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BEVEZETES

A bér funkcionalis anatomiaja; a HaCaT keratinocytak

Egészen a mult szdzad kbézepéig tartotta magat az az elképzelés,
hogy a bér ,csupan” a szervezet mechanikai, termikus és fényingerekkel
szembeni védelmét biztositja. A részletesebb kutatdsok azonban
ravilagitottak arra, hogy a bér emellett szamos mas bioldgiai folyamat
szabalyozasaban is résztvesz, igy napjainkban testiink legnagyobb
tdbmegi szerve intenziv kutatasok targyat képezi.

A bér (cutis) anatdmiailag harom részre kuildnithetd el, melyek
mind fejlédéstanilag, mind funkciondlisan eltérnek egymastdl. A
kulvilaggal kézvetlenll a ham (epidermis) érintkezik, melyben kilénbdzé
tipusu sejtek fordulnak eld: keratinocytdk, Merkel-sejtek, melanocytak,
Langerhans-sejtek, lymphocytdk. A ham koévetkez6 része az irha
(dermis). Az irhdban az alabbi sejtek talalhatdéak: fibroblastok,
histiocytak/macrophagok,  hizosejtek, zsirsejtek, differencialatlan
mesenchymalis sejtek, lymphocytak, plazmasejtek, eosinophil, basophil,
neutrophil granulocytdk, illetve monocytdk. A ham legbelsé része a
béralja (subcutis).

Az epidermalis keratinocytdk biolégiai funkcidi jol vizsgalhatok
HaCaT sejtvonalon (Human Adult skin keratinocytes, low Ca**, elevated
Temperature). A sejteket egy melanomaban szenvedd férfibeteg
hatbérének azon részébdl izolaltdk, amely, bar a tumor melletti részbél
szarmazott, de bizonyitottan nem szenvedett malignus atalakulast. A
HaCaT sejtek genetikailag kilonbdéznek a normal human epidermalis
keratinocytaktdl (NHEK), ugyanakkor (a fokozott proliferacios képesseg
mellett) megtartottak differencialédasi potencialjukat.



A sz6rtliszb funkcionalis anatomiaja

A bdr egyik flggeléke a szOrtiszd6. A sz6rtlszét elsd
megkdzelitésben egy hagymahoz lehet hasonlitani, ahol a hagyma belsé
leveleinek a dermalis papilla (DP) felel meg, amit a belsé és kuilsé
gyOkérhiively (inner root sheath, IRS; outer rooth sheath, ORS)
keratinocytak hengerei boritanak. A hagyma szara reprezentalja a
folyamatosan névekvdé hajszalat, melynek rétegeit a DP {6l6tt
elhelyezked6 keratinocytak hozzak létre, mig szinét a follikularis
melanocytdk pigmenttermelése hatarozza meg. A hajszél aktivan
névekszik az alatta talalhaté IRS-sel egyltt mozogva, melynek
termindlisan differenciadlodott keratinocytakbdl felepilé rétegei (Henle,
Huxley, kutikula) boritjak be és védik a hajszalat.

A lassu proliferacios rataval jellemezhetd ORS alkotja a sz6rtlisz6
kOvetkez6 rétegét, mely ellatja a sz6rtisz6t, valamint a hajszalat
oxigénnel, tapanyagokkal, sejtekkel (Langerhans-sejtek, keratinocytak),
tovdbbd a hajciklus szabalyozasaban meghataroz6 szereppel bird
mediatorokkal.

A hajciklus

A sz0rtisz6t az egész életen at valtakoz6 regresszids és
regeneraciés tevékenysége teszi egyedilalléva a tébbi emldés szerv
kb6zll. A regresszid és regeneracid ezen periddikus valtakozasat
nevezzik hajciklusnak, melynek harom jellegzetes szakaszéat
kildnbdztetjtk meg. Az anagén fazisban, elsésorban az epithelialis
rétegekben, aktiv proliferacié zajlik, a szértliszé ebben a fazisban éri el
maximalis fejlettségét. A katagén fazisban a sz6rtlisz6 ndvekedése
megall, regresszids folyamatok indulnak be. Kiterjedt apoptozis zajlik a
keratinocytak kilonféle rétegeiben, mig a DP sejtjeinek szamaban
bekdvetkez6 csdkkenés a DP-bél valdé kivandorlas eredménye. A



melanocytdk programozott elhaldsa miatt csékken a pigmentszemcsék
mennyisége is. Az utolsd, nyugalmi telogén fazis pedig a tulajdonképpeni
felkészilés a kbvetkez6 anageénre.

Szamos novekedési faktorrdl, citokinrél, hormonrdl és egyeb
molekulardl bizonyosodott be, hogy a hajciklus valamelyik pontjan képes
beavatkozni a fenti folyamatba. Ezen molekulakat a hajciklus pozitiv,

illetve negativ regulatorainak nevezzik.

A vanilloid (capsaicin) receptor-1 (TRPV1)

A capsaicin-receptor egy nem-specifikus (f6ként Ca**-ionokra
permeabilis) kationcsatorna, melyet ma a nociceptiv ingerek hataséara
kialakulo folyamatok egyik kdzponti integrator molekulgjanak tekintiink. A
receptor klbnozasa és molekularis karakterizaldsa Caterina és
munkatarsai (1997) nevéhez fliz6dik. A patkdny TRPV1 egy 838
aminosavbol allé, 95 kDa témegl fehérje, melyet 2514 nukleotid kodol.
Strukturédlis sajatsagai alapjan a TRPV1 homolégiat mutat a Drosophila
melanogaster retingjdban megtaldhatd TRP (tranziens receptor
potencidl) proteinnel, ezért a TRP receptorcsaldd egyik altipusanak
tekinthet6. A receptorok kozds jellemzdje, hogy 6-transzmembran
doménnel, valamint intracellularis N- és C-termindlissal rendelkeznek, és
valoszindlleg tetramer formaban vannak jelen a sejtekben.

Az els6 vegyullet, mely 6sszefliggésbe hozhaté a TRPV1-gyel, a
csipds paprikabdl (Capsaicum annuum) izolalhatd capsaicin. A capsaicin
cellularis hatasmechanizmusa a szenzoros neuronokon harom egymast
kdvet6 folyamattal jellemezhetd: az excitacioval, a deszenzitizacioval és
a neurotoxicitassal. Bebizonyosodott ugyanakkor az is, hogy a TRPV1-et
nemcsak az exogén vanilloid vegyilletek, hanem szamos, a
szervezetben képzd8dd endogén anyag (,endovanilloidok”) is képes
aktivalni (pl. hé, acidézis, gyulladasos mediatorok, stb.)



A TRPV1 expresszioja a szervezetben

A receptort els6ként a primer szenzoros neuronok egy
meghatarozott alcsoportjaban irtdk le. Beszamoltak emellett arrdl is,
hogy az agy szamos tovabbi helyén is (cerebellum, cortex, striatum,
bulbus olfactorius, hid, hippocampus és thalamus) megtalalhaté a
TRPV1. Ugyanakkor a receptor elhelyezkedése és mikddése nem
csupan neuronalis szdvetekre korlatozodik. Bird és mtsai példaul
beszamoltak capsaicin-szerli hatasrol hizosejteken és glioma sejteken.
Tovabbi kutatocsoportok emellett beszamoltak a capsaicin specifikus
hatasairdl, tébbek ko6z6tt, human polimorfonukledris sejteken,
lymphocytakon, thymocytakon, bronchidlis epitheliumon, valamint a
hugyhodlyag epithelialis, intersticialis és simaizomsejtjeiben.

A TRPV1 funkcionalis szerepe a szértiisz6ben — el6zetes eredmények

A legujabb felfedezések egyike volt, amikor munkacsoportunk
(masokhoz hasonléan) a TRPV1-et funkcionalisan is kimutatta human
bér epidermisén és tenyésztett epidermalis keratinocytakon. Kisérleteink
soran beszamoltunk a TRPV1 expresszidos mintazatardl a bér kilonbdzé
rétegeiben (epidermis) és sejtjeiben (Langerhans-sejtek, sebocytak, az
erek simaizomseijtjei, a faggyumirigy epithelialis sejtjei, hizdsejtek).
Human szértisz6ben a TRPV1 az ORS, az IRS, valamint a matrix
keratinocytak rétegében fejez6dott ki. Megallapitottuk emellet, hogy a
TRPV1-immunoreaktivitas valtozik a hajciklus soran: katagén fazisu
follikulusban, elsésorban az ORS-ben, fokozott TRPV1 expressziot
lattunk. Kimutattuk tovabbda, hogy capsaicin alkalmazésa dozisfliggéen
csokkentette a szértlisz6 elongacidjat, mely hatas kivédhet6 volt a
TRPV1  specifikus antagonista iodo-resiniferatoxinnal  (I-RTX).
Bebizonyosodott az is, hogy a capsaicin csdkkentette a proliferald, Ki67
pozitiv sejtek szamat és ndvelte a TUNEL pozitiv apoptotikus sejtek



aranyat. Emellett a TRPV1 aktivadlasa katagén atalakulast indukalt a
follikulusok nagy részében.

HaCaT és ORS keratinocytakon szintén erételies TRPV1
expressziot figyeltink meg. A receptor funkciondlis szerepét bizonyitotta,
hogy capsaicin  alkalmazasa  megemelte az intracellularis
kalciumkoncentraciot ([Ca®])), mely kivédhetd volt I-RTX alkalmazasaval,
valamint extracellularis [Ca®*]. csbkkentésével. A proliferaciés és
apoptézis markerek flow-cytometriai analizise meger6sitette eddigi
eredmeényeinket: a Ki67 marker, valamint a hajciklus pozitiv
regulatorainak szintje megemelkedett, mig az annexin-V és a hajciklus

negativ regulatorainak szintje lecsékkent capsaicin hatasara.

A cannabinoidok

A cannabinoidok nevilket a Cannabis sativa levelébdl izolalt A° —
tetrahydrocannabinolrél (A°-THC) -rél kaptak. A cannabinoid vegyiiletek
kilénbdz6 alcsoportokra oszthatdk: ndvényi, endogén és szintetikus
cannabinoidokra. A névényi cannabinoidok kdzé tartozik a mar emlitett
A*THC, valamint a A%-THC. Az elséként felfedezett endogén
cannabinoid az N-arachidonoylethanolamine (anandamide, AEA). Az
AEA az eicosanoidok kbzé tartozo, 22 szénatombdl allé vegyilet, mely a
preszinaptikus membranon retrograd hirvivéként gatolja tébbek kbzbtt az
NMDA, a szerotonin és az acetilkolin felszabaduldséat. Az eicosanoidok
k6zé tartozik ezen kivll a 2-arachidonoylglycerol (2-AG). A szintetikus
cannabinoidok k6zé a A°-THC analdgjai tartoznak.

A cannabinoid receptorok

A cannabinoid 1 receptor (CB1) génje a 6. kromoszéman talalhato,
a q14-15-6s régiéban. A 473 aminosavbdl allé, 60 kDa tdmegl molekula
szerkezetileg a 7-transzmembran fehérjék kozé tartozik. A CB1 G-



protein jelatvitellel mikédd, metabotrop receptor, mely aktivacidjanak
hatdsara a membranban kiilénbdz6 Ca®**-és K*-csatornak modulacidja
kdvetkezik be.

Az ugyancsak 7-transzmembran doménnel rendelkez6 metabotrép
CB2 génje az 1. kromoszéma hosszu karjanak 36. régidjaban talalhaté.
A protein 360 aminosavbdl all és 44% -os homoldgiat mutat a CB1-ral. A
két receptor transzmembran régidjaban 68%-0s a homoldgia, mely arra
utal, hogy a két molekula funkcidjdban nagy a hasonlésag. Ezt tamasztja
ala az a tény, hogy a CB2, hasonldéan a CB1-hez, pl. a mitogén-aktivalta
protein kindz szignalizaciés utvonalon keresztil génexpresszios

valtozasokat is elindithat.

A cannabinoid receptorok eléfordulasa a szervezetben

A CB1-et kezdetben az idegrendszerben irtak le, ahol azt talaltak,
hogy a receptor aktivalasa szerepet jatszik pl. a memoriafolyamatokban,
a tanuldsban (long-term potentiation), vagy a viselkedési reakciok
szabalyozasaban. A CB2 ezzel szemben legnagyobb mennyiségben az
immunrendszerben fordul el. Kisebb mennyiségben detektaltak CB2
mRNS-t a thymusban, csontvel6ben, szivben, tid6ben, prostatdban,

uterusban, kisagyban, valamint a hippocampusban.

A cannabinoid rendszer a b6rben

Az utdbbi idészak kisérletei bebizonyitottak, hogy a cannabinoid
rendszer, az ideg-, illetve az immunrendszeren kivil, megtaldlhaté a
human bérben is. Kimutattdk, hogy mindkét receptor jelentés mértékben
kifejez6dik a human bdr kilénb6zé szdveti elemeiben (pl. epidermalis
keratinocytak, faggyumirigy epithelialis sejtjei, hizosejtek).
Megallapitottak emellett, hogy mind a HaCaT, mind a NHEK

tartalmazzak az emdocannabinoidok metabolizmusaban szerepet jatszo



enzimeket, valamint képesek az endocannabinoid szintézisére is.
Végezetil bebizonyosodott, hogy a receptorok aktivalasa olyan
Joeriferias”  folyamatok  aktivitasdban eredményez = mélyrehatd
valtozasokat, mint pl. a tumorgenesis, a gyulladasos és neuropathias
fajdalom, valamint a viszketés.

Mechanikai ingerek hatasa a bérre; mechanoszenzitiv csatornak

A mechanikai ingerek érzékelésére szamos sejt képes a
szervezetben, igy a human bér kilénféle sejtpopulacidi is. Tartos
mechanikai hatdsra a bér sejtjeinek hyperproliferacioja kévetkezhet be,
amely kildnb6zé bérelvaltozasokhoz (pl. hyperkeratosis) vezethet.

A mechanikai hatdsok érzékelésére képes mechanoszenzitiv
csatornak  (MSC) megnyildsa  megvaltoztathatia a  sejtek
membranpotencidljat, illetve az [Ca®']-t, mely utdbbi emelkedése pl.
aktivalhatia a protein kinaz C (PKC) izoenzimeket. Ezen
mechanizmusokrdél ugyanakkor ismert, hogy jelentds mértékben
szabalyozasaban.

A MSC egy csoportja a sejttérfogat szabalyozasaban vesz részt. A
sejttérfogat megvaltoztatasanak egyik moédja a sejtet kdrllvevd oldat
tonicitasanak ndvelése, illetve csbkkentése, mely csdkkenti, illetve ndveli
a sejttérfogatot. Ezaltal a fent emlitett MSC-k aktivalodasat/
inaktivalddasat okozza, mely valtozatos jelatviteli folyamatokat, s igy
biologiai valaszokat indit el a sejtekben.



CELKITUZESEK

1. Korabbi munkank soran beszamoltunk a TRPV1-nek a human
szOrtlisz6 bioldgiai folyamataiban betdltott funkcionalis szerepérél. Jelen
kisérleteinkben el6sz6r azt kivantuk vizsgalni, hogy mi a hasonlésag a
human és az egér bér TRPV1 expresszidja kdzott. Ezt kdvetben
6sszehasonlitottuk a hajciklus id6beli valtozdsait a két faj kdzott,
valamint (TRPV1 génhianyos egerek vizsgalataval) azt elemeztik, hogy
egérben hogyan valtozik a hajciklus TRPV1 hianyaban.

2. Kisérleteink kévetkezd részében a cannabinoid receptorok (CB)
expressziés mintazatat hataroztuk meg a sz6értliszében, valamint
vizsgaltuk, hogy valtozik-e a receptorok expressziés mintazata a
hajciklus kilénbdz6 fazisaiban. Ezek utan arra kerestiik a valaszt, hogy a
kilénbdz6 cannabinoid vegylletek alkalmazasa hogyan befolyasolja a
follikulusok kll6énbdz6 bioldgiai funkcidit. Ennek soran elemeztik az
AEA, a 2-AG, illetve a A’-THC hatisat a szdérszal elongécidjara, a
proliferaciés és apoptotikus folyamatok jellegzetességeire, valamint a
hajciklus eseményeinek iddbeli alakulasara. Végezetil azt vizsgaltuk,
hogy a human  szértisz6  ndvekedési  mechanizmusanak
szabalyozasaban van-e kapcsolat a TRPV1 és CB rendszerek kdzott.

3. Munkéank utols6 fazisaban a mechanoszenzitiv csatornak (MSC)
aktivaciojanak hatasat vizsgaltuk HaCaT keratinocytdkon. Kildénféle
hypotonias stimulusok alkalmazasakor meghataroztuk a kialakuld
membranpotencial-valtozasok meértékét, valamint azt, hogy ezen
moédosuladsok hatterében mely ioncsatornak megnyilasa 4éllhat. Ezt
kbvetéen azt vizsgaltuk, hogy az MSC-k aktivaldédasa hogyan
szabalyozza a sejtek proliferacios és differencialédasi allapotait.



ANYAGOK ES MODSZEREK

Human sz6rtlisz6k és a HaCaT keratinocytak tenyésztése

A hajfollikulusokat plasztikai sebészeti operaciokbdl visszamaradt
hajas fejb6rbdl izolaltuk. A follikulusokat kiegészitett Williams’® E
médiumban 7 illetve 9 napon keresztil tenyésztettik és naponta mértik
a hossznbvekedését. Adott anyag hatasanak vizsgalatat 18-24
follikuluson végeztik el, az adatok statisztikai elemzése Mann-Whitney
teszttel tortént. A tenyésztés végen a szo6rtlisz6ket beagyaztuk és 8 um
vastagsagu fagyasztott metszeteket készitettiink bel6lik. A plasztikai
sebészeti operacidkbol kapott bérdarabok szolgaltak a teljes bort
reprezentald fagyasztott metszetek készitésére is.

A HaCaT keratinocytakat 10% embriondlis borjusavot és
antibiotikumokat tartalmazé DMEM-ben tenyésztettik.

TRPV1 knockout egér

Kisérleteink egy részében B6.129S54 tipusu, néstény TRPV1
knockout egereket haszndltunk. A mutaciét az egér TRPV1-et kddold
11B3 kromoszomajan lokalizalt génben hoztdk létre, ahol az 6tddik
transzmembran domén egy részében, a hatodik transzmembran
doménben, valamint a koztik levd hurkot kodol6 exonban indukaltak
mutéciét. Az egerek sz6rét a hati terlletrdl epilalassal eltavolitottuk, és
igy indukaltuk a hajciklus kezdeti stadiumat. A TRPV1 expresszidjaban
bekdvetkezett valtozasokat a morfoldgiai ciklus 45. napjaig kdvettik (P1-
P45) nyomon. A hat bérét a ciklus kilénbdz6 stadiumaiban eltavolitottuk
és bel6lik metszeteket készitettlink. Kontrollként azonos koru, C57BL/6
vad tipusu egereket hasznaltunk.
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Szévettani és morfoldgiai vizsgalatok

A human sz6értliisz6k morfologiai vizsgalatara a 8 uym vastagsagu
fagyasztott metszeteken haematoxylin-eozin festést végeztink. A
follikulusokat meghatarozott morfoldgiai kritériumok alapjan soroltuk a
megfeleld stadiumba (anagén, katagén). A follikulusok
melanintartalmanak  meghatarozasara  Masson-Fontana  festést
végeztink.

Az egerek follikulusainak hajciklus-stadiumai kézétti kilénbsegeket
kvantitativ és kvalitativ hisztomorfometria segitségével hataroztuk meg,
az allatok bérébdl készitett haematoxylin-eozin festett metszeteken. A
kvantitativ hisztomorfometriai vizsgalatokhoz elegendd szamu (minimum
20-20 darab csaoportonként) longitudinalisan metszett follikulus
hajciklus-stadiumat hataroztuk meg adott morfolégiai kritériumok szerint.
Ennek alapjdn az anagén fazisu szértiszék I-VI-ig, a katagén fazisu
sz6rtlsz6k |I-VIll-ig terjedd stadiumba sorolhatok, mig a telogén fazist
nem kuldnitjuk el tovabbi stadiumokra.

Ezt kdvetéen a kvantitativ meghatarozast tovabb pontositottuk az
ugynevezett ,kumulativ hajciklus pont” kiszamitasaval (kvalitativ
hisztomorfometria). Ennek sordan a kilénb6zé stadiumban levd
follikulusokhoz hozzarendelink egy pontértéket (példaul anagén |=1
pont), és az igy kapott értéket megszorozzuk egy stadiumnak megfeleld
szorzéval. Ekkor anagén fazisu follikulus esetén 1-6-ig, katagén fazisu
esetén 1-8-ig terjedd értéket kapunk.

Immunhiszto- és -citokémia

A CBH1, illetve CB2 izolalt sz6rtliszén vald kimutatasara, valamint a
TRPV1 expresszidjanak kontroll, illetve knockout egéren valo
meghatarozédsara a tyramide-substrate amplification (TSA), valamint az
alkalikus foszfataz alapu ABC modszereket hasznaltunk.
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A tenyésztett sz6rtlisz6kdn a proliferald és az apoptotikus sejtek
egyideji kimutatasara a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl
Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) kett6s festést hasznaltuk.
Az eljaras sordn az osztodo sejtek jelenlétérél a Ki-67 proliferacios
marker immunhisztokémiai kimutatasa ad felvilagositast, az apoptotizalt
sejtek megjelenitése pedig a DNS-fragmentacié soran keletkezett
szabad 3’ végek jeldlésén alapul.

Kvantitativ PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection
System segitségével, az 5’ nukleaz médszer felhasznalasaval tértént. A
telies RNS-t 100-200 darab frissen izolalt sz6értisz6bél TRIzol reagens
segitségével vontuk ki a gyartd cég instrukcioit kovetve. A teljes RNS-bdl
elsé l1épésben cDNS-t llitottunk el6, majd a PCR amplifikaciot TagMan
primerek és probak alkalmazasaval végeztik. Belsé kontrollként a
gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz szolgalt.

A follikulusok endogén cannabinoid tartalmanak meghatarozasa

Frissen izolalt, kb. 50 mg témeg follikulust ?H,-AEA-t tartalmazé
pufferrel homogenizaltuk, majd kapcsolt folyadék kromatografids és
tdmegspekiroszkdpias  eljarassal azonositottuk az  endogén
cannabinoidokat. A kapott értékeket fmol/mg és pmol/mg nedves szdvet
mértékegységben adtuk meg.

Alkalmazott oldatok

A HaCaT keratinocytak hipotdnias stressztiirésének vizsgalatara a
sejteket a mérések elétt 30 percig szobahémérsekleten normal Tyrode-
oldatban tartottuk. Ezt kdvetben a sejteket mddositott Tyrode-oldatba

tettlk, amelyben a NaCl tartalom felét Na-glutamattal helyettesitettik. A
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hipotonias oldatok ozmolalitdsa a Na-glutamat felének, illetve egészének
eltavolitdsa utan rendre 75%-ra (TY75), illetve 50%-ra (TY50) csbkkent.
A kalciummentes oldat eléallitasakor a Tyrode-oldatot 1 mM EGTA-val
egészitettik ki és kihagytuk a CaCl,-ot.

Az alacsony szérumtartalmu, hipotonids tenyésztboldat (LS50)
esetében a normal tenyésztéoldat térfogatanak felét desztillalt vizzel
pétoltuk.  Kontrollként  csdkkentett  szérumtartalmd  médiumot
alkalmaztunk (LS): ekkor desztillalt viz helyett Tyrode-oldatot
hasznaltunk, igy az LS oldat izoténids maradt, ugyanakkor
szérumtartalma a felére csékkent és megegyezett az LS50-ével.

Patch-clamp és konvencionalis mikroelektrodas mérések

A hipoténias stressz nyugalmi membranpotencialra, valamint a
sejtmembranon atfolyé aramokra kifejtett hatasat feszUlltség-clamp
technikaval, egész-sejt konfiguracidbban vizsgéltuk. A mérésekhez
Axopatch 200A tipusu erésitét hasznaltunk. A 2-3 MQ ellenallasu
pipettakat altalaban K-aszpartat-tartalma belsé oldattal téltéttik fel. A
Ca®*-aktivalt aramok vizsgalatakor a pipetta oldatban 5 mM BAPTA-t
alkalmaztunk az [Ca2+]i emelkedésének kivédésére. A passziv

elektromos tulajdonsagok vizsgalatakor a sejteket 5 mV nagysagu, 40
ms id6étartamu 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 rogzitettiik, majd az elemzést
pClamp 6.0.4 szoftver segitségével végeztik.

A transzmembran potencialvaltozasokat konvencionalis
mikroelektréda technikaval detektaltuk. A mikroelektrodakat 3 mM KCl-al
toltéttlk fel, a pipettahegy ellenallasa 25 és 30 MQ kdz6tt valtozott. Az
elektrédakat Axoclamp-2B er6sit6 bemenetéhez csatlakoztattuk. A
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jeleket 100 kHz frekvenciaval, Digidata 1200 rendszer segitségével
régzitettik.

A differencialodasi markerek Western (immuno) blot analizise

A sejtek ultrahangos feltarasat koévetéen a lizatumok
proteintartalmat moddositott BCA protein assay-vel hataroztuk meg.
Kisérleteink sordn SDS poliakrilamid gélelektroforézissel valasztottuk
szét a proteineket, majd a fehérjéket nitrocelluldz membranra
transzferaltuk. Ezutan a membranokat az elsédleges involukrin-,
filaggrin- vagy transzglutaminaz-ellenes antitesttel inkubaltuk egy
éjszakan at, majd masodlagos antitestekkel t6rténd jeldlés kdvetkezett.
Az immunreakciok eredményét kemilumineszcens modszerrel tettlk

lathatova.

Intracellularis kalciummérés

Az [Ca2+]i valtozasanak mérésére a feddlemezre szélesztett

keratinocytakat 5 pM kalcium érzékeny fluoreszcens fura-2 festék
acetoximetilészter (AM) formajaval 60 percig inkubaltuk 37°C-on. A fura-
2 AM-rel feltdltétt sejteket tartalmazd fedblemezeket ezutan invertalo
fluoreszcens mikroszkop targyasztaldra helyeztik. Az excitacids
hullamhosszt 340 és 380 nm ko&zoétt valtoztattuk kettés monokromator,
valamint on-line kapcsolt szamitégép segitségével (PTIl Deltascan
készllék), majd a fluoreszcens emissziét 510 nm-en detektaltuk 10 Hz-
es mintavételi frekvenciat hasznélva egy fotoelektron-sokszorozoval. Az

[Ca2+]i-ban bekdvetkezett valtozasokat Grynkiewicz és munkatarsai
(1985) altal leirt egyenletekkel szamoltuk ki:

[Ca2+]i =K,*(R-R_)/(R R)*(F,4,[0/F 5,[Cal),
ahol a K-t 76 nmol/l,az R =0,42, R__ =8,6 és F, [0]/F,, [Ca] = 15,3.

min max 380
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Az él6 sejtszam vizsgalata

A mechanikai stressz, illetve a tenyészt6oldat szérumtartalmanak
hatdsat az él6 sejtszamra MTT alapu proliferaciés assay segitségével
hataroztuk meg. A mddszer alapja, hogy az él6 sejtek mitochondrialis
dehidrogenaz enzimje az MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil
tetrazolium bromid) tetrazolium gy(rGjét hasitja és vizben oldhatalan
formazan kristadlyok keletkeznek, melyek mennyisége kolorimetriasan
mérheté 550 nm-en. A 96-lyuku tenyésztéedényben szélesztett sejteket
normal, illetve csokkentett szérumtartalmu oldatban kezdtik el
tenyészteni. A kontroll kisérletek soran a sejteket 12 napon keresztll a
kiegészitett DMEM tapoldatokban tenyészettik. A hypotdnids stressz
hatasanak tanulmanyozasa esetén, amennyiben a kiindulasi oldat NS
volt, a tenyésztés 6. napjan lecseréltik 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.

Statisztikai elemzések

Mérési eredményeinket atlag + SEM formaban adtuk meg. Az
adatok statisztikai kiértékelésére és Osszehasonlitdsdra 5%-0s
szignifikancia szinttel dolgozva a Student-féle t-tesztet alkalmaztuk.
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EREDMENYEK

1. A TRPV1 szerepe a hajciklus szabalyozasaban; a hajciklus
fazisainak idobeli valtozasa TRPV1 knockout egerekben

A TRPV1 expresszidja hajciklus-fliggd valtozast mutat egér bérben
Vadtipusu egerek bérét vizsgalva megallapitottuk, hogy (hasonléan
a human bérben tapasztaltakhoz) a TRPV1 els6sorban a bazalis
epidermis rétegekben mutat jelentés expressziot. A follikulusok
epithelialis sejtjeiben szintén magas TRPV1 immunreaktivitast (ir)
figyeltink meg, mig a DP TRPV1 negativnak bizonyult. Ugyancsak
hasonléan a human adatokhoz, a leger6teljesebb TRPV1-ir-t a katagén
fazisu follikulusok epithelialis részében, valamint a telogén follikulusok
masodlagos hajcsirajaban detektaltunk. Az anagén fazisu, gyorsan
proliferalé epithelialis réteg, valamint az IRS és a disztalis, prekortikalis
matrix keratinocytak csokkent TRPV1 expressziot mutattak. Ez alol csak
az anagén Vl-os fazisu follikulus asszimmetrikus, lemez alaki matrix

keratinocytaiban megjelend igen kifejezett TRPV1-ir volt kivétel.

A TRPV1 hianya Kkéslelteti a follikulusok katagén és telogén
transzformaciojat eger bérben

Ezutan kvantitativ hisztomorfometria segitségével
O6sszehasonlitottuk a hajciklus id6beli lefolyasdban bekdvetkezé
valtozasokat kontroll, valamint TRPV1 knockout egerekben. Azt talaltuk,
hogy a 19. napig nincs kimutathaté makroszképos, illetve mikroszképos
kOlénbség a vadtipusu és a knockout egerek kdzott. Bebizonyosodott
ugyanakkor, hogy mig a 19. napon a vadtipusu egerek follikulusai mar
beléptek a morfogenezis 8. stadiumdba (ami megfelel a katagén
transzformacionak), addig a knockout allatok follikulusai ehhez képest
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szignifikdns késést mutattak. Ehhez hasonléan a knockout allatok
szOrtliisz6inek telogén transzformacidja ugyancsak elmaradt a
vadtipusuakhoz képest (a ciklus 25. napjan). Ugyanakkor az elsé
spontan anagén fazisba t6érténd atmenetben (a ciklus 32. napja),
valamint az ezt kdvetd hajciklusban (a ciklus 45. napja) nem volt
szignifikans kilénbség a két allatcsoport kdzott.

2. A cannabinoid receptorok szerepe a human szértiiszé bioldgiai
folyamatainak szabalyozasaban

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

Kisérleteink kovetkezd részében a CB1 és CB2 expresszidjat
vizsgaltuk human talélé szértliszé szervkulturdban. Az anagén VI fazisu
szOrtisz6ben a legintenzivebb fest6édést az ORS keratinocytak
rétegében detektaltuk (az intenzitds a follikulus disztalis része felé
haladva névekedett). Emellett kisebb mértékli CB1 expresszidt figyeltiink
meg az IRS keratinocytak, valamint a CTS rétegében. Ezzel ellentétben
a DP, illetve a matrix keratinocytdk rétege CB1 negativnak bizonyult.
Eredményeinket Q-PCR technika felhasznalasaval is alatamasztottuk.

Megallapitottuk emellett, hogy katagén fazisban, elsésorban a
matrix keratinocytdkban, fokozodott a CB1 expresszié. Ez kiléndsen
azért bir nagy jelentéséggel, mert ebben a régidban az anagén fazisban
nem tapasztaltunk CB1 immunoreaktivitast.

Végezetil fontos eredménylink volt, hogy a CB2 jelenlétét nem
sikeridlt kimutatnunk a human szértiiszében (sem immunfestéssel, sem
Q-PCR modszerrel).
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Az AEA dodzisfliggben gatolia a hajszal névekedeését €s a matrix
keratinocytak  proliferaciojat, valamint apoptozist és katagén
transzformaciot indukal

Ezt kdvetéen az endocannabinoidok hatasat elemeztlik a sz6rtliszé
biol6giai folyamataira. Megallapitottuk, hogy az AEA dézisfliggéen
valésult meg, hiszen az O6nmagaban hatastalan CB1 specifikus
antagonista AM-251 teljes mértékben felflggesztette az AEA hatasat.
Ki67/TUNEL festés segitségével kimutattuk azt is, hogy az AEA
dozisfiggben noévelte az apoptotikus, TUNEL+ sejtek szamat,
ugyanakkor szignifikans mdédon lecsékkentette a proliferald, Ki67+ sejtek
szamat.

Az apoptotikus sejtek szamanak fent bemutatott fokozdédasa jo
dsszhangban volt a hajciklusban megfigyelt eseményekkel; azaz, az
AEA hatdsara a follikulusok katagén transzformaciojanak aranya
szignifikdnsan nétt a kezeletlen sz6rtlisz6kh6z képest. Ez alatamasztja a
névekedési gorbék eredményeit, hiszen a katagén, azaz regresszios
fazisra az apoptotikus folyamatok fokozddasa jellemzé. Kimutattuk
tovabbd, hogy az AEA nem befolydsolta a sz6rtlisz6k melanintartalméat.

Erdekes volt megfigyelnink emellett, hogy a masik
endocannabinoid, a 2-AG nem volt hatassal a fenti folyamatokra.

Az endocannabinoidok kifejez6dnek a human szértlisz6ben

A follikulusok endogén cannabinoidtartalmanak meghatarozsara
spektrometrias kisérleteket végeztink. Megéllapitottuk, hogy a
tenyésztett human follikulusok jelentés — mas periférias szévettel (igy pl.
szivizom) 6sszevethet6 — mennyiségi (6.6-11.2 fmol/mg szévet) AEA-t
tartalmaznak. Kimutattuk ugyanakkor azt is, hogy a 2-AG sz6értliszében
mérhet6 koncentracidja csupan mintegy 0.3-0.3 fmol/mg szbvet.
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A A°~THC 6l ,utdnozza” az AEA hatését

Ezt kévetéen az exocannabinoid A°’-THC hatasat elemeztiik.
Megallapitottuk, hogy A®THC az AEA hatasaval szinte megegyez6
mddon valtoztatta meg a human sz6rtiisz6 bioldgiai folyamatait. Azaz, az
exocannabinoid  dézisfiiggd mddon meggatolta a  hajszalak
hosszndvekedését, lecsdkentette a proliferald (Ki67+) sejtek szamat,
valamint apoptdézist (TUNEL+ sejtek szdmanak ndvekedése) és katagén
regresszios transzformaciét valtott ki.

Egyedili killdbségnek az adddott, hogy a A>-THC szignifikdnsan és
dozisfiggben lecsdkkentette a hajszal melanintartalmat, mely hatas
flggetlen volt a katagén transzformécid6 soran  megfigyelt
depigmentaciétol.

A CB1- és TRPVi1-kapcsolt szignalizacio egymastol fliggetlendl, de
additiv modon gatolja a sz6rtliszé névekedesét

Korabbi kisérleteinkben bemutattuk, hogy a TRPV1 capsaicinnel
torténd aktivaldsa az AEA hatasaval teljes mértékben megegyezd
modon meggatolta a sz6rtisz6 ndvekedését. Felmerdlt tehat, hogy a
szamos sejtes rendszerben ,endovanillodként” is funkcionalé AEA (a
CB1 mellett) a TRPV1-en keresztll is hat(hat).

Kombinalt TRPV1- és CB1-specifikus antagonista/agonista
kezelési protokollokat alkalmazva megéallapitottuk, hogy a két receptor-
medialt rendszer egymastol fliggetlendl, de additiv médon képes a
follikulus ndévekedésének gatlasara. Kimutattuk ugyanis, hogy az AEA
hajszal-elongaciét és matrix keratinocyta-proliferaciét csdkkent6,
valamint az apoptdzist fokoz6 hatasat csak a CB1-specifikus antagonista
tudta kivédeni, de a TRPV1 antagonista I|-RTX nem. Ezzel j6
d6sszhangban megallapitottuk, hogy a capsaicin (az AEA-val teljes
mértékben megegyez8) hatasat az [-RTX kivédte, mig a CB1
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antagonista  AM-251 hatastalannak ~ mutatkozott. Végezetll
bebizonyosodot, hogy az AEA és a capsaicin hatasai additivak a

szOrtlisz6 nbvekedésének gatlasaban.

3. Stretch-aktivalt csatornak szerepe a  keratinocytak
proliferaciéjaban és membranpotencialjanak szabalyozasaban

Hypotonias stressz alkalmazasa lecsbkkenti a keratinocytak nyugalmi
membranpotencialjat és membranaramokat valt ki

Ezt kdvetben a mechanikai stressz hatasat vizsgaltuk HaCaT
keratinocytak kildénféle sejtfolyamataira. Konvencionalis mikorelektréda
technikaval, valamint a patch-clamp technika teljes sejtes
(TY75, TY50) hasznélatakor a sejtek nyugalmi membranpotenciélja a
kontrollhoz  képest egyre negativabb értéken  stabilizalodott.
Megallapitottuk azt is, hogy olyan HaCaT keratinocytdkon, melyek 12
oran keresztll az altalanos PKC aktivator forbol-12-mirisztat-13-acetattal
(PMA) el6kezeltiink, a hypotonias oldatok szignifikdnsan nagyobb
mértékl hyperpolarizaciot okoztak, mint a nem-kezelt kontroll sejteken.
is vizsgaltuk, hogy a megfigyelt membranpotencial-valtozasok
hatterében milyen membranaramok 4&llnak. Normal tonicitasu
tenyésztéoldatban nem tapasztaltunk kilénbséget a kontroll és PMA-val
elékezelt sejtek membranjain atfolyd aramokban. Hypotonias oldat
alkalmazasakor ugyanakkor megnétt a membranon atfolyé aram
nagysaga, amely valtozas kifejezettebb volt a PMA-val el6kezelt, mint
kontroll keratinocytakon.
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A stressz-indukalta aram nagysagat a CI elvonasa csékkenti,
ugyanakkor az extracelluldris Ca’* pufferelése nem véltoztatia meg
jelentésen

Annak elddntésére, hogy milyen ionaram lehet felelés a megfigyelt
kilénbségekért a két csoportban, ClI'-mentes oldatban végeztink
méréseket. A CI elvonasa kis mértékben, de nem szignifikdnsan
depolarizalta a membrant a kontroll allapothoz képest. A Cl-mentes
hypotdnias oldat alkalmazasa ugyanakkor csak igen kismértékben
hyperpolarizalta a membrant, ami szignifikdnsan kisebb meértéki
membranpotencial-valtozas volt, mint azt a CI't tartalmazé (kontrol
hypotdnias) oldatok esetében tapasztaltuk. Ezen eredménnyel
6sszhangban az aram-feszlliség karakterisztika elemzésébdl kiderdlt,
hogy a CI elvonasa lecsdkkentette az egyes membranpotencial-
értékekhez tartozé aramértékeket a kontrollhoz képest.

%], emelkedése részt

A tovabbiakban azt vizsgéltuk, hogy az [Ca
vesz-e az elébb leirt ClI'-aram aktivalasaban. Kimutattuk, hogy az ismert
Ca** puffer BAPTA intracellularis alkalmazasa nem védte ki a hypotdnias
stressz altal okozott aramndvekedést, azaz a mechanoszenzitiv CI -

csatornak aktivalodasa nem mutatott [ényeges kalciumfliggést.

Hypotonids oldat alkalmazéasa [Ca’*]-emelkedést &lt ki

Tovabbi kisérleteink soran azt tanulmanyoztuk, hogy a hypoténias
stressz okoz-e valtozast a keratinocytdk [Ca®']-jaban. Kontrollként az
ATP stimulusra kialakul6 Ca**-vélaszt vizsgaltuk kilénbdzé mértékben
hypotdnias (TY75 és TY50) oldatokban. Kinetikai paramétereik alapjan
két tipusli Ca**-vélaszt tudtunk megkiildnbdztetni: a ,tranziens”, azaz

#)-emelkedést, valamint a ,lassu”

gyorsan kialakulé és lecsengé [Ca
valaszt, amely a hypotonias oldat alkalmazasa alatt végig megfigyelhetd

volt. A ,tranziens” tipusu valaszt mindkét oldat alkalmazasa esetén
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sikerdlt kivaltani, TY50 hasznalatakor azonban nagyobb volt a
tranziensek amplitudéja, mint TY75 esetében. ,Lassu” tipusu valaszt
ugyanakkor csupan TY50 oldatban mértlnk.

Kimutattuk azt is, hogy a PMA el6kezelt sejteken a ,tranziens”
valasz amplitidéja nagyobb volt, mint a kontroll keratinocytakon.
Megfigyeltik emellett, hogy a PMA el6kezelt sejteken mar a TY75 oldat
is képes volt ,lassu” vélaszt kivaltani. Bebizonyosodott az is, hogy az
ATP A&ltal kivaltott tranziensek paraméterei hasonléak voltak kontroll és
PMA-kezelt sejtek esetében. Végezetil megallapitottuk, hogy mind
kontroll, mind pedig a PMA elékezelt sejtekben a kialakult Ca**-valasz
nagysaga erételjesen fliggdtt az [Ca®].-t6l.

A tenyésztboldat szérumtartalmanak, valamint tonicitasanak valtozasa
befolyasolja a HaCaT keratinocytak proliferaciojat és differencialodasat
Kisérleteink folytatdsaban a mechanikai stressz keratinocytak
proliferaciéjara és differencidlédasara gyakorolt hatasat vizsgaltuk.
Alacsony szérumtartalmd, izotonias oldatban lecsdkkent az él6 sejtek
szama, ugyanakkor fokozddott a differencialdédasi kifejez6dése. Alacsony
szérumtartalmu, hypoténids oldatban ugyanakkor a differencialédasi
markerek szintje csak kismértékben valtozott. Normal szérumtartalmu
oldatbdl alacsony szérumtartalmura térténé valtaskor lecsékkent a
sejtproliferacié és fokozddott a differencialodas. Amennyiben a sejteket
normal szérumtartalmu oldatbdl alacsony szérumtartalmu, hypotonias
oldatba helyeztik, akkor proliferacié csékkenése és a differencialédasi
fokozodasa jelentésen kisebb volt, mint a fent emlitett kisérletekben.
Megfigyeltlk Végezetll, hogy ha a tenyésztémédium a Kisérlet
kezdetétél fogva alacsony szérumtartalmu volt, mind a hypotonias
stressz, mind a normal szérumtartalomra val6 visszatérés fokozta az él6

sejtek szamat.
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MEGBESZELES

A hajciklus idébeli ,eltolédasa” TRPV1 knockout egerekben

Napjainkban egyre tébb kbzlemény szamol be arrdl, hogy a
TRPV1, a szenzoros idegrendszeren Kivil, szamos periférias szévet- és
sejttipusban is kifejez6dik. Ezen eredményekhez kapcsolddva, jelen
kisérleteinkben el6szér irtuk le a TRPV1 expresszidojat egér bér és
sz6rtlisz6 tobbféle nem-neuronalis sejtféleségén. Bebizonyosodott az is,
hogy az epidermalis és follikularis kifejez6dési mintazat nagyban hasonlit
a human Dbérben megfigyeltekhez. Ugyancsak hasonlésagnak
mutatkozott, hogy a TRPV1 expresszidja egér bdrben is jelent6s
mértékben fligg a hajciklus stadiumaitol (azaz katagénben fokozodott).

A TRPV1 funkciondlis szerepe jél vizsgalhaté kontroll és TRPV1
knockout éallatok 6sszehasonlitasaval. Kisérleteink tanulsaga szerint a
hajciklus  fazisainak id6tartamaban Iényeges  kllénbség  volt
megfigyelhetd a kontroll és a knockout allatok kozétt: a TRPV1-et nem
expresszald allatok szértliszdinek fejlédése jelentdés késést mutatott a
vadtipusuakhoz képest. Ez az eredmény ugyancsak 6sszhangban van
korabbi, a tenyésztett human szértlisz6k vizsgalatakor nyert adatainkkal,
miszerint a TRPV1 capsaicinnel térténd aktivacioja elésegiti az anagén-
katagen atalakulast. Ezen eredmények azzal magyarazhatéak, hogy a
TRPV1 aktivacioja — cs6kkentve a szdrszal elongacidjat és a matrix
transzformaciohoz vezet (mely fazisra a regresszié és az apoptotikus
folyamatok beinduldsa jellemz&). Ugy tiinik tehat, hogy (legaldbb is a
TRPV1-medialt folyamatok vonatkozasaban) az egér bér és szértlisz6
vizsgalata j6 modellként egészitheti ki a human follikulus vizsgalatat
celzé kiserleteket.
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Eredményeink potencialis klinikai jelentéséggel is birnak. Eszerint
a TRPV1 farmakolégiai aktivaldsa csbOkkentheti a b6r és a sz6rtliszé
sejtieinek osztodasat. Ezaltal kulonféle vanilloid agonistdk hatdsosan
alkalmazhatdk egyes bérgyogyaszati betegségek, igy pl. a fokozott
szérnbvekedéssel jaré korképekben (pl. hirsutismus). Hasonl6 logikat
kdvetve, a csbkkent sz6r- illetve hajnévekedéssel, illetve fokozott
hajhullassal jaré Allapotokban (pl. alopecia, effluvium) TRPVA1
antagonistaknak lehet terapias haszna.

A cannabinoid rendszer szerepe a human szOrtisz6 biologiai
folyamatainak szabalyozasaban

A legujabb kutatasok szerint a bér és flggelékei nem csupan
barrier szerepet téltenek be, hanem felfoghatéak egy nem szokvanyos
neuro-immuno-endokrin rendszernek is. Ennek mintegy
,oizonyitékaként” kisérleteinkben kimutattuk, hogy az endocannabinoid
AEA (mely eredményeink szerint 6énmagdban a follikulusokban is
termel&dik) és a jol ismert exogén cannabinoid A°-THC szamos biolégiai
funkciét befolyasol a human szértiiszében. igy mindkét molekula —
valészinlsithetéen CB1-medialta utvonalon keresztil — csOkkenti a
hajszal elongacidjat és fokozott apoptdzissal jaré katageén
transzformaciét indukal. igy a cannabinoid rendszer aktivacidjakor a
human szdrtiisz6ben bekdvetkez6 valtozasok 6sszhangban vannak
azokkal a kutatasokkal, melyekben az AEA apoptotikus hataséarol
szamoltak be kilénb6zé szbvetekben (pl. prostata).

Kisérleteink soran kimutattuk azt, hogy a human szértiiszében a
CB1 mind protein, mind pedig mRNS szinten kifejezédik, valamint, hogy
expresszidja a katagen fazisban fokozdédik. Eredményeink tehat arra
utalnak, hogy a human follikulus mind forrasa, mind pedig célpontja az
endocannabinoid AEA-nak, mely igy a hajciklus egyik Ujonnan leirt
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negativ reguldtoraként funkcional. Erdekes médon a masik
endocannabinoid, a 2-AG csak igen alacsony koncentracidban volt
megtalalhaté a szértiszében. Ennek magyarazataként feltételezzik,
hogy a follikulusban magas a 2-AG lebontasaban szerepet jatszo
enzimek kifejezédése.

Korabbi irodalmi adatok bemutattdk, hogy az AEA cellularis
hatdsait CB1, CB2 és/vagy (a szértlisz6ben ugyancsak proliferacio-
gatlast okoz6) TRPV1 medialta utvonalon keresztll hozza létre (azaz
mind endocannabinoid, mind endovanilloid funkcidkkal rendelkezhet).
Ezért munkank egyik fontos célja volt meghatarozni azt is, hogy az
endocannabinoidok mely receptor(ok)on fejtik ki hatdsukat. Az AEA
elongaciot csdkkentd hatdsat teljes mértékben kivédte a CB1 specifikus
antagonista AM-251, ugyanakkor a TRPV1 antagonista hatastalannak
bizonyult. Feltételezhet6 tehat, hogy az AEA hatésait kizarélag a CB1
aktivaciojat keresztul fejti ki. Az AEA és a TRPV1 agonista capsaicin
egylttes alkalmazasakor megfigyelt additiv hatas tovabb erdsitette a
fenti hipotézist. Elmondhatd tehat, hogy a szoros kapcsolatban levé,
endogén cannabinoid és a vanilloid rendszerek egymastol fuggetlendl
(de egymast ,segitve”) befolyasoljdk a sz6értliszék bioldgiai funkcidit. Ezt
a feltételezést tovabb er6sitik azon fent bemutatott eredményeink,
melyek szerint a TRPV1 knockout egerekben a follikulus morfogenezise
soran szignifikdnsan késik a katagén fazis kialakulasa a vadtipusu
allatokhoz képest.

Habar kisérletes eredményeink szerint a szdrtlszd képes az
endocannabinoidok termelésére (lehet6séget teremtve a follikulus
folyamatainak parakrin-autokrin szabalyozasara), meglepd, hogy a CB1
antagonista AM-251 ©6nmagaban nem befolyasolta a szdérszal
elongacidjat. Ugyanakkor irodalmi adatokbdl tudjuk, hogy az
endocannabinoidok szintje valtozhat kilénbdz6, pl. gyulladasos
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bérbetegségekben. Mivel ezen korképekkel gyakran jar egyltt hajhullas,
ezért feltételezhetd, hogy az endocannabinoidok expresszidja fokozodik.
Mivel a CB1 antagonistdk kivédték a cannabinoidok elongaciét gatlé
hatdsat, ezért a hajhullassal jar6 betegségek kezelésében a CB1
antagonistdknak jelentds terapids szerepe lehet (akar TRPV1
antagonistakkal egyutt alkalmazva). Ehhez hasonldéan, ugyancsak pl.
vanilloid agonistakkal kombindlva, a fokozott szérndvekedéssel jaro
betegségek gydgyitasaban a cannabinoid agonistak  lokalis
alkalmazésanak lehet nagy jelentésége.

A mechanoszenzitiv csatornak aktivaciojanak hatasa keratinocytak

A mechanoszenzitiv csatornak vizsgalatakor kapott eredményeink
azt mutattak, hogy az oldat tonicitdsanak csékkentése egyre negativabb
ertékek felé "tolta el” a sejtek membranpotencialjat. Ez a hatas arra
enged kévetkeztetni, hogy a keratinocytak felszinén mechanoszenzitiv
anion- (negativ téltésli ionok bedramldsa — hyperpolarizacidé) vagy
kationcsatornak (pozitiv t6ltést ionok kiaramlasa — hyperpolarizacid)
taldlhatéak. Az extracellularis CI" elvonasa szignifikansan csdkkentette a
hyperpolarizacio mértékét, ezért a tapasztalt membranpotencialvaltozas
hatterében részben Cl-csatorndak megnyildsa és CI bearamlasa
valoszindsithetd.

A mechanoszenzitiv csatorndk masik tipusat a nem-specifikus
kationcsatorndk alkotjak. Ezek egy része elsésorban Ca**-ra
permeabilis, igy megnyilasuk megnéveli az [Ca®*]-t. Mivel Ca**-mentes
kérilmények  kéz6tt a  hypotdonids  oldatok  altal  kivaltott
kalciumtranziensek  amplitiddja  szignifikansan  csokkent, ezért
feltételezhetd, hogy az [Ca®']; ndévekedése a membranban jelenlévd
MSC-k megnyildsanak és ezaltal az extracellularis Ca** bedramlasanak
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a kdvetkezménye. Megvizsgaltuk azt is, hogy az altalunk regisztralt CI'-
aram megjelenése az [Ca**]; emelkedésének a kdvetkezménye. Mivel a
Ca**-kelator BAPTA jelenlétében elvégzett kisérletek eredményei nem
mutattak jelentds eltérést a normal Ca®* tartalmu oldathoz képest, ezért
valészin(i, hogy a Cl'-csatornak aktivacioja fliggetlen az [Ca**]i-tl.

Az osmotikus stressz, valamint az [Ca®']

megvaltozasa a sejtek
proliferacidjat és differencidléodasat is befolyasolja. Ismert, hogy a fent
emlitett folyamatokban a PKC izoenzimek is jelentés szerepet jatszanak.
Kisérleteinkbdl az a kbvetkeztetés vonhat6é le, hogy a PKC rendszer
aktivacidja valoszinlleg a mechanoszenzitiv csatornak foszforilacidja
révén ndvelte a csatornak megnyilasi valészinliségét, ezaltal nagyobb
amplitudéja CI- illetve Ca®*-aramot indukal a keratinocytakon.

A Kkisérleteinkben alkalmazott hypotonids oldat j6I modellezi a
sejteket ér6 mechanikai stresszhatast, mely altal okozott keratinocyta-
hyperproliferacié régoéta ismert jelenség a bdrgydgyaszatban
(b6rkeményedés). Kisérletes eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
hirtelen hypotonias stresszhatds fokozza az él6 sejtszamot és csdkkenti
a differenciadlodas mértékét keratinocytakban. Feltételezhet6 tehat, hogy
valészinlleg nem a folyamatos mechanikai stresszhatas, hanem inkabb
a terhelés hirtelen valtozasa okozza azon hyperproliferativ eltéréseket,
amelyek esetenként klinikailag is jelentkezé tlinetekben nyilvanulhatnak
meg. Ez 6sszhangban van mas kutatdcsoportok tapasztalataival, akik
szintén azt talaltdk, hogy a peridédikus mechanikai terhelés okozza a

Osszességében kisérleteinkbdl az a kévetkeztetés vonhatd le,
hogy az ozmolaritas megvaltozasa, mint egyfajta mechanikai stressz, a
Ezen véltozasokat részben Cl -ra permeabilis MSC-k megnyilasa alakitja
ki, de a hosszUtavu hatasokért az [Ca®*]; megvaltozasa is felel6s lehet.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben kildonféle jelatviteli mechanizmusok szerepét
vizsgaltuk a bér és fuggelékei bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban.
Munkank soran el&szér irtuk le a transient receptor potential vanillioid-1
(TRPV1) expresszibjat egér bdr és szértlisz6 nem-neurondlis sejtjein.
Bemutattuk, hogy a TRPV1 kifejez6dése egér bérben (hasonldéan
kordbbi human adatainkhoz) jelentés mértékben fligg a hajciklus
stadiumaitdl. Megallapitottuk emellett, hogy a TRPV1 génhianyos allatok
szOrtiszbinek fejlédése jelentds késést mutat a vadtipusu egerekhez
képest. Mindezen adatok a TRPV1-kapcsolt jelatviteli folyamatok gatlé
szerepére utalnak a sz6rtlisz6 ndvekedésének szabalyozasaban.

A cannabinoid rendszer tanulmanyozasa soran kimutattuk, hogy a
human szértiszd jelentds mennyiségli endocannabinoid anandamidot
(AEA) termel. Bebizonyosodott az is, hogy AEA és a j6l ismert exogén
cannabinoid A%THC — valészinlsithetéen cannabinoid receptor-1
medialta utvonalon keresztil — csdkkenti a hajszal elongéacibjat és a
matrix keratinocytdk proliferaciéjat, valamint fokozott apoptézissal jaro
katagén transzformaciot indukdl. Bemutattuk tovabba, hogy a szoros
kapcsolatban levé, endogén cannabinoid és a vanilloid (TRPV1-kapcsolt)
rendszerek egymastdl figgetlendl (de egymast additiv mddon ,segitve”)
befolyasoljak a szdrtlisz6k bioldgiai funkcidit.

Végezetil a mechanoszenzitiv csatornak (MSC) szabalyozé
szerepét vizsgaltuk human keratinocytdkon. Megallapitottuk, hogy az
ozmolaritas (féként hirtelen) megvaltozasa, mint egyfajta mechanikai
okozhatja. Ezen véltozdsokat részben Cl-ra permeabilis (és PKC
szabalyozott) MSC-k megnyildsa alakitja ki, de a hosszutavu hatasokeért

az intracellularis kalciumkoncentraciéo megvaltozasa is felel6s lehet.
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