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A projekt megvalositasa soran sziiletett U1j eredmények:

1. A hidrogén-szulfid (H,S) TRPA1 receptorokon Kkeresztiil fokozza a szenzoros .

neuronokol torténo CGRP-felszabadulast, valamint a bor mikrocirkulaciojat

A kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseken expresszaloddo Tranziens Receptor Potencial
Ankyrin 1 (TRPA1) és Vanilloid 1 (TRPVI1) ioncsatornak aktivicioja tobb gyulladdsos
neuropeptid, tobbek kozott a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) kidramlasat okozzak.
Vizsgélataink soran arra kerestilk a valaszt, hogy a hidrogén-szulfid (H,S) altal kivaltott,
szenzoros neuronokbdl torténd CGRP felszabadulas, valamint a H,S-indukalta
mikrocirkulacié fokozodas a TRPA1 receptorok aktivacidjan keresztiil valosul-e meg.

Az izolalt patkdny trachea szenzoros neuronjaibol torténd CGRP-felszabadulast
radioimmunoassay-el ~ mértiik.  Stimuldldé  agensként a  mustdrolajban  talalhato
allilizotiocianatot (AITC) ill. a H,S donor natrium- hidrogén-szulfidot (NaHS) alkalmaztunk.
A bor véraramlasanak mérése sordn Balb/c ¢és C57BL/6, valamint TRPA1 és TRPV1 receptor
génkiiitott (TRPA1”", TRPV1™) egerek fiilét AITC-tal ill. NaHS-dal kezeltiik, majd laser
Doppler imaging technikaval vizsgaltuk. A patkany trachedkat ill. a vizsgalatban részt vevo
egereket az alabbi kezelések valamelyikének vetettiik ala: ultrapotens TRPV1 agonista
resiniferatoxin (RTX), szelektiv TRPA1 antagonista HC-030031, TRPV1 receptor blokkolo
BCTC, NKI1 receptor antagonista CP-99994, valamint CGRP1 receptor antagonista
BIBN4096.

Kisérleteink soran mind az AITC, mind a NaHS do6zisfliggé médon fokozta a patkany
tracheabol torténd CGRP-felszabadulast. A TRPA1 antagonista HC-030031 mindkét valaszt
gatolta, ugyanakkor a TRPV1 blokkol6 BCTC nem volt hatassal rajuk. Az egérfiilon
alkalmazott AITC mellett a NaHS is fokozta a bor mikrocirkulaciojat. A kapszaicin-érzékeny
idegvégzddések deszenzibilizaciojat eredményez6 RTX-, ill. a HC-030031 el6kezelésben
részesiilt csoportban, ill. a TRPA1 génkiiitott egerek esetében - az AITC hatdsahoz hasonldan
- a NaHS alkalmazasa utan is csokkent mértékii vazodilatator valaszt detektaltunk. Ezzel
ellentétben, a TRPV1 genetikus hidnya nem befolyédsolta sem az AITC-tal, sem a NaHS-dal
kivaltott véraramlasfokozodast. Ezen kiviil, a NaHS-dal kivaltott vazodilataciot mind az NK1
receptor antagonista CP-99994, mind a CGRP1 blokkol6 BIBN4096 gatolta.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy a H,S aktivalja a TRPAI1 receptorokat,
tovabba a TRPAI1 ioncsatorndk aktivaldsaval eldsegiti a szenzoros neuronokbol torténd
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receptorok nem vesznek részt ezekben a folyamatokban. A NaHS-dal kivaltott vazodilatacio



kialakulasaban a proinflammatorikus hatast neuropeptidek, pl. a CGRP és a SP is fontos
szerepet jatszanak. Eredményeink jol ravilagitanak arra, hogy a TRPAI receptorok
aktivaciojat a H,S vazoaktiv hatdsainak egyik lehetséges mechanizmusaként kell tekintentink.
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2. A hidrogén-szulfid hatasara felszabaduléo szomatosztatin szerepet jatszik a
kéntartalmu gvégyviz hatasmechanizmusaban gyulladasos borbetegségekben

Az immun-medialta boérbetegségek kezelésében a balneoterapidnak elismert szerepe van,
habéar molekularis hatdsmechanizmusat még nem tartak fel. Ezért célunk volt megvizsgalni a
harkanyi kéntartalmi gyodgyviz hatdsit dermatitisz egérmodellben valamint pszoridzisos
betegek kezelésében. Célunk volt tovabba megvizsgalni, hogy a hidrogén-szulfidnak van-e
szerepe a szomatosztatin neuropeptid felszabaduldsaban a fiirdékezelések soran.

A gyulladast oxazolonnal valtottuk ki az egerek hats6 laban. A gyulladas kialakulasa utan
mértik az O6déma mértekét, a TNF-alfa citokin valamint a mieloperoxiddz enzim
koncentracidjat €s vizsgaltuk a szovettani elvaltozasokat. Az egerek naponta 20 percig
gyogyvizes firdot kaptak (a kontroll csoportot desztillalt vizben flirdettiik). A hidrogén-
szulfid szomatosztatin felszabadulasra gyakorolt hatasanak megvizsgaladsara az egereket két
nanoHPLC-ESI-Q-TOF-MS késziilékkel hatdroztuk meg. A klinikai vizsgéalatok soran 19
beteg (PASI: 2,2-21,6) 2x25 perc gyogyvizes fiirdot kapott 21 napon keresztiil.
Szomatosztatin-szeri immunreaktivitast mértiink a betegek plazmdjabol rddioimmun assay-
vel. Kezelés elott és utan borbiopszidkat vettiink a betegektdl, melyek szovettani kiértékelésre
keriiltek.

Az oxazolon 29,43-33,73 %-os labbor duzzadast okozott az egerekben, melyet a gydgyvizes
fiirdetés szignifikdnsan csokkentett, a mieloperoxiddz enzim, TNF-alfa citokin szintje
azonban nem valtozott a kezelés hatasara. A plazma szomatosztatin koncentracioja
szignifikansan csokkent a kezelések végeére.

A klinikai vizsgélatok soran a PASI értékek jelentdsen csokkentek (0-13,4) mig a plazma
szomatosztatin szintek szignifikdnsan emelkedtek. A szdvettani metszetek alapjan a bor
Langerhans sejtjei a dermisz rétegbdl az epidermiszbe vandoroltak.

Vizsgalatainkbol arra kovetkeztetiink, hogy a gydgyvizes kezelés hatdsos a pszoriazis
kezelésében, ¢és a hidrogén-szulfid hatasara felszabaduld szomatosztatinnak ebben jelentOs
szerepe van.
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3. A harkanvi viz és a NaHS oldat itatasa gvulladacsokkento hatassal bir a dextan
szulfattal indukalt egér colitis modellben

Izolalt bél-vizsgalatok: Patkanybol és egérbdl gyomor fundus-hosszanti csikokat, emberi
vékony- és vastagbélbOol hosszanti és korkords csik-preparatumokat vizsgaltunk in vitro,
izolalt szervi kisérletekben. A ragcsalo-gyomor csikok mozgasait erdmérd, az emberi bél-
darabokat elmozdulasmérd segitségével regisztraltuk. A preparatumokat acetil-kolinnal
el6kontrahaltuk. Az NaHS (0,2-1 mmol/l) elernyedést okozott minden tipusu preparatumon.
Az elernyedés 1 mmol/l NaHS esetén kozel maximalis volt. A szer kimosdsa ¢s 40 perc
sziinet utan az NaHS hatasa 0jbol kivalthato volt, bar altalaban kb. 1/3-daval kisebb volt, mint
az elso valasz.

A kontroll, csapvizzel itatott egércsoporton a kapszaicin (1 umol/1) 46,1+4,4 %-os elernyedést
okozott a bélen. A 2 %-0s DSS-sel itatott egereknél ez szignifikdnsan, tobb mint 50%-kal
csokkent. Ezzel szemben, ha 2 %-0s DSS oldatot harkanyi vizben oldva kaptédk az egerek,
akkor ez a csokkenés mar lényegesen kisebb volt, a harkdnyi vizes kontrollhoz képest
(atlagosan kb. 30%). Szignifikdns kiilonbséget kaptunk a DSS oldatot fogyasztd és a DSS
oldatot+harkanyi vizet fogyasztd egércsoportok kapszaicin valaszaiban. Azoknal az
egereknél, amelyek egyszerre ittak NaHS+2 %-os DSS oldatot, nem tapasztaltunk
szignifikans kiillonbséget a kapszaicin relaxacioban a csak DSS oldatot fogyasztokhoz képest.
Nem észleltiink szignifikans kiilonbséget a csapviz, harkanyi viz és NaHS oldat itatas esetén a
kapszaicin elernyesztd hatdsaban. A dextran szulfat kezelés hatasdra az allatok klinikai
allapotat jellemz6 pontszam a kisérlet végére jelentdsen megemelkedett. Kontroll egereknél
nem tapasztaltunk szdmottevd valtozast. Amennyiben a gyulladast okoz6 szulfatalt dextrant
harkanyi gyogyvizben oldottuk fel, a klinikai allapot kevésbé romlott. A harkanyi viz
onmagaban nem befolyasolta az 4llatok hogylétét. A harkanyi viz hidrogén-szulfid tartalmat
utanz6 natrium hidrogén-szulfid alkalmazasa oldoszerként ugyancsak szignifikdnsan
csokkentette a megbetegedés sulyossagat. A natrium hidrogén-szulfid oldat 6nmagéban nem
okozott eltérést. Harkanyi gyogyviz ¢és natrium hidrogén-szulfid oldat alkalmazésa
oldoszerként nem befolyasolta szdmottevéen az 4llatok napi vizfogyasztasat. A
mieloperoxidaz enzim (MPQO) aktivitasa az adott szovetben akkumuldlodott neutrofil
granulocitak szamaval aranyos, igy a gyulladas sejtes fazisdnak sulyossagat jol jellemzi. A 7
napig tartd dextran-szulfat kezelés jelentés MPO aktivitas-emelkedést okozott. Amennyiben a
gyulladast okoz6 szert harkanyi gyogyvizben oldottuk fel, az enzimaktivitas csokkent, de nem
szignifikdnsan. Hidrogén szulfidot felszabaditdé natrium hidrogén-szulfid oldat alkalmazésa
esetén az MPO aktivitds emelkedése szignifikansan kisebb volt, illetve a natrium hidrogén-
szulfid oldatot fogyasztd kontrollcsoporthoz képest nem emelkedett meg jelentésen. A
harkanyi viz és natrium hidrogén-szulfid oldat ivdsa dnmagéban nem okozott jelentés MPO
aktivitas-emelkedést. Az egyhetes dextran-szulfat kezelés a disztalis vastagbél
keresztmetszetén jol lathatd gyulladdsos elvaltozdsokat okozott, ami a szdvettani pontszam
szignifikdns emelkedésében nyilvanult meg. A harkanyi gyogyvizben feloldott dextran esetén
kisebb mértekli eltéréseket tapasztaltunk, habar a hatds nem volt szignifikdns az egyszerii
dextran-szulfat oldatot fogyasztd csoporthoz viszonyitva. A harkanyi vizben oldott szulfatalt
dextran ugyanakkor nem valtott ki szignifikans gyulladasos eltéréseket a harkanyi vizet ivo
allatokhoz képest. Amennyiben az oldatot natrium hidrogén-szulfidot tartalmazéd vizzel
keészitettiik, szignifikdnsan csokkentek a gyulladdsos paraméterek. A harkanyi gyogyviz €s



natrium hidrogén-szulfid oldat fogyasztdsa dnmagaban nem okozott jelentds eltéréseket a
szovettani képben.

(a témahoz tartozo publikaciok:
Kézirat megiras alatt.

4. A TRPAI1 receptor szerepet jatszik a H,S kozvetitette gyulladasgatlo hatasban, egér
colitis modellben.

Igazolodott a transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) receptorok szerepe a Crohn-
betegség ¢és colitis ulcerosa allatmodelljeiben. A jelen munkaban megvizsgaltuk az exogén és
endogén H,S, valamint a TRPA1 receptorok szerepét dextran-szulfattal (DSS) kivaltott
vastagbél gyulladdsban egérben, ami a colitis ulcerosa allatmodellje. A H,S altali TRPA1
receptor aktivacionak vastagbél gyulladdsban betdltott szerepére vonatkozd adatok nem
talalhatok a szakirodalomban.

A vastagbél gyulladast az allatok ivovizéhez adott 2% DSS idézte el6. Az oldatot TRPA1 WT
¢s KO egerek 7 napon keresztiil fogyasztottak. Egyes allatcsoportok a H,S donor natrium-
hidrogénszulfidot (NaHS, 100 mg/L) tartalmazo vizet fogyasztottak. Més allatcsoportokat
D,L-propargil-glicinnel (PAG, 50 mg/kg, 1.p. naponta) kezeltiink. A PAG az endogén H,S-t a
periférias szovetekben termeld cisztationin-y-lidz enzim irreverzibilis gatldszere. Az allatok
klinikai allapotat naponta pontoztuk. A pontszam (disease activity index, DAI) a teststly
valtozasat, a széklet konzisztencidjat és a széklet vértartalmat tartalmazta. A 7 napos kezelés
végén az allatok disztalis vastagbelébdl mintat vettiink. Meghatdroztuk a mintak
myeloperoxiddz (MPO) enzimaktivitdsat tetrametil-benzidin mddszerrel, ami az
akkumuléalodott neutrofil granulocitak szamara utal. Megmértiik tovabba a mintak interleukin-
16 (IL-16) és szolubilis intercellular adhesion molecule 1 (sICAM-1) tartalmat ELISA
modszerrel. Az IL-16 T-limfocita aktivator, az sICAM-1 pedig a neutrofil granulocitdk
extravazaciojaban szerepet jatszo adhézids molekula szolubilis valtozata. A vastagbél
mintakat szovettani szempontbol is értékeltiik. Pontoztuk a gyulladasos sejtek szamat, a
Lieberkiihn-kriptak hosszat, a gyulladés transzmuralis és keresztmetszet szerinti kiterjedését.
Eredményeink a TRPA1 receptor gyulladas gatlo szerepét igazoljdk az allatok klinikai
allapotanak vonatkozasdban DSS kivaltotta vastagbél gyulladasban. Az exogén H,S TRPAI
receptortdl fliggetleniil csokkentette a betegség klinikai sulyossagat, ugyanakkor TRPA1
receptoron keresztiil gyulladas gatld hatast is kifejtett. Az endogén H,S TRPAI1 receptoron
keresztiil mérsékelte a modellt kisérd klinikai tiineteket. A gyulladas sejtes fazisara vonatkozo
adataink az exogén és endogén H,S bonyolult szabalyozd szerepére utalnak. Az exogén és
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nem befolyasolta a gyulladds klinikai megjelenését TRPA1 WT egerekben. Vizsgalatunk
hozzajarulhat a H,S és TRPA1 receptor vastagbél gyulladdsban betoltott szerepének
megértéséhez, valamint raimutat a H,S hat4sainak Osszetettségére.

A témahoz tartozo publikaciok:
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5. A nem-neuronalis TRPV1 és TRPA1 expressziojanak valtozasa és a TRPA1 receptor
protektiv szerepe dextran-szulfat (DSS) indukalta egér colitis modellben




A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPAT1) ¢és a TRPV1 receptorok szerepe ismert ho-
¢s fajdalomérzékelésben, hiperalgézidban, neurogén gyulladasban. A receptorok a szenzoros
idegvégzddések mellett nem neuralis struktardkon: dermalis, epitelialis és nyalkahartya
sejteken 1s megtalalhato. Célkitlizéseink voltak: 1) A TRPA1 és TRPVI1 receptorok
expressziovaltozasanak detektalasa fehérje ¢és mRNS szinten human gyulladasos
bélbetegségekben (IBD) valamint egér colitis modellben. 2) A TRPAI1 receptor szerepének
tanulmanyozéasa dextran-szulfat kivaltotta colitis modellben TRPA1 génhianyos (knock-out,
K.O.) egerekben.

A vastagb¢l biopszids mintavétel harom betegcsoportban tortént: a. nem gyulladasos
bélbetegség (n=5); b. vastagbél tumor (n=8); c. colitis ulcerosa vagy Crohn betegség (n=12).
Nostény egerekben (n=6, C57B1/6, 20-25 g testtdmeg, 6-8 hetes ¢€letkor) colitist valtottunk ki
az allatok ivovizébe adagolt 2% dextran-szulfattal (DSS). A kontrollcsoport (n=6) vizet
kapott. A vastagbél disztalis harmadat kimetszettiik kvantitiv PCR, radioimmunessze,
szOvettani vizsgalatok céljara.

Mind a gyulladds nélkiili kontroll, mind DSS kezelt egérmintdkban a TRPAI receptorok az
izomrétegben, a myentericus ganglionokon, makrofagokon lokalizdlodnak az
immunhisztokémiai eredményeink alapjdn. A nem-neuronalis TRPV1 receptor egérben
kimutathaté az epithelréteg lumen feloli oldalan, a mirigyek kivezetonyilasai koriil €s a
makrofdgokon. A TRPA1 mRNS szignifikdnsan megnétt mind az aktiv IBD-betegekben,
mind a DSS-sel kezelt egerek mintdiban a kontrollcsoporthoz képest. Ezzel szemben a
TRPV1 receptor génexpresszid csokkent mind az aktiv és inaktiv IBD-betegekben, mind a
DSS-sel kezelt allatokban. A TRPAI K.O. egerek sulyosabb gyulladdst mutattak a
betegségindex (DAI), a szovettani pontozas, az IL-1p gyulladasos citokin, valamint a coilitis
tachykinin kulcsmediatorai (P-anyag, neurokinin A) és NKI1 receptoruk magasabb lokalis
génexpresszioja alapjan. A PACAP (hipofizis adenilat ciklaz polipeptid) génexpresszio
szignifikdnsan nagyobb mértékben ndétt meg a TRPAI K.O. egerekben a DSS kezelés
hatasara. A vad genotipusi egerekbdl izolalt makrofagok, ellentétben a TRPAI K.O.
makrofagokkal, Ca*" bedramldssal valaszoltak a receptort szelektiven izgaté mustarolajra. A
TRPV1 receptor mRNS expresszidja csokkent mind az egérmodellben, mind a huméan
vastagbél biopszias mintakban.

Vastagbél gyulladdsban a TRPA1 receptor upregulalodik, a makrofagok funkcionalis TRPA1-
et expresszalnak. A TRPVI1 génexpresszid6 gyulladds hatasara torténd csokkenése a
vastagbélben a receptort kifejezo epithelsejtek destrukciojaval magyarazhat6. A TRPA1 DSS-
indukalta colitisben egyértelmiien protektiv szereptlinek bizonyult.

A témahoz tartozo publikdciok:
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6.. Sebészi és kémiai denervacio nem befolyasolja a nem-neuronalis TRPV1 receptor
kifejezodését patkany szajnvalkahartyaban és labi borben




A kapszaicin és ultrapotens analdgja, a reziniferotoxin (RTX) a TRPV1 ioncsatornan
szelektiven hatd agonista. A kapszaicin, ill. a kisérleti allatok altal jobban toleralt RTX
szisztémasan torténd ismételt vagy nagy dozisi addsa a TRPVI-et kifejezd szenzoros
érzOidegveégzddéseket deszenzitizdlja, amely a terminalis ideiglenes karosodéasdhoz,
denervalashoz vezet. Az ily modon deszenzitizalt allatok karos kémiai anyagok hatdsdra nem
mutatnak védoreflexet vagy gyulladést. A kisérleti modszer alkalmas a neuronalis TRPV1
fajdalomban és gyulladasban betoltott szerepének vizsgalatara, annak idéleges eliminédlasaval.
Célkitlizésiink: a kapszaicin/RTX deszenzitizaci6 a TRPV1 receptorokat tartalmazo
extraneuronalis sejttipusokat is karositja-e? Erre a valaszt az érzdidegeket bizonyitottan
karosito sebészi, ill. RTX kivaltotta kémiai denervalas tjan kerestiik, patkany 1abhati és talpi
bor, valamint szajnyalkahartya qPCR ¢és immunhisztokémiai modszerrel valo vizsgalataval.

A TRPV1 receptor mRNS az el6zetes varakozasaink szerint kimutathatdé volt qPCR-ral a
labhati ¢és talpi bOrben, valamint a szajnydlkahartydban mind az RTX-elokezelt, mind a
kezeletlen kontroll &llatokban, illetve a sebészileg denervalt (n. saphenus, n. ischiadicus) lab
borében. A relativ TRPV1 mRNS expresszid nem kiilonbozott szignifikdnsan a denervalt €s
kontroll alllatok azonos tipusi mintai kozott. Erds pozitiv TRPV1 protein immunfestést
tapasztaltunk a labi borsejtek keratinocitakon, a talpbdr kapillaris endothel sejteken, a dorzalis
borben sebocitdkon is. Szajnyalkahartyaban egyértelmii TRPV1 immunopozitivitast talaltunk
keratinocitakon, valamint a kotoszovetben fibroblastokon, limfocitakon és érendothel
sejteken. A TRPV1 immunfestddés intenzitasa (szemikvantitativ értékelés) nem mutatott
kiilonbséget egyik szovettipusban sem kémiai/sebészi denervalas hatasara.

Els6ként mutattuk ki patkany talpi és labhati borben, tovabba szajnyalkahartydban a TRPV1
receptor mRNS ¢és fehérjeszintli jelenlétét. Keratinocitdkon végzett in vitro vizsgalatok
irodalmi adatai alapjan feltételezésiink, hogy a nem-neurondlis TRPV1 receptorok ¢és az
azokat tartalmaz6 sejtek épek maradnak szisztémas RTX eldkezelés utan, beigazolodott.
Ezaltal tovabbra is érvényesnek tekinthetjiilk az axiomat, amely szerint a szisztémds RTX
kezelés kizarolagosan a neuronalis TRPV1 receptorokra szelektiv. Ezzel a farmakologiai
eszkozzel in vivo gyulladas- és fajdalommodellekben vizsgdlhaté 1) a neuralis TRPVI
funkci6 hidnya; 2) az intakt nem-neuralis TRPV1 miikodése.

A témahoz tartozo publikaciok:
Kun et al. J. Mol. Neurosci. 2012,
Szolcsdnyi et Pintér Expert Opinion 2013

7. A nem-neuronalis TRPV1 és TRPAI1 receptorok jelenléte kronikus rhinosinusitishen

A tranziens receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1)-mas néven kapszaicin receptor
ingerlésével gyulladdsos ¢és kevésbé ismert gyulladdsgatld folyamatok indulnak a
szervezetben. Jelenléte a periférids és kozponti idegrendszerben mar régota ismert, €s sokaig
feltételezték, hogy a receptor neuronalis expressziodja kizarolagos. A kozelmultban tisztazatlan
funkcioja TRPV1 receptorokat azonositottak nem-neuralis sejteken, igy kiilonbdzé immun- €s
gyulladasos sejteken, tovabba kimutattak epithelidlis sejteken és nasalis mucosaban is. Nem-
neuralis tranziens receptor potencidl ankyrin 1 (TRPAI) receptort nyalkahartya sejtek



expresszalnak, melynek aktivacidjaval proinflammatorikus medidtorok szabadulnak fol. A
receptort szamos exogeén €s endogén agens aktivalja, pl. a dohanyfiist.

Célkitlizésink a TRPV1 és TRPAl receptorfehérjék és azok nem-neuralis mRNS
expresszidjanak jelenlétének €s valtozasanak vizsgélata volt kronikus rhinosinusitisben.
Rhinosinusitises orrpolipos (n=33) and nem-polipos (n=6), valamint ép kontroll (n=4)
mintaink rutinmiitétekbdl szarmaztak. Az immunhisztokémiai jelolés paraffinba agyazott
metszeteken, poliklondlis nyul TRPV1 és TRPAI antitestekkel tortént. A valds-idejli
kvantitativ polimerdz lancreakcid (RT-qPCR) kivitelezése Roche Light Cycler késziiléken
TaqMan primerekkel és probakkal tortént.

Az immunhisztokémiai bizonyitékaink szerint a TRPV1 és TRPAI receptorok kifejezdnek
rhinosinusitises betegek biopszidas mintdiban. Hizdsejteken erds specifikus TRPV1
immunpozitivitds volt megfigyelhetd. TRPA1 antitesttel epithelidlis és glandularis sejtek
festodtek. Ezen extraneurdlis receptorok lokalis mRNS expresszioja is bizonyitast nyert. A
komorbid asztma ¢és allergids rhinitis ndvelte a TRPV1 receptor génexpressziojat az
orrpolipozisos betegekben az azokkal nem rendelkezdkhoz képest. Ezen komorbid allapotok
nélkiili polipézus gyulladasban viszont nem véltozott a TRPV1 és a TRPAT mRNS szintje az
¢p orrnyalkahdrtyahoz képest.

Eredményeink alapjan onmagaban a rhinosinusitis altalunk vizsgalt altipusa, a polipozis
egyediili faktorként nem befolyasolta a TRPV1 génexpressziojat a kontroll csoporthoz képest,
igy annak patomechanizmusaban nem feltételezziik a nem neuralis TRPV1 szerepét. Mindez
nem zarja ki a neurdlis TRPV1 esetleges szerepét. A komorbid allapotokban ugyanakkor
kozremiikodhet a hizosejteken kimutatott TRPV1.

A témahoz tartozo publikdciok:

Kun et al. ACTA PHYSIOLOGICA 202:(S683) pp. 64-65. (2011)

Toth et al. Magyar Fiil-, Orr-, Gége és Fej-, Nyaksebész Orvosok Egyesiilete 42.
Kongresszusa, Pécs, 2012. okt. 17-20.
Kozlemény megiras alatt

8. A karbonil-szulfid tartalmu harkanyi gvoégvyviz csokkenti a gvyulladdsos sejtek

akkumulaciojat az endotoxinnal Kivaltott szubakut 1éguti gyulladas egérmodelljében

A carbachol inhalacidéra bekovetkezd bronchialis hiperreaktivitas jelentdsen emelkedett a
desztillalt vizzel fiirdetett csoportban az LPS instillacié hatasara, 24 oraval a gyulladas
kivaltasa utan. A harkényi gyogyvizzel torténd fiirdetés nem befolyasolta a gyulladasos léguti
hiperreaktivitast. A desztillalt vizzel fiirdetett kontroll egerek BAL mintai 2307,976+617,18
limfocitat, 823,0317£236,18 granulocitdt ¢s 1951,05+418,31 makrofagot tartalmaztak 24
oraval az LPS kezelés utan. A harkanyi gyogyvizes eldkezelés szignifikdns mértékben

csOkkentette e gyulladasos sejtek szamat.



A témahoz tartozo publikdciok:

Markovics et al. 6th European Congress of Pharmacology, Granada, Spanyolorszag, 2012

Még nem publikalt eredmények

A harkanvi syégvviz hatasa akut és kronikus iziileti gvulladas valamint oszteoartritisz

egérmodelljeiben

Bevezetés

Munkank célja az volt, hogy megvizsgaljuk a harkanyi gyodgyvizes fiirdékezelés hatasat
kaolin-carrageenan keverékével kivaltott lokalis, kevert tipusu, neurogén €s nem-neurogén
komponensekbdl allo6 akut, komplett Freund-adjuvanssal (CFA) indukalt krénikus iziileti
gyulladdsban, amely az autoimmun hatterli reumatoid artritisz elfogadott allatkisérletes
modellje, illetve a monojod-acetat (MIA) adasaval indukalt oszteoartritisz modellben, amely

betegség patomechanizmusaban elsdsorban degenerativ folyamatok jatszanak szerepet.

Anvagok és modszerek

Kisérleti allatok
Kisérleteinkben 20-25 g-os, vegyes nemi CD1 és BALB/c egereket alkalmaztunk, amelyeket
a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti Allathazaban tenyésztettiink és tartottunk 24-25°C-on,

normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva.

Kezelés

Modelljeinkben az egerek két csoportjat a kisérletek ideje alatt 37°C-os harkanyi
gyogyvizben, a kontroll csoportot 37°C-os desztillalt vizben flirdettiik naponta 20 percig. A
viz alland6 hdmérsékleten tartasadt egy vizforgatoval ellatott termosztat segitségével

valdsitottuk meg.

Kisérleti modellek, mérési modszerek

1. Kaolin és carrageenin indukalta akut iziileti gyulladas modell



Az akut iziileti gyulladast 2%-os kaolin és 4%-os carrageenin keverékével valtottuk ki,
melybdl 50 pl-t injektaltunk az egerek bal térdébe. Az egerek a gyulladas kivaltasa elotti két
napon ¢€s az injekcio napjan kaptak fiirdékezelést. Szoktato €s kontroll méréseinket az injekcio
beadasa eldtti héten végeztiik, a gyulladas kovetkeztében kialakult valtozasokat az injekcio
adasa utan 2, 4 és 6 oOraval mértiikk. A térdatmérd valtozasat mikrométerrel, a hiperalgézia
mértékét dinamikus plantéris eszteziométerrel, a labterhelés valtozasat ,,incapacitance tester-
rel” hataroztuk meg. A kapott értékeket a hatsd végtagok stulyeloszlasdnak mérését kivéve a
kaolin-carrageenin adas elotti értékek szdzalékaban adtuk meg. A szivpunkciot kovetd
feldolgozas soran kimetszett mintdkat az iziileti citokinkoncentraciok meghatdrozasara

hasznaltuk fel.

2. Freund adjuvanssal kivaltott kronikus iziileti gyulladas modell

A komplett Freund adjuvans (CFA) hdvel elolt Mycobacterium tuberculosis (1 mg/ml)
paraffinolajos szuszpenzidja, amelynek 50-50 pl-ét faroktébe valamint az egyik talpba
szubkutan injektalva a tibiotarzalis iziilet gyulladasat valtottuk ki. A szisztémas hatas
fokozasa érdekében a faroktébe torténd CFA-adast a kovetkezd napon megismételtiik, ezt a
napot tekintjiik a kisérlet elsd napjanak. Az adjuvans alkalmazasdnak helyén a sajtos
granuldma képzddésért a makrofdgok fokozott mértékii antigén-feldolgozasa felelds, a
kronikus poliartritisz kialakuldsdban CD4+ T sejt klonok aktivalédésa jatszik szerepet.

A gyulladas kovetkeztében kialakult 6démat pletizmométerrel, a mechanonociceptiv kiiszob
csOkkenését (hiperalgézia) dinamikus plantaris eszteziométerrel mértiik 3 héten at. A kapott
értékeket minden esetben a CFA adas elotti értékek szazalékdban adtuk meg. Szoktatd és
kontrollméréseinket az injekcid beadasa elotti héten végeztiik, majd a CFA hatédsara
bekdvetkezd funkcionalis valtozasokat az injekcio utan a kisérlet 2., 3., 6., 8., 10., 13., 15,
17. és 20. napjan hataroztuk meg. Az allatok flirdetését az elsd CFA adast megel6zé napon
kezdtiik és a kisérlet végéig alkalmaztuk.

A 21. napon altatasban (ketamin: 100 mg/kg €s xylazin: 5 mg/kg i.p.) elvégzett szivpunkcio
utan a tibiotarzalis iziileteket kimetszettiik. A preparatumok felét a szovettani vizsgélatig 4%-
os paraformaldehidben, a masik felét -80°C-on taroltuk, majd ezekbdl homogenizalas utan

ELISA moédszerrel gyulladasos citokinek (IL-1B, TNF-a) mennyiségét hataroztuk meg.

3. Monojod-acetat indukalta oszteoartritisz modell
Modelliinkben a gyulladést térdiziiletbe adott 20 ul, 25mg/ml monojéd-acetat (MIA) oldattal

valtottuk ki, amely a porc metabolizmusat befolyasolja elsdsorban a glikolizis és a



proteoglikanok termelddésének gatlasaval. A koros folyamatokért tovabba a reaktiv
oxigéngyokoket, valamint a TNF-a-t ¢és az IL-1B-t tartjak felelésnek, amelyek a matrix
metalloproteaz (MMP) stimulacioja révén fejtik ki porckarositd hatasukat.

A térdatméré valtozdsat mikrométerrel, a hiperalgézia mértékét dinamikus plantaris
eszteziométerrel, a labterhelés valtozasat ,,incapacitance testerrel” hataroztuk meg. A kapott
értékeket a hatso végtagok sulyeloszlasanak mérését kivéve a MIA adas elotti értékek
szazalékdban adtuk meg. Szoktatd és kontroll méréseinket az injekcid beadasa eldtti héten
végeztiik, majd a MIA hatasat a kiilonbozé funkcionalis paraméterekre az injekcid utan a
kisérlet 2., 3., 4., 7.,9., 11., 15., és 21. napjan hataroztuk meg. A térdatmérét ezen kiviil MIA
adas utan 3, 6 és 12 oraval is mértiik. A 22. napon altatasban (ketamin: 100 mg/kg és xylazin:
5 mg/kg i.p.) elvégzett szivpunkcid utdn a térdiziileteket kimetszettiik. A preparatumokat a

szovettani vizsgalatig 4%-os paraformaldehidben taroltuk.

Szovettani vizsgalatok

Az eltavolitott iziileteket 4%-0s paraformaldehidben fixaltuk, majd aluminium-kloridot,
hangyasavat és sOsavat tartalmaz6 EDTA oldatban dekalcindltuk (Helyes €s mtsai, 2004).
Paraffinos bedgyazas utan 6 um vastag, hematoxilinnal és eozinnal (HE)-festett metszeteket
készitettiink és fénymikroszkopos hisztopatologiai vizsgalatot végeztiink. Vizsgalataink soran
az 6déma, a leukocita-infiltracio, a porc- és csontkarosodas, valamint a szinovidlis sejtréteg
megvastagodasdnak mértékét tartottuk szem eldtt CFA-val kivaltott kronikus iziileti gyulladas
modelliinkben. A szdveti karosodast az oszteoartritisz modellben a metszetek szdvettani
pontozasaval itéltik meg az er6zid €s a nekrozis kiterjedtségére, illetve a porcréteg és a

szinovium elvaltozasaira fokuszalva.

Eredmények
1. Akut iziileti gyulladas modell

Kaolin-carrageenin hatasara a térdatmérd 7-9%-os ndvekedése kovetkezett be a kontroll
csoportban. A duzzadds mértékét a gyogyfiirdd csokkentette, de a kiilonbség csak a 6 Oras
mérésnél volt szignifikdns (/4 dbra). A desztillalt vizben fiirdetett csoportban 14-28%-0s
mechanonociceptiv kiiszobcsokkenés alakult ki. A harkdnyi gyogyvizes csoportban a kisérlet
teljes ideje alatt kisebb mértéki hiperalgéziat tapasztaltunk, de ez a kiilonbség is csak a 6 Orés

mérésben bizonyult szignifikdnsnak (/B abra). A végtag spontan terhelésének valtozéasa 4



oras mérésben volt szignifikdns (/C dbra). A szovettani mintdk IL-1p koncentracidojanak

esetén nem tudtunk szignifikdns kiilonbséget kimutatni az egyes csoportok kozott (1D abra).
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1. abra A harkanyi gyogyviz hatasa kaolin-carrageenin keverékével kivaltott A: labduzzadasra
(*p<0.05 vs. d.viz/kaolin-carrageenin, paratlan t proba, n=7-9/csop.), B: mechanikai hiperalgéziara
(*p<0.05 vs. d.viz/kaolin-carrageenin, paratlan t proba, n=7-9/csop.), C: végtag spontan

terhelésének valtozasara (*p<0.05 vs. d.viz/kaolin-carrageenin, nem parametrikus t proba, Mann-

srr

2. Kronikus iziileti gyulladas modell

A CFA 61-94 %-os labduzzadast okozott a kontroll csoportban. Az 6déma mértékét a 3.
naptol a harkanyi gyogyviz szignifikansan csokkentette és ez fennmaradt a kisérlet teljes ideje
alatt (24 dbra). A gyulladdsos mechanikai hiperalgéziat, amely a desztillalt vizben flirdetett
csoportban a 3. napon elérte az 57%-ot, a kéntartalmu fiirdd nem befolyasolta szignifikdnsan
(2B dbra). A szoveti IL-1B koncentracioban nem volt szignifikdns kiillonbség a csoportok
kozott (2C abra), azonban a TNF-o mennyiségét, amely a CFA hatasara jelentdsen
megnovekedett, a gydgyvizes flirdetés szignifikdnsan csokkentette (2D dbra). A szdvettani
metszeteken megfigyelhet6 a CFA hatasara elvékonyodott porcréteg, csonter6zid, a
szinovialis sejtréteg megvastagodasa, a szinovialis kotdszovet 6démaja ¢és gyulladasos
sejtekkel valo infiltraltsaga. Ehhez képest a gyogyviz hatasara enyhébb szinovidlis 6déma és

csokkent mértékii gyulladasos sejtes besziirddés figyelhetd meg (3. abra).
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2. abra A harkanyi gyogyviz hatdsa CFA-val kivaltott A: labduzzadasra (*p<0.05; **p<0.01 vs.
d.viz/CFA, two-way ANOVA+ Dunnett poszt teszt, n=10/csop.), B: mechanikai hiperalgéziara
(two-way ANOVA+ Dunnett poszt teszt, n=10/csop.), C: II-1B és D: TNF-a iziileti
koncentrcidjanak valtozasara (**p<0.01 vs. d.viz/CFA Mann-Whitney U-teszt, n=>5)

3. abra CFA injekcio utan 22 nappal levett A: ép, B: desztillalt vizben filirdetett gyulladt, C:

harkanyi gyogyvizzel kezelt tibiotarzalis iziilet szovettani képe (hematoxilin-eozin, 100x)

3. Oszteoartritisz modell

A MIA injekci6 utan kialakult iziileti duzzadas az els6 kisérleti napon érte el a maximumat,
51-52%-ot, amely a kdvetkezd napokban lecsokkent €s a 21. napra megsziint. A térdatméro-
valtozasra a fird6kezelés nem gyakorolt szignifikans hatast (44 dbra). A desztillalt vizzel
kezelt csoportban a MIA injekcid6 a mechanonociceptiv kiiszob 40-54 %-os csokkenését
okozta. Ezt a harkanyi gyogyviz nem befolyasolta szignifikansan (4B dbra). Azonban ebben a
modelliinkben a gyulladt 1ab jelentésen kisebb mértékli terheléscsdkkenését (4C dabra)



figyelhettiik meg a kéntartalmu fliird6 hatdsara. A szOvettani metszetek szemikvantitativ
értékelésébdl kideriil, hogy a kialakult iziileti kdrosodds enyhébb mértekli a gyogyvizzel
kezelt csoportban a kontrollhoz képest. A harkanyi gydgyviz hatdsara elsdsorban a porcréteg
rendezetlensége, valamint a szinovidlis hiperplazia és gyulladds kisebb mértéke miatt, az
értékeléskor kapott 0Osszetett hisztopatologiai pontszam szignifikans csokkenése volt

tapasztalhat6 (4D dbra).
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4. abra A harkanyi gyogyviz hatdsa oszteoartritisz modellben A: a mediolateralis térdatmérd
valtozasara (two-way ANOVA-+Bonferroni-féle poszt teszt, n=12-13/csop.), B: a mechanikai
hiperalgéziara (two-way ANOV A+Bonferroni-féle poszt teszt, n=12-13/csop.), C: a végtag spontan
terhelésének valtozasara (*p<0.05; ***p<0.001 vs. d.viz/CFA, Two-way ANOV A+Bonferroni-féle
poszt teszt, n=12-13/csop.). D: A térdiziilet szemikvantitativ szovettani értékelése (*p<0.05;

**%p<0.001 vs. d.viz/CFA, ANOVA+Bonferroni-féle poszt teszt, n=4/csop.)

Megbeszélés

Igazoltuk, hogy a gyodgyvizben vald fiirdetés kronikus adjuvéans-artritiszben csokkenti a
duzzadast és a limfocita-akkumulaciot, valamint a TNF-a termelését. A H,S gyulladasos
folyamatokban betoltott szerepére vonatkozdéan az irodalmi adatok meglehetdsen
ellentmondasosak, valosziniileg a dozistol, a donor vegyiiletek beadasanak moddjatdl, a

szovettdl és az adott folyamat pathomechanizmusatdl fligg a tapasztalt gatlo vagy éppen



gyulladaskelté hatas. Carrageeninnel kivaltott 1abodéma esetében példaul egyes kdzlemények
a H,S donor NaHS adasat kdvetden tapasztaltak duzzadéasgatlast, mig masok ugyanezt a hatast
a szintézisgatld PAG premedikécioval érték el.

Feltételezziik, hogy a H,S gyulladascsokkentd (6démat €és szoveti karosodast gatld) és az
oszteoartritsz modellben tapasztalt analgetikus hatdsa a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzddéseken talalhato TRPV1 és TRPAI receptorhoz kothetd. Az utobbi évek kutatasai
szamos bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozdan, hogy a H,S aktivalja ezeket az
ioncsatornékat.

Munkacsoportunk korabbi eredményei alapjan elképzelhetd, hogy a H,S tonusos stimulald
hatasanak kovetkeztében a kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensekbdl gatld hatasu
mediatorok, elsdsorban szomatosztatin, szabadul fel, amely a szisztémas keringésen keresztiil
gatolja a gyulladast és a nocicepciot. Ennek a tedridnak az igazolasara meghataroztuk a
plazma szomatosztatin (SOM) koncentracdjat két hetes, a harkdnyi gyogyvizzel azonos
kéntartalmu (12 mg/l) NaHS-oldatos fiirdetést kovetden egerekben, valamint vizsgaltuk a
kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseken megtalalhaté TRPAI1 receptor szerepét monojod-
acetat(MIA)-indukalta oszteoartritisz modellben TRPA1 receptorgén-hianyos egerek

felhasznalasaval.

TRPA1 receptor szerepe MIA-indukalta oszteortritisz modellben

Bevezetés

Kisérleteink 1igazoltdk, hogy kronikus oszteoartritisz modellben, ahol elsddlegesen
degenerativ folyamatok domindlnak a pathomechanizmusban, a spontan fijdalom
megitélésére alkalmas nehézkedés-csokkenést a harkanyi viz szignifikdnsan gétolta, tovabba
jelentdsen csokkentette a szovettani elvaltozasok sulyossagat. Feltételezziik, hogy a hidrogén-
szulfid (H,S) oszteoartritsz modellben tapasztalt szoveti karosodast gatlo ¢és analgetikus
hatdsa a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddéseken taldlhat6 TRPV1 ¢és TRPAI
receptorhoz kothetd. Az utdbbi évek kutatasai szamos bizonyitékot szolgaltattak arra
vonatkozoan, hogy a H,S aktivalja ezeket az ioncsatorndkat és az afferensekbdl gatlo hatast
mediatorok, els6sorban szomatosztatin felszabadulasat idézi eld. A szomatosztatin a
szisztémas keringésen keresztiil géatolja a gyulladast €s a nocicepciot. Jelen kisérletben
TRPALI receptorgén-hianyos egerek felhasznalasaval vizsgaltuk, hogy a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddéseken megtaldlhato TRPAI1 receptor milyen szerepet jatszik a monojod-

acetat(MIA)-indukalta oszteoartritisz modellben.



Anvagok és modszerek

Kisérleti allatok

Kisérleteinkben ndstény TRPA1 receptorgén-hianyos (KO; n=15) és a receptorral rendelkezd
vad (W; n=10) egereket alkalmaztunk, amelyeket a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti
Allathazaban tenyésztettiink és tartottunk 24-25°C-on, normél élelemmel és vizzel ad libitum

ellatva.

Oszteoartritisz kivaltasa monojod-acetat-oldattal

Modelliinkben a gyulladast térdiziiletbe adott 20 ul, 25mg/ml monojod-acetat oldattal
valtottuk ki, amely a porc metabolizmusat befolyasolja elsdsorban a glikolizis és a
proteoglikanok termelodésének gatlasava. A koros folyamatokért tovabbad a reaktiv
oxigéngyokoket, valamint a TNF-a-t ¢és az IL-1B-t tartjak felelésnek, amelyek a matrix

metalloproteaz (MMP) stimulacioja révén fejtik ki porckarositd hatasukat.

Vizsgalt paraméterek, vizsgalati modszerek

A térdatméré valtozdsat mikrométerrel, a hiperalgézia mértékét dinamikus plantaris
eszteziométerrel, a labterhelés valtozasat incapacitance testerrel hataroztuk meg. A kapott
értékeket a hatso végtagok sulyeloszlasanak mérését kivéve a MIA adas elotti értékek
szazalékdban adtuk meg. Szoktatd és kontroll méréseinket az injekcid beadasa eldtti héten
végeztiik, majd a MIA hatasat a kiilonbozé funkcionalis paraméterekre az injekcido utan a
kisérlet 2., 3.,4.,7.,9., 11., 15., és 21. napjan hataroztuk meg. A térdatmérét ezen kiviil MIA
adas utdn 3 és 6 Oraval is mértiik. A 22. napon az allatokat altatasban (ketamin: 100 mg/kg €s
xylazin: 5 mg/kg i.p.) elvéreztettiik, a térdiziileteket kimetszettiik. A mintak egy részét 4%-o0s
paraformaldehidben taroltuk a morfologiai elvaltozasok detektdlasara tervezett
komputertomografias és szOvettani vizsgalatok kivitelezéséig; masik részét pedig -80 °C-on,
citokinpanel segitségével torténd citokinprofil meghatdrozasa miatt. Ezeket a vizsgélatok a

kozeljovOben tervezziik megvaldsitani.

Eredmények

A mediolateralis (ml) irdnyban mért térdatmérd az elso kisérleti napon, a MIA injekcid utan 6
oraval érte el a maximumat, 29.26+1.86%-ot a TRPA1 KO és 32.54+3.38%-ot a W allatoknal.
A duzzadas mar a 2. naptdl jelentdsen csokkent. A MIA injekcid utdn 3 Oraval meért
térdatmérd volt szignifikdnsan alacsonyabb a KO allatokban (54 dbra). A MIA injekcié a W
csoportban a mechanonociceptiv kiiszob 26.8+2.7-51.9+£2.9%-0s, a KO allatoknal 29.6+2.6-



42.543.2%-0s csOkkenését okozta. Bar a KO csoportban a 3-11. napig kisebb volt a
kiiszobcsokkenés, ez csak a 4. ¢és a 9. napon bizonyult szignifikinsnak (5B dbra).
Modelliinkben a gyulladt lab jelentésen kisebb mértékii terheléscsokkenését (5C dabra)
figyelhettiik meg a 3., 7. és 11. napon a KO csoportban.



mechanonociceptiv kiiszob valtozasa (%)

30

20

-20

-30

-40

ml térdatméro valtozasa (%)

* —o—TRPA1 +/+
—=—TRPAT1 +/+, MIA
—a—TRPAT --

/1 —a—TRPA1 -I-, MIA
I

H e

W/—ﬁéc

7 9 11 15 21

MIA adas utan eltelt id6 (nap)

-60

—

—u—TRPA +/+
—a—TRPA1 --

*

-
%/ -

—o—TRPA1 ++ 50
—=—TRPA1 +/+, MIA C
—2—TRPA1 -/- 9 *
/§\ —a—TRPA1 -/-, MIA by
g 1
N
/%\\éi%/ \§‘§£i><§ g I J_
[
c
S
c
o
Q.
]
\<\ 4 g 40
K / ~3
L
>
; 3
\i\i
T T T T T T T T T T T T
0 2 3 7 9 1" 15 21 0 2 3

MIA adas utan eltelt ido (nap)

~-

T T T T
9 1" 15 21

MIA adas utan eltelt ido (nap)

5. abra A TRPAI1 receptor szerepe oszteoartritisz modellben A: a mediolateralis térdatmérd

valtozasaban, B: a mechanikai hiperalgézia esetén, C: a végtag spontan terhelésének valtozasaban

(*p<0.05 TRPA1 KO, MIA vs. TRPA1 W, MIA; two-way ANOVA+Bonferroni-féle poszt teszt,

n=10-15/csop.).






