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BEVEZETÉS 
 

A szQrtüszQ 

A szQrtüszQ a bQr biológiájában egyedülálló szerepet betöltQ epidermális eredet_ 

„mini-orgánum”, mely a konvencionálisan ismert funkciók (mechanikai védelem, érzékelés, 

hQtárolás, szociális és szexuális jelzések) mellett más, a bQr biológiáján is tovamutató 

szereppel bír (Paus és Cotsarelis, 1999). A szQrtüszQ egyik legfontosabb tulajdonsága a 

folyamatos regenerációra való képesség. Ezen regeneráció magában foglalja a proliferációs, 

differenciálódási és apoptótikus folyamatok szigorúan ellenQrzött összhangját különbözQ 

eredet_ és funkciójú sejtrétegek kölcsönös kommunikációja révén (Paus, 1998). A follikulus 

sejt-reservoirként szolgál számos sejttípus kialakulásának, úgymint a bQr és a szQrtüszQ 

immunfolyamataiban szerepet játszó Langerhans-sejteknek (Gilliam és mtsai, 1998), a 

melanocytáknak (Peters és mtsai, 2002b) és keratinocytáknak (Panteleyev és mtsai, 2001). A 

szQrtüszQ által termelt növekedési faktorok, citokinek, neuropeptidek, enzimek és adhéziós 

molekulák termelése és leadása segíti a follikulus és járulékos képleteinek (Qket ellátó erek, 

idegek, különféle mirigyek) finoman összehangolt m_ködését (Stenn és Paus, 2001). A 

follikulusok említett sejtfolyamatainak tanulmányozása emellett lehetQséget nyújt a 

hajkutatáson tovamutató hasonló jelenségek értelmezésére is (pl. sebgyógyulás). 

 

A szQrtüszQ funkcionális anatómiája 

A szQrtüszQk különbözQ típusaiban megfigyelhetQ finom eltérések ellenére azonos 

alapszerkezettel jellemezhetQk (1. ábra), mely a follikulus fQ tevékenységének, a környezettel 

összhangban lévQ haj-, illetve szQrszáltermelésnek van alárendelve (Montagna és Ellis, 1958; 

Montagna és Parakkal, 1974; Dawber, 1997; Paus és Cotsarelis, 1999). A hajszál létrehozása 

a következQ elv szerint történik: az epithelium egy betüremkedése (a bulbus) egy speciális 

mesenchymalis sejtcsoporttal (dermális papilla) való kommunikáció során létrehoz egy igen 
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ellenálló struktúrát, a hajszálat, amely azután a környezQ szövetek megsértése nélkül áthatol 

az epidermiszen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

1. ábra: A szQrtüszQ anatómiája 
Az ábrán a szQrtüszQ különbözQ magasságban készített keresztmetszeti képeinek sematikus rajza 
látható. IF: infundibulum, Is: isthmus, HS: hajszál, HP: dermális papilla, Cap: kapilláris, ORS: külsQ 
gyökérhüvely keratinocyták, IRS: belsQ gyökérhüvely keratinocyták, HC: Henle réteg, HX: Huxley 
réteg, MC: mátrix keratinocyták, E: epidermisz, SG: faggyúmirigy, C: hajszál kortex, Cu: kutikula, 
NF: idegrost, AM: Arrector pili izom, GM: üvegmembrán, Ad: adipocyták, BL: bazális lamina, HF: 
hajfollikulus, SB: stratum basale, SS: stratum spinosum, SG: stratum granulosum, SC: stratum 
corneum, K: keratin, Ct: kutikula, MeC: medulláris sejtek, HB: bulbus, FS: follikuláris kötQszöveti 
réteg, Me: melanocyta, Art: arteriola  

 

Ennek megfelelQen a follikulust egy hagymához is szokták hasonlítani, melynek a 

legbelsQ burkai a dermális papillának (DP) felelnek meg, amit a bulbus epithelium több rétege 

héjszer_en vesz körül. A hagyma szára a follikulus belsejében elhelyezkedQ, folyamatosan 

kifelé mozgó hajszál. A DP fölött található keratinocyták terminális differenciálódás során ún. 

trychocytákká alakulnak és a differenciálódási folyamatok részeként a szintén ezen a területen 

elhelyezkedQ melanocytáktól melanint vesznek föl. A trychocyták folyamatosan fölfelé 

mozogva alakítják ki ezután a hajszál három rétegét; a kortexet, ahol a kénben gazdag 
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fehérjemátrixba ágyazódnak a teljesen keratinizált trychocyták kötegei; az ezt 

tetQcserépszer_en borító kutikulát, valamint a medullát. A belsQ gyökérhüvely (inner root 

sheath, IRS) keratinocyták terminálisan differenciálódott rétegei egy szilárd, ellenálló palástot 

képeznek a hajszál körül és vele együtt kifelé mozognak, elcsúszva a külsQ gyökérhüvely 

(outer root sheath, ORS) keratinocyták legbelsQ rétegén. Az IRS maga is több koncentrikusan 

rendezQdQ rétegbQl áll: Henle réteg, Huxley réteg és a kutikula. Ezen rétegek mindegyike 

eltérQ epitheliális differenciáltsági mintázattal és jellegzetes szerkezeti fehérjékkel (pl. haj 

keratinok, trychohialin), mátrix molekulákkal és enzimekkel rendelkezik. A follikulus-

epithelium morfológiai sokszín_ségére utal továbbá, hogy a nyolc epitheliális réteg 

mindegyikében a keratin multigén család bizonyos tagjai és expressziós mintázata írható le 

(Powel és Rogers, 1997; Langbein és mtsai, 1999, 2001 és 2002). 

Az ORS keratinocyták alkotják a dermiszt és az IRS-t elválasztó és egyben összekötQ 

réteget. Ezen sejtek folyamatos kapcsolatban és sejtkicserélQdésben vannak az epidermisszel; 

erre utal az a tény is, hogy az epidermisz sérülés esetén az ORS sejtjeibQl regenerálódhat 

(Taylor és mtsai, 2000). Az IRS-sel és a hajszállal ellentétben az ORS sejtjeinek egy részére 

lassú osztódási ráta és így a proliferáló keratinocyták keratin expressziós mintázata jellemzQ. 

A differenciálódás a bazális membrán irányából az IRS felé történik. Az ORS egyrészt sejt-

reservoirként szolgál (Panteleyev és mtsai, 2001), másrészt a belsQbb sejtrétegek táplálását 

végzi (oxigén, energia-raktár), illetve számos olyan faktort és citokint termel, melyek a 

hajciklus (ld. késQbb) szabályozásában játszanak szerepet.  

Úgy t_nik, hogy az ORS, IRS és hajszál keratinocytái három prekurzor 

sejtpopulációból jönnek létre, melyek egyrészt a musculus arrector pili csatlakozásának 

közelében (elsQdleges sejtpopuláció), másrészt (másodlagosan) a bulbusban helyezkednek el 

(Panteleyev és mtsai, 2001). A fejlQdQ, aktív follikulus leggyorsabb ütemben osztódó 
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sejtpopulációja, a mátrix keratinocyták, melyek az Auber-féle vonal (a bulbus legszélesebb 

része, a dermális papilla maximális átmérQje) alatt helyezkednek el. 

A follikulus nagyságát és átmérQjét a DP határozza meg (Jahoda és Reynolds, 1996). 

A sérült DP teljes mértékben képes regenerálódni a follikulus legkülsQ burkából, a proximális 

kötQszövetes burokból (CTS) (Jahoda és Reynolds, 1996; Reynolds és mtsai, 1999). A DP 

sejtjei egy olyan mátrixba vannak beágyazva, ami összetételében egy bazális membránra 

hasonlít. A növekedQ fázisban lévQ follikulus fibroblasztjai közvetlen kontaktusba tudnak 

lépni a mátrix keratinocytákkal, ami jelentQsen leegyszer_síti a köztük fennáló jelátvitelt 

(Jahoda és Reynolds, 1996; Jahoda, 1998). FeltehetQleg hasonló kommunikáció áll fenn a 

CTS/DP sejtek és a bQr alatti zsírsejtek között is (Jahoda és mtsai, 2003). 

A növekedési fázisban lévQ hajszál pigmentációjáért a proximális szQrtüszQben, a 

mátrix keratinocyták közt elszórtan elhelyezkedQ terminálisan differenciálódott melanocyták 

felelQsek (Tobin és Paus, 2001).  

A musculus arrector pili szQrtüszQhöz való kapcsolódásának területe igen gazdag 

szenzoros és vegetatív beidegzéssel rendelkezik, ami egyrészt lehetQvé teszi a szQrszál 

„tapintószervként” való m_ködését, másrészt az itt termelt neurotranszmitterek, 

neurohormonok és neurotrofinok fontos szabályozó szerepet töltenek be (Botchkarev és mtsai, 

1997; Peters és mtsai, 2001 és 2002; Paus és mtsai, 1997). A follikulus érellátása a dermális 

és bQr alatti plexusokból származik.  

 

A hajciklus 

A szQrtüszQt az egész életen át váltakozó regressziós és regenerációs tevékenysége 

teszi egyedülállóvá a többi emlQs szerv között. A regresszió és regeneráció ezen ciklikus 

váltakozását nevezzük hajciklusnak (2. ábra), melynek három jellegzetes szakaszát 

különböztetjük meg. Az anagén fázisban aktív növekedés és fejlQdés történik, a szQrtüszQ 
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ebben a fázisban éri el maximális fejlettségét. A katagén fázisban a szQrtüszQ növekedése 

megáll, regressziós folyamatok indulnak be. A nyugalmi telogén fázis pedig a 

tulajdonképpeni felkészülés a következQ anagénra. Az anagén és katagén felosztható további 

alszakaszokra (anagén I-VI, katagén I-VIII), mely stádiumok jól elkülöníthetQ morfológiai 

kritériumokkal és molekuláris markerekkel jellemezhetQk (Müller-Röver és mtsai, 2001; 

Panteleyev és mtsai, 2001; Stenn és Paus, 2001).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
2. ábra: A hajciklus 

Az emlQs szQrtüszQ nem folyamatosan ugyanabban a formában m_ködik, hanem a hajciklus során egy 
ismétlQdQ változáson megy keresztül. A hajciklusban a szQrtüszQ proximális részében struktúrális 
újraépülés történik, mely az epithelialis és mesenchymalis kompartmenteket egyaránt érinti. Az aktív 
növekedési anagén és a regressziós katagén fázisokat a nyugalmi telogén választja el egymástól. Az 
anagén VI stádiumban éri el a szQrtüszQ jellegzetes, komplex formáját, melyben a fejlQdQ hajszálat a 
gyökérhüvely keratinocyták több rétege táplálja és védi a maximális kiterjedés_ dermális papilla 
kontrollja alatt. A katagén transzformáció a bulbus keratinocytáinak és melanocytáink apoptózisával, 
illetve a dermális papilla sejtszámbeli csökkenésével jár. A viszonylag rövid telogén fázis után a 
szQrtüszQ ismét belép az anagénbe, vagyis képes lesz egy újabb hajszál kialakítására. (CTS: KülsQ 
kötQszöveti réteg).  
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A ciklus szempontjából a szQrtüszQt funkcionálisan két részre oszthatjuk: a felsQ, 

állandó részre, mely viszonylag változatlan formában marad, és az alsó részre, mely teljesen 

leépül, majd megújul a ciklus során.  

A kis méret_ telogén follikulusban nem találunk IRS-t, a DP egy kompakt, golyó alakú 

sejtcsomó, míg a szQrtüszQhöz az arányaiban igen nagy faggyúmirigy csatlakozik.  

Az anagén kialakulása során a szQrtüszQ alsó részében a proliferációs folyamatok 

kerülnek elQtérbe, ami fQleg az epithelialis sejtrétegeket érinti, de ezzel párhuzamosan 

morfológiai változások történnek a DP-ban is. A korai anagén stádiumok során a szQrtüszQ 

egyre inkább meghosszabbodik és egyre mélyebbre nyúlik. A mátrix keratinocyták igen gyors 

proliferációja kialakítja a hajszál és a belsQ gyökérhüvely egymást határoló rétegeit, miközben 

a bulbus keratinocytái egyre inkább körbeveszik a DP-t. Újra felépülnek az ORS tápláló 

rétegei is. Az utolsó, hatodik anagén stádiumban a szQrtüszQ eléri jellegzetes, komplex 

formáját: létrejön egy új, folyamatosan növekvQ hajszál, melyet a gyökérhüvely keratinocyták 

és a CTS határol. A DP ebben a szakaszban eléri maximális nagyságát és aktivitását. Kialakul 

továbbá a beidegzés, érellátás, valamint a melanocyták proliferációja és melanintermelése 

által a pigmentáció is. Az emberi szQrtüszQ 4-5 éven át ebben a formában m_ködik a 

fejbQrben. 

A katagén során a szQrtüszQ „visszafejlQdése” történik, amit az apoptótikus 

sejtfolyamatok beindulása kísér. A programozott sejtelhalás megfigyelhetQ mindkét 

gyökérhüvely rétegben, a mátrix keratinocytákban, illetve a melanocytákban is. Ennek 

megfelelQen a katagén egymást követQ stádiumaiban a bulbus egyre inkább elvékonyodik, 

valamint pozícióját tekintve egyre közelebb kerül az epidermiszhez. A hagyma alakú DP 

proximális irányba húzódik, a hajszáltól (a késQi katagénben ún. club hair) jelentQsen 

eltávolodva. A késQi katagénben a DP és a hajszál között egy vékony epithelialis híd biztosít 

összeköttetést. A melanocyták apoptózisa miatt a pigmentszemcsék mennyisége is lecsökken, 
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a proximális hajvég korábbi jelentQs pigmenttartalma megsz_nik. A rövid (2-3 hét)  

regressziós katagén stádium után a follikulus ismét a nyugalmi fázisba kerül, amivel a 

késQbbiekben egy újabb ciklus indulhat be. MegemlítendQ továbbá, hogy a hajciklus 

változásait a szQrtüszQ járulékos képleteinek folyamatos átalakulása is kíséri. 

 

A hajciklus szabályozása 

 A hajátültetési kísérletek során már hosszú ideje megfigyelték, hogy a hajciklus egy 

úgynevezett „belsQ órával” rendelkezik, amely valószín_leg vagy a szQrtüszQ közelében, vagy 

magában a szQrtüszQben helyezkedik el (Chase, 1954; Paus és mtsai, 1990 és 1999; Stenn és 

Paus, 2001). Ez teszi lehetQvé a szQrtüszQk átoperálását, valamint az általunk is alkalmazott 

szQrtüszQ szervkultúra bevezetését is. Ezen óra biológiai természetérQl viszonylag keveset 

tudunk, ma azonban azt tartjuk valószín_nek, hogy a DP fibroblasztjaival állhat igen szoros 

kapcsolatban (Paus és mtsai, 1999). Az a nézet is elterjedt, hogy a szQrtüszQt körülvevQ, 

jelátviteli molekulák által biztosított milliQ irányított, gyors és lokális megváltozása okozza a 

ciklusban bekövetkezQ átalakulásokat (Hardy, 1992; Paus és mtsai, 1999; Stenn és Paus, 

2001). Maga a szabályozás igen szigorú kontrollt követel meg, hiszen határt kell szabni mind 

a korai anagén aktív proliferációs folyamatainak, mind a katagénben megfigyelhetQ 

apoptótikus és differenciálódási folyamatoknak. Ez biztosítja például, hogy a regresszió során 

bekövetkezQ sejtelhalás a bulbusban kizárólag a (mátrix és gyökérhüvely) keratinocytákra, 

illetve a melanocytákra korlátozódjon (Lindner és mtsai, 1997; Tobin és mtsai, 1998; Müller-

Röver és mtsai, 1999, Tobin és Paus, 2001). A dermális fibroblasztok számbeli 

csökkenésének ugyanis a CTS-be való kivándorlás az oka (Tobin és mtsai, 2003).  

Érdekes kérdés, hogy melyek azok a molekulák, amelyek részt vehetnek a ciklus 

beindításában és fenntartásában. Számos növekedési faktorról, citokinrQl, hormonról és egyéb 

molekuláról bizonyosodott már be, hogy a hajciklus valamelyik pontján képes beavatkozni 



 11

ebbe a folyamatba. Igen fontos szabályozási pont a telogén szakasz, s a fázis nyugalmi jelzQje 

ellenére igen sokrét_ regulatórikus folyamat zajlik ekkor (Chase, 1954; Paus és mtsai, 1990 és 

1999; Stenn és Paus, 2001). Folyamatos ösztrogén alkalmazásával például egér szQrtüszQkben 

megakadályozható a telogén-anagén átalakulás, miközben a DP-ban jelentQsen megemelkedik 

az ösztrogén-receptorok száma (Oh és Smart, 1996; Chanda és mtsai, 2000). Ez a jelenség is 

utalhat arra, hogy néhány faktornak a különbözQ stádiumok határain kiemelkedQ szerepe 

lehet. A teljesség igénye nélkül példaként szolgálhatnak a hepatocyte growth factor (HGF), 

insulin-like growth factor (IGF-I), stem cell factor (SCF) és vascular endothelial growth factor 

(VEGF), amelyek az anagén meghosszabítását idézik elQ, vagyis Qket a hajciklus pozitív 

regulátoraiként tartjuk számon (Philpott és mtsai, 1994a; Lindner és mtsai, 2000; Yano és 

mtsai, 2001; Botchkareva és mtsai, 2001). Ezzel szemben a fibroblast growth factor-5 

(FGF5), interferon-け (IFN-け), interleukin-1く (IL-1く), transforming growth factor-く1 (TGFく1), 

tumor necrosis factor-g (TNF-g), a neurotrophin-3 (NT-3), neurotrophin-4 (NT-4) és brain-

derived neurotrophic factor (BDNF) citokinekrQl részben humán, részben egéren folytatott 

kísérletek során kiderült, hogy szerepük a katagén kialakításának elQsegítése (negatív 

regulátorok) (Hébert és mtsai 1994; Philpott és mtsai, 1996; Botchkarev és mtsai, 1998a és 

1998b; Foitzik és mtsai, 2000; Botchkareva és mtsai 1999 és 2001). Érdekes kiemelni a 

TGFく2 szerepét a ciklus során. Ezen növekedési faktort már korábban leírták a szQrtüszQ 

fejlQdésében, mint a morfogenezist elQsegítQ kulcsmolekula (Foitzik és mtsai, 1999). A 

molekula ugyanakkor ellentétes szerepet játszik a hajciklus során; azaz elQsegíti a regresszió 

beindulását (Soma és mtsai, 2002). Vagyis míg a szQrtüszQ morfogenezise során a follikulus 

kialakulását, érését, növekedését segítette elQ, addig a ciklus során megakadályozta ezen 

folyamatokat.  

A hajciklus szabályozásának autonómitása mellett meg kell azonban említenünk azt is, 

hogy a hajfollikulus számos extrinsic hatás célpontja is. Szinte minden nagy hormoncsaládról 
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leírták már például, hogy befolyásolja a szQrtüszQk kialakulását és a hajciklust (ösztrogének, 

androgének, tiroxin) (Ahsan és mtsai, 1998; Randall és mtsai, 2001; Thornton, 2002). 

Hasonló szerepet tulajdonítanak számos neuropeptidnek, neurotranszmitternek, 

neurotrofinnak és egyes stresszhatásokat kialakító molekulának. Egér hajfollikulusok estében 

például beszámoltak arról, hogy a P-anyag és az adrenokortikotropin (ACTH) igen 

hatékonyan módosítja a hajciklus eseményeit in vivo és in vitro, míg a stresszorok 

alkalmazása során tapasztalt szQrnövekedést gátló hatás is a P-agyag közvetítésével valósul 

meg (Paus és mtsai, 1994a és 1994b; Arck és mtsai, 2003). 

A szQrtüszQ biológiájának, illetve a hajciklus szabályozásának logikájába való 

mélyebb betekintés nagyfokú klinikai relevanciával bír. A hajnövekedés problémáinak 

legtöbbje ugyanis a normál hajciklus valamilyen megváltozására vezethetQ vissza, ami azt 

jelenti, hogy a funkcióképes szQrtüszQk „biológiai órája” a kívántnál lassabban vagy 

gyorsabban jár.  

 

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

 A kapszaicin receptor egy nem-specifikus kationcsatorna, melyet ma a nociceptív 

ingerek hatására kialakuló folyamatok egyik központi integrátor molekulájának tekintünk. 

A receptor klónozása és molekuláris karakterizálása Caterina és munkatársai nevéhez 

f_zQdik, akik 1997-ben patkány cDNS könyvtárat használva határozták meg a receptor pontos 

szerkezetét (3. ábra). A patkány TRPV1 esetében egy 2514 nukleotidból álló DNS szakasz 

kódolja a 838 aminosavból felépülQ 95 kDa tömeg_ fehérjét (Caterina és mtsai, 1997). 

Struktúrális sajátságai alapján a TRPV1 nagyfokú homológiát mutat a Drosophila 

melanogaster retinájában megtaláható TRP (tranziens receptor potenciál) proteinnel, ezért a 

TRP receptor család egyik tagjának tekinthetQ (Caterina és Julius, 2001; Benham és mtsai, 

2002). Ezen receptorokat a non-szelektív kationcsatornák nagycsaládjába sorolják, melynek 
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tagjai a TRP és vanilloid családon (TRPC, TRPM és TRPV) kívül a hiperpolarizáció-aktivált 

csatornák (HCN) és ciklikus-nukleotid kapuzott csatornák (CNG) is (Benham és mtsai, 2002). 

Közös jellemzQjük a nagy valószín_séggel tetramer formát kialakító 6-transzmembrán domén, 

melyek közül a TRPV1 esetében az ötödik és hatodik domén között található „hurok” hozza 

létre a csatorna pórusát. Ezen receptorcsaládra jellemzQ továbbá, hogy mind az N-, mind a C-

terminális intracellulárisan helyezkedik el (Kedei és mtsai, 2001; Benham és mtsai, 2002). 

 

3. ábra: A TRPV1 szerkezete és m_ködését befolyásoló molekulák 

 

A TRPV1 szerkezetét tanulmányozva megállapították, hogy számos kötQ- és 

szabályozóhellyel bír, mint pl. az intracelluláris N-terminális szakaszon megtalálható 3 db 

ankyrin repeat domén (mint potenciális protein kináz A foszforilációs helyek) (Caterina és 

mtsai, 1997; Kwak és mtsai, 2000; Kedei és mtsai, 2001), az ugyancsak az intracellulárisan 

elhelyezkedQ vanilloid (azaz a kapszaicint és ultrapotens analógját, a resiniferatoxint, RTX, 
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felismerQ) kötQhely, vagy az extracelluláris oldalon található allosztérikus modulációs helyek 

(Garcia-Martinez és mtsai, 2000; Jordt és mtsai, 2000; Welch és mtsai, 2000). Kimutatták 

továbbá, hogy a klónozott TRPV1 is funkcionális, nem-specifikus, fQként Ca2+-ionokra 

permeábilis (relatív permeabilitása Ca2+-ra nézve PCa/PNa közelítQleg 10) csatornaként 

m_ködik (Caterina és mtsai, 1997). 

 

A TRPV1 exogén és endogén vanilloidok segítségével aktíválható 

Az elsQ vegyület, mely összefüggésbe hozható a TRPV1 receptorral, a csípQs 

paprikából (Capsaicum annuum) izolálható kapszaicin (Tresh, 1846), mely a csípQs paprika 

fogyasztását követQ égQ, fájdalmas érzést okozza. A kapszaicin tulajdonképpen már jóval a 

receptor leírását megelQzQen ismert volt; részben nociceptív neuronokon való hatásait 

tanulmányozva jutottak arra a következtetésre, hogy léteznie kell egy olyan specifikus 

receptornak, ami a kapszaicin hatásait közvetíti (Jancsó, 1968). A kapszaicin celluláris 

hatásmechanizmusa ugyanis a szenzoros neuronokon három jól elkülöníthetQ folyamattal 

jellemezhetQ. Az elsQ a kapszaicin adagolását követQ excitáció, melynek során a kapszaicin 

megnöveli a sejtmembrán Ca2+ és Na+-permeábilitását, ami depolarizációhoz vezet (Bevan és 

mtsai, 1993). Ezután egy deszenzitizáció lép fel, ahol a sejtek mind a kapszaicin (homológ 

deszenzitizáció) (Szolcsányi, 1977; Winter és mtsai, 1990), mind egyéb fájdalomkeltQ 

anyagok (heterológ deszenzitizáció) (Jancsó, 1960; Holzer, 1991) iránt is érzéketlenné válnak. 

Végül a kapszaicint nagy koncentrációban, elég hosszú ideig alkalmazva a sejteken a 

harmadik jellegzetes folyamat, a citotoxicitás váltható ki, mely leginkább a megemelkedett 

intacelluláris kalciumszintnek, valamint ennek következtében kalcium-függQ proteázok 

fokozott m_ködésének tulajdonítható (Wood és mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990; Holzer, 

1991).  
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A TRPV1 molekuláris biológiai leírását követQen elvégzett nagyszámú kísérletnek 

köszönhetQen kiderült az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén vanilloid vegyületek, 

hanem számos endogén, fQként a fájdalom kialakításában központi szereppel bíró molekula is 

képes aktiválni (3. ábra). Ezek közül a TRPV1 legfontosabb endogén aktivátorának 

(„ligandjának”) tekinthetQ az alacsony küszöb_ (\ 43 oC) hQmérséklet-emelkedés, valamint a 

pH csökkenése (acidózis) (Caterina és mtsai, 1997; Tominaga és mtsai, 1998). 

Megállapították ugyanakkor azt is, hogy ezen hatások mellett számos, leginkább gyulladásos 

mediátornak tekinthetQ anyag (pl. bradikinin, extracelluláris ATP, arachidonsav-származékok, 

leukotriének, lipid-peroxidáció termékei, stb.) is képes a TRPV1 m_ködésének pozitív 

befolyásolására (Hwang és mtsai, 2000; Tominaga és mtsai, 2001; Premkumar, 2001; Hwang 

és Oh, 2002; Di Marzo és mtsai, 2002). Ezen ágensek egyrészt direkt módon (azaz a TRPV1-

hez közvetlenül kapcsolódva) aktiválhatják a receptort (pl. hQ, acidózis), másrészt (fQként 

metabotróp) saját receptoraikhoz kötQdve intracelluláris jelátviteli útvonalak (kináz-

rendszerek, intracelluláris hírvivQk) módosítása révén szabályozzák a TRPV1 m_ködését. 

Ilyen allosztérikus módosító hatás lehet az, hogy ezen anyagok a TRPV1 hQérzékenységi 

küszöbét csökkentik, azaz a receptor már fiziológiás hQmérsékleten is aktiválódik és 

fájdalomérzést vált ki (termális hyperalgesia) (Tominaga és mtsai, 1998, Caterina és mtsai, 

2000). A TRPV1 szerepét bizonyítja a fenti folyamatokban a TRPV1 knock-out egerekkel 

végzett kísérletek eredménye is, miszerint ezen állatokban (természetesen a hiányzó vanilloid-

érzékenység mellett) fQként a termális/gyulladásos hyperalgesia jelensége hiányzik (Caterina 

és mtsai, 2000). Mindezek alapján a TRPV1 a különféle (pl. kémiai, termális) nociceptív 

ingerek hatására kialakuló folyamatok egyik központi integrátor molekulájának tekinhetQ. 
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A TRPV1 nem kizárólag neuronális szöveteken fejezQdik ki 

 A receptort autoradiográfiás, valamint különféle funkcionális vizsgálatok segítségével 

elsQként a primer szenzoros neuronok egy meghatározott alcsoportjában írták le (Szallasi, 

1995; Szallasi és Blumberg, 1999), melyek sejtteste a spinális hátsó gyöki és trigeminális 

szenzoros ganglionokban helyezkedik el. Ezen neuronok a kapszaicin és rokon vegyületeikkel 

szemben mutatott érzékenységük miatt (Holzer, 1991; Szállási és Blumberg, 1999) a 

kapszaicin-szenzitív neuron elnevezést kapták (Szolcsányi, 1982). A TRPV1-et kimutatták 

továbbá a gerincvelQ hátsó szarvában (Guo és mtsai, 1999), ahol a TRPV1-immunreaktivitás 

fQleg az I. laminára lokalizálódott. A kötQdési vizsgálatok során ugyanakkor olyan központi 

idegrendszeri struktúrák is jelölQdtek, amelyek nincsenek egyértelm_en leírt közvetlen 

kapcsolatban a primer szenzoros neuronokkal (Ács és mtsai, 1996). Ilyen terület többek 

között a hipotalamusz, ahol a TRPV1 jelenlétét hipotermiás hatásaival hozták összefüggésbe 

(Jancsó-Gábor és mtsai, 1970; Szolcsányi és mtsai, 1971). Sasamura és munkatársai (1998) 

beszámoltak emellett arról, hogy az agy számos további helyén is (cerebellum, cortex, 

striatum, bulbus olfactorius, híd, hippocampus és thalamus) megtalálható a TRPV1. 

A TRPV1-et vizsgáló kutatások egyik legizgalmasabb eredménye volt ugyanakkor, 

amikor kiderült, hogy a receptor elhelyezkedése és m_ködése nem csupán neuronális 

szövetekre korlátozódik. Bíró és munkatársai pédául kapszaicin segítségével a hátsó gyöki 

ganglionokéhoz nagyon hasonló, TRPV1-specifikus kalcium-beáramlást idéztek elQ 

hízósejteken és glióma sejteken (Bíró és mtsai, 1998a és 1998b). További kutatócsoportok 

emellett beszámoltak a kapszaicin specifikus hatásairól, többek között, humán 

polimorfonukleáris sejteken (Partsch és Matucci-Cerinic, 1993), timocitákon (Amantini és 

mtsai, 2004), bronchiális epitheliumon (Lundberg, 1993; Chitano és mtsai, 1994; Ellis és 

mtsai, 1997) és humán limfocitákon (Lai és mtsai, 1998). Végezetül bebizonyosodott, hogy a 

receptor funkcionális formája expresszálódik humán húgyhólyag epitheliális és intersticiális 
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sejtjeiben,valamint a simaizomban (Birder és mtsai, 2001; Ost és mtsai, 2002; Lazzeri és 

mtsai, 2004). 

A legújabb felfedezések egyike volt, amikor TRPV1-et immunhisztokémia 

segítségével kimutatták humán bQr epidermiszén és tenyésztett epidermális keratinocytákon, 

amit RT-PCR módszerrel is alátámasztottak (Denda és mtsai, 2001). Inoue és munkatársai 

(2002) ezután beszámoltak arról, hogy a keratinocyták a receptor funkcionális formáját 

expresszálják. Kimutatták továbbá, hogy a kapszaicin és a savas közeg ezeken a sejteken is 

aktiválta a receptort, vagyis megemelte az intracelluláris kalciumkoncentrációt (Inoue és 

mtsai, 2002). További vizsgálatok megmutatták, hogy az epidermális eredet_ HaCaT 

sejtvonalon kapszaicin-kezelést követQen megemelkedett a ciklooxigenáz-2 expressziója, 

valamint interleukin-8 és prosztaglandin E2 felszabadulása (Southall és mtsai, 2003), ami arra 

utalhat, hogy az epidermális keratinocytákon megtalálható TRPV1 is szerepet játszhat a bQr 

gyulladásos folyamatainak kialakításában, illetve szabályozásában. Mindezen eredmények és 

az a tény, hogy a TRPV1 agonista kapszaicint már régóta alkalmazzák a klinikumban 

különbözQ bQrgyógyászati kórképek enyhítésére (Bíró és mtsai, 1997) (lásd Megbeszélés 

fejezet), irányították figyelmünket a TRPV1 bQr, illetve bQrfüggelékek biológiájában betöltött 

lehetséges szerepének vizsgálatára. 
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PROBLÉMAFELVETÉS ÉS CÉLKIT^ZÉSEK 

 

Mindazon eredmények, melyek a TRPV1 számos neuroektoderma vagy mezoderma 

eredet_, nem-neuronális szövetekben – köztük természetesen az epidermális keratinoytákon 

(Denda és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; Southall és mtsai, 2003) – való funkcionális 

(proliferációs, apoptótikus és differenciálódási folyamatok befolyásolása, citokintermelés 

szabályozása) megjelenésérQl számoltak be, azt sugallták, hogy a TRPV1 biológiai szerepe 

sokkal szélesebb kör_, mint azt korábban gondoltuk. Az irodalomban hiányoznak ugyanakkor 

azok a leírások, amelyek felvilágosítást adhatnának a TRPV1 bQr és bQrfüggelékek 

biológiájában betöltött lehetséges szerepérQl.  

Kísérleteink elsQ leíró részében éppen ezért az volt a célunk, hogy meghatározzuk a 

TRPV1 pontos lokalizációját a bQr különbözQ eredet_ és m_ködés_ sejtkompartmentjeiben, 

különös tekintettel a szQrtüszQre és a szQrtüszQ eredet_ sejtekre (pl. ORS keratinocyták). 

Kíváncsiak voltunk arra is, hogy a szQrtüszQben tapasztalt esetleges TRPV1 expressziós 

mintázat változik-e a hajciklus eseményeivel (anagén-katagén transzformáció) párhuzamosan. 

Ezt követQen a receptor funkcionális szerepének megismerésére fektettük a hangsúlyt. 

Vizsgálni kívántuk, hogy milyen hatással van a TRPV1 kapszaicinnel való aktiválása a 

follikulusok alapfunkciójára, a hajszáltermelésre, továbbá olyan sejtfolyamatokra, mint a 

follikuláris keratinocyták osztódása, differenciálódása, a melanintermelés, illetve morfológiai 

tulajdonságok. A következQ lépésben a hasonló sejtfolyamatok vizsgálatát (apoptózis, 

proliferáció, differenciálódás, citokintermelés) t_ztük ki célul a tenyésztett humán szQrtüszQ-

eredet_ ORS keratinocyták szintjén. Végül szerettünk volna felvilágosítást kapni a TRPV1 

aktiválását követQ események hatásmechanizmusáról is. 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

 

Humán szQrtüszQk izolálása és tenyésztése 

 A funkcionális kísérleteink alapjául szolgáló hajfollikulusokat plasztikai sebészeti 

operációk során visszamaradt, halántéki tájékról származó hajas fejbQrbQl izoláltuk, a 

bQrdarabok többnyire 50-80 éves nQi páciensektQl származtak. A szQrtüszQk eltávolítását és 

tenyésztését Philpott 1994-ben kidolgozott eljárása alapján végeztük (Philpott és mtsai, 

1994b). A fejbQrt elsQként kb. 0,5x1 cm-es szeletekre vágtuk, majd a bQr felszínével 

párhuzamosan eltávolítottuk az epidermiszt és a dermisz nagy részét a dermisz-szubkutisz 

határának közelében. Ezután a follikulusokat csipesz segítségével izoláltuk a szubkutiszból, 

majd az ép szQrtüszQket szelektáltuk. A follikulusok tenyésztése 24-lyukú tenyésztQedényben 

történt, kiegészített (2 mM L-glutamin, (Invitrogen, Paisley, UK), 10 ng/ml hidrokortizon, 

(Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Németország), 10 µg/ml inzulin (Sigma) és antibiotikum-

antimikotikum (Invitrogen)) Williams’ E tenyésztQoldatban (Biochrom, Cambridge, UK) 37 

°C-on, 5% CO2-atmoszférában, 3, illetve 5 napon keresztül. A szQrtüszQk hossznövekedését a 

fénymikroszkóp okulárjába beépített skála segítségével követtük nyomon, a szQrtüszQket 

naponta, egyesével mérve. A tenyésztés végén a szQrtüszQket foszfát-pufferben (phosphate-

buffered saline, PBS) történQ mosás után Cryochrom fagyasztó médiumba (Thermo Shandon, 

Pittsburg, UK) ágyaztuk be, folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, végül belQlük 8 µm 

vastagságú fagyasztott metszeteket készítettünk.  

A plasztikai sebészeti operációkból kapott bQrdarabok szolgáltak a teljes bQrt 

reprezentáló 8 µm vastagságú fagyasztott és paraffinba ágyazott metszetek készítésére is, 

melyeket az alább részletezett módon immunhisztokémiai technikák segítségével vizsgáltuk. 
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Az ORS  és HaCaT keratinocyták tenyésztése 

Az ORS keratinocyták tenyésztése osztódásukban meggátolt (24 órán át mitomicin-C-

vel kezelt) (Sigma)  fibroblasztok által kialakított tápláló rétegen történt (Limat és mtsai, 1986 

és 1989). Az ORS keratinocytákat anagén VI follikulusokból nyertük, melyeket egy csipesz 

segítségével a szemöldök területérQl távolítottunk el. A körülbelül 20 eltávolított szQrtüszQt 

háromszor mostuk Ca2+ és Mg2+-mentes steril PBS-ben, majd egy órán át 0,1% tripszin-0,2% 

EDTA (mindkettQ Invitrogen) oldatban emésztettük 37 °C-on, melynek során a szQrtüszQrQl 

leemésztQdtek az ORS sejtek. A tripszin szérumtartalmú oldattal történQ inaktiválása után a 

sejtszuszpenziót pipetta segítségével többször trituráltuk, 10 percig 10000/perc 

fordulatszámon centrifugáltuk, végül a sejteket a tápláló rétegre szélesztettük. A tenyésztés 

Ham’s F12 (Biochrom) és szérum-mentes keratinocyta tenyésztQ oldatok (SFM, Invitrogen) 

1:3 arányú keverékében történt, mely a következQ anyagokat tartalmazta kiegészítésként: 0,1 

nM kolera toxin, 5 og/ml inzulin, 0,4 og/ml hidrokortizon, 2,43 og/ml adenin, 2 nM 

trijódotironin, 10 ng/ml epidermális növekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfát és 

antibiotikum (mind Sigma). 

A HaCaT keratinocytákat 10% embrionális borjúsavót (Sigma), 2 mM L-glutamint és 

antibiotikumokat tartalmazó Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztQoldatban (DMEM, 

Sigma) tenyésztettük. 

 

Szövettani és morfológiai vizsgálatok: 

 Az izolált és tenyésztett humán szQrtüszQkbQl 8 µm vastagságú fagyasztott 

metszeteket készítettünk, szárítottuk, majd -20 °C-on acetonban fixáltuk. A szQrtüszQk 

morfológiai vizsgálatára a metszeteken hematoxilin-eozin festést végeztünk. A melanin-

tartalom láthatóvá tételére a Fontana-Masson szövettani eljárást alkalmaztuk (Barbosa és 

mtsai, 1984). 
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Immunhiszto- és -citokémia 

 Az immunhisztokémiai vizsgálataink során felhasznált antitestek, azok eredete, 

alkalmazott higításuk, valamint az immunhisztokémiai módszerek összefoglalása az 1. 

táblázatban található. 

 
1. táblázat: Az immunhisztokémiai vizsgálatok során felhasznált elsQdleges antitestek 

 
Alkalmazott 
antitest 

Eredet Faj Alkalmazott 
higítás 

Alkalmazott módszer 

TRPV1 Santa Cruz BT Kecske  1:20 ABC-peroxidáz 
   1:40 Immunfluoreszcens 
   1:40 ABC-AP 
   1:400 TSA 
Triptáz DAKO Egér 1:50 ABC-AP 
CD1a Novocastra Egér 1:20 ABC-AP 
Ki-67 DAKO Egér 1:20 Immunfluoreszcens 
NKI/beteb Cell Systems Egér 1:20 Immunfluoreszcens 
TGFく2 Santa Cruz BT Nyúl 1:50 Immunfluoreszcens 
Filaggrin Covance BT Nyúl 1:100 Immunfluoreszcens 
 
(ABC: avidin-biotin komplex, AP: alkalikus foszfatáz, TSA: tyramide signal amplification ) 

 

A TRPV1 humán bQrben történQ kimutatására az avidin-biotin-komplex (ABC) 

eljárást alkalmaztuk (Paus, 1998). A szövetben elQforduló endogén peroxidázok gátlására a 

metszeteket 0,5% H2O2-t tartalmazó 100%-os metanollal kezeltük. A 2% borjú szérum 

albumin (BSA, Sigma, PBS-ben, pH=7,6) oldattal való inkubáció az elsQdleges antitest nem-

specifikus kötQdésének gátlására szolgált. A metszeteket az elsQdleges TRPV1 ellenes 

antitesttel (1:20) egy éjszakán át inkubáltuk, amit a biotinilált kecske-ellenes másodlagos 

antitest (1:500, DAKO, Glostrup, Dánia) hozzáadása követett. Az avidin-konjugált torma-

peroxidáz (1:400, DAKO) biotinhoz való kötQdése után a peroxidáz-aktivitás kimutatására 

diamino-benzidint (DAB, Vector, Burlingame, CA, USA), illetve VIP SK-4600 (Vector) 

kromogéneket alkalmaztuk. A magfestésre a hematoxilin Gill I (Surgipath Europe, 

Peterborough, UK) szolgált. A reakció specificitásának ellenQrzésére negatív kontrollként az 
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elsQdleges antitestet szintetikus blokkoló peptiddel (Santa Cruz BT, Santa Cruz, CA, USA) 

inkubáltuk, illetve elhagytuk a TRPV1 ellenes antitestet. A patkánygerinc hátsó szarvából 

készített metszeteken látható TRPV1 immunreaktivitás szolgált pozitív szöveti kontrollként 

(Guo és mtsai, 1999). További ellenQrzésként (FITC konjugált másodlagos antitest 

felhasználásával) immunfluoreszcens TRPV1 festést végeztünk vad típusú C57BL/6J és 

TRPV1 knock-out B6.129S4-Trpv1 egereken (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, 

USA). 

Humán bQrön készült kettQs jelölések esetében a TRPV1-festés tekintetében a fent 

leírtakhoz hasonlóan jártunk el, majd ismét egy 2%-os BSA kezelést alkalmaztunk. A 

hízósejtek kimutatására a metszeteket egérbQl származó monoklonális triptáz-ellenes 

elsQdleges (1:50, DAKO), majd egér-ellenes biotinilált másodlagos antitesttel (1:500, DAKO) 

inkubáltuk. Ezután alkalikus foszfatázzal jelölt streptavidin, majd szubsztrátként Fast Blue 

(Sigma) hozzáadása következett.  

A dendritikus sejt-specifikus marker CD1a-val (Longley és mtsai, 1989) történQ kettQs 

festés során a TRPV1 jelölése és az egérben termeltetett CD1a-ellenes antitest alkalmazása 

után egér-ellenes másodlagos antitesttel (1:500, DAKO) és alkalikus foszfatázzal jelölt 

streptavidinnel való kezelés következett. Végül az immunreaktivitást Fast Blue (Sigma) 

oldattal tettük láthatóvá. Az endogén alkalikus foszfatázok blokkolása mindkét kettQs jelölés 

során Levamisole oldattal történt (Sigma). 

A TRPV1 izolált szQrtüszQn való kimutatására a tyramide-substrate amplification 

(TSA) (Botchkarev és mtsai, 2000; Ito és mtsai, 2004) és az alkalikus foszfatáz alapú ABC 

(Panteleyev, 1999) módszereket használtuk. A TSA eljárás során az endogén peroxidázok 

gátlását (3% H2O2 PBS-ben) követQen a nem-specifikus kötQdéseket DAKO Protein Block 

(DAKO) és TNB oldatokkal (TSA kit, PerkinElmer, Boston, MA, USA) blokkoltuk. Az 

elsQdleges TRPV1-ellenes antitesttel (1:400) való egy éjszakán át, majd a biotinilált 
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másodlagos kecske/egér/nyúl-ellenes disznó IgG-vel (1:200, DAKO) való 45 perces inkubálás 

után a streptavidin-konjugált torma-peroxidázzal (1:100 TNB pufferben, TSA kit) való jelölés 

következett. A jelerQsítés utolsó lépéseként a metszeteket TRITC-tyramiddal (1:50 

Amplification Diluent-ben, TSA kit) inkubáltuk 5 percig, majd magfestést végeztünk (DAPI, 

1 µg/ml, Boehringer Mannheim, Mannheim, Németország).  

Az ABC-módszer alkalmazása során a 10%-os disznó normál szérummal (PBS-ben, 

DAKO) történQ elQinkubáció után az elsQdleges TRPV1-ellenes antitestet (1:40) egy éjszakán 

keresztül alkalmaztuk. A biotinilált kecske/egér/nyúl-ellenes disznóban termeltetett 

másodlagos antitest (1:200, DAKO) használatát követQen streptavidin-alkalikus fosztfatáz 

jelölést használtunk. Az immunhisztokémiai jelölést a Fast Red (Sigma) segítségével tettük 

láthatóvá, melyet a hematoxilinnel történQ magfestés zárt le.  

A tenyésztett ORS keratinocytákban történQ TRPV1 kimutatására egy egyszer_ 

immunfluoreszcens festés szolgált, melynek során az aceton-fixált sejtek elsQdleges TRPV1-

ellenes antitesttel (1:40) való inkubációját a FITC-jelölt másodlagos antitesttel (1:400, Vector) 

való festés követte. 

A tenyésztett szQrtüszQkön a proliferáló és az apoptótikus sejtek egyidej_ kimutatására 

a Ki-67/TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl Transferase Biotin-dUTP Nick End Labeling) 

kettQs festést használtuk (Foitzik és mtsai, 2000; Lindner és mtsai, 2000). Az eljárás során az 

osztódó sejtek jelenlétérQl a Ki-67 proliferációs marker immunhisztokémiai kimutatása ad 

felvilágosítást, az apoptotizált sejtek megjelenítése pedig a DNS-fragmentáció során 

keletkezett szabad 3’ végek jelölésén alapul. A kettQs festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-

os paraformaldehidben és etanol-jégecet 2:1 arányú oldatában fixáltuk. ElsQ lépésként a 

metszeteket reakciópuffer – terminális deoxinukleotidil transzferáz (TdT) enzim (mindkettQ 

ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis Detection Kit, Intergen, Purchase, NY, USA) 70-

30%-os elegyével inkubáltuk 37 °C-on 60 percen keresztül, mely során a TdT enzim a 
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reakciópufferben található digoxigenin jelölt nukleotidokat az apoptótikusan fragmentált DNS 

3’ OH végeihez kapcsolta. A reakció leállítása és 10%-os kecske normál szérumos (DAKO, 

PBS-ben) kezelést követQen a metszeteket egy éjszakán át inkubáltuk egérben termeltetett Ki-

67 ellenes antitesttel (1:20, 2% kecske normál szérum jelenlétében). Utolsó lépésként a 

digoxigenin-jelölt DNS-fragmentumokhoz FITC-konjugált digoxigenin-ellenes antitestet 

kapcsoltunk (TUNEL kit), a Ki-67 ellenes antitesthez pedig rodaminnel jelölt kecske-ellenes 

IgG-t (1:200, Jackson Immuno Research, West Grove, PA, USA, + 2% kecske normál 

szérum, DAKO) kötöttünk, végül DAPI-val magfestést végeztünk. A TdT enzim, illetve a Ki-

67 ellenes antitest elhagyása szolgált a festés negatív kontrolljaként.  

  Szintén kettQs jelölést alkalmaztunk a szQrtüszQkön annak eldöntésére, hogy a 

follikuláris melanocyták kifejezik-e az általunk leírni kívánt receptort: a specifikus 

melanocyta marker NKI/beteb (Vennegoor és mtsai, 1988) és TRPV1 azonos metszeten való 

kimutatását végeztük el. ElsQ lépésként az aceton fixált metszeteket 10%-os nyúl normál 

szérummal kezeltük (DAKO, PBS-ben), majd egy éjszakán át inkubáltuk a kecskében 

elQállított TRPV1-ellenes antitesttel (1:40). Ezt követte a kecske-ellenes rodamin-jelölt nyúl 

IgG-vel (1:200, Jackson Immuno Research) való inkubáció. A festés második részében a 

10%-os kecske normál szérumos (DAKO, PBS-ben) blokkolás után az elQzQekhez hasonlóan 

elQször az egér NKI/beteb-ellenes elsQdleges, majd a kecskében termeltetett egér-ellenes, 

FITC-jelölt másodlagos antitesttel (1:200, Jackson Immuno Research) való inkubáció 

következett. 

 A TGFd2 immunhisztokémiai kimutatására (Botchkareva és mtsai, 1999) a 

follikulusokból készült fagyasztott metszeteket a 10%-os kecske normál szérumos blokkolás 

után TGFd2-ellenes antitesttel inkubáltuk egy éjszakán keresztül, majd ez ellen kecskében 

termeltetett, FITC-kapcsolt másodlagos antitestet használtunk (1:200, Jackson Immuno 

Research), melyet magfestés követett (DAPI). 



 25

A differenciálódási marker filaggrin kimutatása során az elQzQekben ismertetett 

lépéseket alkalmazva a filaggrin-ellenes antitesttel való inkubálás után a kecskében 

termeltetett FITC-jelölt másodlagos antitestet (1:200, Jackson Immuno Research) használtuk. 

 Összehasonlító hisztológiai és immunhisztokémiai vizsgálataink során a festések 

színintenzitásbeli különbségeinek mérésére az Image Pro Plus 4.5.0 szoftvert (Media 

Cybernetics, Silver Spring, MD, USA) használtuk. A kvantifikálás során csoportonként 20-30 

follikulus elQre meghatározott, rögzített nagyságú területeinek intenzitását mértük, majd 

feltüntettük és összehasonlítottuk azok átlagát.  

  

Western (immuno) blot analízis 

A TRPV1 protein szint_ kimutatását a laboratóriumunkban általában alkalmazott 

protokollnak megfelelQen (Bíró és mtsai, 1998a; Boczán és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003; 

Lázár és mtsai, 2003) az alábbiak szerint végeztük. A tenyésztett sejteket hideg PBS-ben 

mostuk, majd lízis-pufferben (20 mM TRIS-HCl, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-

benzénszulfonil-fluorid, 20 oM leupeptin, pH 7.4 (Sigma)) homogenizáltuk, végül jégen 

ultrahangos feltárást végeztünk. A humán bQr esetében folyékony nitrogénban való porítás 

után hasonlóan jártunk el. Az így nyert lizátumok proteintartalmát módosított BCA protein 

assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA) határoztuk meg. A fehérjetartalmat 2 mg/ml-re 

állítottuk be (a minta végtérfogatában 5% d-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% SDS, 0.062 M 

TRIS, 20 mM ditiothreitol, 0.002% brómfenolkék volt; mind Sigma), majd 10 perces fQzéssel 

denaturáltuk, végül felhasználásig -20 oC-on tároltuk a mintákat. Kísérleteink során SDS 

poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), mintánként 20-30 og 

proteint választottunk szét 8%-os gélen 100 V konstans feszültséggel. Ezután a fehérjéket 

nitrocellulóz membránra (BioRad, Wien, Austria) transzferáltuk, 2x45 percen keresztül, 100 

V konstans feszültséggel. A membrán szabad kötQhelyeit 5% sovány tejport tartalmazó PBS-
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ben (5% tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezután a membránokat 5%-os tej-PBS-ben hígított 

elsQdleges TRPV1 ellenes antitesttel (1:100) inkubáltuk egy éjszakán át. A membránok 30 

perces mosását (PBST, 0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma) követQen azokat nyúlban 

termeltetett kecske-ellenes, másodlagos, torma-peroxidázzal kapcsolt antitesttel (1:1000, 

BioRad) inkubáltuk 45 percen keresztül. Újabb, PBST-ben elvégzett mosást követQen az 

immunreakciók eredményét kemilumineszcens módszerrel, ECL Western blot detektáló kittel 

(Amersham, Little Chalfont, UK) tettük láthatóvá, amit röntgenfilmen rögzítettünk (AGFA, 

Brussels, Belgium). A Western blot analízis pozitív kontrolljaként a TRPV1-et expresszáló 

HaCaT és normál humán epidermális keratinocyták (NHEK) szolgáltak (Denda és mtsai, 

2001; Southall és mtsai, 2003). 

 

Szemi-kvantitatív reverz-transzkriptáz PCR (RT-PCR) 

 A TRPV1 mRNS szint_ meghatározására (Southall és mtsai, 2003) a bQrbQl folyékony 

nitrogén segítségével homogenizátumot készítve Trizol (Invitrogen) segítségével teljes RNS 

frakciót izoláltunk. A reverz-transzkripció során a teljes RNS 1 µg-ját 10 percre 70 °C-ra 

melegítettük, majd jégen gyorsan leh_töttük és hozzáadtunk a következQ oldatokat (mind 

Promega, Madison, WI, USA): 1x reverz transzkriptáz puffer (10 mM TrisHCl (pH=9), 50 

mM KCl, 0,1% Triton X-100), 5 mM MgCl2, 1 mM dNTP, 1 U/µl rekombináns RNasin 

ribonukleáz inhibitor, 15 U/ µl AMV reverz transzkriptáz és 0,5 µg/ml oligo(dT)15 primer. A 

reakcióelegyet 42 °C-on 15 percig, 95 °C-on 5 percig, végül 4 °C-on 5 percig inkubáltuk, 

majd az elegy aliquotjait használtuk a PCR reakció templátjaként a következQ, humán 

TRPV1-specifikus primerek segítségével: 5’-CTC CCT ACA ACA GCC TGT AC-3’ és 5’-

AAG GCC CAG TGT TGA CAG TG-3’(50-50 pmol). A PCR reakció során felhasznált 

hQprofil a következQ volt: 94 °C 2 perc; 94 °C 45 másodperc, 57 °C 1 perc, 72 °C 2 perc 30 

cikluson keresztül; 74 °C 10 perc.  
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A TGFd2 mRNS szint_ meghatározásához (Kjellman és mtsai, 2000) csoportonként 15 

tenyésztett hajfollikulusból kiindulva a Qiagen RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 

Németország) segítségével, a gyártó által javasolt protokollt követve nyertünk teljes RNS 

frakciót. Az RNS cDNS-sé való átírása a 1st Strand cDNA Synthesis Kit for RT-PCR 

(Boehringer) alkalmazásával, random primerek felhasználásával történt. A TGFd2 és d-aktin 

DNS szakaszok amplifikálására a következQ hQprofilt alkalmaztuk: 94 °C 5 perc; 94 °C 30 

másodperc, a TGFく2 esetén 57 °C, a く-aktin esetén 55 °C 1 perc, 72 °C 1 perc 30 cikluson 

keresztül; végül 72 °C 10 perc. Az amplifikációt az alábbi primerek felhasználásával 

végeztük: TGFく2, 5'-ATC CCG CCC ACT TTC TAC AGA C-3' és 5'-CAT CCA AAG CAC 

GCT TCT TCC-3'; く-aktin, 5'-CGA CAA CGG CTC CGG CAT GTG C-3' és 5'-CGT CAC 

CGG AGT CCA TCA CGA TGC-3'. A termékeket etidium-bromidot tartalmazó 1%-os 

agaróz gélen választottuk el.  

 

Kvantitatív „real-time” PCR (Q-PCR) 

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied 

Biosystems, Foster City, CA, USA) segítségével történt, az 5’ nukleáz módszer 

felhasználásával. A teljes RNS kivonására sejtkultúrák esetében Trizolt (Invitrogen), 

szQrtüszQk esetében RNA easy kitet (Qiagen) használtunk. A teljes RNS 3 µg-jából kiindulva 

15 U AMV reverz-transzkriptázt (Promega) és 0.025 µg/µl random primert (Promega) 

felhasználva állítottunk elQ cDNS-t. A PCR amplifikáció TaqMan primerek és próbák 

alkalmazásával történt (Assay ID: Hs00218912_m1 a humán TRPV1 esetében, Assay ID: 

Rn00583117_m1 patkány TRPV1 esetében) a TaqMan Universal PCR Master Mix Protocol 

(Applied Biosystems) alapján. BelsQ kontrollként a gliceraldehid 3-foszfát dehidrogenáz 

szolgált (GAPDH, Assay ID: Hs99999905_m1 a humán GAPDH esetében, Assay ID: 

Rn00576699_m1 a patkány GAPDH esetében).  
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Intracelluláris kalciummérés 

A TRPV1 aktiválást követQ intracelluláris kalciumkoncentráció ([Ca2+]i) változásának 

mérésére a következQ protokollt használtuk (Lázár és mtsai, 2003). A fedQlemezre szélesztett 

keratinocytákat 5 oM kalcium érzékeny fluoreszcens fura 2 festék acetoximetilészter 

formájával (fura 2-AM, Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 60 percig inkubáltuk 37 °C-on. 

A fura 2-AM-rel feltöltött sejteket tartalmazó fedQlemezeket ezután invertáló fluoreszcens 

mikroszkóp (Diaphot, Nikon, Tokió, Japán) tárgyasztalára helyeztük. Az excitációs 

hullámhosszt 340 és 380 nm között változtattuk kettQs monokromátor, valamint on-line 

kapcsolt számítógép segítségével (PTI Deltascan készülék), majd a fluoreszcens emissziót 

510 nm-en detektáltuk 10 Hz-es mintavételi frekvenciát használva egy fotoelektron-

sokszorozóval. Az [Ca2+]i-ban bekövetkezett változásokat Grynkiewicz és mtsai (1985) által 

kidolgozott módszerrel vizsgáltuk. Meghatároztuk a 340 (F340) és 380 nm-en (F380) történQ 

gerjesztés hatására emittált fluoreszcenciaintenzitás-hányadosokat (R=F340/F380). Felhasználva 

a disszociációs konstans (KD), a minimális (Rmin) és maximális (Rmax) ráció értékeket, 

valamint az emittált fluoreszcencia hányados értékeit nulla (F380[0]) és a festéket szaturáló 

(F380[Ca]) kalciumkoncentrációknál, a [Ca2+]i az alábbi képlet segítségével volt számolható: 

[Ca2+]i = KD*(R - Rmin) / (Rmax - R)*(F380[0]/F380[Ca]). 

Kalibrációs kísérleteinkben a KD-t 76 nmol/l-nek találtuk Rmin = 0,42, Rmax = 8,6 és 

F380[0]/F380[Ca] = 15,3 értékek mellett. 

Kísérleteink során a sejteket lassú perfúzióval folyamatosan Tyrode oldatban (137 

mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,5 mM MgCl2, 1,8 mM CaCl2, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g 

glükóz, pH 7,4; mind Sigma) mostuk. A vizsgált anyagokat a sejtek közvetlen közelébe 

helyezett gyors perfúziós rendszerrel adagoltuk. Kísérleteinket szobahQmérsékleten (22-23 

°C) végeztük. 

 



 29

A sejtproliferáció vizsgálata 

 A tenyésztett sejtek proliferációjának nyomon követésére a kolorometriás bromo-

deoxyuridin (BrdU) assay kitet (Boehringer) használtuk (Bíró és mtsai, 1998a). Az eljárás 

azon alapul, hogy a timidin-analóg BrDU a sejtosztódás során beépül a proliferáló sejtek 

DNS-ébe. A BrDU ellenes antitesthez kapcsolt peroxidáz szubsztrátjaként tetra-metil-

benzidint használunk, mely az enzimreakció során keletkezett színes termékké alakulva 

felvilágosítást ad a BrDU beépülés, vagyis a proliferáció mértékérQl. A kísérlet során használt 

sejteket 96-lyukú tenyésztQedényben tenyésztettük, a HaCaT keratinocyták esetében 5000 

sejt/lyuk, az ORS sejteknél 10000 sejt/lyuk kiindulási sejtszámot használva (az ORS 

keratinocytákat 5000 sejt/lyuk s_r_ségben szélesztett humán dermális fibroblaszt tápláló 

rétegen). A sejteket kitapadásukat követQen (kb. 4 óra) 72 órán keresztül különbözQ 

anyagokkal kezeltük, ezt követQen pedig további négy órán át 10 µM-os BrDU-val 

inkubáltuk. A keratinocyták fixálása és DNS-ük denaturálása után a BrDU-ellenes antitesttel 

való inkubáció (90 perc), majd 30 perces tetra-metil-benzidin kezelés következett. Az enzim-

szubsztrát reakció 1 M-os H2SO4-gyel történQ leállítása után a sejteket 450 nm-en 

fotometráltuk. Minden kezelést négyszeres ismétléssel végeztünk, majd az adatokat átlag ± 

SEM formában adtuk meg. 

 

Áramlási citometria 

A TRPV1 aktiváció sejtproliferációra, differenciálódásra, apoptózisra, valamint a 

szQrtüszQ kialakulását és fejlQdését szabályozó molekulák kifejezQdésére gyakorolt hatását 

áramlási citometria segítségével elemeztük. A kontroll és kapszaicin kezelt ORS 

keratinocyták jelölésére használt elsQdleges antitestek a 2. táblázatban láthatóak. A megfelelQ 

FITC-konjugált másodlagos antitestek (1:100, Vector) használata után a sejteket fixáltuk, 

majd azokat a Coulter EPICS XL-4 (Miami, FL, USA) készülék segítségével elemeztük: 
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antigénenként legalább 50000 sejtet használva meghatároztuk a teljes sejtszámra vonatkozó 

pozitív sejtek számát. Az apoptótikus sejtek kimutatására FITC-jelölt Annexin-V antitestet 

használtunk (Sigma), a kapott eredményeket hasonló módon elemezve. 

  

2. táblázat: Az áramlási citometriás vizsgálatok során felhasznált elsQdleges antitestek 
 
Alkalmazott antitest Eredet Faj Alkalmazott 

higítás 
Ki-67 DAKO Egér 1:100 
Proliferating cell nuclear antigen, 
PCNA 

Novocastra Egér 1:50 

Filaggrin Covance Nyúl 1:100 
Cytokeratin-14, CK-14 Novocastra Egér 1:20 
Cytokeratin-17, CK-17 Novocastra Egér 1:20 
Involukrin Sigma Egér 1:50 
IGF-I Santa Cruz BT Nyúl 1:100 
HGF Santa Cruz BT Nyúl 1:20 
SCF Santa Cruz BT Egér 1:50 
TGFd2 Santa Cruz BT Egér 1:50 
IFNi Santa Cruz BT Kecske 1:20 
IL-1d Santa Cruz BT Kecske 1:50 
TNFc BD Pharmingen Nyúl 1:20 
FGF-5 Santa Cruz BT Kecske 1:20 
 

 

Statisztikai elemzések 

 Mérési eredményeinket átlag ± SEM, illetve átlag ± SD formában adtuk meg. Az 

adatok statisztikai kiértékelésére és összehasonlítására 5%-os szignifikancia szinttel dolgozva 

a Student-féle t-tesztet alkalmaztuk. 
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EREDMÉNYEK 

 

A TRPV1 mind mRNS, mind fehérje szintjén kifejezQdik a bQr számos epitheliális és 

mesenchymalis sejttípusán  

 Kísérleteink kiindulásaként arra voltunk kíváncsiak, hogy a TRPV1 a már leírt 

epidermális keratinocyták mellett más sejtípusokon is kifejezQdik-e humán bQrben in situ. 

Hajas fejbQrbQl készült paraffinba ágyazott metszeteken specifikus TRPV1-ellenes antitesttel 

immunhisztokémiát végeztünk, és megállapítottuk, hogy a receptor a bQr számos 

sejttípusában megtalálható (4. ábra). Mint ahogy azt már korábban leírták (Denda és mtsai, 

2001), igen kifejezett immunreaktivitást találtunk az epidermális keratinocytákon (4. ábra, A). 

Megfigyeltük azonban, hogy ez a kifejezett immunreaktivitás fQleg a bazális, vagyis 

proliferáló keratinocyták rétegére korlátozódott, míg a felszíni, szuprabazális rétegekben a 

festés intenzitása csökkent. Az epidermisz vonatkozásában elmondható volt továbbá, hogy a 

keratinocyták mellett a CD1a-pozitív epidermális Langerhans-sejtek is expresszálják a 

TRPV1-et (4. ábra, B). Kimutattuk emellett, hogy a dermisz számos kompartmenje is 

pozitívan festQdött; az itt elhelyezkedQ TRPV1-pozitív szenzoros idegrostok a festés belsQ 

kontrolljaként (Guo és mtsai, 1999) is szolgáltak (4. ábra, C). Az említett neuronális elemek 

mellett erQs immunreaktivitást találtunk a faggyúmirigyek és a verejtékmirigyek epitheliumán 

(4. ábra, D, E), az erek falában mind az endotheliumban, mind a simaizom rétegben, valamint 

a dermisz simaizom-kötegeiben (4. ábra, C, D, E). A hízósejt specifikus marker triptáz-

TRPV1 kettQs festés során megállapítottuk továbbá, hogy a dermális hízósejtek is a TRPV1-et 

expresszáló sejtek közé sorolhatók (4. ábra, F). Végezetül kimutattuk, hogy a hajas fejbQrben 

található számos szQrtüszQ különféle sejtrétegeiben is (részletesen késQbb) is megtalálható a 

TRPV1. Fontos eredményünknek adódott, hogy a kötQszöveti fibroblaszok nem mutattak 

TRPV1 pozitivitást (4. ábra, C). 
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4. ábra: TRPV1 immunreaktivitás, valamint protein és mRNS expresszió 
a humán bQrben 

(A) TRPV1-immunoreaktivitás (TRPV1-ir) az epidermális keratinocytákon. Kifejezettebb festQdés a 
bazális (BK), mint a szuprabazális keratinocytákon (SBK) (E: epidermisz). (B) TRPV1 (barna) és 
CD1a (kék) kolokalizáció az epidermális Langerhans-sejteken (nyíl). (C) TRPV1-ir az idegrostokban 
(I) és a dermális erek (É) endotheliumában és simaizomelemeiben. A dermális fibroblasztokban nem 
találtunk TRPV1-festQdést (DF). (D) TRPV1-pozitív faggyúmirigyek (FM), érendothel és -simaizom 
(É), valamint dermális simaizom (SI). (E) TRPV1 expresszió a verejtékmirigy endotheliumában (VM, 
nyilak; K: kapilláris). (F) TRPV1 (barna) és hízósejt-specifikus triptáz (kék) kolokalizáció a dermális 
hízósejteken (nyilak) (E: epidermis; K: kapilláris). (G) Negatív kontroll. A festések specificitását a 
TRPV1-ellenes antitest szintetikus blokkoló peptiddel való elQinkubációjával ellenQriztük. (H) Pozitív 
kontroll. TRPV1-ir (nyilak) a patkány gerincoszlop hátsó szarvában (HSZ). (I) Negatív kontroll. A 
TRPV1-ellenes elsQdleges antitest szintetikus blokkoló peptiddel való elQinkubációja után hiányzó 
TRPV1-ir (HSZ: hátsó szarv). (J, K) TRPV1-ir a vadtípusú (J) és knockout (K) C56BL/6J egérbQrQn 
(FITC-konjugált másodlagos antitest használatával) (E: epidermis). (A, C, D, E, G) Paraffinos 
metszetek. (B, F, H, I-K) Fagyasztott metszetek. A legtöbb esetben DAB-ot használtunk az enzim-
szubsztrát reakció elQhívására, kivéve (C) esetben, ahol a VIP szubsztrátot alkalmaztuk. Eredeti 
nagyítások: A-F: 400x, G: 40x, H-K: 100x. (L) A TRPV1 protein (kb. 90 kDa) Western blottal történQ 
kimutatása bQr homogenizátumból, HaCaT és normál humán epidermális keratinocytákból (NHEK). 
(M) A TRPV1-mRNS kimutatása RT-PCR-ral (Méret: kb. 680 bázispár, bp). 
 

A festések specifikusságának ellenQrzésére számos pozitív, illetve negatív kontrollt 

alkalmaztunk (4. ábra, G-K). Negatív kontrollként az elsQdleges antitestet szintetikus 

blokkoló peptiddel inkubáltuk, mikoris nem tapasztaltunk TRPV1 immunreaktivitást a bQr 

eddig felsorolt kompartmentjének egyikében sem (4. ábra, G). Pozitív szövetként patkány 

gerincvelQ hátsó szarva szolgált (4. ábra, H): az elsQdleges antitest jelenlétében az 

irodalomból ismert laminákban (Guo és mtsai, 1999) TRPV1 pozitív festQdés látható, míg az 

antitest szintetikus blokkoló peptiddel való elQinkubálása után a metszet negatív volt (4. ábra, 

I). Vadtípusú C57BL/6J és TRPV1 knock-out egerek bQrébQl készült fagyasztott metszeteken 

is elvégeztük a TRPV1-immunhisztokémiát: a vadtípusú egérbQr epidermiszében kifejezett 

TRPV1-immunreaktivitást találtunk, míg a knock-out mintákon nem tapasztaltunk festQdést 

(4. ábra, J, K). A bQr különféle sejttípusainak TRPV1 expresszióját, valamint annak mértékét 

a 3. táblázatban foglaltuk össze. 

A TRPV1 fehérje szint_ jelenlétére utal egy további módszerrel, Western blottal való 

kimutatása is (4. ábra, L). Az eljárás során a humán bQrbQl készült homogenizátumból 

kimutattuk a kb. 90 kDa nagyságú receptort. Ebben az esetben TRPV1-et bizonyítottan 
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expresszáló sejttípusokat (NHEK és HaCaT keratinocyták, Denda és mtsai, 2001; Southall és 

mtsai, 2003) használtunk pozitív kontrollként.  

RT-PRC technika alkalmazásával szintén kimutattuk a kb. 680 bázispár nagyságú 

TRPV1-terméket, vagyis a receptor a bQrben mRNS szinten is jelen van (4. ábra, M). Pozitív 

kontrollként az elQzQ módszerhez hasonlóan NHEK és HaCaT keratinocytákat használtunk.  

 

3. táblázat: TRPV1 immunreaktivitás (TRPV1-ir) a humán bQr különbözQ sejttípusain. 
 

Sejt Eredet TRPV1-ir 
Epidermisz   

Bazális keratinocyták E +++ 
Szuprabazális keratinocyták M + 
Melanocyták M - 
Langerhans sejtek M ++ 

Dermisz   
Hízósejtek M ++ 
Verejtékmirigy epithelium E +++ 
Endothel sejtek E +++ 
Faggyúmirigy sebocytái M ++ 
Simaizom M +++ 
KötQszöveti fibroblasztok M - 

 
A TRPV1-immunreaktivitás intenzitása: -: nincs festQdés, +: gyenge festQdés, ++: közepes festQdés, 
+++: erQs festQdés. E: neuroektodermalis, M: mesenchymalis 
 
 

Mind a bQrben in situ elhelyezkedQ, mind a tenyésztett humán szQrtüszQk számos sejtrétege 

kifejezi a TRPV1-et 

A paraffinba ágyazott humán fejbQr TRPV1-immunhisztokémiája során a fentieken 

kívül megállapítottuk, hogy az aktív növekedési, anagén-VI fázisban lévQ szQrtüszQk is 

intenzív TRPV1-immunreaktivitást mutatnak (5. ábra, A). Kifejezett TRPV1-pozitivitást 

találtunk az ORS keratinocytákon, a follikulus teljes hosszában, valamint a külsQ 

gyökérhüvely minden sejtrétegében, homogén eloszlásban. Az IRS differenciálódott 

keratinocytáiban is kimutatható volt a TRPV1, bár ezen sejtréteg valamivel gyengébb 

immunreaktivitással volt jellemezhetQ. 
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5. ábra: TRPV1 immunreaktivitás tenyésztett és in situ szQrtüszQn 
(A) TRPV1-ir az in situ szQrtüszQben. TRPV1-pozitív belsQ és külsQ gyökérhüvely (IRS és ORS) és 
mátrix keratinocyták (MK). (DP: dermális papilla) (A, inset, B) Negatív kontrollok (NK). A festések 
specificitását a TRPV1-ellenes antitest szintetikus blokkoló peptiddel való elQinkubációjával 
ellenQriztük ABC (A) és fluoreszcens (B) jelölés során. (DP: dermális papilla, MK: mátrix 
keratinocyta). TSA (C, D) és ABC-AP (E, F) módszerek segítségével kimutatott TRPV1-ir tenyésztett 
anagén (C, E) és INF-け-indukálta katagén (D, F) follikulusokon. (G) TRPV1 (piros, G/1) és 
NKI/beteb (zöld, G/2) párhuzamos immunfluoreszcens jelölése. Az NKI/beteb+ melanociták nem 
expresszálják a TRPV1-et.  (B, C, D, G) DAPI magfestés (kék fluoreszcens), (A, E, F) hematoxilin-
eozin magfestés (kékkel). Eredeti nagyítások: A: 100x, B-G: 200x. (H) A TRPV1 expresszió Q-PCR-
ral történQ kimutatása izolált hajfollikulusban. A TRPV1-expressziót az azonos szövetbQl izolált 
GAPDH expressziójára vonatkoztattuk, növekvQ cDNS mennyiségbQl kiindulva. TNK: templát cDNS 
nélküli (negatív) kontroll; TRPV1/C6 és TRPV1/CHO: a rekombináns patkány TRPV1-t stabilan 
expresszáló C6 és CHO sejtvonalak (pozitív kontroll), HF: szQrtüszQ. Az értékeket átlag ± SEM 
formában adtuk meg, a mérések háromszori ismétlésével. 
 
 

A bulbus mátrix keratinocytáiban gyenge TRPV1 immunreaktivitást találtunk. 

Kimutattuk emellett, hogy a follikulust kívülrQl burkoló CTS, illetve az azzal kapcsolatban 

lévQ DP speciális fibroblasztjai viszont – a bQr dermális fibroblasztjaihoz hasonlóan (lásd 4. 

ábra, C) –  nem expresszálták a TRPV1-t. 

A teljes bQrben készült festéssel azonos szöveti eloszlást mutatott a TRPV1 izolált, 

tenyésztett anagén VI fázisban lévQ szQrtüszQkön. Két további, nagy érzékenység_ 

immunhisztokémiai eljárást, a TSA-t és az alkalikus foszfatázzal m_ködQ ABC technikákat 

alkalmazva (5. ábra, C, E) megállapítottuk, hogy igen kifejezett TRPV1-immunreaktívitás 

tapasztalható az ORS, IRS és mátrix keratinocyták rétegeiben (bár ebben az esetben az IRS 

TRPV1-pozitivitása talán kevésbé volt kifejezett, mint a bQrben in situ). A DP és CTS területe 

ismételten TRPV1-negatívnak adódott. 

Nem találtunk TRPV1-expresziót a bulbus prekortikális melanocytáiban (5. ábra, G). 

Az általunk keresett vanilloid receptorral (G/1) párhuzamosan, azonos metszeten elvégeztük a 

specifikus melanocyta-marker NKI/beteb (G/2) immunfluoreszcens jelölését is. Azt 

tapasztaltuk, hogy a két molekula lokalizációja egymástól eltérQ, vagyis hasonlóan az 

epidermális melanocytákhoz, a follikuláris melanocytákon sem található meg a TRPV1. 

Kíváncsiak voltunk arra is, hogy az általunk leírt TRPV1 expressziós mintázat 

változik-e a hajciklus morfológiai változásaival párhuzamosan. Ennek érdekében izolált 
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szQrtüszQket 1000 IU/ml IFNi-val kezeltünk, mely bizonyítottan képes katagént indukálni 

kísérleti körülmények között (Ito és mtsai, 2004). Az IFNi-kezelést követQen a szQrtüszQkbQl 

fagyasztott metszeteket készítettünk, majd morfológiai és immunhisztokémiai elemzés után 

elkülönítettük a katagén fázisban lévQket. (Katagénként definiáltuk az alábbi morfogenetikai 

változásokkal jellemezhetQ szQrtüszQket: vékony, lehúzódott DP, apoptótizált mártix 

keratinocyta réteg, csökkent melanintartalom. Ezen szQrtüszQk továbbá a kezeletlenekhez 

képest több apoptotizált, TUNEL-pozitív, illetve kevesebb proliferáló, vagyis Ki-67-pozitív 

keratinocytát tartalmaztak; Müller-Röver és mtsai, 2001; Stenn és Paus, 2001) (lásd alább). 

A kezeletlen (anagén VI) és IFNi-kezelt (katagén I-II) folliklusokon TRPV1-festést 

végezve megállapítottuk, hogy a TRPV1-immunreaktivitás jelentQsen megemelkedett az 

anagén-katagén transzformációt követQen (5. ábra, D, F). Statisztikai elemzés során 

szignifikáns különbséget tapasztaltunk az anagén és katagén szQrtüszQk ORS keratinocytáinak 

TRPV1 expresszójában: az immunhisztokémiai festések színintenzitásának denzitometriás 

analízise kimutatta, hogy a katagén follikusokban a TRPV1 expresszió intenzitás mértéke 

32,3 ‒ 6,8 %-kal nagyobb volt (átlag ‒ SEM, n = 20-30, p < 0,05) a kontroll (kezeletlen) 

csoport értékeihez viszonyítva. 

A TRPV1 humán hajfolliklusban történQ fehérje szint_ kimutatása után, kvantitatív Q-

PCR felhasználásával, a TRPV1-mRNS-t is kimutattuk az anagén VI-os follikulusokból 

készült homogenizátumban (5. ábra, H). Ebben az esetben a TRPV1-et overexpresszáló, 

rekombináns patkány sejtvonalakat (C6 és CHO) használtunk pozitív kontrollként (Lázár és 

mtsai, 2003 és 2004). Megállapítottuk, hogy a humán izolált hajfollikulusban a pozitív 

mintákkal összevethetQ mennyiségben van jelen a TRPV1. 
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A TRPV1-aktiváció dózisfüggQen és specifikusan gátolja a hajszál hossznövekedését szQrtüszQ 

szervkultúrában 

A TRPV1 humán szQrtüszQben való jelenlétének leírása fölvetette azt a kérdést, hogy a 

receptor milyen funkcionális szerepet tölthet be a szQrtüszQ különbözQ élettani folyamataiban. 

A kérdést tisztázandó elsQ lépésként azt vizsgáltuk, milyen hatással van a TRPV1 aktiváció a 

szQrtüszQ egyik legszembet_nQbb folyamatára, a hajszál kialakítására. Izolált humán 

szQrtüszQket szervkultúrában öt napon át kezeltünk a TRPV1 aktivátor kapszaicin (Bevan és 

mtsai, 1993) három különbözQ koncentrációjával (1, 10, 30 µM). A kezelés során naponta 

mértük a hajszál hosznövekedését mind a kontroll, mind a kapszaicin-kezelt csoportokban. A 

hossznövekedési adatokból növekedési görbét készítettünk, ahol a növekedés mértékét a 

kezeletlen csoport izolálás napján mérhetQ átlagos hosszára vonatkoztattuk. A kezelést 

követQen azt tapasztaltuk, hogy a kapszaicin, vagyis a TRPV1 specifikus stimulálása, 

dózisfüggQen gátolta a hajszálak hosszirányú növekedését (6. ábra, A). A 30 µM-os 

kapszaicin-kezelés során a kontrollhoz képest már a kezelés harmadik napján szignifikáns 

eltérést tapasztaltunk, míg a kezelés ötödik napjára a TRPV1-aktiválás a hossznövekedést a 

felére csökkentette. A kapszaicin 10 µM-ban való alkalmazása kisebb mérték_ növekedés-

gátlást okozott, ami a kezelés negyedik napjától már szintén szignifikánsnak bizonyult. 

Hogy meggyQzQdjünk a kapott hossznövekedést gátló hatás specifikusságáról, vagyis, 

hogy a növekedésben tapasztalt visszaesés valóban a TRPV1-aktiválás hatására következett-e 

be, újabb szervkultúrákat készítettünk. Ezekben a kapszaicin egyik hatásos koncentrációjának 

(10 µM) kiválasztása mellett a specifikus TRPV1-inhibitor iodo-resiniferatoxint (I-RTX) (100 

nM) alkalmaztuk (Wahl és mtsai, 2001), majd az elQzQhöz hasonlóan növekedési görbét 

készítettünk. A növekedési görbe tanulmányozása során megállapítottuk, hogy az I-RTX 

alkalmazása teljesen kivédte a kapszaicin okozta TRPV1-aktiválás hatását, ami a TRPV1 

hossznövekedés szabályozásában betöltött specifikus szerepére utal (6. ábra, B). Az 
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antagonista önmagában való alkalmazása a hossznövekedést kis mérték_, nem szignifikáns 

változását okozta (nem mutatva). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. ábra: A TRPV1-aktiváció dózisfüggQen és specifikusan gátolja a hajszál 
hossznövekedését szQrtüszQ szervkultúrában 

(A) A hajfollikulusokat (csoportonként átlagosan 18) 5 napon keresztül a kapszaicin (Kapsz) 
különbözQ (1, 10, 30 µM) koncentrációjával kezeltük, míg kontrollként DMSO-s kezelést 
alkalmaztunk. (B) A hajszálak hossznövekedése DMSO (kontroll), 10 µM kapszaicin és 10 µM 
kapszaicin és 100 nM I-RTX-szel való 5 napos inkubációt követQen. A hajszálakat naponta egyesével 
mértük, majd a hossznövekedést a kontroll hajszálak izolálás napján mért hosszára vonatkoztattuk. Az 
értékeket átlag ± SEM formában tüntettük fel, illetve a Student-féle t-teszt segítségével értékeltük ki. 
*: szignifikáns különbség (p < 0,05). A kísérletet háromszori ismétléssel végeztük.  
 

A kapszaicin által kiváltott TRPV1-aktiváció gátolja a márix keratinocyták proliferációját és 

apoptózist indukál 

A szervkultúrákban tenyésztett szQrtüszQket a kapszaicin-kezelés végeztével 

beágyaztuk, majd belQlük immunhisztokémiai célra metszeteket készítettünk. Mivel a TRPV1 

aktiválását követQen a szQrszál hossznövekedése jelentQsen lecsökkent, kíváncsiak voltunk, 

hogy a szQrszál elQállításában közvetetten résztvevQ mártix keratinocyták egyes 

sejtfolyamatai (proliferáció és apoptózis) változtak-e a kezelés hatására. A kontroll és 

kapszaicin-kezelt metszeteken a proliferáló és apoptótikus sejtek egyidej_ kimutatására 
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szolgáló Ki-67/TUNEL festéseket kivitelezve az Auberth-vonal alatt elhelyezkedQ mátrix 

keratinocytákat vizsgáltuk (7. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. ábra: A TRPV1-aktiváció gátolja a márix keratinocyták 
proliferációját és apoptózist indukál 

A proliferáció (Ki-67, piros) és apoptózis (TUNEL, zöld) egyidej_ jelölése kontroll (A) és 10 µM 
kapszaicin-kezelt (B) tenyésztett hajfollikulusokon. A sejtmagokat DAPI-val festettük (kék). DP: 
dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták. Eredeti nagyítás: 400x. (C) Az Auberth-vonal alatt 
található Ki-67- és TUNEL-pozitív sejtek százalékos aránya a teljes sejtszámra (DAPI-pozitív sejtek) 
vonatkoztatva. Az értékeket átlag ± SD formában tüntettük fel, illetve a Student-féle t-teszt 
segítségével értékeltük ki. *: szignifikáns különbség (p < 0,05). A kísérlet háromszori megismétlése 
hasonló eredményt adott. 

 

A kontroll, vagyis a görbe szerint gyorsabban növekedQ hajfollikulusok mátrix 

keratinocytáiban számos aktívan proliferáló sejtet találtuk, fQként a dermális papillát 

közvetlenül határoló sejtrétegekben. A szQrtüszQ bulbusában elhelyezkedQ mátrixban emellett 

elhanyagolható számú apoptótizált keratinocytát mutattunk ki (7. ábra, A). A TRPV1 

aktiválást követQen (7. ábra, B) viszont megfordult a proliferáló és apoptotikus sejtek aránya: 

a sejtek kb. 10%-a TUNEL-pozitív volt, vagyis programozott sejthalálon ment keresztül, míg 

az osztódó sejtek aránya a kontrollhoz képest jelentQsen lecsökkent (7. ábra, C). Mindez azt 
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mutatja, hogy a TRPV1 aktiváció során bekövetkezQ gátolt hajszálnövekedést a mátrix 

keratinocyták apoptózisa és csökkent mérték_ osztódása kíséri.  

 

A TRPV1 stimulálása anagén-katagén transzformációra jellemzQ morfológiai változásokat 

okoz 

A következQ lépésben a szQrtüszQkbQl készült metszeteken hematoxilin-eozin festést 

készítve tanulmányoztuk a kapszaicin-kezelt és nem kezelt csoportok morfológiáját (8. ábra). 

A vizsgálat során anagén és katagén kategóriákat felállítva (Müller-Röver és mtsai, 2001; 

Stenn és Paus, 2001) a follikulusokat valamelyik csoportba besoroltuk, majd kifejeztük az 

anagén és katagén összes follikulusra vonatkoztatott arányát (8. ábra, C). Megállapítottuk, 

hogy a kontroll follikulusok nagy része az anagén VI stádiumban lévQ szQrtüszQ jellegzetes 

képét mutatta (8. ábra, A), míg a kapszaicin-kezelés eredményeként számos, a korai 

regressziós, vagyis katagén fázisra jellemzQ szövettani változás lépett fel (8. ábra, B). A 

TRPV1 aktiválás hatására a DP elvékonyodott, a dermális fibroblasztok lefelé vándoroltak, 

majd orsó alakú formát vettek fel. A mátrix keratinocyták rétege szintén elvékonyodott, a 

hajszál és a dermális papilla között így egy hídszer_ sejtréteget alakult ki, a két kompartment 

ezáltal eltávolodott egymástól. JellemzQ volt továbbá a pigmentáció jelentQs csökkenése is a 

felhúzódott hajszálban. 

Adataink statisztikai elemzése során kiderült, hogy míg a kontroll esetben a szQrtüszQk 

kb. 80%-a anagén VI-os morfológiát mutatott, és csak a maradék kb. 20% volt a fenti 

morfológiai jegyekkel jellemezhetQ katagénben, addig a kapszaicin koncentrációjával 

párhuzamosan nQtt a katagén follikulusok aránya (8. ábra, C). A 10 µM-os kapszaicin-

kezelést követQen az arány kb. 60-40%, míg a 30 µM-os kapszaicin a follikulusok kb. 80%-

ában indukált korai katagén regressziót. 
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A TRPV1-stimulációt követQ morfológiai változásokat, vagyis az anagén-katagén 

indukciót támasztják alá a korábbiakban leírt, Ki-67/TUNEL festéssel kapott eredményeink is 

(7. ábra). Ennek megfelelQen a katagén indukció a proliferáció és hossznövekedés gátlásával, 

valamint az apoptózis indukciójával járt együtt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

8. ábra: A TRPV1-stimuláció katagén transzformációt indukál 
a tenyésztett szQrtüszQkben 

Izolált szQrtüszQket 5 napon keresztül 10 µM kapszaicinnel kezeltünk (B), majd a belQlük készült 
metszeteken hematoxilin-eozin festést végezve meghatároztuk (C) az anagén illetve katagén 
százalékos arányát a kontroll follikulusokhoz (A) képest. Az anagén-katagén elkülönítése az 
irodalomban meghatározott kritériumok szerint történt (csökkent pigmentáció, elvékonyodott mátrix 
keratinocyta, MK és leszálló dermális papilla, DP réteg). Eredeti nagyítás: 100x. Az adatokat átlag ± 
SEM formában tüntettük fel. *: szignifikáns eltérés (p < 0,05).  
 

Minthogy a kapszaicin-kezelést követQen a szQrtüszQkben a korai katagén 

kialakulásával jelentQs pigmentáció-csökkenést tapasztaltunk, szerettük volna kideríteni, hogy 

ez elsQdlegesen a katagén-indukció, vagy a direkt TRPV1-stimuláció miatt következett-e be. 

Ennek érdekében egy újabb szervkultúrát indítottunk. A follikulusokat 30 µM kapszaicinnel 

kezeltük, majd naponta belQlük kb. 20-at beágyaztunk, metszettük, hematoxilin-eozinnal 

megfestettünk és vizsgáltuk a nulladik naphoz képest bekövetkezQ morfológiai változásokat. 
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Azt tapasztaltuk, hogy körülbelül a harmadik napon kezdenek megjelenni a katagén késQbbi 

kialakulására utaló finom morfológiai változások. Ezért a két napig tenyésztett follikulusokból 

készült metszeteket használtuk további vizsgálatainkra, melyek még bizosan anagén VI-os 

fázisban vannak, és nem láthatók rajtuk a katagén transzformáció jegyei. A kiválasztott 

metszeteken ezután a melanin-szemcsék láthatóvá tételére a Fontana-Masson festést 

alkalmaztuk (9. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

9. ábra: A TRPV1-aktiválás közvetlenül nem befolyásolja a pigmentációt 
A TRPV1-aktivációt követQen (B) nem változik meg szignifikánsan a Fontana-Masson eljárás 
segítségével kimutatott pigmentációs mintázat a tenyésztett, izolált follikulusokban a kontrolléhoz 
képest (A). Eredeti nagyítás: 100x. DP: dermális papilla 
 

Összehasonlítottuk a kezeletlen (9. ábra, A) és két napos kapszaicin-kezelt (9. ábra, 

B) follikulusokban a feketére festQdött melanin mennyiségét, és azt tapasztaltuk, hogy nincs 

szignifikáns eltérés a két csoport között. Ez arra enged következtetni, hogy a pigmentáció 

csökkenése inkább a katagén fázis kialakulásával párhuzamosan zajló, általában 

megfigyelhetQ morfológiai változásokra vezethetQ vissza, és nem a TRPV1-stimuláció 

elsQdleges hatásaként jön létre. Ezt támasztja alá az a megfigyelésünk is (ld. 5. ábra, G), 
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miszerint a tenyésztett szQrtüszQkben a pigmentáció kialakításáért felelQs melanocytákon nem 

tudtunk TRPV1expressziót kimutatni.  

 

A TRPV1-aktiváció nem befolyásolja a differenciálódási marker filaggrin expresszióját 

A kapszaicin hatására bekövetkezett morfológiai változások és katagén kialakulása 

felvetette annak a lehetQségét is, hogy a TRPV1-aktiváció a keratinocytákban 

differenciálódási folyamatokat indíthat be. A differenciálódás során a keratinocyták 

génexpressziós mintázata megváltozik, mely folyamat során néhány molekula expressziója 

megnQ. Ilyen pl. a filaggrin is, amit ezért a differenciálódási markerként tart számon az 

irodalom (Lenoir és mtsai, 1988). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

10. ábra: A TRPV1-aktiváció nem befolyásolja a differenciálódási marker 
filaggrin expresszióját 

A differenciálódási marker filaggrin immunfluoreszcens jelölése kontrol (A) és kapszaicin kezelt (B; 
10 µM, 3 nap) szQrtüszQ külsQ gyökérhüvely keratinocytáiban (ORS) az istmus régióban. Eredeti 
nagyítás: 100x. A festések nem mutatnak szignifikáns különbséget a két csoport között 
(denzitometriás értékek a szövegben). 
 

Ebben a kísérletben is azokat a follikulusokat használtuk, melyek még nem mutattak 

katagénre utaló morfológiai jegyeket, hiszen a katagén-transzformáció is együtt járhat a 

follikulus-epithelium differenciálódási folyamatainak megváltozásával. Kapszaicin kezelt és 
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kontroll szQrtüszQkön elvégeztük a filaggrin immunfloureszcens jelölését (10. ábra, A, B). 

Mindkét esetben hasonló volt a filaggrin expresziós mintázata; immunreaktivitást találtunk a 

terminálisan differenciálódott ORS keratinocytákon, az IRS keratinocyták minden rétegében, 

de nem festQdtek a mártix keratinocyták aktívan proliferáló és még nem differenciálódott 

sejtjei. A filaggrin expresszió kvantitatív összehasonlítására az ORS keratinocyták területén 

mindkét csoportban azonos nagyságú területeket jelöltünk ki, majd elemeztük az ott talált 

festés színintenzitását. A denzitometriás adatok azt mutatták, hogy nincs szignifikáns eltérés a 

két csoport között. A kontroll follikulusok esetében a mért denzitometriás érték 76,8 ‒ 6,3 a 

kezelést követQen 80,3 ‒ 4,8-ra „változott” (átlag ‒ SEM, n = 15, p > 0,5). MindebbQl arra 

következtethetünk, hogy a TRPV1-aktiváció nem befolyásolja lényegesen a follikuláris 

epithelium differenciálódási folyamatait; a katagén indukció során bekövetkezQ morfológiai 

változások és a hossznövekedésben tapasztalt visszaesés valószín_leg inkább a keratinocyták 

proliferációjának gátlásán és közvetlen apoptózis-indukción alapulhat.  

 

A TGFく2 jelátviteli útvonal részt vehet a hajnövekedést gátló TRPV1 szignalizációban 

 A TGFく2 a hajciklus negatív regulátoraként számon tartott molekula (Philpott és 

mtsai, 1994b; Foitzik és mtsai, 2000; Soma és mtsai, 2002); azaz gátolja a hossznövekedést az 

érett anagén VI follikulosokban in vitro, ami anagén-katagén transzformációval, illetve 

apoptózis-indukcióval jár. Mivel ezek a hatások igen hasonlóak azokhoz, amit mi a TRPV1-

stimuláció során tapasztaltunk, felmerült az a lehetQség, hogy a TGFく2 esetleg szerepet 

játszhat a TRPV1-aktiválás során tapasztalt jelenségek kialakulásában.  

Rövid idej_ kapszaicin kezelést követQen ezért immunfluoreszcens technika 

segítségével megvizsgáltuk a TGFく2 kifejezQdését a kontroll follikulusokhoz viszonyítva (11. 

ábra). A kezeletlen follikulusokban (11. ábra, A) a TGFく2 fehérje fQleg az ORS 
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keratinocytákra lokalizálódott, ugyanakkor elhanyagolható immunflureszcens expresszió volt 

tapasztalható a mátrix keratinocyták régiójában (a DP fibroblasztjain nem volt immunjel). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

11. ábra: A TRPV1-stimuláció hatására megnQ a TGFく2 expressziós szintje in vitro 
A TGFく2 immunfluoreszcens kimutatása kontroll (A) és kapszaicin-kezelt (B; 10 µM, 3 nap) 
szQrtüszQn. Megemelkedett TGFく2 expresszió látható a kapszaicin-kezelt follikulusok mártix 
keratinocytáiban (MK) és dermális papillájában (DP). A kék fluoreszcens szín a DAPI-val történt 
magfestést jelöli. Eredeti nagyítás: 400x. (C) A TGFく2 mRNS szint_ összehasonlítása kontroll és 
kezelt follikulusokban  RT-PCR módszerrel. BelsQ kontrollként く-aktint használtunk. Sávok: 1: cDNS 
nélküli reakció (negatív kontroll), 2: 1 napos kontroll, 3: 1 napos kapszaicin kezelt (10 µM), 4: 2 napos 
kontroll, 5: 2 napos kapszaicin-kezelt minta. Bp: bázispár. (D) Az mRNS mennyiségét a く-aktinra 
vonatkoztatva denzitometriásan elemeztük. A kapszaicin-kezelt csoportoknál kapott értékeket 
átlag ± SEM formában tüntettük fel. *: szignifikáns eltérés (p < 0,05). 

 

A TRPV1-stimulációt követQen (11. ábra, B) azonban jelentQsen megváltozott a 

TGFく2 szöveti eloszlása. Igen aktív immunreaktivitást tapasztaltunk az említett ORS 

keratinocytákon kívül a bulbus mátrix keratinocytáin is, sQt a festések nagy részében a DP 

fibroblasztjain is megjelent a TGFく2-fehérje. A TGFく2 expresszió intenzitását ismét 

denzitometriásan hasonlítottuk össze a két csoportban, ami azt mutatta, hogy a kezelt 

follikulusok szignifikánsan (p < 0,001) intenzívebb, 132,8 ‒ 13%-kal nagyobb expresszióval 

jellemezhetQk (átlag ‒ SEM, n = 15). Hasonló eredményt kaptunk a TGFく2 mRNS szint_ 
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összehasonlításakor is (11. ábra, C). A két napos kapszaicin-kezelést követQen szignifikáns 

módon megemelkedett a TGFく2-mRNS szintje a kontroll, illetve az egy napos kapszaicin-

kezelés értékeihez képest is (11. ábra, D). 

KövetkezQ szervkultúránkban a szQrtüszQket a kapszaicinnel együtt TGFく2-ellenes 

neutralizáló antitesttel inkubáltuk annak kiderítésére, hogy mennyiben felelQs a TGFく2 a 

kapszaicin által kiváltott hatások közvetítésében. Növekedési görbét készítve azt tapasztaltuk, 

hogy a neutralizáló antitesttel végzett kezelés csak részben volt képes kivédeni a kapszaicin 

által kiváltott hossznövekedést gátló hatást (35,2 ‒ 6%-os csökkenés a kapszaicin gátló 

hatásában, átlag ‒ SEM, p < 0,05, n = 6) (ábrán nem mutatva) FeltételezhetQ tehát, hogy az 

általunk megfigyelt jelenségek egy része a TGFく2 felszabadításának közvetlen 

következménye lehet, míg más, ettQl eltérQ szabályozási utakkal is számolnunk kell (lásd 

alább). 

 

A TRPV1 az ORS keratinocytákban is megtalálható 

 Eddigi funkcionális kísérleteink során izolált, tenyésztett szQrtüszQket használtunk 

kísérleti modellként, mely segítségével a TRPV1-aktiváció hatásait vizsgáltuk a miniszerv 

különbözQ élettani folyamataira in vitro. A továbbiakban a TRPV1-stimuláció celluláris 

hatásait kívántuk tanulmányozni, részben eddigi eredményeink megerQsítésére, részben 

további, fQleg a kapszaicin hatásmechanizmusával kapcsolatos kérdések tisztázására. 

Sejtszint_ kísérleteinket az ORS keratinocytákból készített primer kultúrán végeztük, 

párhuzamosan az immortalizált, epidermális eredet_, TRPV1-et bizonyítottan (Southall és 

mtsai, 2003) expresszáló HaCaT keratinocytákkal.  

Mind immunhisztokémia, mind Western blot segítségével sikerült kimutatnunk a 

TRPV1-t tenyésztett ORS sejteken (12. ábra, A, B). A Western blot során megállapítottuk, 

hogy a pozitív kontrollként használt HaCaT sejtekkel összevethetQ mennyiségben fejezQdik ki 
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a TRPV1 az ORS keratinocytákban, míg a humán dermális fibroblasztok esetében nem 

találtuk meg a TRPV1 jelenlétére utaló immunsávot. Kapott eredményeink ellenQrzésére, 

illetve a receptor mRNS szint_ kimutatására ismét Q-PCR-t végeztünk (12. ábra, C). A 

reakciót a már korábban is használt humán hajfolliklus, normál humán epidermális és HaCaT 

keratinocyta, valamint dermális fibroblaszt mintákkal párhuzamosan futtattuk. A Western blot 

kysérletek során tapsttaltakkal megegyezQen kimutattuk, hogy a folliklussal és keratinocyta 

tenyészetekkel összehasonlítható mennyiségben fejezQdik ki a TRPV1-mRNS az ORS 

homogenizátumban (a növekvQ cDNS- mennyiségnek megfelelQen nQtt a felsokszorozott 

PCR termékek mennyisége). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

12. ábra: A TRPV1 kifejezQdik a tenyésztett ORS keratinocytákban 
(A) TRPV1-ir (zölddel) tenyésztett ORS keratinocytákban. A magok (kékkel) festése DAPI-val 
történt. Eredeti nagyítás. 630x. (B) A TRPV1 Western blottal történQ kimutatása ORS és HaCaT 
keratinocyták, valamint humán dermális fibroblasztok (HDF) homogenizátumából. A nyíl a 
fehérjesávok becsült molekulasúlyát jelöli (kb. 90 kDa). (C) A TRPV1 expresszió Q-PCR-ral történQ 
vizsgálata humán hajfollikulusban és tenyésztett sejtekben. Az expresszió értékeit a GAPDH 
mennyiségére normáltuk. NHEK: normál humán epidermális keratinocyták, HF: szQrtüszQ. Az 
értékeket átlag ± SEM formában adtuk meg, a mérések háromszori ismétlésével. 

HDF ORS HaCaT

200 800 3200
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

A
 T

R
P

V
1 

m
R

N
S 

re
la

tí
v 

m
en

ny
is

ég
e

Kiindulási cDNS mennyiség (ng)

 HF
 ORS
 HDF
 HaCaT
 NHEK

A B

C

HDF ORS HaCaT

200 800 3200
0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

A
 T

R
P

V
1 

m
R

N
S 

re
la

tí
v 

m
en

ny
is

ég
e

Kiindulási cDNS mennyiség (ng)

 HF
 ORS
 HDF
 HaCaT
 NHEK

A B

C



 49

A tenyésztett sejtek esetében megfigyelt eredményeink tehát összecsengenek mind a 

bQrben, mind a tenyésztett szQrtüszQkkel végzett fent bemutatott kísérletek adataival, hiszen a 

keratinocyták különféle típusaira, illetve rétegeire jellemzQ volt a TRPV1 expresszió, míg a 

fibroblasztok nem fejezték azt ki. 

 

A TRPV1, a HaCaT keratinocytákhoz hasonlóan az ORS keratinocytákban is funkcionális 

Ca2+-csatornaként m_ködik 

A TRPV1 számos neuronális és non-neuronális sejten, többek között a HaCaT 

keratinocytákon is funkcionális Ca2+-permeábilis csatornaként m_ködik (Inoue és mtsai, 

2002). Ezért további kísérletünkben arra voltunk kíváncsiak, hogy milyen hatással van a 

TRPV1-aktiváció az ORS sejtek Ca2+-homeosztázisára. Az ORS keratinocyták mellett 

méréseinket pozitív kontrollként a HaCaT-tenyészeten is elvégeztük (13. ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

13. ábra: A TRPV1 aktiválása az [Ca2+]i növekedését eredményezi az ORS sejtekben 
A fura 2-AM-töltött sejteket kapszaicin különbözQ koncentrációival (1, 3, 10 µM) kezeltük illetve 10 
µM kapszaicin és 100 nM I-RTX együttes kezelését alkalmaztuk 1,8 mM Ca2+-tartalmú Tyrode-
oldatban, majd meghatároztuk az [Ca2+]i-t. Az adatok átlag ± SEM formában láthatók. Átlagosan 15-
20 sejtet mértünk minden csoport esetében. *: szignifikáns (p < 0,05) különbség a nem kezelt és 
kapszaicin-kezelt sejtek között, **: szignifikáns különbség a kapszaicin+I-RTX-kezelt és 10 µM 
kapszaicin-kezelt sejtek [Ca2+]i  szintje között. 
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A fedQlemezre szélesztett keratinocytákat folyamatosan 1,8 mM Ca2+-tartalmú Tyrode 

oldattal mostuk, majd a sejteket 1, 3 és 10 µM kapszaicinnel kezeltük, végül mértük a 

kapszaicin hozzáadását követQ [Ca2+]i-változást. Megállapítottuk, hogy a kapszaicin mind az 

ORS, mind a HaCaT keratinocytákban hasonló módon változtatta meg a [Ca2+]i-t: a növekvQ 

mennyiség_ kapszaicinnel párhuzamosan nQtt az [Ca2+]i mennyisége. Kimutattuk továbbá, 

hogy a TRPV1-antagonista I-RTX mindkét sejttípus esetében megakadályozta a 10 µM 

kapszaicin által okozott [Ca2+]i növekedést, ami ismét a TRPV1 direkt, specifikus 

aktiválódására utal. Fontos megjegyezni, hogy a Ca2+-mentes Tyrode oldatban végzett 

méréseink során egyik kapszaicin koncentráció sem váltott ki [Ca2+]i változást (nem mutatva), 

ami ugyancsak a TRPV1-on keresztüli specifikus Ca2+-beáramlásra utal. 

 

A TRPV1-aktiváció gátolja a proliferációt és apoptózist indukál tenyésztett ORS és HaCaT 

keratinocytákon 

A szQrtüszQ szervkultúrán végzett kísérleteink során arról számoltunk be, hogy a 

TRPV1-stimuláció a regressziós fázis jellegzetes morfológiai jegyeinek megjelenésével 

párhuzamosan a szQrtüszQ mártix keratinocytáiban, illetve az ORS rétegben apoptózist 

indukált és gátolta a sejtproliferációt. Ezen sejtfolyamatok vizsgálatát lehetQségünk volt 

tenyésztett ORS és HaCaT keratinocytákon is elvégezni, arra a kérdésre fókuszálva, hogy 

milyen mechanizmuson keresztül valósulhatnak meg ezek a hatások.  

Az ORS és HaCaT keratinocyták proliferációjának BrdU ELISA módszerrel való 

nyomonkövetése során kiderült, hogy a kapszaicin (a korábbiakban tapasztaltakkal 

összhangban) szignifikánsan, dózisfüggQen csökkentette az osztódó ORS és HaCaT 

keratinocyták számát 2 mM Ca2+-tartalmú SFM oldatban (14. ábra). Az eddigiekhez 

hasonlóan megállapítottuk továbbá, hogy a TRPV1 antagonista I-RTX hatásosan kivédte a 

kapszaicin proliferációt gátló hatását. 
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14. ábra: A TRPV1-stimuláció [Ca2+]e-függQen gátolja a sejtproliferációt 
A HaCaT és ORS keratinocytákat 96-lyukú lemezen négyszeres ismétléssel tenyésztettük és a 
kapszaicin különbözQ koncentrációival (1, 3, 10, 30 µM) illetve 30 µM kapszaicinnel és 100 nM iodo-
RTX-szel (I-RTX) együttesen kezeltük 72 órán keresztül. Ugyanazon kísérletet magas (2 mM) és 
alacsony (0,4 mM) Ca2+ jelenlétében is elvégeztük. Az adatokat átlag ± SEM formában fejeztük ki a 
kezeletlen sejtek értékeinek százalékában. *: szignifikáns (p < 0,05) különbség a nem kezelt és 
kapszaicin-kezelt sejtek között, **: szignifikáns különbség a kapszaicin+I-RTX-kezelt és 30 µM 
kapszaicin-kezelt sejtek értékei között. 
 

Ugyanezt a kísérletet alacsony, 0,4 mM Ca2+-tartalmú oldatban is elvégeztük (14. 

ábra). Azt tapasztaltuk, hogy az alacsony Ca2+-tartalmú oldatban a kapszaicin proliferációt 

gátló hatása kevésbé érvényesül. Azaz, míg a magasabb [Ca2+]e jelenlétében már a kapszaicin 

3 µM-os koncentrációja is szignifikáns eltérést okozott, addig alacsony [Ca2+]e mellett 

ugyanezt a hatást csak tízszeres agonista koncentráció alkalmazásával tudtuk elérni mind 

ORS, mind HaCaT keratinocyták esetében. Ezen eredményekbQl levonható a következtetés, 

hogy az ORS és HaCaT keratinocytákban a VR1-stimulációt követQ proliferáció csökkenés 

valószín_leg az (extracelluláris eredet_) [Ca2+]i növekedése által valósul meg. FeltételezhetQ 

továbbá, hogy, és ezen mechanizmus szerepet játszik a hajfollikulusokban tapasztalt 

jelenségek kialakulásában is. 

Az ORS keratinocyták proliferációs és apoptótikus markereinek szélesebb kör_ 

tanulmányozására szolgált az áramlási citometriás méréssorozatunk is. A magas 

kalciumtartalmú SFM-ben tenyésztett ORS keratinocytákat 2 napon át 10 µM kapszaicinnel 

kezeltük, majd elvégeztük a citometriás mérést. A proliferációs marker Ki-67 és PCNA 
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kapszaicin- kezelést követQ szignifikáns csökkenése (4. táblázat) eddigi eredményeinket 

támasztja alá, miszerint a TRPV1 aktiváció ezen sejtekben a sejtosztódás ütemének 

csökkenésével jár. Ezzel párhuzamosan az Annexin-V apoptózis marker szintje viszont 

megemelkedett (4. táblázat), ami szintén összhangban van a follikulus mátrix 

keratinocytáiban megfigyelt apoptótikus folyamattal (7. ábra). 

 

4. táblázat: A kapszaicin-kezelés hatása az ORS keratinocyták különbözQ markereire 

Marker A kapszaicin hatása a 
kontroll %-ában 

Proliferáció 
    Ki-67 73,8  7* ( ) 
    PCNA 71,6  9*( ) 
Apoptózis 
    Annexin-V 143  8* ( ) 
Differenciálódás 
    CK-14 94,2 ‒ 11 
    CK-17  98,3 ‒ 6 
    Filaggrin 102,3 ‒ 8 
    Involucrin 95,1 ‒ 13 
A hajnövekedést elQsegítQ faktorok 
    HGF 63,5  81* ( ) 
    IGF-I 53  9* ( ) 
    SCF 74,9  6* ( ) 
A hajnövekedést gátló faktorok 
    FGF-5 95 ‒ 5 
    IFNi  91,3 ‒ 9 
    IL-1   143,7  5* ( ) 
    TGF 2  128,6  6* ( ) 
    TNFc  98,6 ‒ 4 

 
Az ORS keratinocytákat 2 napon keresztül 10 oM kapszaicinnel kezeltünk magas Ca2+-
tartalmú oldatban, majd az általunk kiválasztott markerek expresszióját áramlási citometria 
segítségével vizsgáltuk. A nem kezelt kontroll follikulusokban mért expressziós szinteket 
100%-nak tekintve az adatokat átlag ‒SEM formátumban adtuk meg. *-gal jelöltük a 
szignifikáns (p < 0.05) változásokat. 

 

Amint az a 4. táblázatban is látható, a TRPV1 aktiválása áramlási citometriás 

vizsgálataink során sem okozott szignifikáns eltérést a cytokeratin-14, -17, filaggrin és 
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involucrin differenciálódási markerek expressziójában. Ez alátámasztani látszik azon 

korábban részletezett elképzelésünket, hogy a TRPV1-aktiválás valószín_leg direkt apoptózis-

indukciót okoz, miközben nem módosítja a szQrtüszQk differenciálódási programját.  

 

A TRPV1-aktiváció megváltoztatja a hajciklus szabályozó molekuláinak kifejezQdését 

tenyésztett ORS keratinocytákban 

 További áramlásos citometriás mérést végezve utolsó lépésként azokat a citokineket és 

növekedési faktorokat vizsgáltuk, melyeket a hajciklus pozitív vagy negatív regulátoraiként 

ismerünk (4. táblázat). Megállapítottuk, hogy a kapszaicin kezelést követQen szignifikánsan 

csökkent a pozitív szabályozó HGF, IGF-I és SCF citokinek kifejezQdése, míg a negatív 

regulátor IL-1く és a már említett TGFd2 megnövekedett mennyiségben volt kimutatható. Az 

általunk kiválasztott további molekulák (FGF-5, IFNi, és TNFc) expressziójára a TRPV1 

aktiváció nem gyakorolt szignifikáns hatást. 
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MEGBESZÉLÉS 

 
A TRPV1 kifejezQdése humán bQrben és a bQr függelékeiben 

Az utóbbi években számos kutatócsoport számolt be arról, hogy a vanilloid receptor 

TRPV1 funkcionális formában kifejezQdik a humán bQr epidermiszében, illetve az 

epidermális eredet_ HaCaT sejtvonalban (Denda és mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; 

Southall és mtsai, 2003). Ezen megfigyelések sarkalltak minket arra, hogy megvizsgáljuk, 

hogy ez az expresszió csupán az epidermiszre korlátozódik-e, vagy elQfordul a bQr más 

sejttípusaiban is.  

Erre a kérdésre keresve a választ, vizsgálataink elsQ részében a TRPV1-et sikerült 

kimutatnunk a már említett epidermális keratinocytákban (4. ábra), az eddig leírt irodalmi 

adatokat azzal kiegészítve, hogy a TRPV1-immunreaktivitás fQleg a bazális, vagyis 

proliferáló keratinocytákban volt erQs, a differenciálódással (vagyis a felszínes sejtrétegek felé 

haladva) a TRPV1 mennyisége csökkent (4. ábra, A). Az irodalomban elsQként mutattuk ki 

továbbá, hogy az epidermiszben a keratinocyták mellett a Langerhans-sejtek is kifejezik a 

TRPV1 antigént (4. ábra, B). A dermiszben elhelyezkedQ szenzoros neuronokon kívül 

ugyanakkor számos más, nem-neuronális elemen is megtaláltuk a receptort; úgymint a 

faggyúmirigyekben, verejtékmirigyek epitheliumán, az erek endotheliumában és simaizom 

sejtjeiben, a dermális simaizom kötegekben, valamint a dermális hízósejteken (4. ábra, C-F). 

A bQr epidermális keratinocytáihoz hasonlóan a szQrtüszQ (mind a bQrben in situ, mind a 

szervtenyészetekben) különféle keratinocytáiban is detektálható volt a receptor (5. ábra): 

mind az ORS, mind az IRS, valamint a mátrix keratinocyták is kifejezték a TRPV1-et, 

szemben a fibroblasztokkal (CTS és DP) és melanocytákkal. Hasonló megfigyelésekrQl 

számolt be Ständer (Ständer és mtsai, 2004) tQlünk független munkájában. Fontos 

megjegyezni, hogy a mátrix, valamint gyökérhüvely keratinocyták esetében a TRPV1 

expressziós mintázata szignifikáns módon megváltozott (megemelkedett) a follikulusok INF-け 
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indukálta katagén transzformációját követQen (5. ábra, C-F), mely arra utalhat, hogy a 

szQrtüszQben megfigyelhetQ ciklikus változások jelentQs mértékben képesek a TRPV1 

expressziójának szabályozására. 

Eredményeink azt mutatják tehát, hogy a TRPV1 a bQr számos, akár eltérQ eredet_ és 

m_ködés_ sejtjén is jelen van. Ezzel tovább bQvül a TRPV1-et expresszáló nem neuronális 

jelleg_ szövetek száma, hasonlóan más olyan receptorokhoz (pl. kolinerg, tachykinin, 

glutamát és kannabinoid receptorok), amelyeknek korábban csak idegrendszeri struktúrákban 

tulajdonítottak szerepet (Genever és mtsai, 1999; Nguyen és mtsai, 2001; Kanda és mtsai, 

2002; Casanova és mtsai, 2003). 

 

A TRPV1 funkcionális szerepe a szQrtüszQ biológiai folyamatainak szabályozásában 

A TRPV1 ilyen széleskör_ kifejezQdése a bQrben; az eltérQ differenciáltsági fokú 

keratinocyták különbözQ expressziós mintázata; valamint a follikulusok katagén 

transzformációját követQen a TRPV1 megnövekedett mérték_ kifejezQdése rögtön fölvetette a 

következQ kérdést: mi lehet a receptor szerepe ebben a rendszerben? 

SzQrtüszQ szervkultúrát használva, a follikulusokat a TRPV1 agonista kapszaicinnel 

kezelve azt tapasztaltuk, hogy a TRPV1 aktiválása dózisfüggQ módon meggátolta a hajszál 

hossznövekedését (6. ábra). Ez a hossznövekedést gátló hatás kivédhetQ volt a TRPV1-

antagonista I-RTX-nal, ami a jelenség specifikus mivoltát erQsítette. Ezzel párhuzamosan 

morfológiai vizsgálataink során azt tapasztaltuk, hogy a hossznövekedés csökkenése együtt 

járt a korai katagén stádiumhoz hasonló jegyek kialakulásával (7. ábra). Vagyis a hajszál 

képzQdésének lelassulását feltehetQleg egy olyan komplex folyamat kísérte, amely a szQrtüszQ 

számos kompartmentjére kiterjedQ változásokra vezethetQk vissza. Mint arról már számos 

szerzQ beszámolt, a katagén létrejöttét a fQleg keratinocytákra és melanocytákra kiterjedQ 

programozott sejtelhalás kíséri (Lindner és mtsai, 1997; Tobin és mtsai, 1998; Müller-Röver 
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és mtsai, 1999, Tobin és Paus, 2001). Hasonló jelenséget tapasztaltunk mi is kísérleteink 

során; vagyis a kapszaicin-kezelést követQen a mátrix keratinocytákban számos TUNEL-

pozitív, azaz apoptotizált sejtet detektáltunk, míg a proliferáló (Ki-67 pozitív) sejtek száma 

jelentQsen lecsökkent (7. ábra). Ezen eredményünk összhangban van más kutatócsoportok 

által leírt megfigyelésekkel, miszerint a TRPV1 aktivációja in vitro apoptózis létrejöttét 

eredményezi számos sejttípusban, például glia sejtekben (Bíró és mtsai, 1998a), timocitákon 

(Amantini és mtsai, 2004), valamint a légútak (Veronesi és mtsai, 1999; Agopyan és mtsai, 

2004) és az emlQ epithelialis sejtjeiben (Kang és mtsai, 2003). 

A kísérleteinkben tapasztalt hossznövekedés gátlása, valamint a katagén kialakulása, 

melyet a mátrix keratinocyták osztódási ütemének csökkenése és apoptózisa kísért, nagy 

meglepetésünkre nem járt együtt a filaggrin-expresszió által jelölt terminális 

differenciálódással, hiszen nem találtunk eltérést a kontroll és kapszaicin-kezelt szQrtüszQk 

differenciálódási markerének expressziós mintázatának intenzitásában (10. ábra) (lásd alább). 

Eredményeink alapján ugyanakkor úgy t_nt, hogy összefüggés lehet a hajciklust negatívan 

szabályozó TGFく2 és a TRPV1 jelátviteli útvonala között (11. ábra). A kapszaicin-kezelt 

follikulusok esetében ugyanis igen jelentQs TGFく2 expresszió-növekedést tapasztaltunk mind 

fehérje, mind mRNS szintjén. Mivel azonban a TGFく2-t neutralizáló antitest a kapszaicin 

növekedést gátló hatását csak részlegesen védte ki, azt kell feltételeznünk, hogy a TGFく2 bár 

nagy valószín_séggel szerepet játszik a TRPV1 hatásainak közvetítésében, más jelátviteli 

útvonalak befolyásával is számolnunk kell. Mindazonáltal az irodalomban ez az elsQ olyan 

megfigyelés, mely a TGFく2 és a TRPV1 jelátviteli útvonalának konvergenciáját mutatja be. 

Ehhez hasonló, de más faktorok termelQdését érintQ összefüggésekrQl korábban már többen is 

beszámoltak; a TRPV1 aktivációjának hatására citokinek és más növekedést befolyásoló 

molekulák (interleukinek, prosztaglandinok) szabadulnak fel például hízósejtekbQl (Bíró és 
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mtsai, 1998b), bronchialis epitheliumból (Veronesi és mtsai, 1999), illetve keratinocytákból 

(Southall és mtsai, 2003). 

Ezen megfigyelésünket erQsítették a tenyésztett ORS keratinocytákkal kapott 

eredményeink is. Megállapítottuk, hogy az ORS sejtek kapszaicinnel való kezelése 

megváltoztatta számos, a hajciklus szabályozásában fontos szabályozó szerepet betöltQ 

citokin és növekedési faktor kifejezQdésének intenzitását (4. táblázat). Szignifikánsan 

csökkent a pozitív szabályozó HGF, IGF-I és SCF faktorok termelése, míg a negatív regulátor 

IL-1く és a már említett TGFd2 expressziója szignifikánsan megnQtt. Úgy t_nik tehát, hogy a 

TRPV1 aktivációja beavatkozik az ORS keratinocyták, így a hajfollikulusok citokinjeinek és 

növekedési faktorainak termelésébe, vagyis a TRPV1 a növekedés és fejlQdés kulcsmolekulái 

expressziójának módosítása, valamint az apoptózis és proliferáció szabályozásán keresztül a 

szQrtüszQ komplex biológiai folyamatainak is központi irányítója lehet. 

Ezen hipotézist, miszerint a TRPV1 szignalizáció számos, korábban nem elemzett 

celluláris mechanizmust is befolyásol, további (egyelQre csak elQzetes eredményként 

értelmezhetQ) adataink is alátámasztani látszanak. MicroArray alkalmazásakor – mely 

kísérletekben 1300, a dermatológiai kutatások során jelentQs relevanciával bíró gén 

expresszióját vizsgáltuk – kimutattuk, hogy kapszaicin alkalmazása (szQrtüszQ szervkultúra, 

10 oM kapszaicin, 2 napon keresztül) jelentQsen megemelte a szQrtüszQ növekedését gátló 

IGF-I binding protein-3 (Hembree és mtsai, 1999), a growth/differentiation factor-

15/macrophage inhibitory cytokine-1/placental TGFd (Welsh és mtsai, 2003), valamint az 

activin dA (Nakamura és mtsai, 2003) gének expresszióját. A TRPV1-aktiváció ugyanakkor 

nagymértékben lecsökkentette a matrix GLA-protein precursor (MGP) gén szintjét, melyrQl 

korábban bebizonyosodott, hogy a szQrtüszQben a bone morphogenic protein-2/TGFd 

jelátviteli folyamatsor inhibitoraként m_ködik (Nakamura és mtsai, 2003). Habár ezen kezdeti 

adataink további megerQsítést (ismétlések, Q-PCR analízis) igényelnek, egyértelm_en 
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rámutatnak a TRPV1-kapcsolt jelátviteli folyamatok sokkal széleskör_bb vizsgálatának 

szükségességére. 

Kísérleteink során kitértünk annak tanulmányozására is, hogy a TRPV1 szerepet 

játszhat-e a szQrtüszQ pigmentációs folyamatainak szabályozásában (9. ábra). Az öt napos 

kapszaicin-kezelést követQen a katagén létrejöttével párhuzamosan ugyanis azt tapasztaltuk, 

hogy a pigmentációs mintázat is jelentQsen megváltozott a kontrolléhoz képest. Mivel tudjuk, 

hogy a melaninképzés csökkenése és a melanocyták apoptózisa a katagén kialakulásával 

párhuzamosan következnek be (Müller-Röver és mtsai, 2001), kíváncsiak voltunk, hogy a 

pigmentáció csökkenése elsQdlegesen a TRPV1 aktivációnak vagy a katagént kísérQ 

folyamatoknak tudható-e be. A melanintartalmat ezért olyan kapszaicin-kezelt follikulusokon 

is meghatároztuk, amelyek még nem szenvedtek anagén-katagén transzformációt, de a 

TRPV1-aktiváció néhány napon át már kifejthette hatását. Ekkor nem tapasztaltunk 

szignifikáns eltérést a kontroll és kezelt follikulusok közt, vagyis a TRPV1 feltételezhetQen 

nem játszik közvetlen szerepet a pigmentképzés szabályozásában. Ezt a tényt látszik 

alátámasztani korábbi megfigyelésünk is, miszerint a bQr epidermális és follikuláris 

melanocytái nem expresszálják a TRPV1-et (4. és 5. ábrák). 

Kísérleteink során a TRPV1 sejtszint_ szerepét is vizsgáltuk, tenyésztett ORS, illetve 

az epidermális immortalizált HaCaT keratinocytákat alkalmazva kísérleti modellként. A 

TRPV1 fehérjét, valamint a specifikus mRNS szakaszt sikerrel mutattuk ki tenyésztett ORS 

keratinocytákban, a pozitív kontrollként használt HaCaT keratinocytákéval összevethetQ 

mennyiségben; nem találtunk ugyanakkor immunreaktivitást a tenyésztett fibroblasztokon 

(12. ábra). Ezen kifejezQdési mintázat jó összhangban volt a teljes bQrben, illetve 

szQrtüszQben látottakkal, ahol a különbözQ lokalizációjú keratinocytákban megtaláltuk a 

TRPV1-et (4. és 5. ábrák), míg a fibroblasztok különféle populációi konzekvensen negatívak 

voltak (4. és 5. ábrák). 
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A TRPV1 számos neuronális és non-neuronális sejten, többek között a HaCaT 

keratinocytákon is, funkcionális Ca2+-permeábilis csatornaként m_ködik (Caterina és mtsai, 

1997; Bíró és mtsai, 1988a és 1998b; Szallasi és Blumberg, 1999; Veronesi és mtsai, 1999; 

Inoue és mtsai, 2002; Southall és mtsai, 2003; Karai és mtsai, 2004;). HaCaT keratinocytákat 

használva pozitív kontrollként megállapítottuk, hogy az ORS keratinocytákon a kapszaicin 

koncentrációjával egyenesen arányosan nQtt az [Ca2+]i mennyisége, sugallva, hogy a 

kapszaicin aktiválja a TRPV1-et, aminek Ca2+-beáramlás a következménye (13. ábra). Ezt 

látszik alátámasztani az a megfigyelés is, hogy a kalciummentes térben történQ mérések, 

illetve a TRPV1 antagonista I-RTX alkalmazása során nem tapasztaltunk változást az [Ca2+]i-

ban. Megállapíthatjuk tehát, hogy az ORS keratinocyták is a receptor funkcionális formáját 

fejezik ki. 

Milyen szerepet tölthet be a TRPV1 aktiválódása, illetve a következményes [Ca2+]i-

növekedés az ORS keratinocyták sejtfolyamataiban? A proliferációs folyamatokat nyomon 

követve azt tapasztaltuk, hogy a kapszaicin-kezelés igen hatékonyan csökkentette a proliferáló 

ORS, valamint HaCaT keratinocyták számát (14. ábra). Ugyanezen kísérletet csökkentett 

kalcium-tartalmú oldatban is elvégezve nem tudtuk reprodukálni az elQzQekben tapasztaltakat, 

vagyis arra következtethetünk, hogy közvetlen összefüggés lehet a [Ca2+]i növekedése és a 

TRPV1 agonista proliferációt gátló hatása közt. Ezzel feltehetQen betekintést nyertünk a 

TRPV1 aktiváció lehetséges celluláris hatásmechanizmusába a HaCaT és ORS keratinocyták 

proliferációja során, mely szabályozó kapcsolat a follikulusok biológiai folyamataiban is 

fontos szerephez juthat.  

Érdekes megfigyelésünknek adódott ugyanakkor, hogy – hasonlóan a follikulus 

szervkultúrában végzett kísérleteink eredményeihez (10. ábra) – a TRPV1 aktiváció (és a 

következményesen kialakuló kalciumbeáramlás) nem befolyásolta tenyésztett ORS 

keratinocyták terminális differenciálódási folyamatait (4. táblázat), melyrQl korábban 
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bebizonyosodott, hogy jelentQs kalciumfüggést mutat (Bikle és mtsai, 1996). Ezen jelenséget 

az alábbiakkal magyarázhatjuk: (1) a TRPV1 aktivációt követQ apoptózis indukciója, a 

katagén átlakulás beindítása, valamint a proliferáció gátlása hamarabb bekövetkezett, mint a 

differenciálódási markerek kifejezQdésében megfigyelhetQ esetleges változások; (2) a 

szQrtüszQ szervkultúra, valamint az ORS keratinocyta tenyészetek fentartásához használt 

oldatok (szükségszer_en) igen magas kalciumtartalma (közel 2 mM) már önmagában jelentQs 

mértékben megemelte a differencálódási markerek expresszióját (a szQrtüszQ szervkultúrában, 

a filaggrin esetében lásd 10. ábra), melyet a TRPV1 aktivációja által kialakított [Ca2+]i-

emelkedés tovább már nem volt képes növelni sem a follikulus szervkultúrában, sem 

tenyésztett ORS keratinocytákon (10. ábra és 4. táblázat); (3) a kapszaicin hatása a különféle 

sejtfolyamatokra jelentQs dózis- és sejtfüggést mutat; azaz a TRPV1 aktivációja differenciált 

módon befolyásolja például a citokintermelést és -felszabadítást (keratinocytákban az IL-8, 

míg hízósejtekben az IL-4 felszabadítás fokozása) (Bíró és mtsai, 1998b; Suothall és mtsai, 

2003), a sejthalált (kis koncentrációban az apoptózis indukciója timocitákon; az apotózis 

indukciója glia sejteken, valamint a légútak és az emlQ epithelialis sejtjeiben; ugyanakkor 

nekrotikus sejthalál beindítása neuronokon és nagy koncentrációban timocitákon) (Bíró és 

mtsai, 1998a; Szallasi és Blumberg, 1999; Veronesi és mtsai, 1999; Kang és mtsai, 2003; 

Agopyan és mtsai, 2004; Amantini és mtsai, 2004), valamint, ahogy saját megfigyeléseink is 

mutatják, a differenciálódást (jelentQs hatás a differenciálódásra glia sejteken) (Bíró és mtsai, 

1998a); (4) végezetül nem kizárt, hogy a kapszaicin-kezelés hatására kialakuló, a szQrtüszQ 

folyamatait szabályozó gének expressziós mintázatában bekövetkezQ komplex változások (4. 

táblázat) eredQjeként nem szükségszer_en indul be, illetve fejezQdik be minden egyes, a 

TRPV1-aktiváció következményeként megemelkedett [Ca2+]i által potenciálisan befolyásolt 

sejtfolyamat. 
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A TRPV1 „kettQs aktivációja” – Terápiás megfontolások 

A bQrben található szenzoros neuronok, valamint nem-neuronális sejttípusok (fQként a 

hízósejtek, epidermális keratinocyták, szQrtüszQ sejtpopulációi) között szoros anatómiai 

kapcsolat áll fenn (Williams és mtsai, 1995; Botchkarev és mtsai, 1997). Kimutatták, hogy 

ezen szenzoros neuronok szöveti excitációja különféle neuropeptidek (P-anyag, calcitonin 

gene-related peptide, CGRP) felszabadítása révén a szomszédos nem-neuronális elemek 

aktivációját (pl. hízósejt degranuláció; citokinek, növekedési faktorok, vazoaktív metabolitok 

felszabadítása) váltja ki (Krumins és Broomfield, 1992; Ansel és mtsai, 1993). A termelt 

anyagok ezután, specifikus receptoraikhoz kötQdve, visszahatnak a szenzoros neuronokra, 

kialakítva a különféle fiziológiás és patológiás bQrfolyamatokban központi szerepet játszó 

kétirányú neuronális –nem-neuronális sejthálózatokat (Suzuki és mtsai, 1999). 

A TRPV1 agonista, a fenti szenzoros neuronokat nagy affinitással aktiváló kapszaicint 

meglehetQsen széles körben alkalmazzák különféle bQrgyógyászati megbetegedésekben 

(psoriasis, prurigo nodularis, notalgia paresthetica, pruritus ani, urémiás pruritus, stb.) a 

krónikus gyulladás, a fájdalom, valamint a kapcsolódó viszketés csillapítására/gyógyítására 

(összefoglalva Bíró és mtsai, 1997; Ständer és mtsai, 2001; Yosipovitch és Fleischer, 2003; 

Lysy és mtsai, 2003). Mindezen alkalmazások során úgy gondolták, hogy a kapszaicin a 

szenzoros neuronok deszenzitizációja (lásd Bevezetés fejezet), valamint az afferens 

végzQdések neuropeptid (pl. P-anyag) tartalmának kiürítése révén fejti ki a kívánt hatást, 

mintegy „felfüggesztve” a fent említett kétirányú neuronális – nem-neuronális sejthálózat 

m_ködését (Twycross és mtsai, 2003; Yosipovitch és mtsai, 2003). 

Jelen kísérletes adataink – jó összhangban korábbi, a TRPV1 funkcionális szerepét 

nem-neuronális sejteken egyértelm_en tisztázó eredményekkel – ugyanakkor felvetnek egy 

jelentQs klinikai relevanciával is bíró új hipotézist, amit nevezhetünk a TRPV1 „kettQs 

aktivációjának”. Elképzelésünk szerint a bQr neuronális és nem-neuronális sejttípusain 
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egyaránt megtalálható TRPV1-en ható exogén (terápiásan alkalmazott) kapszaicin, valamint 

bizonyos endovanilloidok – azaz pl. a follikulusokban ugyancsak megtalálható eikosanoidok 

és prosztaglandinok (Müller-Decker és mtsai, 2003) – hatására a bQr szenzoros axonjaiból, 

valamint számos nem-neuronális sejtféleségbQl (hízósejtek, epidermális és ORS 

keratinocyták, endothelium, Langerhans-sejtek) egyidej_leg szabadulnak fel neuropeptidek, 

illetve más anyagok (pl. hisztamin, gyulladásos mediátorok, stb.). Mivel a legtöbb 

felszabadult ágens receptora mind a szenzoros afferenseken, mind a nem-neuronális elemeken 

megtalálható, a hatás eredQjeként jelentQsen felgyorsulhat a kétirányú funkcionális sejthálózat 

m_ködése. A szQrtüszQ biológiai folyamatainak szabályozását tekintve ez pl. eredményezheti 

azt, hogy a hajciklus szabályozásában szerepet játszó (a szenzoros neuronokból a TRPV1 

aktiváció hatására felszabaduló) P-anyag vagy CGRP (Paus és mtsai, 1994a, 1997; Peters és 

mtsai, 2001), valamint a follikulus növekedését ugyancsak szabályozó TRPV1-pozitív 

hízósejtek (Paus és mtsai, 1994; Maurer és mtsai, 1997; Bíró és mtsai, 1998b) együttesen 

jelennek meg, illetve aktiválódnak, ami további, TRPV1 és neurokinin receptorokon 

keresztüli hízósejt-degranulációt eredményezhet. A folyamatsor komplexitása, valamint 

számos részletének nem felderített volta magyarázhatja azt a (jelen eredményeink fényében 

ellentmondásosnak t_nQ) korábbi megfigyelést is, hogy a kapszaicin-kezelés bizonyos 

körülmények között egerekben akár elQ is segítheti a hajnövekedést, illetve telogén-anagén 

átalakulást okozhat (Paus és mtsai, 1994a). 

Bemutatott eredményeink, valamint a fent vázolt hipotézis tükrében úgy gondoljuk, 

hogy nagy jelentQséggel bírhat a TRPV1 non-neuronális expressziós mintázatának 

meghatározása különféle bQrbetegségekben. Ez erQsíti azon megfigyelés is, miszerint prurigo 

nodularisban – ahol az alkalmazott krónikus kapszaicin-kezelés mind a kórkép vezetQ 

tünetének számító viszketést, mind a kialakuló bQrtüneteket hatásosan gyógyította (Ständer és 
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mtsai, 2001) – jelentQsen megemekedett a TRPV1 expressziója az epidermális keratinocyták 

rétegeiben (Ständer és mtsai, 2004).  

Végezetül megállapíthatjuk, hogy jelen eredményeink a szQrtüszQ biológiai 

folyamatainak egy új, „tüzes” szereplQjét mutatják be, mely – a szQrnövekedést gátló 

természetébQl fakadóan – különféle TRPV1-re ható szerek bQrgyógyászati alkalmazásának 

további potenciális lehetQségét sugallja (pl. TRPV1 agonisták adagolása hirsutismusban, 

illetve antagonisták kipróbálása effluviumban, valamint alopecia különféle formáiban). A 

TRPV1 exogén, avagy endogén aktivációja következményeként kialakuló anti-proliferatív 

hatás elemzése pedig olyan hiperproliferatív bQrgyógyászati kórképekben kecsegtet jó 

eredménnyel, mint pl. keratosisok, keratoacanthoma, vagy akár rosszindulatú bQrdaganatok 

(squamosus carcinoma). 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

 

Munkánk során a vanilloid receptor-1 (TRPV1) funkcionális szerepét elemeztük a 

humán bQr és szQrtüszQ biológiai folyamataiban. Megállapítottuk, hogy a TRPV1 a humán 

bQr számos sejttípusában (epidermális keratinocyták és Langerhans-sejtek, dermális szenzoros 

neuronok, erek simaizma és az endothelium, dermális simaizomkötegek, hízósejtek, 

faggyúmirigyek és verejtékmirigyek epitheliuma) kifejezQdik. A szQrtüszQkben szintén 

jelentQs TRPV1 immunreaktivitást figyeltünk meg az ORS és IRS, illetve mártix 

keratinocytákon. Azonos expressziós mintázatot találtunk a tenyésztett anagén VI 

follikulusokban, ugyanakkor katagén szQrtüszQ megemelkedett TRPV1 expressziót mutatott. 

Funkcionális kísérleteinkben megállapítottuk, hogy follikulus szervkultúrában a TRPV1 

specifikus aktiválása az agonista kapszaicinnel a hajszál hossznövekedésének gátlását okozta. 

Bebizonyosodott az is, hogy ezen növekedés-gátlás együtt járt a follikulusok anagén-katagén 

transzformációjával, valamint a mátrix keratinocyták apoptózisának indukciójával és 

proliferációjának csökkenésével. Ezen jelenségeket ugyanakkor nem kísérte a 

differenciálódási programok beindulása, illetve a pigmentképzés megváltozása. Kimutattuk 

azt is, hogy a kapszaicin-kezelést követQen megemelkedett a hajciklus negatív regulátorának, 

a TGFく2 szintje. A tenyésztett ORS keratinocytákon megállapítottuk, hogy a TRPV1 

aktiválása lecsökkentette a sejtek proliferációját, apoptózist indukált, de nem befolyásolta a 

differenciálódási markerek szintjét. Kimutattuk emellett, hogy a kapszaicin hatására 

megváltozott számos, a hajciklus szabályozásában résztvevQ molekula mennyisége (a pozitív 

regulátorok szintje csökkent, míg a szQrnövekedést gátló faktorok expressziója emelkedett). 

Végezetül bebizonyosodott, hogy ezen celluláris hatások nagy valószín_séggel az [Ca2+]i 

TRPV1-függQ növekedésén keresztül valósultak meg. Mindezen adataink a TRPV1 központi 

szerepére utalnak a humán szQrtüszQ biológiai folyamatainak szabályozásában. 
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