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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

 

 

2-APB: 2-aminoetoxidifenil borát 

ACTB: β-aktin 

AD: atópiás dermatitisz 

AD-HEK: AD-s beteg lézionális 

bőrterületéről izolált humán epidermális 

keratinocita 

AD-L: AD-s beteg lézionális bőrterülete 

AD-NHEK: AD-s beteg nem-lézionális 

bőrterületéről izolált normál humán 

epidermális keratinocita 

AD-NL: AD-s beteg nem-lézionális 

bőrterülete 

ARD: ankyrin repeat domain 

ATP: adenozin-trifoszfát 

BAA: bisandrographolide 

BCA: 

BSA: borjú szérum albumin 

CaM: kalmodulin 

CBD: kannabidiol 

CCCP: karbonil-cianid-3-klorofenil-

hidrazon 

CCL: kemokin ligand 

DAB: diamino-benzidin 

DAPI: 4’,-6-diamidino-2-fenilindol 

DMSO: dimetil-szulfoxid 

DS-Nh: DS egértörzsben mutáció során 

kialakult szőrtelen fenotípusú egértörzs  

E: egészséges  

ECS: endokannabinoid rendszer 

EDTA: etilén-diamin-tetra-ecetsav 

FBS: embrionális borjúszérum 

FITC: fluoreszcein-izothiocianát 

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfát-

dehidrogenáz 

HKGS: humán keratinocita növekedési 

faktor 

Ig: immunglobulin 

IL: interleukin 

MTT: metilthiazol-tetrazólium 

NF-κB: nukleáris faktor-κB 

NGF: neuronális növekedési faktor 

NHEK: normál humán epidermális 

keratinocita 

NK: negatív kontroll 

NMF: természetes hidratáltsági faktor 

PBS: foszfát puffer oldat 

PBST: Tween 20-at tartalmazó PBS 

PC2: 100%-os konfluenciát követő 2. nap 

PGE2: prosztaglandin E2 

PPIA: ciklofilin A 

RT-qPCR: reverz transzkripciót követő 

kvantitatív „valós idejű” polimeráz 

láncreakció 

SDS: nátrium-dodecil-szulfát 

SDS-PAGE: nátrium-dodecil-szulfát 

poliakrilamid gélelektroforézis 

SE: standard hiba 

SEM: standard hiba átlaga 

TEWL: transzepidermális vízvesztés 
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TGF-β1: transzformáló növekedési faktor-

β1 

TLR: Toll-like receptor 

TNFα: tumor nekrózis faktor-α 

TRP: tranziens receptor potenciál 

TRPV: TRP család vanilloid (alcsalád) 

TSLP: thymic stromal lymphopoietin 

UV: ultraviola 

UVB: ultraviola B 

VR: vanilloid receptor 

ΔCT: küszöbciklusok különbségén alapuló 

RT-qPCR értékelési módszer 
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BEVEZETÉS 

 

 Napjainkban nagy figyelem helyeződik esztétikai megjelenésünkre, melyen belül nagy 

hangsúlyt fektetünk a rendszeres bőrápolásra, ami a mindennapi rutinunk része. Ehhez a 

szépségipar a kozmetikumok kimeríthetetlen tárházát kínálja a felhasználóknak. A kozmetikai 

készítményeken feltüntetett összetevők számos jótékony hatással „kecsegtetnek” a szebb, 

egészségesebb bőr eléréséért. Ahhoz azonban, hogy egy bőrápoló ágens piaci forgalomba 

kerüljön és biztonsággal alkalmazható legyen, számtalan klinikai és molekuláris biológiai 

kutatás és eredmény szükséges. Manapság lehetőség van nemcsak szöveti, hanem sejt szinten 

is vizsgálni a különböző hatóanyagokat - milyen receptoron hatnak, hogyan befolyásolják a 

sejtek normál működését, ezen hatásaikat milyen jelátviteli útvonalon fejtik ki -, továbbá 

magukon a sejteken lévő receptorok feltérképezését és biológiai folyamatokban betöltött 

szerepét is számos molekuláris módszerrel vizsgálhatjuk. A világon számtalan kutatócsoport 

foglalkozik a bőr biológiájának pontos megismerésével, hiszen ez az a „szervünk”, mely 

közvetlenül ki van téve a környezeti ártalmaknak, ugyanakkor a bőrbetegségek esetén is a 

terápiás lehetőségek nem csak szisztémásan, hanem topikálisan, közvetlenül az érintett 

bőrterületen is alkalmazhatóak. Laboratóriumunk - részben kozmetikai cégekkel 

együttműködve - évek óta szerepet vállal ezen kutatásokban. 

 Kutatócsoportunk fő profilja az endokannabinoid rendszer (ECS) vizsgálata, mely az 

elmúlt évtizedek kutatásainak köszönhetően nagy mértékben kibővült. Az ECS részét képező 

ionotróp receptorokon belül a tranziens receptor potenciál (TRP) csatornák vanilloid 

alcsaládjának több tagját azonosítottuk a bőr számos alkotóelemén (szőrtüsző, piloszebáceus 

egység, keratinociták).  
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Az elmúlt évek kutatásainak köszönhetően kiderült, hogy bizonyos rágcsálók szőrtelen 

fenotípusát és bőrbetegségét okozó mutáció a Trpv3 gént kódoló régióban található, továbbá a 

hasonló fenotípussal és tünetekkel rendelkező Olmsted-szindrómás betegekben több más 

mutáció mellett ugyanezt a régiót érintő mutációk is kimutathatók. Jelen munkánk során a 

tranziens receptor potenciál vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna vizsgálatát végeztük a bőr 

legkülső rétegét alkotó epidermális keratinocitákon. Az egészséges szöveteken, és azokból 

izolált keratinocitákon végzett kísérleteinket kiterjesztettük az egyik leggyakoribb bőrbetegség, 

az atópiás dermatitiszes (AD) betegekből származó mintákra is. Kutatásunk célja az volt, hogy 

megvizsgáljuk, hogy a TRPV3 ioncsatorna milyen mértékben expresszálódik az egészséges és 

AD-s keratinocitákban, funkcionálisan aktív formában van-e jelen és az aktivált csatorna 

szerepet játszik-e a bőr gyulladásos folyamatainak kialakulásában, fenntartásában. 

Amennyiben a csatorna aktívan részt vesz ezen biológiai folyamatokban, úgy a TRPV3 

ioncsatorna aktivációja vagy gátlása hatékony terápiás célpont lehet a gyulladásos 

bőrbetegségek kezelésében.  
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

Tranziens receptor potenciál (TRP) ioncsatorna szupercsalád 

A tranziens receptor potenciál (TRP) ioncsatorna szupercsalád tagjai már több mint 30 

éve adnak kutatási témát a világ számos tudományterületének. A TRP-csatornák nagyfokú 

homológiát mutatnak az 1989-ben elsőként Montell és Rubin által leírt Drosophila 

melanogasterben azonosított trp génnel, melyről a család a nevét is kapta (Montell és Rubin, 

1989; Clapham, 2003; Clapham és mtsai., 2003). Jelenleg közel 30 féle humán TRP-csatorna 

ismert, melyek a szekvencia homológia analízisek alapján 6 alcsaládba oszthatók (1. ábra). Az 

alcsaládok kb. 20-35%-os génazonosságot mutatnak, míg az alcsaládokon belül akár 50-80%-

os homológia is lehet (Clapham, 2003; Nilius és Owsianik, 2011).  

1. ábra: Az emlős TRP receptorok családfája Clapham (2003) munkája alapján 

Az evolúciós ágak hossza PAM(point accepted mutation) egységben van megadva, ami az átlagos szubsztitúciók 

száma 100 aminosavra vonatkoztatva (Clapham, 2003) 
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A TRPC „canonical” alcsalád receptorai mutatják a legnagyobb homológiát a 

Drosophila TRP-csatornákkal. A TRPV „vanilloid” alcsalád a TRPV1 receptoráról kapta a 

nevét. A TRPM család nevét a vele leginkább homológiát mutató melasztatin 1-ről kapta. A 

TRP szupercsaládhoz tartoznak továbbá a mukolipinek (TRPML) és policisztinek (TRPP), 

valamint az ismétlődő ankyrin-szerű doméneket nagy számban tartalmazó TRPA1 fehérje, 

mely a fájdalmas hideg érzékelésében vesz részt (Benham és mtsai., 2002; Clapham, 2003; 

Clapham és mtsai., 2003; Huamg, 2004; Pedersen és mtsai, 2005; Wu és mtsai., 2010) (1. ábra). 

Általánosságban elmondható, hogy a TRP-csatornák 6 transzmembrán doménnel 

rendelkeznek (S1-S6), melyek közül az S5 és S6 között egy pórusformáló régió helyezkedik el, 

létrehozva egy kationpermeábilis pórust. Az intracelluláris amino-, és karboxi-terminális végek 

hossza változó, melyekhez különböző domének kapcsolódhatnak (Owsianik és mtsai., 2006; 

Gaudet, 2008a). A kapcsolódó domének száma és megoszlása eltérő a különböző TRP-

alcsaládok között (Nilius és Owsianik, 2011). Gyakori a karboxi-terminális véghez kapcsolódó 

különböző enzim aktivitással bíró domén (Perraud és mtsai., 2001; Runnels és mtsai., 2001; 

Nadler és mtsai., 2001), vagy az amino-terminálishoz kapcsolódó „ankyrin repeat domain” 

(ARD), mely elsősorban a csatorna tetramerizációjában, valamint a ligand és más fehérjékkel 

való kölcsönhatásban játszik szerepet (Gaudet, 2008b). Mindemellett a terminális végekhez 

kapcsolódhat kalmodulin kötőhely, foszforilációs hely, lipid kötőhely, melyek a csatorna 

funkcióját befolyásolják. Ugyanakkor ezek a domének ritkábbak és egy alcsaládon belül sem 

található meg minden egyes csatornán (Owsianik és mtsai., 2006). 

A TRP-csatornák szinte minden sejttípusban expresszálódnak, lokalizációjukat tekintve 

a külső plazmamembránban és számos sejtorganellum membránjában egyaránt megtalálhatók. 

Funkciójuk igen széleskörű, elengedhetetlenek számos fiziológiai folyamathoz, úgymint az 

érzékszervi funkciók (pl.: ízérzés, fájdalom-, illetve hőérzékelés), a homeosztatikus folyamatok 
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(pl.: Ca2+ és Mg2+ transzport, ozmoreguláció), vagy a motoros funkciók (pl.: izomkontrakció, 

vazomotor kontroll) (Gees és mtsai., 2010; Nilius és Owsianik, 2011). 

 

Hőérzékeny „termo” TRP-csatornák  

A TRP-csatornákon belül megkülönböztetünk egy 11 csatornából álló „alcsoportot”, ami 

nevét arról kapta, hogy különböző hőhatásokra aktiválódnak. Ezen ioncsatornák szinte 

mindegyike kifejeződik primer szomatoszenzoros neuronokon és specifikus hőmérsékleti 

tartományokon – a káros hőtől a fájdalmas hidegig – aktiválódnak. Ezen csatornák szöveti 

eloszlását, hőérzékenységét és egyéb aktivátorait az 1. táblázat foglalja össze (Uchida és 

mtsai., 2017). Az elsőként leírt, „klasszikusnak” számító 6 termo TRP-csatornát a 

hőmérsékleten kívül számos, a természetben és az élelmiszerekben (elsősorban fűszerekben) 

található vegyületek is képesek aktiválni (Vay és mtsai., 2012; Uchida és mtsai., 2017).  

 

1. táblázat: A termoszenzitív TRP-csatornák tulajdonságai (Uchida és mtsai., 2017) 

  Hőmérsékleti 

küszöb 

Szöveti eloszlás Egyéb aktivátorok 

Forró TRPV1 >42 °C Szenzoros neuron, agy bőr Capsaicin, proton, capsiate, gyömbér, shogaol, allicin, 

shanshool, kámfor, resiniferatoxin, vanillotoxin, 2-APB, 
propofol, anandamid, arachidonsav anyagcseretermékek, 

monoacilglicerol, NO, extracelluláris kationok 

TRPV2 >52 °C Szenzoros neuron, agy, 
gerincvelő, tüdő, máj, lép, 

vastagbél, szív, immunocita 

probenecid, 2-APB, cannabidiol, mechanikai inger 

Meleg TRPV3 >32 °C Bőr, szenzoros neuron, agy, 
gerincvelő, gyomor, vastagbél 

Kámfor, carvacrol,mentol, eugenol, timol, 2-APB 

 TRPV4 >27-41 °C Bőr, szenzoros neuron, agy, vese, 
tüdő, belső fül, húgyhólyag 

4α-PDD, bisandrografolid, citromsav, arachidonsav 
anyagcseretermékek, anandamide, hypoozmolalitás, 

mechanikai inger 

 TRPM2 >36 °C Agy, immunocita, hasnyálmirigy (ciklikus) ADPribóz, β-NAD, H2O2, intracelluláris Ca2+ 
 TRPM3 Meleg-forró Agy, szenzoros neuron, 

hasnyálmirigy, szem 

Ca2+ raktár kimerülése, pregnenolone-szulfát, nifedipine, 

clotrimazole 

 TRPM4 Meleg Szív, máj, immunocita, 

hasnyálmirigy 

intracelluláris Ca2+ 

 TRPM5 Meleg Ízlelőbimbó, hasnyálmirigy intracelluláris Ca2+ 

Hideg TRPM8 <27 °C Szenzoros neuron Mentol, icilin, eukaliptol 
 TRPC5 Hideg Agy, szenzoros neuron, máj, szív, 

vese 

Gq/11-kapcsolt receptorok, daicilglicerol, Gd3+ 

 TRPA1 <17 °C Szenzoros neuron, belső fül Allil izotiocianát, carvacrol, fahéjaldehid, allicin, dialli-
triszulfid, miogadial, miogatrial, capsiate, acrolein, icilin, 

tetrahydrocannabinol, mentol (10-100 μM), formalin, H2O2, 

alkalizáció,  intracelluláris Ca2+, NSAIDs, 
propofol/isoflurane/desflurane/etomidate/octanol/hexanol 

stb.  

2-APB 2-aminoetoxidifenil borát, NO nitrogen oxid, 4α-PPD 4α-forbol-dideconate, ADPribóz adenozin difoszfát ribóz, β-NAD β-

nikotinamid adenin dinukleotid, H2O2 hidrogén peroxid, NSAIDs non-szteroid gyulladáscsökkentők 
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A hőérzékeny TRP-csatornák közül elsőként a tranziens receptor potenciál vanilloid-1 

(TRPV1) került leírásra (Caterina és mtsai. 1997), melyet korábban vanilloid receptor-1 (VR1) 

néven egy hőérzékeny ioncsatornaként ismertek és primer szenzoros neuronok 

hőérzékenységéért volt felelős. A TRPV1-et a 43 °C feletti hőhatás mellett számos „nem-

termális” agonista is aktiválja, ilyenek a csípőspaprika alkaloidja, a kapszaicin, az alacsony pH 

(pH < 6), az etanol vagy számos endogén lipid, mint például az anandamid (Oh és mtsai., 1996; 

Tominga és mtsai., 1998; Trevisani és mtsai., 2002; Ross, 2003). 

A TRPV2 fájdalmas hőre (>52 °C), in vitro fizikai stimulusokra, mint a hő, ozmotikus 

stressz, mechanikai feszülés aktiválódik, továbbá nem szelektív kémiai aktivátorai a 2-

aminoetoxidifenil borát (2-APB) és a kannabidiol (CBD) (Caterina és mtsai., 1999; Muraki és 

mtsai., 2003; Hu és mtsai., 2004; Qin és mtsai., 2008). A TRPV3 a fiziológiás hőtartomány (34-

38 °C) receptora, amit szintén számos kémiai ágens is aktivál, amik elsősorban a kellemes 

meleg érzetet keltik az emberben (Smith és mtsai., 2002; Xu és mtsai., 2002; Peier és mtsai., 

2002). Ilyenek például a kakukkfűből származó timol, az oregánóból származó carvacrol, vagy 

a szegfűszeg hatóanyaga az eugenol (Xu és mtsai., 2006), emellett szintetikus aktivátora a 2-

APB (Hu és mtsai., 2004) és a drofenine (Deering-Rice és mtsai., 2014). A TRPV4 szintén 

fiziológiás hőtartományban aktiválódik (27-34 °C) (Watanabe és mtsai., 2002), valamint egyik 

természetes aktivátora a kínai gyógynövény, az Andrographis paniculata hatóanyaga a 

bisandrographolide (BAA) (Smith és mtsai., 2006). A TRPM8 és TRPA1 a hidegebb 

hőtartományok receptora. A TRPM8 25 °C körüli hőmérsékleten aktiválódik, és a kellemes 

hűvös érzetet keltő anyagok, mint a mentol, icilin és az eukaliptol a receptor természetes 

agonistái (McKemy és mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Chuang és mtsai., 2004; Voets és 

mtsai., 2004; De la Pena és mtsai 2005). A TRPA1 a fájdalmasan hideg (<17 °C) 

hőmérsékleteket képes érzékelni és számos kémiai anyag is aktiválja, úgymint a mustár olaj, 
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allicin, icilin, mentol (McKemy és mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Story és mtsai., 2004). 

(2. ábra) 

 

Az elmúlt évek kutatásai során bebizonyosodott, hogy ezek az ioncsatornák nem csak a 

hőérzékelésben vesznek részt, hanem egyéb, a bőrből kiinduló folyamatokban is, mint például 

a fájdalomérzékelés vagy a viszketés érzése. Mindemellett arra is fény derült, hogy ezek a TRP-

csatornák nem csak kizárólag a szenzoros neuronokon, hanem számos más, nem neuronális 

sejtféleségen is expresszálódnak, mint például epidermális keratinocitákon (Peier és mtsai., 

2002), immunsejteken (Link és mtsai., 2010), urotéliumon (Gevaert és mtsai., 2007) vagy 

bronchiális epitél sejteken (Veronesi és mtsai., 1999).  

 

 

 

 

2. ábra: A „klasszikus” termo TRP-csatornák sematikus ábrázolása 

Mindegyik csatorna 6 transzmembrán doménnel rendelkezik egy-egy pórusformáló régióval az S5-S6 szegmens 

között, valamint citoplazmatikus N- és C-terminalis véggel. A TRPM8-at kivéve mindegyik csatorna N-terminális 

végén változó számú „ankyrin repeat domain” van. A „termo” TRP-csatornák különböző hőmérsékleti 

tartományokon aktiválódnak, továbbá mindegyik csatornának van természetes és szintetikus aktivátora, 

amelyekről ismert, hogy emberben a megfelelő hő-, és fájdalomérzetet váltják ki (Vay és mtsai., 2012). 



 13 

Tranziens receptor potenciál vanilloid (TRPV)-3 ioncsatorna 

 

 A tranziens receptor potenciál vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna talán az egyik 

legkülönlegesebb tagja a vanilloid alcsaládnak. Kb. 43 %-os szekvencia-homológiát mutat az 

alcsalád elsőként leírt tagjával a TRPV1-gyel (Peier és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2002; Xu 

és mtsai., 2002). Az eredetileg termoszenzitív – fiziológiás hőtartományon aktiválódó (<33 °C) 

– ioncsatorna hasonlóan a többi TRP-csatornához homo-, vagy heterotetramer formát képez, 

melyen belül az alegységek 6 transzmembrán doménnel rendelkeznek, a kation-permeábilis 

pórusformáló régió szintén az S5-S6 alegység között helyezkedik el (Blair és mtsai., 2019). Az 

intracellularis amino-terminális vég 6 ankyrin ismétlődést tartalmaz, létrehozva az „ankyrin 

repeat domain”-t (TRPV3-ARD), mely igen csekély (1 inszerció és 2 deléció a TRPV3-ARD-

ben) mértékben tér el a TRPV1-ARD-től. A TRPV1-hez hasonlóan az AR2 és AR3 közötti 

konzervált régió vesz részt az ATP és kalmodulin (CaM) kötésében (Phelps és mtsai., 2010). 

3. ábra: A TRPV3 szerkezeti topológiája 

A TRPV3 főbb funkcionális régióinak lokalizációja, kiemelve a hőre, 2-APB-re, ATP-re, kalmodulinra valamint 

a kalciumra érzékeny területeket (Nilius és mtsai., 2014) 
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Mindemellett a TRPV3 tartalmaz egy hőre aktiválódó, egy Ca2+-szenzitív régiót, valamint 2-

APB kötőhelyet (Phelps és mtsai., 2010) (3. ábra).  

A TRPV3 elsősorban egy nem szelektív kationcsatorna (Gees és mtsai., 2010), melynek a 

TRPV1-hez hasonlóan aktiváció során a kation permeábilis pórusa dilatál, valamint a pórusban 

lévő negatív töltésű aminosavak is elősegítik a nagyobb méretű kationok átjutását (Chung és 

mtsai., 2008; Cao és mtsai., 2012)  

A TRPV-csatornák közül a TRPV3 az egyetlen, melynél endogén modulátor vagy ligand 

nem került leírásra, azonban több exogén, köztük szintetikus és a természetben is előforduló, 

elsősorban aromás vegyület aktivátora a csatornának (Nilius és mtsai., 2014). A szintetikus 

vegyületek közül a legismertebb aktivátora a 2-APB (Chung és mtsai., 2004; Colton és Zhu, 

2007), valamint a drofenine (Deering-Rice és mtsai., 2014). Természetes aktivátorai közé 

számos aromás vegyület tartozik, melyek egyben kellemes meleg érzetet keltenek, ezáltal a 

TRPV3 hőmérsékletre adott válaszát is potencírozzák (Machperson és mtsai., 2006; Xu és 

mtsai., 2006). A legismertebbek a kámfor (Cinnamonum camphora), carvacrol (Origanum 

vulgare), timol (Thymus vulgaris), eugenol (Syzygium aromaticum), fahéj (Cinnamon verum), 

mentol (Mentha piperita), borneol (Artemisia) és tujon (Thuja) (Moqrich és mtsai., 2005; 

Machperson és mtsai., 2006; Xu és mtsai., 2006; Vriens és mtsai., 2009). 

A többi TRP-csatornával ellentétben a TRPV3 alacsony expressziót mutat szenzoros 

neuronokon. Több szervben is kifejeződik, ilyenek az agy, nyelv, herék, szaruhártya, disztális 

colonfél, gége és belső fül (Peier és mtsai., 2002; Xu és mtsai., 2002; Moqrich és mtsai., 2005; 

Hamamoto és mtsai., 2008; Ishibashi és mtsai., 2008; Ueda és mtsai., 2009; Borbíró és mtsai., 

2011; Mergler és mtsai., 2011; Nilius és mtsai., 2014), azonban az egyik legmagasabb 

expressziója a bőrben jellemző, elsősorban az epidermális keratinocitákon és a szőrtüsző 

sejtjeiben (Valdes-Rodriguez és mtsai., 2013).  
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A bőr anatómiája, felépítése 

 A bőr az emberi test egyik legnagyobb és talán legkomplexebb szerve, teljes 

testtömegünk kb. 15-20 %-át teszi ki. Elsődlegesen fizikai védelmet biztosít a belső szerveknek 

a különböző külső környezeti hatásokkal szemben, mint például a meleg és hideg hőmérsékelt, 

mechanikai hatások, UV sugárzás vagy a kórokozók. Mindemellett a passzív barrier funkció 

mellett aktív szerepet játszik számos élettani funkcióban; ilyenek a test folyadékháztartása, a 

testhőmérsékelt szabályozása és számos érzékszervi funkcióval is rendelkezik. Az emberi bőr 

három különálló rétegből áll: a legkülső epidermisz - többrétegű elszarusodó laphám -, a 

középső dermisz - kötőszövetes réteg - és az alsó hipodermisz - lazább kötőszöveti réteg -, mely 

a bőrt a mélyebb rétegekhez kapcsolja. A bőrben speciálisan differenciált struktúrák, 

bőrfüggelékek is vannak, ilyenek: a szőrtüsző, szőr- és hajszál, verejtékmirigyek, 

faggyúmirigyek, köröm, emlőmirigy (Röhlich, 1999; Ross, 2007; Wong és mtsai., 2015). A 

bőrben közel 200 féle különböző speciális fehérje található, legfőbb típusai a kollagén (I, II, III, 

VI, XII és XIV típus), extracelluláris mátrix proteinek (elasztin, lumikán, mimekán, prolargin, 

periostin, dekorin), citokeratinok, celluláris fehérjék (vimentin, dezmoplakin, aktin, miozin, 

tubulin, laminin, hisztonok, annexinek) (Mikesh és mtsai., 2013). (4. ábra)  

4. ábra: Az emberi bőr szerkezete 

Forrás: www.orvosikozmetika.hu 
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 Az epidermisz a bőr legfelső rétege, mely folyamatosan megújul, legfőbb sejtjei a 

keratinociták a felszín felé haladva folyamatosan elszarusodnak. Az epidermisz öt rétegre 

tagolható, ezek a stratum basale, stratum spinosum, stratum granulosum, stratum lucidum és 

startum corneum. (Bővebben: Az epidermisz domináns sejttípusa: a keratinocita fejezetben). A 

nagyrészt keratinocitákat tartalmazó epidermiszben találhatók még melanociták, melyek a bőr 

színét meghatározó pigmentszemcséket, a melanint termelik és védik a bőrt a káros sugárzástól; 

a bőr immunrendszerében szerepet játszó Langerhans sejtek; valamint a stratum basaleban 

elhelyezkedő módosult keratinocitáknak tekinthető Merkel sejtek, amikhez szabad 

idegvégződések kapcsolódnak és legnagyobb számban a tapintásban szerepet játszó 

bőrterületeken fordulnak elő (Röhlich, 1999; Ross, 2007). Az epidermisz alsó rétege ujjszerű 

betüremkedéseket tartalmaz, ezáltal biztosított a dermiszhez való stabilabb tapadás és a külső 

mechanikai hatásokkal szembeni védelem.  

 A dermisz 1-2 mm vastagságú, az epidermisszel szoros kapcsolatban álló kötőszöveti 

réteg, mely leginkább a bőr mechanikai szilárdságát biztosítja. A dermisz két, egymástól élesen 

nem elhatárolódó rétegre különül el, ez a felszínes stratum papillare és a mélyebben 

elhelyezkedő, rostosabb szerkezetű stratum reticulare. A két réteg különböző típusú rostokból 

tevődik össze, melyből a rétegek közti szerkezeti különbség is adódik (Driskell és mtsai., 2013). 

A stratum papillaret sűrű szövésű, kis átmérőjű, rugalmas kollagén rostok alkotják (Hellström 

és mtsai., 2014), melyek kesztyűujjszerűen türemkednek az epidermisz behúzódásaiba. A 

stratum reticulare egy szélesebb, tömött kötőszövetes réteg, amit túlnyomórészt vastag 

kollagénrostok alkotnak, melyek kötegekbe rendeződnek. A kötegeket elasztikus rostok veszik 

körül, létrehozva a réteg strukturális hálózatát (Naylor és mtsai., 2011; Hellström és mtsai., 

2014). A dermiszt felépítő kollagén rostok döntően I. (80-90%-ban) és III. (10-20%-ban) 

típusúak (Epstein és mtsai., 1978), de például a IV. és más típusú kollagén rostok azonosítására 

is sor került (Oguchi és mtsai., 1985; Mikesh és mtsai., 2013).  
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A dermisz és az epidermisz között elhelyezkedő, fénymikroszkóppal is látható vékony 

réteg a membrana basalis. A membrana basalist számos fehérje, úgymint IV. típusú kollagén, 

laminin, nidogén, perlekán, heparin-szulfát proteoglikánok és junkciós molekulák komplex 

összekapcsolódása adja (Yurchenco és mtsai., 2004). Ez a dermoepidermális kapcsolat fontos 

része, mely összeköti a dermiszt az epidermisszel, egyben egy fizikai barriert is biztosít a két 

réteg között (Breitkreutz és mtsai., 2013). A mélyebb rétegek felé a dermiszből erős kötőszöveti 

sövények húzódnak, ezáltal rögzül a dermisz az alapjához, a hipodermiszhez. 

 A hipodermisz a dermisz alatt elhelyezkedő elsősorban laza kötőszövetből áll, mely 

testtájanként eltérő vastagságú lehet, néhol egymáson elcsúszó vékony rétegben van jelen, vagy 

nagy rekeszekbe zárt zsírszövetként párnázza ki a nagy nyomásnak kitett mély szöveteket, 

ezáltal védelmet nyújt a mechanikai hatásokkal szemben. A hipodermiszre jellemző sejttípusok 

a fibroblasztok, a zsírsejtek, valamint a makrofágok. Ez a réteg nagy szerepet játszik a zsírsejtek 

homeosztázisában, ezáltal az elhízás szabályozásában (Fjeldborg és mtsai., 2014; Stienstra és 

mtsai., 2014), a szöveti remodellingben, valamint a termoregulációban (Nguyen és mtsai., 

2011; Lee és Tontonoz, 2014). A hipodermisz rétege különösen gazdag hialuronban, 

glükozaminoglikánban és proteoglikánban, melyek folyadékot képesek megkötni, befolyásolva 

a szövet rugalmasságát, valamint nagy szerepet játszik a szervezet folyadékeloszlásának 

fenntartásában (Reed és mtsai., 2010; Reed és Rubin 2010).  

 

Az epidermisz domináns sejttípusa: a keratinocita 

 Az epidermisz öt rétegében a keratinocita egy dinamikusan változó sejttípus. A stratum 

basaletól a stratum corneumig folyamatosan elszarusodik, elhal, majd az átalakult sejtek 

pikkelyszerűen leválnak. A folyamat során a keratinociták legfontosabb feladata a keratin 

termelés és az epidermális vízbarrier kialakítása (5. ábra). Az elhalt sejtek kopása és a bazális 

rétegből történő sejtek pótlása normális körülmények között egyensúlyban van. 
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5. ábra: Az epidermisz keratinizációjának vázlatos ábrázolása (A) és az epidermális vízbarrier sémás 

ábrázolása (B) (Ross, 2007.) 

A stratum basale egyetlen sejtsorból épül fel, keratinocitái között vannak osztódó (törzssejtek) és nem 

osztódó sejtek. A törzssejtek osztódása során újabb törzssejtek és olyan sejtek keletkeznek, melyek keratinocita 

irányba differenciálódnak. A keratinociták egymáshoz dezmoszómákkal, a lamina basalishoz 

hemidezmoszómákkal kapcsolódnak. Az osztódás befejeződésével az új sejtek elhagyják a stratum basalet és 

belépnek a stratum spinosumba. Már ebben a rétegben megindul a keratin szintézis, melyek citokeratin intermedier 

filamentumokká aggregálódnak.      

  A stratum spinosum, másnéven tüskés sejtek rétege több sejtsorból épül fel, nevét onnan kapta, hogy az 

egymáshoz dezmoszómákkal kapcsolódó sejtek a hisztológiai feldolgozás során zsugorodnak, a dezmoszómák 

révén viszont összeköttetésben maradnak, ezáltal nyúlványossá, sokszögűvé válnak. A keratinocitákban az 

intermedier filamentumok kötegekbe rendeződnek, „tonofibrillumokat” alkotnak, melyek a dezmoszómákhoz és 

hemidezmoszómákhoz rögzülnek behálózva az egész sejtet, ezáltal egy erős mechanikai ellenálló képességet 

biztosít az egész sejtrétegnek. A stratum spinosum felsőbb sejtsoraiban megindul a keratohialin szemcsék és a 

lamelláris testek szintézise.  

 A stratum granulosumban - másnéven szemcsés sejtek rétege – tovább folytatódik a keratohialin 

szemcsék és a lamellaris testek szintézise. A keratohialin szemcsék filaggrint és trichohialint tartalmaznak, melyek 

a citoplazmába ürülve elősegítik a keratinfilamentumok aggregációját. Ezzel megindul az elszarusodás folyamata 

és a sejtek a stratum corneumba jutnak. A lamelláris testek szfingolipidek, ceramidok (45-50%), koleszterin (20-

25%) és telített szabad zsírsavak (10-15%) keverékéből épül fel (Verdier-Sevrain és Bonte, 2007; Plasencia és 

mtsai., 2007), melyek exocitózissal az intercelluláris térbe jutnak, ott a sejtekkel párhuzamosan elhelyezkedve 

kitöltik a stratum garnulosum és stratum corneum közötti teret, létrehozva az epidermális vízbarriert. 

 A startum corneumban teljesen elszarusodott, lapos sejtek vannak, belőlük teljes egészében eltűnnek a 

sejtmag és a sejtorganellumok, a citoplazmát keratin tölti ki. A felszínen lévő sejtekben savanyú foszfatáz 

szaporodik fel, mely elősegíti a sejtek leválását, deszkvamálódását. 

 A stratum garnulosum és a stratum corneum között, kizárólag a tenyér és talp epidermiszében 

elkülöníthető egy ötödik réteg, a stratum lucidum, mely néhány réteg lapos sejtből áll, bennük a sejtmag és a 

sejtorganellumok eltűntek, az elszarusodás előrehaladott. A stratum lucidum fénymikroszkópban teljesen 

elkülönül a többi rétegtől, mintegy rosszul festődő fénytörő réteg. 



 19 

Bőrünk elsődleges védelmi rendszere: az epidermális barrier 

 Az emberi bőr egyik legfontosabb funkciója a barrier kialakítása, mely egy elsődleges 

védelmi rendszer a külső környezet káros hatásaival szemben (Madison, 2003; Proksch és 

mtsai., 2009). Bőrünk barrier rendszerét igen komplex, több funkció együttese hozza létre, 

kialakításában a bőr dermális és epidermális rétege egymással összehangoltan vesz részt 

(Eyerich és mtsai., 2018), ezen belül is az epidermiszt alkotó keratinociták kulcsfontosságú 

szerepet töltenek be, elsősorban a stratum corneum rétegében (Del Rosso és mtsai. 2016). 

Ennek a komplex, összehangolt szabályozást igénylő rendszernek a legfőbb tagjai a 

kommenzális flóra által kialakított és szabályozott biológiai barrier; a bőr hidratáltságát, 

folyadékegyensúlyát és megfelelő pH-ját biztosító kémiai barrier; a bőr szilárdságát adó és a 

mechanikai hatásoknak ellenálló fizikai, vagy mechanikai barrier; valamint a kórokozók 

felismerését és elpusztítását biztosító immunológiai barrier (Gallo és Huttner, 1998; Pivarcsi 

és mtsai., 2004; Rawlings, 2010; Del Rosso és Levin, 2011) (6. ábra).  

6. ábra: Az epidermális barrier szintjei és komponensei (Eyerich és mtsai., 2018) 

FAA: free fatty acids, ILC: innate lymphoid cell, iNKT: invariant natural killer cell, Trm: Tissue-resident 

memory cell 
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 A biológiai barriert számos baktérium, gomba és vírus együttélése alakítja ki, melyek 

a bőrfelszínt mindenhol lefedik. Összetételük testtájanként eltérő, ugyanakkor viszonylag stabil 

flóra jellemzi a különböző testfelszíneket. A bőr mikroflóráját dominánsan Gram-pozitív 

baktériumok uralják, leggyakoribbak a Staphylococcus, Propionibaktérium, illetve a 

Corynebaktérium törzsek. A mikrobák egymással és a bőrsejtekkel együtt megvalósuló 

együttélését, továbbá a potenciálisan patogén törzsek kontrollált szaporodását számos 

kommunikációs útvonal és ellenőrző mechanizmus biztosítja (Oh és mtsai., 2016). Ilyenek 

például, az Esp szerin protáz szekréció, mely gátolja a kolonizációt (Iwase és mtsai. 2010); 

bizonyos baktériumtörzsek által termelt antibiotikumok, melyek gátolják a patogén törzsek 

túlélését (Zipperer és mtsai., 2016; Nakatsuji és mtsai. 2017); vagy a baktériumok indukálta 

antimikrobiális peptidek és/vagy fehérjék expressziója az epidermális keratinocitákban, 

valamint a veleszületett immunitás modulálása a bőrben (Wanke és mtsai., 2011). 

 A bőr kémiai barrierjének meghatározása kevésbé éles, számos ponton összefügg a 

fizikai barrierrel. A kémiai barrier olyan tényezőket tartalmaz, melyek hozzájárulnak a 

bőrfelszín pH-jának kialakításához, valamint a természetes hidratáltsági állapot fenntartásához. 

Ebben nagy szerepe jut a stratum corneum rétegének, valamint a korneociták közt szétterülő 

intercelluláris lamelláris lipideknek (Del Rosso és mtsai., 2016; Eyerich és mtsai., 2018). A 

korneociták szárazanyag-tartalmának mintegy 20-30 %-át azon higroszkópos vegyületek teszik 

ki, melyek nagyban hozzájárulnak a szaruréteg hidratáltságának fenntartásához (Verdier-

Sevrain és Bonte, 2007). Ezek elsősorban a filaggrin proteolíziséből származó aminosavak és 

származékaik (McLean, 2016), illetve enzimatikus tevékenységekből származó lipidek. Ezek a 

vegyületek nemcsak a sejteken belül vannak jelen, hanem az intercelluláris lamelláris membrán 

fő alkotói is és a bőr természetes hidratáltságát nagyban befolyásolják. Ez a külső lipidréteg 

elsősorban ceramidokból (40-50%), koleszterinből (25%) és szabad zsírsavakból (10-15%) 

tevődik össze (Harding, 2004), mindemellett az itt található laktát, urea és elektrolitok is fontos 
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szerepet játszanak nemcsak a megfelelő hidratáltság fenntartásában, hanem a bőrfelszín savas 

pH-jának kialakításában is (Verdier-Sevrain és Bonte, 2007; Ali és Yosipovitch, 2013).  

  Számos irodalmi összefoglaló említ egy megfelelő hasonlatot a fizikai és kémiai barrier 

összefüggésére. Többek között például Del Rosso és munkatársai, vagy Eyerich és munkatársai 

is a „tégla és a habarcs” hasonlatán keresztül mutatja be a kémiai és fizikai barrier funkcióját 

(Del Rosso és mtsai., 2016; Eyerich és mtsai., 2018) (7. ábra).  

 

A „téglát” a bőr esetében a keratinocita sejtek adják, míg a „habarcsot” az intercelluláris teret 

kitöltő lamelláris lipid membrán. A természetes hidratáltsági állapotot meghatározó tényezők, 

elsősorban a trigliceridek, koleszterol, szabad zsírsavak (Fluhr és mtsai., 2001). A stratum 

granulosum és corneum sejtjeiben lévő fontosabb fehérjék, úgymint a filaggrin, lorikrin és a 

keratin filamentumok (McLean 2016) nagyban hozzájárulnak a bőr mechanikai szilárdságának 

kialakításához is. Továbbá a fizikai barrier kialakításában még egy fontos tényező játszik 

meghatározó szerepet, nevezetesen a sejtek közötti szoros kapcsolatok, másnéven „tight 

junction” fehérjék. Ilyenek a klaudinok, az occludin és zonula occludens transzmembrán 

fehérjék, melyek erős sejt-sejt kapcsolat révén hozzák létre az epidermisz rétegein belüli és 

közötti sejthálózatot (Basler és mtsai., 2016). 

 Az epidermális barrier utolsó tagja, az immunológai barrier, elsősorban a patogén 

kórokozók felismerését és elpusztítását biztosítja különböző védekezési mechanizmusok 

7. ábra: A stratum corneum „tégla és a habarcs” szerkezetének sematikus ábrázolása Harding (2004) 

munkája alapján 

A korneociták a téglákat, az intercelluláris lamelláris lipidréteg a habarcsot képviseli (Harding, 2004) 
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aktivációján keresztül. Ebben számos, a dermiszben és az epidermiszben lévő bőrsejt, 

különösen a keratinociták és szebociták játszanak fontos szerepet. Ezekről a sejtekről 

kimutatták, hogy számos funkciójuk mellett, úgynevezett „őrszemként” is képesek viselkedni. 

A felszínükön lévő patogén felismerő receptorok - mint például a Toll-like receptorok -, 

felismerik a patogén mikróbákat és különböző gyulladásos folyamatok és a veleszületett 

immunitás aktivációja révén képesek elpusztítani a potenciális kórokozókat (Pivarcsi és mtsai. 

2003; Pivarcsi és mtsai. 2004; Miller 2008; Terhorst és mtsai. 2010).     

 

Az epidermális barrier egyensúlyát érintő betegségek „prototípusa”: az atópiás 

dermatitisz 

 Az atópiás dermatitisz (AD) az egyik leggyakoribb krónikus, gyulladásos bőrbetegség; 

tüneteit tekintve leginkább a kiújuló ekcémával (8. ábra), száraz bőrrel és erős viszketéssel 

jellemezhető, ennek következtében világszerte emberek millióinak életminőségét rontja. 

Nagyon gyakran a barrier betegségek „prototípusának” tekintik, mivel az epidermális barrier 

valamennyi résztvevője zavart szenved, továbbá a bőr gyulladása és az erőteljes viszketés is 

nagyban hozzájárul a betegség kialakulásához, progressziójához és krónikussá válásához 

(Furue és mtsai., 2017; Nakahara és mtsai., 2020). Elsősorban e három tényezőre fókuszálva 

érthető meg pontosabban a betegség patofiziológiája. 

8. ábra: Az AD leggyakoribb tünetei a bőrön 

Forrás: www.eucerin.hu 
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 Az epidermális barrier diszfunkciója AD-ben. Az epidermális barrieren belül az 

intercelluláris lipidösszetétel egyensúlyának felborulása, a filaggrin mutáció és a sejtek közötti 

kapcsolatok rendellenessége emelendő ki. A lamelláris lipid rétegben csökken a ceramidok 

mennyisége, valamint a ceramid:koleszterin arány, míg a szabad zsírsavak és egyéb lipidek 

lánchosszai rövidülnek (Jungersted és mtsai., 2010; Janssens és mtsai., 2012). A betegek 

stratum corneumában a pH emelkedik, melynek következtében a fehérje és lipid szintézist és 

degradációt végző enzimek működése zavart szenved (Elias és Wakefield, 2014), tovább 

gyengítve az intercelluláris lamelláris lipid réteget. 

Az AD genetikai rizikófaktorai közül a leggyakoribb a filaggrin mutáció. A mutáció 

gyerekkorban kialakuló AD-re hajlamosít, továbbá növeli az érzékenységet és az allergia 

súlyosságát, valamint az infekciókra való fogékonyságot (Irvine és mtsai., 2011; Szegedi A., 

2015; Drislane és Irvine, 2020). Mindezek ellenére a mutációt hordozók közel 40%-ában nem 

alakul ki a betegség és csupán a betegek 15-50%-ában mutatható ki a filaggrin gén defektusa 

(Palmer és mtsai., 2006). Mindemellett azon betegek filaggrin expressziója is változik, akiknél 

nem mutatható ki semmilyen genetikai rendellenesség (Thyssen és Kezoic, 2014). Ezek alapján 

arra következtethetünk, hogy a mutáció önmagában nem magyarázza az epidermális barrier 

abnormalitásiat, illetve a bőr homeosztázisának felborulása is befolyásolja a filaggrin 

expresszióját genetikai mutáció hiányában is.   

A fizikai barriert erősítő intercelluláris kapcsolatokat biztosító adhéziós fehérjék 

gyengülése szintén kimutatható AD-ben. Kiemelendő az egyik kulcsfontosságú fehérje, a 

claudin expresziójának csökkenése, ami szintén gyakran előfordul a betegségben (De Benedetto 

és mtsai., 2011).  

Ezen tényezők együttes eredményeként az epidermális barrier rétege sérül, melynek 

következtében az allergének és patogén kórokozók kolonizációja és bejutása könnyebbé válik, 
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továbbá a sérült gáton keresztül fokozódik a transzepidermális vízvesztés (TEWL) és csökken 

a bőr természetes hidratáltsága (9. ábra).   

 

 

A bőr gyulladása AD-ben. A másik fontos patológiai tényező AD-ben a bőr gyulladása. 

Kiemelendő, hogy a gyulladás, a barrier diszfunkció és a viszketés is egymással összefüggő, 

egymást erősítő folyamatok, melyek együttesen felelősek a betegség kialakulásáért (9. ábra). 

Számos tanulmány kimutatta, hogy a sérült keratinocitákból immunszabályozó citokinek 

szabadulnak fel, úgymint a thymic stromal lymphopoietin (TSLP), interleukin (IL)-25 és IL-33 

(Hammad és Lambrecht, 2015; Han és mtsai., 2017), továbbá igazolt, hogy ezen citokinek 

expressziója fokozott AD-s betegek lézionális keratinocitáiban (Soumelis és mtsai., 2002; 

9. ábra: Összefüggés a bőr barrier funkciója, a gyulladás és a viszketés között AD-ben 

A barrier funkció sérülése a sérült keratinociták által termelt anyagok 2-es típusú immunválaszt indukálnak. A 

termelődött citokinek tovább gátolják a barrier funkciókat a filaggrin down-regulációja révén. Ezen kívül a 

citokinek közvetve és közvetlenül is hatnak az idegekre és viszketést okoznak, ami tovább fokozza a gyulladást és 

az epidermális barrier gyengülését (Nakahara és mtsai., 2020). 
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Aktar és mtsai., 2015). Ezek a citokinek 2-es típusú immunválaszt indukálnak (Hammad és 

Lambrecht, 2015); ennek megfelelően a T-helper 2 sejtek és a 2-es típusú innate lymphoid 

sejtek (ILC2) száma fokozódik, melyek IL-4, IL-5, IL-13 és különböző kemokin faktorok 

(CCL17, 18, 22 és 26) szekréciója révén további T-helper sejteket (Th-2, Th-22), eozinofileket, 

hízósejteket és endotél sejteket aktiválnak, tovább erősítve a gyulladásos folyamatot (Gittler és 

mtsai., 2012; Esaki és mtsai., 2015). Mindemellett ezek a citokinek tovább gyengítik az 

epidermális barriert a filaggrin expresszió down-regulációja révén (Tsuji és mtsai., 2017) (9. 

ábra).  

Viszketés AD-ben. Az AD-ben szenvedő betegek esetében a viszketés komplex 

kölcsönhatások eredménye; nevezetesen a gyulladásos folyamat során felszabaduló 

mediátorok, mint például a hisztamin, IL-31, -4, -13, a TSLP vagy az endotelin-1 közvetlenül 

az idegekre hatva viszketést okoznak. A vakarás újabb felszíni bőr sérülést, ezáltal barrier 

diszfunkciót és gyulladást eredményez még tovább erősítve a patológiás folyamatot (Kido-

Nakahara és mtsai., 2017; Szöllősi és mtsai., 2019; Yosipovitch és mtsai., 2020) (9. ábra).  

 

A TRPV3 ioncsatorna és a bőr kapcsolata 

 Bár a TRP ioncsatornák jelenlétét először neuronokon írták le, ahol klasszikusan 

érzékszervi funkciókban játszanak szerepet, az elmúlt évtizedek kutatásai igazolták, hogy 

számos TRP-csatorna nem neuronális sejttípuson is expresszálódik. Az újonnan megjelenő 

eredmények rávilágítottak a TRP-csatornák szerepére a bőrben, ahol kimutatták, hogy számos, 

a bőrsejtekben lejátszódó folyamatokban fontos szerepet töltenek be. Ebből a szempontból az 

egyik legérdekesebb a TRPV3 ioncsatorna, amit először keratinocitákon írtak le (Peier és 

mtsai., 2002). 

 A TRPV3 expresszió élettani jelentőségét a bőrben az az eredmény igazolja, hogy a DS-

Nh egértörzs szőrtelen fenotípusát a keratinocitákban egyetlen pontmutáció okozza a TRPV3 
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gént kódoló régióban, nevezetesen a Gly573Ser pontmutáció, mely egy „gain-of-function” 

(funkciónyerés) mutációhoz vezet (Asakawa és mtsai., 2006). Az érintett egerekben nemcsak a 

szőrtelen fenotípus jellemző, hanem számos bőrelváltozás is, úgymint a spontán dermatitisz, 

viszketés és hiperkeratózis, mindemellett kiemelendő a Staphylococcus aureus kolonizáció, 

magasabb IgE és IL-4 szintek, valamint a fokozott CD4+ T sejt infiltráció, melyek arra 

engednek következtetni, hogy a TRPV3 ioncsatornának komplex szerepe lehet a bőr 

patofiziológiájában (Yoshioka és mtsai., 2009). 

 Ezen eredmények jelentőségét tovább hangsúlyozza az a bizonyíték, hogy emberben 

ugyanez a Gly573Ser pontmutáció, valamint több missence mutáció a TRPV3 ioncsatornát 

kódoló génben egy nagyon ritka rendellenesség, az Olmsted-szindróma kialakulásához vezet 

(Lin és mtsai., 2012; Nagai és mtsai., 2017; Choi és mtsai., 2018; Chiu és mtsai., 2020; Zhong 

és mtsai., 2020). A betegségben a leggyakoribb tünetek közé tartozik a palmoplantáris 

keratoderma, a perioroficiális hiperkeratózis, diffúz szőrhiány, kopaszság és viszketés. Az 

egyidejű szövettani leletek hiperkeratózist, parakeratózist és pszoriáziform léziókat írnak le 

hízósejt infiltrációval a dermisz felső részében, amik hasonlóak a fentebb említett egérben leírt 

tünetekhez (Lin és mtsai., 2012). A GEO Profiles adatbázisban (Barrett és mtsai., 2013) történő 

keresés eredménye a csatorna további funkcionális jelentőségét bizonyítja a bőrben, miszerint 

a TRPV3 magasabb expressziós szintet mutat pszoriázisban, mely az egyik leggyakoribb 

gyulladásos bőrbetegség (GEO ascension GDS 4602) (Nair és mtsai., 2009).  Továbbá szintén 

emelkedett az expressziós szint papulopusztulózus rozáceában és eritemato-telangiektatikus 

rozáceában (Sulk és mtsai., 2012). Mindemellett molekuláris szinten kimutatták, hogy a TRPV3 

aktivációja a keratinocitákban olyan jelátviteli molekulák felszabadulását eredményezi (mint 

pl.: prosztaglandin E2, ATP, NGF és TSLP), amelyek gyulladást és viszketést okoznak a bőrben 

(Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai., 2009; Yoshioka és mtsai., 2009; Yamamoto-Kasai 

és mtsai., 2013).  
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 Ezen eredményekkel összhangban, munkacsoportunk korábban a TRPV3 szerepét 

vizsgálta szőrtüszőkön és külső gyökérhüvely keratinocitákon (Borbíró és mtsai., 2011). Ezek 

alapján a TRPV3 funkcionálisan aktív formában fejeződik ki ezeken a sejteken, továbbá 

aktivációjuk gátolja a szőrnövekedést és a sejtproliferációt, valamint sejthalált indukál. 

 Kutatási témánk szempontjából fontos jelentőségű, hogy a TRPV3 megemelkedett 

expressziót mutat mRNS-szinten AD-ben szenvedő betegek léziós bőrében, valamint égés utáni 

viszkető elváltozásokban (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2012; Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013), 

továbbá a TRPV3 különböző vegyületek általi gátlása bizonyítottan hatékony az AD-szerű 

tünetek enyhítésében állatmodellekben (Nam és mtsai., 2013; Kang és mtsai., 2017; Sun és 

mtsai., 2018; Qu és mtsai., 2019; Zhang és mtsai., 2019; Sun és mtsai., 2020).  Ezen ismeretek 

újabb eredményekkel bővültek, melyek kimondják, hogy a TRPV3 expresszió fehérje szinten 

is megemelkedik AD léziókban, illetve a hő indukálta viszketés AD betegekben TRPV3 függő. 

Ezenkívül az AD-betegek léziós bőréből izolált keratinociták fokozott hőérzékenységet 

mutatnak TRPV3 függő módon, ami pruritogének felszabadulását eredményezi (Seo és mtsai., 

2020).  

 Érdekes módon, a korábbi eredmények ellenére még nem rendelkezünk kellő 

információval a TRPV3 sejtszintű szerepéről és működéséről keratinocitákon, valamint az 

eddigi tanulmányok nem vizsgálták részletesen, hogy a TRPV3 expressziója és funkciója 

megváltozik-e AD betegek nem-lézionális bőrében, amely vélhetően különbözik az egészséges 

bőrtől a terminális differenciálódás és bizonyos immunfolyamatok tekintetében (Suárez-

Fariñas és mtsai., 2011; Pavel és mtsai., 2021). 
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CÉLKITŰZÉS 

 

A TRPV3 ioncsatorna aktivációjának hatása még nem teljesen tisztázott humán 

epidermális keratinocitákon, ezért munkánk során célul tűztük ki: 

1. A TRPV3 ioncsatorna expressziójának és funkcionális aktivitásának molekuláris 

szintű vizsgálatát humán epidermális keratinocitákon. 

2. A TRPV3 ioncsatorna klasszikus agonistáival történő aktivációja során az 

epidermális keratinociták gyulladásos folyamataiban betöltött szerepének 

vizsgálatát, és a folyamatokban részt vevő jelátviteli útvonalak feltérképezését. 

3. A TRPV3 ioncsatorna expressziós és funkcionális jellemzőinek felmérésére és 

összehasonlítására törekedtünk nem-lézionális és lézionális területről származó AD-

s betegek mintáiban, valamint egészséges bőrből származó szöveteken. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

Felhasznált anyagok 

 A kísérleteink során használt anyagokból ezerszeres töménységű törzsoldatokat 

készítettünk a gyártó leírásainak alapján. Ennek megfelelően dimetil-szulfoxidban (DMSO) 

oldottuk a carvacrolt és a 2-aminoetoxidifenil-borátot (2-APB) (mind Sigma-Aldrich, St Louis, 

MO). A törzsoldatokat felhasználásig a gyártó által javasolt -20°C-on tároltuk. A 

törzsoldatokból közvetlenül a kezelések előtt készítettük el a szükséges hígításokat a sejtek 

tenyésztő oldatában, illetve Ca2+-imaging esetén Hank oldatban, 1:1000 arányban hígítva, így 

az oldószer koncentrációja a kezelések folyamán minden esetben 0,1 % volt. Kontrollként az 

önmagában alkalmazott oldószer azonos hígítását használtuk. 

 

Egészséges és AD-s betegekből származó epidermális keratinociták izolálása és 

tenyésztése 

 Az egészséges bőrmintákat bőrgyógyászati szempontból egészséges, sebészeti 

beavatkozáson átesett önkéntesekből nyertük. Atópiás egyénekből csupán a felső epidermális 

réteg került eltávolításra megfelelő érzéstelenítést követően borotva segítségével, mind az 

érintett bőrelváltozás területéről, valamint az egészségesnek tűnő régióból is. A donorok a 

megfelelő tájékoztatást követően írásban járultak hozzá a minták kutatási célú 

felhasználásához. A kísérletek a Debreceni Egyetem Regionális és Intézményi Kutatásetikai 

Bizottság engedélyének megszerzését követően történtek (protokollszám: DE 

OEC RKEB/IKEB 3724-2012 ügyiratszám: IX-R-052/01396-2/2012), valamint a Helsinki 

Deklaráció irányelveinek betartásával. A donoroktól származó minták vételezéséért köszönet 

illeti Dr. Gáspár Krisztiánt a Bőrgyógyászati Klinika orvosát. 
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 A mintákat 3-5 mm2-es négyzetekre daraboltuk fel. Az egészséges egyénekből származó 

szövetdarabokat 2,4 U/ml diszpáz (Sigma-Aldrich) oldatban emésztettük egy éjszakán 

keresztül, majd csipesz segítéségével választottuk szét a dermo-epidermális réteget. Mind az 

egészséges, mind az atópiás epidermiszt 0,1% tripszin-0,2% EDTA (Life Technologies 

Corporation, Foster City, CA, USA) keverékével emésztettük egy órán keresztül 37 °C-on. A 

sejtek szétválásának mechanikai elősegítésére vortexelést végeztünk. A tripszin inaktiválására 

5x-ös térfogatú 10 v/v %-os embrionális borjúszérummal (FBS) és penicillin, streptomicynnel 

kiegészített DMEM oldatot használtunk (mind Life Technoligies). A sejteket 1000 

fordulat/perc-el centrifugáltuk 8 percen keresztül, majd az így nyert epidermális keratinocitákat 

DMEM/HAM F12 3:1 arányú keverékében tenyésztettük 2 napon keresztül. A tápoldatot az 

alábbi anyagokkal egészítettük ki: 5 µg/ml inzulin, 0,4 µg/ml hidrokortizon, 2,43 µg/ml adenin, 

2 nM trijód-tironin, 0,1 nM koleratoxin, 10 ng/ml epidermális növekedési faktor, 1 mM 

aszkorbil-2-foszfát, 100 IU/ml penicillin G (mind Sigma-Aldrich), 25 µg/ml gentamicin (Life 

Technologies), valamint 10 (v/v)% Fetal Clone II (HyClone, Thermo Shandon, South Logan, 

Utah, USA). A tenyésztést 5% CO2-tartalmú, párásított légterű, 37°C-os termosztátban 

végeztük. A sejtek letapadását követően (donortól függően 2-5 nap múlva) a keratinociták 

tenyésztését szérum mentes EpiLife oldatban folytattuk, a tenyésztőoldatot 5 v/v %-os humán 

keratonicyta növekedési faktorral (HKGS) egészítettük ki (mind Life Technologies). A 

tápoldatot minden második nap cseréltük. A sejteket kb. 80 %-os konfluencia szintnél 

passzáltuk megelőzve ezzel a sejtek konfluencia-indukált differenciálódását. Ezen 

munkafolyamatokban Hollósi Erika asszisztensnő (Élettani Intézet) és Angyal Ágnes PhD 

hallgató (Élettani Intézet) voltak segítségemre. 
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Immunhisztokémia 

 A paraffinba ágyazott szövetdarabokból 5 μm vastagságú metszeteket készítettünk. Ezt 

követően deparaffinálást és antigén feltárást (citrát-pufferben, pH 6.0, 10 percig 750 W-on 

mikrohullámú sütőben melegítve) végeztünk. A metszeteket elsődleges humán TRPV3 elleni 

antitesttel (Novus Biologicals, Littleton, CD) inkubáltuk egy éjszakán át 4 °C-on. Az elsődleges 

antitesttel történő festést követően a metszeteket biotinilált kecske ellenes IgG-vel (1:200 

hígítás, Bio-Rad, Hercules, CA, USA) inkubáltuk. Az immunreakció kimutatására diamino-

benzidint (DAB) (DAKO, Golstrup, Dánia), míg a magfestésre hematoxilint (Sigma-Aldrich) 

alkalmaztunk. A jelölési eljárás ellenőrzése végett az elsődleges antitest elhagyása történt a 

negatív kontrollokban. Az immunfestést Nikon Eclipse E600 fluoreszcens mikroszkóp (Nikon, 

Tokió, Japán) segítségével vizsgáltuk és értékeltük. A metszetek készítéséért és festéséért 

köszönet illeti Pénzes Zsófia PhD hallgatót (Immunológiai Intézet) és a Debreceni Egyetem 

Kenézy Gyula Campus Pathológia Osztály dolgozóit. 

 

Immuncitokémia 

 A keratinocitákat üveg fedőlemezre szélesztettük és a megfelelő konfluencia eléréséig 

tenyésztettük. Acetonos fixálását követően a sejteket 0,1 v/v %-os Triton X-100 (Sigma-

Aldrich) oldatban permeabilizáltuk, majd TRPV3, illetve p65 ellenes elsődleges antitestekkel 

(1:200, illetve 1:50 hígítás, mind Novus Biologicals) inkubáltuk 4 °C-on egy éjszakán keresztül. 

A fluoreszcens festéshez a fedőlemezeket fluoreszcein-izothiocianáttal (FITC) konjugált 

másodlagos antitestekkel (1:1000 hígítás) inkubáltuk 60 percen keresztül (Dobrosi és mtsai. 

2008; Tóth és mtsai. 2009). Mindkét jelölés esetén a sejtmagok festésére 4ʹ,6-diamidino-2-

fenilindol-t (DAPI) (Life Technologies) alkalmaztunk. A jelölési eljárás ellenőrzése végett az 

elsődleges antitest elhagyása történt a negatív kontrollokban. Az immunfestést Olympus 
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Xcellence RT fluoreszcens mikroszkóp (Olympus, Tokió, Japán) segítségével vizsgáltuk és 

értékeltük. 

 

Génexpressziós változások vizsgálata 

 Kísérleteink során a különböző gének expressziós változásait reverz transzkripciót 

követő, kvantitatív, „valós idejű” polimeráz láncreakcióval (RT-qPCR) vizsgáltuk. A qPCR-t 

Stratagene MxPro3005P QPCR System (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) 

készülék segítségével végeztük az 5ʹ-nukleáz módszer alkalmazásával.   

A keratinocitákat TRIzol reagensben arattuk, míg a fagyasztott szövetmintákat 

folyékony nitrogén alatt mozsárban porítottuk, majd a kapott port szintén TRIzol reagensben 

oldottuk. A teljes RNS tartalmat a gyártó utasításainak betartásával a TRIzol reagens 

alkalmazásával izoláltuk, majd az így kapott RNS-t minőségileg a Nanodrop-1000 

spektrofotométerrel (NanoDrop/Thermo Scientific) ellenőriztük. Ezt követően a teljes RNS 1 

μg-jából kiindulva reverz transzkripciót végeztünk High-Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit-et (mind Life Technologies) felhasználva. Az így előállított cDNS-ből 

kvantitatív valós idejű polimeráz láncreakció segítségével mutattuk ki a vizsgált gének 

specifikus transzkriptjét, TaqMan primerek és próbák, valamint TaqMan Universal PCR Master 

Mix Protocol (Applied Biosystem) alkalmazásával. TaqMan Gene Expression Assay ID-k: 

TRPV3: Hs00376854_m1, IL6: Hs00985639_m1, IL8: Hs00174103_m1, IL1a: 

Hs00174092_m1, TNFA: Hs00174128_m1. Belső kontrollként glicerinaldehid-3-foszfát 

dehidrogenázt (GAPDH: Hs99999905_m1), β-aktint (ACTB: Hs99999903_m1), és cikolofilin 

A-t (PPIA: Hs99999904_m1) alkalmaztunk. A génexpresszió relatív mennyiségét a ΔCT 

módszer segítségével határoztuk meg. 
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TRPV3 fehérje szintű kimutatása (Western blot) 

 A Western blot analízishez használt mintákat detergens mixben (50 mM TRIS HCl, 150 

mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% Igepal CA 630, 0,5% nátrium-deoxicholate, proteáz inhibitor; 

mind Sigma-Aldrich) learattuk, valamint a fagyasztott szövetmintákat folyékony nitrogén alatt 

mozsárban porítottuk és az így kapott homogenizátumot szintén detergens mixben oldottuk. 

Ultrahangos sejtfeltárást követően a minták fehérjetartalmát módosított BCA protein assay-vel 

(Pierce, Rockford, IL, USA) határoztuk meg, majd 5% β-merkaptoetanollal (Sigma-Aldrich) 

kiegészített 2x-es SDS puffer (Quality Biological INC, Rockville, MD, USA) felhasználásával 

mintát készítettünk. Ezt követően 10 perces főzéssel 100 °C-on denaturáltuk a fehérjéket. Az 

így elkészített mintákból azonos mennyiségeket (1 illetve 2 μg/well) felhasználva SDS 

poliakrilamid gélelektroforézist (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970) (10% Mini Protean TGX gél, 

BioRad, Hercules, CA, USA) végeztünk 140 V konstans feszültségen. Majd a gélből a fehérjét 

nitrocellulóz membránra (Trans-Blot® TurboTM Nitrocellulose Transfer Pack és Trans Blot 

Turbo System készülék segítségével; mind BioRad) transzferáltuk 100 V konstans feszültségen. 

A membrán szabad kötőhelyeit 5% sovány tejport tartalmazó PBS-ben 30 percig blokkoltuk, 

ezt követően a membránokat elsődleges TRPV3 (1:500 hígitás 5% tej PBS-ben; Novus 

Biologicals), IκBα, valamint p65 ellenes antitestekkel inkubáltuk 4 °C-on egy éjszakán 

keresztül. Következő lépésben a membránokat 30 percig mostuk PBST-ben (PBS 1% Tween 

20-szal kiegészítve; Sigma-Aldrich), majd torma-peroxidázzal konjugált kecskében termeltetett 

nyúl, illetve egér elleni másodlagos IgG antitesttel (1:1000 hígítás 5% tej PBS-ben) inkubáltuk 

60 percen keresztül szobahőmérsékleten. Újabb PBST-vel történő mosást követően az 

immunreakciók eredményét SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate-Enhanced 

Chemiluminescence kit (Pierce) segítségével tettük láthatóvá, a jeleket LAS-3000 Intelligent 

Dark Box (Fuji, Tokió, Japán), valamint KODAK Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak, 

Tokió, Japán) készülékek felhasználásával rögzítettük. Végül az egyenlő fehérjemennyiségek 
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felvitelének ellenőrzésére a membránokon belső kontrollként nyúlban termeltetett β-aktin 

ellenes antitesttel (1:1000 hígítás 5% tej PBS-ben; Sigma-Aldrich) való inkubációt is 

végeztünk. Az optikai denzitás meghatározására ImageJ képelemző szoftvert (NIH, Bethesda, 

MA) alkalmaztunk. 

 

Citokinfelszabadulás vizsgálata (ELISA) 

 A különböző kezeléseknek kitett keratinocita sejtek által termelt és felszabadult 

citokinek meghatározásához a sejtek felülúszóját összegyűjtöttük, majd a felszabadult citokinek 

mennyiségét specifikus ELISA kitek (IL-6 és IL-8, mind BD Biosciences) segítségével 

határoztuk meg, a gyártó protokollját követve. 

 A 96 lyukú lemezeket Coating pufferben (0,1 M nátrium-karbonát, pH 9,5; 10 N NaOH; 

Sigma-Aldrich) hígított Capture antitesttel vontuk be, melyet egy éjszakán át, 4 °C-on 

inkubáltunk. Ezt követően a lemezeket Assay Diluent (10 v/v% FBS PBS oldatban) oldattal 

inkubáltuk 1 órán keresztül szobahőmérsékleten. A standard hígítási sort és a mintákat is Assay 

Diluent oldatban hígítottuk. A standard sort és a minták felvitelét követően a lemezeket 2 órán 

át inkubáltuk szobahőmérsékleten, majd minden mintához Working Detector (Detektáló 

antitest + Sav-HRP reagens) oldatot adtunk és újabb 1 órán át inkubáltuk szobahőmérsékleten. 

Minden egyes lépést követően a lemezeket mosó pufferrel (0,05% Tween-20 PBS-ben; Sigma-

Aldrich) 4-szer mostuk. Ismételt mosást követően szubsztrát reagenst (Tetramethylbenzidine 

(TMB), Sigma-Aldrich; és hidrogén-peroxid citrát pufferben) adtunk a lemezhez, majd 30 

percig fénytől védett inkubációt követően a reakciót Stop oldat (2 N H2SO4) hozzáadásával 

állítottuk le. A reakció leállítását követő 30 percen belül az abszorbanciát 450, vagy 405 nm-en 

mértük. A felszabadult citokin mennyiségét standard görbe segítségével határoztuk meg pg/ml-

ben.  
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Patch-clamp vizsgálat 

 A patch-clamp mérésekhez a keratinocitákat (NHEK, AD-NHEK és AD-HEK) 10 mm 

átmérőjű üveg fedőlemezre szélesztettük. A fedőlemezeket egy inverz mikroszkópra felszerelt 

perfúziós kamrába helyeztük és a sejteket folyamatosan Tyrode külső oldattal (144 mM NaCl, 

5,6 mM KCl, 2,5 mM CaCl2, 1,2 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 10 mM glükóz; pH 7,4) 

perfundáltuk. Az oldatok ozmolaritását ozmométer segítségével állítottuk be (Vapro 5520, 

Wescor Inc., Logan, UT, USA). A kísérleteket szobahőmérsékleten végeztük. A 2-4 MΩ 

ellenállású üvegpipettákat lézerhúzóval (Model P-2000, Sutter Instrument Company, Novato, 

CA, USA) állítottuk elő és 100 mM K-aszpartát, 45 mM KCl, 1 mM MgCl2, 5 mM HEPES, 10 

mM EGTA, 3 mM K-ATP-tartalmú belső oldattal (pH 7,2) töltöttük fel. Az ionáramok 

rögzítésére egy Multiclamp-700B típusú intracelluláris erősítőt (Axon Instruments, Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA, USA) használtunk teljes-sejtes konfigurációban (Hamill és mtsai., 

1981). A gigaseal (> 1 GΩ) ellenállást enyhe szívással, a teljes sejtes konfigurációt további 

enyhe szívással vagy 1,5 V-os, 1 ms-os elektromos impulzusokkal hoztuk létre. A mért 

ionáramokat az adott sejt kapacitására normalizáltuk, ennek meghatározásához -10 mV és -20 

mV közötti depolarizáló impulzusokat alkalmaztunk. Az elektromos jeleket 10 kHz 

frekvenciával rögzítettük (Digidata-1440A A/D, Axon Instruments), az elemzést pClamp 10.3 

szoftver (Axon Instruments) segítségével végeztük. A sejtek átlagos lineáris kapacitása 44,7 ± 

6,4 pF, 49,6 ± 7,7 pF és 40,7 ± 4,4 pF-nak adódott NHEK (n=14), AD-NHEK (n=5) valamint 

AD-HEK (n=5) esetében, míg a soros ellenállás 6-10 M volt, kompenzációt nem 

alkalmaztunk. Amennyiben a mérés során a soros ellenállás magas volt vagy megemelkedett 

esetleg a mért áramok instabilak voltak, a kísérlet adatait kihagytuk a további elemzésből. 1 M, 

dimetil-szulfoxid-ban (DMSO; Sigma-Aldrich) oldott carvacrol (Sigma-Aldrich) törzsoldat 

perfúzióját alkalmaztuk a 100 μM végkoncentráció eléréséig. A DMSO végső koncentrációja 
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0,1 % volt, mely nem volt hatással a membránáramokra. A patch-clamp mérések elvégzéséért 

köszönet illeti Kistamás Kornélt az Élettani Intézet voltPhD hallgatóját. 

  

Intracelluláris kalcium koncentráció ([Ca2+]IC) meghatározása  

 A keratinocita sejteket 10 000 sejt/lyuk denzitásban szélesztettük 96 lyukú fekete falú, 

átlátszó aljú lemezekre (Greiner BioOne, Monroe, NC), majd az edényeket 24 órán át 37 °C-

on tartottuk termosztátban. A mérés napján kétszeri 1 % BSA-t (Sigma-Aldrich) és 2,5 mmol/l 

Probenecidet (Sigma-Adrich) tartalmazó Hank oldatos (136,8 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,34 

mM Na2HPO4, 0,44 mM KH2PO4, 0,81 mM MgSO4, 1,26 mM CaCl2, 5,56 mM glükóz, 4,17 

mM NaHCO3; pH 7.2; mind Sigma-Aldrich) mosást követően a sejteket 1 μmol/l 

kalciumérzékeny fluoreszcens Fluo-4 acetoximetilészter formájával (Fluo-4 AM Hank 

oldatban oldva) inkubáltuk 37 °C-on 30 percen keresztül. Ezt követően a sejteket háromszor 

mostuk Hank oldatban. A Fluo-4 AM-mel feltöltött sejtek Ca2+-jelét FlexStation II 384 (FLIPR, 

Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) fluoreszcens microplate reader segítségével mértük. 

A kinetikai mérések 30. másodpercében a műszerbe épített pipettorfej segítségével 

automatikusan adagoltuk a sejtekhez a megfelelő koncentrációjú kezelőanyagokat. Az így 

bekövetkezett [Ca2+]IC változásokat 490 nm excitációs és 520 nm emissziós hullámhossz 

mellett detektáltuk. A számításokhoz négy kísérletben mért eredmények átlagát használtuk, az 

értékeket átlag ± SE formában tüntettük fel (Borbíró és mtsai., 2011). 

   

Életképesség meghatározása (MTT assay) 

 A sejtek életképességének vizsgálatakor kolorimetrás MTT assay-t (Sigma-Aldrich) 

alkalmaztunk. A módszer alapja, hogy az élő sejtek mitokondriális dehidrogenáz enzimje a 

sárga színű metilthiazol-tetrazólium (MTT) porban található tertrazólium gyűrűt hasítja, ennek 
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hatására lila színű formazán kristályok keletkeznek, melyek mennyisége savas oldásukat 

követően kolorimetriásan mérhető. 

 A sejteket 96-lyukú edényekben 10 000 sejt/lyuk sűrűségben szélesztettük. A megfelelő 

farmakonok különböző koncentrációival kezelt sejtekről a mérés napján a tápoldatot 

eltávolítottuk, ezután minden lyukhoz 100-100 μl 0,5 mg/ml koncentrációjú MTT oldatot 

adtunk, majd a sejteket 2 óráig 37 °C-on inkubáltuk. Az oldat eltávolítását követően minden 

lyukba 100-100 μl MTT szolubilizáló oldatot (81:9:10 arányban izopropanol:sósav:Triton X-

100) mértünk és 5 percig 37 °C-on inkubáltuk. Ezt követően a koncentrációt kolorimetriás úton 

550 nm-en mértük. A mért abszorbancia arányos az élő sejtek számával, amit a kontroll 

százalékában adtunk meg. 

   

Sejtproliferáció vizsgálata (CyQuant assay) 

 A proliferáló sejtek nyomon követésére (mely az életképes sejtek arányát tükrözi) egy, 

a DNS tartalom meghatározásán alapuló fluoreszcens kimutatási eljárást, CyQuant assay-t 

(Invitrogen, Waltham, MA) alkalmaztunk. 

 A keratinocita sejteket 10 000 sejt/lyuk sűrűségben szélesztettük 96 lyukú fekete falú, 

áttetsző aljú lemezekre (Greiner Bio-One, Frickenhausen, Németország), majd elvégeztük a 

különböző koncentrációjú kezeléseket. A felülúszó eltávolítását követően a lemezt -80 °C-ra 

helyeztük. Szobahőmérsékleten történő felolvasztást követően 200-200 μl, a gyártó protokollja 

szerint elkészített munkareagenst adtunk a sejtekhez. 5 perc inkubációt követően 480 nm 

excitációs és 520 nm emissziós hullámhosszokon detektáltuk a fluoreszcencia intenzitást 

FlexStation II 384 spektrofluorométer (Molecular Devices, San Francisco, CA, USA) 

segítségével.   
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Apoptózis vizsgálata 

 Az apoptotikus folyamat megállapítására MitoProbe DilC1(5) Assay Kit-et (Life 

Technoligies) használtunk. A mitokondriális membrán potenciál csökkenését az apoptózis 

korai jelének tekintjük, melyen az alábbi eljárás is alapul. A DilC1(5) festék az aktív 

mitokondriális membrán potenciállal rendelkező sejtek mitokondriumában akkumulálódik. Az 

apoptotikus folyamatok során tapasztalható mitokondriális membrán potenciál csökkenésével 

együtt csökken a fluoreszcencia intenzitás is, ezzel arányban nő az apoptotikus sejtek száma. 

 A keratinocitákat 10 000 sejt/lyuk denzitásban 96 lyukú fekete falú, áttetsző aljú 

lemezre (Greiner BioOne) szélesztettük, majd elvégeztük a különböző koncentrációjú 

kezeléseket. A felülúszó eltávolítását követően a sejteket 30 percen keresztül inkubáltuk 37 °C-

on MitoProbeTM DilC1(5) munkareagenssel. A fluoreszcencia detektálása 630 nm-en történő 

gerjesztést követően 670 nm-en történt FlexStation II 384 készülék segítségével (Molecular 

Devices). 

  

Nekrotikus folyamatok vizsgálata 

 A nekrózissal jellemezhető sejthalál detektálására SYTOXTM Green (Life 

Technologies) nukleinsav jelölő festéket alkalmaztunk. Az eljárás lényege, hogy a festék 

méreténél fogva nem képes átjutni az ép sejtmembránon, míg a nekrotikus folyamatok során a 

töredezett plazmamembránon keresztül a festék képes a sejtbe penetrálni és a nukleáris DNS-

hez kötődni. Ez jelentős fluoreszcencia intenzitásbeli növekedést eredményez (pozitív 

kontrollként a sejtek membránját lízis puffer alkalmazásával tettük átjárhatóvá, szabad utat adva 

ezzel a festéknek).  

A keratinocitákat 10 000 sejt/lyuk denzitásban 96 lyukú fekete falú, áttetsző aljú 

lemezre (Greiner BioOne) szélesztettük, majd elvégeztük a különböző koncentrációjú 

kezeléseket. A felülúszó eltávolítását, majd a sejtek PBS-ben történő mosását követően, a 
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sejteket 1 μM SYTOXTM Green reagenssel inkubáltuk 30 percen keresztül 37 °C-on. A 

fluoreszcencia meghatározása 545 nm gerjesztési és 590 nm emissziós hullámhossz mellett 

történt FlexStation II 384 készülék segítségével (Molecular Devices). 

 

Mint láthatjuk az apoptotikus és nekrotikus folyamatok meghatározására használt 

módszerek azonos körülményeket kívánnak, viszont eltérő hullámhosszon gerjeszthetőek 

illetve detektálhatóak. Ezen tulajdonságból előnyt kovácsoltunk és a két festési eljárást 

szimultán alkalmaztuk. 

 

TRPV3 RNS interferencia 

 A sejteket kb. 70 %-os konfluenciánál transzfektáltuk TRPV3-ra specifikus 

(HSS136315, HSS136316 és HSS175965), kis interferáló RNS-sel (40 nmol/l, Invitrogen) és 

Lipofectamin 2000 Transzfekciós Reagens (Invitrogen) felhasználásával. Kontrollként a 

sejteket RNAi Negative Control duplaszálú siRNS-sel transzfektáltuk (scrambled siRNS; 

Invitrogen). Az RNAi-által okozott fehérje expresszió csökkenést négy napig naponta 

ellenőriztük Western blot segítségével (lásd Western blot alfejezetben). Az immunreaktív 

sávok optikai denzitását a β-aktin jelre normalizáltuk, és a scrambled RNAi-kezelt sejtek 

értékére normálva fejeztük ki. 

 

Statisztikai analízis 

 Mérési eredményeinket átlag ± SE formában, valamint a kontroll csoport százalékában 

adtuk meg. Hibasávban az eredmények standard hibájának átlagát (SEM) tüntettük fel, szintén 

a kontroll százalékában kifejezve. Az átlagok különbségét összetartozó minták esetén páros t – 

próbával, kettőnél több csoport esetén pedig egyszempontos variancia analízssel (ANOVA) 

vizsgáltuk, melynek során Bonferroni post hoc tesztet alkalmaztunk a többszörös 
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összehasonlításra és Dunett post hoc tesztet használtunk, amikor a kontroll csoporthoz 

viszonyítottuk az eloszlást. Az elemzésekhez SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) 

statisztikai szoftvert használtunk. Szignifikánsnak a 0,05 szignifikancia szint alatti 

különbségeket fogadtuk el (p<0,05). 
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EREDMÉNYEK 

 

A TRPV3 kifejeződik a humán bőrben és primer epidermális keratinocita tenyészetben 

 Jelen kísérleteink során először a TRPV3 expresszióját kívántuk meghatározni humán 

bőrben, melyhez egészséges páciensekből származó, punch biopszia segítségével eltávolított 

teljes vastagságú normál bőrt használtunk. Immunhisztokémiával kimutattuk, hogy a TRPV3 

elsősorban a bőr legkülső, epidermális rétegében van jelen (10/a ábra), melyen belül a TRPV3 

homogén festődést mutat a stratum basale és a stratum corneum rétegekben.  

Ezekkel az adatokkal összhangban erős TRPV3 immunreaktivitás figyelhető meg normál 

humán epidermális keratinocita (NHEK) sejteken immuncitokémiával (10/c ábra), illetve 

Western-blottal (10/e ábra) prekonfluens (80%) és posztkonfluens (PC2) sejteken egyaránt. Az 

10. ábra: A tranziens receptor potenciál vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna kifejeződik humán bőr 

epidermiszében és tenyésztett normál humán epidermális keratinocytákon (NHEK) (a) TRPV3-specifikus 

immunreaktivitás (IR) kimutatása EnVision technikával (Agilent, Santa Clara, CA) in situ humán bőrön. (b) Az a 

panel negatív kontrollja. (c) A TRPV3 immuncitokémiával történő kimutatása primer NHEK keratinocytákon 

(FITC, zöld fluoreszcencia), a sejtmagokat DAPI-val vizualizáltuk (kék fluoreszcencia). (d) A c panel negatív 

kontrollja. Méretvonal a és b panelen: 100 μm. Méretvonal c és d panelen: 10 μm. (e) Western blot analízis. A 

TRPV3 fehérje expressziót különféle konfluenciákon learatott NHEK sejtek lizátumából határoztuk meg. Az 

egyenlő mennyiségű mintafelvitelt a β-aktin expressziójának meghatározásával értékeltük. (f) A TRPV3 mRNS 

transzkriptumainak kvantitatív valós idejű PCR analízise emberi bőrszöveten és különféle konfluenciákon learatott 

NHEK sejtek lizátumán. Átlag ± SEM. PC2: 100%-os konfluenciát követő 2. nap. 
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immunjelölések megítéléséhez megfelelő negatív kontrollokat alkalmaztunk (10/b és d ábra) 

(részletesen lásd Anyagok és Módszerek fejezetben). 

 Egészséges emberi bőrből és NHEK tenyészetből kivont RNS mintákon qPCR 

vizsgálatokat végeztünk a TRPV3 gén expressziójának megerősítésére. Amint az a 10/f ábrán 

is látható, a TRPV3 mRNS transzkriptumai egyértelműen azonosíthatók egészséges bőrben, 

valamint az Anyagok és Módszerek fejezetben bemutatott módon izolált és tenyésztett pre- és 

posztkonfluens primer epidermális keratinocitákon. 

 

A TRPV3 Ca2+-permeábilis ioncsatornaként működik normál humán epidermális 

keratinocitákon 

 Ezt követően a TRPV3-csatorna funkcionalitását vizsgáltuk az epidermális keratinocita 

sejteken, melyhez dinamikus képalkotó és elektrofiziológia kísérleteket végeztünk. A 

csatornafunkció vizsgálatára patch-clamp technika teljes-sejtes konfigurációját használtuk, a 

membránáramok vizsgálatára rámpa protokollt alkalmaztunk (11/a és b ábra). Kontroll 

esetben, kifelé egyenirányító áramot mértünk -46,1 ± 1 mV átlag reverzál potenciállal (átlag ± 

SEM, n = 6). Ezután áramméréseket végeztünk a rámpa protokoll négy pontján (-90, -40, +40 

és +90 mV), majd az adatokat minden esetben normalizáltuk az aktuális sejtmembrán 

kapacitásra, rendre -3,6 ± 1,1, -0,4 ± 0,1, 3,5 ± 0,5 és 8,2 ± 1,4 pA/pF (átlag ± SEM) (11/c 

ábra). 

 Érdekes módon, a TRPV3 agonista carvacrol 100 μM koncentrációjú kezelése 

jelentősen és szignifikánsan (P < 0,05) megnövelte mind a befelé, mind a kifelé irányuló 

áramokat, amely hatás reverzibilisnek adódott (11/a-c ábra). Carvacrol jelenlétében a -90, -40, 
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+40 és +90 mV-nál mért áramok a következőnek adódtak: -7,2 ± 2,3, -2,4 ± 1,0, +5,4 ± 1,0 és  

+14,5 ± 3,0 pA/pF (átlag ± SEM, n = 6). 

 

 A TRPV3 funkcionális aktivitásának további bizonyítására abból a jól ismert 

tulajdonságból indultunk ki, miszerint a TRPV3 (hasonlóan a legtöbb TRP-csatornához) 

többnyire, (de nem kizárólagosan) Ca-permeábilis csatorna (Moran és mtsai., 2011). 

Fluoreszcens alapú Ca2+-imaging technikát alkalmazva megállapítottuk, hogy a TRPV3 

agonisták dózis-függő módon szignifikánsan emelték a sejtek [Ca2+]IC-ját (12/a-c ábra). 

További jelentőséggel bír, hogy [Ca2+]EC lecsökkentése (1,8 mM-ról 0,02 mM-ra) szinte teljes 

mértékben kivédte a TRPV3 agonisták [Ca2+]IC-t növelő hatását (12/c ábra), ami arra utal,  

11. ábra: A Carvacrol ionáramokat hoz létre primer epidermális keratinocitákon (NHEK) (a) Patch-clamp 

rámpa protokollal (inzert) mért áramok reprezentatív áram-feszültség görbéi. (b) 100 μM Carvacrollal kiváltott 

áramok időfüggése -90 mV (üres lila négyzetek), -40 mV (üres zöld négyzetek), +40 mV (üres kék négyzetek) és 

+90 mV (töltött piros négyzetek) feszültségnél. (c) A membrán kapacitásra normált áramok statisztikai elemzése 

-40 mV (balra lent), +40 mV (balra fent), -90 mV (jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) feszültségnél. Átlag ± 

SEM, n=6. *p<0,05 a kontrollhoz képest. Statisztikai analízis: páros t-póba. 
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12. ábra: A TRPV3 aktivátorok hatása a primer epidermális keratinociták (NHEK) Ca2+ homeosztázisára 

(a,b) Fluo-4 AM Ca2+-érzékeny festékkel töltött NHEK keratinocitákon mért [Ca2+]IC változások reprezentatív 

görbéi. A nyíl mutatja a különböző koncentrációjú TRPV3 agonista carvacrol vagy 2-APB alkalmazási időpontját 

normál (1,8 mM) [Ca2+]EC mellett. (c) A TRPV3 agonisták által kiváltott Ca2+ jelek maximális amplitúdóinak 

statisztikai elemzése normál (1,8 mM) vagy alacsony (0,02 mM) Ca2+ tartalmú oldatban. Az értékeket átlag ± SEM 

formában tüntettük fel, #: p<0,05 a kontrollhoz képest, *: p<0,05 a kizárólag aktivátorral kezelt csoporthoz képest 

(1,8 mM [Ca2+]EC) n>3. (d) Fluo-4 AM Ca2+-érzékeny festékkel töltött NHEK keratinocitákon mért [Ca2+]IC 

változások reprezentatív görbéi. A nyíl mutatja a 300 μM carvacrol alkalmazási időpontját normál (1,8 mM) 

[Ca2+]EC mellett. (e) 300 μM carvacrol által kiváltott Ca2+ jelek maximális amplitúdóinak statisztikai elemzése 

kontroll, scrambled és TRPV3 specifikus siRNS-sel transzfektált sejteken. Az értékeket átlag ± SEM formában 

tüntettük fel, *: p<0,05 a kontrollhoz képest, #: p<0,05 a scrambled csoporthoz képest, n>3. Statisztikai analízis: 

páros t-póba. 
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hogy ezek az ágensek valóban a sejtfelszíni membránban lévő Ca2+-permeábilis csatornákat 

nyitják. Ezeket a megállapításokat siRNS technikával is alátámasztottuk: a Trpv3 gén 

csendesítése (13. ábra) jelentősen csökkentette a carvacrol által kiváltott Ca jelet (12/d-e ábra).  

 

 

A teljes-sejtes konfigurációjú patch-clamp, valamint a fluoreszcens alapú Ca2+-mérési 

adatok egyöntetűen azt a tényt támasztják alá, miszerint a TRPV3 ioncsatorna valóban 

funkcionálisan aktív formában expresszálódik a primer epidermális keratinocitákon. Itt 

leginkább Ca2+-ra permeábilis non-szelektív kationcsatornaként működik a sejtek 

plazmamembránjában, hasonlóan a már korábban leírt humán külső gyökérhüvely 

keratinocitákon és egér epidermális keratinocita populációkon (Peier és mtsai., 2002; Chung és 

mtsai., 2004a, 2004b; Huang és mtsai., 2008; Cheng és mtsai., 2010; Borbíró és mtsai., 2011). 

 

  

13. ábra: A TRPV3 siRNS általi géncsendesítése Western blot analízis. A TRPV3 siRNS általi géncsendesítés 

fehérje expressziójának kimutatása NHEK sejteken. Az egyenlő mennyiségű mintafelvitelt a β-aktin 

expressziójának meghatározásával értékeltük. 
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A TRPV3-aktiváció gátolja a proliferációt és sejthalált indukál normál humán 

epidermális keratinocitákon 

 Ezt követően a TRPV3 aktiválásának sejtszintű hatásait vizsgáltuk a növekedés és 

túlélés szempontjából a humán epidermális keratinocita tenyészeteken. A sejteket a növényi 

eredetű carvacrol és a szintetikus 2-APB TRPV3 agonistákkal kezeltük (Chung és mtsai., 

2004a; Xu és mtsai., 2006), mely során azt találtuk, hogy mind a carvacrol, mind a 2-APB 

dózis-függő módon csökkentették az NHEK sejtek életképességét és proliferációját (14/a és b 

ábra). 

 

Számos bizonyíték utal arra, hogy a fent említett szerek más TRP-csatornákat is képesek 

aktiválni (Xu és mtsai., 2006; Bíró és mtsai., 2007). Továbbá a TRPV3 farmakológiai 

vizsgálatát tovább nehezíti, hogy hiányoznak a kellőképpen szelektív és kereskedelmi 

14. ábra: A TRPV3 aktivációja csökkenti a normál humán epidermális keratinociták (NHEK) 

életképességét és gátolja a proliferációt Az NHEK keratinocitákat különböző koncentrációjú TRPV3 

aktivátorokkal kezeltük 24 órán át. (a) Az életképesség meghatározása kolorimetriás MTT (3-(4,5-

dimetilihyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólium bromid) assay-vel. (b) A proliferáció mértékének meghatározása 

fluorimetriás CyQuant assay segítségével. Az értékeket átlag ± SEM formában tüntettük fel, a kezeletlen 

scrambled kontroll %-ában. *: p<0,05 a kezeletlen scrambled kontrollhoz képest, #: p<0,05 a TRPV3 aktivátorral 

(carvacrol vagy 2-APB) kezelt scrambled csoporthoz képest. Statisztikai analízis: páros t-póba. 
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forgalomban kapható TRPV3 antagonisták. Ezért a carvacrol és 2-APB TRPV3 specifikus 

hatását RNS interferencia technika alkalmazásával ellenőriztük és értékeltük (13. ábra), amit a 

korábbi tanulmányainkban kidolgozott technikáknak megfelelően végeztünk és különféle 

humán bőrsejt eredetű tenyészeteken optimalizáltunk (Dobrosi és mtsai., 2008; Tóth és mtsai., 

2009; Borbíró és mtsai., 2011; Szöllősi és mtsai., 2013; Oláh és mtsai., 2014). Eredményeinkkel 

párhuzamosan azt kaptuk, hogy a TRPV3 sikeres géncsendesítése szinte teljes mértékben képes 

volt kivédeni a fent említett káros hatásokat az életképesség és proliferáció tekintetében (14/a 

és b ábra), mely alapján arra következtethetünk, hogy ezek az agonisták valóban TRPV3 

mediált jelátviteli útvonalon keresztül módosítják a sejtek életképességét és növekedését.  

A sejthalál pontos formáját is megvizsgáltuk a mitokondriális membránpotenciál 

csökkenésének vizsgálatán keresztül, mely az apoptózis egyik korai jele, valamint a membrán 

integritás vizsgálatával a nekrózis kizárására. Kombinált DilC1(5) – SYTOX Green festést 

alkalmazva megállapítottuk, hogy mind a carvacrol (300 μM), mind a 2-APB (100 μM) magas 

koncentrációban alkalmazva szignifikánsan csökkentette a mitokondriális membránpotenciált 

(15/a és b ábra), ugyanakkor nem okozott SYTOX Green felhalmozódást (15/c és d ábra). 

Ezek alapján kijelenthetjük, hogy a TRPV3-ioncsatorna aktivációja apoptótikus sejthalálhoz 

vezet. Továbbá a calcium kötő EDTA alkalmazása nem befolyásolta a megfigyelt hatásokat 

(15/a-d ábra), mely arra enged következtetni, hogy a carvacrol és 2-APB ezen hatása nem függ 

az extracelluláris térből történő Ca2+ mobilizációtól. 
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A TRPV3 aktiváció erős proinflammatorikus választ vált ki 

 Mivel a 24 órás kezelések csökkentik a sejtek életképességét és proliferációját, 

következő lépésben a TRPV3 aktiváció celluláris hatásait rövid távú kísérletekben vizsgáltuk. 

A vizsgálat során a kulcsfontosságú proinflammatorikus citokinek (IL-1α, IL-6, IL-8 és tumor 

nekrózis faktor-α (TNFα)) expressziós változásait követtük nyomon, mivel korábbi 

tanulmányok kimutatták, hogy a TRPV3 aktiváció és „gain-of-function” mutációi kifejezett 

bőrgyulladást eredményeznek mind emberben, mind egerekben (Yoshioka és mtsai., 2009; 

Danso-Abeam és mtsai., 2013). Kísérleteink során azt találtuk, hogy a TRPV3 agonisták 

szignifikáns módon fokozták a proinflammatorikus citokinek expresszióját (16/a és b ábra), 

továbbá figyelemre méltó IL-6 és IL-8 felszabadulást váltottak ki az epidermális 

keratinocitákon (16/c és d ábra). Hasonlóan a már fentebb említett életképességre és 

15. ábra: A TRPV3 aktivátorok hatása az NHEK sejtek apoptotikus és nekrotikus folyamataira A normál 

humán epidermális keratinocitákat különböző koncentrációjú TRPV3 aktivátorokkal kezeltük 24 órán keresztül 

1,8 mM Ca2+ koncentrációjú tápoldatban. Az apoptotikus folyamatokat DilC1(5) mitokondriális 

membránpotenciál-érzékeny festékkel (a,b), a nekrotikus folyamamtokat SYTOX Green-nel követtük nyomon 

(c,d). A mitokondriális membránpotenciál csökkenést kiváltó apoptotikus folyamat pozitív kontrolljaként 

karbonil-cianid-3-klorofenil-hidrazont (CCCP), míg a nekrotikus sejthalál pozitív kontrolljaként lízis puffert 

alkalmaztunk. Az értékeket átlag ± SEM formában tüntettük fel. *: p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz képest. 

Statisztikai analízis: páros t-póba. 
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proliferációra gyakorolt hatásoknál, jelen esetben is a TRPV3 szelektív géncsendesítése szinte 

teljes mértékben képes volt kivédeni a vizsgált citokinek up-regulációját és felszabadulását 

(16/a-d ábra), ami azt jelzi, hogy a carvacrol és a 2-APB proinflammatorikus hatásai valóban 

TRPV3 aktiváción keresztül valósulnak meg. 

 

A TRPV3 indukálta proinflammatorikus hatások az NF-κB jelátviteli útvonalat érintik 

 Ezt követően célul tűztük ki az intracelluláris jelátviteli útvonal azonosítását, melyen 

keresztül megvalósulhatnak a TRPV3 aktiváció okozta proinflammatorikus hatások. Ismert, 

hogy az NF-κB útvonal aktivációja fontos szerepet játszik a gyulladásos folyamatok 

szabályozásában (Wullaert és mtsai., 2011), ezért megvizsgáltuk ezt a mechanizmust. 30 perces 

16. ábra: A TRPV3 aktiválása proinflammatorikus citokin felszabadulást indukál a normál humán 

epidermális keratinocitákon (NHEK) (a,b) Proinflammatorikus citokinek (IL-1α, IL-6, IL-8, TNFα) mRNS 

transzkriptumainak kvantitatív valós idejű PCR analízise NHEK sejtek TRPV3 aktivátorokkal (300 μM Carvacrol 

vagy 30 μM 2-APB) történő 3 órás kezelését követően. A kezeletlen scrambled kontrollra normált értékeket átlag 

± SEM formában tüntettük fel. (c,d) A felszabadult citokin mennyiségének meghatározása NHEK sejtek 300 μM 

Carvacrollal végzett kezelését követően 6 és 12 órával. Az értékeket átlag ± SEM formában tüntettük fel. *: p<0,05 

a kezeletlen scrambled kontrollhoz képest, #: p<0,05 a TRPV3 aktivátorral (carvacrol vagy 2-APB) kezelt 

scrambled csoporthoz képest. Statisztikai analízis: páros t-póba. 
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carvacrol kezelés indukálta (ennél fogva inaktiválta) a gátló IκBα foszforilációját, valamint 

indukálta (és ezáltal aktiválta) a p65 NF-κB izoforma foszforilációját. Mindkét említett hatás  

kivédhető volt EDTA alkalmazásával (17. ábra). 

 

 

Az NF-κB útvonal aktiválásának egyik jellemzője a p65 transzlokációja a sejtmagba. 

Western blot adataink alátámasztására, ezt a folyamatot primer epidermális keratinocita 

sejteken is megvizsgáltuk (18/a-d ábra). A kezeletlen kontrollhoz képest (18/a ábra) 300 μM 

carvacrol kezelés szignifikánsan fokozta a nukleáris festődést (18/b ábra), hasonlóan a pozitív 

kontrollként használt TLR-3 agonista poly I:C-hez (18/c ábra), mely ismert NF-κB 

transzlokáció induktor keratinocitákban (Takai és mtsai., 2014).  

 

18. ábra: A TRPV3 aktiválása a p65 transzlokációját okozza a sejtmagba A p65 immunfluoreszcens jelölése 

NHEK sejtekben a fehérje sejtmagi transzlokációjának kimutatására. A sejteket 30 percen át kezeltük 300 μM 

Carvacrollal, 60 μM EDTA-val, a kettő kombinációjával és pozitív kontrollként a TLR3 aktivátor 20 μg/ml poly 

I:C-vel. Inzert: egyidejű magfestés DAPI-val. NK: negatív kontroll. 

17. ábra: A TRPV3 aktiváció okozta proinflammatorikus hatások esetleges intracelluláris jelátviteli 

útvonalának azonosítása 300 μM Carvacrol, 60 μM EDTA vagy ezek kombinációjával 30 percen keresztül kezelt 

NHEK sejtek lizátumának Western blot analízise. A p-p65 és p-IκBα sávok optikai denzitását a megfelelő β-aktin 

jelekre normalizálva tüntettük fel. OD: optikai denzitás 
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Eddigi eredményeink azt bizonyítják, hogy a TRPV3 egy funkcionálisan aktív, calcium 

permeábilis kation-csatorna keratinocitákban, továbbá a [Ca2+]EC eltávolítása EDTA 

alkalmazásával megszűnteti az NF-κB aktivációját, ezáltal feltételezhető, hogy a TRPV3 

aktiváció az előbb említett útvonal beindításához vezet. Ezek a megállapítások együttesen a 

mellett érvelnek, hogy az NF-κB jelátviteli útvonal döntő szerepet játszik a TRPV3 aktiválta 

gyulladásos folyamatokban humán epidermális keratinocitákon. 

 Mivel az NF-κB útvonalról ismert, hogy elősegíti a sejtek túlélését keratinocitákban 

(Qin és mtsai., 1999), eredményeink pedig igazolták, hogy a TRPV3 aktiváció csökkenti a 

sejtek proliferációját és életképességét (13/a és b ábra), ezért szerettük volna megvizsgálni az 

NF-κB útvonal szerepét ezekben a folyamatokban. Kérdésünk megválaszolására 

megvizsgáltuk, hogy a BAY11-7085 NF-κB inhibitor hatással van e korábbi eredményeinkre. 

Amint az a 19. ábrán is látható, az inhibitor alkalmazása a TRPV3 aktivátor carvacrollal 

kombinációban tovább csökkentette a sejtek életképességét. Ez arra enged következtetni, hogy 

a TRPV3 aktivációja több, mint egy jelátviteli útvonalat aktivál, illetve az NF-κB aktiválása 

részben ellensúlyozza a carvacrol életképességre gyakorolt negatív hatását.   

  

19. ábra: Az NF-κB útvonal gátlása a TRPV3 aktiválásával párhuzamosan tovább csökkenti a normál 

humán epidermális keratinociták (NHEK) életképességét A normál humán epidermális keratinocitákat 

különböző koncentrációjú TRPV3 aktivátorokkal és a BAY11-7085 NF-κB inhibitorral kombinációban kezeltük 

24 órán keresztül 1,8 mM Ca2+ koncentrációjú tápoldatban. Az életképesség meghatározása kolorimetriás MTT 

(3-(4,5-dimetilihyazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazólium bromid) assay-vel történt. Az értékeket átlag ± SEM formában 

tüntettük fel. *: p<0,05 a kezeletlen kontrollhoz képest, #: p<0,05 az ekvimoláris TRPV3 aktivátorral stimulált, 

NF-κB inhibitorral kezelt csoporthoz képest. Statisztikai analízis: páros t-póba. 
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A TRPV3 expressziója szignifikánsan megemelkedett AD-s betegek szövet mintáiban 

 Miután bebizonyítottuk, hogy a TRPV3 funkcionálisan aktív formában van jelen primer 

epidermális keratinocitákon, továbbá a csatorna aktivációja proinflammatórikus folyamatokat 

indukál, kísérleteink következő fázisában a TRPV3 szerepét szerettük volna vizsgálni az egyik 

leggyakoribb gyulladásos bőrbetegségben, az AD-ben. Mindemellett különös hangsúlyt 

fektettünk nemcsak a lézionális területek vizsgálatára, hanem a betegek nem-lézionális 

területeit is megvizsgáltuk. 

  

20. ábra: A TRPV3 expressziója szignifikánsan megnövekedett AD-s betegek szövetmintáiban (a) TRPV3-

specifikus immunreaktivitás (IR) kimutatása egy-egy reprezentatív egészséges, nem-lézionális és lézionális AD-s 

bőrmetszeten. Nagyítás: 200x (felső sor) és 400x (alsó sor). Méretvonal felső és alsó soron: 50 μm. (b) A TRPV3 

immunreaktivitás szemikvantitatív elemzése csoportonként 14 szövettani metszeten. Az értékeket átlag ± SD 

formában tüntettük fel, ***: p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-lézionális csoporthoz 

képest. NK: negatív kontroll, E: egészséges, AD-NL: AD-s beteg nem-lézionális bőrterülete, AD-L: AD-s beteg 

lézionális bőrterülete. Statisztikai analízis: Bonferroni post hoc teszt 



 53 

 Először TRPV3 immunfestést végeztünk AD-s betegek (n=14) lézionális (AD-L) és 

nem-lézionális (AD-NL) bőrterületéről nyert mintáin, valamint egészséges (E) önkéntesek 

(n=14) punch biopsziával nyert mintáin. A korábbi tanulmányokhoz hasonlóan azt találtuk 

(Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013; Seo és mtsai. 2020; Larkin és mtsai., 2021), hogy a TRPV3 

protein expresszió szignifikánsan magasabb volt a lézionális területeken az egészséges 

kontrollokhoz képest (20/a és b ábra), továbbá új eredmény, hogy a nem-lézionális 

területekhez képest is magasabb kifejeződést mutatott. Ezen kívül, bár nem szignifikánsan, de 

a TRPV3 expresszió emelkedő tendenciája volt megfigyelhető a nem-lézionális területen az 

egészséges kontroll mintákkal összehasonlítva.  

 

A TRPV3 molekuláris vizsgálatok során fokozott expressziót mutat AD-s betegek 

„epidermális szövetében”  

 Munkánk során lehetőségünk volt 3 AD-s pácienstől érzéstelenítést követően borotva 

segítségével csupán az epidermális réteg eltávolításával mintát nyernünk, mind a lézionális, 

mind a nem érintett bőrterületekről, valamint 3 egészséges donortól is. Ezeket a mintákat 3 

részre osztottuk: két részt azonnal feldolgoztunk és Western blot, valamint qPCR vizsgálattal 

kvantitatív fehérje és mRNS szintű expresszió meghatározást végeztünk az „epidermális 

szövetből”, míg a harmadik részből in vitro epidermális keratinocita tenyészeteket készítettünk. 

Ezt követően a tenyésztett sejteken további molekuláris (Western blot és qPCR) és funkcionális 

(patch-clamp) vizsgálatokat végeztünk a TRPV3 kifejeződésének pontosabb feltérképezésére. 

 qPCR vizsgálat során kiderült, hogy a TRPV3 mRNS szintű expressziója mindhárom 

donor esetén szignifikánsan magasabb volt a lézionális szövetben, az egészséges és a nem-

lézionális epidermális szövethez képest egyaránt (21/a-c ábra). 
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21. ábra: TRPV3 mRNS és fehérje szintű expressziója egészséges és AD-s betegek szövetmintáiban (a-c) A 

TRPV3 mRNS transzkriptumainak kvantitatív valós idejű PCR analízise egészséges, nem-lézionális és lézionális 

AD-s bőrszöveten 3 donorból. Az értékeket átlag ± SD formában tüntettük fel. (d,e) Western blot analízis. A 

TRPV3 fehérje expressziót egészséges, nem-lézionális és lézionális AD-s bőrszöveten határoztuk meg 3 donorból. 

Az egyenlő mennyiségű mintafelvitelt a β-aktin expressziójának meghatározásával értékeltük. (f) A TRPV3 sávok 

optikai denzitását a megfelelő β-aktin jelekre normalizáltuk. Az értékeket átlag ± SD formában tüntettük fel. *: 

p<0,05, ***: p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-lézionális csoporthoz képest. E: 

egészséges, AD-NL: AD-s beteg nem-lézionális bőrterülete, AD-L: AD-s beteg lézionális bőrterülete. Statisztikai 

analízis: Bonferroni post hoc teszt. 
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Kiemelendő, hogy 2 donor esetén a nem-lézionális szövetben is szignifikánsan 

magasabb mRNS szintű expresszió látható az egészséges kontrollokhoz képest (21/a és b 

ábra), a 3. esetben pedig emelkedő tendencia volt megfigyelhető (21/c ábra). Érdekes módon 

Western blottal a TRPV3 fehérje szintű expressziója a detekciós szint alatt volt az egészséges 

donorok esetén (21/d ábra). Ezzel szemben, markáns jelet sikerült detektálnunk mindhárom 

AD-s beteg szövetmintáiból, melyekben a nem-lézionális régiókban szignifikánsan magasabb 

TRPV3 fehérje szintű expresszió látszott az érintett régiókhoz képest (21/e-f ábra). 

Tudomásunk szerint, ez az első olyan kísérleti eredmény, mely azt mutatja, hogy a TRPV3 nem 

csak a lézionális, hanem a nem-lézionális epidermiszben is overexpresszálódik. 

 

A TRPV3 sejt szinten is emelkedett expressziót mutat AD-s betegek keratinocitáiban 

 Új eredményeinket in vitro kísérletekkel erősítettük meg, melyekben prekonfluens 

(70%-os konfluencia) és posztkonfluens (PC2= konfluenciát követő 2. nap) tenyészetekkel 

dolgoztunk. Érdekes módon, a prekonfluens (proliferáló) kultúrákban 1 donor esetén a TRPV3 

mRNS szintű expressziója az egészséges kontrollhoz képest szignifikánsan magasabb volt az 

AD-NHEK sejtekben (22/a ábra), de az AD-HEK sejtekben nem (22/a-c ábra), továbbá a 

másik 2 donornál mind az AD-NHEK, mind az AD-HEK sejtekben szignifikánsan alacsonyabb 

mRNS szintű expresszió volt az egészséges keratinocita tenyészetekhez képest (22/a-c ábra). 

Ezzel szemben, jelentős volt a kontraszt a posztkonfluens, differenciált tenyészetekben (melyek 

sokkal inkább modellezik az in vivo-szerű körülményeket az epidermiszben, mint a 

prekonfluens tenyészetek), miszerint a TRPV3 mRNS szintű expressziója szignifikánsan 

magasabb volt AD-NHEK sejtekben mindhárom donorban és az AD-HEK donorok 2/3-ában, 

mint az egészséges keratinocitákban (22/a-c ábra). Továbbá 2 donorban a TRPV3 expresszió 

szignifikánsan magasabb volt a lézionális keratinocitákban, mint a nem-lézionális sejtekben 
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(22/a és b ábra), míg a 3. donorban szignifikánsan alacsonyabb volt, mint a nem-lézionális és 

egészséges keratinocitákban (22/c ábra).  

   

22. ábra: TRPV3 mRNS és fehérje szintű expressziója egészséges és AD-s betegekből izolált keratinocita tenyészeteken 

(a-c) A TRPV3 mRNS transzkriptumainak kvantitatív valós idejű PCR analízise egészséges, nem-lézionális és lézionális 

AD-s keratinocita tenyészeteken 3 donorból. Az értékeket átlag ± SD formában tüntettük fel. (d) A TRPV3 sávok optikai 

denzitását a megfelelő β-aktin jelekre normalizáltuk. Az értékeket átlag ± SD formában tüntettük fel. (e,f) Western blot 

analízis. A TRPV3 fehérje expressziót egészséges, nem-lézionális és lézionális AD-s keratinocitákon határoztuk meg 3 

donorból. Az egyenlő mennyiségű mintafelvitelt a β-aktin expressziójának meghatározásával értékeltük. **: p<0,01, ***: 

p<0,001 az egészséges csoporthoz képest, ###: p<0,001 a nem-lézionális csoporthoz képest. NHEK: normál humán 

epidermális keratinocita, AD-NHEK: AD-s beteg nem-lézionális bőrterületéről izolált normál humán epidermális 

keratinocita, AD-HEK: AD-s beteg lézionális bőrterületéről izolált humán epidermális keratinocita, PC2: 100%-os 

konfluenciát követő 2. nap. Statisztikai analízis: Bonferroni post hoc teszt. 
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Érdekes módon, a szövetmintákból kapott Western blot eredményekkel ellentétében, az 

egészséges epidermális keratinocita tenyészetek jelentős mennyiségben detektálható fehérje 

szintű TRPV3-at expresszálnak (22/e ábra), de még fontosabb, hogy ez az expressziós szint 

statisztikailag nem mutatott szignifikáns különbséget az AD-s beteg lézionális és nem-

lézionális eredetű tenyészeteitől, függetlenül azok proliferációs (prekonfluens) vagy 

differenciált (posztkonfluens) állapotától (22/d-f ábra).  

 

A TRPV3 funkcionálisan is szignifikáns túlműködést mutat AD-s betegekben 

 Annak bizonyítására, hogy a TRPV3 funkcionálisan is overexpresszálódik AD-s 

bőrben, patch-clamp kísérletek elvégzésére törekedtünk egészséges, lézionális és nem 

lézionális epidermális keratinocitákon. A patch-clamp technika teljes-sejtes konfigurációját 

használva, valamint a már korábban ismertetett primer epidermális keratinocitákon kapott 

eredményeinket - miszerint a TRPV3 agonista carvacrol mind a befelé, mind a kifelé irányuló 

áramokat megnövelte -, jelen vizsgálatainkban is megerősítettük és kiterjeszettük az AD-s 

tenyészetekre (23/a ábra). Sajnálatos módon nem tudtunk stabil áramot létrehozni AD-HEK 

sejteken (annak ellenére, hogy több mint 150 sejten próbálkoztunk 3 különböző donorból), 

vélhetően ezen keratinocita sejtek fokozott sérülékenysége miatt (Blume-Peytavi és mtsai., 

2016). Azonban a nem-lézionális keratinocitákon az egészséges keratinocitákhoz hasonlóan azt 

láttuk, hogy mind a befelé, mind a kifelé irányuló áramok jelentősen és szignifikánsan (p < 

0,05) megnövekedtek a TRPV3 agonista 100 μM carvacrol alkalmazása során, amely hatás 

alapos kimosás után reverzibilisnek bizonyult (23/b és c ábra). Az áramokat 4 különböző 

membránpotenciálon (-90, -40, +40 és +90 mV) mértük és normalizáltuk az aktuális 

sejtmembrán kapacitásra NHEK (23/a ábra) és AD-NHEK (23/b ábra) esetén is. 
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23. ábra: A Carvacrol szignifikánsan magasabb ionáramokat hoz létre AD-s keratinocitákon (a,d) A 

membrán kapacitásra normált áramok statisztikai elemzése -40 mV (balra lent), +40 mV (balra fent), -90 mV 

(jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) feszültségnél kontrollban (üres oszlopok) és 100 μM Carvacrol után (fekete 

oszlopok) NHEK (a) és AD-NHEK (d) sejteken. Átlag ± SEM, n=14 az NHEK és n=4 az AD-NHEK esetében. 

(b) Patch-clamp rámpa protokollal (inzert) mért áramok reprezentatív áram-feszültség görbéi kontroll (fekete), 

100 μM Carvacrol (piros) és kimosás után (szürke) AD-NHEK sejteken. (c) 100 μM Carvacrollal kiváltott áramok 

időfüggése -90 mV (üres lila négyzetek), -40 mV (üres zöld négyzetek), +40 mV (üres kék négyzetek) és +90 mV 

(töltött piros négyzetek) feszültségnél. A szaggatott vonalak a kísérleti körülmények változásait mutatják. (e,f) Az 

átlagértékek az áramok változását mutatják 100 μM carvacrol kezelés után. A fekete oszlopok az NHEK, míg a 

vonalas oszlopok az AD-NHEK-sejteket mutatják. Az áramok a kontroll százalékában jelennek meg, ahol (e) a -

90 mV és -40 mV, míg az (f) a +40 mV és a +90 mV áramokat mutatja. Az értékek átlag ± SEM, n=6 az NHEK 

és n=5 az AD-NHEK esetében. *: p < 0,05 a kontroll vagy NHEK csoportokhoz képest. Statisztikai analízis: páros 

t-próba. 
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Az áramerősségek statisztikai analízise szignifikáns áramerősséget mutatott mindkét 

sejttípusban +40 és + 90 mV mellett, míg ez a változás -40 és -90 mV-nál csak az NHEK 

sejteken volt szignifikáns (valószínűleg a nagyobb mintaszám miatt az NHEK csoportban) 

(23/a és d ábra). A legfontosabb, hogy a carvacrol által kiváltott normalizált áramok 

szignifikánsan magasabbak voltak (-90 és +90 mV-on) AD-NHEK sejteken, mint az NHEK 

sejteken (23/e és f ábra), ami arra utal, hogy a TRPV3 funkcionálisan túlműködést mutat a 

nem-lézionális sejtekben a primer egészséges keratinocitákhoz képest. 
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MEGBESZÉLÉS 

 

 A tranziens receptor potenciál vanilloid-3 (TRPV3) egy nem szelektív, kalcium-

permeábilis csatorna; elsőként egér epidermális keratinocitákon azonosították és természetes 

aktivátora a fiziológiás hőtartomány (33-37 °C) (Peier és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2002; 

Xu és mtsai., 2002). A csatorna felfedezésekor az első jellemzői közt megemlítendő, hogy 

működése más TRPV-csatornákhoz hasonló, vagyis egy komplex celluláris receptor, amit 

számos endogén és exogén kémiai ágens aktivál (Chung és mtsai., 2004; Hu és mtsai., 2006; 

Xu és mtsai., 2006; Colton és Zhu, 2007). A legújabb kutatási eredmények kimutatták, hogy a 

DS-Nh egerek és az Olmsted-szindrómában szenvedő betegek fenotípusa mögött a Trpv3 gén 

különböző mutációi állnak. Ez utóbbira a bőr súlyos rendellenességei jellemzők, úgymint 

palmoplantáris keratoderma, perioroficiális hiperkeratózis, diffúz szőrhiány, kopaszság és 

viszketés (Asakawa és mtsai., 2006; Lin és mtsai., 2012). Korábbi TRPV3-ról szóló 

tanulmányok elsősorban egerek megfigyelésére fókuszáltak, melyekben leírták, hogy (i) a 

TRPV3 „gain-of-function” mutációja magasabb Ca2+ beépülést és idegi növekedési faktor 

termelést mutat a mutáció nélküli DS egerekhez képest (Imura és mtsai., 2007; Yoshioka és 

mtsai., 2009); (ii) a 2-APB, a TRPV3 ioncsatorna aktivátora már alacsonyabb koncentrációban 

is aktiválja a DS-Nh egerekből származó keratinocitákat, mint a kontroll keratinocitákat; 

valamint (iii) a TRPV3 aktiválása TSLP felszabaduláshoz vezet DS-Nh egerekben a kontroll 

TRPV3 knockout egerekkel összehasonlítva (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013). Kimutatták 

továbbá, hogy a TRPV3 expressziója megnövekedett AD-s betegek gyulladt (lézionális) 

keratinocitáiban (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013).  

Ezen eredmények alátámasztására, sikeresen azonosítottuk a TRPV3 expresszióját 

humán epidermiszben, valamint primer, humán epidermális keratinocitákon mind mRNS, mind 

fehérje szinten (10. ábra). További eredményeink igazolták, hogy a TRPV3 funkcionálisan 
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aktív formában van jelen a keratinocitákon és Ca2+-permeábilis csatornaként működik (11. és 

12. ábra), hasonlóan a más sejttípusokon (Borbíró és mtsai., 2011; Lee és mtsai., 2016; Morgan 

és mtsai., 2013; Pires és mtsai., 2015; Somogyi és mtsai., 2015) és egér keratinocitákon kapott 

eredményekhez (Chung és mtsai., 2004b; Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai., 2009). 

Mivel a kalcium jel növekedése megszűnt az Ca2+
[EC] hiányában, így valószínűsíthető, hogy a 

TRPV3 membrán-csatornaként működik. Tudomásunk szerint korábbi tanulmányok még nem 

számoltak be arról, hogy a TRPV3 kifejeződik és funkcionálisan aktív membráncsatornaként 

van jelen primer humán epidermális keratinocitákon. A csatorna aktivációja carvacrollal vagy 

2-APB-vel nemcsak az Ca2+
[IC] növekedését váltotta ki, hanem csökkentette a sejtek 

életképességét és proliferációját apoptózis indukciója révén (14. és 15. ábra). Bár egyik 

aktivátor sem szelektív – a carvacrol aktiválja a TRPA1-et (Xu és mtsai., 2006), míg a 2-APB 

a TRPV1-et és TRPV2-t is (Colton és Zhu, 2007) – azonban a TRPV3 RNS interferencia általi 

géncsendesítése szignifikáns mértékben blokkolta a megfigyelt hatásokat, ez arra utal, hogy a 

folyamatok dominánsan TRPV3 függőek voltak. Összességében, ezek az eredmények 

összhangban vannak munkacsoportunk korábbi haj follikulusokon megfigyelt eredményeivel, 

ahol a TRPV3 aktivációja apoptózist és katagén regressziót indukál. Hasonló hatásokat 

tapasztaltunk külső gyökérhüvely keratinocitákon is (Borbíró és mtsai., 2011).  

 Az irodalomban egy jól dokumentált folyamat a keratinociták általi gyulladásos 

mediátor termelés (Gröne, 2002; Karsak és mtsai., 2007; Oláh és mtsai., 2016), amely összeköti 

az epidermiszt az általában immunológiailag aktívabb dermális részekkel. Munkánk során 

sikeresen igazoltuk, hogy a TRPV3 agonisták proinflammatorikus citokinek képződését és 

felszabadulását indukálták az epidermális keratinocitákon (16. ábra). 

 Egy korábbi tanulmányban egér bőrben már kimutatták az epidermális TRPV3 szerepét 

az intercelluláris kapcsolatokban (Mandadi és mtsai., 2009), melyben a hőmérséklet 

emelkedése a keratinocitákból adenoizin-trifoszfát (ATP) felszabadulást, ezt követően pedig 
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idegvégződések aktivációját eredményezte. Eredményeink kiterjednek az epidermális TRPV3-

tól az immunsejtek aktivációját célzó folyamatokig és utalnak az egyik lehetséges 

mechanizmusra, amellyel a TRPV3 gain-of-function mutációja bőrelváltozásokhoz és 

viszketéshez vezethetnek, melyek mind a DS-Nh egerekben, mind az Olmsted-szindrómában 

szenvedő betegekben jellemző tünetek (Asakawa és mtsai., 2006; Yoshioka és mtsai., 2009; 

Lai-Cheong és mtsai., 2012; Lin és mtsai., 2012; Duchatelet és mtsai., 2014; Agarwala és 

mtsai., 2016). A legújabb kutatások arról is beszámolnak, hogy a TRPV3 expressziója fokozott 

AD-ben (Yamamoto-Kasai és mtsai., 2013), valamint égést követő viszketésben szenvedő 

betegeknél (Yang és mtsai., 2015). A keratinocitákon számos gyulladásos folyamat során a 

proinflammatorikus mediátortermelés indukciója az NF-κB aktivációjától és transzlokációjától 

függ – például a hipertrófiás hegszövetben TRPC3 aktiváción keresztül (Ishise és mtsai., 2015), 

UVB által kiváltott gyulladásban (Ali és Sultana, 2012; Ali és mtsai., 2016) és a TGF-β1 

indukált jelátvitelben (Tobar és mtsai., 2010). 

 Bár a klinikai tünetek és a DS-Nh egér fenotípusa a TRPV3 gain-of-function 

mutációjával kapcsolható össze, ami egyértelműen amellett szól, hogy a csatorna központi 

szerepet játszik a bőr homeosztázisában, tudomásunk szerint jelenleg nincs olyan tanulmány, 

amely a humán TRPV3-csatornát vizsgálná molekuláris szinten. Eredményeink ezt a konkrét 

hiányt próbálják kiküszöbölni. Összességében, eredményeink azt támasztják alá, hogy a 

TRPV3-ioncsatorna funkcionálisan aktív formában van jelen humán epidermális 

keratinocitákon, valamint aktivációjuk csökkenti a sejtek életképességét és proinflammatorikus 

mediátortermelést indukál az NF-κB jelátviteli útvonalon keresztül. Ráadásul eredményeink 

további (preklinikai és klinika) vizsgálatokat indíthatnak el, melyek a TRPV3-at célzó, terápiás 

potenciállal bíró farmakológiai megközelítéseket eredményezhetnek (leginkább olyanokat, 

melyek az ioncsatorna gátlását és/vagy down-regulációját indukálják) gyulladásos 
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bőrbetegségek kezelésében, mint például AD-ben vagy allergének, irritáló anyagok vagy más 

ingerek okozta bőrgyulladásokban. 

 Miután eredményeink rávilágítottak, hogy a TRPV3-csatorna carvacrollal történő 

aktivációja szerepet játszik a gyulladásos mediátorok termelésének szabályozásában a humán 

epidermális keratinocitákon, kísérleteinket kiterjesztettük nem csak egészséges, hanem az egyik 

leggyakoribb gyulladásos bőrbetegségben, atópiás dermatitiszben betöltött szerepének 

vizsgálatára.  

 A carvacrolról leírták, hogy egerekben viszketést vált ki TRPV3-függő módon (Cui és 

mtsai., 2018). Újabban a pruritogének (TSLP, NGF és PGE2) felszabadulását a keratinocitákból 

összefüggésbe hozták a TRPV3 hőinger általi aktiválódásával.További jelentős eredmény, hogy 

megnőtt a felszabaduló mediátorok szintje az AD-s léziókból származó keratinocitákból az 

egészséges kontrollhoz képest (Seo és mtsai., 2020).  Egy újabb tanulmányban a TRPV3 

szerepét vizsgálták egészséges, nem-lézionális és lézionális AD-s és pszoriázisos bőrben. RNS 

szekvenálás segítségével megállapították, hogy a TRPV3 transzkriptumok mindkét bőrbetegség 

érintett bőrterületében megnövekedtek, míg ezeknél a betegeknél a nem érintett bőrterületeken 

statisztikailag csak jelentéktelen változások voltak megfigyelhetők. Ugyanebben a kéziratban a 

szerzők magasabb TRPV3 expressziót találtak a lézionális AD bőrben alátámasztva mások 

korábbi vizsgálati eredményeit (Larkin és mtsai., 2021). 

 Jelen eredményeink újszerű megállapításaiból több következtetés is levonható. 

Valójában munkacsoportunk adja az első bizonyítékot, hogy a TRPV3 - mely a humán 

epidermisz gyulladáskeltő ioncsatornájának prototípusaként is nevezhető – megnövekedett 

kifejeződést mutat nemcsak az AD-s betegek lézionális epidermiszében, hanem az 

egészségesnek tűnő, nem-lézionális epidermiszben is (egészséges bőrrel összehasonlítva), 

amely a terminális differenciálódás és bizonyos immunfunkciós rendellenességek tekintetében 

jelentősen eltér a normál bőrtől (20. ábra) (Suárez-Fariñas és mtsai., 2011). Az emelkedett 
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TRPV3 szintek fehérje és mRNS szinten is kimutathatóak voltak nem-lézionális és lézionális 

AD bőrből (21. ábra). 

 Mint gyakorlatilag minden humán minta esetén és ezen humán mintákból származó 

primer kultúrákkal végzett vizsgálatban, mi is azt tapasztaltuk, hogy a különböző szöveti 

mintákon (teljes vastagságú bőr, epidermális szövetminta és primer keratinocita tenyészetek) 

és az alkalmazott kísérleti módszerekben (immunhisztokémia, Western blot, qPCR) jelentős 

donorok közötti variabilitás figyelhető meg. Ezért az expressziós analíziseket kiegészítettük 

funkcionális módszerekkel (patch-clamp technika), amely az egyik legkiválóbb műszeres 

technológia, amely valódi bizonyítékot nyújthat egy ioncsatorna pontosabb funkciójának 

feltérképezésében. Talán a legfontosabb eredményünk az volt, hogy agonista által aktivált, 

TRPV3-csatorna által közvetített ionáramok szignifikánsan megnövekedtek tenyésztett nem-

lézionális AD keratinocitákban az egészséges keratinocitákon mért áramokkal összehasonlítva 

(23. ábra).  

 Eredményeinket összefoglalva, a TRPV3 expressziója megnövekedett nem csak az 

érintett, hanem a nem érintett AD-s bőrterületeken is, ezáltal értékes preklinikai adatokat 

szolgáltatnak azokhoz a transzlációs és klinikai tanulmányokhoz, amelyek célja a csatorna 

módosítása (legnagyobb valószínűséggel gátlása) atópiás dermatitisz valamint esetlegesen más 

gyulladásos bőrbetegségek kezelésében (Broad és mtsai., 2016).    
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

 Kísérleteink első felében a tranziens receptor potenciál vanilloid-3 (TRPV3) ioncsatorna 

kifejeződését és gyulladásban betöltött szerepét vizsgáltuk humán epidermális keratinocitákon. 

Kimutattuk a TRPV3 ioncsatorna expresszióját humán bőrben és primer epidermális 

keratinocita tenyészeten. Sikerrel igazoltuk, hogy a csatorna Ca2+-permeábilis ioncsatornaként 

funkcionál; carvacrollal, illetve 2-APB-vel történő aktivációja dózis-függő módon csökkenti az 

epidermális keratinociták proliferációját és apoptózis révén sejthalált indukál. Mindezen 

hatások TRPV3 specifikusnak mutatkoztak, mivel a folyamatok kivédhetőnek bizonyultak a 

TRPV3 specifikus géncsendesítés segítségével. A csatorna rövidtávú aktivációja erős 

proinflammatorikus választ vált ki, amiért vélhetően az NF-κB jelátviteli útvonal tehető 

felelőssé. 

 Ezt követően arra törekedtünk, hogy meghatározzuk a TRPV3 molekuláris és 

funkcionális expresszióját AD-s betegek nem-lézionális bőrében, ami a terminális 

differenciálódás és bizonyos immunfunkciós rendellenességek tekintetében jelentősen eltér az 

egészséges bőrtől. Vizsgálataink során elsőként bizonyítottuk, hogy a TRPV3 teljes vastagságú 

bőrben, valamint epidermális szöveti mintákon jelentősen megemelkedett expressziót mutat a 

nem-lézionális humán AD-s epidermiszben, hasonlóan a lézionális AD mintákhoz. További 

jelentőséggel bír, hogy patch-clamp technikával is igazoltuk, hogy a TRPV3 funkcionálisan is 

aktívabb formában expresszálódik a nem-lézionális AD keratinocitákon az egészséges 

keratinocitákhoz képest, amit a szignifikánsan magasabb (agonistával indukált) TRPV3-

specifikus ionáramok igazolnak.  

 Eredményeink rávilágítanak arra, hogy a TRPV3 kiemelkedő szerepet játszik a bőr 

gyulladásos folyamatainak szabályozásában, ezáltal potenciális terápiás célpont lehet 

gyulladásos bőrbetegségekben. 
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SUMMARY 

 In the first part of our experiments we investigated the expression of transient receptor 

potential vanilloid-3 (TRPV3) ion channel and its role in inflammation on human epidermal 

keratinocites. We identified TRPV3 expression both on human skin and cultured epidermal 

keratinocites. We have succesfully demonstrated, that the channel functions as a Ca2+-

permeable ion channel; activation with carvacrol and 2-APB, respectively, in dose-dependent 

manner suppresses proliferation of epidermal keratinocites and induces cell death through 

apoptosis. All of these effects were shown to be TRPV3-specific, since TRPV3-specific gene 

silencing antagonized these actions. Short-term activation of the channel triggers a strong 

proinflammatory response, presumably dependent on the NF-κB signaling pathway. 

 Subsequently, we aimed to determine the molecular and functional expression of 

TRPV3 in non-lesional skin of AD patients, which markedly distinct from normal skin with 

respect to terminal differentiation and certain immune function abnormalities. In our studies, 

we provide the first evidence that the expression of TRPV3 in full-thickness skin and epidermal 

shave biopsy samples is significantly increased in non-lesional human AD epidermis, similar 

to lesional AD samples. Of further importance, we also demonstrated by patch-clamp that 

TRPV3 is expressed in a more functionally active form on non-lesional AD keratinocites 

compared to healthy keratinocites, as evidenced by the significantly higher (induced by 

agonists) TRPV3-specific ion current. 

 Our results highlight that TRPV3 plays an important role in the regulation of 

inflammatory processes of the skin, thereby it could be a potential therapeutic target in 

inflammatory skin diseases. 
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