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1. SAZETAK

Uloga folikularnih matiénih stanica u patofiziologiji alopecije areate

Danijel Sumajstor¢i¢

Otkrice maticnih stanica u izbocCini vanjske ovojnice korijena dlake potaknulo je
istraZivanja o moguénosti koriStenja folikula dlake kao terapijskog izvora mati¢nih
stanica u regenerativnoj medicini. Folikuli dlake sadrze multipotentne mati¢ne stanice
koje nakon indukcije i diferencijacije mogu dati specijalizirane stanice epidermisa,
dlaénih folikula i pripadajuce lojne Zlijezde, a sudjeluju i u regeneraciji epidermisa uslijed
tkivnih ozljeda ili bolesti. Smjestaj ovih mati€nih stanica u izboc€ini vanjske ovojnice
korijena dlake daje opcenito objasnjenje zasto pojedini upalni procesi poput lichen
planopilaris ili diskoidnog eritemskog lupusa uzrokuju trajan gubitak vlasi i/ili dlaka,
nasuprot upalnim procesima poput alopecije areate, u kojima dolazi do regeneracije
zahvacenih folikula i ponovnoga rasta vlasi i/ili dlaka. 1zbo€ina dlacnog folikula najprije
je opisana u miSeva, gdje tvori dobro diferenciranu strukturu. Nasuprot tome,
nedostanak jasne morfologije izboCine dla¢nih folikula u ljudi pridonio je sporijem tijeku
istrazivanja na folikularnim maticnim stanicama. Istrazivanje mati¢nih stanica u
folikulima dlake zapocelo je otkricem mirnih stanica u folikulu, nazvanih stanicama koje
zadrzavaju biljeg (engl. label-retaining cells, LRC). No pravi zamah u istrazivanju
folikularnih mati¢nih stanica poceo je tek otkri¢em i identifikacijom njihovih molekularnih
billega, poput keratina 15 (K15) i molekula CD34 u miSeva te CD200 u ljudi, a koji su
omogucdili njihovu preciznu izolaciju iz tkiva, kultivaciju in vitro i utvrdivanje karakteristika
i potencijala folikularnih mati¢nih stanica. Uloga folikularnih mati¢nih stanica u
patogenezi alopecije areate danas ostaje nerazjasnjena. Zna se kako su oStecenja
matiCnih stanica rezultat upalnih procesa, a dlac¢ni folikuli mjesta autoimunih reakcija.
Ovome pridonose i drugi faktori poput gubitka imunoloSke privilegije folikula kao i

autoimmune reakcije koje su rezultat okolinih ¢imbenika i genetske predispozicije.

Klju€ne rijeci: folikularne mati¢ne stanice, alopecija areata, patofiziologija, terapija.



2. SUMMARY

The role of follicular stem cells in the pathophysiology of alopecia areata

Danijel Sumajstor¢i¢

The discovery of stem cells in the bulge region of the outer root sheath of hair follicles
(HF), both in mice and man, has encouraged research into utilizing the hair follicle as a
therapeutic source of stem cells for regenerative medicine. The hair follicle contains
multipotent stem cells that can form epidermis, hair follicles and sebaceous glands as
well as help in repopulation of epidermis after injury. Localization of these stem cells in
the bulge area of the hair follicle may explain why some types of inflammatory alopecia
cuase permanent loss of hair (scarring alopecia such as lichen planopilaris), while
others (such as alopecia areata) are reversible (non-scarring alopecia). While being
clearly distinguishable structure whitin hair follicles in mice, the lack of distinctive bulge
morphology in human hair follicles has interefered studies of bulge cells. The study of
the hair follicle stem cells started by identification of follicular stem cells in HF bulge as
quiescent label retaining cells. The research of these cells emerged rapidly after the
identification of bulge cell molecular markers, such as keratin 15 (K15) and CD34 in
mice and CD200 in humans, which in turn allowed the isolation and further study of
bulge cells from follicles. The pathogenesis of alopecia areata and its relation to stem
cell involvement is a complicated process. It is known that the damage to stem cells is a
result of inflammatory mechanisms; the hair follicle itself is the key target of
autoaggresive immunity. In addition, other factors may be involved, including loss of
immune protection of stem cells as well as enhanced autoimmunity by environmental

factors and genetic predisposition.

Keywords: follicular stem cells, alopecia areata, pathophysiology, therapy.



3. UvVOD

Alopecija areata (AA) kompleksna je imunoloski posredovana bolest koja zahvaca
anagene folikule dlake. Njoj su podlozna i djeca i odrasli, a klini¢ki se o€ituje okruglim
do ovalnim arealima bez vlasi i/ili dlaka. U 1-2% svih bolesnika bolest ekstenzivno
progredira, uzrokujuci gubitak kose i svih dlaka na glavi (AA totalis) ili pak svih dlaka na
tijelu (AA universalis). Neposredno prije, u vrijeme ili pak nakon pojave AA, Cesto su
zahvaceni i nokti, od povrSinskih oStecenja do tezZih distrofija nokatne ploCe. AA se
povezuje i s drugim bolestima, napose onim atopijskim poput astme ili atopijskog
dermatitisa, ali i autoimunim bolestima, u prvom redu vitiligom i autoimunim
tireoiditisom. AA ne poznaje dobnu, rasnu ili etniCku selekciju bolesnika. Procjene
govore o zahvacenosti oko 5 milijuna ljudi samo u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama,

dok se Zivotni rizik za obolijevanje od ovoga poremecaja procijenjuje na oko 2 %.

Za razliku od drugih autoimunih bolesti koje zahvacaju folikule dlake, poput
eritematoznog lupusa, u AA dlaéni folikuli nisu trajno osteceni, a sami autoimuni upalni
proces lokaliziran je u bulbarnom segmentu folikula, uz postedu izbocCine trajnog dijela
folikula gdje se nalazi rezervoar folikularnih mati¢nih stanica. Time je saCuvana
sposobnost regeneracije folikula i ponovnoga rasta kose i dlaka. Zbog ove se svoje

karakteristike AA klasificira kao prolazna, neoziljkasta alopecija.

Genetika, psihoemocionalni stres, imunolodki i neuroendokrini sustav redovito se
navode kao uzroci ovoga poremecaja, iako je vjerojatno rije€ o sloZzenim i ne posve
razjaSnjenim mehanizmima interakcija izmedu ovih ¢imbenika bolesti. lako se terapijski
primjenju kortikosteroidi i imunomodulatorni lijekovi, ovakvo lije€enje nije kauzalno, pa je
Cesto frustriraju¢e s obzirom na rezultate, a do danas ne postoje opc¢eprihvacene i na
temelju dokaza striktno definirane smjernice za lijeCenje AA. U ovome radu prikazat ¢e
se dosadasnje spoznaje o folikularnim mati¢nim stanicama, njihovoj lokalizaciji,
fizioloSkoj ulozi i naCinu regulacije njihova usmjerenja, kao i potencijalne uloge u

patofiziologiji alopecije areate.



4. MATICNE STANICE

MatiCne stanice odlikuju se potencijalom razvoja u mnoge funkcionalno razliite stanice
organizma kako u tijeku ranoga razvoja tako i u odrasloj dobi. One tako predstavljaju
svojevrstan unutarnji popravljacki sustav, dijeleci se prakticki neograni¢eno, a u svrhu
nadomjestanja stanica tkiva dokle god je organizam ziv. Prigodom svake takve diobe,
novonastala stanica-kéer ima potencijal ili ostati matichom stanicom, obnavljajuci tako
rezervoar mati¢nih stanica ili postati stanicom specijalizirane funkcije (misicna, masna,

Ziv€ana stanica i dr.) (Barrandon & Green, 1987).

Mati¢ne stanice razlikuju se od ostalih stanica dvama vaznim obiljezjima. Prvo, rije€ je o
nediferenciranim i nespecijaliziranim stanicama sposobnim za neograni¢eno dijeljenje
koje moze uslijediti i nakon duZzih razdoblja mirovanja, a drugo, u odredenim fizioloSkim
ili eksperimentalnim uvjetima one bivaju inducirane na diferencijaciju u tkivno ili organski

specificne stanice specijalizirane funkcije.

MatiCne stanice vazne su za organizam iz viSe razloga. U tri do pet dana starom
embriju, blastocisti, unutarnji sloj nediferenciranih stanica preteCa je cijelog ustroja
buducega organizma, uklju€ujuéi i krajnje specijalizirane stani¢ne tipove. S druge strane
diskretne populacije mati¢nih stanica neprestano se dijele, obnavljajuci tako istroSene
stanice tkiva koje su rezultat bilo normalnog Zivotnog ciklusa, bilo bolesti ili ozljede. U
drugim pak organima, napose gusteraci, mozgu i srcu, mati¢ne stanice dijele se samo u

odredenim okolnostima.

4.1. Jedinstvena svojstva mati€nih stanica

Kako je ve¢ navedeno, mati¢ne stanice razlikuju se od svih ostalih stanica u organizmu.
Neovisno o svome ishodistu i funkciji u organizmu one posjeduju uistinu jedinstvena
svojstva, ukljuCujuci sljedece:

(I) Mati¢ne stanice sposobne su za neograni¢eno dijeljenje i obnavljanje vlastitih rezervi

u organizmu — one proliferiraju. Tako pocetna populacija relativno maloga broja

2



maticnih stanica u in vitro uvjetima daje, neprestanim simetricnim diobama kroz
odredeno vremensko razdoblje, milijune stanica-kéeri identi¢nih ishodiSnim roditeljskim
stanicama. Stoga za maticne stanice kazemo da posjeduju vremenski neograniCen

potencijal samoobnavljanja (Rochat et al., 1994).

(I) Mati€ne stanice su nespecijalizirane. One ne posjeduju nikakvu tkivno specificnu
strukturu koja bi im omogucila vrSenje tkivno specificne funkcije. Skupina mati¢nih
stanica ne moze dolaziti u kontakt niti potpomagati funkciju tkivho specificne stanice
(primjerice sudjelovati u opskrbi krvlju kao Sto to Cine srcani miociti). Maticne stanice
imaju drugu ulogu; one mogu biti inducirane i tada putem asimetri¢ne diobe daju stanicu
koja krece putem diferencijacije i postaje funkcionalnom tkivno specificnom stanicom

(npr. srcani miocit).

(I11) Mati€ne stanice preteCa su tkivno specificnih stanica odredenih funkcija. Nakon
indukcije i diobe mogu se diferencirati. Sam process diferencijacije obuhvaca niz faza, a
sa svakom slijedeCom fazom stanica postaje viSe specijalizirana. Znanstvenici tek
zapocCinju razumijevati signale, koji djeluju kao okidaC za zapocCinjanje procesa
diferencijacije mati¢ne stanice, kako one koji potjeCu iz same stanice tako i one
izvanjske. Unutarnji signali su po svemu sudeci kontrolirani od strane stani¢nih gena,
smjestenih na lancima uzvojnice DNK, koji nose kodirane instrukcije za sve stani¢ne
strukture i funkcije. Vanjski signali za stani¢nu diferencijaciju ukljuCuju hormone i
transmitore, fizicki kontakt sa susjednim stanicama te neke joS nerazjaSnjene molekule
iz staniénog mikrookoliSa. Interakcija ovih signala uzrokuje u ishodisnoj stanicnoj DNK
stjecanje odredenih epigenetskih oznaka koje moduliraju gensku ekspresiju koja se
potom prenosi kroz proces diobe i diferencijacije. Mnoga pitanja o diferencijaciji
mati¢nih stanica ipak za sada ostaju nerazjasnjena. Jesu li unutarnji i vanjski signali za
diferencijaciju razli¢itih vrsta mati¢nih stanica jednaki? Postoji li specifian set signala
koji promovira diferencijaciju u specifi¢nu vrstu stanice? Odgovore na ovakva i sliCha
pitanja znanstvenici za sada nemaju, a ona su svakako vazna, jer ¢e spoznaja tih
zakonitosti omoguciti znanstvenicima bolje razumijevanje i kontrolu nad diferencijacijom

mati¢nih stanica u laboratorijima a time i uzgoj stanica i tkiva koja ¢e se moci primijeniti



u specificne svrhe, poglavito u lijeenju za sada neizljeCivih bolesti (Trempus et al.,
2003; Lyle et al., 1998).

4.2. Vrste maticnih stanica

Suvremena znanost donedavno je bila upoznata iskljucivo s dvije vrste mati¢nih stanica:
embrionalne mati¢ne stanice te ne-embrionalne, somatske ili odrasle mati¢ne stanice.
Ipak, 2006. godine znanstvenici su otkrili na¢in genskog reprogramiranja pojedinih
specijaliziranih stanica tkiva kako bi one eksprimirale gene i ¢imbenike koji su potrebni
za odrzavanje svojstava embrionalnih mati¢nih stanica. Takve stanice, koje su u
poCetnim fazama razvoja, nazvane su induciranim pluripotentnim mati¢nim stanicama
(engl. Induced pluripotent stem cells, IPSC) a znanstvenici se nadaju njihovoj primjeni u

transplantacijskoj medicini (Blanpain & Fuchs, 2006).

Embrionalne mati¢ne stanice, kako im samo ime ukazuje, potjeCu od embrija. Vecina
embrionalnih mati¢nih stanica potjeCe od embrija koji nastaju iz oplodenih jajasaca
fertiliziranih tehnikom in vitro, a potom doniranih u znanstvene i istrazivaCke svrhe.
Takve stanice uzgojene u laboratorijima nazivaju se stani€nom linijjom. Ljudske
embrionalne mati¢ne stanice (engl. human embrional stem cells, hESC) laboratorijski se
generiraju prenosSenjem stanica s embrija u predimplantacijskom stadiju na medij za
kultivaciju. Ukoliko tako preneSene stanice prezive, dijele se i proliferiraju te se
nasstavlja prijenos na nove kultivacijske medije. Ovakav proces subkultivacije stanica
ponavlja se viSe puta kroz vise mjeseci, sve dok se ne uspostavi stani¢na linija.
Embrionalne mati¢ne stanice proliferiraju u stani¢noj kulturi kroz prolongirano
vremensko razdoblje u velikom broju bez znakova diferencijacije i imaju odbiljezja
pluripotentnosti. Ukoliko uz to ne razviju odredene genetske abnormalnosti, smatraju se
embrionalnim mati¢nim stani€nim linijjama koje se u bilo kojemu trenutku kultivacije
mogu zamrznuti i prenijeti u drugi laboratorij za daljnju kultivaciju i istrazivanje. Ako se u
ovome procesu kultivacije stanicne linije promijeni kemijski sastav stanicnoga medija ili
povrSina posudice za kultivaciju, ili se pak same stanice modificiraju retrovirusnom

insercijom specificnih gena, one podlijezu procesu diferencijacije te se medusobno



nakupljaju da bi stvorile embrionalna tijela. Znanstvenici se nadaju da ¢e u buducnosti

generirati kulture specifi¢nih tipova diferenciranih stanica (Potten, 1981).

Adultne ili somatske maticne stanice ranije su smatrane nediferenciranim stanicama
koje se nalaze medu specijaliziranim stanicama u tkivima i organima. Glavna zadaca
somatskih mati¢nih stanica jest odrzavanje i popravak tkiva u kojima se nalaze. Naziv
somatska matiCna stanica oznaka je da se takve stanice nalaze u tkivima u tijelu, a
nisu embrionalnoga podrijetla. Dok kod embironalnih mati¢nih stanica sam naziv
oznacava njihovo podrijetlo (stanice od predimplantacijskog stadija embrija), podrijetlo
pojedinih vrsta somatskih matiCnih stanica u pojedinim zrelim tkivima i dalje je nejasno.
Nadalje, dok su embrionalne mati¢ne stanice pluripotentne, tj. mogu postati bilo kojom
specijaliziranom stanicom, somatske matic¢ne stanice ipak imaju ogranicene mogucnosti
diferencijacije — one mogu diferencirati samo u one specijalizirane stanice tkiva u kojem
se izvorno nalaze, pa mogu biti unipotentne ili multipotentne. Tipi€¢no se u zrelim tkivima
nalazi relativno malen broj somatskih mati¢nih stanica. Stoga je jasna problematika s
izolacijom somatskih mati¢nih stanica iz tkiva, a jednom izvadene iz tkiva one pokazuju
ograni¢en kapacitet za dijeljenje Sto Cini teSkoée u stvaranju velikih koli¢ina takvih
mati¢nih stanica tj. u stvaranju mati¢nih stani¢nih linija. Somatske mati¢ne stanice
nalaze se u mnogim tkivima: u mozgu, kostanoj srzi, perifernoj krvi, krvnim zilama,
skeletnoj muskulaturi, srcu, crijevima, jetri, testisima i ovarijima. Prema danasnjim
shvacanjima somatske mati¢ne stanice u tkivima borave u specificnom mjestu svakoga
tkiva koje se naziva niSom matiCnih stanica. U mnogim tkivima, somatske mati¢ne
stanice su zapravo periciti, stanice koje se nalaze u stijenci malih krvnih Zila. U
pojedinim tkivima, kao $to su crijeva, skeletha muskulatura i koza, mati¢ne stanice se
neprestano induciraju i diferenciraju i tako obnavljaju tkivo, dok se u drugim tkivima kao
Sto su mozak, srce i gusSteraCa, ove stanice uobiCajeno nalaze u stanju mirovanja i
bivaju inducirane tek u izvanrednim okolnostima za tkivo, napose u bolesti ili tkivhoj
ozljedi (Costarelis et al., 1990).



4.3. Mati¢éne stanice koze

Koza je najveci organ nasSeg organizma, a kao takvoj povjerene su joj mnoge funkcije
nuzne za prezivljenje. One ukljuCuju osiguravanje mehanicke barijere, zastitu od
dehidracije i penetracije kemijskih tvari iz okoli$a, zastitu od ultraljubi¢astih (UV) zraka,
zastitu od patogenih mikroorganizama te ulogu u termoregulaciji te omogucuje
senzornu percepciju okoliSa. Osim ovih fizioloSkih funkcija, koZa ima i socioloSku te
estetsku ulogu, a daje informacije i o dobi, spolu pa i socijalnom statusu jedinke.
(Blanpain & Fuch, 2006).

Koza odraslog cCovjeka sastoji se od razliCitih ali organiziranih nakupina stanica
razliCitog embrionalnog podrijetla. U svih sisavaca, ubrzo nakon gastrulacije,
neuroektodermalne stanice koje zaostaju na povrSini embrija postaju epidermisom, Kkoji
zapocCinje kao jedan sloj nespecijaliziranih stanica. Tijekom razvoja ovaj sloj stanica
formira stratificirani epidermis (nazivan jos i interfolikularni epidermis, IFE), folikule
dlake (engl. hair follicle, HF), lojne Zlijezde a na goloj koZi jo$ i apokrine mirisne Zlijezde.
Stanice koje potjeCu od mezoderma tvore fibroblaste prilezeéega dermisa koji formiraju
kolagen, krvne Zile koje opskrbljuje kozu krvlju, miSi¢e podizaCe dlaka (lat. m. arrector
pili), subkutane masne stanice te imunosne stanice koje se nalaze u kozi. Stanice koje
potjie€u od neuralnog grebena tvore melanocite, senzorne Ziv€ane zavrSetke koze i
sudjeluju u nastanku dermisa u predjelu glave. Sveukupno, oko dvadesetak razlicitih

stani¢nih vrsta nalazi se u kozi i tvori jedinstvenu funkcionalnu cjelinu.

Epidermis, kao i mnogi drugi epiteli organizma, neprestano se obnavlja u tijeku zivota
jedinke odrzavajuci tako homeostazu i sudjelujuci u popravljanju Stete izazvane boleSc¢u
ili ozljedom. Folikuli dlake pak prolaze cikluse rasta i degeneracije. Sve ovo omoguéeno
je postojanjem somatskih mati¢nih stanica u kozi. Kako je koZa organ kojega Cine
funkcionalno i morfoloski razliGite stanice, tako se u kozi nalazi viSe vrsta somatskih
mati¢nih stanica. Osim toga, pojedine se matiCne stanice, a koje sudjeluju u obnovi
kozZnih stani¢nih tipova, nalaze i izvan koZe (primjerice matiCne stanice koje obnavljaju
kozne limfocite nalaze se i u koStanoj srzi). Ovaj se rad medutim temelji na prikazu

uloge dva najvaznija tipa somatskih maticnih stanica koze: epidermalnih mati¢nih
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stanica i folikularnih mati¢nih stanica. Obje vrste posjeduju jedinstvena svojstva
zajedniCka svim mati¢nim stanicama: mogu se neprestano dijeliti simetrichnom diobom
kroz prolongirano vremensko razdoblje, obnavljajuc¢i tako vlastiti rezervoar ili se pak
indukcijski mogu dijeliti asimetricno i diferencirati u multiple tkivno specifiCne

specijalizirane stanice koze (Rochat et al., 1994).

4.3.1. Razlicite stani¢ne linije epidermisa

Zreli epidermis sastoji se od pilosebacealne jedinice koju sacinjavaju folikul dlake, s

pripadaju¢om lojnicom i interfolikularnog epidermisa.

Interfolikularni epidermis je stratificirani skvamozni epitel sacinjen od razli€itih slojeva
stanica. Najdublji sloj zove se bazalni sloj (lat. stratum basale), ¢vrsto je povezan sa
prilezeCim dermisom a sadrzi mitotski aktivne progenitorske stanice, koje se
neprestalno dijele stvarajuci tako diferencirane suprabazalne stanice. Osim toga bazalni
sloj sadrzava i ekstracelularni matriks (ECM) koji u najvecem dijelu tvori prilezecu
bazalnu membranu koja odvaja epidermis od dermisa. Najznacajniji ekstracelularni
matriks je laminin5. Kako stanice napustaju bazalni sloj i kreéu se prema povrsini koze,
one se povlace iz stani¢noga ciklusa, gube ekspresiju laminina i ulaze u terminalni
diferencijacijski program. Prvi suprabazalni sloj stanica je nazubljeni sloj (lat. stratum
spinosum), koji sadrzava tri do sedam redova plo€astih stanica koje su medusobno
povezane dezmosomima. Slijede granularni sloj (lat. stratum granulosum) koji stvara
biokemijske komponente kozne barijere te naposlijetku i stratum corneum koji odgovara
mrtvim stanicama bez jezgara koje se neprestano ljuste s povrSine koze (Candi et al.,
2005). IFE se bez prestanka obnavlja tijekom cijeloga zZivota jedinke kako bi se
zamijenile stanice koje se konstantno ljuSte s povrSine koZe. | u miSeva i u ljudi
potrebno je izmedu tri i Cetiri tjiedna kako bi se zamijenile sve stanice interfolikularnog

epidermisa.

Razvoj folikula dlake ukljuCuje seriju epitelijalno — mezenhimalne interakcije. Prvo
prileze¢i dermis Salje niz signala u epidermis kako bi se stvorio epidermalni privjesak.

Kao reakciju, epidermis emitira signal dermalnim stanicama koji potice njihovo
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sazimanje i formaciju dermalne papile (DP). U konacnici, novoformirana DP $alje signal
kako bi inducirala proliferaciju i diferencijaciju potrebnu za formiranje epidermalnog
privieska (Paus et al. 1999). Prvi morfoloSki znak u razvoju dlacnog folikula jest
stvaranje dlac¢ne placode, u kojoj bazalni epitel postaje izduljen i invaginira na mjestima
gdje se vrsi sazimanje dermalnih stanica. Folikul u nastanku spusta se prema dermisu i
obuhva¢a sada formiranu dermalnu papilu Cije stanice zadrzavaju stanje visoke
proliferacije. Kako folikul sazrijeva te se proliferirajuce stanice pocinju diferencirati u
unutarnju ovojnicu korijena dlake (engl. inner root sheath, IRS) koji predstavlja unutarniji
kanal buduce dlake (engl. hair shaft, HS) koja predstavlja strukturu terminalno
diferenciranih keratinocita koja se izboCuje na povrsSini koZze. On degenerira prema
povrsini koZze omogucujuci protruziju iznad povrsine koze. Vanjski sloj stanica postaje
vanjskom ovojnicom korijena dlake (engl. outer root sheath, ORS) koja se nastavlja na
epidermis i bazalnu membranu. Osmog postnatalnog dana u miSeva razvoj folikula
prema dermisu je zavrSen, a kroz sljedec¢ih sedam dana stanice matriksa proliferiraju i
diferenciraju u Sest koncentricnih slojeva unutarnje ovojnice korijena dlake i stabljike
dlake. Time je proces morfogeneze zavren. Sesnaestog postnatalnog dana u miseva
proliferacija stanica u matriksu prestaje i ubrzo potom donje dvije trecine folikula dlake
degeneriraju procesom apoptoze stanica. Ovo je katagena faza ciklusa. Epitelni tracak
retrahira DP prema gore, gdje se u konacnici smjesta neposredno ispod zadebljanja
trajnog dijela folikula na mjestu gdje se veze m. arrector pili. Uovoj izboc€ini (engl. bulge)
nalaze se folikularne mati¢ne stanice. One tada ulaze u telogenu fazu tj. fazu mirovanja.
U ovom prvom ciklusu razvoja dlake, telogena faza u miSeva traje oko jedan dan, no sa
svakim sljede¢im ciklusom produzuje se vrijeme telogene faze, ukazujuéi na potrebnu
biokemijsku razinu koja mora biti postignuta kako bi se aktivirao sljedeéi ciklus rasta
folikula i dlake. Na pocetku novog ciklusa razvoja dlake, mati¢ne stanice u fazi
mirovanja bivaju inducirane signalima Sto potjeCu od mezenhimalnih stanica dermalne
papile. MatiCne stanice, a rije€ je o relativho slabo diferenciranim keratinocitima, tada
izlaze iz izboCine tj. matiCne niSe i aktivho proliferiraju kako bi osigurale stanice
potrebne za razvoj nove dlake. Ovo je anagena, zrela faza ciklusa rasta dlake. Potpuno
formiran i zreo dlaéni folikul sastoji se od sedam koncentri¢nih slojeva diferenciranih

stanica; a to su vanjska ovojnica korijena dlake koji je u kontinuitetu s bazalnom



membranom IFE, zatim tri sloja stanica koje formiraju unutarnju ovojnicu korijena dlake
a koji tvori kanal dlake te na poslijetku tri sloja diferenciranih keratinocita koji tvore dlaku
(Blanpain i Fuchs, 2006). Molekularni mehanizmi koji upravljaju morfogenezom folikula

dlake kao i ciklusom folikulogeneze su joS uvijek nedovoljno istrazeni.

4.3.2. Obiljezja mati€nih stanica koze

Interfolikularni epidermis obnavlja se neprestano tijekom cijeloga Zivota jedinke, no
prolazi i reepitelizaciju uslijed ozljeda. Upravo ove karakteristike epidermisa ukazuju na
postojanje mati¢nih stanica u epidermisu, a koje osiguravaju ove znacajne funkcije.
HistoloSke analize miSje koZe pokazale su kako je miSji epidermis organiziran u
nakupine stanica heksagonalne povrsine koje leze na bazalnom sloju (Mackenzie 1970;
Potten 1981). Upravo je za temeljni sloj pretpostavljeno da funkcionira kao epidermalna
proliferativna jedinica (engl. epidermal proliferative unit, EPU) s jednom epidermalnom
matiénom stanicom po jedinici. Daljnje analize miSje kozZe otkrile su postojanje
diskretnih kolumni malih stanica kroz sve slojeve epidermisa - od bazalnoga do
najgornjega terminalno diferenciranoga sloja stanica. Ova istrazivanja, provedena
mahom sedamdesetih godina proSloga stolje¢a, potvrdila su postojanje EPU u
bazalnom sluju IFE-a. Takve domene objasnjene su mehanizmon gdje se bazalne
stanice dijele asimetricno kako bi dale jednu proliferativhu stanicu kéer koja ostaje u
bazalnom sloju i jednu pocetno diferenciranu stanicu koja napusta bazalni sloj i
sudjeluje u obnovi epidermisa (Lechler & Fuchs, 2005). Ova istrazivanja medutim nisu
dala odgovor koliko se mati¢nih stanica nalazi u jednoj EPU niti koja je njihova to¢na

lokalizacija unutar jedinice.

U ljudskoj kozZi epidermis je deblji i ne posve ravan; on naime undulira tvoreci tako
duboke epidermalne grebene (engl. rete ridges) koji se protezu kroz epidermis
usmjereni prema dolje, a potpomaZzu vezanje epidermisa za prileze¢i dermis. Upravo
su baze tih grebena mjesta u kojima su smjesStene epidermalne mati¢ne stanice u ljudi
jer predstavljaju bolje zastiCeno mjesto nego igdje drugdje u interfolikulanrom

epidermisu (Lavker & Sun, 1982). Sredinom sedamdesetih godina proSloga stoljeca



definirani su uvjeti za uzgoj humanih epidermalnih mati¢nih stanica in vitro (Rheinwald
& Green, 1975). Tako kultivirane mati¢ne stanice mogu formirati tri vrste kolonija: (i)
visoko proliferativne kolonije malih okruglih stanica nediferencirane morfologije
(holokloni); (ii) abortirane kolonije velikih stanica izravnate morfologije tipiCne za
terminalno diferencirane stanice (parakloni), te (iii) relativno male heterogene kolonije
stanica limitiranog proliferativnog potencijala koje ostare kroz nekoliko ciklusa diobe
(merokloni). lako termin “holokloni” oznacava proliferativni kapacitet kolonija in vitro,
stanice koje potjeCu od jedne jedine epidermalne holoklone kolonije uistinu mogu
diferencirati in vitro i obnoviti epidermis prenesene in vivo (Barrandon & Green, 1987).
Ovo ukazuje kako stanice iz holoklonih kolonija posjeduju fundamentalne karakteristike
maticnih stanica — one se mogu samoobnavljati ili pak diferencirati u funkcionalne tkivne
stanice (Rochat et al., 1994). Suprotno tomu, stanice meroklonih kolonija odgovaraju
pocetno induciranim stanicama koje zadrzavaju limitirani kapacitet stani¢ne diobe, prije
nego Sto postanu terminalno diferencirani keratinociti. Ovo otkrice omogucilo je uzgoj
keratinocita s teSko opecenih bolesnika i njihovu naknadnu primjenu kao autolognih
transplantata kultiviranih stanica koje su bile sposobne reepitelizirati oSteCenu kozZu
(Gallico et al. 1984; O’Connor et al. 1981; Pellegrini et al 1999). U iducih 25 godina ova
tehnologija omogucila je spaSavanje mnogih zivota. No ovakva koZa sadrzavala je
medutim, samo interfolikularni epidermis, a bez koznih adneksa. Dlake i lojne Zlijezde
su nedostajale Sto upucuje na potrebu za drugom vrstom mati¢nih stanica, zaduzZenih

za obnovu pilosebacealne jedinice — folikularnih mati¢nih stanica.

4.4. Folikularne matic¢ne stanice

U dla¢nim folikulima, folikularne mati¢ne stanice nalaze se u diskretnom mikrookoliSu,
koji se naziva niSom mati¢nih stanica ili pak izbo€inom vanjske ovojnice korijena dlake.
Ovaj dio folikula smjeSten je na bazi donjeg dijela folikula uspostavljenog u tijeku
morfogeneze, a koji ne podlijeZze degeneraciji u tijeku ciklusa folikulogeneze. Folikularne
mati¢ne stanice su male nediferencirane stanice koje su u stanju mirovanja. Medutim na
poCetku anagene faze one bivaju inducirane signalima mezenhimalnih stanica

podlezeCe dermalne papile. Nakon indukcije one izlaze iz niSe, proliferiraju i
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diferenciraju kako bi dale razliCite staniCne tipove zrelog folikula dlake. Uz to one
predstavljaju i trajni rezervoar multipotentnih mati¢nih stanica, koje u slu€aju potrebe,
radi ozljede tkiva, daju specijalizirane stanice za popravak nastale Stete epidermisa.
Dakle folikularne mati¢ne stanice sudjeluju u odrzavanju normalnog ciklusa rasta dlake,

a uz to potpomazu i popravak ozlijedenog epidermisa.

Godinama se smatralo kako su mati¢ne stanice koje regeneriraju dlacni folikul u toku
normalnih ciklusa rasta dlake zapravo visoko proliferativne stanice matriksa (Kligman
1959). Ova teorija tek Ce kasnije biti biti opovrgnuta, kada su Montagna i Chase
ustanovili kako iradijacija X zrakama ubija stanice matriksa, no dlake i dalje mogu
nastati iz stanica vanjske ovojnice korijena dlake (Jahoda et al. 1984). Najprije su
provedeni pokusi kako bi se utvrdilo postojanje folikularnih mati¢nih stanica. Polazeci od
teze kako su folikularne, kao i sve ostale somatske mati¢ne stanice poglavito u fazi
mirovanja, primjenjeni su nukleotidni analozi poput bromodeoksiuridina (BrdU) kako bi
se oznadile stanice u s-fazi staniCnog ciklusa, a potom se pristupilo promatranju
sudbine inkorporiranog nukleotida kroz vrijeme. Visoko diferencirane stanice se
neprestano ljuste s koze, a proliferativne stanice u raznim stadijima diferencijacije su
kroz diobe izgubile nukleotid (dilucija nukleotida), pa su stoga stanice s najmanjim
proliferacijskim kapacitetom oznaCene kao stanice koje zadrzavaju nukleotid (engl.
label-retaining cells, LRC). LRC po svojstvu mirovanja odgovaraju somatskim mati¢nim

stanicama (Bickenbach, 1981).

Zatim je odreden smjestaj LRC u folikulu dlaka. Lavaker i sur., ponovno su primjenili
BrdU u miSeva starih sedam dana, a potom analizirali lokalizaciju LRC stanica kroz
Cetiri tiedna. Opazili su kako se velika veCina ovih stanica u koZi zadrzava na bazi
permanentnog dijela dlacnog folikula, poznatijeg kao izbo€ina vanjske ovojnice korijena
dlake (engl. bulge). Ova izbo€ina opisana je od strane histologa prije viSe od stoljeca
(Stohr, 1903), a smjeStena je neposredno ispod pripadajuce lojne Zlijezde na mjestu
gdje se za folikul veze m. arrector pili. Kako bi potvrdili da se folikularne mati¢ne stanice
uistinu nalaze u izboc€ini dlaénog folikula, Barrandon i sur., promatrali su potencijal rasta
razliCitih segmenata misjih i ljudskih folikula dlake in vitro. Rezultati su bili sljedeci: i u

miSeva i u ljudi 95% holoklonih kolonija potjecalo je od stanica na mjestu izbocCine
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dla¢nog folikula, a manje od 5% holoklonih kolonija potjecalo je od stanica iz segmenta
matriksa folikula (Kobayashi et al., 1993), pri ¢emu je zona holoklonih, visoko
proliferativnih stanica bila znatno Sira u slu¢aju humanih folikula dlake proteZuci se od
izboCine do donjeg dijela vanjske ovojnice korijena dlake. Zaklju€eno je kako je izboc€ina
folikula dlake tj. niSa mati¢nih stanica u ljudi manje morfoloski karakteristiCna struktura

nego $to je to u glodavaca (Rochat et al., 1994).

4.4.1. Dosadasnje spoznaje o folikularnim matiénim stanicama i

njihovi molekularni biljezi

Istrazivanja mati¢nih stanica epidermisa kao i biotehnologija koznih tkiva podrucja su
intenzivhog razvoja zadnjih desetlje¢a. Ostvarena su znacajna dostignu¢a na poljima
bazi¢nih i klini¢kih istrazivanja. Ovo se napose odnosi na moguénost prepoznavanja
razli¢itih koznih mati¢nih stanica in vivo te njihove izolacije iz tkiva i kultivacije in vitro.
Dostignuéa na polju klini¢kih ispitivanja odnose se na prepoznavanje vaznosti mati¢nih
stanica koze u njihovom sudjelovanju u popravku tkivnih ozljeda, ali i otvaranja
mogucénosti njihove primjene u lijeCenju prirodenih i steCenih koznih bolesti primjerice

epidermolysis bullosa.

MatiCne stanice, kako je ve¢ naglaseno, posjeduju sposobnost neprestanog dijeljenja i
time samoobnove vlastitih zaliha u organizmu ili se pak mogu diferencirati u razliCite
specijalizirane stanice. Folikularne mati¢ne stanice koze su multipotentne; one se mogu
diferencirati u stanice folikula dlake, lojne Zlijezde ali i interfolikularnog epidermisa.
Osim mirovanja kao jedne od njihovih glavnih odlika, postoje i druga svojstva
folikularnih mati€nih stanica koja valja istraziti. 1zolacija Zivih mati¢nih stanica nuzna je
za njihovu primjenu, primjerice u polju regenerativne medicine. lako je manualnom
mikrodisekcijom izvrSena uspjeSna izolacija mati¢nih stanica iz folikula dlake, ovaj
postupak vremenski je i kadrovski zahtjevan, a dobiveni izolati esto su nedovoljno
purificirani. Stoga je daljnje istrazivanje folikularnih mati¢nih stanica moralo pri¢ekati
novu eru razvoja molekularne biologije, koja traje zadnjih desetljeca, a kojom su

utvrdeni odredeni molekularni biljezi za preciznu identifikaciju folikularnih mati¢nih
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stanica. Danas se temeljnim molekularnim biljegom folikularnih mati¢nih stanica smatra
keratin 15 (K15), dok su CD34 i CD200 stani¢ni biljezi. Ekspresiju K15 u humanim
matiénim stanicama koze prvi je opisao Lyle sa suradnicima 1998 godine. lako je visoka
ekspresija keratina 15 znacajan biljeg folikularnih stanica, niske razine K15 ekspresije
nalaze se i u stanicama bazalnog sloja folikula dlake te epidemisa opcenito, stoga je
ekspresivnost K15 kao kriterij za definiranje folikularnih mati¢nih stanica ipak
nedovoljna. Ekspresiju CD34 prvi je opisao Trempus i sur. te predstavlja najspecifiniji
biljeg folikularnih mati¢nih stanica u miSeva. CD34 medutim ne pokazuje ekspresiju u
humanim matiénim stanicama. Umjesto toga, stani¢ni bilieg CD200 se pokazao
specificnim poput onog u miSeva. Folikularne mati¢ne stanice mogu se prepoznati i po
jos nekim molekularnim biljezima, jedan od kojih je i leucerinom bogat G-proteinski
receptor (engl. leucerine-rich containing G-protein coupled receptor 5, Lgr5), no niti on
nije potpuno specifiCan buduéi da je izrazen i na drugim stanicama dlacnog folikula
(Jaks et al., 2008).

4.4.2. Nisa folikularnih mati¢cnih stanica

Sve matiCne stanice nalaze se u specijaliziranim anatomskim lokalizacijama koje se
nazivaju niSama mati¢nih stanica, a koja predstavljaju mjesta specijalnog mikrookolisa
sa specificnim faktorima rasta koji reguliraju aktivnost mati¢nih stanica. Osim toga takva
mjesta pruzaju mati¢nim stanicama i zastitu; dakle, to su mjesta relativne imunoloske
privilegije. Izboc€ina dlacnog folikula predstavlja najbolje definirano mjesto maticnih
stanica u kozi. Ono je imunoprivilegirano $to se ostvaruje putem supresije molekula
MHC klase 1 i stimulacije potentnih imunosupresivnih faktora poput alfa-MSH i CD200.
Ovo omogucuje folikularnim mati¢nim stanicama zastitu od djelovanja vlastitog
imunoloskog sustava. Upravo se gubitak ove relativne imunoprivilegije sve CeSce
navodi kao moguci uzroCni ili pak dodatni ¢imbenik u patofiziologiji trajnih alopecija
(Meyer et al., 2008).

Upravo ovakva lokalizacija folikularnih mati¢nih stanica, smjeStenih u izbo€ini trajnog

dijela folikula, barem donekle objasSnjava razliku izmedu trajnih i reverzibilnih alopecija.

13



Naime u trajnim alopecijama, kakve se nalaze u npr. lichen planopilaris, upalni proces
zahvaca superficijalni segment dlaénog folikula, ukljuCujuéi i izboCinu folikula dlake,
ukazuju¢i na oStecenje folikularnih mati¢nih stanica i time ireverzibilnost procesa. S
druge strane pak, u neoziljkastih alopecija, primjerice u alopeci areati, upalni proces
zahvaca poglavito bulbarni dio folikula koji obuhvaca inducirane progenitorske stanice
potekle od folikularnih mati¢nih stanica. lako je bulbarni dio folikula odgovoran za
direktnu produkciju dlake, a njegova destrukcija vodi izravnom nestanku dlake, izboc€ina
dla¢nog folikula tj. niSa folikularnih mati¢nih stanica u ovom slu€aju ostaje posStedena, a
time se omogucéava stvaranje novog donjeg dijela folikula i razvoja dlake nastupom

nove anagene faze ciklusa (Ohyama, 2012; Whisting, 2003).

4.4.3. Uloga folikularnih mati€énih stanica

Kada su folikularne matiéne stanice izolirane i potom transplantirane na
imunodeficijentne miSeve, pokazale su sposobnost diferencijacije u razliCite stani¢ne
linije koze. Tako su iz njih nastale specijalizirane stanice folikula dlake, pripadajuce
lojne Zlijezde ali i bazalne a time i suprabazalne, terminalno diferencirane stanice
interfolikularnog  epidermisa (IFE). Ovim istrazivanjem utvrdena je njihova
multipotentnost (Oshima et al., 2001). No tijekom iste studije zamije¢eno je kako
folikularne matiCne stanice ne sudjeluju u odrzavanju homeostaze epidermisa, vec je
odgovornost za to posve dodijeljenja unipotentnim progenitorskim stanicama bazalnog
sloja epidermisa. Ipak, prilikom opseznijih ozljeda tkiva, primjerice opeklina treceg
stupnja, one bivaju aktivirane, rapidno migrirajuéi prema leziji sudjelujuéi u popravljanju
epidermisa. One se tada dijele u viSe stani¢nih tipova obnavljajuéi pilosebacealnu
jedinicu i interfolikularni epidermis (Ito et al., 2007; Levy et al., 2007; Nowak et al., 2008;
Taylor et al., 2000).

Danas je sve viSe dokaza koji upuéuju na to kako su epidermalne mati¢ne stanice
smjestene u bazalnom sloju epidermisa manje potentne od folikularnih mati¢nih stanica
koje se nalaze u izbocini folikula dlake. Dokazi upucuju na to kako je uistinu rije¢ o

unipotentnim mati¢nim stanicama, koje vjerojatno nastaju migracijom pojedinih
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aktiviranih folikularnih mati¢nih stanica iz HF. Primjerice, nasuprot folikularnim mati¢nim
stanicama koje imaju to¢no definiranu niSu, niSa epidermalnih mati¢nih stanica do
danas nije jasno i precizno lokalizirana, a upravo je protektivni mikrookoli§ niSe
esencijalan za oc€uvanje i integritet rezervoara matic¢nih stanica. Nadalje, folikularne
mati¢ne stanice su mirnije stanice od onih u interfolikularnom epidermisu (Costarelis et
al., 1990), a i oznagene radioaktivnim nukleotidom ostaju dulje uodljive (LRC) nego $to
je to sluaj sa stanicama u interfolikulrnom epidermisu. Stanice kultivirane od
folikularnih mati€nih stanica pokazuju veci holokloni potencijal in vitro nego one koje su
kultivirane od stanica interfolikularnog epidermisa (Rochat et al., 1994). U konac¢nici, a u
prilog ovoj tezi, govori i €injenica kako povrSinske opekline koje zahvacéaju epidermis, ali
pri kojima folikuli dlake ostaju saCuvani, ne zahtijevaju transplantaciju koze, Sto nije
slu€aj sa opseznim dubokim opeklinama kada nestaju i dlacni folikuli (Alonso & Fuchs,
2003). Stoga je predlozena teorija kako multipotentne folikularne mati¢ne stanice,
povremeno izlaze iz niSe kako bi naselile bazalni sloj epidermisa, tu se djelomic¢no
diferenciraju i postaju zaduZene za odrZavanje homeostaze isklju€ivo interfolikularnog

epidermisa.

4.4.4. Folikularne mati¢ne stanice — nada za primjenu u regenerativnoj

medicini

S obzirom na njihovu lokalizaciju, folikularne mati¢ne stanice predstavljaju obecavajuéi
izvor lako dostupnih somatskih matic¢nih stanica. Razvojem molekularnih tehnika koje su
omogucdile izolaciju i kultivaciju autolognih somatskih epidermalnih, mezenhimalnih i
neuronalnih stanica podrijetla mati¢nih stanica dlaénog folikula, otvorena je mogucnost
za brojne terapijske mogucnosti primjene ovih stanica. Posebice se to odnosi na polje
nove, regenerativne medicine i lijeCenje bolesnika s opeznim opeklinama, ubrzavanje
cijelienja velikih, kroni¢nih koznih ulceracija, de novo stvaranje dlacnih folikula u
bolesnika s alopecijom te u konacnici otvaranje novih strategija genske terapije. Upravo
bi genska terapija imala ulogu u lije€enju naslijednih koznih bolesti (npr. epidermolysis

bullosa), gdje bi se genetski modificirane i potpuno funkcionalne autologne folikularne
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maticne stanice transplantirale sa svrhom postupne zamjene oste¢enog koznog tkiva
(Ferrari et al., 2006; Mavilio et al., 2006).

lako su spoznaje o folikularnim mati€nim stanicama sve brojnije, ipak mnoga pitanja ove
domene ostaju nerazjasnjena, a cijelo polje regenereativne medicine i genske terapije
putem folikularnih mati¢nih stanica ostaje za sada na razini predklini¢kih istrazivanja. Za
sada, jedino se epidermalne mati¢ne stanice bazalnog sloja interfolikulanrog epidermisa
koriste u klinickom radu, u lijeCenju bolesnika s opseznim opeklinama. Ova metoda
lijeCenja prvi put je opisana sada vec¢ davne 1979. godine (Green et al., 1979), kada je
utvrdeno kako humane epidermalne matiCne stanice posjeduju veliki proliferativni
potencijal. Svega nekoliko in vitro kultiviranih mati¢nih stanica moglo je regenerirati,
diferencirati i time stvoriti potpuno funkcionalnu kozu (interfolikularni epidermis bez
adneksa), koja se potom transplantirala teSko opecenim bolesnicima. Ovim pristupom
omogucena je transplantacija velikih dijelova autologne koze, daleko veceg kapaciteta
nego sto je to dopustala dotadasnja metoda izravne autologne transplantacije koze. No
i ova metoda limitirana je s viSe Cimbenika; odnosi se to u prvom redu na visoke
troSkove izolacije i kultivacije mati¢nih stanica in vitro, kao i na vrijeme potrebno za
uzgoj i formiranje ovakvih epidermalnih presadaka, te u konacnici na nedostatnost
cjelokupnih koznih adneksa, poglavito folikula dlake. S ciliem postizanja regeneracije
folikula dlaka stanice dermalne papile moraju biti transplantirane istodobno s
epidermalnim mati¢nim stanicama kako bi se stimulirala regeneracija folikula dlake.
Naime, morfogeneza i regeneracija folikula dlake mnogo je kompleksniji proces nego
regeneracija interfolikularnog epidermisa, jer razvoj folikula ovisi, kao §to je to slu€aj sa
svim tkivima ektodermalnoga podrijetla, o reciproénim epitelijalno — mezenhimalnim
interakcijama i prisutnosti viSe tipova mati¢nih stanica: epidermalnih i folikularnih (Pispa
& Theseleff, 2003). Stoga, kako bi se postigla regeneracija folikula dlake, potrebno je
transplantirati i regenerirati multiple vrste mati¢nih stanica kao i njihove niSe. Mnoge
studije pokus$ale su razviti tehnologije transplantacije mati¢nih stanica za obnovu donjih
dijelova dla¢nog folikula kako bi se postigla de novo folikulogeneza i regeneracija svih
stani¢nih struktura koje su rezultat epitelijalno — mezenhimalne interakcije (Weinberg et
al., 1993; Kishimoto et al., 1999; Lichti et al., 2008).
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Najnovije studije pokazuju kako se funkcionalno potpuna regeneracija folikula dlake
moze dobiti koriStenjem viSe tipova mati¢nih stanica i njihovih niSa u laboratorijski
stvorenim folikulima dlake. Upravo ove studije omogucile su daljnje usavrSavanje
biotehnologija za razvoj folikula dlake in vitro, a koje ¢e sasvim sigurno omoguciti
daljnje strategije regenerativne terapije gubitka dlaka i/ili vliasi uzrokovanog ozljedom ili
bolestima poput alopecije areate ili androgenetske alopecije (Asakawa et al., 2012;

Toyoshima et al., 2012).
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5. ALOPECIA AREATA

Mnoge se lekcije iz autoimunosti, posebice one o ulozi relativne imunoloske privilegije,
kao i one o vaznosti medusobne interakcije izmedu genetike i neuroimunologije, daju
iSCitati iz prou€avanja alopecije areate (AA), najuCestalijeg uzroka upalom izazvanog
gubitka vlasi i/ili dlake. No, iako je alopecija areata jedna od najuCestalijih organ-
specificnih autoimunih bolesti u ljudi, svakodnevna klinicka imunologija kao i istraZivanja
na polju autoimunosti pomalo zanemaruju ovu autoimunu bolest folikula dlake. Nasuprot
toga, alopecija areata pruza izvrsne mogucnosti istrazivanja oragn-specificne
autoimunosti i uloge imunogenetike, neuroimuno — endokrinih ¢imbenika kao i teorije
imunoloSkoga kolapsa na ljudskome modelu. Dodatno, postojanje kompatibilnog,
Zivotinjskoga modela ovog poremecaja, kao i postojanje in vitro kultura humanih dla¢nih
folikula, ¢ine AA atraktivnim i uzornim modelom za istraZivanje autoimunosti opc¢enito
(Safavi & Muller, 1995; Paus et al., 1989; Gilhar & Kalish, 2006).

5.1. Klini¢ke znacajke

Alopecija areata naj¢e$¢e se manifestira u vidu ostro ograniCenih okruglih ili ovalnih
podrucja s potpunim gubitkom dlaka, bez znakova upale, koje se pojavljuju na vlasistu,
rukama, nogama, pubi¢noj regiji trepavicama ili obrvama. No osim ovoga, najucestalijeg
oblika, AA moze se javiti i u joS dva oblika: kao alopecija totalis (AT) koja se ocituje
potpunim gubitkom kose i dlaka u predjelu lica ili kao alopecija universalis (AU) -
potpuni gubitak kose i svih dlaka na tijelu. Karakteristicno se nalaze kratke dlake,
svinute prema svojoj bazi (dlake u obliku upitnika) te nove kratke nepigmentirane dlake
na mjestu lezije. Bolest moze zahvatiti i nokte na kojima se nalaze foveole ili, u tezim
sluCajevima, distrofija nokta (primjerice trachyonychia). lako bolest najcesS¢e zapocinje

na vlasistu (u 90% slu€ajeva), moguca je progresija bolesti na bradu, trepavice i obrve.

lako se literaturni podaci razlikuju, procijenjena stopa prevalencije iznosi 0.1% (Tazi-
Ahnini et al., 2002). Bolest zahvaca oba spola podjednako kao i sve dobne i etniCke

skupine. lako se bolest mozZze manifestirati bilo kada u Zivotu, vrSak incidencije (u viSe
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od 60% bolesnika) je u dobi od 20. do 25. godine Zivota (Madani i Saphiro, 2000).
Bolest zahvaca podjednako oba spola; ipak, muskarci ¢eS¢e obolijevaju od tezih oblika
bolesti (AT ili AU). AA je povezana i s drugim autoimunim bolestima i poremecajima,

ponajprije s vitiligom i autoimunim tireoiditisom.

Postoje dokumentirani slu¢ajevi o iznenadnoj depigmentaciji skupine vlasi preko noc¢i na
kojima je potom uslijedio fulminantni napad AA, Sto predstavlja rijetku varijantu AA
(Plinck et al., 1993). AA zahvaca iskljuCivo dla¢ne folikule u anagenoj fazi ciklusa, koji
aktivno sudjeluju u procesu melanogeneze. Upravo ove klinicke i histoloSke opservacije
dovele su do postavljanja teze prema kojoj melanocitni i anageni folikularni autoantigeni

imaju kljuénu ulogu u patogenezi AA (Paus et al., 1994).

U suprotnosti s oZilikastim alopecijama, folikuli dlaka u lezijama AA bivaju postedeni i
zadrZzavaju sposobnost regeneracije i ponovnoga rasta dlaka. Blagi oblici bolesti
pokazuju visoke stope spontane remisije, a Cak i teski slucajevi AA universalis ponekad
pokazuju spontane i potpune remisije. LoSija prognoza bolesti povezuje se s nastupom
bolesti u ranijoj zivotnoj dobi, velikom proSirenoS¢u bolesti, zahva¢eno$cu ruba vlasista

(ofijaza), pozitivnom obiteljskom anamnezom i atopijom (Tosti et al., 2006).

Terapija AA je nazalost problemati¢na, a vrlo Cesto i frustriraju¢a. lako blazi oblici
bolesti, definirani kao izolirani ili limitirani areali gubitka dlake, pokazuju visoke stope
spontane remisije i u vecini sluCajeva dobro reagiraju na intralezionalnu primjenu
kortikosteroida, teZi oblici bolesti, poput AA totalis ili AA universalis, obi¢no predstavljaju
veliki terapijski problem. Dodatni problem predstavlja i Cinjenica kako danas ne postoje
op¢e prihvacene, a na temelju dokaza striktno definirane smijernice za lijeCenje

alopecije areate (Sladden et al., 2005).

5.2. Histoloske znacajke

Klju€nu histolosku karakteristiku AA predstavlja limfocitni infiltrat donjeg dijela anagenog
folikula, koji se mozZe pojaviti u obliku “roja p€ela” (engl. “swarm of bees” pattern). CD4+

T limfociti prevladavaju u infiltratu koji okruzuje dlaéni folikul, dok su T stanice koje

19



infiltriraju folikularni epitel predominantno CD8+ fenotipa. Kako perifolikularne imunosne
stanice posteduju izbocCinu trajnog dijela HF (niSu folikularnh mati¢nih stanica),
zahvaceni folikuli zadrZzavaju mogucnost regeneracije i ponovnoga rasta dlake.
Zahvaceni folikuli prerano zavrSavaju anagenu fazu ciklusa i regrediraju putem indukcije
masivne apoptoze donjih dijelova folikula (katagena faza), Sto rezultira uspostavom
telogene faze - zahvaceni folikuli su u mirovanju. Oni tada mogu ponovno uci u
anagenu fazu ciklusa, no zbog prisutnosti limfocitnog infiltrata opet prerano podlijezu
katagenoj fazi i zarSavaju ponovno u fazi mirovanja, Sto rezultira smanjenjem dlacnih
folikula, koji se na histoloSkim presjecima tkiva uoCavaju kao “mirni” i minijaturizirani
folikuli dlake. Alopecija areata stoga predstavlja poremecaj folikularnog ciklusa u
dvostrukom smislu: T limfociti napadaju iskljuivo anagene folikule dlake, a potom
remete normalan ciklus rasta dlake, inducirajuci prijelaz anagene u katagenu fazu rasta

i konac¢no u telogenu fazu (McDonagh & Messenger, 1996).

5.3. Patofiziologija alopecije areate

Prema suvremenim shvacanjima etiologije AA, genetski ¢imbenici, psihoemocionalni
stres, imunoloski i neuroendokrini sustav redovito se navode kao uzroci ovoga
poremecaja, iako je vjerojatno rije€ o sloZzenim i ne posve razjasnjenim mehanizmima

interakcija izmedu ovih etiopatogenetskih ¢imbenika.

5.3.1. Imunoloski cimbenici

Vanjski ¢imbenici, poput infekcija, okolisnih ¢imbenika, ¢imbenika stresa, toksina pa i
nacina prehrane, inkriminirani su za odgovornost induciranja bolesti. U jednoj studiji
nadena je i citomegalovirusna (CMV) DNK u lezilama AA (Tosti et al., 1996), no ovo je
otkriCe ipak uzeto s rezervom, tim viSe Sto u sljedeé¢im studijama, primjenom tehnike
lanCane reakcije polimeraze (engl. polymerase chain reaction, PCR) na
mononuklearnim stanicama periferne krvi bolesnika, nije pokazana korelacija izmedu
AA i aktivne ili latentne CMV infekcije. Sli€no tomu je i povezanost izmedu Helicobacter

pylori infekcije i AA do danas nerazjaSnjena (Dudda-Subramanya et al., 2007).
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Danas vecina studija pruza dokaze koji ukazuju na autoimunu etiologiju ove bolesti, s
procesom koji je posredovan T stani¢nim odgovorom. Protutijela na anagene folikularne
strukture nadena su u zahvacenim lezijama kako u ljudi tako i na miSjem modelu. Ova
su autoantitijela utvrdena imunofluorescencijom u vise od 90% bolesnika s AA, za
razliku od 30% pozitivnih nalaza protutijela u kontrolnoj skupini. Na autoimuni process
ukazuje i histoloski nalaz gustog perifolikularnoga (CD4+) i interfolikularnoga (CD8+)
staniCnoga infiltrate u anagenoj fazi, mogucnost transmisije AA putem kultivacije T
limfocita sa zahvacenog vlasiSta, a potom prenesenih na imunodeficijentne miseve
(engl. severe combined immunodeficiency, SCID) te u konacnici i klinicki odgovor na

primjenu imunosupresivnih lijekova i imunomodulatora. (Gilhar et al., 1998).

5.3.1.1. Alopecija areata i atopija

Atopijske bolesti su u visokom postotku (oko 60%) povezane s AA. Stoga je
pretpostavljeno kako su atopijske bolesti poput bronhalne astme ili atopijskog
dermatitisa riziCan ¢imbenik za razvoj AA. Nadalje, u bolesnika s AA koji imaju pozitivnu
osobnu ili obiteljsku anamnezu za atopijske bolesti, opazene su rjede spontane remisije
AA te loSiji odgovor na kortikosteroidnu terapiju. Ova spoznaja potvrduje Cinjenicu kako
su atopijske bolesti usitinu dodatni ¢imbenik rizika za obolijevanje od AA. Razlog za ovu
oCigledno viSu incidenciju atopijskih bolesti u osoba pogodenih AA moZe se pripisati
genima koji su uklju€eni u upalnu komponentu AA, a uz to povecavaju rizik za alergijsku
reakciju. Osim toga, povisene serumske vrijednosti immunoglobulina E (IgE), klase
imunoglobulina esencijalnog za alergijski odgovor i tradicionalno povezanog s atopijom,
nadene su i u bolesnika zahvaéenih AA-om, a koji ne pate od atopijskih bolesti
(Roselino et al., 1996).

5.3.2. Genetski ¢cimbenici

Genetski €imbenici vazni su u etiopatogenezi AA. Utvrdena je visoka korelacija
pozitivne obiteljske anamneze i obolijevanja od AA, koja iznosi izmedu 10 i 40%, a sa

sveukupnim rizikom obolijevanja od 2%, Sto je neSto veci rizik negoli je to slucaj sa
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osobama bez pozitivne obiteljske anamneze. Genetska povezanost dodatno je utvrdena
u studijama pojavnosti AA u monozigotnih blizanaca, u kojima rizik pojavnosti AA u
drugog blizanca raste do 55% (Scerri & Pace, 1992). ViSe stope incidencije (8.8%)
zamijeCene su u osoba s Down-ovim sindromom, $to je itekako viSa stopa nego $to je to
slu€aj sa opcom populacijom. AA se danas smatra poligenetskom boles¢u, koja je
rezultat djelovanja nekoliko velikih gena. Zadnjih desetlie¢éa govori se o
multifaktorijalnom naslijedivanju AA, kako bi se opisali fenotipovi, koji za razliku od
klasicnih Mendelovih zakona naslijedivanja nisu rezultat jednog genskog lokusa, ali
posjeduju genetsku komponentu. To je potvrdeno u studijama provedenim na

blizancima te u epidemiolo$kim studijama (Lander & Schork, 2001).

Naime, dva su pristupa u istrazivanjima genetske komponente u neke bolesti. Prvi
pristup predstavlja primjenu asocijativnih studija, u kojima se suspektni gen testira za
povezanost s odredenom boleS¢éu u nekoj populaciji. No ovakav pristup limitiran je
mogucénosc¢u lazno pozitivne povezanosti, stoga je nuzno primjeniti i frekvencijske
studije pojedinog suspektnog gena na multiplim populacijama. Drugi pristup je pretraga
cjeloukupnog genoma (engl. genome - wide searches) za pronalazak kromosomskih
regija povezanih s povecanim rizikom za razvoj bolesti. U slu€aju AA utvrdeno je viSe

mogucih gena kandidata.

5.3.2.1. Geni kandidati

Glavni kompleks gena tkivne podudarnosti (engl. major histocompatibility complex,
MHC) naziva se u Covjeka humanim leukocitnim antigenima (engl. human leukocyte
antigen, HLA) a u miSa H-2 i sastoji se od tri skupine gena. RijeC je o regiji koja
predstavlja suspektabilni lokus na kromosomu 6. Veéina gena ovog lokusa kodira
povrsinske proteine koji prezentiraju antigene. Humani leukocitni antigeni klase | (engl.
HLA-I) subklasificiraju se kao A, B i C, a izraZzeni su na povrSini svih enukleiranih
stanica i prezentiraju antigene CD8+ T limfocitima. Suprotno tome, klasa Il humanih
leukocitnih antigena (HLA-II), koji se subklasificiraju kao DP, DM, DOA, DOB, DQ i DR,

normalno su izrazeni na antigen prezentirajuéim stanicama (engl. antigen-presenting
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cells, APC) kao Sto su makrofazi ili Langerhansove stanice koze. Tijekom upale HLA-II
ekspresivnost moze se naci i na drugim stanicama koje, tvore¢i kompleks s antigenom,
prezentiraju antigen CD4+ T limfocitima. Ostatak gena kodira antigene klase 11l (HLA-III)
koji predstavljaju komponente sustava komplementa u serumu, poput faktora
komplementa, faktora nekroze tumora (engl. tumor necrosis factor, TNF) i proteina
toplinskog Soka 70 (engl. heat shock protein 70, Hsp70).

Kao Sto je to slu€aj i s drugim autoimunim bolestima, AA pokazuje povezanost s
odredenim HLA genima. Ovo se napose odnosi na povezanost s HLA-DR i HLA-DQ,
¢ime se potvrduje teza o uklju€enosti CD4+ T limfocita u patogenezu AA. Jedan je nalaz
koji se neprestano ponavlja u studijama: HLA-DQB1*03 prisutan je u preko 80% svih
bolesnika, Sto ga Cini generalno prihvacenim suspektnim genom (McDonagh & Tatzi,
2002; Colombe et al., 1995; de Andrade et al., 1999). S druge strane pak, pojedine
povezanosti HLA gena mozda pruzaju relativnu protekciju za obolijevanje od AA, kao
Sto je predloZeno za slu¢aj HLA-DRw52a i HLA-DRB*03 (Duvic et al., 1991).

No osim gore navedene povezanosti s MHC genima pokazana je povezanost AA i s
MHC klase | genom A povezanog s polipeptidom (engl. MHC class | polypeptide-related
sequence A, MICA gene). Ovaj gen kodira polimorfni MHC klase | lan¢ano vezani
protein A Ciji je ligand NKG2D - membranski protein NK stanica. Ovo otkrice ukazuje na
ulogu NK stanica u patogenezi AA, a u prilog toj tezi govori i nalaz povisenog broja NK

stanica u perfolikularnom infiltratu lezija AA (lto et al., 2005).

Downow sindrom povezan je s povecanim rizikom nastanka AA, a ova je povezanost
potkrijepljena i identifikacijom suspektnoga gena na kromosomu 21 (Tazi-Ahnini et al.,
2002). Sindrom autoimune poliendokrinopatije, kandidoze i ekodermalne distrofije (engl.
autoimmune  polyendocrinopathy-candidiasis-ectodermal  dystrophy, = APECED),
autosomno recesivni je sindrom kojeg c¢ine mukokutana kandidoza zajedno s
hipoparatireoidizmom ili Addisonovom bolesti. Ovaj sindrom povezan je sa multiplim
autoimunim poremecajima uklju€ujuéi hipogonadizam, pernicioznu anemiju, vitiligo i AA.
Genetska osnova ovoga sindroma je mutacija na genu koji kodira autoimuni regulator

(engl. autoimmune regulator, AIRE gene) smjeSten na kromosomu 21. Rizik za
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obolijevanje od AA u bolesnika s APECED sindromom iznosi 30%, a povezuje se S
ranim nastupom bolesti i teSkom klinickom slikom. No mutacije na AIRE genu nisu

povezane s AA u opcoj populaciji (Buzi et al., 2003).

Aleli gena koji kodiraju citokine, citokinske anatagoniste i njihove receptore takoder se
povezuju s AA, a pri tome se nalaze polimorfizmi za IL-1 receptorske antagoniste i
faktor inhibicije makrofaga (engl. macrophage inhibitory factor, MIF). Ovi polimorfizmi

povezuju se s ranim nastupom i tezom kliniCkom slikom bolesti (Shimizu et al., 2005).

5.3.3. Neuroendokrino - imunoloski ¢imbenici

Akutni ili kroni¢ni psiholoski stres tradicionalno se smatra provociraju¢im ¢imbenikom za
nastanak ili pogorSanje AA. Pokazano je kako emocionalni stres takoder remeti
homeostazu koze, na Sto najbolje ukazuju pogorSanja AA, ali i drugih koznih bolesti,
poput psorijaze ili atopijskog dermatitis, povezana sa stresom. Ovakvi oblici kozZnog
stresa regulirani su koznim ekvivalentom osi hipotalamus — hipofiza — nadbubrezna
Zlijezda (engl. hypothalamic—pituitary—adrenal axis, HPA axis), koja predstavlja kozni
obrambeni mehanizam, koji koordinira i upravlja lokalnim odgovorm na stresne
C¢imbenike (Solminaki et al., 2000). Hormon koji oslobada kortikotropin (engl.
corticotropin-releasing hormone, CRH) klju€ni je stresom iducirani hormon, a predstavlja
proksimalni dio ove koZne osi i naden je u ljudskim folikulima dlake, gdje mu ekspresija
varira ovisno o fazi ciklusa. Lokaliziran je u bazalnom epidermisu, stanicama ORS, te u
matriksu anagenih folikula. NajviSu ekspresiju pokazuje u vriieme anagene, a najnize

tijekom katagene i telogene faze ciklusa (Rollof et al., 1999).

Folikuli dlake, dakle, posjeduju potpuno funkcionalni periferni ekvivalent klasicne HPA
osi, a koja lokalno upravlja stresnim kozZnim podrazajima. Jo$ uvijek nije u potpunosti
jasno kako emocionalni stres utjeCe na ovu perifernu koznu os. Provedena su brojna
istraZzivanja na misjim modelima, a pojedine studije ukazuju na povezanost izmedu
emocionalnog stresa i koznih reakcija. Tako je u pokusu sa zvu¢nim stresom na CBA/J
miSevima, stresni ¢imbenik uzrokovao preranu katagenu fazu ciklusa. U ovome pokusu

stres je inducirao stimulaciju faktora rasta Zivaca (engl. nerve growth factor, NGF) koji je
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pak stimulirao sintezu neuropeptida P u dorzalnim korjenovima kraljeZznicke mozdine.
Neuropeptid P se prenosi do koze putem perifernih Ziv€anih vlakana, gdje izaziva
mastocitima posredovanu perifolikularnu neurogenu upalu, posljedica koje je prerana

indukcija katagene faze i inhibicija rasta dlake (Peters et al., 2006).

Mastociti su distribuirani oko folikula dlake i njihova se degranulacija povezuje s
ciklusom rasta dlake. Degranulacija perifolikularnin mastocita se pojatava na kraju
anagene i tik pred pocCetak katagene faze. S druge strane, izostanak degranulacije ko i
progresiju ciklusa u katagenu fazu. Tvari koje uzrokuju njihovu degranulaciju jesu CRH i
njime inducirane molekule - neuropeptid P, ali i novootkrivena molekula — faktor
mati¢nih stanica (engl. stem cell factor, SCF) (Kumamoto et al., 2003). Time je stvorena
povezanost izmedu emocionalnog stresa i AA po sljedecem mehanizmu: u HF stres
inducira proizvodnju CRH koji uzrokuje povecanje broja perifolikularnih mastocita i
njihovo sazrijevanje. Zatim CRH uzrokuje pojacanu sintezu neuropeptida P i SCF, koji
potom uzrokuju degranulaciju mastocita. Degranulacijom mastocita nastaje oslobadanje
medijatora poput histamina koji induciraju preranu katagenu fazu ciklusa i inhibiciju
rasta dlake. Na temelju navedenoga u pojedinim studijama ukazuje se na uspjesnost

primjene antihistaminika u terapiji AA (Inui et al., 2007; Ohyama et al., 2010).

5.4. Uloga folikularnih mati€nih stanica u patofiziologiji AA

U posljednjih nekoliko godina u sredistu interesa brojnih istraZivanja nalaze se
folikularne mati¢ne stanice smjestene u vanjskoj ovojnici korijena dlake te njihova uloga

u etiopatogenezi alopecije areate.

5.4.1. Autoantitijela na folikularne strukture

Cirkuliraju¢a autoprotutijela na folikularne strukture pokazana su u viSe istrazivanja AA,
ali nije utvrdena njihova stvarna autoreaktivnost prema folikulima dlake. Protutijela za
folikule dlake nadena su i na misjim modelima. Ova cirkuliraju¢a IgG protutijela u

bolesnika s AA reagiraju s multiplim komponentama anagenih dla¢nih folikula, no zasad
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nema dokaza da su ova cirkuliraju¢a protutijela uistinu patogena za folikule dlaka, kako
u ljudi tako i na misjim modelima. Nadalje, nije moguce prenijeti AA putem ubrizgavanja
IgG protutijela bolesnika s AA na transplantate ljudskog vlasista. Zaklju¢no, do sada nije
utvrdena patogena uloga ovih autoprotutijela u AA; ona su redovit nalaz i u humanim i
misjim modelima bolesti, ali se nalaze i u kontrolnim skupinama. Stoga se ona smatraju
pokazateljem aktivnosti CD4+ T limfocita i njihovog prepoznavanja folikula dlake
(Tobbin et al., 1997; Gilhar & Krueger, 1989).

5.4.1.1. Autoantitijela na melanocite folikula dlake

Postavljena je teza kako su autoantitijela u AA orijentirana na melanocitne antigene. U
prilog ovoj tezi govore istrazivanja o zahvacenosti pigmentiranih dlaka AA-om, dok one
svijetle obi¢no bivaju postedene. U remisiji bolesti, s ponovnim rastom dlaka, tendencija
je da nove dlake budu nepigmentirane. Nadalje, melanociti su vazna stani¢na
komponenta dla¢nog folikula, koji je mjesto nastanka AA. Osim toga AA se povezuje s
primarnim poremecajem kozZne pigmentacije, vitiligom, a melanociti u folikulima dlaka
zahvaéenim AA-om pokazuju histoloSke i ultrastrukturne abnormalnosti (Paus et al.,
1994; Shellow et al., 1992). Pronadena su i cirkuliraju¢a autoantitijela protiv proteina
povezanog s melanocitima (engl. melanocyte associated protein, MAP) za kojeg se
smatra kako predstavlja melanocitni autoantigen a protiv kojeg su usmjerena ova
protutijela. Ova teza potvrduje se i u pokusima u kojima su koriSteni presatci ljudskih
vlasista na imunodeficijentim (SCID) miSevima, u kojima su MAP bili sposobni inducirati
T stanice na pokretanje autoimunog procesa odnosno AA (Gilhar et al., 2001). U
konacnici, aktivni proces melanogeneze zbiva se tijekom anagene faze ciklusa, kada
folikul dlake predstavlja mjesto relativnhe imunoprivilegije, koje omogucuje “sakrivanje”

melanocitnih antigena od autoreaktivnin T limfocita.

5.4.2. Imunoloska privilegiranost folikula dlake

Mjesta imunolosSke privilegije u organizmu brojna su, a uklju€uju prednji o€ni segment,

adrenalni korteks, dijelove testisa i ovarija, fetomaternalnu jedinicu placente te dijelove
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srediSnjeg ziv€anog sustava iznad krvno-mozdane barijere. Upravo je specijalizirani
okoli§ ovih mjesta nuzan za prevenciju destruktivnih imunoloskih reakcija na ovim
mjestima. Radi se o mjestima koja utjeCu na temeljne funkcije Covjeka, pa tako
primjerice, teSka upala prednjeg o€nog segmenta mozZe dovesti do sljepoce. lako dlake i
kosa u ljudi mogu biti vazne za psihiCko zdravlje pojedinaca, dlake ne predstavljaju
nuznost za ljudsko prezivljavanje. No u drugih sisavaca, primjerice polarnih medvjeda,

veliki gubitak dlaka potencijalno je smrtonosan.

Imunoprivilegija folikula dlake odrzavana je pomocu viSe ¢imbenika. To se u prvom redu
odnosi na nedostatak izrazenosti molekula MHC klase | na stanicama proksimalnog
dijela vanjske ovojnice korijena dlake i stanica matriksa dlake. No za razliku od ostalih
imunoprivilegiranih mjesta u organizmu, folikuli dlake podlijezu ciklickim promjenama
grade pa tako i relativnoj imunoprivilegiji. Naime, imunoprivilegija folikula dlake izrazena
je tijekom anagene faze ciklusa, no ne i u tijeku katagene i telogene faze. Tako je
imunoprivilegija ograniCena na proksimalni epitel anagenih folikula dlake. U tijeku
anagene faze nastupa i proces melanogeneze. Pojedina istraZzivanja ukazala su na
mogucu ulogu mealnocitnih autoantigena (MAP) kao klju¢nih ciljeva autoimune reakcije
u AA (Gilhar et al., 2001), pa je za pretpostaviti kako se ova ciklicka imunoprivilegija
odvija upravo u anagenoj fazi ciklusa, kako bi se ovi autoantigeni skrili od potencijalnih

autoreaktivnin T limfocita.

Osim oskudne ili potpuno odsutne ekspresije MHC klase | na povrSini folikularnih
stanica, imunoprivilegija anagenih dlaénih folikula regulirana je znatno slozenijim
mehanizmima. Na mi§jim modelima je utvrdeno kako su od poCetka rane anagene faze
lokalne raznine TNF-alfa uvelike smanjene, a razine antagonista za interleukin-1
receptore povisene (Paus i Stemm, 1991). Kako je anagena faza ujedno i faza aktivne
melanogeneze, logicno je za pretpostaviti kako je prisutnost snaznih imunosupresiva
dodatni mehanizam kojim se nastoji smanjiti autoreaktivnost prema melanocitnim
autoantigenima. Osim TNF-alfa, u odrzavanju privilegije sudjeluju i drugi potentni
imunosupresivi. To su imunosupresivni hormoni poput adrenokortikotropnog hormona
(engl. adrenocorticotropic hormone, ACTH) te hormon stimulacije melanocita alfa (engl.

alfa-melanocyte-stimulating hormone, alfa-MSH). U ljudskoj koZi ovi su potentni
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imunosupresivi lokalizirani u anagenim folikulima dlake, a ne nalaze se u okolnom
epidermisu i dermisu. Uz to ACTH potiCe intrafolikularnu proizvodnju kortizola, kao
dodatnog imunosupresivnog hormona. Jedan od najpotentnijin imunosupresivnih
faktora rasta jest i faktor tumorskoga rasta beta (engl. tumor growth factor beta, TGF-
beta). | on je snazno izrazen na epitelu folikula u ljudi i u miSeva, s najjacom
ekspresijom tijekom kasne anagene i na pocCetku katagene faze. Njegova funkcija
vjerojatno je izuzimanje anagenih i/ili melanocitnih autoantigena od imunoloSkog

djelovanja autoreaktivnin CD8+ T limfocita (Paus et al., 2003).

5.4.2.1. Uloga NK stanica u imunoprivilegiji folikula dlake

Stanice prirodne ubojice (engl. natural killer cells, NK) predmet su istrazivanja u
patogenezi AA. Odsutnost ili niska izrazenost molekula MHC klase | u sustavu
imunoprivilegije folikula dlake postavlja pitanje kako se odrzava proces autotolerancije
folikula dlake. Naime, NK stanice zaduzene su za prepoznavanje i eliminaciju onih
stanica na C€ijoj povrsini nisu izrazene molekule MHC klase I. Ipak, vrlo mali broj
perifolikularnih NK stanica nalazi se u okolici zdravih folikula dlake. Zbog ovoga
fenomena pretpostavljeno je kako u sklopu odrzavanja imunoprivilegije folikuli dlake

inhibiraju normalne funkcije NK stanica.

Na povrSini NK stanica nalaze se inhibicijski receptori (engl. killer-cell immunoglobulin-
like receptor, KIR) te heterodimerni NKG2A receptori. S druge strane, stanice koje ne
izrazavaju MHC | molekule na svojoj povrSini, poput virusom inficiranih ili tumorom
transformiranih stanica, ne blokiraju aktivnost NK stanica i one bivaju aktivirane putem
signala koje dobivaju u kontaktu takvih stanica s njihovim aktiviraju¢im receptorima —
NKG2D. Ovi receptori se nalaze na NK i CD8+ T stanicama, a prepoznaju MICA gen na
takvim stanicama Sto dovodi do izravnog napada NK i CD8+ T stanica (Bauer et al.,
1999).

Humani anageni folikuli dlake ne pokazuju izrazenost MICA-e. U lezijama AA, medutim,
NK kao i CD8+ T stanice pokazuju visoki stupanj ekspresije aktiviraju¢eg receptora

NKG2D. Ovo ukazuje na mogucnost da je progresija AA ubrzana za sada nepoznatim
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C¢imbenikom koji inducira ekspresiju MICA-e na stanicama folikula, olakSavajuci time
djelovanje NKG2D pozitivnih stanica (NK i CD8+ T) na anagene folikule dlake. Dodatno,
NK i CD8+ T stanice, izolirane iz periferne krvi bolesnika s AA, takoder pokazuju
poviSene razine izrazenosti NKG2D receptora u odnosu na zdrave kontrole. U istih
bolesnika zabiljezene su i NK stanice u kojih pak inhibitorni receptori poput KIR-a nisu

izrazeni (Ito et al., 2008).

Zakljucno, imunoprivilegirani anageni folikuli dlake zasti¢eni su od napada NK stanica
putem MICA - negativne vanjske ovojnice korijena dlake, niskom ekspresijom
aktivirajucih NKG2D receptora na povrSini NK stanica, ekspresijom inhibicijskih
receptora te opcenito njihovim malenim perifolikularnim brojem. Kolaps bilo kojega od

ovih zastitnih mehanizama moze inducirati razvoj AA.

5.4.2.2. Nisa folikularnih mati¢nih stanica i imunoloska privilegiranost

NiSa folikularnih mati¢nih stanica predstavlja izbo€inu ORS-a koja ne podlijeze ciklickim
promjenama razvoja i degeneracije. | ona predstavlja mjesto relativne imunoloSke
privilegiranosti. Kao i anageni folikuli dlake, niSa mati¢nih stanica odrzava imunolosku
privilegiranost putem slozenih mehanizama, u prvom redu supresijom izrazenosti MHC
klase | i stimulacijom potentnih imunosupresiva poput alfa-MSH, TGF-beta i MIF. Osim
toga, specifini biljeg ljudskih folikularnih mati¢nih stanica jest CD200. Upravo je
njegova pretpostavlijena funkcija ujedno i odrZzavanje imunolosSke privilegije. Svrha
odrZzavanja imunoloske privilegije niSe maticnih stanica svakako je zastita i odrZzavanje
rezervoara maticnih stanica od autoagresivnog imunoloskoga napada. U lezijama AA i u
podrucju niSe mati¢nih stanica uo€ena je poja¢ana izrazenost MHC klase I, a smanjene
su razine lokalnih potentnih imunosupresiva (Meyer et al., 2009). lako za sada, nije u
potpunosti razjasnjeno jesu li oziljkaste alopecije uzrokovane autoimunom reakcijom
usmjerenom protiv autoantigena podrijetlom iz niSe mati¢nih stanica, njihov nestanak

svakako vodi do trajnog gubitka vlasi i dlaka.
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5.4.3. Teorija kolapsa imunoloske privilegiranosti folikula dlake

lako je Billingham joS sedamdesetih godina prosloga stoljeca tvrdio kako su anageni
folikuli dlake zapravo mjesta relativne imunoloSke privilegiranosti, tek se 1994. Godine
ova spoznaja primijenila na patogenezu AA. Tada je predloZzeno kako AA nastaje kao
rezultat kolapsa imunoprivilegije dlacnih folikula i posljedicnog CD8+ T limfocitnog
odgovora na otkrivene autoantigene. Ova teorija podrazumijeva pojavu AA u onih
imunogenetski predisponiranih pojedinaca u kojima se odvijaju Cetiri kljuCna procesa: (I)
kolaps imunoprivilegije anagenih folikula uz pojacanu izrazenost MHC klase | molekula
na njihovoj povrsini, induciranu interferonom gama (IFN-gama); (ll) ulazak folikula u
anagenu fazu ciklusa u kojoj se odvija aktivna melanogeneza; (lll) prepoznavanje
autoantigena od strane CD8+ T limfocita prezentiranih putem MHC klase | molekula na
takvim folikulima; te (IV) prisutnost kostimulirajuéih signala, napose onih od
pomocnickin CD4+ T limfocita, a koji omogucuju ucinkovit napad citotoksi¢nih CD8+ T

limfocita na anageni folikularni epitel (Paus et al., 2005).

Ova teorija kasnije je nadopunjena ulogom lokalno generiranih potentnih
imunosupresiva (alfa-MSH, TGF-beta, TNF-alfa) kao i NK stanica, koji u normalnim
uvjetima funkcioniraju kao Cuvari imunoprivilegije dlacnih folikula. Njihova nedovoljna
aktivnost i funkcija smatra se cCimbenikom rizika za nastanak AA, a popravak
imunoprivilegije folikula putem ovih stanica smatra se uzrokom spontanih remisija i

ponovnoga rasta dlake i vlasi (Paus et al., 2005).

Kako bi dokazali ovu teoriju, Gilher je sa suradnicima proveo seriju pokusa koristeci
transplantate ljudskih vlasiSta zahvacenih AA-om na imunodeficijentnim miSevima
(SCID). Nakon transplantacije, na vlasi$tima je zamijeéen rast kose. Cetrdesetog dana
nakon transplantacije, graftovima su injicirane aktivirane T stanice podrijetla iz AA lezija.
Injicirane su CD4+ i CD8+ T stanice, odvojeno i u kombinaciji, kako bi se ustvrdila to¢na
uloga ovih stanica u patogenezi AA. Rezultati su pokazali kao injiciranje samo CD4+ ili
CD8+ T aktiviranih stanica ne dovodi do znacajnijeg gubitka kose, no injicirane zajedno
dovode do gubitka dlaka tipicnog za AA. Ovi rezultati ukazali su kako su za patogenezu

AA odgovorne obje populacije stanica, pri ¢emu kljuénu ulogu imaju CD8+ T limfociti
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kao efektorske stanice uz regulatornu funkciju CD4+ T limfocita kao pomocnickih
stanica. Precizni autoantigeni medutim za sada ostaju neidentificirani, iako je
postavljena sumnja kako je rije€ o melanocitim vezanim proteinima (MAP) kao mjestima
napada. Ovi rezultati u skladu su s teorijom kolapsa imunoloske privilegiranosti dlacnog
folikula (Gilhar et al., 2006; Paus et al., 2005).
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6. ZAKLJUCAK

S obzirom da se trajno obnavlja tijekom Zivota, koZa odrasle osobe ima sposobnost
regeneracije, a dlacni folikuli pak neprekidno prolaze kroz cikluse rasta i degenereacije.
Istrazivanje matiCnih stanica koze podrucje je u kojemu je u zadnje vrijeme doslo do
znacCajnoga napretka kako u bazi¢nim, tako i u kliniCkim istrazivanjima. Napretci u
bazi¢nim istraZivanjima omogucili su istrazivanja epidermalnih mati¢nih stanica in vivo,
prepoznavanje nezavisnih interfolikularnih mati¢nih stanica, bolju analizu pojedinih
dioba mati¢nih stanica, kao i nedavno uspjelu regeneraciju dlacnoga folikula putem
transplantacije bioinZernjeringom stvorene dlacne jedinice u miSeva. Napredak u
kliniCkim istrazivanjima ukljuCuje prepoznavanje vaznosti epidermalnih mati¢nih stanica
u cijeljenju rane te mogucu primjenu mati¢nih stanica u terapiji nasljednih bolesti koze
kao Sto je nasljedna bulozna epidermoliza. Istrazivanja folikularnih mati¢nih stanica
zapoCeta su identifikacijom mati¢nih stanica kao LRC u izboCini ORS-a. Daljnji
napredak u znanstvenim spoznajama uslijedio je nakon prepoznavanja specifi¢nih
molekularnih biljega stanica izboine ORS-a, kao $to su keratin 15 (K15) i CD34 u
miSeva te CD200 u ljudi, jer su oni omogudili izolaciju folikularnih mati¢nih stanica i

utvrdivanje njihovih znacajki.

Folikul dlake predstavlja jedinstveni dinamicki “mini-organ” koji utjeCe na kozne reakcije
putem imunoloskog i hormonskog sustava. Najzanimljivija je znaCajka folikula dlaka
upravo imunoloskim sustavom posredovana relativha imunoloSka privilegiranost. Ona
se odrzava sloZzenim mehanizmima koji uklju€uju supresiju izrazenosti molekula MHC
klase | na povrsini folikularnih struktura te sintezu i odrzavanje lokalne razine potentnih
imunosupresiva poput alfa-MSH, TGF-beta i drugih. Takoder je utvrdena povezanost
imunoprivilegije folikula dlake s neuroendokrinim sustavom. Najnovija otkrica na ovome
polju ukazuju na postojanje potpuno funkcionalne kozne periferne neurohormonalne osi
koja predstavlja ekvivalent klasi€noj HPA osi. Stresni Cimbenici okoline, a tako i
emocionalni stres, mogu utjecati na lokalne imunoloSke i hormonalne sustave folikula
dlake i rezultirati pojavom autoimunih koznih bolesti, primjerice AA. Stoga se
pretpostavlja da bi se farmakoterapijski mogla ponovno uspostaviti imunoprivilegiranost

zahvacenih dlac¢nih folikula te na taj na€in zaustaviti progresija bolesti i stimulirati porast
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novih viasi i/ili dlaka na alopeci¢nim Zaristima. Kao dodatni terapijski cilj spominje se

modifikacija koZznog stresnog hormonalnog sustava.

Alopecija areata moze posluziti kao model za istrazivanje autoimunosti u ljudi opcenito,
jer istrazivanja provedena na ovome polju ukazuju na uloge imunoprivilegije,
imunogenetike kao i neuroendokrinih ¢imbenika, kako u inicijaciji tako i propagaciji
autoimunih bolesti. Stoga ¢Ce sistematizacija i Sira znanstvena eksploatacija ovoga
autoimunosnog modela pridonijeti daljnjem razumijevanju patogeneze AA i razvoja
novih strategija za uspjesSno lijeCenje iste te Ce zasigurno pridonijeti i boljem

razumijevanju autoimunih procesa u ljudi opéenito.
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