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RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 
2-APB: 2-aminoetoxidifenil borát 
ABC: avidin-biotin komplex (avidin-biotin complex) 
ACTA2: simaizom α2-aktin  
ACTH: adrenokortikotróp hormon (adrenocorticotropic hormone) 
APM: szőrszálegyenesítő izom (musculus arrector pili) 
B: dudor régió (bulge) 
BALB/c: laborban kitenyésztett albínó egértörzs 
BDNF: agyi eredetű növekedési faktor (brain-derived neurotrophic factor) 
BSA: borjú szérum albumin 
[Ca2+] IC: intracellularis kalcium koncentráció 
[Ca2+]EC: extracellularis kalcium koncentráció 
cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 
CCCP: karbonil-cianid-3-klorofenil-hidrazon 
CD90: fibroblast differenciálódási marker (cluster of difference) 
CRH: kortikotropin felszabadító hormon (corticotropin-releasing hormone) 
CTGF: kötőszöveti növekedési faktor (connective tissue growth factor) 
CTS: follikuláris kötőszövetes tok (connective tissue sheath) 
DAPI: 4,6-diamidino-2-fenilindol 
∆CT: küszöbciklusok (threshold cycle) közötti eltérésen alapuló q-PCR értékelési módszer 
DMSO: dimetil-szulfoxid 
DP: dermális papilla 
DS: DD egértörzsből laboratóriumban kitenyésztett törzs (DD Shionogi) 
DS-Nh: DS egértörzsben mutáció során kialakult szőrtelen fenotípusú egértörzs 
EDTA: etilén-diamin-tetra-ecetsav 
EGTA: etilén-glikol-bisz(β-aminoetil éter)-N,N,N',N'-tetra- ecetsav 
FBS: embrionális borjúszérum (fetal bovine serum) 
FGF: fibroblast növekedési faktor (fibroblast growth factor) 
F-ICC: fluoreszcens immuncitokémia (fluorescent immunocytochemistry) 
F-IHC: fluoreszcens immunhisztokémia (fluorescent immunohistochemistry) 
FLIPR: fluoreszcens lemezolvasó (fluorimetric imaging plate reader) 
FLNA: Aα-filamin 
FN: fibronektin 
G6PDH: glükóz-6-foszfát-dehidrogenáz 
GAPDH: gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz 
GPX: glutation-peroxidáz 
HaCaT: immortalizált humán keratinocyta sejtvonal (Human adult low Calcium high 

Temperature keratinocytes) 
HB: bulbus régió (hair bulb) 
HDF: humán dermális fibroblast 
HEPES: N-2-hidroxietil-piperazin-N`-2-etán-szulfonsav 
HGF: hepatocyta növekedési faktor (hepatocyte growth factor) 
IGF: inzulin-szerű növekedési faktor (inzulin-like growth factor) 
IL: interleukin 
IRS: belső gyökérhüvely (inner root sheath) 
IU: nemzetközi egység (international unit) 
IVL: involucrin 
KRT: keratin 
KRTAP: keratin-kapcsolt fehérje (keratin associated protein) 
KRTHa: hajkeratin 
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MK: hajmátrix keratinocyták 
MTCO1: citokróm-C oxidáz-1 (mitochondrial cytochrome-C oxidase-1) 
NK: negatív kontroll 
NT: neurotrofin 
ORS: külső gyökérhüvely (outer root sheath) 
PBS: foszfát pufferelt sóoldat (phosphate buffered saline) 
PBST: Tween-20-at tartalmazó PBS 
PCR: polimeráz láncreakció (polymerase chain reaction) 
PKM: (izom típusú) piruvát kináz (pyruvate kinase, muscle) 
PPIA: ciklofilin A 
q-PCR: kvantitatív PCR 
RNSi: RNS interferencia 
RT-PCR: reverz transzkripciót követő PCR 
SCF: őssejt faktor (stem cell factor) 
SDS: nátrium-dodecil-szulfát (sodium dodecyl sulfate) 
SE: standard hiba (standard error) 
SGl: faggyúmirigy (sebaceous gland) 
SMA: simaizom aktin (smooth muscle actin) 
siRNS: kis interferáló RNS (small interferating RNS) 
T3: 3,5,3’-trijódtironin 
T4: tiroxin (3,5,3’,5’-tetrajódtironin) 
TBS: Tris pufferelt sóoldat (tris buffered saline) 
TG: tireoglobulin 
TGF: transzformáló növekedési faktor (transforming growth factor) 
TPO: pajzsmirigy peroxidáz (thyroid peroxidase) 
TRP: tranzies receptor potenciál 
TRPV: TRP család vanilloid (alcsalád) 
TSA: tiramid szubsztrát amplifikáció 
TSH: pajzsmirigy stimuláló hormon (thyroid stimulating hormon) 
TTF-1: pajzsmirigy transzkripciós faktor-1 (thyroid transcription factor-1) 
TUNEL: apoptotikus DNS fragmentáción alapuló jelölés (terminal deoxynucleotidyl 

transferase biotin-dUTP nick end labeling) 
VEGF: vaszkuláris endotéliális növekedési faktor (vascular endothelial growth factor) 
VR: vanilloid receptor (TRPV1) 
VRL: VR-szerű fehérje (VR-like protein, TRPV2) 
WBN/Kob-Ht: laborban kitenyésztett szőrtelen patkánytörzs 
WNT: „wingless” típusú fehérje/jelátviteli útvonal 
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BEVEZETÉS 

 

Az utóbbi évek kutatásai rámutattak arra, hogy számos neuro-immuno-endokrin 

mechanizmus jelentős mértékben képes a szőrtüsző alapvető biológiai folyamatainak 

szabályozására, egerekben és az emberben egyaránt. Ezen terület ugrásszerű fejlődése annak 

is köszönhető, hogy a kutatóknak lehetőségük nyílt a szőrtüsző alapvető folyamatainak 

tanulmányozására humán szőrtüsző szervkultúrákban in vitro. Jelen munkánk alapját is ezen 

modellen nyert eredmények adják. 

Munkacsoportunk korábban sikerrel igazolta a celluláris receptorként ismert tranziens 

receptor potenciál (TRP) csatornák vanilloid alcsaládjába tartozó TRPV1 („kapszaicin 

receptor”) szerepet játszik az egér és humán szőrtüszők növekedésének szabályozásában. Az 

utóbbi évek kutatásainak köszönhetően ugyanakkor a TRP család egy másik tagja, a meleg 

érzékeny TRPV3 is a figyelem középpontjába került. Bizonyos szőrtelen rágcsálótörzsek 

vizsgálatakor kiderült ugyanis, hogy a szőrtelen fenotípust okozó mutáció a trpv3 gén kódoló 

régiójában található. Jelen munkánk célja a TRPV3 szerepének feltárása volt a humán 

szőrtüsző biológiai folyamatainak szabályozásában. 

Az általunk is alkalmazott modell mélyreható vizsgálata vezetett szőrtüszők eddig 

ismeretlen endokrinológiai jelentőségének megismeréséhez is. Bebizonyosodott ugyanis, 

hogy a humán szőrtüsző nemcsak célpontja, hanem forrása is számos klasszikus hormonnak. 

Ezen túlmenően a humán piloszebáceus egység rendelkezik a hipotalamusz-hipofízis-

mellékvesekéreg tengely teljesen működőképes perifériás megfelelőjével is. Mivel 

mindezidáig nem vizsgálták a pajzsmirigy stimuláló hormon (TSH) közvetlen szerepét a 

humán szőrtüsző élettani folyamatainak szabályozásában, munkánk második felében a TSH 

hatását kívántuk tanulmányozni izolált humán szőrtüsző szervkultúrában. 
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IRODALMI ÁTTEKINTÉS  

A szőrtüsző 

A szőrtüsző a bőr biológiájában egyedülálló szerepet betöltő ektodermális eredetű 

miniszerv, mely a konvencionálisan ismert funkciók (mechanikai védelem, érzékelés, 

hőtárolás, szociális és szexuális jelzések) mellett más, a bőr biológiáján is túlmutató szereppel 

bír (Paus és Cotsarelis, 1999; Krause és Foitzik, 2006). Jelen dolgozatban – az angolnyelvű 

irodalomhoz hasonlóan – nem tettünk különbséget a fejbőrből (haj) és a test más területéről 

(szőr) származó follikulusok elnevezése között, minden esetben a szőrtüsző kifejezést 

alkalmaztuk. A szőrtüsző egyik legfontosabb tulajdonsága a folyamatos regenerációra való 

képesség. Ezen regeneráció magába foglalja a proliferációs, differenciálódási és apoptotikus 

folyamatok szigorúan ellenőrzött összhangját, mely különböző eredetű és funkciójú 

sejtrétegek kölcsönös kommunikációja révén alakul ki (Paus, 1998; Schneider és mtsai., 

2009). A follikulus sejt-rezervoárként szolgál számos sejttípus például a bőr és a szőrtüsző 

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

melanocyták (Peters és mtsai., 2002) és az epidermális keratinocyták esetében (Panteleyev és 

mtsai., 2001). A szőrtüsző által termelt növekedési faktorok, citokinek, neuropeptidek, 

enzimek és adhéziós molekulák segítik a follikulus és járulékos képletei (ellátó erek, idegek, 

különféle mirigyek) finoman összehangolt működését (Stenn és Paus, 2001). A follikulusok 

említett sejtfolyamatainak tanulmányozása lehetőséget nyújt a szőrnövekedés kutatásán 

túlmutató jelenségek (pl. sebgyógyulás) megértésére is. 

 

A szőrtüsző funkcionális anatómiája 

A kifejlett szőrtüszők, különböző típusaiban megfigyelhető finom eltérések ellenére, 

azonos alapszerkezettel jellemezhetők, mely a follikulus fő tevékenységének, a környezettel 



 

összhangban lévő haj-, illetve sz

Montagna és Parakkal, 1974;

2009). A szőrtüsző disztális vége 

ciklikus változásokat. Itt található

része, valamint az isthmus, vagyis

egészen a dudor (B) régióig húzódik

csatlakozik. A szőrtüsző proxim

„gépezetet” (1. ábra). A szőrtüsz

rendszerét piloszebáceus egységként is szok

A szőrtüsző proximális végét

középpontjában a dermális papilla

sejtrétegei, a mátrix keratinocyták (MK)

táblázat). A hagyma szára jelképezi 

9 

illetve szőrszáltermelésnek van alárendelve (Montagna

 Dawber, 1997; Paus és Cotsarelis, 1999; Schneider és mtsai., 

lis vége az úgynevezett állandó rész, mely egyáltalán nem mutat 

. Itt található az infundibulum (IF), ami a szőrcsatorna b

vagyis a faggyúmirigy (SGl) csatlakozása alatti terület

húzódik, ahova az arrector pili (szőrszál egyenesít

proximális, ciklikusan váltakozó fele alkotja a sz

őrtüsző, a faggyúmirigy és az APM funkcionálisan együttm

ceus egységként is szokták említeni. 

lis végét hagymához (hajhagyma) lehet hasonlítani, melynek 

lis papilla (DP) helyezkedik el, amit a bulbus 

, a mátrix keratinocyták (MK) több rétegben, héjszerűen vesz

jelképezi a follikulus belsejében elhelyezkedő, folyamatosan kifelé 

1. ábra: Anagén VI. fázisú sz
funkcionális anatómiája Paus és Peker 
(2003) munkája alapján
Rövidítések jegyzéke: 
Ad: adipocyták 
AL: Auber-féle vonal 
APM: arrector pili izom
Art: arteriola 
B: dudor 
K: kortex (szőrszál) 
Cap: kapilláris 
Ct: kutikula (belső gyökérhüvely)
Cu: kutikula (szőrszál) 
DP: dermális papilla 
FS: follikuláris kötőszövetes tok (CTS)
GM: üvegmembrán 
HB: bulbus 
He: Henle réteg (belső gyökérhüvely)
HF: szőrtüsző 
Hx: Huxley réteg (belső gyökérhüvely)
IF: infundibulum 
IRS: belső gyökérhüvely
LE: idegvégződés 
MK: mátrix keratinocyták
NF: idegrost 
ORS: külső gyökérhüvely
SGl: faggyúmirigy 

e (Montagna és Ellis, 1958; 

Schneider és mtsai., 

egyáltalán nem mutat 

csatorna bőrfelületre nyíló 

csatlakozása alatti terület, mely 

egyenesítő) izom (APM) 

szőrszálat létrehozó 

funkcionálisan együttműködő 

hasonlítani, melynek 

, amit a bulbus (HB) epiteliális 

űen vesznek körül (1. 

ő, folyamatosan kifelé 

1. ábra: Anagén VI. fázisú szőrtüsző 
funkcionális anatómiája Paus és Peker 
(2003) munkája alapján 

APM: arrector pili izom 

 gyökérhüvely) 
 

szövetes tok (CTS) 

ő gyökérhüvely) 

Hx: Huxley réteg (belső gyökérhüvely) 

 gyökérhüvely 

MK: mátrix keratinocyták 

 gyökérhüvely 
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mozgó szőrszálat, és az azt körülvevő sejtrétegeket. A DP fölött található keratinocyták 

terminális differenciálódásuk során úgynevezett trychocytákká alakulnak és a 

differenciálódási folyamatok részeként a szintén ezen a területen elhelyezkedő melanocytáktól 

melanint vesznek fel. A trychocyták folyamatosan fölfelé mozogva alakítják ki ezután a 

szőrszál három rétegét: a központi medullát, ami a teljesen keratinizált trychocyták nagyon 

lazán kapcsolódó rétege; a kortexet, ahol a keratinizált sejtek – és a szőrszál pigmentáltságáért 

felelős melaninszemcsék – keratin filamentumokkal megerősített fehérjemátrixba 

ágyazódnak; valamint az egészet tetőcserépszerűen borító kutikulát. A belső gyökérhüvely 

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

képeznek a szőrszál körül, és vele együtt kifelé mozognak, elcsúszva a külső gyökérhüvely 

(ORS) keratinocyták legbelső rétegén (1. táblázat). Az IRS maga is több koncentrikusan 

rendeződő rétegből áll, ezek a Henle réteg, a Huxley réteg és a kutikula. Ezen rétegek 

mindegyike eltérő epiteliális differenciáltsági mintázattal és jellegzetes szerkezeti fehérjékkel 

(pl. hajkeratinok, trychohialin), mátrix molekulákkal és enzimekkel rendelkezik. A follikulus-

epitélium morfológiai sokszínűségére utal továbbá, hogy a nyolc epiteliális réteg 

mindegyikében a keratin család számos tagja és azok jellemző expressziós mintázata írható le 

(Powel és Rogers, 1997; Langbein és mtsai., 1999, 2001 és 2002; Schweizer és mtsai., 2006). 

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

réteget. Ezek a sejtek folyamatos kapcsolatban és sejtkicserélődésben vannak az epidermis-

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

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

lassú osztódási ráta és a proliferáló keratinocyták keratin expressziós mintázata jellemző, a 

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

rezervoárként szolgál az epidermisz számára (Panteleyev és mtsai., 2001), másrészt a belső 
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sejtrétegek táplálását végzi (oxigén- és energia-raktár), ezenkívül számos olyan faktort és 

citokint termel, melyek a hajciklus szabályozásában játszanak szerepet (lásd később). 

Úgy tűnik, hogy az ORS, az IRS és a szőrszál keratinocytái három prekurzor 

sejtpopulációból jönnek létre, melyek egyrészt az APM csatlakozásának közelében 

(elsődleges sejtpopuláció), másrészt (másodlagosan) a bulbusban helyezkednek el (Panteleyev 

és mtsai., 2001). A fejlődő, aktív follikulus leggyorsabb ütemben osztódó sejtpopulációját, a 

mátrix keratinocyták alkotják, melyek az Auber-féle vonal (AL, a bulbus legszélesebb része, a 

DP maximális átmérője, Auber, 1952) alatt helyezkednek el. 

Keratinocyta típusok Jellegzetes tulajdonságaik 

mátrix keratinocyták (MK) - a DP-t több rétegben veszik körül 
- az Auber-féle vonal alatti sejteket gyors osztódási ráta jellemzi  
- differenciálódásuk során trychocytákká alakulnak 
- a melanocytákból melanint vesznek fel 
- feladatuk a szőrszál létrehozása 
 

belső gyökérhüvely (IRS) 
keratinocyták 

- a keletkező szőrszálat ölelik körül 
- három rétegük különíthető el 
- differenciálódott sejtek rétegei alkotják 
- hajkeratinokat és trychohialint expresszálnak 
 

külső gyökérhüvely (ORS) 
keratinocyták 

- a keletkező szőrszálat és az IRS-t veszik körül 
- lassú osztódási ráta jellemzi őket 
- a sejtek folyamatos kapcsolatban vannak az epidermis-szel, 
   sérülés esetén részt vesznek annak regenerálásában 
- a bazális membrántól az IRS felé differenciálódnak 
- feladatuk a belső sejtrétegek táplálása, valamint 
   különféle faktorok, citokinek termelése 
 

 
1. táblázat: A follicularis keratinocyták típusai és főbb jellegzetességeik 
Alkamazott rövidítések: DP: dermális papilla, IRS: belső gyökérhüvely, ORS: külső gyökérhüvely, MK: mátrix 
keratinocyták. 
 

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

A sérült DP teljes mértékben képes regenerálódni a follikulus legkülső burkából, a follikuláris 

kötőszövetes tokból (CTS) (Jahoda és Reynolds, 1996; Reynolds és mtsai., 1999). A DP 

sejtjei egy olyan mátrixba vannak beágyazva, ami összetételében a bazális membránhoz 

hasonlít. A növekedő fázisban lévő follikulus fibroblastjai közvetlen kontaktusba tudnak lépni 

a mátrix keratinocytákkal, ami jelentősen leegyszerűsíti a köztük fennálló jelátvitelt (Jahoda 
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és Reynolds, 1996; Jahoda, 1998). Feltehetőleg hasonló kommunikáció áll fenn a CTS/DP 

sejtek és a hipodermális adipocyták között is (Jahoda és mtsai., 2003). 

A növekedési fázisban lévő szőrszál pigmentációjáért a proximális szőrtüszőben, a 

mátrix keratinocyták közt elszórtan elhelyezkedő, terminálisan differenciálódott melanocyták 

felelősek (Tobin és Paus, 2001). 

Az APM szőrtüszőhöz kapcsolódó területe, a dudor régió, igen gazdag szenzoros és 

vegetatív idegvégződésben, ami egyrészt lehetővé teszi a szőrszál „tapintószervként” való 

működését, másrészt az itt termelt neurotranszmitterek, neurohormonok és neurotrofinok 

fontos szerepet töltenek be a szőrtüsző különböző folyamatainak szabályozásában 

(Botchkarev és mtsai., 1997; Paus és mtsai., 1997; Peters és mtsai., 2001 és 2002; Paus és 

Peker, 2003). 

 

A hajciklus 

A szőrtüszőt az egész életen át váltakozó regressziós és regenerációs tevékenysége 

teszi egyedülállóvá a többi emlős 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 fejlődés történik, a szőrtüsző 

ebben a fázisban éri el maximális fejlettségét. A katagén szakaszban a növekedés megáll, 

regressziós folyamatok indulnak be, a nyugalmi telogén fázis pedig a tulajdonképpeni 

felkészülés a következő anagénre. Az anagén és katagén felosztható további alszakaszokra 

(anagén I-VI, katagén I-VIII), mely stádiumok jól elkülöníthető morfológiai kritériumokkal és 

molekuláris markerekkel jellemezhetők (Müller-Röver és mtsai., 2001; Panteleyev és mtsai., 

2001). 



 

Életünk során a szőrtüsz

keresztül újra és újra. Amint 

zőrtüszőn hamar jelentkeznek a 

katagén fázisban, mely átlagosan 2

sejtfolyamatok indulnak be. Ez a programozott sejthalál

2. ábra: A humán hajciklus fő szakaszai S
A hajciklus három fázisból áll: anagén (növekedési fázis), katagén (regressziós fázis) és telogén (nyugalmi 
fázis). A posztnatális morfogenezis a sz
kiemelkedik a bőrből. A szőrtüsző
ciklikusan változó része visszafejlő

őssejtjei találhatóak. Az őssejtek és a DP között
szőrtüsző kialakításához. A dudor és DP közelségének fenntartásáról a nyugalmi telogén fázis 
gondoskodik. Amint a szőrszál növekedését aktiváló faktorok elérnek egy kritikus koncentrációt a sz
belép az anagén fázisban és egy új sz
egyes szőrtüsző ugyanabban az idő
ábra bal felső részén az embrionális fejl
képeznek az első születés utáni ciklussal. Rövidítések jegyzéke:
szőrbunkó, DC, dermális kondenzátum, DP: dermális papilla (zöld), HB: bulbus, HS: Sz
belső gyökérhüvely (kék), MC: melanocyták, ORS: küls
faggyúmirigy. 
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őrtüsző visszafejlődések és regenerációk ciklikus folyamatain megy 

 az egyedfejlődés során létrejön az első haj-

hamar jelentkeznek a gyors regresszió jelei, megkezdődik az első

, mely átlagosan 2-3 hétig tart, a szőrtüsző visszafejlődése

. Ez a programozott sejthalál megfigyelhető

 szakaszai Schneider és mtsai. (2009) munkája alapján 
A hajciklus három fázisból áll: anagén (növekedési fázis), katagén (regressziós fázis) és telogén (nyugalmi 

A posztnatális morfogenezis a szőrtüsző megnyúlásához és szőrszál létrehozásához vezet, amely 
rtüsző megérését követően belép a katagén fázisba, amelynek során az alsó, 

ciklikusan változó része visszafejlődik. Ez a folyamat emeli a DP-t a dudor régió közelébe, ahol a sz
ssejtek és a DP közötti molekuláris kölcsönhatás megléte elengedhetetlen egy új 

 kialakításához. A dudor és DP közelségének fenntartásáról a nyugalmi telogén fázis 
rszál növekedését aktiváló faktorok elérnek egy kritikus koncentrációt a sz

belép az anagén fázisban és egy új szőrszál kezd el növekedni. A születést követő első
 ugyanabban az időpontban halad át, míg az azt követő ciklusok már nem szinkronizáltak.
 részén az embrionális fejlődés szakaszai (1-8.) láthatóak, amint folyamatos átmenetet 

 születés utáni ciklussal. Rövidítések jegyzéke: APM: arrector pili izom, B: dudor, CH: 
rbunkó, DC, dermális kondenzátum, DP: dermális papilla (zöld), HB: bulbus, HS: Sző

 gyökérhüvely (kék), MC: melanocyták, ORS: külső gyökérhüvely; SC : sebocyták (sárga) SGl: 

ciklikus folyamatain megy 

- vagy szőrszál, a s  

dik az első katagén fázis. A 

ődése során apoptotikus 

megfigyelhető az ORS és IRS 

 
A hajciklus három fázisból áll: anagén (növekedési fázis), katagén (regressziós fázis) és telogén (nyugalmi 

rszál létrehozásához vezet, amely 
en belép a katagén fázisba, amelynek során az alsó, 

t a dudor régió közelébe, ahol a szőrtüsző 
i molekuláris kölcsönhatás megléte elengedhetetlen egy új 

 kialakításához. A dudor és DP közelségének fenntartásáról a nyugalmi telogén fázis 
rszál növekedését aktiváló faktorok elérnek egy kritikus koncentrációt a szőrtüsző 

 első hajcikluson minden 
 ciklusok már nem szinkronizáltak. Az 

8.) láthatóak, amint folyamatos átmenetet 
APM: arrector pili izom, B: dudor, CH: 

rbunkó, DC, dermális kondenzátum, DP: dermális papilla (zöld), HB: bulbus, HS: Szőrszál (barna); IRS: 
: sebocyták (sárga) SGl: 
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rétegekben, a mátrix keratinocytákban, illetve a melanocytákban is. Ennek megfelelően a 

katagén egymást követő stádiumaiban a bulbus egyre inkább elvékonyodik, valamint egyre 

közelebb emelkedik az epidermiszhez. A hagyma közepét adó DP proximális irányba 

húzódik, majd a késői katagén fázis során egy epiteliális nyéllel el is távolodik a már nem-

növekvő szőrbukótól. A melanocyták apoptózisa miatt a pigmentszemcsék mennyisége is 

lecsökken, és a proximális szőrvég korábbi jelentős pigmenttartalma megszűnik. A viszonylag 

rövid regressziós, katagén stádium után a follikulus a nyugalmi, telogén fázisba kerül, 

melynek hossza átlagosan 3 hónap. A kisméretű telogén follikulusban nem találunk IRS-t, itt 

a DP egy kompakt, gömb alakú sejtcsomó a dudor régió közvetlen közelében. Lényegében 

ezen időszak készíti fel a szőrtüszőt arra, hogy a növekedési anagén fázisba lépve elinduljon a 

következő hajciklus. 

Az anagén szőrtüsző kialakulása során a proximális területen a proliferációs 

folyamatok kerülnek előtérbe, ami főleg az epiteliális sejtrétegeket érinti, de ezzel 

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

a szőrtüsző egyre inkább meghosszabbodik, és egyre mélyebbre nyúlik. A mátrix 

keratinocyták igen gyors proliferációja kialakítja a szőrszál és az IRS egymást határoló 

rétegeit, miközben a bulbus keratinocytái egyre inkább körbeveszik a DP-t, és ezzel újra 

felépülnek az ORS tápláló rétegei is. Az utolsó, hatodik anagén stádiumban a szőrtüsző eléri 

jellegzetes hagyma formáját, létrejön egy új, folyamatosan növekvő szőrszál, melyet a 

gyökérhüvely keratinocyták és a CTS határol. A DP ebben a szakaszban eléri maximális 

nagyságát és aktivitását. Kialakul továbbá a beidegzés, vérellátás, valamint a melanocyták 

proliferációja és melanintermelése által a pigmentáció is. Az emberi szőrtüsző 2-6 éven át 

ebben a fázisban működik a fejbőrben, míg újra be nem indulnak a katagén átalakuláshoz 

vezető regressziós folyamatok (Stenn és Paus, 2001; Krause és Foitzik, 2006; Schneider és 

mtsai., 2009). 
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A hajciklus szabályozása 

A hajátültetési kísérletek során már régóta ismert, hogy a hajciklus egy úgynevezett 

„belső órával” rendelkezik, amely valószínűleg vagy a szőrtüsző közelében, vagy magában a 

szőrtüszőben helyezkedik el (Chase, 1954; Paus és mtsai., 1990 és 1999; Stenn és Paus, 2001; 

Paus és Foitzik, 2004). Ez teszi lehetővé az átoperált szőrtüszők „újraindulását”, valamint az 

általunk is alkalmazott szőrtüsző szervkultúra vizsgálati modell bevezetését. Ezen óra 

biológiai természetéről viszonylag keveset tudunk, ma azonban azt tartjuk valószínűnek, hogy 

a DP fibroblastjaival állhat igen szoros kapcsolatban (Paus és mtsai., 1999). Az a nézet is 

elterjedt, hogy a szőrtüszőt körülvevő jelátviteli molekulák által biztosított miliő irányított, 

gyors és lokális megváltozása okozza a ciklusban bekövetkező átalakulásokat (Hardy, 1992; 

Paus és mtsai., 1999; Stenn és Paus, 2001). Maga a szabályozás igen szigorú kontrollt követel, 

hiszen határt kell szabni mind a korai anagén aktív proliferációs folyamatainak, mind a 

katagénben megfigyelhető apoptotikus és differenciálódási folyamatoknak. Ez biztosítja 

például, hogy a regresszió során bekövetkező sejtelhalás a bulbusban kizárólag a mátrix és a 

gyökérhüvely keratinocytákra, illetve a melanocytákra korlátozódjon (Lindner és mtsai., 

1997; Tobin és mtsai., 1998; Müller-Röver és mtsai., 1999; Tobin és Paus, 2001); a DP 

fibroblastok számbeli csökkenését azonban a sejtek CTS-be történő kivándorlása okozza 

(Tobin és mtsai., 2003). 

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

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

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

ebbe a folyamatba. Már korábban megfigyelték, hogy fontos szabályozási pont a telogén 

szakasz. A fázis „nyugalmi” jelzője ellenére igen sokrétű regulatórikus folyamat zajlik ekkor, 

ami továbbvezet egy új anagén növekedési fázis felé (Chase, 1954; Paus és mtsai., 1990 és 
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1999; Stenn és Paus, 2001). Jónéhány olyan faktor ismeretes, ami közvetlenül képes az 

anagén fázisban lévő szőrtüszők befolyásolására. A teljesség igénye nélkül példaként 

szolgálhatnak a hepatocyta növekedési faktor (HGF), az inzulin-szerű növekedési faktor-1 

(IGF1), az őssejt faktor (SCF) és a vaszkuláris endoteliális növekedési faktor (VEGF), 

amelyek a hajciklus pozitív regulátoraiként az anagén meghosszabítását idézik elő (Philpott és 

mtsai., 1990 és 1994; Lindner és mtsai., 2000; Botchkareva és mtsai., 2001; Yano és mtsai., 

2001). Ezzel szemben a fibroblast növekedési faktor-5 (FGF5), az interferon-γ (IFN-γ), az 

interleukin-1β (IL-1β), a transzformáló növekedési faktor-β1 (TGFβ1), a tumor nekrózis 

faktor-α (TNF-α), a neurotrofin-3 és -4 (NT-3 és -4), valamint az agyi eredetű növekedési 

faktor (BDNF) és bizonyos citokinek a katagén fázis kialakításában vesznek részt (negatív 

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

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

TGFβ2 szerepét a ciklus során. Ezen növekedési faktort már korábban leírták a szőrtüsző 

morfogenezisében, mint a fejlődést elősegítő kulcsmolekulát (Foitzik és mtsai., 1999). Az is 

kiderül ugyanakkor, hogy a későbbi hajciklusok során a katagén regresszió beindulását idézi 

elő (Soma és mtsai., 2002), tehát amíg a TGFβ2 a szőrtüsző morfogenezise során a folliculus 

fejlődését, növekedését segíti elő, addig a későbbi hajciklusok alatt megakadályozza ezen 

folyamatokat. 

 

A szőrtüsző, mint „önálló” neuroendokrin rendszer? 

A legújabb kutatások szerint a szőrtüsző kiemelkedő célszövete a legtöbb jelentős 

hormonális útvonalnak is. Többek között nemi hormonok, retinoidok, glükokortikoidok, 

pajzsmirigyhormonok, adrenokortikotróp hormon (ACTH), kortikotropin felszabadító hormon 

(CRH), melanokortinok, D3-vitamin, inzulin, prolaktin, P-anyag, melatonin, acetil-kolin, 

endovanilloidok, endokannabinoidok, katekolaminok és prosztaglandinok (Deplewski és 
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Rosenfield, 2000; Slominski és Wortsman, 2000; Zouboulis és mtsai., 2002 és 2007; Philp és 

mtsai., 2004a és 2004b; Bodó és mtsai., 2005; Kobayashi és mtsai., 2005; Slominski, 2005; 

Foitzik és mtsai., 2006; Ohnemus és mtsai., 2006; Peters és mtsai., 2006; Colombe és mtsai., 

2007 és 2008; Hasse és mtsai., 2007; Telek és mtsai., 2007) képesek befolyásolni a szőrtüsző 

alapvető biológiai folyamatait; azaz módosítják a növekedést, a hajciklust, a pigmentációt és a 

szőrszál kialakulását, továbbá növekedési faktorok, citokinek és hormonok termelését, 

felszabadulását idézik elő. 

Kiderült az is, hogy maga a piloszebáceus egység, mint nem-klasszikus, perifériás 

hormontermelő terület az ismert szteroid hormonok, neuropeptidek és neurotrofinok egy 

meglepően széles skáláját képes előállítani (Botchkarev és mtsai., 2004; Bodó és mtsai., 

2007). Mindemellett érzékeny célszervei és termelői a stresszválasz mediátorainak is, melyek 

elsősorban gátolják a szőrszál növekedését, valamint elősegítik a korai katagén regressziót és 

a szőrtüsző immunfolyamatait is képesek befolyásolni (pl. CTS hízósejt degranuláció, 

Slominski és mtsai., 2000; Arck és mtsai., 2006; Peters és mtsai., 2007). 

Végül, de nem utolsó sorban a szőrtüsző egy teljes mértékben működőképes perifériás 

hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengellyel rendelkezik, ugyanis kimutatták a 

központi hipotalamusz-hipofízis-mellékvesekéreg tengelyre jellemző szabályozó 

visszacsatolási hurkok jelenlétét (CRH, ACTH és kortizol) (Ito és mtsai., 2004 és 2005; 

Krause és Foitzik, 2006; Paus és mtsai., 2006; Slominski és mtsai., 2007). Mindezek alapján 

nem túlzás kijelenteni, hogy a piloszebáceus egység egy aktív, autoregulált (neuro-) endokrin 

szervnek tekinthető. 

 

A tranziens receptor potenciál (TRP) ioncsatorna család 

A cellularis szenzorként ismert TRP „szupercsaládba” tartozó molekulák nagyfokú 

homológiát mutatnak a Drosophila melanogaster retinájában található fotoreceptorként 



 

funkcionáló TRP, azaz tranziens receptor potenciál 

lett (Clapham, 2003; Clapham és mtsai

és Rubin, 1989) már több mint 30

expresszálódik. 

A TRP csatornák az érz

érzékelő szenzorként működnek a sejtek 

csatornák széleskörű funkciói közé tartozik

folyadékáramlás érzékelése, valamint 

kiemelt szereppel bírnak a feromonok, ártalmas kémiai anyagok és a különféle ízek 

keserű, umami) érzékelésében 

A TRP „szupercsalád” tagjai a

3. ábra: Az emlős TRP receptorok családfája Clapham (2003) munkája alapján
Az evolúciós ágak hossza PAM egység
aminosavra vonatkoztatva (Dayhoff és mtsai., 1978).
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funkcionáló TRP, azaz tranziens receptor potenciál fehérjével, amely a csoport névadó tagja 

Clapham és mtsai., 2003). A Drosophila trp gén klónozása óta (Montell 

mint 30 TRP csatornát írtak le, melyek nagy rész

A TRP csatornák az érzőrendszer fontos elemei, fizikai és kémiai változásokat 

ködnek a sejtek külső és belső membránjaiban egyaránt

ciói közé tartozik például a hőmérséklet, az 

valamint a transzepiteliális Ca2+ és Mg2+ transzport

kiemelt szereppel bírnak a feromonok, ártalmas kémiai anyagok és a különféle ízek 

ben is (Clapham, 2003; Huang, 2004). 

A TRP „szupercsalád” tagjai aminosav szekvenciájuk és struktu

s TRP receptorok családfája Clapham (2003) munkája alapján 
Az evolúciós ágak hossza PAM egységben van megadva, ami az átlagos szubsztitúciók száma 100 

vonatkoztatva (Dayhoff és mtsai., 1978). DAG: diacilglicerol, PLIK: kináz 

, amely a csoport névadó tagja 

gén klónozása óta (Montell 

TRP csatornát írtak le, melyek nagy része emlősökben is 

elemei, fizikai és kémiai változásokat 

bránjaiban egyaránt. A TRP 

az ozmolaritás és a 

transzport, de emellett 

kiemelt szereppel bírnak a feromonok, ártalmas kémiai anyagok és a különféle ízek (édes, 

rális hasonlóságaik 

s szubsztitúciók száma 100 
domén. 
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alapján alcsaládokba sorolhatók (3. ábra). A klasszikus (TRPC) családba a Drosophila TRP-

vel legnagyobb homológiát mutató receptorok tartoznak, melyek mindegyike G-protein-

kapcsolt és tirozin kináz receptorok hatására aktiválódhat. A TRPV család a kapszaicin 

szenzitív vanilloid receptor-1-ről (TRPV1) kapta nevét. A TRPM család nevét adó fehérje a 

melasztatin (TRPM1), amiről először azt figyelték meg, hogy metasztatikus 

melanómasejtekben lecsökkent expressziót mutat a nem-metasztatikusakhoz képest. Külön 

családba sorolták a „mentol receptorral” (TRPM8) nagy homológiát mutató, és ankirin-szerű 

doméneket nagy számban tartalmazó TRPA1 fehérjét, ami a fájdalmas hideg érzékelésében 

vesz részt. Emellett a TRP szupercsaládhoz tartoznak még a policisztás vesebetegség 

kialakulásáért felelős policisztinek (TRPP) és az intracellularis vezikulákhoz köthető 

mukolipinek (TRPML) is (Benham és mtsai., 2002; Clapham, 2003; Clapham és mtsai., 2003; 

Huang, 2004; Pedersen és mtsai., 2005; Nilius, 2007). 

A TRP szupercsalád tagjainak sokszínűségük ellenére igen sok a közös vonásuk. A 

csatornafehérjék szerkezetére jellemző, hogy mindannyian hat transzmembrán doménnel 

rendelkeznek és homo- vagy heterotetramer formában kationpermeábilis pórust képeznek az 

5. és 6. transzmembrán domén között található pórusformáló hurok révén (Clapham, 2003). 

Az amino- és karboxi terminális régiók citoplazmatikusan helyezkednek el. Az N-

terminálison több család esetében 33 aminosavból álló ankirinkötő helyek találhatók, melyek 

fehérje-fehérje interakciókat mediálhatnak és akár citoszkeletális horgonyként is 

szolgálhatnak. A C-terminálison található szabályozási pont a 25 aminosavból álló TRP 

domén, vagy más néven kináz vagy foszfatáz domén is számos családtagra jellemző (Huang, 

2004). 

A hőérzékeny TRP csatornák 

A hőhatásokra aktiválódó TRP proteinek alkotják az úgynevezett hőérzékeny TRP 

(„termo-TRP”) csatornák családját (Moran és mtsai., 2004). Elsőként a csípőspaprika 
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alkaloidjával, a kapszaicinnel aktiválható TRPV1-et (korábbi nevén vanilloid receptor-1, 

VR1) fedezték fel. Annak ellenére, hogy egy, a kapszaicinre reagáló specifikus molekula 

jelenlétét már az 1960-as években megjósolták (Jancsó és mtsai., 1967 és 1968), a receptor 

klónozására és molekuláris karakterizálására még hosszú évtizedekig kellett várni (Caterina és 

mtsai., 1997). A kapszaicinen kívül a TRPV1 aktivátora a 43ºC feletti hőhatás és az alacsony 

pH (≤pH 5,9), de számos gyulladásos, fájdalmat kiváltó mediátor is fokozza az érzékenységét; 

így a TRPV1 a fájdalomérzés egyik központi integrátor molekulájának tekinthető (Caterina és 

Julius, 2001). 

Újabb kutatások egyre több rokon szerkezetű peptidet írtak le, melyek kapszaicinnel 

nem aktiválhatók, viszont szintén hőérzékenyek (Moran és mtsai., 2004). Az első ilyen rokon 

fehérje az akkor még vanilloid receptor-szerű fehérje-1-ként (VRL1) azonosított TPRV2 volt, 

ami fájdalmas hőre (>52ºC) aktiválódik. Ezt követte a fiziológiás hőmérsékleti tartomány (31-

39ºC) szenzora, a TRPV3 (Peier és mtsai, 2002; Smith és mtsai, 2002), majd a 25ºC felett 

aktiválódó TRPV4 (Watanabe és mtsai., 2002). Ezeken kívül más TRP családba tartozó 

fehérjék is mutatnak hőérzékenységet, mint a hidegérzékeny (8-28ºC) TRPM8 és a 

fájdalmasan hideg (<17ºC) hőhatásokat detektálni képes TRPA1 (4. ábra) (Huang és mtsai., 

2006). 

Az utóbbi évek kutatásai során derült fény arra, hogy a TRP család hőérzékeny tagjai 

nemcsak a hőérzékelésben vesznek részt, hanem olyan, ugyancsak a bőrből kiinduló 

folyamatokban is, mint például a fájdalom és a viszketés érzékelése. Számos TRP csatornát 

vizsgálva kimutatták továbbá, hogy ezen „celluláris szenzorok” nemcsak neuronokon, hanem 

más nem-neurális sejtféleségeken is kifejeződnek, mint például glióma sejtek (Bíró és mtsai., 

1998), thymocyták (Amantini és mtsai., 2004), prosztata tumor sejtvonalak (Sanchez és 

mtsai., 2006) vagy bronhiális epitél sejtek (Veronesi és mtsai., 1999). Mivel a bőrben, a 

szenzoros neuronok szomszédságában, számos nem-neuronális sejttípus található, mindezen 
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adatok olyan kísérletsorozatokat indítottak el, melyek a termo-TRP csatonáknak a bőr 

sejtjeiben való vizsgálatát célozták meg. 

 

A TRPV csatornák és a bőr kapcsolata 

Munkacsoportunk korábbi munkái során bebizonyosodott, hogy a TRPV1 a humán 

bőr számos sejtféleségén expresszálódik (Bodó és mtsai., 2004). Sikerrel igazoltuk a molekula 

jelenlétét humán epidermális keratinocytákon, Langerhans-sejteken, dermális hízósejteken, 

valamint a bőrfüggelékek (szőrtüsző, faggyúmirigy, verejtékmirigy) bizonyos sejtjein. 

Kimutattuk továbbá, hogy a TRPV1 központi szereppel bír a humán és egér hajciklus negatív 

szabályozásában, azaz az apoptózissal jellemezhető katagén fázis beindításában (Bodó és 

mtsai., 2005; Bíró és mtsai., 2006), valamint gátolja az epidermális keratinocyták növekedését 

és a faggyúmirigy sebocytáinak meghatározó folyamatait (faggyú- és citokintermelés) (Tóth 

és mtsai., 2009). 

A vanilloid TRP család egy másik tagja, a TRPV4 szintén expresszálódik bőrben, 

főként az epidermális keratinocytákon (Chung és mtsai., 2004a és 2004b). Korábban leírták 

azt is, hogy a molekula – amellett, hogy fiziológiás hőhatásra aktiválódik (Watanabe és 

mtsai., 2002) – szerepet játszik a bőr barrier funkciójának fenntartásában is, mint az 

epidermális sejtek speciális ozmoreceptora (Denda és mtsai., 2007). 

A szőrtüsző vonatkozásában talán a legfontosabb molekula mégis a TRPV3. A 

csatorna bőrrel való potenciális kapcsolatát már az is „előrevetítette”, hogy a TRPV3 

molekuláris leírása és karakterizálása nem szenzoros neuronokon, hanem keratinocytákon 

történt (Peier és mtsai., 2002; Smith és mtsai., 2002). BALB/c egértörzsből származó 

sejtvonalon (Yuspa és mtsai., 1983), valamint a humán trpv3-mal transzfektált sejteken 

kimutatták, hogy 23-36ºC között emelve a környezeti hőmérsékletet nem-specifikus 

kationáram aktiválódik (Xu és mtsai., 2005 és 2006). TRPV3-at overexpresszáló sejteken 
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emellett megállapították, hogy a TRPV3 olyan, a bőrre kenve kisebb-nagyobb irritációt okozó 

terpenoidokkal is aktiválható, mint a szegfűszeg (Syzygium aromaticum) hatóanyaga, az 

eugenol; a kakukkfűből (Thymus serpyllum) származó thymol; a kámforfából (Cinnamomum 

camphora) izolálható kámfor; valamint az oregánó (Origanum vulgare) olajában jelentős 

mennyiségben megtalálható carvacrol (Moqrich és mtsai., 2005; Xu és mtsai., 2006). Bőr 

eredetű sejteken vizsgálva a TRPV3-at emellett leírták első szintetikus agonistáját, a 2-

aminoetoxidifenil borátot (2-APB) is (Chung és mtsai., 2004a). 

A legizgalmasabb eredményre ugyanakkor a TRPV3 funkcióját elemző állatkísérletek 

vezettek. Bizonyos szőrtelen rágcsáló törzsek (DS-Nh egér és WBN/Kob-Ht patkány) 

vizsgálatakor kiderült ugyanis, hogy ezen állatok szőrtelen (Nh – no hair, Ht – hairless type) 

fenotípusát a trpv3 gén kódoló régiójába eső „gain-of-function” (azaz a TRPV3 csatorna 

fokozott aktivitású válfajának kifejeződését eredményező) mutáció okozza (Nh-mutáció: 

glicin/szerin csere az 573-as pozícióban; Ht-mutáció: glicin/cisztein csere az 573-as 

pozícióban) (Asakawa és mtsai., 2006; Yoshioka és mtsai., 2006; Imura és mtsai., 2007; Xiao 

és mtsai., 2008). Hisztológiai vizsgálatok kiderítették, hogy a DS-Nh egerek szőrtüszői 

kisebbek voltak és a felszínhez közelebb helyezkedtek el, mint az addigra már látható szőrrel 

rendelkezó vadtípusú DS egereké. Megállapították azt is, hogy az említett mutáció jelentősen 

lecsökkentette a hajciklus szabályozásáért felelős keratin-kapcsolt fehérje (KRTAP) 16-1, 16-

3 és 16-9 expresszióját, melyek kifejeződése fiziológiás körülmények között az anagén fázis 

végén emelkedik meg (és így hozzájárulhat az anagén-katagén transzformációhoz). Mindezek 

alapján feltételezhető, hogy a TRPV3 mutációja korai anagén fázisban állította meg a 

szőrnövekedést. 

Nemrégiben beszámoltak arról is, hogy különféle proinflammatórikus mediátorok és 

hormonok (pl. dihidrotesztoszteron) szintén fokozzák a TRPV3 aktivitását, illetve 

kifejeződésének mértékét (Xu és mtsai., 2006; Jariwala és mtsai., 2007), ezzel együtt azonban 
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egyáltalán nem rendelkezünk adatokkal a TRPV3 humán bőrben betöltött funcionális 

szerepéről annak ellenére sem, hogy a TRPV3 fehérje jelenlétét már leírták humán 

epidermális keratinocytákon is (Gopinath és mtsai., 2005; Facer és mtsai., 2007). 

 

A pajzsmirigy stimuláló hormon (TSH) 

Több mint 100 éve tudjuk, hogy a pajzsmirigyhormonok jelentős hatással vannak az 

anyagcserére (Magnus-Levy, 1895); a bazális metabolikus ráta meghatározását például sokáig 

egyedüli technikaként használták a pajzsmirigy állapotának feltérképezésére. A pajzsmirigy 

hormonok, úgymint a tiroxin (T4) és a 3,5,3’-trijódtironin (T3), az energia-homeosztázis 

fenntartása mellett több fontos anyagcsere folyamat regulációjában központi jelentőségűek, de 

kiemelkedő szerepet játszanak számos szövet és szerv növekedésének és differenciálódásának 

szabályozásában is (Oppenheimer és mtsai., 1987). A pajzsmirigyhormonok elválasztásának 

szabályozásában alapvető fontosságú a TSH vagy tireotropin, ami az agyalapi mirigy elülső 

lebenyében, az adenohipofízisben termelődik. A TSH a pajzsmirigy epithel sejtjein kifejeződő 

specifikus TSH receptoron keresztül képes pozitívan befolyásolni a pajzsmirigyhormonok 

szintézisét, szekrécióját, valamint a pajzsmirigy follikulusainak méretét és vaszkularizációját 

(Vassart és Dumont, 1992; Braverman és Utiger, 2005). 

A TSH-termelés fő szabályozói a pajzsmirigyhormonok gátló visszacsatolása 

(Reichlin és Utiger, 1967), valamint a hipotalamusz parvocelluláris rétegének 

paraventrikuláris magjának neuronjaiban termelődő peptidhormon, a tireotropin felszabadító 

hormon (TRH) stimuláló hatása (Hall és mtsai., 1970). Sokáig elfogadott volt az a nézet, hogy 

a pajzsmirigyhormonok gátló hatása csak a nukleáris T3 receptoron keresztül valósul meg; a 

T3 közvetlenül, a T4 pedig elsősorban indirekt módon (T3-má alakulva) fejtik ki hatását. 

Mára már biztosan tudjuk, hogy a T4 közvetlen útvonalon is képes a TSH expressziót gátolni 

(Bogazzi és mtsai., 1997). Míg mindkét pajzsmirigyhormon közvetlenül befolyásolja a TSH 
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termelődést az agyalapi mirigy szintjén, addig a TRH szintézisét és felszabadulását elsősorban 

a T4-ből a II-es típusú dejodináz segítségével lokálisan képződő T3 szabályozza (Schneider és 

mtsai., 2001). A TRH önmagában, a pajzsmirigy hormonok jelenlététől vagy hiányától 

függetlenül is kritikus szerepet tölt be a TSH szintézisének és felszabadításának 

szabályozásában (Chiamolera és Wondisford, 2009), másrészt a pajzsmirigyhormonokkal 

kölcsönhatásban képes azok TSH szekréciót gátló hatását potencírozni (Guillemin, 2005). 

 

A TSH szerepe az extratireoidális szövetekben 

Az utóbbi években a TSH receptor jelenlétét számos szövetben mutatták ki, mint 

például az agyban, a herében, a vesében, a szívben, a csontokban, a csecsemőmirigyben, 

valamint limphocytákban, zsírszövetben és fibroblastokon is (Davies és mtsai., 2002). 

Ezek közül az egyik legjobban tanulmányozott példa a zsírszövet (Bell és mtsai., 

2000; Sorisky és mtsai., 2000). Az már régóta ismeretes, hogy pajzsmirigy alulműködés 

esetén súlygyarapodás, túlműködés esetén pedig a pajzsmirigyhormonok hatására 

megnövekedő lipolízisnek köszönhetően súlyvesztés lép fel (Kennelly és Maynard, 1953). Az 

utóbbi évek kutatásai során kiderült, hogy a TSH közvetlenül szerepet játszik a humán 

fibroblastok preadipocytákká, majd érett zsírsejtekké történő differenciációjában a fehér és 

barna zsírszövetben egyaránt (Bell és mtsai., 2000; Murakami és mtsai., 2001). Sőt a Grave-

Basedow kórban megfigyelhető exophthalmus kialakulásában is központi szerepet játszik a 

TSH receptor, mivel stimulációja aktiválja az adipogenezis korai szakaszát, de gátolja a 

terminális differenciálódást a szemkörüli zsírszövetben (Garrity és Bahn, 2006; Zhang és 

mtsai., 2006). 
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A pajzsmirigyhormonok és a szőrnövekedés 

Évtizedek óta ismert, hogy a pajzsmirigy-rendellenességek (mind emelkedett, mind 

csökkent szérum pajzsmirigyhormon-szint esetén) összefüggésbe hozhatóak az emberi bőr és 

haj szerkezetét, valamint funkcióját érintő elváltozásokkal (Freinkel és Freinkel, 1972; 

Messenger, 2000; Leonhardt és Heymann, 2002; Safer, 2005a és 2005b). Számos klinikai és 

in vitro megfigyelés számol be például magasabb telogén arányról (Freinkel és Freinkel, 

1972), megváltozott szőrszálátmérőről (Jackson és mtsai., 1972), száraz, rideg, durva 

hajszálról (Safer, 2005a), lecsökkent hajhagyma sejtproliferációról (Schell és mtsai., 1991) és 

hajhullásról (effluvium/alopecia) pajzsmirigy-alulműködés esetén, valamint emelkedett 

sejtproliferációról a bulbusban (Schell és mtsai., 1991) és hajhullásról pajzsmirigy-

túlműködés során (Safer, 2005b). 

Mindemellett a tenyésztett humán szőrtüsző keratinocyták és DP fibroblastok egyaránt 

expresszálnak TSH receptor mRNS-t in vitro (Slominski és mtsai., 2002), és a normál emberi 

bőr fibroblastok is kifejeznek bizonyítottan funkcionális TSH receptort in vitro (Agretti és 

mtsai., 2005). Mivel a pajzsmirigy rendellenességek jellegzetesen nagy szérum TSH szint 

ingadozással járnak (Braverman és Utiger, 2005), különösen érdekes lehet a TSH emberi 

hajnövekedésre kifejtett közvetlen hatásainak tanulmányozása. 

 

Célkitűzések 

Jelen munkánk célja az volt, hogy mélyebb betekintést nyerjünk a szőrtüsző biológiai 

folyamatainak regulációjába az alábbi két kérdéskörben: 

1. Amint azt korábban bemutattuk, bizonyos TRPV3 mutációval rendelkező egerekben a 

folyamatosan aktív, mutáns TRPV3 csatorna szőrtelen fenotípus kialakulását okozta 

(Asakawa és mtsai., 2006). Mindezidáig azonban nem volt ismeretünk arról, hogy humán 
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szőrtüszőkben jelen van-e a TRPV3, illetve ha igen, akkor milyen biológiai szereppel bírhat. 

Ennek megismerése érdekében kísérleteink első felében az alábbi célokat fogalmaztuk meg: 

• A TRPV3 kifejeződésének vizsgálata humán szőrtüszőkön, illetve szőrtüsző eredetű 

ORS keratinocyta tenyészetekben (mRNS és fehérje szinten). 

• A TRPV3 aktiváció hatásainak vizsgálata az izolált humán szőrtüszők biológiai 

folyamataira in vitro (hossznövekedés, a proliferáló és apoptotizáló sejtek aránya, 

anagén-katagén átmenet). 

• A TRPV3 aktiváció hatásainak vizsgálata szőrtüsző eredetű primer ORS keratinocyta 

tenyészet biológiai folyamataira in vitro (csatornafunkció, proliferáció, sejthalál; 

specificitás igazolása: RNSi technika). 

2. Az utóbbi években számos hormonális jelátviteli útvonal jelenlétét vizsgálták humán 

szőrtüszőkben. Jelen munkánk második felében a TSH közvetlen hatásait vizsgáltuk a humán 

szőrtüsző biológiai folyamatainak szabályozásában. Célkitűzéseink az alábbiak voltak: 

• A TSH receptor kifejeződésének vizsgálata humán fejbőrön és izolált szőrtüszőkön 

(mRNS és fehérje szinten). 

• A TSH kezelés hatásainak vizsgálata izolált humán szőrtüszők biológiai folyamataira 

in vitro (hossznövekedés, a proliferáló és apoptotizáló sejtek aránya, anagén-katagén 

átmenet, pigmentáció). 

• A TSH receptorhoz kapcsolódó jelátviteli folyamatok azonosítása izolált humán 

szőrtüszőkön és szőrtüsző eredetű DP fibroblastokon in vitro (cAMP felszabadulás 

vizsgálata, TSH receptor aktiváció célgénjeinek azonosítása). 
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ANYAGOK ÉS MÓDSZEREK 

Felhasznált anyagok 

A kísérleteink során használt anyagokból ezerszeres töménységű törzsoldatokat 

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

oldottuk az eugenolt, a carvacrolt, a thymolt és a 2-aminoetoxidifenil borátot (2-APB), és 

vízben TSH-t (mind Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), majd a −20ºC-on tárolt 

törzsoldatokból közvetlenül a kezelések előtt készítettük el a szükséges végkoncentrációkat, a 

megfelelő törzsoldatot tenyésztő oldatban, illetve Ca2+-imaging esetén Hank oldatban 1:1000 

arányban hígítva. Így az oldószer koncentrációja a kezelések folyamán minden esetben 0,1% 

volt. A kísérletek során kontrollként az önmagában alkalmazott oldószer azonos hígítását 

használtuk. 

 

Humán szőrtüszők izolálása és tenyésztése 

A funkcionális kísérleteink alapjául szolgáló hajfollikulusokat plasztikai sebészeti 

operációk során visszamaradt, halánték- (női „face lift”) és tarkótájékról (férfi 

hajtranszplantáció) tájékról származó hajas fejbőrből izoláltuk. A telogén fázisú szőrtüszők 

vizsgálatára gluteális területről származó bőrmintát használtunk, amit szintén kozmetikai célú 

plasztikai sebészeti beavatkozásból kaptunk. A bőrdarabok többnyire 30-60 éves alanyoktól 

származtak és azokat a WHO Helsinki Deklarációjának megfelelően használtuk fel. A 

szőrtüszők eltávolítását és tenyésztését Philpott ’90-es években kidolgozott eljárása alapján 

végeztük (Philpott és mtsai., 1990 és 1994). A hajas fejbőrt elsőként kb. 0,5x1 cm-es 

szeletekre vágtuk, a bőr felszínével párhuzamosan elmetszettük a dermisz-szubkutisz határ 

közelében, majd az epidermiszt és a dermiszt eltávolítottuk. A kiálló szőrtüszőket csipesz 

segítségével kiemeltük a szubkutiszból. Ezt követően az ép, anagén VI növekedési fázisban 
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levő szőrtüszőket hármasával 24-lyukú tenyésztőedénybe helyeztük. A follikulusok 

tenyésztését 9 napon keresztül 37ºC-on, 5% CO2 tartalmú atmoszférában végeztük. A 

fenntartás során alkalmazott tenyésztőoldatot (Williams’ E Medium, Invitrogen, Paisley, 

Egyesült Királyság) az alábbiakkal egészítettük ki: 2 mM L-glutamin (Invitrogen), 10 ng/ml 

hidrokortizon (Sigma-Aldrich), 10 µg/ml inzulin (Sigma-Aldrich), 50 µg/ml 

streptomycin(TEVA, Debrecen, Magyarország) és 50 U/ml penicillin (TEVA). A kezeléseket 

minden második napon az oldatcserék alkalmával hajtottuk végre. A szőrtüszők növekedését 

egy, az izoláló mikroszkóp okulárjába beépített mikrométer segítségével követtük nyomon 

(egy-két naponta, egyesével mérve). 

 

A szőrtüszők szövettani előkészítése 

A tenyésztés végén a szőrtüszőket Ca2+- és Mg2+-mentes foszfát-pufferelt sóoldatban 

(PBS: 135 mM NaCl, 5 mM KCl, 8 mM Na2HPO4, 3 mM NaH2PO4, pH 7,4) történő mosás 

után fagyasztó mátrixba (Cryochrom Embedding Medium, Thermo Shandon, Pittsburg, PA, 

USA) ágyaztuk be, majd folyékony nitrogén segítségével lefagyasztottuk, végül Cryotome-

mal (Thermo Shandon) 6-8 µm vastagságú metszeteket készítettünk belőlük. A fagyasztott 

metszeteket −20ºC-on acetonnal 10 percig fixáltuk. 

 

Hisztomorfometriai vizsgálatok, melanintartalom-meghatározás 

A hajciklus különböző stádiumainak elkülönítésére hematoxilin-eozin festést követően 

hisztomorfometriai analízist alkalmaztunk. A fagyasztva metszett humán szőrtüszőket a 

fixálását követően hematoxilinba helyeztük 5 percre, majd csapvizes mosást követően 10 

percig eozinnal festettük (mindkettő Sigma-Aldrich). Az utolsó mosást követően a fedést 
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vizes alapú fedőmédiummal (DakoCytomation Faramount Aqueous Mounting Medium, 

Dako, Carpinteria, CA, USA) végeztük. 

A melanintartalom láthatóvá tételére a Fontana-Masson szövettani eljárást 

alkalmaztuk. Ennek során a metszeteket etanol-ecetsav 2:1 arányú elegyében 10 percig 

fixáltuk, majd tris pufferelt sóoldatban (TBS: 0,5 M NaCl, 20 mM Tris-HCl, pH 7,5) történő 

mosást követően 10%-os ezüstnitrát-oldatban 40 percig inkubáltuk 56ºC-on, sötétben. Ezután 

5%-os nátriumtioszulfát-oldatban tartottuk a metszeteket 1 percig, végül hematoxilinnel 

magfestést végeztünk (Barbosa és mtsai., 1984). 

 

Proliferáló és apoptotizáló sejtek együttes kimutatása a szőrtüszőben 

A tenyésztett szőrtüszőkön a proliferáló és az apoptotikus sejtek egyidejű kimutatására 

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

kettős festést használtuk. Az eljárás során az osztódó sejtek jelenlétéről a Ki-67 proliferációs 

marker immunhisztokémiai kimutatása ad felvilágosítást, az apoptotizáló sejtek megjelenítése 

pedig a DNS-fragmentáció során keletkezett szabad 3’ végek jelölésén alapul. A kettős 

festéshez a fagyasztott metszeteket 1%-os paraformaldehidben, majd etanol-ecetsav 2:1 

arányú oldatában fixáltuk. Első lépésként a metszeteket Reakciópuffer – Terminális 

deoxinukleotidil transzferáz (TdT) enzim (mindkettő ApopTag Fluorescein In Situ Apoptosis 

Detection Kit, Invitrogen) 70:30 arányú elegyével inkubáltuk 37ºC-on 60 percen keresztül, 

mely során a TdT enzim a reakciópufferben található digoxigenin-jelölt nukleotidokat az 

apoptotikusan fragmentált DNS 3’-OH végeihez kapcsolta. A reakció leállítását és 10%-os 

normál kecske szérumos (Dako, PBS-ben hígítva) blokkolását követően a metszeteket egy 

éjszakán át inkubáltuk egérben termeltetett Ki-67 ellenes antitesttel (1:20 Dako, 2% normál 

kecske szérumot tartalmazó PBS-ben hígítva). Utolsó lépésként a digoxigenin-jelölt DNS-

fragmentumokhoz FITC-konjugált, digoxigenin-ellenes antitestet kapcsoltunk (TUNEL kit), a 
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Ki-67 ellenes antitesthez pedig Texas-vörössel jelölt egér IgG FC szakasza elleni kecskében 

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

kecske normál szérumot tartalmazó PBS-ben hígítva) kötöttünk. Végül 4,6-diamidino-2-

fenilindol (DAPI) magfestőt tartalmazó fedőmédiummal (Vector, Burlingame, CA, USA) 

lefedtük a tárgylemezeket. A festés során negatív kontrollként a TdT enzimreakció, illetve a 

Ki-67 ellenes antitest elhagyása szolgált. 

 

Külső gyökérhüvely (ORS) és HaCaT keratinocyták tenyésztése 

Az ORS keratinocytákat anagén VI folliculusokból nyertük, melyeket egy csipesz 

segítségével a szemöldök területéről távolítottunk el (Limat és Noser, 1986, Limat és mtsai., 

1989). A csoportonként 20-30 eltávolított szőrtüszőt háromszor mostuk steril PBS-ben, majd 

egy órán át 0,1% tripszin-0,2% EDTA (mindkettő Invitrogen) oldatban emésztettük 37ºC-on. 

Az emésztőoldatot 10% embrionális borjúszérumot (FBS, Sigma-Aldrich) tartalmazó oldattal 

inaktiváltuk, majd a sejtszuszpenziót többször trituráltuk. Végezetül 10 percig 1.000 

fordulat/perc sebességen centrifugáltuk, és az így nyert ORS sejteket 0,4 µg/ml mitomycin-C 

(Sigma-Aldrich) oldattal egy éjszakán át előkezelt (osztódásában gátolt) humán dermalis 

fibroblast (HDF) tápláló sejtrétegre szélesztettük. A tenyésztés Ham’s F12 és Dulbecco’s 

Modified Eagle’s tenyésztőoldatok (mindkettő Invitrogen) 1:3 arányú keverékében történt, 

mely a következő anyagokat tartalmazta kiegészítésként: 10% Fetal Clone II (HyClone, 

Thermo Shandon), 0,1 nM koleratoxin, 5 µg/ml inzulin, 0,4 µg/ml hidrokortizon, 2,43 µg/ml 

adenin, 2 nM T3, 10 ng/ml epidermális növekedési faktor, 1 mM aszkorbil-2-foszfát (mind 

Sigma-Aldrich) és antibiotikumok (50 U/ml penicillin és 50 µg/ml streptomycin, TEVA). 

A HaCaT keratinocytákat 10% FBS-t, és a fent említett antibiotikumokat tartalmazó 

Dulbecco’s Modified Eagle’s tenyésztőoldatban (DMEM, Invitrogen) tenyésztettük. 
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Dermális papilla (DP) eredetű primer fibroblast tenyészet létrehozása 

A DP fibroblast tenyészet kialakításához frissen izolált anagén VI szőrtüszőket 

alkalmaztunk Magerl és mtsai. (2002) munkája alapján. Az eljárás során az izolált szőrtüszőt 

hossztengelyével párhuzamosan tartva, a bulbus fölötti régiónál csipesszel enyhén 

megszorítottuk, majd egy hegyes szikével a kötőszövetes tok proximális végét átvágtuk. 

Ennek köszönhetően szabaddá vált az intakt DP, amit egy csipesz segítségével 35 mm-es 

Petri-csészében gyűjtöttük, és megfelelő tenyésztőoldatban (Follikuláris DP Sejt Médium 

kiegészítve: 4% FBS, 5 µg/ml inzulin, 1 ng/ml FGF; mind PromoCell, Heidelberg, 

Németország) tartottuk, míg a DP fibroblast sejtek kinőttek a DP-ból. Az így nyert primer DP 

fibroblast sejtek 1-2 passzálását követően végeztük el kísérleteinket. 

 

Szemikvantitatív reverztranszkriptáz PCR (RT-PCR) és termék szekvencia analízis 

Első lépésként teljes RNS frakciót izoláltunk tenyésztett szőrtüszőkből RNeasy Kit 

(Qiagen, Hilden, Németország) segítségével, majd az izolált RNS frakció 0,5 µg-jának reverz 

traszkripcióját hajtottuk végre SuperScript reverz transzkriptáz (Applied Biosystems, Foster 

City, CA, USA) segítségével a gyártó leírásának megfelelően. Az így kapott cDNS-t 

használtuk fel a következőkben leírt polimeráz láncreakciók (PCR) templátjaként. A TSH 

receptor esetében a forward primer: 5’-ATG AGG CGA TTT CGG AGG ATG GA-3’, a 

reverz primer: 5’-ATG CAT GAC TTG GAA TAG TTC TC-3’ (MWG Biotech, Ebersberg, 

Németország), hőprofil: 94ºC 2 perc (p), 40 ciklus 94ºC 30 másodperc (mp), 50ºC 30 mp, 

68ºC 30 mp. A TSH receptor PCR elemzésének standardizálásához használt G6PDH 

háztartási gén esetében: a forward és reverz primer (Roche, Mannheim, Németország) nem 

nyilvános, hőprofil: 94ºC 2 p, 40 ciklus 94ºC 30 mp, 58ºC 30 mp, 68ºC 30 mp. A 

tireoglobulin (TG) esetében a forward primer: 5’-CCG CCG TCA TCA GCC ATG AG-3’, a 

reverz primer: 5’-TGA GTC CTC GCC ACC CAG AGA A-3’ (Integrated DNA Technology 
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Inc, Corallville, IA, USA), hőprofil: 95ºC 2,5 p, 35 ciklus 94ºC 30 mp, 64ºC 30 mp, 72ºC 30 

mp, végül 72ºC 5p. A pajzsmirigy transzkripciós faktor-1 (TTF-1) esetében a forward primer: 

5’- CAG TGT CTG ACA TCT TGA GT-3’ , a reverz primer: 5’-AGC GCT GTT CCG CAT 

GGT GT-3’ (Integrated DNA Technology Inc.), hőprofil: 95ºC 2,5 p, 30 ciklus 94ºC 30 mp, 

58ºC 30 mp, 72ºC 30 mp, végül 72ºC 5p. Az utóbbi két esetben 18S riboszómális RNS-t 

alkalmaztunk belső kontrollként, ebben az esetben a forward primer: 5’- TTC GGA ACT 

GAG GCC ATG AT-3’, a reverz primer: 5’-TTT CGC TCT GGT CCG TCT TG, TG-

3’(Integrated DNA Technology Inc.), hőprofil: 95ºC 2,5 p, 25 ciklus 94ºC 30 mp, 60ºC 30 

mp, 72ºC 30 mp, végül 72ºC 5p. A PCR termékeket etidium-bromidot tartalmazó 0,7%-os 

(TSH receptor) és 2%-os (TG, TTF-1) agaróz gélen választottuk el, majd a lefotózott sávokat 

ImageJ szoftver (National Institutes of Health (NIH), Bethesda, MD, USA) segítségével 

elemeztük. A TG expresszió mértékét az ugyanazon mintában mért 18S RNS-re normalizálva 

adtuk meg, pozitív kontrollként agymintát használtunk. A negatív kontrollok az RNS 

elhagyásával készültek (nontemplát kontroll). 

A TG cDNS amplifikációjának specificitását olvadási görbe analízissel, Light Cycler 

(Roche) segítségével vizsgáltuk. Emellett elvégeztük a TG cDNS szekvencia elemzését is 

dideoxy módszerrel a korábban haszált forward és reverz primerekkel egyaránt 377 DNA 

szekvencia analizáló készülékkel (Applied Biosystems) (Sanger, 1981). 

 

Microarray analízis 

A microarray alapú génexpresszió analízishez két egyéntől származó szőrtüsző minták 

kerültek felhasználásra Human Whole Genome Oligo Microarray® (44K) chip-en. A 

vizsgálatot a Miltenyi Biotech GmbH (Bergisch-Gladbach, Németország) végezte. A frissen 

izolált szőrtüszőket 24 órán keresztül kezeltük 100 mU/ml TSH-val és vivőanyaggal, majd 

teljes RNS frakciót izoláltunk TRIzol reagens (Invitrogen) segítségével. A kinyert RNS 
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minőségét Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent, Santa Clara, CA, USA) segítségével határozták 

meg. Ezt követően a teljes RNS 150 ng-jának lineáris amplifikációját követően Cy3- és Cy5-

festékekkel jelölték a kontroll és kezelt mintákból származó RNS mintákat. Végül az említett 

microarray chipre hibridizált, jelölt mintákat az Agilent’s Microarray Scanner (Agilent) chip-

olvasóval szkennelték. 

A célgének kiválasztása az alábbi kritériumok alapján történt: a mindkét egyénben 

megfigyelhető, azonos irányú, minimum 1,5-szeres változásokat p<0,0001 esetében 

tekintettük szignifikáns expresszió-változásnak. A microarray vizsgálatok alapján kiválasztott 

célgének expresszióváltozásának megerősítésére q-PCR analízist is végeztünk egy újabb 

donorból nyert kontroll és 100 mU/ml TSH-val kezelt szőrtüszők, valamint DP fibroblastok 

segítségével. 

 

RNS izolálás, reverz transzkripció, kvantitatív PCR (q-PCR) 

A sejtek teljes RNS tartalmát TRIzol reagens (Invitrogen) felhasználásával izoláltuk. 

A teljes RNS 3 µg-jából kiindulva reverz transzkipciót végeztünk 15 U AMV reverz 

transzkriptázt (Promega, Madison, WI, USA) és 0,025 µg/µl random primert (Promega) 

felhasználva. Az így előállított cDNS-ből kvantitatív polimeráz láncreakció (q-PCR) 

segítségével TaqMan Universal PCR Master Mix Protocol (Applied Biosystems) alapján 

mutattuk ki a következőkben felsorolt transzkripteket TaqMan primerek és próbák 

alkalmazásával. A génexpresszió relatív mennyiségét a ∆CT módszerrel (Applied 

Biosystems) határoztuk meg. A q-PCR kísérleteket ABI Prism 7000 készüléken (Applied 

Biosystems) végeztük el. Kísérleteink során az egyes transzkriptek kimutatására az alábbi 

TaqMan Gene Expression Assay-ket (Applied Biosystems) alkalmaztuk: TRPV3 (azonosító 

Hs00376854_m1), kötőszöveti növekedési faktor (CTGF, azonosító Hs00170014_m1), 
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glutation peroxidáz 3 (GPX3, azonosító Hs00173566_m1), izom típusú piruvát kináz 2 

(PKM2, azonosító Hs00987255_m1), citokróm-C oxidáz 1 (MTCO1, azonosító 

Hs02596864_g1). Belső kontrollként gliceraldehid-3-foszfát-dehidrogenáz (GAPDH, 

azonosító Hs99999905_m1), valamint ciklofilin A (PPIA, azonosító Hs99999904_m1) 

transzkriptjeit határoztuk meg. 

 

Immunhiszto- és citokémia 

A TRPV3 kimutatása izolált szőrtüszőkben fluoreszcens immunhisztokémiai 

módszerrel történt. A fagyasztott metszeteket acetonnal fixáltuk (5 perc, –20ºC), majd 5% 

borjú szérum albumint (BSA, Sigma-Aldrich) tartalmazó PBS oldattal szobahőmérsékleten 30 

percig inkubáltuk, ami az elsődleges antitest nem-specifikus kötődésének gátlására szolgált. A 

metszeteket az elsődleges TRPV3 ellenes antitesttel (2. táblázat) egy éjszakán át 4ºC-on 

inkubáltuk. PBS-sel történő mosást követően Alexa Fluor 488 festékkel konjugált, nyúl IgG 

FC szakasz elleni kecskében termeltetett másodlagos antitesttel (1:500, Invitrogen) 

szobahőmérsékleten végeztük a jelölést egy órás inkubációs idővel. Magfestőként DAPI-t 

(Vector) alkalmaztunk. A reakció specificitásának ellenőrzése blokkoló peptiddel (AbCam, 

Cambridge, Egyesült Királyság), és/vagy az elsődleges antitest elhagyásával történt. 

A TRPV3 és keratin 7 (KRT7) ORS keratinocytákon történő immuncitokémiai 

kimutatásához a fedőlemezre szélesztett sejteket az előbbiekhez hasonlóan acetonnal fixáltuk, 

majd PBS oldattal mostuk, és 5% BSA-t (Sigma-Aldrich) tartalmazó PBS oldattal blokkoltuk 

(30 perc, szobahőmérséklet). Ezt követően a sejteket nyúlban termeltetett TRPV3 ellenes 

elsődleges antitesttel (2. táblázat) – és vele párhuzamosan – egérben termeltetett KRT7 

ellenes antitesttel (2. táblázat) egy éjszakán kereszül 4ºC-on inkubáltuk. Fluoreszcens 

mikroszkópiához a metszeteket 60 percig szobahőmérsékleten Alexa Fluor 488-cal konjugált 

kecskében termeltetett nyúl IgG FC szakasz ellenes másodlagos antitesttel (1:500-os hígítás 
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PBS-ben) (Invitrogen), valamint Alexa Fluor 568-cal konjugált kecskében termeltetett egér 

IgG FC szakasz ellenes másodlagos antitesttel (1:500-os hígítás PBS-ben) inkubáltuk. A 

sejtmagokat DAPI festés (Vector) segítségével tettük láthatóvá. 

 

Célfehérje Eredet Faj Hígítás Módszer 

ACTA2 
(SMA, Skalli és mtsai., 

1986) 

Sigma-Aldrich, 
 

egér 1:50 ABC 

CD90 Dianova, Hamburg, 
Németország 

egér 1:100 F-ICC 

KRT5 
(Langbein és mtsai., 

2005) 

PROGEN, Heidelberg, 
Németország 

tengerimalac 1:500 ABC 

KRT7 Novus Biologicals, 
Cambridge, Egyesült 

Királyság 

egér 1:100 F-ICC 

Ki-67 DAKO, Glostrup, Dánia egér 1:20 direkt F-IHC 

MTCO1 Mitosciences, 
Eugene, OR, USA 

egér 1:50, 1:50 ABC, F-ICC 

TRPV3 AbCam nyúl 1:200 indirekt F-IHC, 
F-ICC 

TSH receptor 
(Costagliola és mtsai., 

1998) 

InVivo BioTech Services, 
Henningsdorf, Németország 

egér 1:200, 1:1000, 
1: 100, 1:100 

ABC, TSA, 
indirekt F-IHC, 

F-ICC 
 
2. táblázat: Az immunjelölések során felhasznált elsődleges antitestek 
Alkamazott módszerek rövidítései: ABC: avidin-biotin komplex, F-ICC: fluoreszcens immuncitokémia, F-IHC: 
fluoreszcens immunhisztokémia, TSA: tiramid szubsztrát amplifikáció. 
 

A TSH receptor, a simaizom α2-aktin (ACTA2), az MTCO1 és a keratin 5 (KRT5) 

proteinek immunhisztokémiai kimutatásához peroxidáz alapú avidin-biotin-komplexet 

(Vectastain ABC Kit; Vector) alkalmaztunk. Vizsgálatainkat plasztikai műtétek során nyert 

normál humán bőrmintákból és izolált szőrtüszőkből fagyasztva metszéssel készített 8 µm 

vastag metszeteken végeztük, amelyeket acetonnal fixáltunk (5 perc, –20ºC). A szövetben 

előforduló endogén peroxidázok gátlására a metszeteket 0,5% H2O2-ot tartalmazó metanollal 

kezeltük, majd 10% normál kecske szérumot tartalmazó PBS-ben (Sigma-Aldrich) 

inkubáltuk, hogy gátoljuk az elsődleges antitest nem-specifikus kötődését. A metszeteket a 2. 

táblázatban felsorolt elsődleges antitestekkel egy éjszakán át 4ºC-on inkubáltuk, amit az 
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elsődleges antitestnek megfelelően immunizált (egér illetve tengerimalac IgG FC alegység 

ellenes) kecskéből származó, biotinilált másodlagos antitest (1:200, Jackson ImmunoResearch 

Laboratories) hozzáadása követett. A streptavidin-konjugált torma-peroxidáz (Vectastain 

ABC Kit, Vector) biotinhoz való kötődése után a peroxidáz-aktivitás kimutatására peroxidáz 

szubsztrát kitet (AEC Peroxidase Substrate Kit, Vector) alkalmaztunk. A magfestéshez 

hematoxilint (Sigma-Aldrich) használtunk. A reakció specificitásának ellenőrzésére a TSH 

receptor immunhisztokémiai kimutatásánál pozitív kontrollként fagyasztva metszett 

pajzsmirigy mintát használtunk, valamint a belső negatív kontroll mellett az elsődleges 

antitest elhagyását is alkalmaztuk. Az ACTA és a KRT5 esetében pozitív kontrollként emberi 

bőrmintát használtunk, mivel az ACTA-t a vérerek és az verejtékmirigyek mioepiteliális 

sejtjei (Schon és mtsai., 1999; Scofield és mtsai., 2005), a KRT5-t pedig a bazális réteg 

epidermális sejtjei, valamint a külső gyökérhüvely keratinocyták (Langbein és mtsai., 2005) 

expresszálják. 

Az izolált szőrtüszők TSH kezelés hatására megfigyelhető TSH receptor 

expresszióváltozásának kimutatásához tiramid szubsztrát amplifikációs (TSA) módszert 

alkalmaztunk. A TSA eljárás során az endogén peroxidázok gátlását (3% H2O2 PBS-ben, 15 

perc) követően a nem-specifikus kötődéseket 10% normál kecske szérummal (TBS-ben) 

blokkoltuk. Az elsődleges TSH receptor-ellenes antitesttel (2. táblázat) egy éjszakán át (4ºC), 

majd a biotinilált másodlagos egér IgG FC szakasz ellenes kecske IgG-vel (1:200, Dako) 45 

percig szobahőmérsékleten inkubáltuk a mintákat, majd streptavidin-konjugált torma-

peroxidázzal (1:100 TNB pufferben, 30 perc, a TSA kit része, Perkin-Elmer, Boston, MA, 

USA) jelöltük. Utolsó lépéseként a metszeteket tiramiddal (1:50 Amplification Diluent-ben, 

TSA kit, Perkin-Elmer) kezeltük 5 percig. Az eddigiekben felsorolt immunfestések 

intenzitásának kvantitatív elemzését ImageJ (NIH) szoftver segítségével végeztük el. A 
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kvantifikálás során csoportonként 20-30 follikulus előre meghatározott, rögzített nagyságú 

területének intenzitását mértük, majd feltüntettük és összehasonlítottuk azok átlagát. 

A TSH receptor immuncitokémiai kimutatásához a DP fibroblastokat 24-lyukú 

tenyésztőedénybe helyezett steril fedőlemezre szélesztettük, és 60%-os konfluencia eléréséig 

tenyésztettük. Acetonos fixálást követően (5 perc, −20ºC) a sejteket TBS pufferrel mostuk, 

majd 10% normál kecske szérumot tartalmazó TBS-sel (Sigma-Aldrich) blokkoltuk. 

Következő lépésként 2% normál kecske szérumot tartalmazó TBS-ben hígított, egérben TSH 

receptor ellen termeltetett primer antitesttel (2. táblázat) 4ºC-on egy éjszakán át inkubáltuk. 

A másodlagos, kecskében termeltetett, Rodamin vörössel konjugált egér IgG FC szakasz 

ellenes antitestet (hígítás: 1:200 TBS-ben, Jackson ImmunoResearch Laboratories) 

szobahőmérsékleten 60 percig hagytuk a sejteken, végül a sejtmagokat DAPI-val (Vector) 

tettük láthatóvá. 

A fibroblast marker CD90 és az MTCO1 immuncitokémiai kimutatását hasonló 

jelölési technikákkal hajtottuk végre, amihez egérben termeltetett anti-CD90 és anti-MTCO1 

elsődleges antitesteket (2. táblázat) alkalmaztunk. A jel láthatóvá tételéhez mindkét esetben 

kecskében termeltetett FITC konjugált egér IgG Fc szakasz ellenes (1:200 TBS-ben, Vector) 

másodlagos antitestet használtunk, a magfestő szintén DAPI volt. A negatív kontrollok primer 

antitestek elhagyásával készültek. 

Az immunfestésekről Nikon Eclipse E600 (Nikon, Tokió, Japán) fluoreszcens 

mikorszkóppal és Zeiss LSM 510 konfokális mikroszkóppal (Zeiss, Oberkochen, 

Németország) készültek a felvételek. 

 

Western blot 

Az ORS és HaCaT keratinocyták Western blot analízisét a laboratóriumunkban már 

korábban használt protokollnak megfelelően (Bíró és mtsai., 1998, Boczán és mtsai., 2000) 
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végeztük. A sejteket lízis pufferben arattuk le (20 mM Tris-HCl, pH 7,4, 5 mM EGTA, 

proteáz inhibitor koktél 1:100-ban hígítva, mind a Sigma-Aldrich-tól), majd jégen ultrahangos 

feltárást végeztünk. Ezt követően a lizátumok fehérjetartalmát módosított BCA protein assay 

(Pierce, Rockford, IL, USA) segítségével határoztuk meg, majd megfelelő hígítást követően 

(5% β-merkaptoetanol, 10% glicerin, 2% SDS, 62 mM TRIS, 20 mM ditiotreitol, 0,002 

V/V% brómfenolkék, mind Sigma-Aldrich) a fehérjék denaturálását 10 perces 100ºC-on 

történő főzéssel hajtottuk végre. Az így elkészített mintákból azonos protein mennyiségeket 

felhasználva SDS poliakrilamid gélelektroforézist végeztünk (SDS-PAGE, Laemmli, 1970) 

100 V konstans feszültségen. Az elekroforézishez 7,5%-os poliakrilamid gélt készítettünk, 

majd 1-1 mintafelvivő vályúba 60 µg proteint tartalmazó mintát vittünk fel. Ezt követően a 

gélből a fehérjét nitrocellulóz membránra (Whatmann, Maidstone, Egyesült Királyság) 

transzferáltuk, 100 V konstans feszültségen. A membrán szabad kötőhelyeit 5% sovány 

tejport tartalmazó PBS-ben 20 percig blokkoltuk szobahőmérsékleten, majd a vizsgálat során 

nyúlban termeltetett TRPV3 ellenes antitesttel (AbCam) 1:500 hígításban, 5% tejport 

tartalmazó PBS-ben inkubáltuk 4ºC-on egy éjszakán keresztül. Az inkubációt követően a 

membránt 30 percig mostuk PBST-ben (0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma-Aldrich), majd egy 

torma peroxidázzal-konjugált nyúl IgG FC szakasz ellenes másodlagos antitesttel (EnVision 

labeling, Dako) 60 percen keresztül inkubáltuk. Újabb 3x10 perc PBST-s mosást követően az 

immunreakciók eredményét kemilumineszcens szubsztrát kit segítségével (SuperSignal West 

Pico Chemiluminescent Substrate; Pierce) tettük láthatóvá, a jeleket Kodak Gel Logic 1500 

képalkotó rendszer (Kodak, Tokió, Japán) alkalmazásával detektáltuk. A negatív kontrollok 

primer antitestek elhagyásával készültek. 
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Az intracelluláris kalcium koncentráció ([Ca2+]IC) meghatározása 

Az ORS keratinocyta sejteket 20.000 sejt/lyuk sűrűségben 96-lyukú fekete falú, 

átlátszó aljú edényekbe (Greiner BioOne, Frickenhausen, Németország) osztódásukban gátolt 

HDF (900 sejt/lyuk) táplálórétegre szélesztettük, majd az edényeket 24 órán át 37ºC-on 

tartottuk ORS keratinocyta tenyésztőoldatban. A mérés napján háromszori Hank oldatos (1% 

BSA, 2,5 mM Probenecid, 136,8 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,34 mM Na2HPO4, 0,44 mM 

KH2PO4, 0,81 mM MgSO4, 1,26 mM CaCl2, 5,56 mM glükóz, 4,17 mM NaHCO3, pH 7,2, 

mind Sigma-Aldrich) mosást követően a sejteket 2 µM kalciumérzékeny fluoreszcens Fluo-4 

festék acetoximetilészter formájával (Fluo-4 AM Hank oldatban oldva, Invitrogen) 30 percig 

inkubáltuk 37ºC-on. A Fluo-4 AM-rel feltöltött sejtek Ca2+-jelét FlexStation II384 (FLIPR, 

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

mértük. A kinetikai mérések 30. másodpercében a műszerbe épített pipettorfej segítségével 

automatikusan adagoltuk a sejtekhez a kezelőanyagokat. Az így bekövetkező [Ca2+] IC 

változásokat 490 nm excitációs és 520 nm emissziós hullámhossz mellett detektáltuk. A 

számításokhoz négy kísérletben mért eredmények átlagát használtuk, az értékeket átlag±SE 

formában tüntettük fel. 

 

Patch-clamp mérés 

A patch-clamp mérésekhez az ORS keratinocytákat 10 mm átmérőjű, 0,1 mm 

vastagságú fedőlemezre szélesztettük, a fedőlemezt 37ºC-ra beállított hőmérsékletű perfúziós 

kamrába, egy Nikon inverz mikroszkóp tárgyasztalára helyeztük. A mérésekhez Multiclamp-

700A (Axon Instruments, Molecular Devices) típusú erősítőt használtunk teljes-sejtes 

konfigurációban (Hamill és mtsai., 1981). A 2-4 MΏ ellenállású boroszilikát pipettákat 100 

mM K-aszpartát, 45 mM KCl, 1 mM MgCl2, 10 mM EGTA, 5 mM HEPES és 3 mM K-ATP-

tartalmú belső oldattal (pH 7,2) töltöttük fel. A fedőlemezeket 140 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 
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2,5 CaCl2, 1,2 MgCl2, 5 mM HEPES, 10 mM glükóz tartalmú külső oldattal (pH 7,4) 

perfundáltuk. A kezelések során a törzsoldatokat minimum 10.000-szeres hígításban 

alkamaztuk. A gigaseal (>1GΏ ellenállás) elérése után enyhe szívás alkalmazásával vagy 1,5 

V-os 1 ms-os pulzusokkal hoztuk lérte a teljes sejtes konfigurációt. Minden sejt esetében a 

mért ionáramokat az adott sejt kapacitására normalizáltuk, ennek meghatározásához −10 mV 

és −20 mV közötti depolarizáló impulzusokat alkalmaztunk. A sejtek átlagos lineáris 

kapacitása 34,5±2,5 pF-nak adódott, míg a soros ellenállás 5-10 MΏ volt, kompenzációt nem 

alkalmaztunk. Amennyiben a mérés első 5 percében a mért áramok instabilak vagy magasak 

voltak, esetleg emelkedett a soros ellenállás, a kísérlet adatait kihagytuk a további elemzésből. 

Az elektromos jeleket 10 kHz frekvenciával rögzítettük (Digidata 1322A, Axon Instruments), 

majd az elemzést pClamp 9.0 szoftver (Axon Instruments) segítségével végeztük. 

 

Az életképesség meghatározása 

A sejtek növekedését CyQuant sejtproliferációs kit (Invitrogen) segítségével a sejtek 

DNS tartalmának mérésével határoztuk meg. Az ORS keratinocyta sejteket 10.000 sejt/lyuk 

sűrűségben osztódásukban gátolt HDF (900 sejt/lyuk) táplálórétegre 96-lyukú fekete falú, 

átlátszó aljú edényekbe (Greiner BioOne, Frickenhausen, Németország) szélesztettük, majd 

72 órán keresztül tenyésztettük. A mérés napján a sejtekről a tápoldatot eltávolítottuk, PBS-

sel mostuk, majd a maradék mosóoldat eltávolítása után az edényeket lefagyasztottuk. Végül 

a sejteket tartalmazó edényeket kiolvasztottuk, majd sejtlízis-pufferben oldott CyQuant 

festékkel (Invitrogen) 5 percig inkubáltuk. A festék fluoreszcenciáját 480 nm-es excitációs és 

520 nm-es emissziós hullámhosszon mértük FlexStation II384 (Molecular Devices) 

spektrofluorométer segítségével. A mért fluoreszcencia arányos az élő sejtek számával, amit a 

kontroll százalékában adtunk meg. A kontrollhoz viszonyított csökkenés esetén további 
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vizsgálatokat végeztünk annak megállapítására, hogy csak a proliferáció gátlásáról vagy a 

sejtek elhalásáról van szó. 

 

A mitokondriális membránpotenciál vizsgálata 

A mitokondriális membránpotenciál csökkenése az apoptózis egyik legelső markere 

(Green és Reed, 1998; Susin és mtsai., 1998). Az ORS keratinocyták mitokondriális 

membránpotenciálját 24 órás kezelés után MitoProbe™ DiIC1(5) Assay Kit-tel (Invitrogen) 

vizsgáltuk. Az alkalmazott koncentrációban a festék a jelentős membránpotenciállal 

rendelkező mitokondriumokban halmozódik fel. Az apoptotikus folyamatok során a sejtek 

mitokondriális membránpotenciálja csökken, így a bennük felhalmozódó kevesebb festék 

halmozódik fel bennük, ami fluoreszcenciaintenzitás-csökkenés formájában vizualizálható. 

Pozitív kontrollként a mitokondriális membránpotenciál csökkenését karbonil-cianid-3-

klorofenil-hidrazonnal (CCCP-vel) váltottuk ki, ami az F0F1 ATP szintáz funkcionális 

egységét képes szétkapcsolni (Williams és Dominy, 1990). Az ORS keratinocytákat fekete 

falú, átlátszó aljú 96-lyukú lemezekben (Greiner Bio-One) tenyésztettük 10.000 sejt/lyuk 

denzitásban (900 sejt/lyuk osztódásukban gátolt tápláló HDF sejtrétegen) és 3 napig kezeltük 

a TRPV3 aktivátorok különböző dózisaival. A felülúszók leszívása után a sejteket a gyártó 

utasításai szerint 1:200 arányban hígított DiIC1(5) munkareagenssel 37ºC-on 30 percig 

inkubáltuk. Ezt követően a sejteket PBS-sel mostuk, és a DiIC1(5) fluoreszcenciát 630 nm-es 

excitációs és 670 nm-es emissziós hullámhosszon mértük FlexStation II384 (Molecular 

Devices) spektrofluorométer segítségével. Az eredményeket ebben az esetben is a kontroll 

százalékában adtuk meg. 
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A citotoxicitás vizsgálata 

A mitokondriális membránpotenciál vizsgálatával párhuzamosan SYTOX Green 

(Invitrogen) jelölést is végeztünk. Ehhez a sejteket a két festékkel egyszerre inkubáltuk, majd 

a megfelelő hullámhosszokon mértük a fluoreszcencia intenzitást. SYTOX Green (Invitrogen) 

nagyméretű fluoreszcens festék, amely a sejtmagban a duplaszálú DNS-hez kötődik, azonban 

az ép sejtek membránján nem jut át. Így csak a ruptúrált membránú, nekrotikus sejtekbe jut 

be, ahol megfelelő gerjesztés esetén zölden fluoreszkál. A zöld fluoreszcencia intenzitásából a 

tenyészetben lévő citotoxikus folyamatokra következtethetünk. A vizsgálatok során a sejteket 

a fent említett denzitásban 96-lyukú, fekete falú, átlátszó aljú lemezen (Grenier Bio-One) 

tenyésztettük, és több napon keresztül kezeltük. A kezelések végeztével a sejteket tápoldatban 

hígított 1 µM SYTOX Green DNS festékkel (Invitrogen) inkubáltuk 37ºC-on 30 percen 

keresztül. Kétszeri PBS-ben történő mosást követően a SYTOX Green fluoreszcencia 

intenzitását az egyes lyukakban FlexStation II384 (Molecular Devices) spektrofluorométerrel 

határoztuk meg 490 nm gerjesztési és 520 nm emissziós hullámhossz mellett. Az 

eredményeket a kontroll százalékában tüntettük fel. 

 

RNS interferencia (RNSi) 

Az ORS keratinocytákat Neon Transzfekciós Kit (Invitrogen) segítségével 

transzfektáltuk a gyártó utasításait követve. A letapadó sejtek felválasztását és PBS-sel 

történő mosását követően Reszuszpenziós pufferben (Neon Transzfekciós Kit, összetétel 

ismeretlen, Invitrogen) vettük fel azokat. Ehhez adtuk az RNSi kontrolljául szolgáló 

scrambled (Invitrogen) illetve a TRPV3-specifikus kis interferáló RNS (siRNS) 

oligonukleotidokat (ID: HSS136316 és HSS175965, Invitrogen) 40 nM-os 

végkoncentrációban, majd elektroporációval transzfektáltuk a sejteket (beállítások: 900 V, 20 

ms, két impulzus). Végül a transzfektált sejteket 35 mm-es Petri-csészébe és 96 lyukú 
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lemezekre szélesztettük a további vizsgálatokhoz. Az RNSi mediált géncsendesítés 

hatékonyságát négy napig naponta ellenőriztük Western blot és Ca2+-imaging technikákkal 

(nincs bemutatva). Két siRNS oligonukleotid esetében a TRPV3 géncsendesítés hatékonysága 

több mint 70% volt a transzfekciót követő 2. napon és az azt követő két napban is, ezért 

kísérleteinket a transzfekciót követő 2. napon végeztük el. 

 

cAMP szint meghatározása felülúszóból 

A cAMP szint meghatározáshoz a szőrtüszőket, valamint a DP fibroblastokat 24 órán 

keresztül kezeltük oldószerrel vagy 100 mU/ml TSH-val (Sigma-Aldrich) 0,45 mM 3-

isobutil-1-methylxanthine (IBMX, Sigma-Aldrich) jelenlétében, ami a cAMP foszfodiészteráz 

hatékony gátlószere. Ezt követően a tenyészetek felülúszójából kvantitatív cAMP-szint mérést 

végeztünk kompetitív ELISA (Parameter Cyclic AMP Assay, R&D Systems, Wiesbaden-

Nordenstadt, Németország) segítségével a gyártó leírásának megfelelően. 

 

Statisztikai elemzések 

Mérési eredményeinket átlag±SE formában adtuk meg. Az adatok statisztikai 

kiértékelésére és összehasonlítására 5%-os szignifikancia szint mellett kétmintás párosítatlan 

t-próbát (patch-clamp mérések esetében párosított t-próba) alkalmaztunk. A 7. és 17.A ábrák 

esetében egyutas varianciaanalízist és Dunnett-tesztet is végeztünk. 
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KRT7 pozitivitást. Az immunjelölések megítéléséhez számos pozitív és negatív kontrollt 

alkalmaztunk (részletesen lásd Anyagok és módszerek fejezetben). 

Frissen izolált szőrtüszőkből és ORS keratinocyta tenyészetből kivont RNS mintákon 

q-PCR vizsgálatokat végeztünk a TRPV3 transzkriptek intraepiteliális jelenlétének 

ellenőrzése érdekében. A TRPV3 specifikus mRNS szakaszok egyértelműen azonosíthatóak 

voltak egészséges fejbőrből származó szőrtüszőkben, valamint ORS keratinocytákban (6. 

ábra). 

Ezen kísérleteink további fontos eredménye volt az, hogy a TRPV3 immunreaktivitás 

és a specifikus mRNS nem volt kimutatható a szőrtüsző speciális, indukálható mezenhimális 

130 kDa

95 kDa

ORSKHaCaT

NK

A B

STD

5. ábra: A TRPV3 protein expressziója primer ORS keratinocytákon  
A: TRPV3 specifikus (zöld) immuncitokémiai jelölés KRT7 pozitív (vörös) ORS keratinocytákon, 
magfestőként DAPI-t (kék) alkalmaztunk. NK: negatív kontroll. Méretvonal: 10 µm. B: A TRPV3 fehérje 
kimutatása Western blot technikával. HaCaT: humán immortalizált keratinocyta sejtvonal (pozitív kontroll), 
ORSK: ORS keratinocyta, STD: molekulatömeg standard. 
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6. ábra: A TRPV3 mRNS expressziója izolált szőrtüszőkben és humán bőreredetű sejtekben 
A TRPV3 specifikus mRNS transzkriptek expressziójának kimutatása reverz transzkripciót követő q-PCR-
ral. GAPDH: glicerinaldehid-foszfát dehidrogenáz (háztartási gén), HF: szőrtüsző, ORSK: ORS 
keratinocyta, HDF: humán dermális fibroblast, DPF: DP fibroblast. Az értékeket átlag±SE formában 
tüntettük fel, n=4. 
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területéről, a DP fibroblastjaiból, valamint az ORS keratinocyták tenyésztése során tápláló 

rétegként alkalmazott HDF-ből (4. és 6. ábra). Emellett úgy tűnik, hogy emberben a hajciklus 

folyamata nincs közvetlen hatással az ORS és a mátrix keratinocyták rétegben megfigyelhető 

TRPV3 kifejeződés mintázatára, mivel a TRPV3-specifikus mRNS átiratok mennyisége (6. 

ábra) és a megfigyelhető immunpozitivitás (nincs bemutatva) lényegében azonos volt az 

anagén és a spontán kialakuló katagén szőrtüszőkben. 

 

A TRPV3 stimuláció gátolja a szőrszál hossznövekedését és a mátrix keratinocyták 

proliferációját, valamint apoptózis-vezérelt korai regressziót okoz 

Miután igazoltuk a TRPV3 jelenlétét humán szőrtüszőben, a fehérje aktiváció 

funkcionális következményeinek megismerése érdekében a fiziológiás körülményekhez 

legközelebb álló modellen, emberi fejbőrből izolált anagén VI fázisú szőrtüsző-szervkultúrán 

vizsgáltuk a TRPV3 agonisták hatásait in vitro. A nyolc napon át tartó kezelés során naponta 

mértük a szőrszál hossznövekedését mind a kontroll, mind a kezelt csoportokban, majd a mért 

adatokból növekedési görbét készítettünk. Megállapítottuk, hogy a növényi eredetű 
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7. ábra: A TRPV3 aktivátorok hatása az izolált szőrtöszők növekedésére 
A szőrtüszőkett 8 napon keresztül kezeltük eugenol és 2-APB különböző koncentrációival. Kontrollként 
vivőanyag kezelést használtunk (DMSO). A szőrszálak hosszát naponta mértük, majd a növekedést az 
izolálás napján mért hosszuk százalékában adtuk meg. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel. 
*=p<0,05 a vivőanyag kontrollhoz képest, n=18-24. 
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hatóanyagok, mint például az eugenol (7. ábra), a thymol vagy a carvacrol (nincs bemutatva) 

és a szintetikus agonista 2-APB (7. ábra) idő- és dózisfüggő módon jelentősen gátolták a 

szőrszál hossznövekedését. 

A továbbiakban megvizsgáltuk a TRPV3 aktiváció hatását a szőrtüszők alapvető 

biológiai folyamataira. A kontroll és a kezelt csoportokból származó follikulusokból 

metszeteket készítettünk, majd a proliferáló sejtek kimutatására Ki-67 festést, az apoptotikus 

folyamatok láthatóvá tételére pedig TUNEL reakciót alkalmaztunk. A kapott eredmények 

összhangban álltak a korábban  megfigyelt szőrnövekedést gátló hatással: az öt napig kezelt 

szőrtüsző szervkultúrában a korábban is alkalmazott növényi eredetű és szintetikus TRPV3 

aktivátorok szignifikánsan csökkentették a Ki-67 pozitív keratinocyták arányát az anagén 

szőrtüsző bulbusában (8. ábra). Fontos megemlíteni azt is, hogy a fenti szerek jelentősen 

megnövelték a TUNEL pozitív keratinocyták számát is, ami a TRPV3 stimuláció okozta 

apoptózis beindulására utal (8. ábra). 

A TRPV3 agonisták hajciklusra kifejtett hatásának megismerésére ezután hematoxilin-

eozin festést követő kvantitatív hisztomorfometriai vizsgálatokat végeztünk jól meghatározott 
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8. ábra: TRPV3 agonisták hatása az izolált szőrtüsző sejtjeinek proliferációjára és apoptózisára  
A proliferáció (Ki-67, piros) és az apoptózis (TUNEL, zöld) egyidejű vizsgálata vivőanyag kontroll (A) és 
100 µM eugenollal (B) kezelt tenyésztett hajfollikulusokban. A sejtmagokat DAPI-val festettük (kék). DP: 
dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták. Méretvonal: 50 µm. C: A Ki-67 és TUNEL-pozitív sejtek 
százalékos aránya a teljes sejtszámra (DAPI-pozitív sejtek) vonatkoztatva. Az értékeket átlag±SE formában 
tüntettük fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=18-24. 
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morfológiai kritériumok alapján (9. ábra) (Müller-Röver és mtsai., 2001; Stenn és Paus 

2001). Ennek megfelelően a szőrtüszők anagén-katagén átmenetét vizsgáltuk, ami a 

keratinocyták apoptotikus folyamatainak túlsúlyával és a proliferációs folyamatok 

csökkenésével jellemezhető. Míg a kontroll szőrtüszők túlnyomó többsége (>80%) 8 nap után 

is anagén VI fázisban volt (a DP jól fejlett, csepp alakban helyezkedik el a szőrtüsző 

bulbusában, a mátrix keratinocyták rétegei hagymahéjként veszik körül, 9.A ábra), az 

eugenol és 2-APB kezelt szőrtüszők 60–100%-a lépett katagén stádiumba (a DP 

elvékonyodik, elkezd kiemelkedni a bulbusból, a mátrix keratinocyták rétege szintén 

elvékonyodik, a szőrtüsző elveszti jellegzetes hagyma formáját, 9.B és C ábra). Meg kell 

jegyezni azonban azt is, hogy ezek a TRPV3 agonisták jórészt csak korai katagén 

transzformációt voltak képesek indukálni; nagyon ritkán fordult elő, hogy a szőrtüszők késői 

katagén regresszión mentek keresztül (a DP hídszerű sejtréteggel kiemelkedve eltávolodik a 

mátrix keratinocytáktól) ezen szerek alkalmazását követően. 
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9. ábra: TRPV3 agonisták hatása a hajciklusra  
Az izolált szőrtüszőkön vivőanyag (DMSO) kontroll (A), valamint 2-APB-vel (1 µM)(B) és eugenollal (10 
µM) (C) való kezelés után hematoxilin-eozin festést végezve meghatároztuk az anagén és katagén szőrtüszők 
százalékos arányát (D). Az anagén-katagén fázis elkülönítése az irodalomban meghatározott kritériumok 
szerint történt (pl. elvékonyodott mátrix keratinocyta réteg, [MK] és zsugorodó dermális papilla, [DP] 
réteg). Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest. Méretvonal: 50 µm, 
n=18-24.  

F
ej

lő
d

és
i f

áz
is

ok
 a

rá
n

ya
 (

%
)

 



 49 

 

A TRPV3 Ca2+-csatornaként működik az ORS keratinocytákban 

Bár a fenti adatok a TRPV3 „aktív” kifejeződésre utalnak a humán szőrtüsző 

keratinocytáiban, tovább kívántuk elemezni a TRPV3 csatorna funkcionalitását. Ehhez 

sejtélettani kísérleteket végeztünk primer humán ORS keratinocytákon, amelyek, mint már 

korábban említettük, mind mRNS, mind fehérje szinten (5. és 6. ábra) kifejezik a TRPV3 

csatornát. FLIPR alapú Ca2+-imaging technikát alkalmazva megállapítottuk, hogy a TRPV3 

agonisták jelentősen és dózisfüggő módon megemelték a sejtek [Ca2+] IC-ját (10. ábra). Ezen 

felül az [Ca2+]EC lecsökkentése (1,8 mM-ról 0,02 mM-ra), továbbá a nem-szelektív TRP 

csatorna blokkoló ruténium vörös (Amann és Maggi, 1991) 10 µM-jának együttes 

alkalmazása szinte teljesen megakadályozta a TRPV3 agonisták [Ca2+] IC-szint növelő hatását 

(10.B ábra). 

 

 

 
 
 

*

*

*

*

#
# #

#

alacsony Ca2+

ruténium vörös

normal Ca2+

2-APB (µM) eugenol (µM)
Kontroll 100 300 300 1000

#

#
#

#

 

 

                           
                           

2 4 60

normál Ca2+

alacsony Ca2+

normál Ca2+

alacsony Ca2+

A B

Idő (perc)

2-APB
(300 µM)

eugenol
(1000 µM)

400

300

100

0

R
el

at
ív

 f
lu

o
re

sz
ce

nc
ia

az
 a

la
pv

on
al

 %
-á

b
an

400

300

200

100

0

200

R
el

at
ív

 f
lu

o
re

sz
ce

nc
ia

az
 a

la
pv

on
al

 %
-á

b
an

10. ábra: A TRPV3 aktivátorok hatására az ORS keratinocyták Ca2+ homeosztázisára 
A: Fluo-4 AM Ca2+-érzékeny festékkel töltött ORS keratinocytákon mért [Ca2+] IC változások reprezentatív 
analóg görbéi. A nyíl mutatja a 300 µM 2-APB és az 1000 µM eugenol alkalmazási időpontját normál (1,8 
mM) vagy alacsony (0,02 mM) [Ca2+] EC mellett. B: A TRPV3 agonisták által kiváltott Ca2+ jelek maximális 
amplitúdóinak statisztikai elemzése normál (1,8 mM) vagy alacsony (0,02 mM) Ca2+ tartalmú oldatban, 
illetve 10 µM ruténium vörös jelenlétében (1,8 mM [Ca2+] EC). Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, 
*=p<0,05 a kontrollhoz képest, #=p<0,05 a kizárólag aktivátorral kezelt csoporthoz képest (1,8 mM 
[Ca2+] EC) n>3. 
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A csatornafunkció további vizsgálatára patch-clamp technika teljes sejtes 

konfigurációját alkalmaztuk (11. ábra). Mivel a négyszögimpulzusokkal kiváltott áramok 

gyors aktiváció mellett nem mutattak idő- és feszültségfüggő inaktivációt (nincs bemutatva), 

rámpa protokollt alkalmaztunk (3 másodpercenként) a membránáramok vizsgálatára (11. A és 

B ábra). Kontroll esetben, azaz a vivőanyag-kezelt ORS keratinocytákon kifelé egyenirányító 

áramot mértünk −12,6±1,5 mV (átlag±SE, n=7) reverz potenciállal. Ezután áramméréseket 

végeztünk a rámpa protokoll négy pontján (−90, −40, +40 és +90 mV), majd az adatokat 

minden esetben normalizáltuk az aktuális sejtmembrán kapacitásra (rendre −9,5±2,5, 

−3,5±1,0, 6,2±1,0 és 15,9±3,5 pA/pF) (11.C és D ábra). 
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11. ábra: A 2-APB ionáramokat hoz létre ORS keratinocytákban  
A: Patch-clamp rámpa protokollal (Ai) mért áramok reprezentatív áram-feszültség görbéi. B: 100 µM 2-
APB-vel kiváltott áramok időfüggése –40 mV (üres négyzetek) és +90 mV (töltött négyzetek) feszültségnél. C: 
A membrán kapacitására normált áramok statisztikai elemzése –40 mV (balra lent), +40 mV (balra fent), –90 
mV (jobbra lent) és +90 mV (jobbra fent) feszültségnél. D: Normalizált áramok statisztikai elemzése 100 µM 
2-APB kezelés közben és az azt követő kimosás alatt –40 mV (balra) és +90 mV (jobbra). Az értékeket 
átlag±SE formában tüntettük fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=7. 
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A 100 µM 2-APB kezelés jelentősen és szignifikánsan (p<0,05) megnövelte mind a 

befelé, mind a kifelé irányuló áramokat (11.A és B ábra), amely hatás reverzibilisnek 

adódott. 2-APB jelenlétében a −90, −40, +40 és +90 mV-nál mért áramok a következőknek 

adódtak: −31,9±14,2, −13,8±6,4, 17,3±6,1 és 57,7±16,6 pA/pF (átlag±SE, n=7, 11.C ábra). A 

TRPV3 aktivátor 2-APB átlagosan mintegy háromszorosára növelte mind a befelé, mind a 

kifelé irányuló áramokat a vizsgált feszültségek mindegyikénél (11.C ábra). 

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az emberi szőrtüsző eredetű ORS keratinocyták 

valóban funkcionális TRPV3 csatornával rendelkeznek, amely Ca2+-permeábilis (valószínűleg 

nem-szelektív) kationcsatornaként működik a sejtek felszínén, hasonlóan a korábban egér 

epidermális keratinocytákon publikált korábbi eredményekhez (Peier és mtsai., 2002; Chung 

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

A TRPV3-aktiváció gátolja a proliferációt és sejthalált indukál tenyésztett ORS 

keratinocytákban 

Mivel humán szőrtüsző szervkultúrában a TRPV3 stimulálása gátolta a szőrszál 

növekedését, és az intrafollikuláris proliferációt valamint apoptózist indukált (7-9. ábra), a 
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12. ábra: TRPV3 aktivátorok hatása az ORS keratinocyták életképességére, apoptotikus és nekrotikus 
folyamataira 
Az ORS keratinocytákat különböző koncentrációjú TRPV3 aktivátorokkal kezeltük 48 órán keresztül 1,8 mM 
Ca2+ koncentrációjú tápoldatban. A proliferáció mértékét CyQuant technikával, az apoptotikus folyamatokat 
DilC1(5) mitokondriális membránpotenciál-érzékeny festékkel, a nekrotikus folyamatokat SYTOX Green-nel 
követtük nyomon. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel a vivőanyag kezelt kontroll %-ában, 
*=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=8. 
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következő vizsgáltaink a TRPV3 aktiváció sejtnövekedésre és túlélésre kifejtett hatásainak 

feltérképezésére irányultak ORS keratinocytákon. Az eddigi adatokkal jó összhangban az 

eugenol és a 2-APB dózisfüggő módon csökkentették az ORS keratinocyták proliferációját 

jelző DNS szintézist (CyQuant assay – 12. ábra). Ezen túlmenően, a TRPV3 aktiváció 

jelentősen lecsökkentette a mitokondriális membránpotenciált (12. ábra), ami az apoptózis 

egyik legkorábbi markerének tekinthető (Green és Reed 1998; Susin és mtsai., 1998). Végül, 

a legmagasabb koncentrációban alkalmazott anyagok szignifikánsan (p <0,05) megnövelték a 

SYTOX Green felhalmozódását (12. ábra), ami érzékeny mutatója a nekrotikus, citotoxikus 

folyamatoknak. 

Bebizonyosodott mindemellett az is, hogy a TRPV3 aktivátorok növekedésgátló (13.A 

ábra) és sejthalált okozó (13.B ábra) tevékenységét jelentősen gátolta a tenyésztőoldat Ca2+-

tartalmának lecsökkentése (1,8 mM-ról 0,02 mM-ra), valamint 10 µM ruténium vörös 

együttes alkalmazása. Ezen jelenségek alátámasztják azt a feltevést, miszerint az ORS 

keratinocytákon megfigyelhető celluláris folyamatok a sejtfelszíni TRPV3 ioncsatornák 

megnyitását követő Ca2+-beáramlásnak köszönhetőek. 
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13. ábra: A TRPV3 aktivátorok proliferációt csökkentő és apoptózist indukáló hatása kivédhető I. 
Az ORS keratinocytákat 48 órán át kezeltük TRPV3 aktivátorokkal normál (1,8 mM), alacsony (0,02 mM) 
[Ca2+] EC tápoldatban, valamint 10 µM ruténium vörös (1,8 mM [Ca2+] EC) jelenlétében. A proliferáció 
mértékét CyQuant technikával (A), az apoptotikus folyamatokat DilC1(5) mitokondriális membránpotenciál-
érzékeny festékkel (B) követtük nyomon. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, a vivőanyag kezelt 
kontroll %-ában. *=p<0,05 a kontrollhoz képest, #=p<0,05 a TRPV3 aktivátorral kezelthez képest (1,8 mM 
[Ca2+] EC) n=7. 
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Több irodalmi adat bizonyítja, hogy a fenti ágensek, bár hatékony aktivátorai a 

TRPV3-nak, képesek aktiválni más TRP csatornákat is (Xu és mtsai., 2006; Bíró és mtsai., 

2007). A TRPV3 farmakológiai vizsgálatát tovább nehezíti, hogy kereskedelmi forgalomban 

nem kapható megfelelően szelektív TRPV3 gátlószer. Az általunk használt ruténium vörös 

például mikromoláris koncentrációban nemcsak a TPRV csatornákat képes gátolni (Clapham 

és mtsai., 2003), hanem a rianodin receptort (Koulen és Thrower, 2001) és a TASK3 

káliumcsatornát is (Czirják és Enyedi, 2003). Ezért annak érdekében, hogy a felsorolt 

cellularis válaszok TRPV3 specificitásáról meggyőződjünk, RNSi technikát alkalmaztunk, 

melyeket már sikerrel optimalizáltunk különböző humán bőr eredű sejteken (Griger és mtsai., 

2007; Dobrosi és mtsai., 2008; Tóth és mtsai., 2009). 

Tökéletes összhangban a fenti adatokkal megállapítottuk, hogy a TRPV3 

géncsendesítése kivédte az eugenol és a 2-APB növekedést gátló (14.A ábra) és apoptózist 

indukáló (14.B ábra) hatását, ami egyértelműen igazolja a TRPV3 specifikus szerepét az 

ORS keratinocyták biológiai folyamataiban. 
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14. ábra: A TRPV3 aktivátorok proliferációt csökkentő és apoptózist indukáló hatása kivédhető II. 
A scrambled kontroll, és TRPV3 specifikus siRNS-sel traszfektált ORS keratinocytákat 48 órán át kezeltük 
TRPV3 aktivátorokkal normál [Ca2+] EC tápoldatban. A proliferáció mértékét CyQuant technikával (A), az 
apoptotikus folyamatokat DilC1(5) mitokondriális membránpotenciál-érzékeny festékkel (B) követtük 
nyomon. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, a vivőanyaggal kezelt scrambled kontroll %-ában. 
*=p<0,05 a kontrollhoz képest, #=p<0,05 a TRPV3 aktivátorral kezelt scrambledhez képest (1,8 mM 
[Ca2+] EC) n=8.  
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A TSH receptor mRNS és fehérje szinten egyaránt kifejeződik az emberi fejbőr és a 

szőrtüsző mezenhimális területein 

A következőkben a TSH receptorral 

kapcsolatos vizsgálatok eredményeit mutatjuk 

be. RT-PCR és immunhisztokémiai 

vizsgálatokat végeztünk annak érdekében, hogy 

tisztázzuk, vajon a normál emberi fejbőr sejtes 

elemei és a szőrtüszők expresszálják-e a TSH receptort mRNS és fehérje szinten in situ. 

Sikerrel bizonyítottuk a várt méretű (582 bp) TSH receptor specifikus transzkript jelenlétét az 

emberi fejbőrből frissen izolált anagén VI follikulusokból kivont RNS mintában (15. ábra). 

Az említett transzkripteknek megfelelően TSH receptor specifikus immunreaktivitást is 

tapasztaltunk az emberi fejbőrben és függelékeiben (pozitív kontrollként pajzsmirigy 

metszeteket használtunk, ahol a TSH receptornak megfelelő festődés csak a várt területeken 

volt megfigyelhető) (16.I ábra). Míg a pajzsmirigy esetében a TSH receptor kifejeződése a 

hámsejtekben volt megfigyelhető, addig az emberi fejbőrön úgy tűnik, jobbára a 

piloszebáceus egység mezenhimális területeire korlátozódott (pl. a DP, a CTS, valamint az 

APM), míg az interfollikularis dermális fibroblastokon nem volt megfigyelhető (16.A-C és 

E,F ábra). 

Ezen túlmenően, a bőr nagy idegkötegei, az erek, a verejték és a faggyúmirigyek 

körüli mioepitél sejtek is TSH receptor immunpozitivitást mutattak in situ (16.G,H ábra). 

A következőkben azt vizsgáltuk, hogy a TSH receptor kifejeződése mutat-e hajciklus-

függő változásokat in situ. A katagén follikulusokon megfigyelhető TSH receptor 

immunreaktivitás meglehetősen hasonlónak bizonyult az anagén VI szőrtüszőkre jellemző 

mintázathoz (mezenhimális lokalizáció), de kissé intenzívebben festődött a DP és a 

visszahúzódó szőrtüsző bazális membránja (16.C ábra). Mivel kísérleteink során csak 

2 31

TSH-R

G6PDH

582 bp

124 bp

15. ábra: A TSH receptor mRNS expressziója 
frissen izolált szőrtüszőkben 
A TSH receptor (TSH-R) transzkriptek 
detektálása emberi szőrtüszőben reverz 
traszkripciót követő PCR (RT-PCR) technikával. 
1: szőrtüszők (30 db/csoport), 2: pajzsmirigy, 3: 
nontemplát kontroll, G6PDH: háztartási gén. 



 

gluteális régióból származó telogén sz

fejbőrön tapasztaltakhoz képest 

Az anagén VI szőrtüszőkhöz

mezenhimális elemeken volt megfigyelget

mi is megfigyeltünk néhány TSH receptor

Mindezek alapján úgy tűnik, hogy csak kisebb TSH receptor 

16. ábra: A TSH receptor expressziója humán b
A: A TSH receptor specifikus immunreaktiv
korlátozódik in situ, úgymint dermalis papilla (DP), köt
fejbőr follikuláris keratinocytái nem expresszálják a receptort. IRS: bels
külső gyökérhüvely keratinocyták, HS: sz
C: A fejbőr katagén szőrtüszői hasonló fest
látható a DP és a visszahúzódó bazális membrán területein. 
szőrtüszőn tapasztalt TSH receptor immunreaktivitás f
CTS) az anagén fázissal összevethet
szőrtüszőhámjában (nyilak). ES: epiteliális szál, CH: hajbunkó, BV, vérerek.
területek: arrector pili izom (APM), idegkötegek (NB), a verejték
mioepiteliális sejtek, valamint a b
nagyításban a pozitívan festődő
pajzsmirigy epiteliális sejtjeinek bazolaterális felszínén (nyíl
szolgált pozitív kontrollként, míg az immunreaktivitás apikális oldalon tapasztalt hiánya volt a „bels
negatív kontroll (Braverman és Utiger, 2005). Méretvonal: 50 µm. 
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telogén szőrtüszőket vizsgálhattunk, a TSH festő

képest megjelenő különbségek regionális eltérések

höz hasonló intenzitású TSH receptor festődés túlnyomórészt a 

lis elemeken volt megfigyelgető (DP, CTS). Emellett az említett tel

tünk néhány TSH receptor-pozitív sejtet a szőrtüszők hámjában (

űnik, hogy csak kisebb TSH receptor mintázatbeli

16. ábra: A TSH receptor expressziója humán bőrben és bőrfüggelékekben  
: A TSH receptor specifikus immunreaktivitás a fejbőrben levő anagén VI szőrtüsző mezenhimális elemeire 

korlátozódik in situ, úgymint dermalis papilla (DP), kötőszövetes tok (CTS). MK: mátrix keratinocyták.
r follikuláris keratinocytái nem expresszálják a receptort. IRS: belső gyökérhüvely keratinocyták, ORS: 
 gyökérhüvely keratinocyták, HS: szőrszál, NK: negatív kontroll (az elsődleges antitest elhagyásával). 

ői hasonló festődési mintát mutatnak, bár kissé intenzívebb immunreaktivitás 
visszahúzódó bazális membrán területein. D: A gluteális régióból származó telogén 

n tapasztalt TSH receptor immunreaktivitás főleg a mezenhimális elemeken volt megfigyelhet
CTS) az anagén fázissal összevethető intenzitásban. Emellett néhány egyedi pozitív sejtet is megfigyeltünk a 

ES: epiteliális szál, CH: hajbunkó, BV, vérerek. E
területek: arrector pili izom (APM), idegkötegek (NB), a verejték- (SWG) és faggyúmirigyek (SGl) körüli 

lis sejtek, valamint a bőrben futó idegek (N) és vérerek (BV). epi: epidermisz.
nagyításban a pozitívan festődő verejtékmirigyek (SWG), vérerek, (BV) és az igedkötegek (NB).
pajzsmirigy epiteliális sejtjeinek bazolaterális felszínén (nyíl) megfigyelt TSH receptor immunpozitivitás 
szolgált pozitív kontrollként, míg az immunreaktivitás apikális oldalon tapasztalt hiánya volt a „bels
negatív kontroll (Braverman és Utiger, 2005). Méretvonal: 50 µm.  

vizsgálhattunk, a TSH festődésben az emberi 

különbségek regionális eltérésekből is adódhattak. 

ődés túlnyomórészt a 

ített telogén mintákon 

hámjában (16.D ábra). 

mintázatbeli változatosság 

rtüsző mezenhimális elemeire 
szövetes tok (CTS). MK: mátrix keratinocyták. B: A 

vely keratinocyták, ORS: 
dleges antitest elhagyásával). 

dési mintát mutatnak, bár kissé intenzívebb immunreaktivitás 
: A gluteális régióból származó telogén 

leg a mezenhimális elemeken volt megfigyelhető (DP, 
egyedi pozitív sejtet is megfigyeltünk a 

E-F: Pozitív festődésű 
(SWG) és faggyúmirigyek (SGl) körüli 

rben futó idegek (N) és vérerek (BV). epi: epidermisz. G-H: Nagyobb 
 verejtékmirigyek (SWG), vérerek, (BV) és az igedkötegek (NB). I : A 

) megfigyelt TSH receptor immunpozitivitás 
szolgált pozitív kontrollként, míg az immunreaktivitás apikális oldalon tapasztalt hiánya volt a „belső” 
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figyelhető meg az emberi hajciklus során, azonban a fejbőrről származó follikulusok esetében 

megfigyelhető TSH receptor festődési mintázat nem feltétlenül igaz az emberi kültakaró más 

területein elhelyezkedő szőrtüsző populációkra is. 

 

A TSH kezelés nem befolyásolja jelentősen az emberi szőrszál növekedését, a proliferáló és 

apoptotizáló sejtek arányát, valamint a pigmentációt 

A TSH közvetlen, funkcionális hatásainak tanulmányozása érdekében a szőrtüszők 

klasszikus „szőrbiológiai” paramétereit vizsgáltuk (pl. izolált szőrtüszők növekedése, 

hajciklus és a pigmentáció változása) kontroll és 1-100 mU/ml TSH (szérum-mentes 

tápoldatban) kezelt izolált anagén VI szőrtüsző szövettenyészetében. Az alkalmazott 

koncentrációk megfelelnek a sejtkultúrákban szokásosan alkalmazott TSH dózisnak és a 

legalacsonyabb vizsgált dózis mérsékelten magasabb a súlyosan hipotireoid betegek esetében 

mérhető TSH szintnél, ami elérheti akár a 0,5 mU/ml szintet is (Braverman és Utiger, 2005). 

Az alkalmazott TSH koncentrációk egyike sem befolyásolta a szőrszál 

hossznövekedését (17.A ábra), és a mátrix keratinocyták proliferációját, valamint nem 

változott jelentősen az apoptotizáló sejtek aránya sem (17.C-E ábra). Az eddigiekhez 

hasonlóan, a TSH nem volt hatással az anagén és katagén szőrtüszők arányára, azaz nem 

befolyásolta közvetlenül az emberi hajciklust in vitro (17.B ábra). Emellett a TSH nem 

változtatta meg jelentősen az intrafollikuláris melanintermelést sem, amit Masson-Fontana 

hisztokémiai festés segítségével állapítottunk meg (17.F-H ábra). 
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17. ábra: A TSH hatása az izolált szőrtüszők növekedésére, hajciklusára, a szőrtüsző keratinocyták 
proliferációjára és apoptózisára, valamint a pigmentációra in vitro 
A: Az anagén VI szőrtüszőket a TSH három különbőző koncentrációjával kezeltük. A szőrszálak hosszát 
minden második napon megmértük, majd a növekedést az izolálás napján mért hossz százalékában adtuk 
meg. B: A vivőanyag- vagy TSH-kezelt szőrtüszők anagén VI és a korai katagén szőrtüszőinek aránya látható 
(csak a 100 mU/ml TSH kezelés került bemutatásra, az 1 mU/ml és 10 mU/ml TSH kezelt ehhez hasonló volt). 
Az anagén-katagén fázis elkülönítése az irodalomban meghatározott kritériumok szerint történt (pl. 
elvékonyodott mátrix keratinocyta és leszálló DP réteg). C-E: A proliferáció (Ki-67, piros) és az apoptózis 
(TUNEL, zöld) egyidejű vizsgálata kontroll (C) és TSH (D) kezelt tenyésztett szőrtüszőkben. A sejtmagokat 
DAPI-val festettük (kék). DP: dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták. E: A Ki-67- és TUNEL-pozitív 
sejtek százalékos aránya a teljes sejtszámra (DAPI-pozitív sejtek) vonatkoztatva. F-H : A melanin tartalom  
vizsgálata Masson-Fontana festéssel kontroll (F) és TSH (G) kezelt szőrtüszőkön. H: A festődés kvantitatív 
összehasonlítása kontroll és 100 mU/ml TSH-val kezelt szőrtüszőkben (jelölt referencia tartomány) ImageJ 
szofver segítségével. A kísérleteket háromszor ismételtük meg különböző alanyokból származó mintákon. Az 
értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, Méretvonal: 50 µm, n=15-20 db/csoport. 
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A TSH nem okoz jelentős változást az emberi szőrtüsző mezenhimális területeinek 

proliferációjában in situ 

Irodalmi adatok szerint a pretíbiális, valamint a periorbitális bőrben található 

fibroblastok aktiválhatóak TSH receptoron keresztül (Porcellini és mtsai., 2003). Mivel a saját 

elemzéseink feltűnő TSH receptor kifejeződést mutattak a CTS fibroblastokban, külön 

ellenőrizni kivántuk a Ki-67 pozitív sejtek arányában megfigyelhető különbséget ebben a 

mezenhimális szőrtüsző kompartmentben, oldószer-kontroll és TSH-kezelt szőrtüszők között. 

Kvantitatív immunhisztomorfometriai mérések alapján a látótérben megfigyelhető osztódó 

sejtek száma nem különbözött jelentősen a kontroll és kezelt szőrtüszők között in situ 

(oldószer-kontroll: 2,03±1,21 SE, TSH: 3,36±2,59 SE, p>0,05, ábrán nincs bemutatva).  

A TSH alkalmazása cAMP-szint emelkedést okoz 

A következőkben megvizsgáltuk, hogy a TSH receptor nagy affinitású ligandjának 

bekötődése okoz-e bármilyen változást a cAMP, mint másodlagos hírvivő szintjében, hiszen a 

TSH receptor aktiválódást klasszikusan cAMP szint emelkedés követi (Povey és mtsai., 1976; 

Braverman és Utiger, 2005). Eredményeink szerint a TSH-kezelést követően a felülúszóban 

megjelenő cAMP szintje 30,02±2,38 pmol/ml volt, amely háromszor magasabb cAMP szintet 

jelent, mint ami az oldószer-kontroll szőrtüszők felülúszójában mérhető volt a cAMP-t bontó 
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18. ábra: A TSH kezelés hatása a szőrtüszők cAMP termelésére 
Vivőanyag (Kontroll) és 100 mIU/ml TSH-val kezelt szőrtüszők felülúszójából határoztuk meg a tenyészet 
cAMP tartalmát. A TSH kezelés közel háromszoros növekedést indukált. Az értékeket átlag±SE formában 
tüntettük fel, *=p<0,05 a kontrollhoz képest, n=18-24.  
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foszfodiészteráz enzimet gátló 3-izobutil-1-metilxantin (IBMX) jelenlétében (18. ábra). Ez 

határozottan arra utal, hogy az emberi szőrtüsző CTS-ben kifejeződő TSH receptor részt vesz 

bizonyos jelátviteli folyamatokban. 

 

Az emberi szőrtüszők TSH kezelése nem indukál mérhető pajzsmirigyhormon szekréciót, de 

serkenti a klasszikus TSH célgének átírását 

Ezután megvizsgáltuk, hogy a TSH receptor-kapcsolt jelátviteli útvonal aktivációja 

megváltoztatja-e a klasszikus TSH célgének transzkripcióját. Mivel a TSH legfontosabb 

funkciója a pajzsmirigyhormonok szintézisének és szekréciójának fokozása (Braverman és 

Utiger, 2005), első kérdésünk az volt, hogy az emberi fejbőr follikulusai rendelkeznek-e a 

pajzsmirigyhormonok előállításához és szekréciójához szükséges enzimatikus apparátussal. 

Kísérleteink során nem tudtuk kimutatni a pajzsmirigy-hormon termelés egyik legfontosabb 

enzimét a pajzsmirigy peroxidázt (TPO) (Bravemann és Utiger, 2005), sem mRNS, sem 

fehérje szinten (nincs bemutatva). Továbbá nincs bizonyíték arra sem, hogy az emberi fejbőr 

szőrtüsző szervkultúra felülúszójában megtalálható lenne mérhető mennyiségű 

pajzsmirigyhormon (van Beek és mtsai., 2008). Ezek az adatok tehát azt mutatják, hogy az 

emberi szőrtüsző feltehetően nem képes a pajzsmirigy hormonok folyamatos vagy TSH 

stimulációt követő előállítására. 

Ezt követően azt vizsgáltuk, hogy az izolált szőrtüszők TSH aktivációja modulálja-e a 

TSH receptor aktiváció klasszikus célgénjeit. A TSH specifikus transzkripciós faktorokon 

keresztül (pl. a pajzsmirigy-transzkripciós faktor 1, TTF-1) upregulálja a pajzsmirigyhormon-

szintézis fő mátrix glikoproteinjének, a tireoglobulinnak (TG) a szintézisét és a tárolását 

(Suzuki és mtsai., 1998 és 1999; Braverman és Utiger, 2005). Ezért megvizsgáltuk a TTF-1 és 

TG transzkripció mértékét TSH stimulációt követően RT-PCR segítségével (19.A ábra). 
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Annak ellenére, hogy a tireoglobulin (TG) mRNS kimutatható (RT-PCR) 

keratinocyták és melanoma sejtek kultúráiban in vitro (Slominski és mtsai., 2002), a TG 

pajzsmirigyen kívüli transzkripciójáról kifejezetten emberi bőrben még nem számoltak be 

korábban. Jelen kísérleteinkben mind frissen izolált szőrtüszőkből (nincs bemutatva), mind 

oldószer-kezelt kontroll szőrtüsző tenyészetből nyert RNS mintában kimutattuk a megfelelő 

méretű (395 bp) TG mRNS transzkript jelenlétét (19.A ábra). Az amplifikáció specificitását 

megerősítette a PCR termék szekvencia elemzése is, amely teljes mértékben egybeesett a 

legutóbb közétett emberi TG mRNS-szekvenciával (GenBank hivatkozási szám NM_003235) 

(nincs bemutatva). Kimutattuk azt is, hogy a TSH stimuláció ugyancsak képes volt a TG 

transzkriptek kiindulási szintjének megemelésére izolált szőrtüsző tenyészetben (19.B ábra). 

Érdekes módon, több elsődleges antitest és eltérő másodlagos kimutatási rendszerek 

alkalmazása sem szolgáltatott elegendő immunhisztokémiai bizonyítékot a TG fehérje emberi 

fejbőrben történő kifejeződésére (a megfigyelt immunreaktivitás nem meggyőzően és 

reprodukálhatóan tért el a háttértől; nincs bemutatva). Bár a TG immunreaktivitás látszólagos 

hiánya az emberi bőrben módszertani okokra is visszavezethető lehet, eredményeink azonban 

arra utalnak, hogy a TG átírását nem követte transzláció. 
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19. ábra: A tireogobulin (TG) és a pajzsmirigy transzkripciós faktor-1 (TTF-1) mRNS kifejezőése frissen 
izolált szőrtüszőkben 
 A: TG és TTF-1 transzkriptek detektálása emberi szőrtüszőkben RT-PCR segítségével. M: DNS létra, B: agy 
(pozitív kontroll), S: teljes bőr, 1-6: 3 női alanyból származó szőrtüsző minták (18-20 db/csoport) vivőanyag 
(1, 3, 5) és TSH kezelést (2, 4, 6) követően. C: nontemplát kontroll, 18S: belső kontroll. B: A TG sávok a 
belsőkontrollra normált intenzitásának (szemi) kvantitatív vizsgálata. Az értékeket átlag±SE formában 
tüntettük fel. *=p<0,05 a vivőanyag kontrollhoz képest, n=18-20.  
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Az említett szőrtüsző mintákban kimutathatóak voltak a pajzsmirigy transzkripciós 

faktor-1 (TTF-1) specifikus transzkriptjei is (289 bp), amelyek egyensúlyi mRNS szintjei 

megemelkedtek TSH kezelés hatására háromból két vizsgált alany esetében (19.A ábra). Ez a 

TSH-indukálta TG transzkript upreguláció azt sugallja, hogy a TSH receptor emberi 

szőrtüszőkben valóban funkcionálisan aktív, és a TSH hatására intrafollikulárisan megjelenő 

TG transzkripció stimulációja a pajzsmirigyben megfigyeltekhez hasonló módon zajlik (pl. 

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

 

TSH stimuláció megváltoztatja az emberi szőrtüszők génexpressziós mintázatát 

Annak érdekében, hogy a TSH receptor funkcionalitásáról és korábban ismeretlen 

TSH stimulációt követő pajzsmirigyen kívüli célgének kifejeződéséről további információkat 

szerezzünk, két független – azaz két különböző, egészséges női donorból nyert – emberi 

szőrtüsző szervkultúrát vizsgáltunk meg; TSH kezelt (100 mIU/ml) és oldószer kontroll 

mintákon DNS microarray vizsgálatot végeztünk. Szigorú kiválasztási kritériumokat 

alkalmaztunk a megváltozott génexpresszió elfogadására. Csak azokat az expresszióbeli 

eltéréseket tekintettük szignifikánsnak, melyek TSH kezelését követően minimum 1,5-szeres, 

azonos irányú változást mutattak mindkét vizsgált egyénből származó RNS mintában ( p-érték 

<0,0001 esetén). Ezen kiválasztási szempontok alapján egy down- és tizenkét upregulált gént 

azonosítottunk: savas hajkeratin-1 (KRTHa1), keratin 5 (KRT5), involukrin (IVL), keratin-

kapcsolt fehérje (KRTAP) 4-4, KRTAP 4-7, KRTAP 4-14, simaizom α2-aktin (ACTA2), 

fibronektin 1 (FN1), Aα-filamin (FLNA), kötőszöveti növekedési faktor (CTGF), glutation 

peroxidáz 3 (GPX3), piruvát kináz (PKM2), citokróm-C oxidáz 1 (MTCO1) (20.A ábra). 



 

  

20. ábra: A TSH kezelést követő génexpresszió változások humán sz
A: Két különböző alanyból (kék és piros) származó sz
val, amit microarray technikához használtunk fel. Az ábra a mindkét donorban bekövetkez
változást mutatja (kritériumok: azonos irányú, minimum 1,5
savas hajkeratin-1 (KRTHa1, ma KRT31), keratin 5 (KRT5), involukrin (IVL), keratin kapcsolt fehérje 
(KRTAP) 4-4, KRTAP 4-7, KRTAP 4
(FLNA), kötősszöveti növekedési faktor (CTGF), glutation peroxidáz 3 (GPX3), piruvát k
citokróm-C oxidáz 1 (MTCO1). B
vizsgálata kvantitatív PCR-ral. A MTCO1 (
kontroll (D, F, H) és TSH kezelt (
NK: negatív kontroll, CTS: kötőszövetes tok, DP: dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták, OSR: küls
gyökérhüvely, epi: epidermisz. C
négyszögek) festődési intenzitása. prox: proximális, dist: disztális. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük 
fel. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 a viv
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ő génexpresszió változások humán szőrtüszőben 
 alanyból (kék és piros) származó szőrtüszőket kezeltünk vivőanyaggal és 100 mU/ml TSH

val, amit microarray technikához használtunk fel. Az ábra a mindkét donorban bekövetkez
változást mutatja (kritériumok: azonos irányú, minimum 1,5-szeres, p<0,0001). 13 ilyen gént azonosítottunk: 

1, ma KRT31), keratin 5 (KRT5), involukrin (IVL), keratin kapcsolt fehérje 
7, KRTAP 4-14, simaizom α2-aktin (ACTA2), fibronektin 1 (FN1), A

sszöveti növekedési faktor (CTGF), glutation peroxidáz 3 (GPX3), piruvát k
B-I : A TSH célgének megerősítése. B: A CTGF relatív expressziójának 

ral. A MTCO1 (D, E), ACTA (F, G) és KRT5 (H, I ) fehérjeexpresszió kimutatása 
) és TSH kezelt (E, G, I ) szőrtüszőkben immunfluoreszcenciával. PK: pozitív kontrollok, 

őszövetes tok, DP: dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták, OSR: küls
C: A szőrtüszők előre definiált, standardizált területeine

dési intenzitása. prox: proximális, dist: disztális. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük 
fel. *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001 a vivőanyag kontrollhoz képest, Méretvonal: 50 

al és 100 mU/ml TSH-
val, amit microarray technikához használtunk fel. Az ábra a mindkét donorban bekövetkező génexpresszió-

szeres, p<0,0001). 13 ilyen gént azonosítottunk: 
1, ma KRT31), keratin 5 (KRT5), involukrin (IVL), keratin kapcsolt fehérje 

aktin (ACTA2), fibronektin 1 (FN1), Aα-filamin 
sszöveti növekedési faktor (CTGF), glutation peroxidáz 3 (GPX3), piruvát kináz (PKM2), 

: A CTGF relatív expressziójának 
) fehérjeexpresszió kimutatása 

kben immunfluoreszcenciával. PK: pozitív kontrollok, 
szövetes tok, DP: dermális papilla, MK: mátrix keratinocyták, OSR: külső 

re definiált, standardizált területeinek (körök és 
dési intenzitása. prox: proximális, dist: disztális. Az értékeket átlag±SE formában tüntettük 

anyag kontrollhoz képest, Méretvonal: 50 µm. 
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A kiválasztott gének TSH-indukálta génexpresszió változásának megerősítéséhez két 

újabb donorból származó szőrtüszőket vizsgáltunk reverz transzkripciót követő kvantitatív 

PCR (CTGF, GPX3 és PKM2, szőrtüsző homogenizátumból) és/vagy immunhisztokémia 

(KRT5, IVL, ACTA, FN (izoforma nem ismert), FLNA és MTCO1) technikákkal. Az olyan 

esetekben, amikor nem álltak rendelkezésünkre megbízható, elfogadott antitestek, akkor az 

adott proteincsalád egy közeli rokon fehérjéjét vizsgáltuk: ACTA, FN. 

Amint az a 20. ábrán látható, kvantitatív PCR technikával tudtuk igazolni, hogy a 

TSH kezelés képes upregulálni a CTGF transzkripciót (20.B ábra), míg a GPX3 és PKM2 

transzkripció szintje változatlan maradt. Az MTCO1, ACTA és KRT5 esetében a kvantitatív 

immunhisztomorfometria egyértelműen megerősítette a megváltozott fehérje expressziót in 

situ (20.C ábra). A 20. ábra szerint az izolált emberi szőrtüszők TSH stimulációját követően 

az MTCO1 upreguláció a szőrtüsző több területén megfigyelhető volt (mátrix keratinocyták, 

DP, proximális és disztális CTS; 20.D és E ábra). Ezen túlmenően az ACTA intenzív 

immunhisztokémiai festődést mutatott humán CTS fibroblastokon in vitro, ami tovább 

emelkedett TSH stimuláció hatására (20.F és G ábra). A kiértékelés során a verejtékmirigy 

myofibroblastokon és ér-simaizmon in situ megfigyelhető TSH specifikus festődés szolgált 

pozitív kontrollként. Emellett a TSH kezelés jelentősen megemelte a KRT5-immunfestődést a 

szőrszál mátrix keratinocytáinak rétegében (20.H és I ábra). 

Mindezen kísérleti adatok azt mutatják, hogy az egészséges emberi fejbőr 

szőrtüszőiben kifejeződő TSH receptor funkcionálisan aktív. Eredményeink emellett azt 

sugallják, hogy több új, TSH receptor mediált szignalizációs útvonalon keresztül közvetlenül 

vagy közvetetten szabályozott célgén is megtalálható a pajzsmirigyen kívüli emberi 

szövetekben, mint például a bőrben a CTGF, a MTCO1, az ACTA és a KRT5. 
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A tenyésztett emberi DP fibroblastok közvetlen célpontjai a TSH receptor-közvetített 

jelátvitelnek 

Mivel minden eddigi leírt TSH-hatás egy összetett miniszerv-modellben vizsgáltunk, 

ami különböző eredetű és a funkciójú sejtpopulációkból épül fel, ellenőrizni kívántuk, hogy 

az izolált humán szőrtüsző TSH receptort expresszáló sejtpopulációi szintén képesek-e a TSH 

aktivációra válaszolni. Ezen kérdés megválaszolására korai passzálású (1-2.) primer humán 

DP fibroblast sejtkultúrát alkalmaztunk. A CD90 fibroblast marker immunreaktivitást mutató 

tenyésztett DP fibroblastokon (21.A ábra) TSH receptor-specifikus immunreaktivitást 

találtunk (21.B ábra) konfokális mikroszkóp segítségével. Kimutattuk azt is, hogy a TSH-

kezelés szignifikánsan és dózisfüggő módon megnövelte a fibroblast sejtek tápoldatban 
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21. ábra: A TSH receptor kifejeződése és a TSH kezelés hatása DP fibroblastokon 
A CD90 pozitív (A) DP sejtek expresszálják a TSH receptort (B), magfestőként DAPI-t alkalmaztunk. NK: 
negatív kontroll. C: Kontroll és TSH kezelt DP sejtek felülúszójából határoztuk meg a tenyészet cAMP 
tartalmát. A TSH kezelés több mint kétszeres cAMP szint növekedést indukál. D: A TSH kezelés dózisfüggő 
módon emeli bizonyos mRNS transzkriptek expresszióját (q-PCR) DP fibroblastokon. PKM2: piruvát kináz, 
GPX3: glutation peroxidáz, CTGF: kötőszövetes tok növekedési faktor, MTCO1 citokróm-C oxidáz-1. A 
vivőanyag kontrollhoz képest (E) a MTCO1 immunreaktivitás szintén megemelkedett 100 mU/ml TSH 
kezelés hatására (F), magfestőként DAPI-t alkalmaztunk. NK: negatív kontroll. Méretvonal: 50 µm. Az 
értékeket átlag±SE formában tüntettük fel, *=p<0,05. 
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megjelenő cAMP szintjét (21.C ábra). Hasonlóan a szőrtüsző kultúrákhoz, a DP fibroblastok 

TSH kezelése is jelentősen és dózisfüggően upregulálta bizonyos mRNS transzkriptek 

kifejeződését; a PKM2, a GPX3, a CTGF, és az MTCO1 mRNS-ek expressziós szintje 16-75-

ször magasabb volt a 100 mU/ml TSH-val kezelt mintákban, mint az oldószerrel kezelt 

kontroll DP sejteken (21.D ábra). A MTCO1 upregulációját immunfluoreszcens jelöléssel is 

ellenőriztük (21.E és F ábra). 
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MEGBESZÉLÉS 

A TRPV3 szerepe a humán szőrtüsző biológiai folyamatainak szabályozásában 

Bizonyos rágcsáló törzseken (DS-Nh egér és WBN/Kob-Ht patkány) végzett 

vizsgálatok során fény derült arra, hogy a kialakuló szőrtelen fenotípus megjelenéséért felelős 

mutáció a trpv3 gén kódoló régióját érinti (Asakawa és mtsai., 2006). A DS-Nh egereken 

végzett további vizsgálatok rámutattak a TRPV3 egerek bőrében betöltött funkciójának 

fontosságára. Egyrészt bebizonyosodott, hogy a TRPV3 megfelelő működése elengedhetetlen 

a szőrtüszők normál fejlődéséhez (Imura és mtsai., 2007), másrészt az említett csupasz 

egértörzsben erőteljes viszketéssel járó spontán dermatitisz alakult ki (Yoshioka és mtsai., 

2006 és 2009). 

A rágcsálókon végzett kísérletek során bebizonyosodott, hogy a mutációnak 

köszönhetően folyamatosan aktív TRPV3 gátolta a szőrnövekedést (Xiao és mtsai., 2008). 

Arra nézve viszont nem voltak adataink, hogy a TRPV3 megtalálható-e humán szőrtüszőkön, 

illetve milyen szerepet játszik a humán hajciklus szabályozásában. Ezen kérdések sarkalltak 

minket arra, hogy vizsgálatokat végezzünk a TRPV3 expresszió feltérképezésére izolált 

humán hajfollikulusokon, illetve hogy kiderítsük milyen funkcionális szereppel bírnak a 

follikulusok biológiai folyamatainak szabályozásában. 

Korábbi irodalmi adatok alapján ismeretes volt, hogy a TRPV3 expresszálódik humán 

epidermális keratinocytákon (Gopinath és mtsai., 2005; Facer és mtsai., 2007), de magán a 

humán szőrtüszőn még nem mutatták ki a jelenlétét. A TRP csatornák szerepének jellemzése 

az emberi bőr fiziológiás és patológiás folyamataiban korántsem mondható kielégítőnek. Ezen 

molekulák nem-neuronális sejtek és szövetek szabályozási mechanizmusaiban betöltött 

szerepének feltárása napjainkban is zajlik (Szállási és Blumberg, 1999; Caterina és Julius, 

2001; Clapham, 2003; Nilius és mtsai., 2006; Paus és mtsai., 2006; Bíró és mtsai., 2007). 
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Ebben az összefüggésben jelen kísérleteink szolgáltatták az első bizonyítékot arra 

vonatkozóan, hogy a TRPV3 – azáltal, hogy visszaszorítja a szőrtüsző keratinocyták 

proliferációját és apoptózis-vezérelt katagén regressziót indukál (8-9. ábra) – gátolja az 

emberi szőrszál növekedését in vitro (7. ábra). Tekintettel arra, hogy ezek a hatások egy 

olyan elfogadott emberi szervtenyészet-modellen jöttek létre, mely lehetővé teszi a szőrtüszők 

alapvető funkcióinak kvázi in vivo vizsgálatát, jelen megállapításaink élettanilag és klinikailag 

egyaránt relevánsnak tekinthetőek. Ezért elmondhatjuk, hogy a bemutatott eredmények 

alapján a TRPV3 a humán szőrnövekedés és hajciklus újonnan megismert szabályozó 

molekulája, ami tökéletes összhangban áll az egér modelleken nyert korábbi adatokkal 

(Asakawa és mtsai., 2006; Imura és mtsai., 2007; Xiao és mtsai., 2008; Steinhoff és Bíró, 

2009; Cheng és mtsai., 2010). 

A TRPV3 funkcionális jelenlétét az emberi szőrtüsző epiteliális területein számos, 

primer ORS keratinocyta tenyészet vizsgálatából nyert bizonyítékkal támasztottuk alá; 

úgymint FLIPR alapú Ca2+-imaging, patch-clamp mérések valamint életképesség és sejthalál 

vizsgálatok (10-12. ábra). Emellett a TRPV3 aktivátorokkal kiváltott ionáramok és az 

[Ca2+] IC emelkedés gátolhatók voltak az [Ca2+]EC lecsökkentésével vagy az általános TRP 

csatorna blokkoló ruténium vörös együttes alkalmazásával (13. ábra). A TPRV3 funkcionális 

szerepét meggyőzően támasztották alá az siRNS mediált géncsendesítést követő vizsgálataink 

is (14. ábra), amelynek során sikeresen gátoltuk a TRPV3 aktivátorok celluláris hatásait (pl. 

proliferáció gátlás, apoptózis indukció). Mindent összevetve, ezen adatok azt sugallják, hogy 

létezik egy olyan jelátviteli útvonal az emberi szőrtüszőkben, amely a TRPV3 csatorna 

megnyitásával Ca2+ beáramlást idéz elő, ami megakadályozza az ORS keratinocyták 

proliferációját és apoptózist indukál, ezzel gátolva a szőrnövekedést. 

Korábban a TRPV3 funkcionális kifejeződését nagyrészt egér epidermális 

keratinocytákon írták le; sőt, TRPV3-specifikus hő- és farmakológiai ingerekkel aktivált 
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membránáramokat és [Ca2+] IC emelkedést is tapasztaltak ezekben a sejtekben (Peier és mtsai., 

2002; Chung és mtsai, 2004a és 2004b; Huang és mtsai., 2008; Xiao és mtsai., 2008; Cheng 

és mtsai., 2010). Ezen túlmenően a keratinocytákon a TRPV3 aktivációja különböző 

mediátorok felszabadulásához vezetett (pl. IL-1α, prosztaglandin E2, ATP) (Xu és mtsai., 

2006; Huang és mtsai., 2008; Mandadi és mtsai., 2009), amelyek fájdalom és/vagy 

viszketésérzékeny szenzoros afferensek „intercelluláris hírvivői” (Huang és mtsai., 2008; 

Mandadi és mtsai., 2009). Mivel ezen mediátorok gyulladáskeltő hatása ismert a bőrben is 

(Bíró és mtsai., 1998 és 2007; Stenn és Paus, 2001; Paus és mtsai., 2006; Paus és Cotsarelis, 

2008), így a keratinocytákon kifejeződő TRPV3 csatorna szerepet játszhat a bőr gyulladásos 

folyamataiban. Valójában a trpv3 gén „gain-of-function„ mutációja epidermalis 

keratinocytákban történő overexpressziója nemcsak a viszketést, de súlyos bőrgyulladást is 

okoz DS-Nh egerekben (Yoshioka és mtsai., 2009). Emellett a mi előzetes adataink arra 

utalnak, hogy a TRPV3 aktivációja jelentősen csökkenti a humán epidermális keratinocyták 

növekedését (Bíró és mtsai. előkészületben). Ezen megállapítások, valamint jelen 

eredményeink is hangsúlyozzák a TRPV3 csatorna és a hozzá kötődő (mindeddig 

meghatározatlan) endogén ligandok, valamint a kapcsolódó jelátviteli mechanizmusok élettani 

és kórélettani jelentőségét a szőrnövekedés szabályozásában. 

A TRP csatornák összetett szerepét jól jelzi, hogy a most leírtakhoz nagyon hasonló 

szabályozási mechanizmusokat azonosítottunk a bőrben egy másik TRP izoforma esetében is. 

A TRPV1 aktivációja gátolta a szőrnövekedést és a follikuláris keratinocyták proliferációját, 

elősegítette a korai katagén regressziót emberi szőrtüszőben, humán epidermális és ORS 

keratinocyták esetében apoptózist indukált, emellett proinflammatórikus gyulladásos 

citokinek felszabadulását okozta (Southall és mtsai., 2003; Bodó és mtsai., 2005; Bíró és 

mtsai., 2006). Ezek alapján úgy tűnik, hogy a TRPV1 és TRPV3-kapcsolt jelátviteli útvonalak 

(elvben) szinergikusan képesek szabályozni az emberi szőrszál növekedését és a hajciklust, 
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valamint feltehetően a bőr egyéb kulcsfontosságú biológiai folyamataiban is 

együttműködhetnek. 

Összegezve kísérleteink eredményeit, azt a megállapítást tehetjük, hogy az izolált 

humán szőrtüszőkben jelenlévő TRPV3 fontos szereppel bír a szőrnövekedés és a hajciklus 

szabályozásában. A jelen munkánkban bemutatott TRPV3 aktiváció hatásosan gátolja az 

emberi szőrszál növekedését, mely arra utal, hogy a (pl. a helyileg alkalmazott) TRPV3 

agonisták (akár TRPV1 aktivátorokkal együtt alkalmazva) a nemkívánt szőrnövekedés (pl. 

hipertrihózis, hirzutizmus) klinikai kezelésében alkalmazható új, jól tolerálható szerek 

kifejlesztésére adnak lehetőséget. A későbbiekben kifejlesztendő TRPV3 antagonisták 

jövőbeli vizsgálata szintén indokolt lehet a hajhullás különböző formáinak (pl. alopecia, 

effluvium) kezelésében. Végezetül adataink rávilágítanak a proinflammatórikus, pruritogén és 

anti-proliferatív TRPV3-kapcsolt jelátviteli útvonalak szisztematikus vizsgálatának jövőbeli 

fontosságára olyan kórképek kezelésében, mint például a pikkelysömör, egyes dermatitiszek 

vagy akár bőrdaganatok. A fentiek figyelembevételével érdemes átgondolni a TRPV3 

aktivációt és/vagy szenzitizációt okozó anyagok (pl. a kámfor) (Peier és mtsai., 2002; Xu és 

mtsai., 2005) klinikai alkalmazásának lehetőségeit is. 

 

A TSH receptor szerepe a humán szőrtüszők biológiai folyamatainak szabályozásában 

Jelen munkánkban azt is be kívántuk mutatni, hogy az elsődlegesen a 

pajzsmirigyhormon-szintézis fokozásáért és a hipotalamusz-hipofízis-pajzsmirigy (HPT) 

tengely központi szabályozásáért felelős TSH számára az emberi fejbőr szőrtüszői is direkt 

célpontként szolgálnak. Mindez egy új, TSH receptor-mediált neuroendokrin jelátviteli 

útvonal azonosítására ad lehetőséget emberi bőrben. Lehetséges, hogy ezek a folyamatok 

állnak a közismert endokrin modulátorok emberi bőrben és szőrtüszőben kifejtett hatásainak 

hátterében, mint ahogy az a pajzsmirigyhormonok, az androgének és az ösztrogének esetében 
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már beigazolódott (Freinkel és Freinkel, 1972; Billoni és mtsai., 2000; Messenger, 2000; 

Stenn és Paus, 2001; Braverman és Utiger, 2005; Ohnemus és mtsai., 2006). 

A hipotireoid betegeknél megfigyelhető szőrnövekedés változások (Freinkel és 

Freinkel, 1972) nagyobb valószínűséggel pajzsmirigyhormon-hatás eredményei, hiszen a 

(kísérletesen) megemelt TSH szint közvetlenül nem mutatott szignifikáns hatást az emberi 

szőrszálnövekedésre, hajciklusra és a mátrix keratinocyták proliferációjára női fejbőrből 

származó szőrtüsző szervkultúrában (17. ábra). Ezt az elképzelést az a nemrégiben 

bemutatott cikk is alátámasztja, mely szerint mind a T3, mind a T4 képes modulálni az anagén 

fázis hosszát emberi szőrtüsző szervkultúrában (van Beek és mtsai., 2008). 

Immunhisztokémiai vizsgálataink alapján a TSH receptor kifejeződése kizárólag a 

fejbőr szőrtüszőinek mezenhimájában volt megfigyelhető, míg a normál emberi fej és 

gluteális bőr interfollikularis dermális fibroblastjai nem mutattak a TSH receptorra jellemző 

immunreaktivitást in situ (16. ábra). Mivel az emberi szőrtüsző mezenhimája, úgy tűnik, 

bizonyos mértékű védelmet élvez a kilökődési reakcióval szemben (Paus és mtsai., 2005), 

lehetséges allogén transzplantáció akár eltérő nemű páciensek esetében is (Reynolds és mtsai., 

1999). Felmerül tehát, hogy a TSH receptor ellen kialakuló autoimmunitás, valamint az ennek 

következtében létrejövő pajzsmirigy megbetegedések ok-okozati összefüggésben lehetnek a 

szőrtüsző mezenhima említett elszigeteltségével és/vagy az immuntolerancia előzetes 

összeomlásával. 

Az emberi haj szőrtüszőiben a TSH receptor szigorúan mezenhimális kifejeződése (az 

intrafollikuláris hám és a pigmenttermelő egység láthatóan nem mutat TSH receptor 

expressziót anagén VI és katagén fázisok alatt sem; 16. ábra) is magyarázatul szolgálhat arra, 

hogy a TSH stimuláció miért nem befolyásolja a szőrnövekedést, a mátrix keratinocyták 

proliferációját és apoptózisát, valaminta pigmentációt. 
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Furcsamód emellett az is igaz, hogy egyértelműen intraepiteliálisan kifejeződő 

célgének és/vagy géntermékek (pl. KRT5, KRTHa1 ami jelenleg KRT31 Langbein és 

Schweizer, 2005; lásd új keratin nomenklatúra Schweizer és mtsai., 2006) expresszióját is 

módosította a TSH emberi izolált szőrtüsző tenyészetben. Ez a megállapítás azt sugallja, hogy 

a fejbőr szőrtüsző mezenhimális receptorainak stimulálása alapvetően közvetett úton 

befolyásolja a szőrtüsző hámsejtek működését. Így elképzelhető, hogy a szőrtüsző CTS-ében 

levő TSH receptorok stimulálása bizonyos diffúzibilis faktorok termelését és szekrécióját 

indukálja, mint például a CTGF-ét (20. ábra). Valószínűleg ezek a szőrtüsző mezenhimából 

származó faktorok a szőrtüsző epitéliumának különböző feladatait (mint például a hajkeratin 

termelését, ahogy azt a KRT5 és több KRTAP upregulációja is mutatja) parakrin módon 

befolyásolják. Így a központi és esetleg a perifériás TSH szekréció képes lehet bonyolult 

szabályozó hurkok aktiválására, amik például mezenhimális faktorok (mint a CTGF) 

toborzása révén közvetett módon modulálják a szőrtüsző hámsejtek funkcióit (20, 22. ábra). 

Ezen epiteliális-mezenhimális kölcsönhatások valószínűleg kissé eltérőek lehetnek a 

kültakaró különböző területein és a hajciklus különféle szakaszaiban, amint azt emberi 

gluteális régióból származó telogén szőrtüszőn kapott eredményeink mutatják, ahol néhány 

TSH receptor-pozitív sejt megjelent a szőrtüsző epiteliumában is (16. ábra). Ezzel együtt nem 

zárhatjuk ki a TSH közvetlen hatásának lehetőségét epidermális keratinocytákon, mivel a 

TSH receptor kifejeződik felnőtt és újszülött keratinocytákon, valamint aktivációja cAMP 

szintnövekedést okoz humán keratinocytákban (Slominski és mtsai., 2002). 

A tény, hogy a két klasszikus TSH-célgén, a TG és a TTF-1 transzkripciós szintje 

upregulálódott az emberi fejbőrön szőrtüszőkben TSH-kezelés után in vitro (19. ábra), újabb 

bizonyítékkal szolgál az intrafollikulárisan kifejeződő TSH receptor funkcionalitására. 

Emellett jól illeszkedik a TSH hatására klasszikusan bekövetkező cAMP jelátviteli útvonal 

aktivációhoz, ami jellemzően TSH receptor mediált folyamat (Povey és mtsai., 1976; 
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Braverman és Utiger, 2005). Habár korábban kimutatták TG transzkriptek jelenlétét humán 

keratinocyta (HaCaT) és humán melanoma sejtvonalakon in vitro (Slominski és mtsai., 2002), 

TG transzláció jelenlétét korábban soha nem vizsgálták normál emberi bőrben in situ. Így a 

mi megfigyeléseink szolgáltatják az első bizonyítékot a TG transzkripcióra emberi bőrben és 

a fejbőr follikulusaiban arra, hogy a szőrtüszők ugyanazt a transzkripciós faktort (pl. TTF-1) 

„használják” a TG upregulációhoz, amit a pajzsmirigy hámsejtjei is (Suzuki és mtsai., 1998 és 

1999). 

Bemutattuk azt is, hogy az emberi fejbőrből származó szőrtüsző egy könnyen 

kezelhető, élettanilag releváns eszközként szolgálhat új, nem-klasszikus TSH célgének 

elemzéséhez. Ez a szokatlan, de jól tanulmányozható új modell korábban feltérképezetlen 

TSH funkciók megismerésének kulcsa lehet, ami jóval túlmutat a TSH-nak a bőr és a 

szőrtüsző biológiai folyamataiban betöltött szerepének megismerésén, hiszen a génexpressziót 

elemezve számos olyan új TSH-célgént azonosítottunk emberi fejbőr szőrtüszőiben, amit 

korábban nem vettek figyelembe a TSH/TSH receptor biológiai összefüggéseinek 

vizsgálatában (pl. KRTAP, CTGF, ACTA) (20. ábra). Több, a szőrtüszőben azonosított új 

TSH-célgén (CTGF, ACTA, MTCO1 és KRT5) mRNS és/vagy a fehérje szintű expresszió 

változásait további alanyokból származó minták egymástól függetlenül is megerősítették 

(kvantitatív PCR és kvantitatív immunohisztomorfometria technikák), míg más faktorok 

(FLNA, IVL) expressziós változásait, amelyeket a microarray analízis eltérőnek mutatott a két 

vizsgált alanyban, ilyen módon nem sikerült alátámasztanunk (20, 22. ábra). 

Bár az említett új célgének az emberi bőr és szőrtüsző biológiai folyamataiban 

betöltött funkcionális szerepének megismerése további vizsgálatokat igényel, a fenti 

eredmények alapján már most kijelenthetjük, hogy a TSH által gyakorolt új hatások jóval 

túlmutatnak a klasszikusan ismert folyamatok skáláján (pl. a pajzsmirigyhormon-termelés 

serkentése, a pajzsmirigy növekedése) (Kohrle, 1990; Braverman és Utiger, 2005). A TSH 
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22. ábra: TSH kezelés hatására számos epithelialis és mezenhimális faktor expressziója megváltozik
TSH receptor expresszió kizárólag a 
A TSH receptor aktiváció fokozott cAMP termelést, köt
és pajzsmirigy transzkripciós faktor
kezelés stimulálta a citokróm-c oxidáz 1 (MTCO1) mRNS és fehérje 
valamint a kötőszövetes tok (CTS) fibroblastokban és a mátrix keratinocytákban (MK). Emellett a CTS
α2-aktin (ACTA), a MK-ban pedig keratin 5 (KRT5) mRNS és fehérje szint
megfigyelhető. 
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szabályozott expressziójú FLNA például a normál kötőszöveti mű

ómez-Garre és mtsai., 2006), míg a CTGF 

WNT) receptor komplexszel) modulálja a WNT jelátvitel

és mtsai., 2004; Mou és mtsai., 2006), a szőrtüsző

 szabályozóját (Schmidt-Ullrich és Paus, 2005). A TSH hatásár

ris MTCO1 upreguláció pedig felveti az elméleti lehető

közvetlenül befolyásolni a szőrtüsző energia metabolizmusát 

. Végezetül a humán DP fibroblastokon (a TSH

timuláció közvetlen célsejtjein) a TSH kezelést követően PKM2

volt megfigyelhető (21, 22. ábra). Mindez arra utal, hogy 

22. ábra: TSH kezelés hatására számos epithelialis és mezenhimális faktor expressziója megváltozik
TSH receptor expresszió kizárólag a szőrtüszők (HF) mezenhimális területein volt megfigyelhetó (piros szín). 
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és pajzsmirigy transzkripciós faktor-1 (TTF-1) transzkripciót okozott szőrtüsző szervkultúrában (HF). A TSH 

c oxidáz 1 (MTCO1) mRNS és fehérje expresszióját a dermalis papilla (DP), 
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22. ábra: TSH kezelés hatására számos epithelialis és mezenhimális faktor expressziója megváltozik 
mezenhimális területein volt megfigyelhetó (piros szín). 
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fibroblastjaiban a TSH-jelátvitel közvetlen szerepet játszhat az anyagcsere és az oxidációs 

folyamatok szabályozásában. 

Az viszont, hogy a TSH upregulálja a myofibroblast marker ACTA 

immunreaktivitását bőrben (20. ábra) azt sugallja, hogy a TSH is képes elősegíteni a 

fibroblastok myofibroblastokká történő átalakulását. Ez az átalakulás jellemzően 

sebgyógyulás és seblezárás idején fordul elő, amikor a normál bőr fibroblastok fenotípusa 

simaizom fibroblastokra jellemzően megváltozik; azaz kontraktilis fehérjéket expresszálnak 

és megváltozik az orientációjuk is (Tomasek és mtsai., 2002; Werner és Grose, 2003). 

Elképzelésünk szerint az ACTA upregulációja szőrtüsző eredetű fibroblastok mioepiteliális 

fenotípusúvá történő átalakulására utalhat (Goldberg és mtsai., 2007; Hinz, 2007; Lygoe és 

mtsai., 2007). Mivel a follikuláris CTS is kiemelkedő szerepet játszik a sebgyógyulásban 

(Jahoda és Reynolds, 2001; Gharzi és mtsai., 2003); és mivel a szőrtüsző szervkultúra 

létrehozása során a mikrodisszekció alkalmával a szőrtüszőt jelentős sérülés éri, az emberi 

szőrtüsző szervkultúra egy nem megszokott, de tanulságos modellként szolgálhat a TSH 

sebgyógyulásra, hegesedésre és a bőr megújulására kifejtett hatásainak további felderítésére 

is. 
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ÖSSZEFOGLALÁS 

Kísérleteink első felében sikerrel igazoltuk a tranziens receptor potenciál vanilloid-3 

(TRPV3) fehérje (immunhisztokémia) és mRNS szintű (q-PCR) jelenlétét humán izolált 

szőrtüsző tenyészetben. Kimutattuk, hogy a különböző TRPV3 aktivátorok dózisfüggő módon 

gátolták a szőrszál növekedését és lecsökkentették a proliferáló (Ki-67 nukleáris proliferációs 

markert kifejező) sejtek számát, valamint növelték az apoptózis (DNS-fragmentációt kimutató 

TUNEL reakció) intenzitását, katagén transzformációt indukáltak. ORS keratinocyták 

tenyészetén is sikerrel igazoltuk a TRPV3 csatorna funkcionális jelenlétét, hiszen aktivációja 

hatására indukált mebránáramokat, és megemelkedett [Ca2+] IC-szintet mértünk, ami a sejtek 

proliferációjának csökkenéséhez és apoptózis kialakulásához vezetett. Az ORS 

keratinocytákon megfigyelhető hatások TRPV3 specifikusnak mutatkoztak, mivel a 

folyamatok kivédhetőnek bizonyultak TRPV3 specifikus géncsendesítés segítségével. 

Eredményeink alapján elmondhatjuk, hogy a humán szőrtüsző bizonyos sejtjei TRPV3 

csatornával rendelkeznek, mely jelentős szerepet tölthet be a follikulus növekedésének (így a 

hajciklus folyamatainak) szabályozásában. 

Ezek után a pajzsmirigy stimuláló hormon (TSH) hatásait vizsgáltuk humán 

szőrtüszőben, ami az utóbbi idők kutatásai alapján egyedülállóan hormonérzékeny szövetnek 

bizonyult. A TSH receptor mRNS szintű jelenléte mellett a TSH receptor immunpozitivitás az 

emberi bőr mezenhimális területein volt kimutatható. A TSH receptor stimulációja szőrtüsző 

és DP fibroblast tenyészetekben a cAMP szint emelkedéséhez, és bizonyos klasszikus, 

valamint eddig ismeretlen TSH célgének expresszióváltozásához vezetett egyaránt. Habár a 

TSH emberi szőrtüsző biológiai folyamataiban betöltött szerepének megértéséhez további 

vizsgálatok szükségesek, eredményeink szerint a szőrtüsző egy új, pajzsmirigytől távoleső 

célpontja a TSH-nak. 
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SUMMARY 

In the first part of our experiments the presence of transient receptor potential 

vanilloid-3 (TRPV3), at both protein (immunohistochemistry) and mRNA levels (q-PCR), 

was identified in isolated human hair follicle cultures. We have shown that different TRPV3 

activators inhibited hair growth, reduced the amount of the proliferating cells (Ki-67, nuclear 

proliferation marker), and stimulated apoptosis (TUNEL reaction, DNA fragmentation) in the 

hair bulb, and induced catagen transformation in a dose-dependent manner. The functional 

presence of TRPV3 in ORS keratinocytes cultures has also been successfully demonstrated; 

since the activation of the channel induced membrane currents and elevated Ca2+ levels, 

which lead to the suppression of cell proliferation and induction of apoptosis. These have 

proven to be TRPV3-specific on ORS keratinocytes, since TRPV3-specific gene silencing 

antagonized these actions. Based on these results, we can conclude that certain cells of the 

human hair follicles express TRPV3 channels, which play a significant role in the regulation 

of follicular growth and hence the processes of hair cycling. 

The effects of thyroid-stimulating hormone (TSH) were then investigated on the 

human hair follicle, which – based on recent studies – is uniquely hormone sensitive tissue. 

The presence of the TSH receptor specific mRNA and immunoreactivity was detected in the 

mesenchymal areas of human skin. In addition, the stimulation of TSH receptor resulted in an 

increase in cAMP levels in cultures of hair follicles and DP fibroblasts, and led to a change in 

the expression levels of certain classical and so far unknown TSH target genes as well. 

Although further studies are required to fully understand of the exact function of TSH in the 

biological processes of human hair follicle, our novel findings introduce the hair follicles as 

an interesting, new extra-thyroid target for TSH. 
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