 pM A°~-THC
is a follikulusok 80 %-aban katagén transzformaciét okozott, mig 20 uM A°-THC
alkalmazasa esetén valamennyi hajszal a katagén fazisra jellemzé morfoldgiai jegyeket

mutatta (18. abra).
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18. abra: A A’-THC katagén transzformaciot indukal a tenyésztett szértiiszékben
Izolalt sz6rtlisz6ket 5 napon keresztil 2, illetve 20 uM Ag-tetrahydrocannabinolIaI kezeltink, majd a
bel6luk készult metszeteken (A, B) hematoxilin-eosin festést végezve meghataroztuk az anagén, illetve a
katagén szézalékos aranyat (C) a kontroll follikulusokhoz képest. Az anagén-katagén elkilénitése az
irodalomban meghatarozott kritériumok szerint tértént (csékkent pigmentacio, elvékonyodott matrix
keratinocyta, MK és leszall6 dermalis papilla, DP réteg). Eredeti nagyitas: 100x. Az adatokat atlag + SEM
formaban tintettuk fel. *: szignifik&ns eltérés a kezeletlen konrollhoz képest (p < 0,05).

Mivel a katagén fazisra jellemz& a melanintartalom csbtkkenése, ezért annak
tanulméanyozasara, hogy mi médon befolyasolia a A°~-THC kezelés a pigmentaciot,
kilén kisérletet végeztiink. Ennek soran A°-THC-vel kezeltiik a follikulusokat és
azoknak a melanintartalmat vizsgaltuk, amelyek a morfolégiai jegyek alapjan még
bizonyosan nem mutattak katagén atalakuldst. A Kkisérlet eredményeképpen
elmondhaté, hogy ellentétben az AEA-val, a A°-THC kezelés szignifikdnsan és

dozisfliggéen lecsdkkentette a hajszal melanintartalmat (19. abra).
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19. dbra: A A’-THC kezelés dozisfilggéen csokkenti a hajfollikulus melanintatalmat
A follikulusokat 5 napon keresztiil kezeltik 0,2 illetve 2 uM A°~THC-vel. Azon follikulusok esetében,
melyek a morfolégiai jegyek alapjdn nem mutattak katagén transzformacioét, a bulbus teriletén
meghataroztuk a melanintartalmat. Egy follikulus esetében 5 ROI-ban mértik a melanintartalmat. Egy
kezelési csoportba 18-24 follikulus tartozott. Az adatokat atlag + SEM formaban tintettik fel. *:
szignifikans eltérés a kezeletlen kontrollhoz képest (p < 0,05).

Az AEA és a capsaicin egylttes alkalmazasa szinergista modon csbkkenti a hajszal

Irodalmi adatokbdl ismert, hogy az AEA nem csupdn a cannabinoid
receptoroknak, hanem a TRPV1-nek is agonistaja (van der Stelt és Di Marzo, 2005;
Felder és mtsai, 2006). Mivel ezek az adatok elsdsorban idegrendszeri kutatdsok
eredményeit tartalmazzak, ezért kivancsiak voltunk arra, vajon a bérben van-e kapcsolat
a vanilloid és a cannabinoid rendszer kdz6tt? A kérdés megvalaszoldsdhoz human
szbrtliszO6ket kezeltink CB1 és TRPV1 agonistak és antagonistak kilénféle

Az izolalt sz6rtlisz6ket 7 napon keresztil kezeltik 10 uM anandamiddal, 10 pM
capsaicinnel, 50 nM iodo-resiniferatoxinnal, illetve 1 uM AM-251-el. Lathat6, hogy az

Ve

AM-251 alkalmazasa kivédte, mig a TRPV1 antagonista I-RTX ebben a tekintetben
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hatastalannak bizonyult. A capsaicin 6nmagéaban t6rténd alkalmazasa az AEA-hoz
hasonlé mértékben csbkkentette a follikulus hossznbévekedését. Ez a hatas TRPV1
specifikus antagonista I-RTX alkalmazasaval kivédhetd volt, mig a CB1 specifikus AM-
251 nem befolyasolta a capsaicin gatlé hatasat. A két molekula (AEA és capsaicin)
egylttes adagolasa szinergistanak bizonyult, hiszen egyideji jelenlétik a kilén-kildn
térténd alkalmazashoz képest nagyobb mértékben csbdkkentette az elongaciét (20.

abra).
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20. abra: Az AEA hajszalelongaciot gatlé hatasat CB1-en keresztiil hozza létre
Izolalt sz6rtlisz6ket 7 napon keresztil kezeltink 10 uM AEA-val, 10 uM capsaicinnel (Kapsz), 50 nM |-
RTX-el, 1 uM AM-251-el, illetve a fenti molekuldk kombinacidjaval. A fenti molekulak elongéciora
gyakorolt hatasat a kezeletlen follikulusokra vonatkoztattuk. Egy csoportba 18-24 follikulus tartozott. Az
értékeket atlag + SE formaban tlntettlk fel, illetve a Student-féle tteszt segitségével értékeltik ki. *:
szignifikans kilénbség a kezeletlen kontrollhoz képest (fekete szinnel jelélve) (p < 0,05).
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Az AEA és a capsaicin egylittes alkalmazasa szinergista modon gatolja a matrix

Eredményeinket alatdmasztottak a Ki67/TUNEL festés eredményei is. A 21. 4bra
jol mutatja, hogy mind az AEA, mind a capsaicin a kontrollhoz képest szignifikansan
csOkkentette a proliferalo, Ki67 pozitiv sejtek szamat, ugyanakkor ndévelte az

apoptotikus, TUNEL pozitiv sejtek aranyat a kontrollhoz képest. Az AEA és a capsaicin

gatl6é hatasuk additivitasat (21. abra).

50+ | R |
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21. abra: Az AEA és a capsaicin egyiittes alkalmazasa additivnek bizonyult a
sejtproliferacié gatlasaban illetve az apoptézis indukalasaban
A Ki-67 és TUNEL-pozitiv sejtek szazalékos aranya a teljes sejtszamra (DAPIl-pozitiv sejtek)
vonatkoztatva. A follikulusokat 10 uM AEA-val, 10 uM capsaicinnel, illetve a ketté kombinaciojaval 7
napon keresztll kezeltik. Az értékeket atlag + SEM forméban tintettik fel, illetve a Student-féle tteszt
segitségével értékeltlik ki. *: szignifikans klldnbség a kontrollhoz képest (p < 0,05). A kisérlet haromszori
megismétiése hasonlé eredményt adott.
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Stretch-aktivalt csatornak szerepe a keratinocytak proliferaciéjaban és

membranpotencialjanak szabalyozasaban

Hypotonias  stressz  alkalmazasa  lecsékkenti a  keratinocytak  nyugalmi
membranpotencialjat

Kisérleteink kezdetén arra voltunk kivancsiak, hogy a mechanikai stressz
megvaltoztatja-e a keratinocytak nyugalmi membranpotencidljat. Ennek elddntésére
kontroll, valamint csdkkentett tonicitasu Tyrode oldatokkal (TY75 és TY50) perfundaltuk
a sejteket és konvenciondlis mikorelektroda technikaval meértik a sejtek
membranpotencial valtozasat (22. abra). Hypoténias oldatok hasznalatakor a
membranpotencial a kontrollhoz képest negativabb értéken stabilizalédott. A
keratinocytdkat ismét normal tonicitasu, méddositott Tyrode oldattal perfundalatva a
sejtek membranpotencialja depolarizacios iranyba valtozott (22/A abra). Az eredmények
szamszer( értékelésébdl lathaté (22/B abra), hogy a kiindulasi membranpotencialhoz
(-27£3 mV) képest a TY75 oldat alkalmazasa 12+4 mV, mig a TY50 oldat
perfundaltatasa 24+9 mV hyperpolarizaciét okozott. Visszatérve a normal Tyrode
oldathoz a membranpotencial értéke 33+6 mV-on stabilizalédott, vagyis a kiindulasi
értékhez képest negativabb maradt.

Hasonl6 eredményeket kaptunk a patch-clamp technika teljes sejtes
ilyen kérilmények kdz6tt, modositott Tyrode oldatban -19 mV+2 mV-nak adddott. TY50
oldatra térténd atvaltas esetén a membran hyperpolarizalédott, és 5 perces perfundalast

kovetéen -31 mV+3 mV értéken stabilizalodott.
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22. abra: Hypotonias stressz alkalmazasa lecsokkenti a keratinocytak nyugalmi
membranpotencialjat

Kisérleteinkben a perfundélé oldat tonicitasat haromnegyedére, majd felére csdkkentettik (TY75 és
TY50). A membranpotencial valtozasat konvencionalis mikroelekiréda technikaval régzitettik, az abran
minden pont tiz masodpercig tartd mérés éatlagat jeldli (A). Kontrollként modositott Tyrode oldatot
alkalmaztunk. A membranpotencial értékének atlagos valtozasat 10 sejten tértént mérés eredményeibdl
szamoltuk (B). A mintavételezési frekvencia értéke 1 kHz volt. *: szignifikdns eltérés a kontrollhoz képest
(p < 0,05). A méréseket megismételtik patch-clamp technika teljes sejtes konfiguracidjanak
alkalmazasaval is (C). A sejteket phorbol-12-myristate-13-acetattal (PMA) 12 6ran keresztiil inkubaltuk,
majd normal tonicitasu kontroll (TY), illetve felére csdkkentett tonicitasu oldattal (TY50) perfundaltuk. A
GQ nagysagu seal létrehozésa utan mértik a membranpotencidlt kontroll (C) valamint PMA el6kezelt (D)
sejteken. Az atlagos membranpotencial —valtozas értékét 20 kontroll, illetve 18 PMA -kezelt sejt adataibol
szamitottuk ki (E). *: szignifikns eltérés a kontrollhoz képest (p <0,05)
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Mind irodalmi adatok (Bollag és mtsai, 1993; Le Panse és mtsai, 1994), mind
laboratériumunkban korabban elvégzett kisérletek eredményei (Papp és mtsai, 2003)
azt mutattdk, hogy a PKC izoenzimek jelentés szerepet jatszanak a keratinocytak
hogy ezen enzimek aktivdlasa befolyasolja-e az ozmotikus stresszre adott valaszt, és
ezen keresztil van-e hatasa a sejtek differencidlodasara? A sejteket phorbol-12-
myristate-13-acetattal (PMA), a PKC izoenzimek &altalanosan hasznalt aktivatoraval 12
oran keresztll kezeltik, majd konvencionalis mikroelektroda technikaval megmértik a
sejtek membranpotencial valtozdsat. A nyugalmi membranpotencial értéke PMA-val
kezelt sejtekben nem mutatott eltérést a kontrollhoz képest (-20+4 mV) (22/D,E abra).
TY50 alkalmazasakor azonban azt tapasztaltuk, hogy a hyperpolarizacié értéke a PMA-
val kezelt sejtek esetében mintegy -39+3 mV-nak adddott, ami szignifikAnsan nagyobb

mértékl hyperpolarizacioét jelent, mint kontroll sejtek esetében.

A PMA el6kezelés fokozza a hypotonias oldat altal kivaltott membranaramot

A kévetkezd kisérletekben azt vizsgéaltuk, hogy a megfigyelt membranpotencial-
valtozasok hatterében milyen membranaramok allnak. Ennek eldéntésére a patch-clamp
technika teljes sejtes konfiguraciojat alkalmaztuk (23. abra). A sejtek
membranpotencialjat kezdetben -40 mV-ra éllitottuk be, majd a membrant révid ideig -80
mV-ra hyperpolarizaltuk. Ezt kévetéen kilénbdzd nagysagu, 600 ms-os depolarizald
impulzusokat alkalmaztunk. El&szér kontroll (23/A abra), illetve PMA-val el6kezelt

sejteken (23/B abra), normal tonicitasu tenyésztéoldatban mértilk a membranon atfolyé

aramot, és nem tapasztaltunk kilénbséget a két csoport kdz6tt. Ezt kdvetben hypotonias
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oldatba (TY50) helyeztik a sejteket, és a fent emlitett méréseket megismételtiik kontroll
(23/C abra), valamint PMA-val el6kezelt (23/D abra) keratinocytdkon. Az aram-
feszlltség karakterisztika kiszamitasanal az aramértékeket a depolarizald tesztimpulzus
végénél mért értékekbdl hataroztuk meg (23/E és F abrak). Hypoténias oldat
alkalmazasakor megnétt a membranon atfolyd aram nagysaga, amely valtozas
kifejezettebb volt a PMA-val el6kezelt sejteken (23F abra), mint kontroll keratinocytakon
(23/E abra). Annak elddntésére, hogy milyen ionaram lehet felelés a megfigyelt
kilénbségekért a két csoportban, tovabbi méréseket végeztink. Irodalmi adatokbdl
ismert, hogy a hypotoénias stressz kloridaramot indukal keratinocytakon (Rugolo és
mtsai, 1992), ezért méréseinket kloridmentes oldatban kezdtik el, hogy megvizsgaljuk
ezen ionaram szerepét (24. abra). A kloridion elvonasa kis mértékben, de nem
szignifikdnsan depolarizalta a membrant (-14+3 mV) (24/B abra) a kontroll allapothoz
képest (lasd 22/E abra). A kloridionmentes, hypoténias oldat alkalmazasa -5+1 mV-tal
hyperpolarizalta a membrant, ami szignifikdnsan kisebb mértékii membranpotencial-
valtozas volt, mint ahogy azt a kloridiont tartalmaz6 oldat esetében tapasztaltuk (-20+4
mV, 22/E abra). Ezen eredménnyel 6sszhangban az aram-fesziltség karakterisztika
elemzésébdl lathaté, hogy a kloridion elvonasa lecsbkkentette az egyes
membranpotencial-értékekhez tartoz6 aramértékeket (24/A abra) a kontrollhoz képest

(lasd 23/E abra).
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23. abra: A PMA elokezelés fokozza a hypotonias oldat altal kivaltott membranaramot

A sejtek kezdeti membranpotencialjat -80 mV-ra allitottuk be és 600 ms-ig egyre névekvé depolarizald
impulzusokat alkalmaztunk. A sejteket normal tonicitasu, médositott Tyrode oldattal (TY) perfundaltuk és
igy mértik a membranon atfolyé aramot kontroll (A), valamint PMA el&kezelt (B) sejteken. Megvizsgaltuk
a felére csokkentett tonicitasu oldat (TY50) hatdsat az aramokra kontroll (C) illetve PMA el6kezelt (D)
keratinocytakon. Az aram-fesziiltség karakterisztikat az dramamplitidék atlagértékeibdl szamoltuk ki, az
értékeket a depolarizald impulzus végén mértik (E: aram- fesziiltség karakterisztika meghatarozasa
kontroll, illetve PMA el6kezelt (F) sejteknél).
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A stressz- indukalta aram nagysagat a kloridion elvonasa csékkenti, ugyanakkor az
extracelluldris Ca®* pufferelése nem valtoztatia meg jelentésen

2*], emelkedése részt vesz-e az elébb

A tovabbiakban azt vizsgaltuk, hogy az [Ca
leirt kloridaram aktivalasaban. Ennek eldontésére méréseinket 5 mM BAPTA-t

tartalmazé pipetta oldattal végeztik, amely egy jél ismert Ca?* puffer (24. abra).
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24. abra: A stressz- indukalta aram nagysagat a kloridion elvonasa cs6kkenti, ugyanakkor

az extracellularis Ca** pufferelése nem valtoztatja meg jelentésen
A sejtek kezdeti membréanpotenciéljat -80 mV-ra allitottuk be és 600 ms-ig depolarizal6 (-40 mV) impulzust
alkalmaztunk. Az aram- fesziltség karakterisztikat kloridmentes, izo-és hypotonias oldatokban vizsgaltuk
(A). Az atlagos membranpotencial értékeket izo- illetve hypotoniés, kloridmentes oldatban a B abran
tintettk  fel. Kontroll és hypotdnids oldatban mért kloridaram nagysaga  kilénb6z6
membranpotencidlértékeken. A pipettaoldtaban 5 mM BAPTA-t alkalmaztunk az intracellularis Ca**
megkoétésére (C). A kis abran levd aram-feszililtség karakterisztika mérések hypoténias oldatban, 5 mM
BAPTA jelenlétében, valamint kloridmentes oldatban térténtek (D)
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Eredményeink azt mutattak, hogy a BAPTA alkalmazasa nem védte ki a hypotonias
stressz altal okozott aramndvekedést (24/C abra). Az aram-feszlltség karakterisztika
eredményeit egy grafikonon abrazolva lathatd, hogy hypotdnias oldatban a kontrollhoz
képest a kloridion elvonasa nagyobb mértékben csbkkentette az egyes
membranpotencial-értékekhez tartozé aram nagysagat, mint az extracellularis Ca?* az
oldatbél (BAPTA alkalmazasa) (24/D abra). Kisérleteink eredményeibél arra
kdvetkeztettlink, hogy az ozmotikus stressz okozta sejtvalaszokban mechanoszenzitiv

kloridcsatornak vesznek részt, melyek mikédése lényeges kalciumfliggést nem mutat.

Hypotonids oldat alkalmazdsa [Ca®*]; —emelkedést okoz kontroll valamint PMA el6kezelt
keratinocytakon

Mivel a mechanoszenzitiv csatornak aktivacidja gyakran jar egyltt az
intracellularis Ca?* -koncentracié emelkedésével, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy a
hypotonias stressz okoz-e valtozast a keratinocytak [Ca?*]—jaban. Kontrollként az ATP
stimulusra kialakulé Ca?* -valaszt alkalmaztuk, és vizsgaltuk a kiilénbdzé mértékben
hypoténias oldatok (TY75 és TY50) hatasat (25. abra). Morfolégiai jegyeik alapjan két
tipust Ca?* valaszt tudtunk megkiildnbdztetni: a ,tranziens”, azaz gyorsan kialakulé és

lecsengé [Ca®"];

—emelkedést (25/A abra), valamint a ,lassu” valaszt, amely a hypoténias
oldat alkalmazasa alatt végig megfigyelhetd volt (25/C abra). A ,tranziens” tipusu
valaszt mindkét oldat alkalmazdsa esetén sikerilt kivaltani, TY50 hasznalatakor
azonban nagyobb volt a tranziensek amplitudéja (913 nM), mint TY75 esetében (654

nM). Ugyanakkor ,lassu” tipusu valaszt csupan TY50 oldat alkalmazasaval tudtunk

kivaltani (az amplitudo érteke 12,4+4-nek adodott).
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25. abra: Hypotonias oldat alkalmazasa [Ca*"]; —emelkedést okoz kontroll valamint PMA
elékezelt keratinocytakon
Hypotonias stressz (TY50 és TY75 oldatok alkalmazasa) altal kivaltott Ca**-tranziensek kontroll (A, C),
illetve PMA-kezelt sejteken (B, D). Hypotonias oldatban kialakulé Ca®*-tranziensek nagysaga
extracellularis Ca®* jelenlétében és hianyaban (E). Az X" tengelyen abrazolt idéskalaban jelenlevé
megszakitas a Ca®*-mentes oldatban térténé mosast jeldli. Az extracellularis Ca®* elvonasanak hatasa a
tranziensek amplitidéjara hypotonias oldatban (F)
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Kisérleteinket megismételtiik 12 6ras PMA el6kezelést kdvetden is. A hypotbnias
stressz ebben az esetben is ,tranziens” (25/B abra) illetve ,lassU” tipust [Ca®];
emelkedést okozott (25/D abra). A PMA el6kezelt sejteken a ,tranziens” valasz
amplituddja nagyobb volt, mint a kontroll keratinocytakon (nem prezentalt adat), bar ez a
kGlébnbség nem adodott szignifikansnak. PMA elSkezelt sejteken mar a TY75 oldat is
képes volt ,lassu” valaszt kivaltani. Az ATP altal kivéltott tranziensek paraméterei
(amplitadd, felszallé szar meredeksége, félrelaxacio ideje) hasonléak voltak kontroll és
PMA-kezelt sejtek esetében. Mind kontroll, mind pedig a PMA el6kezelt sejtekben a
kialakult Ca®** -valasz nagysaga erSteliesen fliggott az [Ca**]e —t6l: Ca®" -mentes
oldatban szignifikansan csbékkent a hypoténias stressz hatdsara kialakult tranziens

amplitidoja (14,244 nM) az 1,8 nM Ca®* tartalmi oldathoz (90,6+27 nM) képest (25/E, F

abra).

A tenyészt6oldat szérumtartalmanak, valamint tonicitasanak valtozasa befolyasolja a

Kisérleteink kévetkez6 részében megvizsgaltuk, hogy a mechanikai stressz
hogyan befolyasolja a keratinocytdk proliferaciojat és differencialédasat. Ennek
meghatarozasdhoz a tenyésztés soran valtoztattuk az oldat szérumtartalmat- illetve
tonicitasat. Ismert, hogy a tenyésztoldat szérumtartalma befolyadsolia a sejtek
olyan oldatokkal dolgoztunk, hogy a szérumtartalom megvaltozasa ne jarjon egyutt a

tonicitas valtozasaval.

70



n)

< 300 Q
3 2 ()] 3
o N P4 — -
8 3200 - t—2
5 = 5 INV o —
= 0O
O X
0.2100_ FIL e i
<§ . - TG e a—— -
2 4 6 8 10 12
napok
B 2
2 et
g ) 4\
8 300 A %) %) )
5 z z z
?9"_\0 ] T -
£ § 200 1 A INV o c— -
= o 4 T
£ 100 4 = ———————
<§ 0' TG - o SR
2 4 6 8 10 12
napok
S 300 -
o)
\(I“ |
o X O NS
53200-
g“g‘ ] - || LSSO
S 5100 4 A LS
13 i O
sg 0 T T T T T T

napok

26. abra: A tenyésztéoldat szérumtartalmanak, valamint tonicitasanak valtozasa
Hypotonids stressz, illetve alacsony szérumtartalmi tenyészt6oldat alkalmazasanak hatdsa a
keratinocytak proliferacidjara valamint differencialodasara. A sejteket normal (NS), illetve alacsony (LS)
szérumtartalmu oldatokban tenyésztettik és MTT assay segitségével mértiik az él6 sejtszam valtozasat
(A). A pontok harom kllobdzd kisérlet atlagértékeit jeldlik (+SE). A szérumtartalom, illetve a tonicitas
valtozasanak hatasat a differencialédasi markerekre Western blot technika segitségével hataroztuk meg a
tenyésztés 10. napjan (A). A fenti kisérleteket megismételtik olyan koérlGlmények koézétt, amikor a
tenyésztéoldat szérumtartalmat a 6. napon hirtelen lecsdkkentettik, illetve atvaltottuk alacsony
szérumtartalmu, hypotonias oldatra (B). Kisérleteink folytatdsdban a sejteket kezdetben alacsony
szérumtartalmu oldatban tenyésztettiik, majd a 6. napon atvaltottuk alacsony szérumtartalmu, hypoténias,
illetve normal szérumtartalmu oldatra (C).



Alacsony szérumtartalmu, izotonias oldatban csOkkent az él6 sejtek szama a
kontrollhoz képest (26/A abra, MTT assay). Ugyanakkor a sejtek differencialédasa ezen
kérilmények kdzott fokozodott, amint azt a differencialodéasi marker involucrin, fillagrin
és transzglutaminaz szintjgnek novekedése mutatta (26/A abra, Western blot).
Amennyiben a sejteket alacsony szérumtartalmu, hypotdnias oldatban tenyésztettik, a
differencialoddsi markerek szintje kismértékben valtozott a kontrollhoz (normaél
szérumtartalmud, normotoénias oldat) képest.

Normal szérumtartalmu (NS) oldatbdl alacsony szérumtartalmura (LS) térténd
valtaskor lecsdkkent az él6 sejtek szama és ezzel parhuzamosan megemelkedett a
differencialodasi markerek szintje (26/B abra). Amennyiben a sejteket NS oldatbdl
LS50- be (alacsony szérumtartalmu, hypotdnias tenyésztéoldat) tettik at, akkor az élé
sejtek szamanak csbkkenése és a differencialédasi markerek szintjének névekedése
jelentésen kisebb volt, mint a fent emlitett kisérletekben.

Abban az esetben, ha a tenyésztémédium a kisérlet kezdetétél fogva alacsony
szérumtartalmd volt, mind a hypotonids stressz, mind a normal szérumtartalomra val6
visszatérés ndvelte az él6 sejtek szamat (26/C abra).

Osszességében tehat elmondhaté, hogy a hirtelen hypoténias stresszhatas
fokozza az él6 sejtek szamat és csodkkenti a differencialédas mértekeét. Feltételezhetd
tehat, hogy valészinileg nem a folyamatos mechanikai stresszhatas, hanem inkabb a
terhelés hirtelen valtozasa okozza azon hyperproliferativ eltéréseket, amelyek

esetenként klinikailag is jelentkezd tlinetekben nyilvdnulhatnak meg.
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MEGBESZELES

A hajciklus idébeli eltolodasa” TRPV'1 knockout egerekben

Napjainkban egyre tobb kézlemény szamol be arrél, hogy a TRPV1, a szenzoros
idegrendszeren kivil, szamos periférias szdvet- és sejttipusban is kifejezédik. Ezen
eredményekhez kapcsolddva, jelen Kkisérleteinkben el6szér irtuk le a TRPV1
expressziojat egér bér és szOrtlisz6 tébbféle nem-neurondlis sejtféleségén.
Bebizonyosodott az is, hogy az epidermalis és follikularis kifejez6dési mintdzat nagyban
hasonlit a human bérben megfigyeltekhez (Denda és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002;
Southall és mtsai, 2003; Stédnder és mtsai, 2004; Bod6 és mtsai, 2004 és 2005).
Ugyancsak hasonlésagnak mutatkozott, hogy a TRPV1 expresszidja egér bérben is
jelentés mértékben fligg a hajciklus stadiumaitdl (azaz katagénben fokozddott).

A TRPV1 funkcionalis szerepe j0l vizsgalhatd kontroll és TRPV1 knockout allatok
dsszehasonlitasaval. Kisérleteink tanulsaga szerint a hajciklus fazisainak idétartamaban
lényeges kilénbség volt megfigyelhetd a kontroll és a knockout allatok kbzé6tt: a TRPV1-
et nem expresszald allatok szértliszéinek fejlédése jelentds késést mutatott a
vadtipusuakhoz képest. Ez az eredmény ugyancsak 6sszhangban van korabbi, a
tenyésztett human szdértlisz6k vizsgalatakor nyert adatainkkal, miszerint a TRPV1
capsaicinnel térténd aktivacioja elésegiti az anagén- katagén atalakulast (Bod6 és
mtsai, 2005). Ezen eredmények azzal magyarazhatbak, hogy a TRPV1 aktivaciéja —
apoptozist indukalva — katagén transzformacidéhoz vezet (mely fazisra a regresszié és az

apoptotikus folyamatok beinduldsa jellemzd) (Paus, 1998). Ugy tiinik tehat, hogy
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(legaldbb is a TRPV1-medialt folyamatok vonatkozasaban) az egér bér és sz6értliszé
vizsgalata j6 modellként egészitheti ki a human follikulus vizsgalatat célzd kisérleteket
(Nakamura és mtsai, 2001; Stenn és Paus, 2001).

Eredményeink potencialis klinikai jelent6séggel is birnak. Eszerint a TRPV1
farmakoldgiai aktivalasa csdkkentheti a bér és a sz6rtlisz6 sejtjeinek osztédasat. Ezaltal
kilénféle vanilloid agonistdk hatasosan alkalmazhatok egyes bérgyogyaszati
betegségek, igy pl. a fokozott szérndvekedéssel jard kdérképekben (pl. hirsutismus).
Hasonl6 logikat kovetve, a csOkkent szér- illetve hajndvekedéssel, illetve fokozott
hajhullassal jar6 allapotokban (pl. alopecia, effluvium) TRPV1 antagonistdknak lehet

terapias haszna.

A cannabinoid rendszer szerepe a human szértlisz6 biologiai folyamatainak
szabalyozasaban

A legujabb kutatasok szerint a bdr és fliggelékei nem csupan barrier szerepet
téltenek be, hanem felfoghatbak egy nem szokvanyos neuro-immuno-endokrin
rendszernek is (Slominski és Wortsman, 2000). Ennek mintegy ,bizonyitékaként”
kisérleteinkben kimutattuk, hogy az endocannabinoid AEA (mely eredményeink szerint
dnmagaban a follikulusokban is termelddik) és a jél ismert exogén cannabinoid A>-THC
szamos biolégiai funkciét befolyasol a human szértiiszében. igy mindkét molekula —
és fokozott apoptézissal jaré katagén transzforméciét indukal. igy a cannabinoid
rendszer aktivacidjakor a human szértiisz6ben bekdvetkezd valtozasok ésszhangban
vannak azokkal a kutatasokkal, melyekben az AEA apoptotikus hatasarél szamoltak be

kilénb6z6 szbévetekben (pl. prostata) (Pisanti és mtsai, 2006).
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Kisérleteink soran kimutattuk azt, hogy a human szértiisz6ben a CB1 mind
protein, mind pedig mMRNS szinten kifejez6dik, valamint, hogy expresszidja a katagén
fazisban fokozodik. Eredményeink tehat arra utalnak, hogy a human follikulus mind
forrasa, mind pedig célpontja az endocannabinoid AEA-nak, mely igy a hajciklus egyik
Gjonnan leirt negativ regulatoraként funkcional. Erdekes médon a masik
endocannabinoid, a 2-AG csak igen alacsony koncentracidban volt megtaldlhaté a
sz6rtlisz8ben. Ennek magyarazatakent feltételezzik, hogy a follikulusban magas a 2-AG
lebontasaban szerepet jatszé enzimek kifejez6dése (Di Marzo és mtsai, 2004; Piomelli,
2005; Pacher és mtsai, 2006).

Korabbi irodalmi adatok bemutattdk, hogy az AEA cellularis hatasait CB1, CB2
és/vagy (a szb6rtisz6ben ugyancsak proliferacié-gatlast okoz6) TRPV1 medialta
utvonalon keresztll hozza létre (azaz mind endocannabinoid, mind endovanilloid
funkcidkkal rendelkezhet) (DiMarzo és mtsai, 2002 és 2004; Piomelli, 2005; Pacher és
mtsai, 2006; Felder és mtsai, 2006). Ezért munkank egyik fontos célja volt meghatarozni
azt is, hogy az endocannabinoidok mely receptor(ok)on fejtik ki hatasukat. Az AEA
elongaciét csdkkentd hatasat teljes mértékben kivédite a CB1 specifikus antagonista
AM-251, ugyanakkor a TRPV1 antagonista hatastalannak bizonyult. Feltételezhetd
tehat, hogy az AEA hatasait kizarélag a CB1 aktivacibjat keresztll fejti ki. Az AEA és a
TRPV1 agonista capsaicin egyuttes alkalmazasakor megfigyelt additiv hatds tovabb
ersitette a fenti hipotézist. Elmondhaté tehat, hogy a szoros kapcsolatban levé,
endogén cannabinoid és a vanilloid rendszerek egymastdl flggetlenil (de egymast
.Segitve”) befolyasoljdk a szdrtlisz6k biologiai funkcidit. Ezt a feltételezést tovabb

er6sitik azon fent bemutatott eredményeink, melyek szerint a TRPV1 knockout
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egerekben a follikulus morfogenezise soran szignifikdnsan késik a katagén fazis
kialakulasa a vadtipusu allatokhoz képest.

Habar kisérletes eredményeink szerint a szértliszd képes az endocannabinoidok
termelésére (lehetéséget teremtve a follikulus folyamatainak parakrin-autokrin
szabdlyozasara), meglep6, hogy a CB1 antagonista AM-251 O6nmagaban nem
befolyasolta a szérszal elongaciojat. Ugyanakkor irodalmi adatokbdl tudjuk (DiMarzo és
mtsai, 2004; Piomelli, 2005; Pacher és mtsai, 2006), hogy az endocannabinoidok szintje
valtozhat kulénb6z6, pl. gyulladasos bdérbetegségekben. Mivel ezen koérképekkel
gyakran jar egyltt hajhullas (Paus és mtsai, 2003;, Paus és mtsai, 2005), ezért
feltételezhetd, hogy az endocannabinoidok expresszidja fokozodik. Mivel a CB1
antagonistak kivédték a cannabinoidok elongaciét gatlé hatasat, ezért a hajhullassal jaré
betegségek kezelésében a CB1 antagonistaknak jelent6s terapias szerepe lehet (akar
TRPV1 antagonistakkal egyitt alkalmazva). Ehhez hasonldéan, ugyancsak pl. vanilloid
agonistakkal kombinalva, a fokozott szérndvekedéssel jaré betegségek gydgyitasaban a

cannabinoid agonistak lokalis alkalmazasanak lehet nagy jelentésége.

A mechanoszenzitiv csatorndak aktivaciojanak hatasa keratinocytak elektrofiziolégiai

A mechanoszenzitiv csatornak vizsgalatakor kapott eredményeink azt mutattak,
hogy az oldat tonicitasanak csékkentése egyre negativabb értékek felé "tolta el” a sejtek
membranpotencidljat. Ez a hatds arra enged kdvetkeztetni, hogy a keratinocytak
felszinén mechanoszenzitiv anion- (negativ  tdltési  ionok bearamlasa —
hyperpolarizacié) vagy kationcsatornak (pozitiv t6ltésti ionok kiaramlasa —

hyperpolarizacid) talalhatéak. Az extracellularis CI” elvondsa szignifikansan csékkentette
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a hyperpolarizacié mértékét, ezért a tapasztalt membranpotencialvaltozds hatterében
részben Cl’-csatorndk megnyilasa és CI" bearamlasa valdszinlsithet, ami megerdsiti a
korabbi irodalmi adatokat (Rugolo és mtsai, 1992).

A mechanoszenzitiv csatorndk masik tipusat a nem-specifikus kationcsatornak
alkotjak. Ezek egy része elsdsorban Ca?*-ra permeabilis, igy megnyilasuk megndveli az
[Ca®*]-t. Mivel Ca®**-mentes korlilmények kdzdtt a hypotdnias oldatok altal kivaltott
kalciumtranziensek amplitudéja szignifikansan csdkkent, ezért feltételezhetd, hogy az
[Ca®]i ndvekedése a membranban jelenlévé MSC-k megnyilasanak és ezaltal az
extracellularis Ca®* bearamlasanak a kdvetkezménye. Megvizsgaltuk azt is, hogy az
altalunk regisztralt Cl-aram megjelenése az [Ca®']; emelkedésének a kdvetkezménye.
Mivel a Ca®*-kelator BAPTA jelenlétében elvégzett kisérletek eredményei nem mutattak
jelentds eltérést a normal Ca®* tartalml oldathoz képest, ezért valészini, hogy a Cl-

2+]i-té|.

csatornak aktivacioja fliggetlen az [Ca

Az osmotikus stressz, valamint az [Ca®*]; megvaltozasa a sejtek proliferaciojat és
differencialédasat is befolyasolja (Walker és mtsai, 2006). Ismert, hogy a fent emlitett
folyamatokban a PKC izoenzimek is jelentés szerepet jatszanak (Papp és mtsai, 2003).
Kisérleteinkb6él az a kdvetkeztetés vonhatdé le, hogy a PKC rendszer aktivacioja
valészinileg a mechanoszenzitiv csatornak foszforilaciéja révén ndvelte a csatorndk
megnyilasi valésziniiségét, ezaltal nagyobb amplitidéju CI'- illetve Ca?*-aramot indukal
a keratinocytakon.

A kisérleteinkben alkalmazott hypotonias oldat j6I modellezi a sejteket érd
mechanikai stresszhatast, mely altal okozott keratinocyta- hyperproliferacié régéta

ismert jelenség a bérgydgyaszatban (bérkeményedés). Kisérletes eredményeink alapjan

elmondhatd, hogy a hirtelen hypoténids stresszhatas fokozza az él6 sejtszamot és
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csokkenti a differencidlodas mértékét keratinocytakban. Feltételezheté tehat, hogy
valészinileg nem a folyamatos mechanikai stresszhatds, hanem inkdbb a terhelés
hirtelen valtozasa okozza azon hyperproliferativ eltéréseket, amelyek esetenként
klinikailag is jelentkezd tlnetekben nyilvdnulhatnak meg. Ez dsszhangban van mas
kutatécsoportok tapasztalataival, akik szintén azt talaltak, hogy a peridodikus mechanikai
terhelés okozza a sejtek hyperproliferacidjat (Takei és mtsai, 1997).

Osszességében kisérleteinkbdl az a kovetkeztetés vonhaté le, hogy az

ozmolaritdas megvaltozdsa, mint egyfajta mechanikai stressz, a keratinocytak

Ve

permeabilis MSC-k megnyilasa alakitia ki, de a hossz(tavi hatasokért az [Ca®'];

megvaltozésa is felel6s lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben kllénféle jelatviteli mechanizmusok szerepét vizsgéaltuk a bér és

flggelékei bioldgiai folyamatainak szabalyozdsdban. Munkank soran el6szér irtuk le a
transient receptor potential vanillioid-1 (TRPV1) expressziéjat egér bér és szbrtlisz6
nem-neurondlis sejtjein. Bemutattuk, hogy a TRPV1 kifejez6dése egér bbrben
(hasonldan kordbbi human adatainkhoz) jelentés mértékben flgg a hajciklus
stadiumaitél. Megallapitottuk, hogy a TRPV1 génhianyos allatok szdrtliszéinek fejlédése
jelentés késést mutat a vadtipusu egerekhez képest. Mindezen adatok a TRPV1-
kapcsolt jelatviteli folyamatok géatldé szerepére utalnak a sz6rtiiszd ndvekedésének
szabalyozasaban. A cannabinoid rendszer tanulmanyozasa soran kimutattuk, hogy a
human sz6rtlisz6 jelentds mennyiségl endocannabinoid anandamidot (AEA) termel.
Bebizonyosodott az is, hogy AEA és a jol ismert exogén cannabinoid A®-THC —
valészinlsithetéen cannabinoid receptor-1 medialta Utvonalon keresztil — csdkkenti a
hajszal elongacidjat és a matrix keratinocytdk proliferaciéjat, valamint fokozott
apoptozissal jaré katagén transzformaciét indukal. Bemutattuk, hogy a szoros
kapcsolatban levé, endogén cannabinoid és a vanilloid rendszerek egymastol
flggetlenll (de egymast additiv médon ,segitve”) befolyasoljadk a szértiisz6k biolbgiai
funkcioit. Végezetlil a mechanoszenzitiv csatorndk (MSC) szabalyozé szerepét
vizsgaltuk human keratinocytakon. Megallapitottuk, hogy az ozmolaritas (féként hirtelen)
megvaltozdsa, mint egyfajta mechanikai stressz, a keratinocytdk hyperproliferaciojat és
de-differencialédasat okozhatja. Ezen valtozasokat részben Cl-ra permeabilis (és PKC
szabalyozott) MSC-k megnyildsa alakitja ki, de a hosszitavu hatasokért az

intracellularis kalciumkoncentraciéo megvaltozasa is felelés lehet.
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