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BEVEZETÉS 

A TRPV1 receptor 

Az 1950-60-as években Magyarországon végzett kutatások alapján fedezték fel, hogy az erős 

paprika csípős anyaga, a kapszaicin szelektíven aktiválja, illetve nagy dózisok ismételt adása 

után károsítja a fájdalomérző idegvégződések egy hőérzékeny csoportját [1,2]. A következő 

évtizedben szintén hazánkban született meg az a koncepció, mely szerint a kapszaicin a 

plazmamembránban egy specifikus receptoron hat [3], amelyet végül 1997-ben klónoztak és 

ma Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1 (TRPV1) ioncsatornaként ismert [4]. A patkány 

Trpv1 cDNS egy 95 kDa nagyságú, nem szelektív kation csatorna alegységet kódol, amely a 

hátsó gyöki ganglionok (DRG), a trigeminus és a vagus ganglionok kis átmérőjű szenzoros 

neuronjai jelentős mértékben kifejeznek. A TRPV1 alegység hat transzmembrán doménnel és 

kiterjedt N-, C-terminális régiókkal rendelkezik. Az alegységek tetramer és/vagy heteromer 

csatorna komplexeket képeznek.  

A TRPV1-et a kapszaicinen kívül fájdalmas hőinger (>43 °C) és protonok (pH <6,0), valamint 

többféle gyulladás- és fájdalomkeltő endogén molekula aktivál (pl. N-arachidonoil-dopamin: 

NADA, lipoxigenáz termékek, anandamid), vagy a perifériás idegvégződésen szenzitizál (pl. 

bradikinin, adenozin-trifoszfát: ATP, idegi növekedési faktor: NGF), illetve exogén vanilloidok 

aktiválnak [5,6]. Az utóbbi agonistacsoportba tartozó kapszaicin és ultrapotens analógja, a 

reziniferatoxin (RTX) a receptor intracelluláris és transzmembrán régióján hat dózisfüggő 

módon [7]. Az RTX kémiai szerkezete magyarázza ultrapotens tulajdonságát [8]. A TRPV1 

izgatásával generált akciós potenciál következménye az érzőműködés és a nocicepció 

kialakulása. Így egyfelől különböző szenzoros modalitások (fájdalom, viszketés, hőérzékelés, 

stb.) jelátvitelét közvetítik (afferens funkció). Másrészt a kapszaicin-érzékeny szenzoros 

rostok aktiválása többféle, főleg gyulladáskeltő szenzoros neuropeptid felszabadulásához 

vezet (lokális efferens funkció) [9,10]. Az aktivált perifériás végződésekből olyan 

neuropeptidek szabadulnak fel (P anyag, neurokinin A: NKA, neurokinin B: NKB, kalcitonin 

gén-rokon peptid: CGRP), amelyek az arteriolák erőteljes tágulatát, a venulákból lokális 

plazmafehérje-kiáramlást, valamint gyulladásos sejtek aktivációját okozzák a beidegzési 

területen [11]. Az így létrejövő neurogén gyulladás számos betegség kialakulásában szerepet 

játszik, úgy mint asthma bronchiale, allergiás rhinitis, conjunctivitis és dermatitis, ekcéma, 

rheumatoid arthritis, migrén, gyulladásos bélbetegségek [12–14]. Munkacsoportunk 

korábban bizonyította, hogy ezzel párhuzamosan az aktivált, szenzoros idegvégződésből 
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gyulladáscsökkentő hatású szomatosztatin is felszabadul, amely a szisztémás keringésbe is 

bekerül (szenzokrin hatás) [10,15]. 

TRPV1 deszenzitizáció 

A kapszaicin nem csak szelektíven aktiválja, hanem hosszabb vagy ismétlődő kezelés után 

deszenzitizálja a TRPV1-et expresszáló C-polimodális nociceptorokat [1,10]. Az így létrejövő 

kemoanalgézia jelenségét használják ki kísérleti eszközként, amikor a szenzoros TRPV1 

funkció hiányát kívánják vizsgálni [10]. Szisztémás TRPV1 deszenzitizációs kísérletekben az 

RTX-et részesítik előnyben a kapszaicin helyett, mivel előbbit az állatok jobban tolerálják [8]. 

Az RTX a kapszaicinhez képest 1000-szeres hatékonysággal képes deszenzitizációt kiváltani: a 

szisztémás RTX dózis a 150-200 μg/kg, míg a kapszaicin dózisa a 150-200 mg/kg tartományba 

esik [1,8,16–18]. Aktiváláskor a TRPV1 elsősorban kalciumionokat enged át a pórusán, amely 

az intracelluláris Ca2+-koncentráció és vele a membrán depolarizáció növekedéséhez vezet. 

Lokálisan vagy szisztémásan alkalmazott nagydózisú kapszaicin kezelés reverzíbilis, de 

hosszantartó analgéziát vált ki, többszöri vagy nagy dózis esetén a szenzoros idegvégződés 

fizikailag is károsodik  [1,10,19]. A kapszaicinnel ily módon deszenzitizált állatoknál káros 

kémiai anyagok hatására nem alakul ki védőreflex vagy neurogén gyulladás, amely arra utal, 

hogy a gyulladásos mediátorok (P-anyag, NKA, CGRP) kiürülnek a fájdalomérző 

idegvégződésekből. A szenzoros rostok gyulladásban betöltött szerepét (neurogén 

komponens) vizsgáló állatkísérletekben a szisztémás RTX előkezelést szelektív farmakológiai 

eszközként alkalmazzák a TRPV1-pozitív érzőideg-végződések deszenzitizációjára [10]. A 

nem-neuronális TRPV1 csatornák felfedezésével adódik a kérdés: az évtizedek óta 

alkalmazott RTX deszenzitizáció vajon továbbra is szelektív kísérleti eszköznek tekinthető-e, 

amely kizárólag a szenzoros neuronokat érinti, de a nem-neuronális sejtekre nincs hatással? 

Mivel a krónikus, súlyos fájdalommal járó állapotok kezelésében az eddigi TRPV1 

antagonisták nem jutottak túl a II-es fázisú klinikai vizsgálatokon mellékhatásaik (elsősorban 

a fájdalmas hőküszöb emelkedése) miatt, előtérbe került a kapszaicin-érzékeny 

idegvégződések deszenzitizációja terápiás eszközként is (pl. Qutenza transzdermális tapasz).  

A TRPA1 receptor  

A Tranziens Receptor Potenciál Ankyrin 1 (TRPA1) a TRPV1-hez hasonló receptor-ioncsatorna 

molekulaszerkezet, funkció és lokalizáció szempontjából [20]. A TRPA1 és a TRPV1 

nagymértékben koexpresszálódik a peptiderg, afferens Aδ- és C-rostok egy alpopulációjában, 
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amelyek sejttestje a dorzális, trigeminális ganglionokban és bolygóideg érződúcaiban (ggl. 

jugulare, ggl. nodosum) találhatóak [21–24]. A TRPV1-et kifejező neuronok 30-50%-a 

tartalmaz TRPA1-et is, míg utóbbi ritkán található meg a TRPV1 nélküli neuronokban [25,26]. 

Az agy több régiójában kimutatták a TRPV1-et [27–30] és a TRPA1 jelenlétére utaló adatok is 

ismertek [29,31,32]. A TRPA1, TRPV1 általában nem-neuronális sejtekben is együtt fordul elő 

(pl. epithelium, keratinociták) [6]. A TRPA1 nem szelektív Ca2+-csatornaként számos 

sejtszintű folyamatban tölt be szerepet a szenzoros funkcióktól a homeosztázis 

fenntartásáig. A receptort az alacsony hőmérséklet (<17 °C), mechanikai ingerek, számtalan 

elektrofil, irritáns, csípős vegyület aktiválja, közülük több a táplálékban is megtalálható (pl. 

fahéjaldehid, mentol, allil-izotiocianát, allicin, stb.) [33]. A receptort a gyulladás, oxidatív 

stressz és szövetkárosodás során felszabaduló endogén agonisták is képesek 

szenzitizálni/aktiválni [34–37]. A TRPA1 receptor lokalizációja és funkcionális tulajdonságai 

alapján kulcsszerepet játszik akut és krónikus fájdalomban, gyulladásban. Patofiziológiai 

jelentősége, potenciális gyógyszercélpont szerepe felmerült többek között a légutak, a 

kardiovaszkuláris rendszer és a bél gyulladásos betegségeiben [33].  

A PACAP  

A kapszaicin-érzékeny idegvégződésekben a gyulladáskeltő neuropeptidek mellett (pl. CGRP, 

P-anyag, egyéb tachykininek, stb.) gyulladáscsökkentő peptidek is expresszálódnak, például a 

hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid (PACAP). Utóbbi két különböző 

molekulaformában létezik: PACAP-27 és PACAP-38, túlnyomóan az utóbbi van jelen az emlős 

szövetekben [38]. A PACAP a vazoaktív intesztinális peptid (VIP)/szekretin/glukagon peptid 

szupercsalád leginkább konzervált szerkezetű tagja [38]. A PACAP specifikus receptora a 

PAC1, amely mind Gs, mind Gq proteinekhez kapcsolódhat, előbbi révén az adenilát-cikláz 

(AC) jelátviteli útvonalat, utóbbin keresztül a foszfolipáz C (PLC) utat aktiválja. A VPAC1 és 

VPAC2 receptorok hasonló mértékben kötik a PACAP-ot és VIP-et, és az adenilát ciklázt 

aktiválják, amely megnövekedett cAMP termelődéshez vezet [42]. A PACAP és receptorai 

széles körben előfordulnak a szervezetben [38], ezáltal számtalan fiziológiai és patofiziológiai 

folyamatban játszanak szerepet. A peptid alapvetően gyulladáscsökkentő, neuroprotektív 

funkcióiról ismert. Ugyanakkor a gyulladás, fájdalomkeletkezés irányába is mediálhatja a 

patofiziológiai folyamatokat a különböző sejteken, receptorvariánsokon/típusokon 

azonosított, ill. eddig nem ismert splice variánsokon feltételezett “kombinatorikusan” 
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pleiotróp hatásától függően [38,41,42,45–53]. Munkacsoportunk a közelmúltban 

bizonyította, hogy a PACAP-38 felszabadul in vitro a kapszaicin-érzékeny afferensek stimulált 

perifériás végződéseiből [54] és in vivo a szisztémás keringésbe [46]. A PACAP emberi bőrben 

való lokalizációját leírták a dermális-epidermális határhoz közeli dermális idegrostokban, 

szőrtüszőkben, véredényekben, és izzadságmirigyekben [38]. Továbbá, a nagy affinitással 

bíró PAC1 receptort is kimutatták. Kifejezett PACAP és PAC1 upregulációt figyeltek meg 

psoriasisos betegekben, amely a PACAP szerepére utal a bőr gyulladásos folyamataiban [55]. 

Gyulladásos bélbetegségek 

A gyulladásos bélbetegségek (inflammatory bowel diseases, IBD) a bélrendszer 

leggyakrabban előforduló krónikus gyulladásos rendellenességei. Közéjük tartozik a colitis 

ulcerosa (UC) és a Crohn-betegség. A UC csak a vastagbelet érinti, míg a Crohn-betegségben 

az egész gasztrointesztinális traktust érintheti a krónikusan fennálló gyulladt állapot, de 

leggyakrabban a vékonybél disztális szakasza, a csípőbél és a vastagbél érintett. Az IBD fő 

klinikai tünetei a hasi fájdalom, hasmenés, gasztrointesztinális vérzés és testúlycsökkenés 

[56]. A dextrán nátrium-szulfát sója (DSS) által kiváltott egér colitis az egyik leggyakrabban 

alkalmazott, nem genetikai IBD modell. A DSS kémiai úton károsítja a bélnyálkahártyát 

(epitheliális barriert), vastagbélgyulladást és fekélyesedést idéz elő, amely a nyálkahártyában 

a Lieberkühn-féle kripták progresszív elvesztéséhez, a béllumen baktériumösszetételének 

megváltozásához,  valamint a gyulladásos sejtek aktiválásához vezetnek [57,58].  Az IBD az 

emésztőrendszer fájdalmas, az életminőséget jelentősen rontó, akár életveszélyes 

betegségévé válhat. Az elérhető immunszupresszív terápiák komoly mellékhatásokkal 

járhatnak, és a betegek egy csoportja visszaeső vagy kiújuló betegségtől szenved. Mindez 

arra sarkall, hogy megértsük az összetett kórélettani mechanizmusokat, kulcsmediátorokat 

azonosítsunk, és új terápiás célpontokat találjunk [59]. A kapszaicin-érzékeny idegrostok 

[10,60] az emésztőcsatornát is sűrűn beidegzik [61,62]. Itt is peptid transzmitterek (pl. P-

anyag, NKA, CGRP) szabadulnak fel ezekből a rostokból a TRPV1 aktiválás hatására [63]. Az 

emésztőtraktusban a TRPA1 különböző rendszerekben fordul elő: extrinsic elsődleges 

afferens neuronok, intrinsic enterikus neuronok, ill. a nyálkahártya endokrin és epithelsejtjei 

[20,61,62]. A TRPA1 a béllumenben környezeti kemoszenzorként működik, és 

gasztrointesztinális funkciókat modulál: fájdalomérzékelés, gyomortónus, fűszeres ételek 

által kiváltott telítettségérzés, motilitás, szekréció [20]. A TRPA1-aktiváció gyulladásos 
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neuropeptidek felszabadulásához vezet (tachykininek: P-anyag, NKA; CGRP) a szenzoros 

idegvégződésekből [64] és neurogén gyulladást váltanak ki. A CGRP szerepe protektívnek 

bizonyult vastagbélgyulladásban [65,66]. A P-anyag colitist kiváltó és fenntartó szerepű a DSS 

modellben, valamint colitis ulcerosában szenvedő  betegekben [65,67,68]. A TRPA1 aktiváció 

P-anyag felszabadulást idéz elő, ugyanakkor colitis egérmodellben a receptor gyulladáskeltő, 

gyulladáscsökkentő szerepét vagy hatás hiányát egyaránt leírták [65,69–71]. A receptor 

aktiváció hatására felszabaduló CGRP szerepe protektív vastagbélgyulladásban [65,66]. 

Munkacsoportunk kimutatta a 90-es években, hogy a szenzoros TRPA1 aktivációja 

gyulladáscsökkentő peptidek, pl. szomatosztatin felszabadulásához vezet, amely egy 

ellenregulációs „szenzokrin” hatást vált ki [72,73]. A téma összetettségéhez hozzájárul, hogy 

a nem-neuronális TRPA1 csatornák élettani szerepét nem ismerjük [6].   

CÉLKITŰZÉSEK 

1. A kapszaicin/RTX deszenzitizáció károsítja-e az extraneuronális 

TRPV1 csatornákat?  

Fájdalom- és gyulladás állatkísérletes modelljeiben a szenzoros neuronok szerepét kapszaicin 

vagy RTX kezeléssel történő deszenzitizálással vizsgálják. Arra voltunk kíváncsiak, hogy a 

kísérleti módszer valóban szelektív-e a TRPV1-pozitív szenzoros neuronokra és nem károsítja 

az extraneuronális TRPV1 receptorokat? RTX-deszenzitizált és összehasonlításként sebészileg 

denervált patkányok bőr és szájnyálkahártya mintáiban terveztünk TRPV1 fehérje- és 

génexpressziós vizsgálatokat.  

2. A kapszaicin által kiváltott bőrgyulladásban milyen szerepe van a 

TRPV1 és a PACAP közötti kapcsolatnak? 

Ismert, hogy a) a specifikus TRPV1 agonista kapszaicin neurogén gyulladást vált ki a bőrben, 

és hogy b) a PACAP szerepet játszik akut vazodilatációban gyulladásos folyamatok során. 

Nem ismert azonban e kettő közti kapcsolat, és hogy a PACAP-nak és specifikus PAC1R 

receptorának milyen szerepe van ebben a folyamatban. A PACAP és a PAC1R fehérje és 

mRNS szintű expresszióját vizsgáltuk ezért a talpi, lábháti és háti bőrben, valamint a TRPV1 

és PACAP génhiányos egerekben kapszaicinnel kiváltott neurogén, ill. összehasonlításként 

Komplett Freund adjuváns (CFA) segítségével indukált sejtes immunválaszon alapuló 

gyulladásban.  
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3. Milyen szerepet játszik a TRPA1 gyulladásos bélbetegségben? 

Elsőként a TRPA1 és a TRPV1 receptor lokalizációjára voltunk kíváncsiak az intakt és gyulladt 

egér vastagbélben és humán klinikai mintákban, különös tekintettel azok extraneuronális 

előfordulására. Majd Trpa1 KO egerekben dextrán-szulfát nátrium sójával (DSS) kiváltott 

colitisben kívántuk vizsgálni a receptor szerepét, ill. a mögöttes mechanizmusok 

felderítésére a lokális neuropeptid útvonalakat, valamint citokinek/kemokinek szintézisét a 

disztális vastagbélben.  

KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

Sebészi denerválás patkányban  

6 hím Wistar patkány (tömeg: kb. 300 g) jobb hátsó lábán denerválást végeztünk (n. 

ischiadicus és a n. saphenust átvágása comb magasságában, nátrium-pentobarbitál altatás 

alatt), amellyel az idegrostok degenerálódását idéztük elő. Öt nappal később a nátrium-

pentobarbitállal túlaltatott állatokat feláldoztuk. A denervált és kontroll hátsó lábak dorzális 

(szőrrel borított) és plantáris (szőrtelen) bőrét kimetszettük, két darabra vágtuk kvantitatív 

qPCR és immunhisztokémiai vizsgálatok céljára.  

RTX deszenzitizáció patkányban  

Öt hím patkányt deszenzitizáltunk RTX kezeléssel: 30, 70, és 100 μg/ttkg RTX s.c., három 

egymást követő napon [74]. Öt állat fiziológiás sóoldatot kapott kontrollként. Az állatokat két 

héttel később feláldoztuk, a hátsó lábak dorzális és plantáris bőr-, és szájnyálkahártya 

mintáit kimetszettük qPCR és immunhisztokémiai jelölés céljából. 

Akut bőrgyulladás kiváltása egérben 

Kísérleteinket hím CD1 (25-35g) és a CD1 törzsből létrehozott PACAP (Adcyap1) génhiányos, 

ill. C57Bl/6 és Trpv1 KO egereken végeztük. Az altatást ketamin-xilazinnal (100 mg/kg 

ketamin i.p.) végeztük, majd a gerincvelő megszakításával leöltük az állatokat és 

kimetszettük a bőrmintákat. A szövetmintákat három darabra vágtuk, az egyik RNAlater 

folyadékba került molekuláris biológiai vizsgálatokra, egy másikat lefagyasztottunk -20˚C-on 

radioimmunassay mérésekhez, a fennmaradó részt formaldehidben fixáltuk. Neurogén, ill. 

vegyes típusú gyulladásos reakciót váltottunk ki 50 μl kapszaicin (100 μg/ml) intraplantáris 

injekciójával, ill. teljes Freund-adjuvánssal (complete Freund’s adjuvant: CFA; elölt 

Mycobacterium tuberculosis szuszpenziója paraffinolajban; 50 μl, 1 mg/ml) a bal hátsó lábba. 
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A megfelelő oldószer azonos térfogata került befecskendezésre az ellenoldali lábba.  Az 

egereket mélyaltatásban kivéreztettük 24 órával a kapszaicin vagy CFA adása után. A hátsó 

lábból származó talpi és lábháti, valamint háti bőrdarabokat, ill. kontrollként fül, agyalapi 

mirigy és hipotalamusz szövetmintákat kettévágtuk. A kapszaicin és CFA által kiváltott 

lábduzzadás mértékének meghatározására a láb térfogatát pletizmométer segítségével 

mértük meg (Ugo Basile Type 7140), a gyulladás kiváltása előtt és utána többször. Az ödémát 

a kezdeti kontroll %-ában fejeztük ki (n=6-8 csoportonként) [75]. 

Krónikus vastagbélgyulladás kiváltása egérben 

Krónikus vastagbélgyulladást (colitis) váltottunk ki WT és Trpa1 KO hím egerek ivóvízébe 10 

napon keresztül adagolt 2% dextrán-szulfáttal (DSS). A vad és KO állatokat véletlenszerűen 

osztottuk be egy csapvizet ivó kontrollcsoportra (1-1 kontrollcsoport/genotípus, 

n=5/csoport) és DSS-t kapó csoportokra (n=9 WT és n=9 KO). 3-3 vad és génhiányos egeret 

választottunk ki véletlenszerűen a DSS-kezelés 3., 7. és 10. napján, amelyet előző éjjeli 

ételmegvonás után, ketamin-xilazin mélyaltatásban leöltünk. A vastagbél disztális harmadát 

kimetszettük a további vizsgálatok céljára. Betegségaktivitási Index meghatározása: a colitis 

klinikai tünetei (testtömeg-változás, székletkonzisztencia, széklet vértartalma) a kezelés 1-

10. napján pontozásra került. A széklet vértartalmát Hemocare teszttel határoztuk meg. A 3 

paraméter pontszámait átlagoltuk az egyes egerek esetében, amellyel megkaptuk a 

Betegségaktivitási Index (Disease Activity Index, DAI) értékét [76]. Szövettani elemzés: a 

disztális vastagbél mintákat 40 mg/ml pufferelt formaldehidben fixáltuk, metszeteket 

készítettünk (5 µm), majd hematoxilin-eozin festést végeztünk. Digitális mikrofotókat 

készítettünk Olympus BX51 mikroszkóp és Olympus DP50 fényképezőgép segítségével. A 

gyulladásos elváltozásokat patológus szakértő értékelte és pontozta [76], aki nem vett részt 

a kísérletben.  

Klinikai minták 

A vastagbél biopsziás mintavétel a PTE Klinikai Központ I.sz. Belgyógyászati Klinikán három 

betegcsoportból történt: 1. nem gyulladásos bélbetegség vagy szűrővizsgálatra érkezett 

egyén (n=5); 2. vastagbél tumor (polypus coli, adenocarcinoma, n=8); 3. colitis ulcerosa vagy 

Crohn betegség (n=10). A mintákat RNALater folyadékban tároltuk -80˚C-on a qPCR 

vizsgálatokhoz. Az immunhisztokémiai mintákat formaldehidben tároltuk.  
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mRNS kifejeződés vizsgálata 

A szövetmintákat 1 ml TRI reagensben homogenizáltuk és a gyártó utasításainak megfelelően 

teljes RNS-t izoláltunk belőlük. Az izolált RNS mennyiségét és tisztaságát Nanodrop ND-1000 

Spectrophotometer segítségével határoztuk meg. Mintánként 1 µg totál RNS-t írtunk át 

reverz transzkripcióval cDNS-re. A cDNS-ből hagyományos PCR és gél alapú detektálás 

(Gapdh, PACAP/Adcyap1, PAC1R/Adcyap1r1 specifikus primerek) vagy kvantitatív PCR 

módszerrel (TRPV1, TRPA1, TNFα, Il-1rn, M-csf, BLC/Cxcl13, szomatosztatin, Tac1, Tacr1, 

Tac3, GAPDH, GUSB, Hprt1 specifikus primerek vagy TaqMan próbák) vizsgáltuk a 

génkifejeződést.  

Szövettani, immunhisztokémiai vizsgálatok 

A talpi bőrszövet mintákat 4%-os paraformaldehidben fixáltuk. A morfológiai vizsgálatokhoz 

hematoxilin-eozin festést alkalmaztunk. Patkány denerválás szövetmintái: a metszeteket 

előbb 1:1000-es hígításban nyúl poliklonális anti-TRPV1 antitesttel inkubáltuk 1 órán 

keresztül, majd másodlagos torma-peroxidázzal konjugált EnVision system anti-nyúl 

szekunder antitesttel, végül a TRPV1 receptorok immunlokalizációját diamino-benzidinnel 

(DAB) hívtuk elő 10 percig, magfestést hematoxilinnal végeztünk. Az immunpozitivitását 

szemikvantitatív pontozással határoztuk meg egy, a kísérletekben részt nem vevő patológus 

segítségével. Image Pro Plus 4.5 szoftverrel analizáltuk a TRPV1 pozitív keratinociták számát. 

Bőrgyulladás modell mintái: a metszeteket inkubáltuk nyúlban termeltetett anti-PAC1 

antitesttel (1:100), a megfelelő Alexa Fluor ‘‘568’’ másodlagos antitesttel (1:1000). Digitális 

fényképeket készítettünk egy CCD kamerával felszerelt Nikon Eclipse 80i mikoszkóp és a Spot 

software package segítségével. A szemikvantitatív immunfluoreszcencia meghatározásához a 

PAC1 intenzitást ImageJ 1.440 szofverrel mértük. Colitis model és colitis klinikai minták: a 

poliklonális elsődleges antitestek: anti-CD68 (KP1): ab125212 1:300 hígításban; egér és 

humán TRPA1 antitest: ab68847 1:300 hígításban, a specificitását teszteltük az immunizáló 

peptiddel történő preadszorpcióval (ab150297, 1:100 hígításban); egér TRPV1 antitest 

ab74813 1:300 hígításban, a specificitását teszteltük az immunizáló peptiddel történő 

preadszorpcióval (ab190844 1:100 hígításban; humán TRPV1 antitest: GP14100 1:100 

hígításban, a specificitását teszteltük az immunizáló peptiddel történő preadszorpcióval 

(P14100 1:10 hígításban, Neuromics). Másodlagos antitest: torma-peroxidázzal konjugált 

EnVision system megfelelő anti-nyúl vagy anti-tengerimalac ntitesttel (Dako-Cytomation). 

Előhívás: diamino-benzidin (DAB), magfestést: hematoxilin. 
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Radioimmunassay  

A PACAP-38-szerű immunreaktivitás (PACAP-38-LI) meghatározása egy specifikus és 

érzékeny RIA technikával történt laboratóriumunkban [77]. A kimetszett bőrminták tömegét 

lemértük, és steril foszfát-pufferelt fiziológiás sóoldatban (PBS) homogenizáltuk. A PACAP 

24-38 peptidszármazék 125I jódizotóppal való jelölését saját laboratóriumunkban végeztük. 

4°C-on 48-72 óráig történt inkubáció után az antitesthez kötött jelölt peptidet tartalmazó 

frakciót elválasztottuk a szabad jelölt peptidektől. A szénhez kötött szabad peptidfrakció 

radioaktivitását NZ310 típusú gamma számlálóval mértük. Ebből következtettünk az 

ellenanyaghoz kötött radioaktivitás értékére, majd a kalibrációs görbéről leolvastuk az 

ismeretlen minta neuropeptid koncentrációját. 

Luminex RNS assay 

QuantiGene 2.0 Plex Assay (Plex Set 21491 MOUSE 8 plex Magnetic Beads; kat. szám: 

321491; Affymetrix Inc./Panomics) segítségével kvantifikáltuk 1 referenciagén (beta-aktin) és 

7 célgén (Trpv1, Trpa1, Sstr1, Sstr4, Adcyap1r1, Vipr1, Vipr2) mRNS szintjét az egér disztális 

vastagbél mintákból izolált totál RNS-ből a gyártó instrukcióinak megfelelően. 

Luminex Multiplex Immunassay 

A kimetszett és -80°C-on tárolt egér disztális vastagbél szövetmintákat a mérés megkezdése 

előtt kiolvasztottuk, lemértük a tömegüket, és azonnal proteáz inhibitort (10 mg/ml fenil-

metil-szulfonil-fluorid: PMSF) tartalmazó PBS oldatba helyeztük, majd homogenizáltuk. 

Ezután Triton X-100-at adtunk a mintákhoz és centrifugáltuk a sejttörmelék eltávolításához. 

Az assay a következő analitokra specifikus esődleges antitesteket tartalmazta 

mikrogyöngyhöz konjugáltan: 1. interleukin-1β (IL-1β); 2. monocita chemotaktikus protein-1 

(MCP-1, más néven chemokine /C-C motif/ ligand 2: CLC2); 3. monokine induced by gamma 

interferon (MIG, más néven chemokine, C-X-C motif ligand 9: CXCL9); 4. regulated on 

activation, normal T cell expressed and secreted (RANTES, más néven chemokine /C-C motif/ 

ligand 5: CCL5). 

Statisztika 

Az eredményeket átlag ± SEM formában fejeztük ki. Az állatok egy csoportban egyszerre 

elemzett számának (n=3-6 állat/csoport) megfelelően nem paraméteres statisztikai próbákat 

alkalmaztunk (Kruskal-Wallis és Mann-Whitney próba). Betegségaktivitási Index: a két 

genotípus összehasonlításakor az egyszerre vizsgált nagyobb elemszám (n=14/genotípus) 
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miatt, a normáleloszlás tesztelése után (Kolmogorov-Smirnov próba): kétutas ANOVA és 

Bonferroni post hoc próba. A bőrgyulladásos kísérletekből (ödémakeletkezés, PAC1 

immunreaktivitás) származó adatok: ANOVA, Bonferroni post hoc próba. A statisztikai 

számításokat GraphPad Prism 5.02 for Windows szoftverrel végeztük. p<0,05-t fogadtunk el 

szignifikánsnak minden esetben.  

EREDMÉNYEK, KÖVETKEZTETÉSEK 

1. A kémiai és sebészi denerváció hatása a nem-neuronális TRPV1 

kifejeződésére patkány szájnyálkahártyában és bőrben 

a. A Trpv1 receptor mRNS az előzetes várakozásaink szerint kimutatható volt qPCR-ral a 

lábháti és talpi bőrben, valamint a szájnyálkahártyában. 

b. A relatív Trpv1 mRNS expresszió nem változott sem a kémiai (RTX) deszenzitizáció, sem a 

sebészi denerválás hatására a lábháti és a talpi bőrben. 

c. A szövettípusok közül a szájnyálkahártya mutatja a legmagasabb mértékű Trpv1 

génexpressziót, amelyet a dorzális és plantáris bőr követ. 

d. TRPV1 protein immunfestődést detektáltunk a lábi bőr keratinocitákon, a talpbőr kapilláris 

endothel sejteken, a dorzális bőrben sebocitákon, továbbá szájnyálkahártyában 

keratinocitákon, a kötőszövetben fibroblastokon, limfocitákon és érendothel sejteken.  

e. A TRPV1 immunfestődés intenzitása nem mutatott különbséget a három szöveti régióban 

és nem változott RTX deszenzitizáció vagy sebészi denerválás hatására.  

 

Eredményeink alapján az RTX előkezelés kizárólag a kapszaicin-szenzitív neuronokra 

citotoxikus, nem károsítja az extraneuronális TRPV1 receptorokat a patkány talpi, lábháti 

bőrben és szájnyálkahártyában. A Ca2+-toxicitás hiánya nem-neuronális sejteken a kisebb 

TRPV1 receptorsűrűségre, eltérő sejtstruktúrára (pl. külső sejtmembrán lipid raft összetétel; 

intracelluláris komplexek), az ioncsatorna eltérő érzékenységére utalhat. Továbbra is 

szelektív farmakológiai eszközként tekinthetünk az RTX/kapszaicin-deszenzitizációra, 

amellyel a szenzoros TRPV1 funkciók vizsgálhatók kísérletesen. Adataink az sugallják, hogy az 
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RTX/kapszaicin deszenzitizáción alapuló terápiák nem károsítják extraneuronálisan a TRPV1-

et, ill. az ioncsatornát kifejező nem-neuronális sejteket. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1. ábra. Eredményeink összefoglalása. 

 

 

 

2. A TRPV1 és a PACAP közötti kapcsolat hatása a kapszaicin által kiváltott 

bőrgyulladásban 

a. A PACAP-38 immunreaktivitás (IR) kimutatható a különböző egér bőrminták 

homogenizátumában. A koncentrációja hasonló volt (20 és 25 fmol/mg nedves szövet) a talpi 

és lábháti bőrben és a fülben, míg kifejezetten kisebb (7-8 fmol/mg) a háti bőrben.  
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b. A PACAP-IR jelenléte mellett a peptid a bőrben mRNS szinten is kimutatható volt, a Gapdh 

referenciagénhez mért relatív expressziója hasonló volt a vizsgált bőrrégiókban. 

c. A PACAP specifikus receptora, a PAC1 szintén kimutatható volt az egér bőrben. A PAC1 

(Adcyap1r1) mRNS viszonylag állandó expressziót mutatott a különböző bőrterületeken, a  

PAC1-IR kimutatható volt a talpbőr papilláris rétegében.  

d. A kapszaicin szignifikáns, több, mint kétszeres PACAP-38-IR növekedést idézett elő a talpi 

bőrben 24 órával a beadása után, míg a kontralaterális, nem gyulladt oldalon nem volt 

változás. Ezzel ellentétben a láb talpi felszínbe adott CFA injekció nem befolyásolta a PACAP-

IR-t. 

e. A PACAP (Adcyap1) mRNS expresszió a gyulladt talpi bőrben szignifikánsan magasabb volt 

24 órával a kapszaicinkezelés után, míg a CFA injekciót követően nem változott. A PAC1 

receptor (Adcyap1r1) mRNS szintén upregulálódott a kapszaicinre, de nem a CFA-ra adott 

válaszként. A lábháti bőrben a PACAP és PAC1 mRNS változatlan maradt.  

f. Az immunhisztokémiai eredményeink alapján vad típusú egerekben a kapszaicin kiváltotta 

talpi bőrduzzadás hatására jelentősen megnövekedett a PAC1 receptorfehérje jelenléte. 

g. A kapszaicin által kiváltott neurogén gyulladásos válasz PACAP és TRPV1 hiányos 

egerekben szignifikánsan kisebb volt, mint a vad típusú megfelelőikben.  

h. Intraplantáris CFA adása szintén a láb duzzadását eredményezte, de nem volt különbség a 

CFA-kiváltotta ödéma között sem a PACAP (Adcyap1), sem a Trpv1 génhiányos egerekben a 

megfelelő vad típusú csoportokhoz képest.  

Kimutattuk a PACAP és a PAC1 receptor kifejeződését és kapszaicin közvetítette 

upregulációját egér bőrben, mRNS és peptid szinten egyaránt. PACAP-hiányos egerekkel 

kimutattuk továbbá a peptid funkcionális jelentőségét: a PACAP a TRPV1 aktiváció által 

kiváltott akut neurogén ödémaképződés, de nem a CFA kiváltotta sejtes dominanciájú 

gyulladás fontos mediátora. Ennek hátterében a PACAP arteriola dilatációt és plazmafehérje 

extravazációt növelő hatása állhat.  
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[107–109, 

138–140] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. ábra. Eredményeink összefoglalása. 

 

3. A TRPA1 kifejeződése és szerepe colitisben 

a. Egér colitisben és humán gyulladásos bélbetegségben számos neuronális (szenzoros és 

autonóm idegrendszer) és nem-neuronális sejt (bélepithel, neuroendokrin, makrofág, 

plazmasejt) expresszálja a TRPA1 receptort.  

b. A TRPA1 jelenléte protektív DSS-colitis egérmodellben a szövettani pontozás és a 

Betegségaktivitási Index értékei alapján. 

c. A TRPA1 mRNS klinikai vastagbél mintákban (aktív IBD) és egér colitis modellben egyaránt 

upregulálódott. 

d. Egér DSS-colitisben TRPA1 jelenlétében szignifikánsan csökkent a lokális tachykinin 

rendszer (P-anyag, NKA, NKB, NK1 receptor) és számos citokin/kemokin (TNFα, IL-1β, MCP-1, 

MIG, BLC) mRNS vagy fehérjeszinten mért kifejeződése. 
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Egér DSS-colitis modellben a TRPA1 receptor aktivációja csökkentette a lokális, 

gyulladáskeltő tachykinin rendszer, továbbá számos citokin/kemokin szintjét, többek között 

a klasszikus módon aktivált M1 makrofágok által termelt mediátorokat. Ebben fontos 

szerepet játszhat a makrofágfunkciók gátlása, amelyben az ezeken a sejteken általunk 

kimutatott TRPA1 közvetlen funkciója is lehetséges. A TRPA1 protektív hatásában szerepet 

játszhat a receptoraktiváció hatására a szenzoros neuronokból felszabaduló szomatosztatin 

és CGRP.  A TRPA1 ígéretes célpont lehet a gyulladásos bélbetegségek kutatásában.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. ábra. Eredményeink összefoglalása. 
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A DOLGOZAT LEGFONTOSABB EREDMÉNYEINEK ÖSSZEFOGLALÁSA 
 

Dolgozatom legfontosabb eredményeinek összefoglalásaként elmondható, hogy  

1) az RTX előkezelés kizárólag a kapszaicin-szenzitív neuronokra citotoxikus;  

2) a TRPV1 aktiváció által kiváltott akut neurogén ödémaképződés fontos mediátora a 

PACAP;  

3) a TRPA1 receptor protektív egér DSS-colitis modellben. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. ábra. Eredményeink összefoglalása. 
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