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ROVIDITESEK JEGYZEKE

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borat

ABC: avidin-biotin komplex (avidin-biotin complex)

ACTAZ2: simaizoma2-aktin

ACTH: adrenokortikotrop hormon (adrenocorticotroparmone)

APM: szrszalegyenesitizom (musculus arrector pili)

B: dudor régio (bulge)

BALB/c: laborban kitenyésztett albino egértorzs

BDNF: agyi ereddi novekedési faktor (brain-derived neurotrophicdact

BSA: borju szérum albumin

[Caz*] ic. intracellularis kalcium koncentracio

[Ca®']ec: extracellularis kalcium koncentracié

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CCCP: karbonil-cianid-3-klorofenil-hidrazon

CD90: fibroblast differencialédasi marker (clustédifference)

CRH: kortikotropin felszabadité hormon (corticotimpeleasing hormone)

CTGF: kotiszoveti ndvekedési faktor (connective tissue grdatitor)

CTS: follikularis kotszovetes tok (connective tissue sheath)

DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol

ACT: kiiszobciklusok (threshold cycle) k6zotti elsag alapuld g-PCR értékelési modszer

DMSO: dimetil-szulfoxid

DP: dermélis papilla

DS: DD egértorzstl laboratoriumban kitenyésztett térzs (DD Shionogi)

DS-Nh: DS egértorzsben mutacio soran kialakudireeden fenotipusu egértérzs

EDTA: etilén-diamin-tetra-ecetsav

EGTA: etilén-glikol-biszf-aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetra- ecetsav

FBS: embrionalis borjuszérum (fetal bovine serum)

FGF: fibroblast névekedési faktor (fibroblast grbvi@ctor)

F-ICC: fluoreszcens immuncitokémia (fluorescent inmocytochemistry)

F-IHC: fluoreszcens immunhisztokémia (fluorescemiiunohistochemistry)

FLIPR: fluoreszcens lemezolvasé (fluorimetric inmagplate reader)

FLNA: Aa-filamin

FN: fibronektin

G6PDH: glukdz-6-foszfat-dehidrogenaz

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogenaz

GPX: glutation-peroxidaz

HaCaT: immortalizalt human keratinocyta sejtvoréilifnanadult low Calcium high
Temperature keratinocytes)

HB: bulbus régio6 (hair bulb)

HDF: human dermadlis fibroblast

HEPES: N-2-hidroxietil-piperazin-N"-2-etan-szulfens

HGF: hepatocyta ndvekedési faktor (hepatocyte drdadtor)

IGF: inzulin-szeti névekedési faktor (inzulin-like growth factor)

IL: interleukin

IRS: bel$ gyokérhively (inner root sheath)

IU: nemzetkdzi egység (international unit)

IVL: involucrin

KRT: keratin

KRTAP: keratin-kapcsolt fehérje (keratin associgteatein)

KRTHa: hajkeratin



MK: hajmatrix keratinocytak

MTCOL: citokrom-C oxidaz-1 (mitochondrial cytochrerC oxidase-1)
NK: negativ kontroll

NT: neurotrofin

ORS: kul$ gyokérhtively (outer root sheath)

PBS: foszfat pufferelt séoldat (phosphate buffezaithe)

PBST: Tween-20-at tartalmaz6 PBS

PCR: polimeraz lancreakcio (polymerase chain reagti

PKM: (izom tipusu) piruvat kindz (pyruvate kinagajscle)

PPIA: ciklofilin A

g-PCR: kvantitativ PCR

RNSi: RNS interferencia

RT-PCR: reverz transzkripciot kowePCR

SCF:6ssejt faktor (stem cell factor)

SDS: natrium-dodecil-szulfat (sodium dodecyl s@fat

SE: standard hiba (standard error)

SGI: faggyumirigy (sebaceous gland)

SMA: simaizom aktin (smooth muscle actin)

siRNS: kis interferald6 RNS (small interferating RNS

T3: 3,5,3-trijodtironin

T4: tiroxin (3,5,3",5'-tetrajodtironin)

TBS: Tris pufferelt séoldat (tris buffered saline)

TG: tireoglobulin

TGF: transzformalo névekedési faktor (transformgngwth factor)
TPO: pajzsmirigy peroxidaz (thyroid peroxidase)

TRP: tranzies receptor potencial

TRPV: TRP csalad vanilloid (alcsalad)

TSA: tiramid szubsztrat amplifikacio

TSH: pajzsmirigy stimulalé hormon (thyroid stimufeg hormon)
TTF-1: pajzsmirigy transzkripcios faktor-1 (thyrdi@dnscription factor-1)

TUNEL: apoptotikus DNS fragmentacion alapulé jeg{éerminal deoxynucleotidyl
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VEGF: vaszkularis endotélialis névekedési fakt@s@ular endothelial growth factor)
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BEVEZETES

Az utébbi évek kutatasai ramutattak arra, hogy sAmeuro-immuno-endokrin
mechanizmus jeles mértékben képes a éstiszd alapved bioldgiai folyamatainak
szabalyozéasara, egerekben és az emberben egyezantteriilet ugrassiefejlédése annak
is koszonhdt, hogy a kutatoknak lehitégik nyilt a sitiiszd alapved folyamatainak
tanulmanyozasaraumanszrtiisz szervkultirakbarnn vitro. Jelen munkank alapjat is ezen
modellen nyert eredmények adjak.

Munkacsoportunk korabban sikerrel igazolta a caétlalreceptorként ismert tranziens
receptor potencial (TRP) csatornak vanilloid aléd@ba tartoz6 TRPV1 (,kapszaicin
receptor”) szerepet jatszik agéréshumanszrtisdk ndvekedésének szabalyozasaban. Az
utobbi évek kutatasainak kdszondext ugyanakkor a TRP csaldd egy masik tagja, a meleg
érzékeny TRPV3 is a figyelem kdzéppontjaba kerBlzonyos s#rtelen ragcsalétorzsek
vizsgalatakor kiderult ugyanis, hogy adelen fenotipust okozé mutacidrav3 gén kodold
régiojaban talalhaté. Jelen munkank célja a TRPY&8repének feltardsa volt Buman
szortisz bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban.

Az éltalunk is alkalmazott modell mélyrehato vidsga vezetett satiszk eddig
ismeretlen endokrinoldgiai jelefgégének megismerésehez is. Bebizonyosodott ugyanis,
hogy a human sgrtiis® nemcsak célpontja, hanem forrasa is szamos kkasshiormonnak.
Ezen tulmefien a human piloszebaceus egység rendelkezik a akapuoisz-hipofizis-
mellékvesekéreg tengely teljesen tkadoképes periférias megfelgével is. Mivel
mindezidaig nem vizsgaltak a pajzsmirigy stimul@ldrmon (TSH) kozvetlen szerepét a
human sértis® élettani folyamatainak szabalyozasaban, munkansodi#é felében a TSH

hatasat kivantuk tanulmanyozni izolalt humaéresz szervkulturaban.



IRODALMI ATTEKINTES

A s@oItiszs

A szbrtis® a bbr biologidjaban egyedulalld szerepet bétditktodermalis eredét
miniszerv, mely a konvencionalisan ismert funkci@ghechanikai védelem, érzékelés,
hétarolas, szocialis és szexualis jelzések) melléd,ra Br biol6gidjan is tulmutato szereppel
bir (Paus és Cotsarelis, 1999; Krause és FoitflR6p Jelen dolgozatbanaz angolnyely
irodalomhoz hasonléanrem tettiink kilonbséget a féjbol (haj) és a test mas terulatér
(sz6r) szarmazd follikulusok elnevezése kozott, mindesetben a $rtlisz Kkifejezést
alkalmaztuk. A sértis® egyik legfontosabb tulajdonsaga a folyamatos regaidra valo
képesség. Ezen regeneracié magaba foglalja aerédibs, differencialddasi és apoptotikus
folyamatok szigortan ellénzétt o6sszhangjat, mely kilonkb®zeredeli és funkcidju
sejtrétegek kolcsonds kommunikacidja révén alaku{Paus, 1998; Schneider és mtsai.,
2009). A follikulus sejt-rezervoarként szolgal soérsejttipus példaul asbés a sértlisz
immunfolyamataiban szerepet jatszé Langerhanskseftgiliam és mtsai., 1998), a
melanocytak (Peters és mtsai., 2002) és az epitlerkediatinocytak esetében (Panteleyev és
mtsai., 2001). A gatis®d altal termelt ndvekedési faktorok, citokinek, repeptidek,
enzimek és adhézios molekulak segitik a follikudggarulekos képletei (ellato erek, idegek,
kulonféele mirigyek) finoman 6sszehangoltikbdését (Stenn és Paus, 2001). A follikulusok
emlitett sejtfolyamatainak tanulmanyozasa lébéget nyuljt a szndvekedés kutatdsan

tulmutato jelenségek (pl. sebgyogyulas) megértésere

A s@rtiszs funkciondlis anatomiaja

A kifejlett szortisak, kilonbdsd tipusaiban megfigyelhétfinom eltérések ellenére,

azonos alapszerkezettel jellemesketmely a follikulus & tevékenységének, a kdrnyezettel



1. abra: Anagén VI. fazisu sirtiiszy
funkcionalis anatomiaja Paus és Pek
(2003) munkéja alapja

Roviditések jegyzéke

Ad: adipocytak

AL: Auber-féle vonal

APM: arrector pili izon

Art: arteriola

B: dudor

K: kortex (s#rszal)

Cap: kapillaris

Ct: kutikula (bels gyokérhiively

Cu: kutikula (s#rszal)

DP: dermalis papilla

FS: follikularis kdtszovetes tok (CT
GM: Gvegmembran

HB: bulbus

He: Henle réeg (belg gyokérhiively
HF: szrtisz

Hx: Huxley réteg (belsgyokérhiively
IF: infundibulum

IRS: belg gyokérhiivel

LE: idegvégddés

MK: matrix keratinocyta

NF: idegrost

ORS: kil gydkérhuvel

SGI: faggyamirigy

0sszhangban Iévhaj-, illetve s@rszaltermelésnek van alarence (Montagn és Ellis, 1958;
Montagna és Parakkal, 197Bawber, 1997; Paus és Cotsarelis, 19¢hneider és mtsa
2009). A s#rtisd disztdis végeaz Ugynevezett allandd rész, megyaltalan nem muti
ciklikus valtozasokatltt talalhatc az infundibulum (IF), ami a éecsatorna rfellletre nyil
része, valamint az isthmusagyis a faggyuamirigy (SGl)csatlakozasa alatti terl, mely
egészen a dudor (B) régidigizodil, ahova az arrector pili (iszalegyenesit) izom (APM)
csatlakozik. A sértlisz proximalis, ciklikusan valtakoz6 fele alkotjaszbrszalat 1étrehoz6
.gépezetet” {. abra). A szértiis®, a faggyumirigy ész APM funkcionalisan egyuittikodé
rendszerét piloszebéus egységként is sztak emliteni.

A szbrtisz proximdis végé hagymahoz (hajhagyma) lehbasonlitani, melyne
kozéppontjdban a dertig papille (DP) helyezkedik el amit a bulbus(HB) epitelialis
sejtrétegei a matrix keratinocytak (Mt tobb rétegbenhéjszetien vesnek korul (.
tablazat). A hagyma szarglképezia follikulus belsejéberlhelyezked, folyamatosan kifel
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mozg06 s#rszalat, és az azt korllvewsejtrétegeket. A DP folott talalhatd keratinocytak
termindlis differencidlédasuk soran Ugynevezett clocytakka alakulnak és a
differencialodési folyamatok részeként a szintémez tertileten elhelyezk&delanocytaktol
melanint vesznek fel. A trychocytak folyamatosatfel®@ mozogva alakitjdk ki ezutan a
szorszal harom rétegét: a kdzponti medullat, ami gedeh keratinizalt trychocytdk nagyon
laz&n kapcsolodo rétege; a kortexet, ahol a kezatirsejtek — és a 8rszal pigmentéaltsagaért
feleloss melaninszemcsék — keratin  filamentumokkal mégjestt fehérjemétrixba
agyazodnak; valamint az egészetidserépszéien boritd kutikulat. A bels gyokérhtively
(IRS) keratinocytak termindlisan differencialodatitegei egy szilard, ellenallé palastot
képeznek a swszal koril, és vele egyutt kifelé mozognak, elzsésa kil§ gydkérhively
(ORS) keratinocytak legbdisrétegén 1. tablaza). Az IRS maga is tobb koncentrikusan
rendeddé réteglél all, ezek a Henle réteg, a Huxley réteg és akkidi Ezen rétegek
mindegyike elté&f epitelidlis differencidltsagi mintazattal és jgltetes szerkezeti fehérjekkel
(pl. hajkeratinok, trychohialin), matrix molekuléikés enzimekkel rendelkezik. A follikulus-
epitélium morfolégiai soksziiségére utal tovabba, hogy a nyolc epitelidlis réteg
mindegyikében a keratin csalad szamos tagja ésjaltelnz expresszidés mintazata irhat6 le
(Powel és Rogers, 1997; Langbein és mtsai., 193®1 &s 2002; Schweizer és mtsai., 2006).
Az ORS keratinocytak alkotjak a dermiszt és az tR8Alaszté és egyben 6sszékot
réteget. Ezek a sejtek folyamatos kapcsolatbarejldcserébdésben vannak az epidermis-
szel, erre utal az a tény is, hogy az epidermigiiég esetén az ORS sejtjdibegeneralédhat
(Taylor és mtsai., 2000). Az IRS-sel és érszallal ellentétben az ORS sejtjeinek egy részére
lassu osztodasi rata és a proliferdlo keratinockeatin expresszidés mintazata jelléma
differencialddasuk a bazélis membran irAnyabolR& felé torténik. Az ORS egyrészt sejt-

rezervoarként szolgal az epidermisz szamara (Rgmtelés mtsai., 2001), masrészt a dels
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sejtrétegek taplalasat végzi (oxigén- és enerdirp ezenkivil szamos olyan faktort és
citokint termel, melyek a hajciklus szabalyozasajassranak szerepet (lasd &Bb).

Ugy tinik, hogy az ORS, az IRS és admszéal keratinocytai harom prekurzor
sejtpopulaciébdl jonnek létre, melyek egyrészt aPMA csatlakozasanak kozelében
(elssdleges sejtpopulacid), masrészt (masodlagosanpadhan helyezkednek el (Panteleyev
és mtsai., 2001). A fejtls, aktiv follikulus leggyorsabb Utemben osztédommulaciojat, a
matrix keratinocytak alkotjak, melyek az Auber-fgtnal (AL, a bulbus legszélesebb része, a

DP maximalis atméje, Auber, 1952) alatt helyezkednek el.

Keratinocyta tipusok Jellegzetes tulajdonsagaik

matrix keratinocytak (MK) - a DP-t tébb rétegberszi& kordl
- az Auber-féle vonal alatti sejteket gyors oszsbdata jellemzi
- differencidlédasuk soran trychocytakka alakulnak
- a melanocytakbdl melanint vesznek fel
- feladatuk a sirszal létrehozasa

belss gyokérhuvely (IRS) - a keletked szrszéalat dlelik korul
keratinocytak - harom rétegik kulénitheel

- differencialédott sejtek rétegei alkotjak

- hajkeratinokat és trychohialint expresszalnak

kilss gydkérhively (ORS) - a keletke# szrszalat és az IRS-t veszik korul
keratinocytak - lassu osztddasi rata jellentkiet
- a sejtek folyamatos kapcsolatban vannak az epideszel,
sériilés esetén részt vesznek annak regenerad@asab
- a bazalis membrantdl az IRS felé differencialddna
- feladatuk a betssejtrétegek taplalasa, valamint
kilonféle faktorok, citokinek termelése

1. tAblazat: A follicularis keratinocytak tipusais&ébb jellegzetességeik
Alkamazott roviditések: DP: dermalis papilla, IR®Is5 gyokérhiively, ORS: kidlgydkérhuvely, MK: matrix
keratinocytak.

A follikulus nagysagat és atntgét a DP hatarozza meg (Jahoda és Reynolds, 1996).
A sérilt DP teljes mértékben képes regeneralddmiiikulus legkils burkabdl, a follikularis
kotészovetes tokbdl (CTS) (Jahoda és Reynolds, 199¢ndkds és mtsai., 1999). A DP
sejtjei egy olyan matrixba vannak beagyazva, anszétgtelében a bazalis membranhoz
hasonlit. A néveketlfazisban 1€ follikulus fibroblastjai kozvetlen kontaktusba hak 1épni

a matrix keratinocytakkal, ami jeléisten leegyszésiti a kdztik fennallo jelatvitelt (Jahoda
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és Reynolds, 1996; Jahoda, 1998). Feltdbgthasonl6 kommunikacié all fenn a CTS/DP
sejtek és a hipodermalis adipocytak kozott is (dakés mtsai., 2003).

A ndvekedési fazisban l8vszirszal pigmentacidjaért a proximalisoészistben, a
matrix keratinocytak kozt elszortan elhelyez&etérmindlisan differencidlodott melanocytak
felelések (Tobin és Paus, 2001).

Az APM sortiszdh6z kapcsolodo terllete, a dudor régio, igen gaztagzoros €s
vegetativ idegvédmésben, ami egyrészt lebe¢ teszi a siszal ,tapintdészervként” valo
mukodését, masrészt az itt termelt neurotranszmidtemeurohormonok és neurotrofinok
fontos szerepet toltenek be aoédias®d kilonbdsd folyamatainak szabdalyozasaban
(Botchkarev és mtsai., 1997; Paus és mtsai., 1P8#rs és mtsai., 2001 és 2002; Paus és

Peker, 2003).

A hajciklus

A szortisat az egész életen at valtakozo regresszids és eggrds tevékenysége
teszi egyedulallova a tobbi ebsl szerv kozott. A regresszid €s regeneracio ezdikus
valtakozasat nevezzik hajciklusnaR. (abra), melynek harom jellegzetes szakaszat
kulonboztetjik meg. Aanagénfazisban aktiv ndvekedés és deigs torténik, a €rtliisz
ebben a fazisban éri el maximalis fejlettségétkadbagénszakaszban a ndvekedés megall,
regresszios folyamatok indulnak be, a nyugabelbgén fazis pedig a tulajdonképpeni
felkészllés a kovetkézanagénre. Az anagén és katagén feloszthato towdddmakaszokra
(anagén 1-VI, katagén I-VIII), mely stadiumok jdkalonithety morfologiai kritériumokkal és
molekularis markerekkel jellemezié&t(Mdiller-Rover és mtsai., 2001; Panteleyev és mtsa

2001).
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A hajaklus
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2. dbra: A human hajciklus & szakaszai chneider és mtsai. (2009) munkéja alapj

A hajciklus harom fazisbdl all: anagén (névekedaésis), katagén (regressziés fazis) és telogénggalyni
fazis).A posztnatalis morfogenezis aggidszy megnyulasadhoz és &zgzal |étrehozdsahoz vezet, an
kiemelkedik a #rbdl. A szrtiszy megérését kovwdtn belép a katagén fazisba, amelynek soran az
ciklikusan valtozé6 része visszadejk. Ez a folyamat emeli a DPa dudor régié kbzelébe, ahol ajszisz
Jssejtjei talalhatéak. Adssejtek és a DP kdzi molekularis kélcsbnhatas megléte elengedhetattpnj
szrtisz  kialakitasahoz. A dudor és DP koézelségének fetdsiol a nyugalmi telogén faz
gondoskodikAmint a sérszal novekedését aktivalo faktorok elérnek egykls koncentraciot a értiiszs
belép az anagén fazisban és egy diszl kezd el ndveked A sziiletést kdvételss hajcikluson minde
egyes s#tisz ugyanabban az épontban halad at, mig az azt ké¥etklusok mar nem szinkronizalt Az
abra bal fel§ részén az embriondlis fédés szakaszai (@) lathatéak, amint folyamatos atmen
képeznek az dissziletés utani ciklussal. Roviditések jegy: APM: arrector pili izom, B: dudor, CH
szrbunkd, DC, dermalis kondenzatum, DP: dermalis pagzold), HB: bulbus, HS: 3rszal (farna); IRS:
belsy gyokérhiively (kék), MC: melanocytak, ORS: &igydkérhuvely; S: sebocytdk (sarga) SC
faggyumirigy.

Eletiinksoran a sartiis® visszafejpdések és regenerak ciklikus folyamatain meg

keresztll Gjra és Ujra. Amirdz egyedfefidés soran létrejon az élbaj vagy ssrszal, a s

zértiszn hamar jelentkeznek gyors regresszio jelei, megkéitik az el$ katagén fazis. A

katagén fazisbammely atlagosan-3 hétig tarta sdrtlisz visszafejpdést soran apoptotikus

sejtfolyamatok indulnak beEz a programozott sejthe medfigyelhet sz ORS és IRS
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rétegekben, a matrix keratinocytakban, illetve damacytakban is. Ennek megféieh a
katagén egymast kovestadiumaiban a bulbus egyre inkabb elvékonyoditamint egyre
kozelebb emelkedik az epidermiszhez. A hagyma lézeulé DP proximalis iranyba
hazédik, majd a kés katagén fazis soran egy epitelialis nyéllel etdsolodik a mar nem-
novekw szrbukotol. A melanocytdk apopt6zisa miatt a pigmeenscsék mennyisége is
lecsokken, és a proximalis@zég kordbbi jelerits pigmenttartalma megézik. A viszonylag
rovid regresszids, katagén stadium utan a follikubu nyugalmi, telogén fazisba kerl,
melynek hossza atlagosan 3 honap. A kisniéedbgén follikulusban nem talalunk IRS-t, itt
a DP egy kompakt, gdmb alaku sejtcsom6 a dudob régzvetlen kézelében. Lényegében
ezen idszak késziti fel a $rtlis®t arra, hogy a ndvekedési anagén fazisba lépvdudiom a
kovetked hajciklus.

Az anagén satlsz kialakulasa soran a proximalis teritleten a praiifes
folyamatok kerilnek @étérbe, ami dleg az epitelidlis sejtrétegeket érinti, de ezzel
parhuzamosan morfolégiai valtozasok térténnek ébBRis. A korai anagén stadiumok soran
a sdrtusd egyre inkdbb meghosszabbodik, és egyre mélyeblydikn A matrix
keratinocyték igen gyors proliferacidja kialakitpa sérszal és az IRS egymast hatérold
rétegeit, mikbzben a bulbus keratinocytai egyreabik korbeveszik a DP-t, és ezzel (jra
felépliinek az ORS taplalé rétegei is. Az utolsdptik anagén stadiumban abgzis eléri
jellegzetes hagyma formajat, létrejon egy U0, folgdosan novelds szrszal, melyet a
gyokérhively keratinocytak és a CTS hatarol. A DiPpem a szakaszban eléri maximalis
nagysagat és aktivitasat. Kialakul tovdbba a beiéegvérellatas, valamint a melanocytak
proliferacioja és melanintermelése altal a pigmabtés. Az emberi gatlis® 2-6 éven at
ebben a fazisban tkddik a fejlbrben, mig Gjra be nem indulnak a katagén atalakalas
vezet regresszios folyamatok (Stenn és Paus, 2001; Kréaas-oitzik, 2006; Schneider és

mtsai., 2009).
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A hajciklus szabalyozasa

A hajatliltetési kisérletek soran mar régota isntesgy a hajciklus egy ugynevezett
.belsd éraval” rendelkezik, amely valostileg vagy a sartiisz kdzelében, vagy magaban a
szortiszben helyezkedik el (Chase, 1954; Paus és mts&0 49 1999; Stenn és Paus, 2001;
Paus és Foitzik, 2004). Ez teszi Iéiwet az atoperalt $rtiszk ,Ujraindulasat”, valamint az
altalunk is alkalmazott $rtisz szervkultira vizsgalati modell bevezetését. Ezea 0
biologiai természetél viszonylag keveset tudunk, ma azonban azt tasalé&szirinek, hogy
a DP fibroblastjaival allhat igen szoros kapcsdatlfPaus és mtsai., 1999). Az a nézet is
elterjedt, hogy a siztliszt kortlvew jelatviteli molekulak altal biztositott mdli iranyitott,
gyors és lokalis megvaltozasa okozza a ciklusb&ovmtkez atalakulasokat (Hardy, 1992;
Paus és mtsai., 1999; Stenn és Paus, 2001). Magbalyozas igen szigoru kontrollt kovetel,
hiszen hatart kell szabni mind a korai anagén agtiiferacios folyamatainak, mind a
katagénben medgfigyelitetapoptotikus és differenciadlodasi folyamatoknak. [Eztositja
példaul, hogy a regresszié soran bekoveilsagtelhalas a bulbusban kizarélag a matrix és a
gyokérhively keratinocytakra, illetve a melanocysalkorlatozodjon (Lindner és mitsai.,
1997; Tobin és mtsai., 1998; Miuller-Réver és mish®99; Tobin és Paus, 2001); a DP
fibroblastok szambeli csokkenését azonban a s&)Eg-be tortééd kivandorlasa okozza
(Tobin és mtsai., 2003).

Erdekes kérdés, hogy melyek azok a molekulak, askehgszt vehetnek a ciklus
beinditasaban és fenntartasaban. Szamos novekakiésiol, citokinél, hormonrol és egyéb
molekularol bizonyosodott mar be, hogy a hajcikhagamelyik pontjan képes beavatkozni
ebbe a folyamatba. Mar korabban megfigyelték, htmyos szabalyozasi pont a telogén
szakasz. A fazis ,nyugalmi” jelge ellenére igen soknétregulatérikus folyamat zajlik ekkor,

ami tovabbvezet egy Uj anagén novekedési fazis(@héase, 1954; Paus és mtsai., 1990 és
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1999; Stenn és Paus, 2001). Jonéhany olyan faktoeretes, ami kdzvetlenul képes az
anagén fazisban |8vsartisdk befolyasolasara. A teljesség igénye nélkil péddak
szolgalhatnak a hepatocyta ndvekedési faktor (H@E)inzulin-szef ndvekedési faktor-1
(IGF1), az 6ssejt faktor (SCF) és a vaszkularis endotelidlisekédési faktor (VEGF),
amelyek a hajciklus pozitiv regulatoraiként az @&mameghosszabitasat idézik @Philpott és
mtsai., 1990 és 1994, Lindner és mtsai., 2000; lB@teva és mtsai., 2001; Yano és mtsai.,
2001). Ezzel szemben a fibroblast novekedési fekt(FGF5), az interferop-(IFN-y), az
interleukin-B (IL-1B), a transzformaldé nodvekedési fakfr-(TGH31), a tumor nekrdzis
faktoro (TNF-o), a neurotrofin-3 és -4 (NT-3 és -4), valamintaagi ereddt ndvekedési
faktor (BDNF) és bizonyos citokinek a katagén fézmlakitasdban vesznek részt (negativ
regulétorok) (Hébert és mtsai., 1994; Philpott ésam 1996; Botchkarev és mtsai., 1998a és
1998b; Botchkareva és mtsai., 1999 és 2001; Foésgikntsai., 2000). Erdemes kiemelni a
TGH3, szerepét a ciklus soran. Ezen novekedési faktort kneabban leirtak a 8#tisz
morfogenezisében, mint a fé&jlést ebsegit kulcsmolekulat (Foitzik és mtsai., 1999). Az is
kidertll ugyanakkor, hogy a kélsbi hajciklusok soran a katagén regresszio beisdtl@ézi
el6 (Soma és mtsai., 2002), tehat amig a fGEssrtisz morfogenezise soran a folliculus
fejlédését, novekedését seqitd,ebddig a ké&sbbi hajciklusok alatt megakadalyozza ezen

folyamatokat.

A szrtiszd, mint ,0nallé” neuroendokrin rendszer?

A legujabb kutatasok szerint aéstiis® kiemelked célszovete a legtobb jelést
hormonalis utvonalnak is. Tobbek k&zott nemi horoignretinoidok, glikokortikoidok,
pajzsmirigyhormonok, adrenokortikotrép hormon (AQT Kortikotropin felszabaditdé hormon
(CRH), melanokortinok, D3-vitamin, inzulin, prolakt P-anyag, melatonin, acetil-kolin,

endovanilloidok, endokannabinoidok, katekolaminok grosztaglandinok (Deplewski és
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Rosenfield, 2000; Slominski és Wortsman, 2000; dalib és mtsai., 2002 és 2007; Philp és
mtsai., 2004a és 2004b; Bodd és mtsai., 2005; Kadlayes mtsai., 2005; Slominski, 2005;
Foitzik és mtsai., 2006; Ohnemus és mtsai., 20@6&rB és mtsai., 2006; Colombe és mtsai.,
2007 és 2008; Hasse és mtsai., 2007; Telek és.n268i7) képesek befolyasolni a5Bzisz)
alapveb bioldgiai folyamatait; azaz médositjak a nbvekedahajciklust, a pigmentaciot és a
szrszal kialakulaséat, tovabba nodvekedési faktorokokaiek és hormonok termeléseét,
felszabadulasat idézikéel

Kiderilt az is, hogy maga a piloszebaceus egyséqgt nem-klasszikus, periférias
hormontermdi teriilet az ismert szteroid hormonok, neuropeptidskneurotrofinok egy
megle@en széles skalajat képes@litani (Botchkarev és mtsai., 2004; Bod6 és mtsai
2007). Mindemellett érzékeny célszervei és tebimeelstresszvalasz mediatorainak is, melyek
elsssorban gatoljak a srszal ndvekedését, valamintstgitik a korai katagén regressziot és
a sdrtis®d immunfolyamatait is képesek befolyasolni (pl. Ch&o6sejt degranulacio,
Slominski és mtsai., 2000; Arck és mtsai., 200GeRess mtsai., 2007).

Végil, de nem utolsé sorban &”iasd egy teljes mértékbenithodoképes periférias
hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg tengellyendelkezik, ugyanis kimutattak a
kozponti  hipotalamusz-hipofizis-mellékvesekéreg gtdwre jellem#  szabalyozé
visszacsatolasi hurkok jelenlétét (CRH, ACTH éstikol) (Ito és mtsai.,, 2004 és 2005;
Krause és Foitzik, 2006; Paus és mtsai., 2006; iBkknés mtsai., 2007). Mindezek alapjan
nem tulzas kijelenteni, hogy a piloszebaceus eggs§aaktiv, autoregulalt (neuro-) endokrin

szervnek tekinthét

A tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatornaatzd

A cellularis szenzorként ismert TRP ,szupercsaladbaozd molekulak nagyfoku

homolégiat mutatnak aDrosophila melanogasteretingjaban talalhatd fotoreceptorként
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funkcionalé TRP, azaz tranziens receptor poterfehérjéve] amely a csoport névado tay
lett (Clapham, 2003Clapham és mts., 2003). ADrosophilatrp gén klbnozasa 6ta (Monte
és Rubin, 1989) mér tohiint 3C TRP csatornat irtak le, melyek nagy ie embsokben is
expresszalodik.

A TRP csatornak az éwmendszerfontos elemei, fizikai és kémiai véltozasol
érzékeb szenzorként iikodnek a sejtelkilss és bel§ menbranjaiban egyard. A TRP
csatornak széleskibrfunkcidi kozé tartozi példaul a Bmérséklet,az ozmolaritas és a
folyadékaramlas érzékelésglaminta transzepitelidlis G4 és Md" transzpol, de emellett
kiemelt szereppel birnak a feromonok, artalmas &&wrmyagok és a kulonféle iz(édes,
kesefi, umami) erzékelédenis (Clapham, 2003; Huang, 2004).

A TRP ,szupercsalad” tagjaiminosav szekvencigjuk és strukilis hasonl6sagaik

C1,C4,C5
s e
DAG-szenzitiv
Ca 2+-szelektiv A = Cr}.\\
Vanilloid receptor

6

mTRPC2 (a human TRPC2
pszeudogén)

Klaszikus (révid)
TRPC

Mukolipinek

ML1 (MCOLN1)

ML3 (MCOLN3)
ML2 (MCOLN2)

10PAM egység

3. abra: Azemlds TRP receptorok csaladfaja Clapham (2003) munkajapjan
Az evoliciés agak hossza PAM egben van megadva, ami az atlagszubsztiticiok szama 1
aminosavravonatkoztatva (Dayhoff és mtsai., 19 DAG: diacilglicerol, PLIK: kinazdomén.
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alapjan alcsaladokba sorolhatd& @bra). A klasszikus (TRPC) csaladba@aosophila TRP-
vel legnagyobb homolégiat mutatd receptorok tardznmelyek mindegyike G-protein-
kapcsolt és tirozin kinaz receptorok hatasara akiohat. A TRPV csaldd a kapszaicin
szenzitiv vanilloid receptor-16f (TRPV1) kapta nevét. A TRPM csaldd nevét ado rieha
melasztatin  (TRPM1), amdit eloszor azt figyelték meg, hogy metasztatikus
melandmasejtekben lecsokkent expressziét mutatnametasztatikusakhoz képest. Kilon
csaladba soroltak a ,mentol receptorral” (TRPM8yynaomoldgiat mutatd, és ankirin-ster
doméneket nagy szamban tartalmazé TRPA1 fehérndtaafajdalmas hideg érzékelésében
vesz részt. Emellett a TRP szupercsaladhoz tamtoznég a policisztas vesebetegség
kialakuldséért felés policisztinek (TRPP) és az intracellularis veldkhoz kothed
mukolipinek (TRPML) is (Benham és mtsai., 2002;@lam, 2003; Clapham és mtsai., 2003,
Huang, 2004; Pedersen és mtsai., 2005; Nilius, 2007

A TRP szupercsalad tagjainak soks$siégik ellenére igen sok a k6zds vonasuk. A
csatornafehérjék szerkezetére jellémbhogy mindannyian hat transzmembran doménnel
rendelkeznek és homo- vagy heterotetramer form&htonpermeabilis pérust képeznek az
5. és 6. transzmembran domén kozott talalhaté fuymélé hurok révén (Clapham, 2003).
Az amino- és karboxi terminalis régidok citoplazrkaian helyezkednek el. Az N-
terminalison tobb csalad esetében 33 aminosaviibakirinko® helyek talalhatok, melyek
fehérje-fehérje interakciokat medidlhatnak és akditoszkeletdlis horgonyként s
szolgalhatnak. A C-termindlison taldlhatd szabahgbzoont a 25 aminosavbél allé TRP
domén, vagy mas néven kinaz vagy foszfataz doménéisios csaladtagra jelletn@Huang,

2004).

A hgérzékeny TRP csatornak

A hohatasokra aktivalodé TRP proteinek alkotjak az @ygzett Bérzékeny TRP

(,termo-TRP”) csatornadk csaladjat (Moran és mts&004). El§ként a csipspaprika
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alkaloidjaval, a kapszaicinnel aktivdlhatd TRPV1{kbrabbi nevén vanilloid receptor-1,
VR1) fedezték fel. Annak ellenére, hogy egy, a kamsnre reagalé specifikus molekula
jelenlétét mar az 1960-as években megjosoltak $daas mtsai., 1967 és 1968), a receptor
klbnozasara és molekularis karakterizalasara mégaioévtizedekig kellett varni (Caterina és
mtsai., 1997). A kapszaicinen kivil a TRPV1 akitivata 43°C feletti hatds és az alacsony
pH (<pH 5,9), de szamos gyulladasos, fajdalmat kivakdlidtor is fokozza az érzékenységét;
igy a TRPV1 a fajdalomérzés egyik kozponti integramolekulajanak tekinthét(Caterina és
Julius, 2001).

Ujabb kutatasok egyre tobb rokon szerkézmeptidet irtak le, melyek kapszaicinnel
nem aktivalhatok, viszont szintéidrzekenyek (Moran és mtsai., 2004). Azelgen rokon
fehérje az akkor még vanilloid receptor-szghérje-1-ként (VRL1) azonositott TPRV2 volt,
ami fajdalmas bre (>52°C) aktivalodik. Ezt kdvette a fizioldgidsnmérsekleti tartomany (31-
39°C) szenzora, a TRPV3 (Peier és mtsai, 2002;hSésitmtsai, 2002), majd a 25°C felett
aktivaléodé TRPV4 (Watanabe és mtsai., 2002). Ezekigil mas TRP csaladba tartozé
fehérjék is mutatnak de&rzékenységet, mint a hidegérzékeny (8-28°C) TRP#48 a
fajdalmasan hideg (<17°C¥Yhatasokat detektalni képes TRPAL &bra) (Huang és mtsai.,
2006).

Az utdbbi évek kutatdsai soran derilt fény arragyha TRP csaladdérzékeny tagjai
nemcsak a &erzékelésben vesznek részt, hanem olyan, ugyanas&krbsl kiinduld
folyamatokban is, mint példaul a fajdalom és a kesés érzékelése. Szamos TRP csatornat
vizsgalva kimutattédk tovabba, hogy ezen ,cellul&ddenzorok” nemcsak neuronokon, hanem
mas nem-neuralis sejtféleségeken is kif&jerek, mint példaul glioma sejtek (Biré és mtsai.,
1998), thymocytdk (Amantini és mtsai., 2004), ptatz tumor sejtvonalak (Sanchez és
mtsai., 2006) vagy bronhialis epitél sejtek (Veinés mtsai., 1999). Mivel aétben, a

szenzoros neuronok szomszédsagaban, szdmos neomdieusejttipus talalhatd, mindezen
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adatok olyan kisérletsorozatokat inditottak el, yekl a termo-TRP csatonaknak &rb

sejtjeiben valo vizsgalatat céloztak meg.

A TRPV csatornék és adv kapcsolata

Munkacsoportunk koradbbi munkai soran bebizonyodpdmgy a TRPV1 a human
bor szamos sejtfeleségen expresszalddik (Bodd és.na884). Sikerrel igazoltuk a molekula
jelenlétét human epidermalis keratinocytakon, Lahges-sejteken, dermalis hizésejteken,
valamint a WBrfliggelékek (sértis®, faggyumirigy, verejtékmirigy) bizonyos sejtjein.
Kimutattuk tovabba, hogy a TRPV1 kdzponti szerefgpel human és egér hajciklus negativ
szabalyozasaban, azaz az apoptozissal jellentekaghgeén fazis beinditasaban (Bodo és
mtsai., 2005; Biré és mtsai., 2006), valamint gatak epidermalis keratinocytak ndvekedését
és a faggyumirigy sebocytainak meghatarozo folyainéftaggyu- és citokintermelés) (Téth
€s mtsai., 2009).

A vanilloid TRP csalad egy masik tagja, a TRPV4ngm expresszalodikébben,
foként az epidermalis keratinocytakon (Chung és mtgaD4a és 2004b). Korabban leirtak
azt is, hogy a molekula — amellett, hogy fiziol&ikhatasra aktivalodik (Watanabe és
mtsai., 2002) — szerepet jatszik &@r bbarrier funkciojanak fenntartasaban is, mint az
epidermalis sejtek specialis ozmoreceptora (Desdatéai., 2007).

A szbértis® vonatkozasaban talan a legfontosabb molekula magEBRPV3. A
csatorna Brrel valé potencialis kapcsolatat mar az isérevetitette”, hogy a TRPV3
molekularis leirdsa és karakterizalasa nem szeszoeoironokon, hanem keratinocytakon
tortént (Peier és mtsai.,, 2002; Smith és mtsaiQ2POBALB/c egértorzshl szarmazdé
sejtvonalon (Yuspa és mtsai., 1983), valamint a dumnpv3-mal transzfektalt sejteken
kimutattak, hogy 23-36°C kozo6tt emelve a kornyezliimérsékletet nem-specifikus

kationaram aktivalodik (Xu és mtsai., 2005 és 20083PV3-at overexpresszald sejteken
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emellett megallapitottak, hogy a TRPV3 olyangaé kenve kisebb-nagyobb irritaciot okozo
terpenoidokkal is aktivalhatd, mint a szégfeg Syzygium aromaticumhatéanyaga, az
eugenol; a kakukkibdl (Thymus serpylluinszarmazoé thymol; a kamforfabdCihbnamomum
camphora izolalhaté kadmfor; valamint az oregan®@riganum vulgarg olajaban jelerits
mennyiségben megtaldlhaté carvacrol (Mogrich ésaimt2005; Xu és mtsai., 2006).6B
eredeti sejteken vizsgélva a TRPV3-at emellett leirtaks edzintetikus agonistajat, a 2-
aminoetoxidifenil boratot (2-APB) is (Chung és nits2004a).

A legizgalmasabb eredményre ugyanakkor a TRPV3dioj&t elems allatkisérletek
vezettek. Bizonyos $rtelen ragcsalo torzsek (D$h egér és WBN/Kob-Ht patkany)
vizsgalatakor kiderllt ugyanis, hogy ezen éllatadrtelen Nh— no hair,Ht — hairless type)
fenotipusat arpv3 gén kddol6 régidjaba és,gain-of-functiori (azaz a TRPV3 csatorna
fokozott aktivitasu valfajanak kifejédését eredményéy mutacio okozza Nhrmutécié:
glicin/szerin csere az 573-as poziciébadt-mutacio: glicin/cisztein csere az 573-as
pozicidban) (Asakawa és mtsai., 2006; Yoshioka &sim 2006; Imura és mtsai., 2007; Xiao
€és mtsai., 2008). Hisztolégiai vizsgalatok kiddtéle, hogy a DNh egerek sartliszi
kisebbek voltak és a felszinhez kozelebb helyeskeel, mint az addigra mar lathat@ezl
rendelkez6 vadtipusu DS egereké. Megdllapitottksahogy az emlitett mutacié jeléstn
lecsokkentette a hajciklus szabalyozasaértdelkératin-kapcsolt fehérje (KRTAP) 16-1, 16-
3 és 16-9 expresszidjat, melyek kifgjdése fizioldgias korilmények kdzétt az anagén fazis
végén emelkedik meg (és igy hozzajarulhat az ankgiagén transzformaciohoz). Mindezek
alapjan feltételezhét hogy a TRPV3 mutacidja korai anagén fazisbanofti meg a
szorndvekedést.

Nemrégiben beszamoltak arrdl is, hogy kilonfélarglammatorikus mediatorok és
hormonok (pl. dihidrotesztoszteron) szintén fokdzzad TRPV3 aktivitaséat, illetve

kifejezodésének mértékét (Xu és mtsai., 2006; Jariwalatéaim2007), ezzel egyltt azonban

22



egyaltaldan nem rendelkeziink adatokkal a TRPWBnan bérben betoltott funcionalis
szerepéil annak ellenére sem, hogy a TRPV3 fehérje jeléhléhar leirtak human

epidermalis keratinocytakon is (Gopinath és mt&&i05; Facer és mtsai., 2007).

A pajzsmirigy stimulalé hormon (TSH)

Tobb mint 100 éve tudjuk, hogy a pajzsmirigyhormofelents hatassal vannak az
anyagcserére (Magnus-Levy, 1895); a bazalis mekalsotata meghatarozasat példaul sokaig
egyeduli technikaként hasznaltdk a pajzsmirigypéttanak feltérképezésére. A pajzsmirigy
hormonok, ugymint a tiroxin (T4) és a 3,5,3-trijotdnin (T3), az energia-homeosztazis
kiemelked szerepet jatszanak szamos szovet €s szerv nogekedeés differencialodasanak
szabalyozasaban is (Oppenheimer és mtsai., 198pajZsmirigyhormonok elvalasztasanak
szabalyozasaban alap§dbntossagu a TSH vagy tireotropin, ami az agyampigy elulss
lebenyében, az adenohipofizisben tetidiéd. A TSH a pajzsmirigy epithel sejtjein kifejiedt
specifikus TSH receptoron keresztil képes pozitikafolyasolni a pajzsmirigyhormonok
(Vassart és Dumont, 1992; Braverman és Utiger, R005

A TSH-termelés § szabalyoz6i a pajzsmirigyhormonok gatlé visszaugaa
(Reichlin és Utiger, 1967), valamint a hipotalamugzarvocellularis rétegének
paraventrikularis magjanak neuronjaiban teffdélpeptidhormon, a tireotropin felszabadito
hormon (TRH) stimulalo hatasa (Hall és mtsai., J9%0kaig elfogadott volt az a nézet, hogy
a pajzsmirigyhormonok géatlé hatasa csak a nukl@&@8iseceptoron keresztul valosul meg; a
T3 kozvetlenll, a T4 pedig éksorban indirekt modon (T3-ma alakulva) fejtik kitésat.
Mara mar biztosan tudjuk, hogy a T4 kdzvetlen Uaton is képes a TSH expressziot gatolni

(Bogazzi és mtsai., 1997). Mig mindkét pajzsmiriggyhon kozvetlenll befolyasolja a TSH
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termebdést az agyalapi mirigy szintjén, addig a TRH sZigét és felszabadulasatssisrban
a T4-l a ll-es tipusu dejodinaz segitségével lokalisgpakdé T3 szabalyozza (Schneider és
mtsai., 2001). A TRH O6nmagéban, a pajzsmirigy haroko jelenlété&l vagy hianyatél
fuggetlendl is kritikus szerepet tolt be a TSH szisének és felszabaditasanak
szabélyozdsaban (Chiamolera és Wondisford, 2008xrénzt a pajzsmirigyhormonokkal

kolcsdnhatasban képes azok TSH szekréciot gatEsagpotencirozni (Guillemin, 2005).

A TSH szerepe az extratireoidalis szovetekben

Az utdbbi években a TSH receptor jelenlétét szasms/etben mutattak ki, mint
példaul az agyban, a herében, a vesében, a sziabespntokban, a csecs@mrigyben,
valamint limphocytakban, zsirszévetben és fibrdblasn is (Davies és mtsai., 2002).

Ezek kozul az egyik legjobban tanulmanyozott pé&dasirszévet (Bell és mtsai.,
2000; Sorisky és mtsai., 2000). Az mar régota istest hogy pajzsmirigy alulfktdés
esetén sulygyarapodas, tidilkddés esetén pedig a pajzsmirigyhormonok hatasara
megnoveked lipolizisnek készénhéen sulyvesztés lép fel (Kennelly és Maynard, 1953).
utobbi évek kutatasai soran kiderilt, hogy a TShkvkdlenul szerepet jatszik a human
barna zsirszovetben egyarant (Bell és mtsai., 20R0akami és mtsai., 2001)6Ga Grave-
Basedow kdrban megfigyellieexophthalmus kialakulasaban is kdézponti szerefiszik a
TSH receptor, mivel stimulacidja aktivalja az adjpoezis korai szakaszat, de gatolja a
termindlis differenciadlodast a szemkordli zsirszbea (Garrity és Bahn, 2006; Zhang és

mtsai., 2006).
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A pajzsmirigyhormonok és a §movekedés

Evtizedek 6ta ismert, hogy a pajzsmirigy-rendelésggek (mind emelkedett, mind
csokkent szérum pajzsmirigyhormon-szint esetéergefggésbe hozhatéak az embén és
haj szerkezetét, valamint funkciojat ééinelvaltozasokkal (Freinkel és Freinkel, 1972;
Messenger, 2000; Leonhardt és Heymann, 2002; SHi6ha és 2005b). Szamos Klinikai és
in vitro megfigyelés szamol be példaul magasabb telogémyra(Freinkel és Freinkel,
1972), megvaltozott $rszalatmesrél (Jackson és mtsai.,, 1972), szaraz, rideg, durva
hajszalrél (Safer, 2005a), lecsokkent hajhagymipseiferaciordl (Schell és mtsai., 1991) és
hajhullasrél (effluvium/alopecia) pajzsmirigy-alulkbdés esetén, valamint emelkedett
sejtproliferaciordl a bulbusban (Schell és mtsdi9Q91) és hajhullasrél pajzsmirigy-
tulmikodés soran (Safer, 2005b).

Mindemellett a tenyésztett humarbgrsz keratinocytak és DP fibroblastok egyarant
expresszalnak TSH receptor mRNiB-vitro (Slominski és mtsai., 2002), és a normal emberi
bor fibroblastok is kifejeznek bizonyitottan funkcedis TSH receptorin vitro (Agretti és
mtsai., 2005). Mivel a pajzsmirigy rendellenességdlegzetesen nagy szérum TSH szint

hajnévekedésre kifejtett kozvetlen hatdsainak taanlyozasa.

Célkitizések

Jelen munkank célja az volt, hogy mélyebb betekim@erjink a satlisz bioldgiali
folyamatainak regulaciéjaba az alabbi két kérdéskor
1. Amint azt kordbban bemutattuk, bizonyos TRPV3 midtéad rendelke& egerekben a
folyamatosan aktiv, mutans TRPV3 csatorndrtefen fenotipus kialakulasat okozta

(Asakawa és mitsai., 2006). Mindezidaig azonban melnismeretink arrél, hogy human
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szrtiszkben jelen van-e a TRPV3, illetve ha igen, akkolyer bioldgiai szereppel birhat.
Ennek megismerése érdekében kisérleteirikfelében az alabbi célokat fogalmaztuk meg:

* A TRPV3 kifejefidésének vizsgalata humansgiaszkon, illetve sartlisz eredei
ORS keratinocyta tenyészetekben (MRNS és fehérjeny.

* A TRPV3 aktivacié hatdsainak vizsgélata az izokdtman sértiszk biologiai
folyamatairain vitro (hosszndvekedeés, a proliferald és apoptotizaltelseranya,
anageén-katagén atmenet).

* A TRPV3 aktivacio hatasainak vizsgalat@érsisz eredef primer ORS keratinocyta
tenyészet biologiai folyamatairan vitro (csatornafunkcid, proliferacio, sejthaldl;
specificitas igazolasa: RNSi technika).

2. Az utdbbi években szamos hormonalis jelatviteliomisd jelenlétét vizsgaltak human
szrtiskben. Jelen munkank masodik felében a TSH kozvétdeasait vizsgaltuk a huméan
szortlisz biolégiai folyamatainak szabalyozasaban. Céf#iéseink az alabbiak voltak:

* A TSH receptor kifeje@désének vizsgalata human f&@jon és izolalt sartliszkon
(MRNS és fehérje szinten).

* A TSH kezelés hatasainak vizsgalata izolalt hunzntiészk bioldgiai folyamataira
in vitro (hosszndvekedés, a proliferald és apoptotizaklsgranya, anagén-katagén
atmenet, pigmentécio).

* A TSH receptorhoz kapcsolodo jelatviteli folyamatakzonositasa izolalt human
szortuszkon es sértiisz eredeii DP fibroblastokonin vitro (CAMP felszabadulas

vizsgalata, TSH receptor aktivacio célgénjeineknasitasa).
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Felhasznalt anyagok

A Kkisérleteink sordn haszndlt anyagokbol ezerszédbesenyséd torzsoldatokat
készitettiink a gyartd leirdsainak alapjan. Ennefffebeléen dimetil-szulfoxidban (DMSO)
oldottuk az eugenolt, a carvacrolt, a thymolt é&-aminoetoxidifenil boratot (2-APB), és
vizben TSH-t (mind Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, AF majd a -20°C-on tarolt
torzsoldatokbdl kdzvetlenll a kezelésestekészitettik el a sziikkséges vegkoncentraciokat, a
megfeleb torzsoldatot tenyésiildatban, illetve Cd-imaging esetén Hank oldatban 1:1000
aranyban higitva. igy az oldoszer koncentracidi@zelések folyaman minden esetben 0,1%
volt. A kisérletek soran kontrollként az dnmagaladikalmazott oldészer azonos higitasat

hasznaltuk.

Human s#rtiszk izolalasa és tenyésztése

A funkcionalis kisérleteink alapjaul szolgalé hdjfalusokat plasztikai sebészeti
operaciok soran visszamaradt, halanték-6i (nface |lift") és tarkotgjéekrol (férfi
hajtranszplantacid) tajékrél szarmazo hajasoréyll izolaltuk. A telogén fazisa $rtiszk
vizsgalatara glutedlis tertlétrszarmazo brmintat hasznaltunk, amit szintén kozmetikai célu
plasztikai sebészeti beavatkozasbdél kaptunk.ohddrabok tobbnyire 30-60 éves alanyoktol
szarmaztak és azokat a WHO Helsinki Deklaraciojanagfeleben hasznaltuk fel. A
szortusdk eltavolitasat és tenyésztéséet Philpott '90-ekldse kidolgozott eljarasa alapjan
vegeztuk (Philpott és mtsai., 1990 és 1994). A hdghort elssként kb. 0,5x1 cm-es
szeletekre vagtuk, aéb felszinével parhuzamosan elmetszettik a dernziszksitisz hatar
kozelében, majd az epidermiszt és a dermiszt ditattak. A kialld6 sHrtiiszdket csipesz

segitségeével kiemeltik a szubkutiszbol. Ezt késetaz ép, anagén VI ndvekedési fazisban
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levé szrtiszdket harmaséval 24-lyuku tenyédedénybe helyeztik. A follikulusok
tenyésztését 9 napon keresztil 37°C-on, 5% @@almu atmoszféraban végeztik. A
fenntartdas sordn alkalmazott tenyésiatot (Williams’ E Medium, Invitrogen, Paisley,
Egyesiilt Kirdlysag) az alabbiakkal egészitettik2kmM L-glutamin (Invitrogen), 10 ng/ml
hidrokortizon  (Sigma-Aldrich), 10 pg/ml inzulin  (Sigma-Aldrich), 50 pg/ml
streptomycin(TEVA, Debrecen, Magyarorszag) és 5@lyenicillin (TEVA). A kezeléseket
minden méasodik napon az oldatcserék alkalmavabthalt végre. A sértlistk ndvekedését
egy, az izolal6 mikroszkop okularjaba beépitett nikéter segitségével kdvettilk nyomon

(egy-két naponta, egyesével mérve).

A s@rtuszok szovettani elkészitése

A tenyésztés végén adstisdket C&*- és Md-mentes foszfat-pufferelt séoldatban
(PBS: 135 mM NaCl, 5 mM KCI, 8 mM NHEPQ,, 3 mM NaHPQ,, pH 7,4) tortééh mosas
utan fagyasztd matrixba (Cryochrom Embedding Meditimermo Shandon, Pittsburg, PA,
USA) agyaztuk be, majd folyékony nitrogéen segitséydefagyasztottuk, végul Cryotome-
mal (Thermo Shandon) 648m vastagsagu metszeteket készitettiinklilel A fagyasztott

metszeteket20°C-on acetonnal 10 percig fixaltuk.

Hisztomorfometriai vizsgalatok, melanintartalom-miegtarozas

A hajciklus kulonboé stadiumainak elkilonitésére hematoxilin-eozinésiskoveden
hisztomorfometriai analizist alkalmaztunk. A faggtaa metszett human &zliszket a
fixalasat koveien hematoxilinba helyeztiik 5 percre, majd csapvinesast kévéen 10

percig eozinnal festettik (mindké&tSigma-Aldrich). Az utolsé mosast koven a fedeést
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vizes alapu feéimédiummal (DakoCytomation Faramount Aqueous MowgntMedium,
Dako, Carpinteria, CA, USA) végeztuk.

A melanintartalom lathatova tételére a Fontana-Mlassszovettani eljarast
alkalmaztuk. Ennek soran a metszeteket etanolacelsl ardnyl elegyében 10 percig
fixaltuk, majd tris pufferelt séoldatban (TBS: Qy6NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 7,5) tortén
mosast koveéen 10%-o0s ezustnitrat-oldatban 40 percig inkuba®e*C-on, sététben. Ezutan
5%-0s natriumtioszulfat-oldatban tartottuk a metsizet 1 percig, végul hematoxilinnel

magfestést végeztiink (Barbosa és mtsai., 1984).

Proliferalé és apoptotizal6 sejtek egyuttes kimdisa a sdrtliszsben

A tenyeésztett satiisBkon a proliferald és az apoptotikus sejtek egyid@nutatasara
a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl TransfeeaBiotin-dUTP Nick End Labeling)
kettos festést hasznaltuk. Az eljaras soran az osztégiekgelenlétasl a Ki-67 proliferacios
marker immunhisztokémiai kimutatasa ad felvilagaositaz apoptotizalo sejtek megjelenitése
pedig a DNS-fragmentacio soran keletkezett szabadé8ek jelblésén alapul. A két
festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-os pardfiemdben, majd etanol-ecetsav 2:1
aranyu oldatdban fixaltuk. Els lépésként a metszeteket Reakciopuffer — Terminalis
deoxinukleotidil transzferaz (TdT) enzim (mindke&popTag Fluorescein In Situ Apoptosis
Detection Kit, Invitrogen) 70:30 aranyu elegyévekubaltuk 37°C-on 60 percen keresztlil,
mely soran a TdT enzim a reakciopufferben talalhdigpxigenin-jeldlt nukleotidokat az
apoptotikusan fragmentalt DNS 3'-OH végeihez kaftas® reakcio leallitasat és 10%-o0s
normal kecske szérumos (Dako, PBS-ben higitva)kblakat koveten a metszeteket egy
€jszakan at inkubaltuk egérben termeltetett Ki-B&@nes antitesttel (1:20 Dako, 2% normal
kecske szérumot tartalmaz6é PBS-ben higitva). Utdpésként a digoxigenin-jelolt DNS-

fragmentumokhoz FITC-konjugalt, digoxigenin-ellermeditestet kapcsoltunk (TUNEL Kkit), a
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Ki-67 ellenes antitesthez pedig Texas-vorosseltjelgér 1gG k szakasza elleni kecskében
termeltetett 19G-t (1:200, Jackson Immuno Reseawehst Grove, PA, USA, 2% normal
kecske normél szérumot tartalmazé PBS-ben higikéadttink. Veégul 4,6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) magfedit tartalmazé fedmédiummal (Vector, Burlingame, CA, USA)
lefedtlk a targylemezeket. A festés soran negathtrkllként a TdT enzimreakcid, illetve a

Ki-67 ellenes antitest elhagyasa szolgalt.

Kilsd gyokérhuvely (ORS) és HaCaT keratinocytak tenyéset

Az ORS keratinocytdkat anagén VI folliculusokbodlentyik, melyeket egy csipesz
segitségével a szemoldok tertlétdavolitottunk el (Limat és Noser, 1986, Limatréssai.,
1989). A csoportonként 20-30 eltavolitottdiszt haromszor mostuk steril PBS-ben, majd
egy oran at 0,1% tripszin-0,2% EDTA (mindKethvitrogen) oldatban emésztettiik 37°C-on.
Az emészioldatot 10% embrionalis borjuszérumot (FBS, Signidridh) tartalmazé oldattal
inaktivaltuk, majd a sejtszuszpenziot tobbszoérutéittuk. Végezetil 10 percig 1.000
fordulat/perc sebességen centrifugaltuk, és anygyt ORS sejteket 0,4 ug/ml mitomycin-C
(Sigma-Aldrich) oldattal egy éjszakan abladzelt (osztédasaban gatolt) human dermalis
fibroblast (HDF) taplalo sejtrétegre szélesztettBktenyésztés Ham’'s F12 és Dulbecco’s
Modified Eagle’s tenyéséobldatok (mindketi Invitrogen) 1:3 aranyu keverékében tortént,
mely a kovetkeZ anyagokat tartalmazta kiegészitésként: 10% FelaheCll (HyClone,
Thermo Shandon), 0,1 nM koleratoxin, 5 pg/ml inau0,4 pg/ml hidrokortizon, 2,43 pug/ml
adenin, 2 nM T3, 10 ng/ml epidermalis ndvekedékioia 1 mM aszkorbil-2-foszfat (mind
Sigma-Aldrich) és antibiotikumok (50 U/ml peniaillés 5Qug/ml streptomycin, TEVA).

A HaCaT keratinocytakat 10% FBS-t, és a fent emnléatibiotikumokat tartalmazoé

Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésnidatban (DMEM, Invitrogen) tenyésztettik.
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Dermélis papilla (DP) ereddt primer fibroblast tenyészet Iétrehozasa

A DP fibroblast tenyészet kialakitAsahoz frissenlélt anagén VI satliszket
alkalmaztunk Magerl és mtsai. (2002) munkaja alapf eljaras soran az izolaltsriszt
hossztengelyével parhuzamosan tartva, a bulbusttifolégional csipesszel enyhén
megszoritottuk, majd egy hegyes szikével asszivetes tok proximalis veégét atvagtuk.
Ennek kdszonhéen szabadda valt az intakt DP, amit egy csipesissggvel 35 mm-es
Petri-csészében {yottik, és megfelél tenyészioldatban (Follikularis DP Sejt Médium
kiegészitve: 4% FBS, qug/ml inzulin, 1 ng/ml FGF; mind PromoCell, Heidelbe
Németorszag) tartottuk, mig a DP fibroblast sekieiéttek a DP-bdl. Az igy nyert primer DP

fibroblast sejtek 1-2 passzalasat kdeet végeztik el kisérleteinket.

Szemikvantitativ reverztranszkriptaz PCR (RT-PCR)térmék szekvencia analizis

Els6 l1épésként telies RNS frakciot izolaltunk tenyégzgortiiszkbél RNeasy Kit
(Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével, majdaalt RNS frakcio 0,5ug-janak reverz
traszkripcidjat hajtottuk végre SuperScript reveanszkriptaz (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) segitségével a gyarté leirdsanak felelfen. Az igy kapott cDNS-t
hasznaltuk fel a kovetk8kben leirt polimeraz lancreakciék (PCR) templatjgkéA TSH
receptor esetében a forward primer: 5-ATG AGG CGAT CGG AGG ATG GA-3, a
reverz primer: 5’-ATG CAT GAC TTG GAA TAG TTC TC-IMWG Biotech, Ebersberg,
Németorszag), dprofil: 94°C 2 perc (p), 40 ciklus 94°C 30 méasodpgnp), 50°C 30 mp,
68°C 30 mp. A TSH receptor PCR elemzésének stamzdbagahoz hasznalt G6PDH
haztartasi gén esetében: a forward és reverz piiR@rhe, Mannheim, Németorszag) nem
nyilvanos, éprofil: 94°C 2 p, 40 ciklus 94°C 30 mp, 58°C 30 n§&°C 30 mp. A
tireoglobulin (TG) esetében a forward primer: 5 GCCG TCA TCA GCC ATG AG-3', a
reverz primer: 5-TGA GTC CTC GCC ACC CAG AGA A-Bintegrated DNA Technology

31



Inc, Corallville, 1A, USA), Bprofil: 95°C 2,5 p, 35 ciklus 94°C 30 mp, 64°C 30, m2°C 30
mp, végul 72°C 5p. A pajzsmirigy transzkripciostéakl (TTF-1) esetében a forward primer:
5- CAG TGT CTG ACA TCT TGA GT-3', a reverz primes’-AGC GCT GTT CCG CAT
GGT GT-3' (Integrated DNA Technology Inc.)éprofil: 95°C 2,5 p, 30 ciklus 94°C 30 mp,
58°C 30 mp, 72°C 30 mp, végil 72°C 5p. Az utdbhidgetben 18S riboszomalis RNS-t
alkalmaztunk bels kontrollként, ebben az esetben a forward priméer:,T9C GGA ACT
GAG GCC ATG AT-3, a reverz primer. 5-TTT CGC TCGGT CCG TCT TG, TG-
3'(Integrated DNA Technology Inc.),6profil: 95°C 2,5 p, 25 ciklus 94°C 30 mp, 60°C 30
mp, 72°C 30 mp, végul 72°C 5p. A PCR termékekelieti-bromidot tartalmazo6 0,7%-0s
(TSH receptor) és 2%-o0s (TG, TTF-1) agar6z géldaszéottuk el, majd a lefotézott savokat
ImageJ szoftver (National Institutes of Health (NIHBethesda, MD, USA) segitségével
elemeztik. A TG expresszio mértékét az ugyanazowéimean mért 18S RNS-re normalizalva
adtuk meg, pozitiv kontrollként agymintat haszrnd#tu A negativ kontrollok az RNS
elhagyaséaval készlltek (nontempléat kontroll).

A TG cDNS amplifikaciojanak specificitdsat olvadgsirbe analizissel, Light Cycler
(Roche) segitségével vizsgaltuk. Emellett elvédeaUTG cDNS szekvencia elemzését is
dideoxy médszerrel a kordbban haszalt forward @erzeprimerekkel egyarant 377 DNA

szekvencia analizal6 készulékkel (Applied Biosyste(®anger, 1981).

Microarray analizis

A microarray alapu génexpresszio analizishez kgbmig) szarmazo satliisz mintak
kerlltek felhasznalasra Human Whole Genome Oligarddirray® (44K) chip-en. A
vizsgalatot a Miltenyi Biotech GmbH (Bergisch-Gladh, Németorszag) végezte. A frissen
izolalt s®rtiszket 24 6ran keresztil kezeltik 100 mU/ml TSH-valvéganyaggal, majd

telies RNS frakciot izolaltunk TRIzol reagens (lmegen) segitségével. A kinyert RNS
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minéségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa &|&@A, USA) segitségével hataroztak
meg. Ezt kovéten a teljes RNS 150 ng-janak lineéaris amplifiké&tidgjoveten Cy3- és Cy5s-
festékekkel jeldlték a kontroll és kezelt mintdklsahrmazd RNS mintakat. Végul az emlitett
microarray chipre hibridizalt, jelolt mintakat agyient’s Microarray Scanner (Agilent) chip-

olvasoval szkennelték.

A célgének kivalasztasa az alabbi kritériumok aapjortént: a mindkét egyénben
megfigyelhed, azonos iranyld, minimum 1,5-szeres valtozasokaD,q801 esetében
tekintettlik szignifikans expresszié-valtozasnaknisroarray vizsgalatok alapjan kivalasztott
célgének expressziovaltozasanak mégjgisére g-PCR analizist is végeztink egy Ujabb
donorbdl nyert kontroll és 100 mU/ml TSH-val kezs#rtiiszk, valamint DP fibroblastok

segitségével.

RNS izolalas, reverz transzkripci6, kvantitativ PQG&RPCR)

A sejtek teljes RNS tartalmat TRIzol reagens (lmogen) felhasznalasaval izolaltuk.
A teljes RNS 3pug-jabol kiindulva reverz transzkipciot veégeztink 1b AMV reverz
transzkriptazt (Promega, Madison, WI, USA) és 0,Q2ful random primert (Promega)
felhasznalva. Az igy édllitott cDNS-l kvantitativ polimeraz lancreakcio (g-PCR)
segitségével TagMan Universal PCR Master Mix Padtdépplied Biosystems) alapjan
mutattuk ki a kovetkdikben felsorolt transzkripteket TagMan primerek égbpk
alkalmazasaval. A génexpresszido relativ. mennyiségétACT mobdszerrel (Applied
Biosystems) hataroztuk meg. A g-PCR kisérleteket RBsm 7000 készuléken (Applied
Biosystems) végeztik el. Kisérleteink soran az gyanszkriptek kimutatasara az alabbi
TagMan Gene Expression Assay-ket (Applied Biosys)eatkalmaztuk: TRPV3 (azonositd

Hs00376854 _m1l), készoveti novekedesi faktor (CTGF, azonositd Hs001Z0M1),

33



glutation peroxiddz 3 (GPX3, azonosité Hs0017356H, nzom tipusu piruvat kindz 2
(PKM2, azonosito6 Hs00987255_m1l), citokrom-C oxidd&z (MTCO1, azonosito
Hs02596864 gl). Beais kontrollként gliceraldehid-3-foszfat-dehidrogena#GAPDH,

azonosité Hs99999905 m1l), valamint ciklofilin A (BP azonosit6 Hs99999904 m1l)

transzkriptjeit hataroztuk meg.

Immunhiszto- és citokémia

A TRPV3 kimutatasa izolalt értiszkben fluoreszcens immunhisztokémiai
modszerrel tortént. A fagyasztott metszeteket axetofixaltuk (5 perc, —20°C), majd 5%
borju szérum albumint (BSA, Sigma-Aldrich) tartamdaPBS oldattal szobé&meérsekleten 30
percig inkubaltuk, ami az éldleges antitest nem-specifikus &@ésének gatlasara szolgalt. A
metszeteket az dldleges TRPV3 ellenes antitestt@. tablaza) egy éjszakan at 4°C-on
inkubaltuk. PBS-sel torténmosast kovéen Alexa Fluor 488 festékkel konjugalt, nyul IgG
Fc szakasz elleni kecskében termeltetett masodlagu#esitel (1:500, Invitrogen)
szobaldmeérseékleten végeztik a jeldlést egy oOras inkubacégel. Magfestkent DAPI-t
(Vector) alkalmaztunk. A reakcio specificitasandler@rzése blokkold peptiddel (AbCam,
Cambridge, Egyesitilt Kiralysag), és/vagy addlsges antitest elhagyasaval tortént.

A TRPV3 és keratin 7 (KRT7) ORS keratinocytakontéid immuncitokémiai
kimutatasahoz a fétemezre szélesztett sejteket adbbiekhez hasonléan acetonnal fixaltuk,
majd PBS oldattal mostuk, és 5% BSA-t (Sigma-Aldyitartalmazo PBS oldattal blokkoltuk
(30 perc, szobdmérséklet). Ezt kdovéen a sejteket nyulban termeltetett TRPV3 ellenes
elsbdleges antitesttel2( tablaza) — és vele parhuzamosan — egérben termeltetett7KRT
ellenes antitesttel2( tablaza) egy éjszakan kereszil 4°C-on inkubaltuk. Fluaresg
mikroszkopiahoz a metszeteket 60 percig szotvansekleten Alexa Fluor 488-cal konjugalt

kecskében termeltetett nydl IgG Bzakasz ellenes masodlagos antitesttel (1:500gpsE$
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PBS-ben) (Invitrogen), valamint Alexa Fluor 568-&ainjugalt kecskében termeltetett egér
lgG R szakasz ellenes méasodlagos antitesttel (1:500igisd$r PBS-ben) inkubdltuk. A

sejtmagokat DAPI festés (Vector) segitségévelkdéthatova.

Célfehérje Eredet Faj Higitas Modszer
ACTA2 Sigma-Aldrich, egeér 1:50 ABC
(SMA, Skalli és mtsai.,
1986)
CD90 Dianova, Hamburg, egeér 1:100 F-ICC
Németorszag
KRT5 PROGEN, Heidelberg, tengerimalac 1:500 ABC
(Langbein és mtsai., Németorszag
2005)
KRT7 Novus Biologicals, egeér 1:100 F-ICC
Cambridge, Egyestult
Kiralysag
Ki-67 DAKO, Glostrup, Dania egér 1:20 direkt F-IHC
MTCO1 Mitosciences, egeér 1:50, 1:50 ABC, F-ICC
Eugene, OR, USA
TRPV3 AbCam nyul 1:200 indirekt F-IHC,
F-ICC
TSH receptor InVivo BioTech Services, egeér 1:200, 1:1000, ABC, TSA,
(Costagliola és mtsai., Henningsdorf, Németorszag 1: 100, 1:100 indirekt F-IHC,
1998) F-ICC

2. tablazat: Az immunjeldlések soran felhasznakidlleges antitestek
Alkamazott médszerek roviditései: ABC: avidin-bidtomplex, F-ICC: fluoreszcens immuncitokémia, EIH
fluoreszcens immunhisztokémia, TSA: tiramid szrdisanplifikacio.

A TSH receptor, a simaizom2-aktin (ACTA2), az MTCO1 és a keratin 5 (KRT5)
proteinek immunhisztokémiai kimutatdsahoz peroxidalapa avidin-biotin-komplexet
(Vectastain ABC Kit; Vector) alkalmaztunk. Vizsgtmkat plasztikai mitétek soran nyert
normal human dérmintakbdl és izolalt satiszkbdl fagyasztva metszessel készitetiu@
vastag metszeteken végeztik, amelyeket acetond@tuink (5 perc, —20°C). A szovetben
eléfordulé endogén peroxidazok gatlasara a metszeteket HO,-ot tartalmazo metanollal
kezeltuk, majd 10% normal kecske szérumot tartaim@BS-ben (Sigma-Aldrich)
inkubaltuk, hogy gatoljuk az dldleges antitest nem-specifikus &dését. A metszeteketZa

tablazatban felsorolt el$dleges antitestekkel egy éjszakan at 4°C-on inkukabmit az
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elsbdleges antitestnek megfeleh immunizalt (egér illetve tengerimalac IgG &legység
ellenes) kecskéth szarmaza, biotinilalt masodlagos antitest (1:2#tkson ImmunoResearch
Laboratories) hozzaadasa kovetett. A streptavidimugalt torma-peroxidaz (Vectastain
ABC Kit, Vector) biotinhoz val6 kditdése utdn a peroxidaz-aktivitds kimutataséara peéaxi
szubsztrat kitet (AEC Peroxidase Substrate Kit, tv@calkalmaztunk. A magfestéshez
hematoxilint (Sigma-Aldrich) hasznaltunk. A reakd@pecificitasanak ellémzésére a TSH
receptor immunhisztokémiai kimutatadsanal pozitiv ntkaollként fagyasztva metszett
pajzsmirigy mintat hasznaltunk, valamint a Belsegativ kontroll mellett az dldleges
antitest elhagyasat is alkalmaztuk. Az ACTA és alBRsetében pozitiv kontrollként emberi
bérmintat hasznéltunk, mivel az ACTA-t a vérerek &s\varejtekmirigyek mioepitelialis
sejtjei (Schon és mtsai., 1999; Scofield és mt&4Q5), a KRT5-t pedig a bazalis réteg
epidermalis sejtjei, valamint a kdlgyokérhtively keratinocytak (Langbein és mtsaiQ30
expresszaljak.

Az izolalt s®rtisddk TSH kezelés hatasara megfigyethefT'SH receptor
expressziovaltozasanak kimutatasahoz tiramid smdihsamplifikaciés (TSA) modszert
alkalmaztunk. A TSA eljaras soran az endogén pdézdk gatlasat (3% J@, PBS-ben, 15
perc) koveben a nem-specifikus kédéseket 10% normal kecske szérummal (TBS-ben)
blokkoltuk. Az el$dleges TSH receptor-ellenes antitestieltdblazal) egy éjszakan at (4°C),
majd a biotinilalt masodlagos egér IgG $zakasz ellenes kecske IgG-vel (1:200, Dako) 45
percig szobabmérsékleten inkubaltuk a mintakat, majd streptavidinjugalt torma-
peroxidazzal (1:100 TNB pufferben, 30 perc, a TSAr&sze, Perkin-Elmer, Boston, MA,
USA) jeldltik. Utolso lépéseként a metszeteketntidlal (1:50 Amplification Diluent-ben,
TSA kit, Perkin-Elmer) kezeltik 5 percig. Az eddigben felsorolt immunfestések

intenzitdsanak kvantitativ elemzését ImageJ (NIEftser segitségével végeztik el. A

36



kvantifikalas soran csoportonként 20-30 follikulere meghatarozott, régzitett nagysagu
terlletének intenzitasat meértik, majd feltiintegglosszehasonlitottuk azok atlagat.

A TSH receptor immuncitokémiai kimutatasahoz a OBroblastokat 24-lyukd
tenyésziedénybe helyezett steril fdlémezre szélesztettik, és 60%-0s konfluencia @iyés
tenyésztettik. Acetonos fixalast koden (5 perc-20°C) a sejteket TBS pufferrel mostuk,
majd 10% normal kecske szérumot tartalmazo TBS{&¢ma-Aldrich) blokkoltuk.
Kovetked lepéskent 2% normal kecske szerumot tartalmazé-Gasthigitott, egérben TSH
receptor ellen termeltetett primer antitesttel thblazal 4°C-on egy éjszakan at inkubaltuk.
A masodlagos, kecskében termeltetett, Rodamin sétdsonjugalt egér 1gG J~szakasz
ellenes antitestet (higitas: 1:200 TBS-ben, Jack$omunoResearch Laboratories)
szobaldmeérseékleten 60 percig hagytuk a sejteken, végldjinagokat DAPI-val (Vector)
tettik lathatova.

A fibroblast marker CD90 és az MTCO1 immuncitokémkamutatasat hasonlo
jelolési technikakkal hajtottuk végre, amihez egérermeltetett anti-CD90 és anti-MTCOL1
elstdleges antitestekeR ( tablazaf) alkalmaztunk. A jel lathatova tételehez mindksetben
kecskében termeltetett FITC konjugalt egér IgG Fakasz ellenes (1:200 TBS-ben, Vector)
masodlagos antitestet hasznaltunk, a magfsntén DAPI volt. A negativ kontrollok primer
antitestek elhagyasaval késziltek.

Az immunfestéseld Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokio, Japan) fluoresas
mikorszkoppal és Zeiss LSM 510 konfokalis mikroggb@é (Zeiss, Oberkochen,

Németorszag) készliltek a felvételek.

Western blot
Az ORS és HaCaT keratinocytdk Western blot andizslaboratériumunkban mar
kordbban hasznalt protokollnak megfétn (Bir6 és mtsai., 199&oczan és mtsai., 2000)
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végeztiuk. A sejteket lizis pufferben arattuk le (@M Tris-HCI, pH 7,4, 5 mM EGTA,
protedz inhibitor koktél 1:100-ban higitva, min&igma-Aldrich-tél), majd jégen ultrahangos
feltarast végeztiink. Ezt koven a lizatumok fehérjetartalmat médositott BCA eiotassay
(Pierce, Rockford, IL, USA) segitségével hataroztudg, majd megfelélhigitast koveten
(5% p-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% SDS, 62 mM TR28, mM ditiotreitol, 0,002
VIV% bromfenolkék, mind Sigma-Aldrich) a fehérjélerthturalasat 10 perces 100°C-on
tortérs fozéssel hajtottuk végre. Az igy elkészitett mintdkdmionos protein mennyiségeket
felhasznalva SDS poliakrilamid gélelektroforézigigeztiink (SDS-PAGE, Laemmli, 1970)
100 V konstans fesziltségen. Az elekroforézish®2o79s poliakrilamid gélt készitettlink,
majd 1-1 mintafelvié valylba 60 pg proteint tartalmazé mintat vittiek £zt koveben a
gélsl a fehérjét nitrocelluloz membranra (Whatmann, détone, Egyesllt Kirdlysag)
transzferaltuk, 100 V konstans feszlltségen. A nramiszabad kéhelyeit 5% sovany
tejport tartalmazé PBS-ben 20 percig blokkoltukte#®meérsekleten, majd a vizsgélat soran
nyulban termeltetett TRPV3 ellenes antitesttel (Ab¥ 1:500 higitasban, 5% tejport
tartalmaz6 PBS-ben inkubdltuk 4°C-on egy éjszak@medztil. Az inkubaciét kovétn a
membrant 30 percig mostuk PBST-ben (0,1% TweenE8-Ben, Sigma-Aldrich), majd egy
torma peroxidazzal-konjugalt nyul IgG: Bzakasz ellenes masodlagos antitesttel (EnVision
labeling, Dako) 60 percen keresztiil inkubaltuk.dbj@x10 perc PBST-s mosast ket az
immunreakcidk eredményét kemilumineszcens szulidatraegitségével (SuperSignal West
Pico Chemiluminescent Substrate; Pierce) tettikatéva, a jeleket Kodak Gel Logic 1500
képalkotdé rendszer (Kodak, Tokid, Japan) alkalmazadisdetektaltuk. A negativ kontrollok

primer antitestek elhagyasaval késziiltek.
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Az intracellularis kalcium koncentraci6 ([C&]ic) meghatarozasa

Az ORS keratinocyta sejteket 20.000 sejt/lyuktiségben 96-lyuku fekete falu,
atlatszo6 alju edényekbe (Greiner BioOne, FrickesBauNémetorszag) osztédasukban gatolt
HDF (900 sejt/lyuk) taplalérétegre szélesztettilgjdnaz edényeket 24 oran at 37°C-on
tartottuk ORS keratinocyta tenyé&aldatban. A meérés napjan haromszori Hank oldatés (1
BSA, 2,5 mM Probenecid, 136,8 mM NacCl, 5,4 mM KGJ34 mM NaHPQ,, 0,44 mM
KH2PO,, 0,81 mM MgSQ, 1,26 mM Cadl, 5,56 mM glukoz, 4,17 mM NaHGOpH 7,2,
mind Sigma-Aldrich) mosast kovetn a sejteket 2 UM kalciumérzékeny fluoreszcens-Elu
festék acetoximetilészter formajaval (Fluo-4 AM Kasidatban oldva, Invitrogen) 30 percig
inkubaltuk 37°C-on. A Fluo-4 AM-rel feltdltott sek Ca&'-jelét FlexStation fi®* (FLIPR,
Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) fluoreszcemscroplate reader segitségével
mertuk. A kinetikai mérések 30. masodpercébentiazaerbe épitett pipettorfej segitsegeével
automatikusan adagoltuk a sejtekhez a Kewslagokat. Az igy bekovetk&z[Ca']ic
valtozasokat 490 nm excitacios és 520 nm emisdzidimhossz mellett detektaltuk. A
szamitasokhoz négy kisérletben meért eredményegaattaasznaltuk, az értékeket atlag+SE

formaban tuntettik fel.

Patch-clamp méreés

A patch-clamp mérésekhez az ORS keratinocytdkatmb® atmééji, 0,1 mm
vastagsagu fédemezre szélesztettik, a fdeimezt 37°C-ra beallitottémérséklei perfuzios
kamréba, egy Nikon inverz mikroszkép targyasztalietyeztik. A mérésekhez Multiclamp-
700A (Axon Instruments, Molecular Devices) tipustbsést hasznaltunk teljes-sejtes
konfiguraciéban (Hamill és mtsai., 1981). A 2-Allendllasu boroszilikat pipettdkat 100
mM K-aszpartét, 45 mM KCI, 1 mM Mggl10 mM EGTA, 5 mM HEPES és 3 mM K-ATP-
tartalma bel§ oldattal (pH 7,2) toltottuk fel. A fedemezeket 140 mM NacCl, 5,4 mM KCl,
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2,5 CaC}, 1,2 MgCh, 5 mM HEPES, 10 mM glikéz tartalmu kéloldattal (pH 7,4)
perfundaltuk. A kezelések soran a torzsoldatokahimuim 10.000-szeres higitdsban
alkamaztuk. A gigaseal (>XGellenallas) elérése utan enyhe szivas alkalmaabgagy 1,5
V-0s 1 ms-0s pulzusokkal hoztuk lérte a teljeseseitonfiguraciot. Minden sejt esetében a
mért ionaramokat az adott sejt kapacitasara noralalk, ennek meghatarozasahd mv

es —20 mV kozotti depolarizald impulzusokat alkalmaxurA sejtek atlagos lineéris
kapacitasa 34,5+2,5 pF-nak adddott, mig a soresdlhs 5-10 MR volt, kompenzaciét nem
alkalmaztunk. Amennyiben a méréséets percében a mért aramok instabilak vagy magasak
voltak, esetleg emelkedett a soros ellenallassérlet adatait kihagytuk a tovabbi elemzZ#sb

Az elektromos jeleket 10 kHz frekvenciaval rogziikt(Digidata 1322A, Axon Instruments),

majd az elemzést pClamp 9.0 szoftver (Axon Instmis)esegitségével végeztik.

Az életképesség meghatarozasa

A sejtek ndvekedését CyQuant sejtproliferacios(lkivitrogen) segitségével a sejtek
DNS tartalmanak méréseével hataroztuk meg. Az ORS8tikecyta sejteket 10.000 sejt/lyuk
siriségben osztodasukban géatolt HDF (900 sejt/lyuklakd@tegre 96-lyuka fekete fald,
atlatszé alju edéenyekbe (Greiner BioOne, Frickesaapy Németorszag) szeélesztettik, majd
72 oran keresztll tenyésztettik. A meérés napjaeitekssl a tapoldatot eltavolitottuk, PBS-
sel mostuk, majd a maradék mosooldat eltavolitédsa az edényeket lefagyasztottuk. Végil
a sejteket tartalmazd edényeket kiolvasztottuk,dmsgjtlizis-pufferben oldott CyQuant
festékkel (Invitrogen) 5 percig inkubaltuk. A fdstiduoreszcenciajat 480 nm-es excitacios €s
520 nm-es emissziés hulldmhosszon mértik Flex®tatid® (Molecular Devices)
spektrofluorométer segitségével. A mért fluorese@earanyos az élsejtek szamaval, amit a

kontroll szazalékadban adtunk meg. A kontrollhozzeisyitott csokkenés esetén tovabbi
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vizsgalatokat végeztink annak megallapitasara, lvsgik a proliferacié gatlasarél vagy a

sejtek elhalasardl van szo.

A mitokondrialis membranpotencial vizsgélata

A mitokondrialis membranpotencial csokkenése azpeqmis egyik legels markere
(Green és Reed, 1998; Susin és mtsai.,, 1998). AS @Bratinocytak mitokondrialis
membranpotencialjat 24 oras kezelés utan MitoProliI€,(5) Assay Kit-tel (Invitrogen)
vizsgaltuk. Az alkalmazott koncentracioban a festékjelenés membranpotenciallal
rendelked mitokondriumokban halmozodik fel. Az apoptotikudymatok soran a sejtek
mitokondrialis membranpotencialja csokken, igy arik felhalmozédd kevesebb festék
halmozodik fel bennik, ami fluoreszcenciaintenzids8kkenés formajaban vizualizalhato.
Pozitiv kontrollként a mitokondridlis membranpotiéhccsokkenését karbonil-cianid-3-
klorofenil-hidrazonnal (CCCP-vel) valtottuk ki, andz RF; ATP szintdz funkcionalis
egyseget képes szétkapcsolni (Williams és Domi®@0)l Az ORS keratinocytakat fekete
fala, atlatszo alju 96-lyukd lemezekben (Greinep-Bine) tenyésztettik 10.000 sejt/lyuk
denzitasban (900 sejt/lyuk osztodasukban gatolélapiDF sejtrétegen) és 3 napig kezeltik
a TRPV3 aktivatorok kulonbézdozisaival. A fellliszok leszivasa utan a sejteketyarto
utasitasai szerint 1:200 aranyban higitott R munkareagenssel 37°C-on 30 percig
inkubaltuk. Ezt kéveien a sejteket PBS-sel mostuk, és a BB fluoreszcenciat 630 nm-es
excitaciés és 670 nm-es emissziés hullamhosszortiikndtlexStation 24 (Molecular
Devices) spektrofluorométer segitségével. Az eregmiéet ebben az esetben is a kontroll

szazalékaban adtuk meg.

41



A citotoxicitas vizsgalata

A mitokondridlis membranpotencial vizsgalataval hpemamosan SYTOX Green
(Invitrogen) jeldlést is végeztink. Ehhez a sejtekkét festékkel egyszerre inkubaltuk, majd
a megfeled hullamhosszokon meértiik a fluoreszcencia intenzig¢TOX Green (Invitrogen)
nagymérdi fluoreszcens festék, amely a sejtmagban a duplaB?éS-hez kéddik, azonban
az ép sejtek membranjan nem jut at. igy csak airaptmembran(, nekrotikus sejtekbe jut
be, ahol megfelélgerjesztés esetén zolden fluoreszkal. A z6ld @spcencia intenzitasabol a
tenyészetben lévcitotoxikus folyamatokra kdvetkeztethetiink. A \gakatok soran a sejteket
a fent emlitett denzitdsban 96-lyuku, fekete fatlatszé alju lemezen (Grenier Bio-One)
tenyésztettik, és tobb napon keresztil kezeltthkezelések végeztével a sejteket tapoldatban
higitott 1 uM SYTOX Green DNS festékkel (Invitrogen) inkubalt@7°C-on 30 percen
keresztul. Kétszeri PBS-ben toréémrmosast kovéen a SYTOX Green fluoreszcencia
intenzitasat az egyes lyukakban FlexStatidfi* (Molecular Devices) spektrofluorométerrel
hataroztuk meg 490 nm gerjesztési és 520 nm eragsshullamhossz mellett. Az

eredményeket a kontroll szazalékaban tuntetttk fel.

RNS interferencia (RNSi)

Az ORS keratinocytakat Neon Transzfekciés Kit (trogen) segitségével
transzfektaltuk a gyartdé utasitasait kovetve. Aapadd sejtek felvdlasztasat és PBS-sel
tortérd mosasat kovéen Reszuszpenzids pufferben (Neon Transzfekcids d€szetétel
ismeretlen, Invitrogen) vettik fel azokat. Ehheztuedaz RNSi kontrolljaul szolgald
scrambled (Invitrogen) illetve a TRPV3-specifikusis kinterferald6 RNS (SiRNS)
oligonukleotidokat (ID: HSS136316 és HSS175965, ittagen) 40 nM-os
végkoncentracidban, majd elektroporacioval trardafaik a sejteket (beallitasok: 900 V, 20
ms, két impulzus). Végul a transzfektalt sejtek&t fBm-es Petri-csészébe és 96 lyuku
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lemezekre szélesztettik a tovabbi vizsgalatokhoz. RNSi medialt géncsendesités
hatékonysagat négy napig naponta @itk Western blot és Gaimaging technikékkal
(nincs bemutatva). Két siRNS oligonukleotid esetébd RPV3 géncsendesités hatékonysaga
tobb mint 70% volt a transzfekcidt koseR. napon és az azt kovekét napban is, ezért

kisérleteinket a transzfekciét kowe2. napon végeztik el.

CAMP szint meghatarozasa feliliszobol

A cAMP szint meghatarozashoz asdiaszket, valamint a DP fibroblastokat 24 éran
keresztll kezeltiik olddészerrel vagy 100 mU/ml TSH-¢Sigma-Aldrich) 0,45 mM 3-
isobutil-1-methylxanthine (IBMX, Sigma-Aldrich) jehlétében, ami a cCAMP foszfodiészteraz
hatékony gatlészere. Ezt kdgeh a tenyészetek fellliszojabdl kvantitativ cAMPHsmérest
veégeztink kompetitiv ELISA (Parameter Cyclic AMPsAg, R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt, Németorszag) segitségével a gyarséiak megfeléén.

Statisztikai elemzések

Mérési eredményeinket atlagtSE formaban adtuk m&g. adatok statisztikai
kiértékelésére és dsszehasonlitdsara 5%-0s skaymifa szint mellett kétmintas parositatlan
t-prébat (patch-clamp mérések esetében parosipoftba) alkalmaztunk. A 7. és 17.A 4brak

esetében egyutas varianciaanalizist és Dunnetetésxzégeztiink.
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EREDMENYEK

A TRPVS kifejezdik human hajfolliculusokban és primer kilg gyokérhuvely (ORS

keratinocyta tenyészetben

Korabbi irodalmi adatok alapjé
ismeretes, hogy a TRPV3 expresszaléd
huméan Br interfollikuldris epidermalis
keratinocytéain (Facersémtse., 2007). Jelen
kisérleteink soran &bzor meg kivantuk
hatdrozni a TRPV3 kifejeddését rtin
plasztikai  niitétekbl szarmazo telje
vastagsagu, egészséges fdjlbdl izolalt,
huméan  sértiszkon. Immunhisztokémia
technikaval kimutattuk, hogy a TRP\fehérje
expresszalodik az anagén VI fazisbanél

szortiszkon; jelenléte el8sorban z ORS,

valamint kismértékbea matrix keratinocyta ) . —,.
4. abra: A TRPV3 proteirkifejezsdés: frissen

p p . . , izolalt human s#rtiszben
rétegére  korlatozodik 4( abra). Ezen trpy3 specifikus immunhisztokémiai jeli

(zéld) frisse izolalt anagén sirtiszben.

megfigyelésekkel dsszhangban jeter  Magfestként DAPIt (kék) alkalmaztunk. OR
kilss gyokérhively, MK: matrix keratinocyté
DP: dermalis papilla, NK: negativ kontrol

TRPV3 immunreaktivitds figyeltink meg Méretvonal: 5Qim

KRT7 pozitiv ORSkeratinocytak primer tenyészetén mind immuncitola (5.A abra), mind
Western blot %.B abra) technikékat alkalmaz. Az immuncitokémiai vizsgalatok soran
ORS keratinocytdkat KRT7 expressziojuk alapjan asdottuk, igy egyérteltien

elkilénithebek voltak a taplalé sejtekként alkalmazott HDF eddifil, amelyek nem mutatte
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B

HaCaT ORSK STD

#1330 kDa
Gy Py

#, 95kDa

5. abra: A TRPV3 protein expresszidja primer ORS&inocytakon

A: TRPV3 specifikus (z6ld) immuncitokémiai jel6léRTR pozitiv (vorés) ORS keratinocytakon,
magfesitként DAPI-t (kék) alkalmaztunk. NK: negativ kortréretvonal: 10um. B: A TRPV3 fehérje
kimutatasa Western blot technikaval. HaCaT: hunmmeortalizalt keratinocyta sejtvonal (pozitiv koriyo
ORSK: ORS keratinocyta, STD: molekulatdmeg standard

KRT7 pozitivitast. Az immunjeldlések megitélésérszamos pozitiv és negativ kontrollt
alkalmaztunk (részletesen ldadyagok és mdodszertdjezetben).

Frissen izolalt sirtiszkbol és ORS keratinocyta tenyészéitkivont RNS mintakon
g-PCR vizsgélatokat végeztink a TRPV3 transzkriptekraepitelialis jelenlétének
ellensrzése érdekében. A TRPV3 specifikus mMRNS szakasggkrtelnien azonosithatoak
voltak egészséges fejtbdl szarmazo satiszkben, valamint ORS keratinocytédkba#. (
abra).

Ezen kisérleteink tovabbi fontos eredménye volthagy a TRPV3 immunreaktivitas

és a specifikus mMRNS nem volt kimutathat6 &tssz specialis, indukalhatdé mezenhimalis

Q T
@ 0.03 ;
o
S
o 0.02]
L O
1
=5
Z = 0.011
©
(O]
[ad
0 =
AnagénKatagén ORSK HDF DPF

HF HF

6. abra: A TRPV3 mRNS expresszidja izolalgdziszskben és human dreredeti sejtekben
A TRPV3 specifikus mMRNS transzkriptek expressaibjdimutatasa reverz transzkripciot kévef-PCR-
ral. GAPDH: glicerinaldehid-foszfat dehidrogenaz aartasi gén), HF: girtisz3, ORSK: ORS
keratinocyta, HDF: human dermadlis fibroblast, DPEP fibroblast. Az értékeket atlagtSE formaban
tintettuk fel, n=4.
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terliletébl, a DP fibroblastjaibdl, valamint az ORS keratipigdk tenyésztése soran taplalé
rétegként alkalmazott HDRéb(4. és 6. abra. Emellett ugyiinik, hogy emberben a hajciklus
folyamata nincs kdzvetlen hatassal az ORS és axkarratinocytak rétegben megfigyelliet
TRPV3 kifejeddés mintdzatara, mivel a TRPV3-specifikus mRNSatitic mennyiségeb(
abra) és a megfigyelhétimmunpozitivitas (nincs bemutatva) |ényegében azowolt az

anagén és a spontan kialakul6 katagéntézzkben.

A TRPV3 stimulacio géatolja a $zszal hosszndvekedését €s a matrix keratinocytak

V4

Miutan igazoltuk a TRPV3 jelenlétét humanoérgidszben, a fehérje aktivacio
funkcionalis kovetkezmeényeinek megismerése eérdekébefiziolégias korilményekhez
legkdzelebb allé modellen, emberi féjbél izolalt anagén VI fazisu $rtlisz-szervkultiran
vizsgaltuk a TRPV3 agonistak hatagaitvitro. A nyolc napon at tartd kezelés soran naponta
mertik a sérszal hossznovekedését mind a kontroll, mind alkegeportokban, majd a meért

adatokbol novekedési gorbét keészitettink. Megdb#pk, hogy a novényi eredet

—@&— Kontroll

—h— 10uM eugenol

—A— 100uM eugenol

60- 1uM 2-APB % ;
£0- —€—10uM 2-APB

407 §/ % /I

307 & x

/ \/\

707

Elongacio %

107

Tenyésztésinapok
7. bra: A TRPV3 aktivatorok hatasa az izolalgstdszk ndvekedésére
A szrtiszkett 8 napon keresztul kezeltiik eugenol és 2-AR@Id@ koncentracidival. Kontrollként
vivédanyag kezelést hasznaltunk (DMSO). Arszilak hosszat naponta mértiik, majd a névekedgst a
izoldlas napjan mért hosszuk szazalékdban adtuk megértékeket atlagtSE formaban tlntettik fel.
*=p<0,05 a vivdanyag kontrollhoz képest, n=18-24.
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hatéanyagok, mint példaul az eugenbl4bra), a thymol vagy a carvacrol (nincs bemutatva)
€s a szintetikus agonista 2-APB. @bra) id6- és doézisfugg mdodon jelertisen gétoltak a

sz8rszal hosszndvekedését.

C B Ki-67 71 TUNEL

Pozitiv sejtek ardnya (%)

Kontroll 1 10 10 100
2-APB M) eugenol (M)

8. abra: TRPV3 agonistak hatadsa az izolalgetziszs sejtjeinek proliferacidjara és apoptdzisara
A proliferacio (Ki-67, piros) és az apopt6zis (TUNEOId) egyidej vizsgélata viganyag kontroll A) és
100 uM eugenollal B) kezelt tenyésztett hajfollikulusokban. A sejtrhkay®@API-val festettiik (kék). DP:
dermalis papilla, MK: matrix keratinocytak. Mérenal: 50 um. C: A Ki-67 és TUNEL-pozitiv sejtek
szazalékos aranya a teljes sejtszamra (DAPI-pozéjiek) vonatkoztatva. Az értékeket atlag+SE fbana
tuntettik fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=-24,

A tovabbiakban megvizsgaltuk a TRPV3 aktivacio kataa sértiszk alapved
biologiai folyamataira. A kontroll és a kezelt ceokbdl szarmazd follikulusokbdl
metszeteket készitettlink, majd a proliferalé sefiekutatasara Ki-67 festést, az apoptotikus
folyamatok lathatova tételére pedig TUNEL reakcifitalmaztunk. A kapott eredmények
0sszhangban alltak a kordbban megfigyedtrsavekedést gatld hatassal: az 6t napig kezelt
szortiszd szervkulturaban a korabban is alkalmazott novéngdet és szintetikus TRPV3
aktivatorok szignifikansan csokkentették a Ki-67zifiw keratinocytdk aranyat az anageéen
szortisz bulbusabang. abra). Fontos megemliteni azt is, hogy a fenti szeedknsen
megnovelték a TUNEL pozitiv keratinocytak szamatami a TRPV3 stimulacio okozta
apoptozis beindulaséara ut8l @bra).

A TRPV3 agonistdk hajciklusra kifejtett hatdsanadgmmerésére ezutan hematoxilin-

eozin festést kovétkvantitativ hisztomorfometriai vizsgalatokat vétjek j0l meghatérozott
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morfoldgiai kritériumok alapjan9; abra) (Miller-Roéver és mtsai., 2001; Stenn és Paus
2001). Ennek megfeléén a s#értisBdk anagén-katagén atmenetét vizsgaltuk, ami a
keratinocytak apoptotikus folyamatainak tulsulyavés a proliferacios folyamatok
csokkenésével jellemezibeMig a kontroll sartiiszk tulnyomo tdbbsége (>80%) 8 nap utan
is anagén VI fazisban volt (a DP jél fejlett, cseglakban helyezkedik el a &His®
bulbusaban, a matrix keratinocytdk rétegei hagyijkéhé veszik koril,9.A 4bra), az
eugenol és 2-APB kezelt &tiszk 60-100%-a lépett katagén stddiumba (a DP
elvékonyodik, elkezd kiemelkedni a bulbusbdl, a nrakeratinocytak rétege szintén
elvékonyodik, a srtlisz elveszti jellegzetes hagyma form4jatB és C abra. Meg kell
jegyezni azonban azt is, hogy ezek a TRPV3 agdnighéészt csak korai katagén
transzformaciét voltak képesek indukalni; nagydkam fordult eb, hogy a sértiisBk kési
katagén regresszion mentek keresztll (a DP higlssgiréteggel kiemelkedve eltavolodik a

matrix keratinocytéktol) ezen szerek alkalmazaéaeken.

I-. o .-\.i. -.- D
R I anagén I katagén
R . .
< S 100
2 80
\©
@
X 607
@
&
= 407
(%)
©
©
2 201
(]
L
0_
Kontroll 1 10 1 10

2-APB M) eugenol (M)

9. &bra: TRPV3 agonistak hatasa a hajciklusra

Az izolalt sdrtiszkdn vivanyag (DMSO) kontroll4), valamint 2-APB-vel (1 uMBJ) és eugenollal (10
puM) (C) vald kezelés utdn hematoxilin-eozin festést wégemrghataroztuk az anagén és katagértiszik
szazalékos aranydDj. Az anagén-katagén fazis elkulonitése az irodatommeghatarozott kritériumok
szerint tortént (pl. elvékonyodott matrix keratiptzc réteg, [MK] és zsugorodd dermalis papilla, [DP]
réteg). Az értékeket atlagtSE formaban tuntettlik*fgp<0,05 a kontrollhoz képest. Méretvonal: 50 pm
n=18-24.
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10. abra: A TRPV3 aktivatorok hatasara az ORS kémacytak C&" homeosztazisara

A: Fluo-4 AM C&"-érzékeny festékkel toltétt ORS keratinocytakort p@’"],c valtozasok reprezentativ
analog gorbéi. A nyil mutatja a 3QM 2-APB és az 1000M eugenol alkalmazasi dpontjat normal (1,8
mM) vagy alacsony (0,02 mM) [€3ec mellett.B: A TRPV3 agonistak altal kivaltott €ajelek maximalis
amplitidoinak statisztikai elemzése normal (1,8 mvslyy alacsony (0,02 mM) €atartalml oldatban,
illetve 104M ruténium vords jelenlétében (1,8 mM fClac). Az értékeket atlag+SE formaban tiintettik fel,
*=p2<0,05 a kontrollhoz képest, #=p<0,05 a kizarélaaktivatorral kezelt csoporthoz képest (1,8 mM
[Ca™]ec) n>3.

A TRPV3 C&"-csatornaként nfkodik az ORS keratinocytakban

Bar a fenti adatok a TRPV3 ,aktiv’ kifejgdésre utalnak a human Gstiisz
keratinocytaiban, tovabb kivantuk elemezni a TRP&&atorna funkcionalitasat. Ehhez
sejtélettani kisérleteket végeztink primer humarSQdiratinocytakon, amelyek, mint mar
korabban emlitettiik, mind mRNS, mind fehérje szinfe és 6. abra kifejezik a TRPV3
csatornat. FLIPR alapt €aimaging technikat alkalmazva megéllapitottuk, hegfRPV3
agonistak jelemisen és dézisfiiggmodon megemelték a sejtek fCa-jat (10. &bra). Ezen
felil az [C&"ec lecsokkentése (1,8 mM-rél 0,02 mM-ra), tovabbaemsszelektiv TRP
csatorna blokkol6 ruténium voéros (Amann és Maggd9l) 10 uM-janak egyittes
alkalmazasa szinte teljesen megakadalyozta a TRB@Bistak [CE],c-szint ndveb hatasat

(10.B 4bra).
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A csatornafunkcié tovabbi vizsgalatara patch-clantechnika teljes sejtes
konfiguracidjat alkalmaztuk1{. &bra). Mivel a négyszdgimpulzusokkal kivaltott aramok
gyors aktivacio mellett nem mutattaksidés fesziltségfudginaktivaciét (nincs bemutatva),
rampa protokollt alkalmaztunk (3 masodpercenkémiembranaramok vizsgalatal( A és
B abra). Kontroll esetben, azaz a vanyag-kezelt ORS keratinocytakon kifelé egyeniré@nyi
aramot mertiink-12,6t£1,5 mV (atlagtSE, n=7) reverz potenciallalutén arammeéréseket
végeztink a rampa protokoll négy pontja®(, —40, +40 és +90 mV), majd az adatokat
minden esetben normalizaltuk az aktualis sejtmembkapacitasra (rendre-9,5+2,5,

~3,541,0, 6,2+1,0 és 15,93,5 pA/pAI(C és D abri

A (Al 100 mV| B
3_
-40mV. T3<
200 ms = ,’ @ +90’mV
-100 mV E ’ 27 el “"'a._
T 2 < 4 ~ ,'F ‘l
’ » "
kontroll ’ f:c/ 11 jr "'q.,
L]
1004M 2-APB L 4 L g d |
© ° ° ° kimoséas L,/ Lot < 100uM 2-APB
-100 -50 PP
-',',--"‘ 50 o 100
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C D
*
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11. &bra: A 2-APB ionaramokat hoz létre ORS kerattytakban

A: Patch-clamp rampa protokollalA{) mért aramok reprezentativ aram-fesziltség goBeéil00 uM 2-
APB-vel kivaltott aramok ifliggése —40 mV (lres négyzetek) és +90 mV (thkgiizetek) feszultségnél.
A membréan kapacitasara normalt &ramok statisztdtamzése —40 mV (balra lent), +40 mV (balra ferf))
mV (jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) feszilts®igD: Normalizalt aramok statisztikai elemzése 100
2-APB kezelés kdzben és az azt kKbkehosas alatt —40 mV (balra) és +90 mV (jobbray értékeket
atlag+SE formaban tlntettik fel, *=p<0,05 a kontiaz képest, n=7.
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A 100 uM 2-APB kezelés jeleisen és szignifikAnsan (p<0,05) megnévelte mind a
befelé, mind a kifelé iranyuld aramokatl(A és B abrd, amely hatds reverzibilisnek
adodott. 2-APB jelenlétében-#®0, —40, +40 és +90 mV-nal mért aramok a kovetikeek
adddtak-31,9+14,2-13,8+6,4, 17,36,1 és 57,7+16,6 pA/pF (atlag+SE,12.C abra). A
TRPV3 aktivator 2-APB atlagosan mintegy haromszamasanovelte mind a befelé, mind a
kifelé iranyulé aramokat a vizsgalt feszultségekaeigyikénél 11.C abra).

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az embeiitiszs eredefi ORS keratinocytak
valéban funkcionalis TRPV3 csatornaval rendelkezaekely C4'-permeabilis (valésziileg
nem-szelektiv) kationcsatornakéntikidik a sejtek felszinén, hasonléan a korabban egér
epidermdlis keratinocytakon publikélt kordbbi erédryekhez (Peier és mtsai., 2002; Chung

€s mtsai., 2004a és 2004b; Huang és mtsai., 20d883dces mtsai., 2010).

A TRPV3-aktivacio gatolja a proliferaciot és sejttédt indukal tenyésztett ORS
keratinocytakban
Mivel human s#értisz szervkultraban a TRPV3 stimulalasa gatolta érszAl

novekedeését, és az intrafollikularis proliferacidiamint apoptozist indukal7{9. abra), a

[ CyQuant
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12. abra: TRPV3 aktivatorok hatasa az ORS keratigtik életképességére, apoptotikus és nekrotikus
folyamataira
Az ORS keratinocytakat kiilonisdzoncentracioju TRPV3 aktivatorokkal kezeltiik 4&8ndkeresztiil 1,8 mM
Ca’* koncentréaci6ju tapoldatban. A proliferacié mértéi&/Quant technikaval, az apoptotikus folyamatokat
DilC(5) mitokondrialis membranpotencial-érzékeny fdatka nekrotikus folyamatokat SYTOX Green-nel
kovettik nyomon. Az értékeket atlag+tSE formabaretiitk fel a vidanyag kezelt kontroll %-aban,
*=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=8.
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kovetked vizsgaltaink a TRPV3 aktivacid sejtndvekedésredslésre kifejtett hatasainak
feltérképezésére irdnyultak ORS keratinocytakon. efldigi adatokkal j0 6sszhangban az
eugenol és a 2-APB dozisfiiygnodon csokkentették az ORS keratinocytak prolifiéjat
jelz6 DNS szintézist (CyQuant assayl2. abra). Ezen tulmefien, a TRPV3 aktivacid
jelensen lecsokkentette a mitokondridlis membranpotédn¢i2. abra), ami az apoptdzis
egyik legkorabbi markerének tekintbdiGreen és Reed 1998; Susin és mtsai., 1998). Végll
a legmagasabb koncentraciéban alkalmazott anyazjgkiikansan (p <0,05) megnévelték a

SYTOX Green felhalmozd6déséta. abra), ami érzékeny mutatdja a nekrotikus, citotoxikus

folyamatoknak.
A B
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13. dbra: A TRPV3 aktivatorok proliferaciét csokkahés apoptdzist indukalé hatasa kivédfiet

Az ORS keratinocytakat 48 6ran at kezeltik TRP\i®a&rokkal normal (1,8 mM), alacsony (0,02 mM)
[Ca®]ec tApoldatban, valamint 10 pM ruténium vords (1,8 nih*]ed) jelenlétében. A proliferécio
mértékét CyQuant technikaval)( az apoptotikus folyamatokat DilG) mitokondrialis membranpotencial-
érzékeny festékkeB) kovettik nyomon. Az értékeket atlag+SE formaliemettiik fel, a vifanyag kezelt
kongroll %-aban. *=p<0,05 a kontrollhoz képest, #<@05 a TRPV3 aktivatorral kezelthez képest (1,8 mM
[Ca™]ec) n=7.

Bebizonyosodott mindemellett az is, hogy a TRPMVBvakorok névekedésgatld 8.A
abra) és sejthalalt okozdl8.B abra) tevékenységét jeleseen gatolta a tenyéspidat C&*-
tartalmanak lecsokkentése (1,8 mM-rol 0,02 mM-ngdlamint 10 uM ruténium vorés
egyuttes alkalmazasa. Ezen jelenségek alatamasagtka feltevest, miszerint az ORS
keratinocytakon megfigyelh&t cellularis folyamatok a sejtfelszini TRPV3 ionecsaiak

megnyitasat kovétCa -bedramlasnak kdszonbek.
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A [ 1 Scrambled RNAi B [ ] Scrambled RNAI
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14. dbra: A TRPV3 aktivatorok proliferaciot csokkahés apoptoézist indukald hatasa kivédbieL

A scrambled kontroll, és TRPV3 specifikus siRNSraskfektalt ORS keratinocytakat 48 oran at kékelt
TRPV3 aktivatorokkal normal [G4 ¢ tapoldatban. A proliferacié mértékét CyQuant tekhmal (A), az
apoptotikus folyamatokat Dik{b) mitokondridlis membranpotencial-érzékeny fdstbk®B) kovettiik
nyomon. Az értékeket atlag+SE formaban tlintettijkafeivdanyaggal kezelt scrambled kontroll %-&ban.
*:p2<0,05 a kontrollhoz képest, #=p<0,05 a TRPV3 iaftorral kezelt scrambledhez képest (1,8 mM
[Ca™]ec) n=8.

Tobb irodalmi adat bizonyitja, hogy a fenti agensblr hatékony aktivatorai a
TRPV3-nak, képesek aktivalni mas TRP csatornak@Xisés mtsai., 2006; Biré és mtsai.,
2007). A TRPV3 farmakoldgiai vizsgéalatat tovabb exli, hogy kereskedelmi forgalomban
nem kaphaté megfelgdn szelektiv TRPV3 gatlészer. Az altalunk haszndténium voros
példaul mikromolaris koncentracioban nemcsak a TRBAMornakat képes gatolni (Clapham
€és mtsai.,, 2003), hanem a rianodin receptort (Kouws Thrower, 2001) és a TASK3
kaliumcsatornat is (Czirjdk és Enyedi, 2003). Ezaénnhak érdekében, hogy a felsorolt
cellularis valaszok TRPV3 specificitasardl megrfidjink, RNSi technikat alkalmaztunk,
melyeket mar sikerrel optimalizaltunk kulonsdazuman Br eredi sejteken (Griger és mtsai.,
2007; Dobrosi és mtsai., 2008; Téth és mtsai., 2009

Tokéletes 0Osszhangban a fenti adatokkal megaltagito hogy a TRPV3
géncsendesitése kivédte az eugenol és a 2-APB edéstkgatlo 4.A abra) és apoptdzist
indukalé (4.B abra) hatasat, ami egyértelran igazolja a TRPV3 specifikus szerepét az

ORS keratinocytak biologiai folyamataiban.
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A TSH receptor mRNS és fehérje szinten egyaranejaidik az emberi fejiir és a

s#@rtuszy mezenhimalis teriletein
1 2 3
A kovetkedtkben a TSH receptorral TSHR [ 582 bp

cepoH [N 12400

15. dbra: A TSH receptor mRNS expresszidja

be. RT-PCR és  immunhisztokémie frissen izolalt sdrtiszikben
A TSH receptor (TSH-R) transzkriptek

. , , . , , detektalasa emberi  8riszben reverz
vizsgalatokat végeztlink annak eérdekében, NC as7kripciét kévet PCR (RT-PCR) technikaval.

1: szrtuszk (30 db/csoport), 2: pajzsmirigy, 3:
tisztazzuk, vajon a normal emberi f&jbsejtes nontemplskontroll, GEPDH: haztartasi gé

kapcsolatos vizsgalatok eredményeit mutatj

elemei és a €rtisk expresszaljak-e a TSH receptort mRNS és feh&ijges in situ.
Sikerrel bizonyitottuk a vart méte{582 bp) TSH receptor specifikus transzkript jedé&dt az
emberi fejlérbol frissen izolalt anagén VI follikulusokbol kivolRNS mintdban I5. abra).
Az emlitett transzkripteknek megfedeh TSH receptor specifikus immunreaktivitast is
tapasztaltunk az emberi fétben és fliggelékeiben (pozitiv kontrollként pajzsyyi
metszeteket hasznaltunk, ahol a TSH receptornaketegfesttdés csak a vart tertleteken
volt megfigyelhed) (16.1 abra). Mig a pajzsmirigy esetében a TSH receptor kifgjése a
hamsejtekben volt megfigyelliet addig az emberi fefison uagy finik, jobbara a
piloszebaceus egység mezenhimalis terlleteire thaddott (pl. a DP, a CTS, valamint az
APM), mig az interfollikularis dermalis fibroblaston nem volt megfigyelhét(16.A-C és
E,F abra).

Ezen tdlmefien, a Br nagy idegkdtegei, az erek, a verejték és a fapyygyek
korali mioepitél sejtek is TSH receptor immunpoazttist mutattakn situ (16.G,H abra).

A kovetkedkben azt vizsgaltuk, hogy a TSH receptor kifépizse mutat-e hajciklus-
flggd valtozasokatin situ. A katagén follikulusokon megfigyeliiet TSH receptor
immunreaktivitas megleh&en hasonlonak bizonyult az anagén VérEsdkre jellemz
mintazathoz (mezenhimalis lokalizacid), de kisséenmivebben fe&tlott a DP és a

visszah(zédo s€irtisz bazalis membranjal6.C abra). Mivel kisérleteink soran csak
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glutedlis régiobol szarmazélogén sértiszket vizsgalhattunk, a TSH fesdésbe az emberi
fejbéron tapasztaltakhozépestmegjelerd kilbnbségek regionalis eltérébdl is adddhattak.
Az anagén VI s@rtiszkhoz hasonld intenzitdsi TSH redep festidés tulnyomorészt
mezenhimbs elemeken volt megfigyelgeéi{DP, CTS). Emellett az eitett teogén mintakon
mi is megfigyeliink néhany TSH recep-pozitiv sejtet a satiszk hamjaban 16.D abra).

Mindezek alapjan ugytnhik, hogy csak kisebb TSH receptmintdzatbe valtozatosséag

16. abra: A TSH receptor expresszidja humadirben és rfiiggelékekber

A: A TSH receptor specifikus immunreaitas a fejl@rben ley anagén VI sirtiisz mezenhimalis elemei
korlatozaédik in situ, ugymint dermalis papilla (QRp©Bszovetes tok (CTS). MK: méatrix keratinocy B: A
fejbdr follikularis keratinocytai nem expresszaljdk aeptort. IRS: bels gyokérhwvely keratinocytak, OR!
kilss gyokérhuvely keratinocytak, HS:dszzal, NK: negativ kontroll (az €ldleges antitest elhagyaséave
C: A fejbdr katagén sértiszii hasonl6 festdési mintat mutatnak, bar kissé intenzivebb immakinétas
lathaté a DP és avisszah(z6do bazalis membran terlleteD: A glutedlis régiobdl szarmazo telog
szrtiszn tapasztalt TSH receptor immunreaktivitélef) a mezenhimalis elemeken volt megfigyéIteP,
CTS) az anagén fazissal 6sszeveétlmenzitasbar Emellett néhanggyedi pozitiv sejtet is megfigyeltiin
szrtiszhamjaban (nyilak)ES: epitelidlis szal, CH: hajbunké, BV, vére E-F: Pozitiv fesfdési
terlletek: arrector pili izom (APM), idegkotegekB)\ a verejté- (SWG) és faggyumirigyek (SGI) kor
mioepitelidis sejtek, valamint a &sben futd idegek (N) és vérerek (BV). epi: epidem G-H: Nagyobb
nagyitdsban a pozitivan fédt verejtékmirigyek (SWG), vérerek, (BV) és az igetjek (NB'I: A
pajzsmirigy epitelidlis sejtjeinek bazolateralidstdnén (ny) megfigyelt TSH receptor immunpozitivi
szolgalt pozitiv kontrollként, mig az immunreakdisi apikalis oldalon tapasztalt hianya volt a ,b&ls
negativ kontroll (Braverman és Utiger, 2005). Mgoetal: 50 um
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figyelheth meg az emberi hajciklus sorén, azonban &fgjbszarmazo follikulusok esetében
megfigyelhed TSH receptor fegtdési mintazat nem feltétlenil igaz az emberi kidtakmas

terlletein elhelyezkdédszrtiisz populacidkra is.

A TSH kezelés nem befolyasolja jeléaen az emberi $zszal ndvekedését, a proliferald és
apoptotizalo sejtek aranyat, valamint a pigmentécié

A TSH kozvetlen, funkcionalis hatasainak tanulmé&aaga érdekében adsiiszk
klasszikus ,sérbiologiai” paramétereit vizsgaltuk (pl. izolalt @risBk novekedése,
hajciklus és a pigmentacio valtozasa) kontroll €80@ mU/ml TSH (szérum-mentes
tapoldatban) kezelt izolalt anagéen VIG6H”ASD szOvettenyészetében. Az alkalmazott
koncentraciok megfelelnek a sejtkultirakban szosasoalkalmazott TSH doézisnak és a
legalacsonyabb vizsgalt dézis mérsékelten magasatilyosan hipotireoid betegek esetében
meérhed TSH szintnél, ami elérheti akar a 0,5 mU/ml szirg€Braverman és Utiger, 2005).

Az alkalmazott TSH koncentraciok egyike sem befetyta a sérszal
valtozott jelentsen az apoptotizalé sejtek aranya selid.@G-E abra). Az eddigiekhez
hasonloan, a TSH nem volt hatassal az anagén agékatsértiszk aranyara, azaz nem
befolyasolta kdzvetlenil az emberi hajciklust vitro (17.B abra). Emellett a TSH nem
valtoztatta meg jelefisen az intrafollikularis melanintermelést sem, aMasson-Fontana

hisztokémiai festés segitségével allapitottunk (A€dg--H abra).

56



A —e— Kontroll B N anagen 7  korai katagén
| --&-- 1mU/ml TSH
807 ...a-- 100 mU/ml TSH g
s § 8o
Ne] 60 ©
] X
‘% 7 .8 607
S 407 8
b g ‘w407
‘O
201 3
i T 207
L
ol *
1 3 5 7 9 Kontroll TSH
Tenyésztési napok
F G
DP,.* DP
g 37
g 7 4
3 S
i . .? A
— Kontroll — .. TSH
E H
B Ki-67 [ TUNEL
60 140
T 12
S 50
S 40- » 100
T P
c
2 30 g
S = 60
a
20 40
10 20
0- 0
Kontroll TSH Kontroll TSH

17. &bra: A TSH hatésa az izolalt&tiiszok ndvekedésére, hajciklusara, adiiszs keratinocytak
proliferacidjara és apoptozisara, valamint a pigrténiora in vitro

minden masodik napon megmértiik, majd a novekedégbkilas napjan mért hossz szazalékaban adtuk
meg.B: A vivdanyag- vagy TSH-kezeltdtisz’k anagén VI és a korai katagéridésziinek aranya lathato
(csak a 100 mU/ml TSH kezelés kerllt bemutatagra, mU/ml és 10 mU/ml TSH kezelt ehhez hasonlp volt
Az anagén-katagén fazis elkuldnitése az irodalombeghatarozott kritériumok szerint tértént (pl.
elvékonyodott matrix keratinocyta és leszall6 Deeg§ C-E: A proliferacié (Ki-67, piros) és az apoptozis
(TUNEL, zold) egyiddjvizsgalata kontroll €) és TSH D) kezelt tenyésztett@tiiszkben. A sejtmagokat
DAPI-val festettik (kék). DP: dermalis papilla, MKatrix keratinocytakE: A Ki-67- és TUNEL-pozitiv
sejtek szazalékos aranya a teljes sejtszamra ([paRitv sejtek) vonatkoztatve-H: A melanin tartalom
vizsgélata Masson-Fontana festéssel konte)l €s TSH @) kezelt sértiszkén. H: A festdés kvantitativ
Osszehasonlitasa kontroll és 100 mU/ml TSH-vallkezrtiszkben (jeldlt referencia tartomany) ImageJ
szofver segitségével. A kisérleteket haromszotetiilé meg kildnb@zalanyokbol szarmaz6 mintdkon. Az
értékeket atlag+SE formaban tuntettik fel, Méreato&0 um, n=15-20 db/csoport.
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A TSH nem okoz jelems valtozast az emberi@tiiszs mezenhimalis tertleteinek

V4

Irodalmi adatok szerint a pretibialis, valamint ariprbitalis Brben talalhato
fibroblastok aktivalhatéak TSH receptoron keresg@@drcellini és mtsai., 2003). Mivel a sajat
elemzéseink felind TSH receptor kifejeidést mutattak a CTS fibroblastokban, kilén
ellendrizni kivantuk a Ki-67 pozitiv sejtek aranyaban rggelhet kilonbséget ebben a
mezenhimalis srtisz kompartmentben, olddszer-kontroll és TSH-kezedttsizzk kozott.
Kvantitativ immunhisztomorfometriai mérések alapgratétérben megfigyelhetosztédo
sejtek szama nem kilonbozott jelesden a kontroll és kezelt &tiszk kozoétt in situ
(oldoszer-kontroll: 2,03+1,21 SE, TSH: 3,36+2,59 $80,05, abran nincs bemutatva).

351
307
257
201
151

107
5

cAMP koncentracio (pmol/ml)

0
Kontroll TSH

18. abra: A TSH kezelés hatasa ajsziszsk CAMP termelésére

Vivéanyag (Kontroll) és 100 mlU/ml TSH-val kezelfrdzszk felulisz6jabdél hataroztuk meg a tenyészet
CAMP tartalmat. A TSH kezelés kdzel haromszorogksilést indukalt. Az értékeket atlag+SE formaban
tntettik fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=28-

A TSH alkalmazasa cAMP-szint emelkedést okoz

A kovetkedkben megvizsgaltuk, hogy a TSH receptor nagy a#fsti ligandjanak
bekotdése okoz-e barmilyen valtozast a cAMP, mint mésgal hirvié szintjében, hiszen a
TSH receptor aktivalédast klasszikusan cAMP szinel&edés koveti (Povey és mtsai., 1976;
Braverman és Utiger, 2005). Eredményeink szerilBhl-kezelést kovéen a feluliszoban
megjele® cAMP szintje 30,02+2,38 pmol/ml volt, amely haramsmagasabb cAMP szintet
jelent, mint ami az olddszer-kontroll@#iszk fellliszojdban mérhé&tvolt a CAMP-t bonto
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foszfodiészteraz enzimet gatldé 3-izobutil-1-metiitta (IBMX) jelenlétében 18. 4bra). Ez
hatérozottan arra utal, hogy az embeéirdisz CTS-ben kifejeédé TSH receptor részt vesz

bizonyos jelatviteli folyamatokban.

Az emberi sdrtliszok TSH kezelése nem indukél mérlggbajzsmirigyhormon szekréciot, de

serkenti a klasszikus TSH célgének atirasat

Ezutan megvizsgaltuk, hogy a TSH receptor-kapgsddttviteli Utvonal aktivacioja

megvaltoztatja-e a klasszikus TSH célgének tramsakjat. Mivel a TSH legfontosabb

Ve

“ sz

Kisérleteink soran nem tudtuk kimutatni a pajzsgy#inormon termelés egyik legfontosabb
enzimeét a pajzsmirigy peroxidazt (TPO) (BravemasnUgiger, 2005), sem mRNS, sem
fehérje szinten (nincs bemutatva). Tovabba ninzeryiiték arra sem, hogy az emberi &gjb
szortisz  szervkultura fellluszojdban megtalalhatd  lenne he@r mennyiséd
pajzsmirigyhormon (van Beek és mtsai., 2008). Ezeladatok tehat azt mutatjak, hogy az
emberi s#rtisz felteheben nem képes a pajzsmirigy hormonok folyamatos vVagy
stimulaciot kovet elsallitasara.

Ezt kbveben azt vizsgaltuk, hogy az izolaltstiszk TSH aktivacioja modulalja-e a
TSH receptor aktivacio klasszikus célgénjeit. A TSpkcifikus transzkripcios faktorokon
keresztll (pl. a pajzsmirigy-transzkripcios faklorTTF-1) upregulalja a pajzsmirigyhormon-
szintézis & matrix glikoproteinjének, a tireoglobulinnak (T@) szintézisét és a tarolasat
(Suzuki és mtsai., 1998 és 1999; Braverman és tJ@§5). Ezért megvizsgaltuk a TTF-1 és

TG transzkripcié mértékét TSH stimulaciot kédest RT-PCR segitségévdl9 A abra).
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vivéanyag TSH
19. &bra: A tireogobulin (TG) és a pajzsmirigy trarkripcids faktor-1 (TTF-1) mRNS kifejézse frissen
izolalt szrtiiszskben
A: TG és TTF-1 transzkriptek detektalasa embefitdzzskben RT-PCR segitségével. M: DNS létra, B: agy
(pozitiv kontroll), S: teljesdy, 1-6: 3 i alanybdl szarmaz6 értiiszy mintak (18-20 db/csoport) \ianyag
(1, 3, 5) és TSH kezelést (2, 4, 6) kéeet C: nontemplat kontroll, 18S: bél&ontroll. B: A TG savok a
belgfkontrollra normalt intenzitasanak (szemi) kvanfitatizsgalata. Az értékeket atlag+SE formaban
tlntettiik fel. =p<0,05 a vivanyag kontrollhoz képest, n=-20.

Annak ellenére, hogy a tireoglobulin (TG) mRNS kiathatdé (RT-PCR)
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keratinocytak és melanoma sejtek kultdraibarnvitro (Slominski és mtsai., 2002), a TG
korabban. Jelen kisérleteinkben mind frissen itd@rtiszkbsl (nincs bemutatva), mind
oldészer-kezelt kontroll $ztlisz tenyészetl nyert RNS mintaban kimutattuk a megfélel
meérefi (395 bp) TG mMRNS transzkript jelenlétdO(A abra). Az amplifikacid specificitasat
megebsitette a PCR termék szekvencia elemzése is, atalhs meértekben egybeesett a
legutébb kozétett emberi TG mMRNS-szekvenciaval Baek hivatkozasi szam NM_003235)
(nincs bemutatva). Kimutattuk azt is, hogy a TShinstacié ugyancsak képes volt a TG
transzkriptek kiindulasi szintjének megemeléséotiit sortlis® tenyészetberil0.B abra).
Erdekes médon, tobb éldleges antitest és eltémasodlagos kimutatasi rendszerek
alkalmazasa sem szolgaltatott elegemdmunhisztokémiai bizonyitékot a TG fehérje emberi
fejborben tortéd kifejezodésére (a megfigyelt immunreaktivitas nem meégdggn és
reprodukéalhatéan tért el a hattérinincs bemutatva). Bar a TG immunreaktivitasdatagos
hianya az emberidstben mddszertani okokra is visszavezdthehet, eredményeink azonban

arra utalnak, hogy a TG éatirasat nem kovette tiaose
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Az emlitett s#rtisz® mintakban kimutathatéak voltak a pajzsmirigy temgcios
faktor-1 (TTF-1) specifikus transzkriptjei is (28%), amelyek egyensulyi mRNS szintjei
megemelkedtek TSH kezelés hatdsara harombdl kegalizalany esetébehq.A 4bra). Ez a
TSH-indukalta TG transzkript upregulacid azt sygallhogy a TSH receptor emberi
szrtiskben valdban funkcionalisan aktiv, és a TSH hatasdérafollikularisan megjelén
TG transzkripcio stimulécioja a pajzsmirigyben mggéltekhez hasonl6 mddon zajlik (pl.

TTF-1-en keresztul) (Suzuki és mtsai., 1998 és 1999

TSH stimuléacié megvaltoztatja az embergsziszok génexpresszios mintazatat

Annak érdekében, hogy a TSH receptor funkcionait@isés korabban ismeretlen
TSH stimulaciot kévét pajzsmirigyen kivili célgenek kifejgdéseéédl tovabbi informaciokat
szerezzink, két fuggetlen — azaz két kulodhagészsegessndonorbdl nyert — emberi
szortiszd szervkultdrat vizsgaltunk meg; TSH kezelt (100 v#ndl) és oldoszer kontroll
mintdkon DNS microarray vizsgalatot végeztink. 8dig kivalasztasi kritériumokat
alkalmaztunk a megvaltozott génexpresszié elfogadasCsak azokat az expressziobeli
eltéréseket tekintettik szignifikansnak, melyek Tigddelését kovéen minimum 1,5-szeres,
azonos iranyu valtozast mutattak mindkét vizsggyeéaldl szarmazo RNS mintaban ( p-értéek
<0,0001 esetén). Ezen kivalasztasi szempontokaadaggy down- és tizenkét upregulalt géent
azonositottunk: savas hajkeratin-1 (KRTHal), kar&ti(KRT5), involukrin (IVL), keratin-
kapcsolt fehérje (KRTAP) 4-4, KRTAP 4-7, KRTAP 4;l1dimaizoma?2-aktin (ACTA2),
fibronektin 1 (FN1), A-filamin (FLNA), kotészoveti ndvekedési faktor (CTGF), glutation

peroxidaz 3 (GPX3), piruvat kinaz (PKM2), citokrdnexidaz 1 (MTCO1)Z0.A abra).

61



A B .
CTGF expresszid
Piros: 2. alany 0,03
KRTHAT g
KRTS g% 0,02
VL al
KRT AP4-4 24
52U om
KRTAP4-T i ’
ACTAZ
FIA1 0
FLNA  —
CTGF
GPX3
PKM2 o
MTCO! e
3 2 -1 0 1 2 3
x-szeresvaltozas
C ACTA MTCO1
EES
EE EE TR
w1801 s Bk sk prox dist
g T8 ME  DP CT3 CTS ?
No160¢ =3
B
g 1400 g
= 1200 72
o) %
- Hlllfanal
N
T 200
< S JRLIARARANRLIA
-+ -+ - 4+ - 4+ - + - + TSH

20. abra: A TSH kezelést kbvegénexpresszio valtozasok humamiiasziber

A: Két kilonbdz alanybdl (kék és piros) szarmazérsizszket kezeltiink vilanyaga@l és 100 mU/ml TS

val, amit microarray technikahoz hasznaltunk fet. dbra a mindkét donorban bekdvetkegnexpressz-

valtozast mutatja (kritériumok: azonos iranyd, minm 1,-szeres, p<0,0001). 13 ilyen gént azonositott
savas hajkeratin-1 (KRTHa ma KRT31), keratin 5 (KRT5), involukrin (IVL)er&tin kapcsolt fehérj

(KRTAP) 4-4, KRTAP Z; KRTAP -14, simaizoma2-aktin (ACTAZ2), fibronektin 1 (FN1), a-filamin

(FLNA), kotsszoveti ndvekedési faktor (CTGF), glutation petéxi3 (GPX3), piruvatinaz (PKM2),
citokrom-C oxidaz 1 (MTCO1B-I: A TSH célgének megimitése.B: A CTGF relativ expressziojani
vizsgalata kvantitativ PCRal. A MTCO1 D, E), ACTA F, G) és KRT5H, |) fehérjeexpresszid kimutata
kontroll (D, F, H) és TSH kezeltE, G, ) szrtiszkben immunfluoreszcenciaval. PK: pozitiv kontral
NK: negativ kontroll, CTS: készovetes tok, DP: dermdlis papilla, MK: matrix kimacytdk, OSR: kids
gyokérhuvely, epi: epidermis: A szrtiszk elfre definidlt, standardizalt terileteik (korok és
négyszogek) feklési intenzitasa. prox: proximalis, dist: disztallsz értékeket atlag+SE forméban tiinte!
fel. *=p<0,05, *=p<0,01, ***=p<0,001 a vivéanyag kontrollhoz képest, Méretvonal:um.
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A kivalasztott gének TSH-indukélta génexpresszillozasanak megésitéséhez két
Ujabb donorbdél szarmazé @tisdket vizsgaltunk reverz transzkripciot kogekvantitativ
PCR (CTGF, GPX3 és PKM2, &tisz® homogenizatumbdl) és/vagy immunhisztokémia
(KRT5, IVL, ACTA, FN (izoforma nem ismert), FLNA @dTCO1) technikakkal. Az olyan
esetekben, amikor nem alltak rendelkezéstinkre roegtidi, elfogadott antitestek, akkor az
adott proteincsalad egy kozeli rokon fehérjéjésgiatuk: ACTA, FN.

Amint az a20. abran lathaté, kvantitativ PCR technikaval tudtuk igagpohogy a
TSH kezelés képes upregulélni a CTGF transzkrip@6tB abra), mig a GPX3 és PKM2
transzkripcié szintje valtozatlan maradt. Az MTC@QITA és KRT5 esetében a kvantitativ
immunhisztomorfometria egyértetran megejsitette a megvaltozott fehérje expressant
situ (20.C abra). A 20. dbraszerint az izolalt emberi é#iisk TSH stimulacidjat kbvéen
az MTCOL upregulacio a éaiisd tdbb tertletén megfigyelhietolt (matrix keratinocytak,
DP, proximdlis és disztalis CTR0.D és E abry Ezen tulmeben az ACTA intenziv
immunhisztokémiai feétést mutatott huméan CTS fibroblastokam vitro, ami tovabb
emelkedett TSH stimulacié hatasaed.E és G abra A kiértékelés soran a verejtékmirigy
myofibroblastokon és ér-simaizman situ megfigyelhed TSH specifikus fegtlés szolgalt
pozitiv kontrollként. Emellett a TSH kezelés jelis#n megemelte a KRT5-immunfédést a
szorszal matrix keratinocytainak rétegéb@0.H és | abrg.

Mindezen Kkisérleti adatok azt mutatjdk, hogy az segéges emberi fdjb
szortusdiben kifejedé TSH receptor funkcionalisan aktiv. Eredményeinkelstt azt
sugalljak, hogy tobb Uj, TSH receptor medialt saigréciés utvonalon keresztil kézvetlendl
vagy kozvetetten szabdlyozott célgén is megtaldlhat pajzsmirigyen kivili emberi

szovetekben, mint példaul &rben a CTGF, a MTCO1, az ACTA és a KRT5.
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A tenyésztett emberi DP fibroblastok kozvetlen o@lijai a TSH receptor-kozvetitett

jelatvitelnek

Mivel minden eddigi leirt TSH-hatas egy 6sszetettisaerv-modellben vizsgaltunk,
ami kulonbos eredei és a funkcidju sejtpopulaciokbdl épul fel, ebbemni kivantuk, hogy
az izolalt human s€rtis® TSH receptort expresszald sejtpopulacioi szingEpekek-e a TSH
aktivaciora valaszolni. Ezen kérdés megvalaszadakérai passzalasu (1-2.) primer human
DP fibroblast sejtkultrat alkalmaztunk. A CD90rbblast marker immunreaktivitast mutaté
tenyésztett DP fibroblastokon2X.A &abra) TSH receptor-specifikus immunreaktivitast
talaltunk @1.B abra) konfokalis mikroszkop segitségével. Kimutattuk &z hogy a TSH-

kezelés szignifikansan és doézisfiggnédon megnoévelte a fibroblast sejtek tapoldatban
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21. abra: A TSH receptor kifejeidése és a TSH kezelés hatdsa DP fibroblastokon

A CD90 pozitivA) DP sejtek expresszaljgdk a TSH recept8), (nagfestként DAPI-t alkalmaztunk. NK:
negativ kontroll.C: Kontroll és TSH kezelt DP sejtek felliliszéjabatanoztuk meg a tenyészet cAMP
tartalmat. A TSH kezelés tébb mint kétszeres cANR sOvekedést indukdd: A TSH kezelés dozisfigig
maédon emeli bizonyos mRNS transzkriptek expreasfgpPCR) DP fibroblastokon. PKM2: piruvat kinaz,
GPX3: glutation peroxidaz, CTGF: kistzdvetes tok ndvekedési faktor, MTCOL1 citokrém-iGaexil. A
vivdanyag kontrollhoz képest) a MTCO1 immunreaktivitds szintén megemelkededt m@/ml TSH
kezelés hataséaraFj, magfestként DAPI-t alkalmaztunk. NK: negativ kontroll. M#&monal: 50 um. Az
értékeket atlag+SE formaban tuntettik fel, *=p<0,05
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megjeled CAMP szintjét 21.C abrg). Hasonléan a $rtiis# kultirakhoz, a DP fibroblastok
TSH kezelése is jelefsen és dozisfuggn upregulalta bizonyos mRNS transzkriptek
kifejezodését; a PKM2, a GPX3, a CTGF, és az MTCO1 mRNE&xpkesszids szintje 16-75-
szO0r magasabb volt a 100 mU/ml TSH-val kezelt nkinégd, mint az olddszerrel kezelt
kontroll DP sejteken21.D abra). A MTCO1 upregulacidjat immunfluoreszcens jel8klsis

ellerdriztik (21.E és F abra
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MEGBESZELES

A TRPV3 szerepe a human®tiisz bioldgiai folyamatainak szabalyozasaban

Bizonyos ragcsaldé torzseken (Dr egér és WBN/KobHt patkany) végzett
vizsgalatok soran fény derilt arra, hogy a kialale#rtelen fenotipus megjelenéséért fésel
végzett tovabbi vizsgélatok ramutattak a TRPV3 elgemrében betoltott funkciojanak
fontossagara. Egyrészt bebizonyosodott, hogy a TRR¥gfeled miikodése elengedhetetlen
a sdrtisdk normal fejpdéséhez (Imura és mtsai.,, 2007), masrészt az #migkapasz
egértdrzsben ételjes viszketéssel jard spontan dermatitisz ataku(Yoshioka és mtsai.,
2006 és 2009).

A ragcsalokon veégzett kisérletek soran bebizonyatspdhogy a mutacionak
koszénhaten folyamatosan aktiv TRPV3 gatolta @rspvekedést (Xiao és mtsai., 2008).
Arra nézve viszont nem voltak adataink, hogy a TRP\egtalalhato-e humandéstiszskon,
illetve milyen szerepet jatszik a human hajciklaalmlyozasaban. Ezen kérdések sarkalltak
minket arra, hogy vizsgalatokat végezziink a TRP¥Bresszio feltérképezésére izolalt
human hajfollikulusokon, illetve hogy kideritsuk Igg@n funkcionalis szereppel birnak a
follikulusok bioldgiai folyamatainak szabalyozasaba

Korabbi irodalmi adatok alapjan ismeretes volt, \hagrRPV3 expresszalddik human
epidermalis keratinocytakon (Gopinath és mtsaiQ52@-acer és mtsai., 2007), de magan a
human sértisz’n még nem mutattak ki a jelenlétét. A TRP csatos@deepenek jellemzése
az emberi br fiziologias és patoldgias folyamataiban korantseandhato6 kielégdnek. Ezen
molekulak nem-neuronalis sejtek és szoOvetek szabasy mechanizmusaiban betdltott
szerepének feltarasa napjainkban is zajlik (SaaélasBlumberg, 1999; Caterina és Julius,

2001; Clapham, 2003; Nilius és mtsai., 2006; Pausntsai., 2006; Bir6 és mtsai., 2007).
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Ebben az 0Osszefiiggésben jelen kisérleteink szaltfdt az el bizonyitékot arra
vonatkozéan, hogy a TRPV3 — azaltal, hogy visszdéigzoa sdrtlisz keratinocytak
emberi sérszal ndvekedéséh vitro (7. abra). Tekintettel arra, hogy ezek a hatasok egy
olyan elfogadott emberi szervtenyészet-modellaekdttre, mely lehévé teszi a satliszk
alapved funkcidinak kvazin vivovizsgalatat, jelen megallapitasaink élettanilagliéékailag
egyarant relevansnak tekintbek. Ezért elmondhatjuk, hogy a bemutatott eredménye
alapjan a TRPV3 a human &nbvekedés és hajciklus Ujonnan megismert szabdlyoz
molekuldja, ami tokéletes dsszhangban all az egédelieken nyert korabbi adatokkal
(Asakawa és mtsai., 2006; Imura és mtsai., 200@p Xds mtsai., 2008; Steinhoff és Biro,
2009; Cheng és mtsai., 2010).

A TRPV3 funkcionadlis jelenlétét az emberiédzis® epitelidlis terlletein szamos,
primer ORS keratinocyta tenyészet vizsgalatdbdlrtnyézonyitékkal tdmasztottuk ala;
Ggymint FLIPR alapt CGé-imaging, patch-clamp mérések valamint életképegsésgijthalal
vizsgalatok {0-12. 4brg. Emellett a TRPV3 aktivatorokkal kivaltott ionémak és az
[Ca™]ic emelkedés gatolhatdk voltak az fQac lecsokkentésével vagy az altalanos TRP
csatorna blokkol6 ruténium vords egyuttes alkalmaeal (3. abra). A TPRV3 funkcionalis
szerepét megdygbéen tAmasztottak ala az siRNS medialt géncsendekitést vizsgalataink
is (14. abra), amelynek soran sikeresen gatoltuk a TRPV3 aktie& cellularis hatasait (pl.
proliferacio gatlas, apoptozis indukcid). Mindessdevetve, ezen adatok azt sugalljak, hogy
létezik egy olyan jelatviteli utvonal az emberiégidszkben, amely a TRPV3 csatorna
megnyitasaval Ca beéaramlast idéz & ami megakadalyozza az ORS keratinocytak

Kordbban a TRPV3 funkcionalis kifejgtését nagyrészt egér epidermalis

keratinocytédkon irtak le;és, TRPV3-specifikus & és farmakoldgiai ingerekkel aktivalt
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membranaramokat és [Ehc emelkedést is tapasztaltak ezekben a sejtekbéer @emtsai.,
2002; Chung és mtsai, 2004a és 2004b; Huang é$.n28@8; Xiao és mtsai., 2008; Cheng
és mtsai.,, 2010). Ezen tulm@m a keratinocytdkon a TRPV3 aktivacioja kulérihoz
mediatorok felszabadulasdhoz vezetett (pl. dl-firosztaglandin E2, ATP) (Xu és mtsai.,
2006; Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai.,9R08melyek fajdalom és/vagy
viszketésérzékeny szenzoros afferensek ,interéltulhirvivwi’ (Huang és mtsai., 2008;
Mandadi és mtsai., 2009). Mivel ezen mediatorokllggaskeld hatdsa ismert adkben is
(Bir6 és mtsai., 1998 és 2007; Stenn és Paus, Bl és mtsai., 2006; Paus és Cotsarelis,
2008), igy a keratinocytadkon kifejgdts TRPV3 csatorna szerepet jatszhatba dyulladdsos
folyamataiban. Val6jaban atrpv3 gén ,gain-of-functionp mutacidja epidermalis
keratinocytakban torténoverexpresszidja nemcsak a viszketést, de sul§apyblladast is
okoz DSNh egerekben (Yoshioka és mtsai., 2009). Emelletti eeldzetes adataink arra
utalnak, hogy a TRPV3 aktivacidja jelésen cstkkenti a human epidermalis keratinocytak
novekedését (Bir6 és mtsai. dledsziletben). Ezen megéllapitasok, valamint jelen
eredményeink is hangsulyozzdk a TRPV3 csatorna ébozma kdaido (mindeddig
meghatérozatlan) endogén ligandok, valamint a kd@ds jelatviteli mechanizmusok élettani
és korélettani jelefiségét a sArndvekedés szabalyozasaban.

A TRP csatorndk Osszetett szerepét jél jelzi, hagyost leirtakhoz nagyon hasonlo
szabalyozasi mechanizmusokat azonositottunkiaeld egy masik TRP izoforma esetében is.
elésegitette a korai katagén regressziot embéhitiszben, human epidermadlis és ORS
keratinocytdk esetében apoptédzist indukalt, enelletoinflammatérikus gyulladasos
citokinek felszabadulasat okozta (Southall és mt24i03; Bod6 és mtsai., 2005; Bir6 és
mtsai., 2006). Ezek alapjan udintk, hogy a TRPV1 és TRPV3-kapcsolt jelatviteli aalak

(elvben) szinergikusan képesek szabdlyozni az emshénszal nbvekedését és a hajciklust,
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valamint feltehegten a Br egyéb kulcsfontossagu biolégiai folyamataiban is
egyuttmikédhetnek.

Osszegezve kisérleteink eredményeit, azt a medgakapehetjik, hogy az izolalt
human sértiskben jelenléé TRPV3 fontos szereppel bir aésadvekedés és a hajciklus
szabdlyozdsaban. A jelen munkankban bemutatott BR&ivacio hatasosan géatolja az
emberi sérszal novekedését, mely arra utal, hogy a (pl. lgileg alkalmazott) TRPV3
agonistak (akar TRPV1 aktivatorokkal egyutt alkatred a nemkivant $enovekedés (pl.
hipertrindzis, hirzutizmus) klinikai kezeléséberkainazhaté Uj, jol toleralhaté szerek
kifejlesztésére adnak leldstget. A késbbiekben kifejlesztertid TRPV3 antagonistak
jovobeli vizsgélata szintén indokolt lehet a hajhulkiddonboz forméinak (pl. alopecia,
effluvium) kezelésében. Végezetil adataink raviagik a proinflammatérikus, pruritogén és
anti-proliferativ TRPV3-kapcsolt jelatviteli utvola&k szisztematikus vizsgélatanak gieli
fontossagara olyan korképek kezelésében, mint peldpikkelysémor, egyes dermatitiszek
vagy akar Brdaganatok. A fentiek figyelembevételével érdemégor@dolni a TRPV3
aktivaciot és/vagy szenzitizaciot okozo anyagok gpkamfor) (Peier és mtsai., 2002; Xu és

mtsai., 2005) Klinikai alkalmazasanak lefsgtgeit is.

A TSH receptor szerepe a humarvsiziszik biolégiai folyamatainak szabalyozasaban

Jelen munkankban azt is be kivantuk mutatni, hogy el$dlegesen a
pajzsmirigyhormon-szintézis fokozaséaért és a hlpotasz-hipofizis-pajzsmirigy (HPT)
tengely kozponti szabalyozasaert féselTSH szamara az emberi @jlszrtissi is direkt
célpontként szolgalnak. Mindez egy U], TSH receptedialt neuroendokrin jelatviteli
utvonal azonositasara ad lelsiget emberi drben. Lehetséges, hogy ezek a folyamatok
allnak a kézismert endokrin modulatorok embéniben és sirtiszben kifejtett hatasainak

hatterében, mint ahogy az a pajzsmirigyhormonolgrafrogének és az dsztrogének esetében
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mar beigazolddott (Freinkel és Freinkel, 1972; d@ill és mtsai., 2000; Messenger, 2000;
Stenn és Paus, 2001; Braverman és Utiger, 200%1@hs és mtsai., 2006).

A hipotireoid betegeknél medgfigyelltetszrndévekedés valtozasok (Freinkel és
Freinkel, 1972) nagyobb valésiBéggel pajzsmirigyhormon-hatds eredményei, hiszen a
(kisérletesen) megemelt TSH szint kdzvetlenil neutatott szignifikans hatast az emberi
szarmazé sutlisz szervkultdraban 1(7. abra). Ezt az elképzelést az a nemrégiben
bemutatott cikk is alatdmasztja, mely szerint nan3, mind a T4 képes modulalni az anagén
fazis hosszat emberi&tiisz szervkultiraban (van Beek és mtsai., 2008).

Immunhisztokémiai vizsgalataink alapjan a TSH réoefkifejezddése kizarbélag a
fejbor szrtiszdinek mezenhimajaban volt megfigyelbetmig a normél emberi fej és
glutealis r interfollikularis dermalis fibroblastjai nem mutiak a TSH receptorra jelleréiz
immunreaktivitastin situ (16. abra). Mivel az emberi sSrtlis® mezenhimaja, ugyinik,
bizonyos mérték védelmet élvez a kilddési reakcioval szemben (Paus és mtsai., 2005),
lehetséges allogén transzplantacio akardehémi paciensek esetében is (Reynolds és mtsai.,
1999). Felmertl tehat, hogy a TSH receptor ellatakiulé autoimmunitas, valamint az ennek
kovetkeztében létrejdvpajzsmirigy megbetegedések ok-okozati 6sszefligpeldhetnek a
szrtis® mezenhima emlitett elszigeteltségével és/vagy rmamuntolerancia éketes
dsszeomlasaval.

Az emberi haj sartlisdiben a TSH receptor szigorian mezenhimalis kitajéze (az
intrafollikularis ham és a pigmenttermielegység lathatban nem mutat TSH receptor
expressziot anagén VI és katagén fazisok alatt $6mgbra) is magyarazatul szolgalhat arra,

hogy a TSH stimulacié miért nem befolyasolja @reidvekedést, a matrix keratinocytak

V4
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Furcsamod emellett az is igaz, hogy egyértelm intraepitelidlisan kifejéao
célgének és/vagy géntermékek (pl. KRT5, KRTHal gehénleg KRT31 Langbein és
Schweizer, 2005; lasd 0j keratin nomenklatira Sdmvees mtsai., 2006) expressziojat is
modositotta a TSH emberi izolaltéiis® tenyészetben. Ez a megallapitas azt sugallja, hogy
a fejdr szrtis®d mezenhimalis receptorainak stimulalasa alafaret kozvetett Gton
befolyasolja a sartiis® hamsejtek rikodését. igy elképzelhgthogy a sértiisz CTS-ében
levé TSH receptorok stimulaldsa bizonyos diffuzibilekforok termelését és szekréciojat
indukalja, mint példaul a CTGF-&@. abra). Valbszirileg ezek a grtliszd mezenhimabdl
szarmazé faktorok a &aiisz epitéliumanak kulonbdgzfeladatait (mint példaul a hajkeratin
termelését, ahogy azt a KRT5 és tobb KRTAP upregiji is mutatja) parakrin médon
befolyasoljak. gy a kozponti és esetleg a pedrmSH szekrécio képes lehet bonyolult
szabdélyozé hurkok aktivalasara, amik példaul meredlis faktorok (mint a CTGF)
toborzasa révén kozvetett médon modulaljdkdtdggzs hamsejtek funkciéitZ0, 22. abrg.
Ezen epitelialis-mezenhimalis kdlcsonhatdsok vahdideg kissé eltérek lehetnek a
kultakar6 kulonboé teriletein és a hajciklus kilonféle szakaszaitemjnt azt emberi
glutedlis régidbol szarmazé telogérvidszn kapott eredményeink mutatjak, ahol néhany
TSH receptor-pozitiv sejt megjelent &”isz® epiteliumaban isle. abra). Ezzel egyiitt nem
zarhatjuk ki a TSH kdzvetlen hatasanak lékégét epidermalis keratinocytakon, mivel a
TSH receptor kifejeddik felnétt és Gjszulott keratinocytakon, valamint aktivgai@AMP
szintndvekedést okoz human keratinocytakban (Slsknés mtsai., 2002).

A tény, hogy a két klasszikus TSH-célgén, a TG €éBTR-1 transzkripcios szintje
upregulélodott az emberi féjlbn sHrtliszkben TSH-kezelés utédn vitro (19. abra), Gjabb
bizonyitékkal szolgél az intrafollikularisan kifefeelé TSH receptor funkcionalitasara.
Emellett jOl illeszkedik a TSH hataséara klasszikukakovetke&d cAMP jelatviteli Gtvonal

aktivaciéhoz, ami jellemten TSH receptor medialt folyamat (Povey és mtsHD76;
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Braverman és Utiger, 2005). Habar kordbban kimaka®tG transzkriptek jelenlétét huméan
keratinocyta (HaCaT) és human melanoma sejtvonalakeitro (Slominski és mtsai., 2002),
TG transzlacio jelenlétét korabban soha nem vitalormal emberi drbenin situ igy a

mi megfigyeléseink szolgaltatjdk az &lsizonyitékot a TG transzkripciéra embeéirlben és

a fejor follikulusaiban arra, hogy a é#iisk ugyanazt a transzkripcios faktort (pl. TTF-1)
»hasznaljak” a TG upregulaciéhoz, amit a pajzsnyitigmsejtjei is (Suzuki és mtsai., 1998 és
1999).

Bemutattuk azt is, hogy az emberi f&@bsl szarmazd <irtisz egy kdnnyen
kezelhed, élettanilag relevans eszkdzként szolgalhat Um-kkasszikus TSH célgének
elemzéséhez. Ez a szokatlan, de jol tanulmanyozijatdodell kordbban feltérképezetlen
TSH funkciék megismerésének kulcsa lehet, ami j&uasinutat a TSH-nak adb és a
szrtiis® bioldgiai folyamataiban bet6ltott szerepének megisesén, hiszen a génexpressziot
elemezve szamos olyan Uj TSH-célgént azonositotemkeri fejlor szrtisziben, amit
kordabban nem vettek figyelembe a TSH/TSH receptaolofiai Osszefliggéseinek
vizsgalataban (pl. KRTAP, CTGF, ACTARQ. abra). Tobb, a sértiistben azonositott Uj
TSH-célgén (CTGF, ACTA, MTCOL1 és KRT5) mRNS és/vagfehérje szirit expresszio
valtozasait tovabbi alanyokbdl szarmazé mintdk egtdl fuggetlendl is megésitették
(kvantitativ  PCR és kvantitativ immunohisztomorfarge technikak), mig mas faktorok
(FLNA, IVL) expresszios valtozasait, amelyeket amarray analizis eltének mutatott a két
vizsgalt alanyban, ilyen médon nem sikertilt alatsatenunk 20, 22. abrg.

Bar az emlitett 0j célgének az embefir bés sartisz bioldgiai folyamataiban
betoltott funkcionalis szerepének megismerése tuvabzsgalatokat igényel, a fenti
eredmények alapjan mar most kijelenthetjik, hogySid altal gyakorolt Uj hatasok joval
tulmutatnak a klasszikusan ismert folyamatok skalafpl. a pajzsmirigyhormon-termelés

serkentése, a pajzsmirigy novekedése) (Kohrle, ;1B8&&verman és Utiger, 2005). A TSH
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22. dbra: TSH kezelés hatasara szamos epitheli@gisnezenhimalis faktor expresszidja megvalt

TSH receptor expresszid kizarélaszrtiszk (HF) mezenhimdlis teriletein volt megfigyelhetd (pirmiss
A TSH receptor aktivacitbkozott cCAMP termelést, kiszoveti ndvekedési faktor (CTGF), tireoglobulin Y
és pajzsmirigy transzkripcios fak-1 (TTF-1) transzkripciét okozott §#tiisz szervkultiraban (HF). A TS
kezelés stimuldlta a citokromeoxidaz 1 (MTCO1) mRNS és fehéexpresszidjat a dermalis papilla (DF
valamint a kéfszovetes tok (CTS) fibroblastokban és a matrixtkereytdkban (MK). Emellett a C-ben

a2-aktin (ACTA), a MKban pedig keratin 5 (KRT5) mRNS és fehérje #zixipresszi-névekedés volt
megfigyelhef.

altal szabalyozott expressziojFLNA példaul a normal kdiszoveti niikodés egy fonto
eleme az emberidoben (@mez-Garre és mtsai., 2006), magCTGF (egyuttmikddve a
~wingless” tipusu fehérje WINT) receptor komplexszelmodulédlja a WNT jelatvitd

Gtvonalat (Mercurioés mtse, 2004; Mou és mtsai., 20063, sdrtiszd morfogenzis és
hajciklus egyik & szabalyozoji (SchmidtUllrich és Paus, 2005). A TSH hatéa in situ

megfigyelt follikulais MTCO21 upregulacio pedidelveti az elméleti lehéségé annak, hogy
a TSH akar képes lehdtozvetlenil befolyasolni a s#tliiszy energia metabolizmus
(Sheehan és mtsai., 2004)yégezetil a humi DP fibroblastokon  TSF receptor altal
kozvetitett imulacio kdzvetlen célsejtje) a TSH kezelést kovéen PKM2, GPX3, CTGF és

MTCOL1 upregulaci&olt megfigyelhed (21, 22. abrg. Mindez arra utal, hogszrtiisz DP
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fibroblastjaiban a TSH-jelatvitel kdzvetlen szerepgszhat az anyagcsere és az oxidacios
folyamatok szabélyozdsaban.

Az viszont, hogy a TSH upreguldlla a myofibroblagharker ACTA
immunreaktivitasat &rben Q0. abra) azt sugallja, hogy a TSH is képegsagiteni a
fibroblastok myofibroblastokkd tortén atalakulasat. Ez az atalakulas jelléerz
sebgydgyulas és seblezaras idején fordél amikor a normal &r fibroblastok fenotipusa
simaizom fibroblastokra jellenden megvaltozik; azaz kontraktilis fehérjéket expradnak
€s megvaltozik az orientaciojuk is (Tomasek és mt@®02; Werner és Grose, 2003).
Elképzelésink szerint az ACTA upregulaciojértizsz eredei fibroblastok mioepitelialis
fenotipusuva tortéh atalakulasara utalhat (Goldberg és mtsai., 200@z,H2007; Lygoe és
mtsai., 2007). Mivel a follikularis CTS is kiemetke szerepet jatszik a sebgydgyulasban
(Jahoda és Reynolds, 2001; Gharzi és mtsai., 2083)mivel a sirtlisz szervkultara
létrehozésa soran a mikrodisszekcié alkalmavaléatiszdt jelents sérllés éri, az emberi
szortliszd szervkultira egy nem megszokott, de tanulsdgosehhedt szolgalhat a TSH
sebgyogyulasra, hegesedésre égrantegujulasara kifejtett hatdsainak tovabbi feldsére

is.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteink elé felében sikerrel igazoltuk a tranziens receptaepcial vanilloid-3
(TRPV3) fehérje (immunhisztokémia) és mRNS <€ri(g-PCR) jelenlétét human izolalt
szortlisz tenyészetben. Kimutattuk, hogy a kulonbd@RPV3 aktivatorok dozisfuggmaddon
gatoltadk a sirszal nbvekedését és lecsdkkentették a prolif€k&lé7 nuklearis proliferacios
markert kifejed) sejtek szamat, valamint ndvelték az apoptozis§Bdgmentaciot kimutatd
TUNEL reakcid) intenzitasat, katagén transzform@ciddukaltak. ORS keratinocytak
tenyészetén is sikerrel igazoltuk a TRPV3 csatdunéciondlis jelenlétét, hiszen aktivacidja
hatasara indukalt mebranaramokat, és megemelkigiet],c-szintet mértiink, ami a sejtek
proliferacidjanak csdkkenéséhez és apoptézis kiddakhoz vezetett. Az ORS
keratinocytdkon megfigyelh@t hatdsok TRPV3 specifikusnak mutatkoztak, mivel a
folyamatok kivédheéinek bizonyultak TRPV3 specifikus géncsendesitésitsaggvel.
Eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a humabrtisg®d bizonyos sejtiei TRPV3
csatornaval rendelkeznek, mely jel&nszerepet tolthet be a follikulus névekedéséngk &i
hajciklus folyamatainak) szabalyozasaban.

Ezek utan a pajzsmirigy stimuldldé hormon (TSH) bait vizsgaltuk human
szortiszben, ami az utobbi &k kutatasai alapjan egyedulalloan hormonérzéketyetnek
bizonyult. A TSH receptor mRNS szinjelenléte mellett a TSH receptor immunpozitiviéas
emberi IBr mezenhimalis tertletein volt kimutathatd. A TSéteptor stimulacidja srtlisz
és DP fibroblast tenyészetekben a cAMP szint emdélkehez, és bizonyos klasszikus,
valamint eddig ismeretlen TSH célgének expressiigxd@sahoz vezetett egyarant. Habar a
TSH emberi sértiis® bioldgiai folyamataiban bet6ltott szerepének miggéhez tovabbi
vizsgalatok szukségesek, eredményeink szerintédisz egy Uj, pajzsmirigyil tavoles

célpontja a TSH-nak.
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SUMMARY

In the first part of our experiments the presenéetransient receptor potential
vanilloid-3 (TRPV3), at both protein (immunohistechistry) and mRNA levels (g-PCR),
was identified in isolated human hair follicle euks. We have shown that different TRPV3
activators inhibited hair growth, reduced the antafrthe proliferating cells (Ki-67, nuclear
proliferation marker), and stimulated apoptosis NBL reaction, DNA fragmentation) in the
hair bulb, and induced catagen transformation olose-dependent manner. The functional
presence of TRPV3 in ORS keratinocytes culturesatss been successfully demonstrated;
since the activation of the channel induced mentramrents and elevated Cdevels,
which lead to the suppression of cell proliferatimmd induction of apoptosis. These have
proven to be TRPV3-specific on ORS keratinocyt@sces TRPV3-specific gene silencing
antagonized these actions. Based on these restsan conclude that certain cells of the
human hair follicles express TRPV3 channels, wipiely a significant role in the regulation
of follicular growth and hence the processes of byiling.

The effects of thyroid-stimulating hormone (TSH) revethen investigated on the
human hair follicle, which — based on recent stsidigs uniquely hormone sensitive tissue.
The presence of the TSH receptor specific mMRNA iamdunoreactivity was detected in the
mesenchymal areas of human skin. In addition, tineutation of TSH receptor resulted in an
increase in CAMP levels in cultures of hair fodisland DP fibroblasts, and led to a change in
the expression levels of certain classical and asouhknown TSH target genes as well.
Although further studies are required to fully ureland of the exact function of TSH in the
biological processes of human hair follicle, ouvelofindings introduce the hair follicles as

an interesting, new extra-thyroid target for TSH.
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