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1. Bevezetés

A periférias idegek koros mechanikai, kémiai és metabolikus hatdsok vagy
immunfolyamatok kdvetkeztében kialakul6d karosodasa az érzd, motoros és vegetativ
idegrostok miikodésének zavarahoz vezet. A periférias ideg folytonossaganak teljes
megsziinését eredményezd sériilések (neurotmesis) sokszor neuropatids fajdalommal
¢s fajdalmas dizesztézids allapotokkal tarsulhatnak. Ezért a periférias idegek
atmetszése a neuropatias fajdalom gyakran hasznalt kisérletes allatmodelljévé valt. Az
érz6 idegrostok eredd idegsejtjeit tartalmazé hatsogyoki ducokat (dorsal root
ganglion, DRG) kiilonb6z6 funkcionalis, morfoldgiai €s neurokémiai sajatossagokkal
rendelkezé elsddleges ¢érzd ganglionsejtek alkotjadk. A veldtlen, C-rostokkal
rendelkezé kis ¢érz6 neuronok nagy tobbsége érzékeny a kapszaicin szelektiv
szenzoros izgatd és neurotoxikus hatdsaval szemben. A kapszaicin-szenzitiv neuronok
tobbsége fajdalmas termadlis és kémiai ingereket kozvetit és gyakorlatilag minden
nociceptiv érzd ganglionsejt kifejezi a capsaicin/tranziens receptor potencial vanilloid
1-es tipust (TRPV1) receptort.

Patkanyban a n. ischiadicus atmetszése a sériilt elsddleges érzé neuronokban napok
alatt kifejlodd ¢és akar honapokig fennmaradd neurokémiai ¢€s morfologiai
valtozadsokat okoz. A gerincveld szomatotopidsan megfeleld régidiban a primer
afferens idegvégzddések transzgangliondris degenerativ elvaltozasait is kimutattak,
amelyeket a degeneralodd primér afferensek helyére bendvé egyéb afferens idegek
regenerativ folyamatai kovethetnek. Hisztokémiai vizsgalatok arra utaltak, hogy a
periférids ideg atmetszése utdn az érintett idegbe injicidlt choleratoxin B alegység
(CTB) transzganglionarisan transzportalodik és megjeloli a hatsé szarv feliiletes
rétegeit is. Mivel az intakt idegbe injicialt CTB nem jeloli a substantia gelatinosat — a
veldtlen afferensek projekcids teriiletét — és a CTB-t a velds idegrostok specifikus
markerének tartottdk, a jelenséget a velds primer afferenseknek a hatso szarv feliiletes
rétegeibe torténd bendvésével (sprouting) magyaraztak. A veldtlen hatsogyokér rostok
¢s a kis DRG neuronok fokozott CTB jelolddése, illetve a CTB és egyes nociceptiv
neuron-specifikus markerek kolokalizacidja azonban megkérddjelezte a ,,sprouting”
hipotézist. A CTB C-rostokban torténd retrograd axonalis transzportjanak
kapszaicinnel torténd szelektiv blokkoldsa utan csak a hatsé szarv mélyebb rétegei — a
velds primer afferensek projekcios areai — mutattak CTB jel6lddést, mig a substantia

gelatinosa nem jel6lodott. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a substantia



gelatinosa idegsériilést kovetd fokozott CTB jelolodése nem a velds afferenseknek a
hatso szarv feliiletes rétegeibe torténd bendvésével, hanem a veldtlen primer
afferensek kémiai fenotipusanak megvaltozasdval magyarazhatd. Vizsgéalataink egyik
f6 célja a kapszaicin-szenzitiv afferenseknek a ,,sprouting” jelenségben betdltott
szerepének tovabbi tisztazasa volt. Ezért kapszaicinnel Ujsziilottkorban eldkezelt
allatokban, amelyekben a C-rost primer afferens neuronok a kezelés kovetkeztében
elpusztulnak, vizsgaltuk a CTB transzgangliondris transzportjat a n. ischiadicus
atmetszését kovetden.

Axotomiat kovetéen a C-rost elsddleges afferens neuronok egyik legjellemzdobb
funkciondlis valtozasa a kapszaicin szenzitivitds elvesztése. A periférias idegek
lokalis kapszaicin kezelése, amely szelektiv regiondlis kémiai és termalis analgéziat
hoz 1étre, szintén az érzé neuronok kapszaicin érzékenységének csokkenésével illetve
elvesztésével jar. Mivel a neurondlis kapszaicin-érzékenység alapvetéen a TRPV1
receptor expresszidjanak fliggvénye, az értekezésben Osszefoglalt vizsgalatok tovabbi
céljat a TRPVI1 receptor mRNs és fehérje axotomidt és perineurdlis kapszaicin

kezelést kovetd valtozasainak vizsgalata képezte.

2. Célkitiizések

Kisérleteinkben célul tliztiikk ki a kemoszenzitiv elsddleges érzé neuronok periférias
idegsériilést kovetd centralis neuroplasztikus valtozasokban betoltott szerepének
tisztdzasat, illetve a perineuralis kapszaicin kezelés hatasara kialakuld szelektiv
kémiai és termalis analgézia lehetséges molekularis mechanizmusainak azonositasat.
A tézisben bemutatott kisérletek célkitiizései a kovetkezokben foglalhatok ossze:

1. a kapszaicin-szenzitiv primér szenzoros neuronok szerepének tisztazésa a
periférias idegek sériilését koveto ,,sprouting” jelenség mechanizmusaban;

2. az elsddleges ¢érzé neuronok osztalyozasa a TRPV1 receptor expresszidja
alapjan;

3. a primer szenzoros neuronok kapszaicin/TRPV1 receptor expresszidjanak
vizsgalata nem specifikus traumas ¢€s specifikus kémiai idegi 1éziot kdvetden
és,

4. a perineurdlis kapszaicin kezeléssel kivaltott analgézia molekularis

mechanizmusainak tisztazasa.



3. Anyagok és médszerek

Perineuralis kapszaicin kezelés és periférias idegdatmetszés

Az allatokban a n. ischiadicust mindkét oldalon feltartuk, a jobb oldali ideget 1%
kapszaicin oldattal, a bal oldali ideget pedig a kapszaicin oldoszerével kezeltiik. A n.
ischiadicus atmetszését az idegre helyezett ligataratol distalisan végeztiik;
kontrollként al-miitott allatok szolgaltak. Az allatokat 3, 14 és 30 nappal a kezelések
utan dolgoztuk fel.

Spinalis ganglionsejtek és afferensek jelolése CTB konjugdatummal

Ujsziilott (2 napos) patkanyoknak egyszeri, szubkutan kapszaicin (50 mg/kg) vagy
oldoszer injekcidt adtunk. Harom honap mulva a kezelt és kontroll allatokban a jobb
n. ischiadicust atmetszettiik, majd ujabb két hét elteltével az atvagott és az intakt
idegbe 1ul, 2%-0s CTB-tormagyokér peroxidaz (HRP) konugatumot injektaltunk.
Héarom nappal késébb a lumbalis spinalis ganglionokban ¢és gerincveldi

szegmentumokban a HRP enzimaktivitast Mesulam moddszerével mutattuk ki.

Oligonukleotid riboproba szintézis és in situ hibridizdcio

Patkany ggl. trigeminale-bdl totdl RNS-t izolaltunk, dT17-adapter primerrel reverz
transzkripcidt végeztiink. A cDNS templatot a kdvetkezd primer kombinaciokkal RT-
PCR-ra hasznaltuk (forward primer: 5-AACCATGGAACAACGGGCTAGC-3’;
reverse primer: 5’-AACTCGAGTTAGAACAGAGCTGACA-3’). A T7, vagy SP6
polimerazokkal végzett in vitro transzkripciot kdvetden, a szensz és antiszensz cCRNS
probak digoxigenin jeldléséhez DIG RNA labelling kitet hasznaltunk. A gerincvel6i
érzéducokat eltavolitottuk, a fagyasztott sorozatmetszeteket digoxigenin-11-UTP-
jelolt cRNS probaval hibridizaltuk. RNase A kezelés €és blokkolas utdn a metszeteket
alkalikus  foszfatdz-konjugalt  anti-digoxigenin  antitesttel inkubdltuk. Az
enzimreakciot nitro blue tetrazolium és 5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate

kromogénekkel vizualizaltuk.



Quantitativ RT-PCR mérések

Az L5 gerincvel6i érzéducokat Trizol reagensben gytijtottiik. A qvantitativ RT-PCR-t
triplikaitumokban, SYBR Green technikaval, BioRad MyiQ5 Real Time Detection
System segitségével a kovetkezd primer kombinacidkkal végeztik. TRPVI1: 5°-
TGTCTTCCGGGCAACGTCCA-3’; 5’-AAGCGCCTGACTGACAGCGA-3’; beta-
2-microglobulin referencia gén: 5’-TCTCCGGTGGATGGCGAGAGT-3’; 5°’-
GCTCGCTCGGTGACCGTGATC-3’. A TRPV1 mRNS expressziojanak relativ

valtozasat a Pfaffl modszerrel hataroztuk meg.

TRPV1 immunhisztokémia

Az allatokat transzkardialisan perfundéltuk, az L5 gerincvel6i érzoducokbol
transzverzalis fagyasztott sorozatmetszeteket készitettiink, amelyeket anti-TRPV1
elsddleges ¢és biotin-konjugalt masodlagos antitestekkel inkubaltunk. Az

immunreakcdt Vectastain ABC Elite staining kit-tel vizualizaltuk.

Szemikvantitativ denzitometria és a DRG neuronok osztdlyozdsa

A kezelt és kontroll érzéducokrdl azonos paraméterekkel mikrofotogrammokat
készitettiink, a jol definialhatdo maggal rendelkezd neuronok sziirkeségi értékét (gray
value, GV, 0-255) és atmetszeti teriiletét (cross-sectional area, CSA) meghataroztuk.
A relativ optikai denzitast (ROD) a ROD = log;o (255/(255-GV) egyenlet alapjan
hataroztuk meg. A ROD érték DRG neuron alpopulaciok kozti klasszifikacios hatasat
diszkriminancia analizissel vizsgaltuk. Az optimdlis elvalasztas kiiszobértékeinek

meghatarozasahoz a receiver operating characteristic (ROC) modszert alkalmaztuk.

Western blot és statisztika

crer

modszerrel végeztik. A fehérje mintakat 12%-os SDS-poliakrilamid gélen
szeparaltuk, majd polyvinylidene difluoride membranra transzferaltuk. Blokkolast
kovetden a membranokat anti-TRPV1 ¢és anti-B-actin elsddleges, majd peroxidaz-

konjugalt masodlagos antitestekkel inkubéltuk. Az immunoreaktiv savokat az



enhanced chemiluminescence modszerrel detektaltuk. A denzitometrids méréseket az
ImageJ analysis szoftverrel végeztiikk. Statisztikai analizishez SPSS szoftvert,
ANOVA ¢s Holm-Sidak, Brown-Forsythe vagy Bonferroni teszteket hasznaltunk. Az

eltéréseket p <0,05 esetén tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények és megbeszélés

Neonatalis  kapszaicin  kezelés hatisa a spinalis  elsodleges  afferensek

transzganglionaris CTB-HRP jelolodésére

Kontroll allatokban, a CTB-HRP intakt idegbe torténd injekcidja a gerincveldi
hatsoszarv mélyebb lamindinak jelolédését eredményezte. A CTB-HRP kronikusan
atmetszett idegbe tortént injektalasat kovetden azonban a mélyebb rétegek mellett a
substantia gelatinosa €s a marginalis zoéna erds, homogén jelolddést mutatott. Ezzel
szemben, a neonatdlis kapszaicin eldkezelés gyakorlatilag teljesen meggatolta a
hatsoszarv feliiletes lamindinak CTB-HRP jelolddését. Ezek a megfigyelések
bizonyitékot szolgaltattak arra vonatkozodan, hogy a periférias idegek atmetszését
kovetden a substantia gelatinosa fokozott CTB jelolodéséért nem a velds
afferenseknek a hatso szarv feliiletes rétegeibe torténd bendvése, hanem a C-rost
elsédleges afferens neuronok fokozott CTB-HRP felvétele és transzportja, azaz
fenotipus valtasa jatszik szerepet. Az L5 gerincveldi dacban a CTB-HRP jelolt érzo
neuronok meéret-eloszlasdnak fénymikroszkopos analizise is alatdmasztotta a fenti
megfigyeléseket. Kontroll allatokban a CTB-HRP-t els6ésorban nagy DRG neuronok
transzportaltak, mig idegatmetszést kdvetden sok kis DRG neuronban is megjelent a
CTB-HRP. A neonatdlis kapszaicin kezelést kovetd, a kisméretli veldtlen axonokkal
rendelkezd kemoszenzitiv primer afferens neuronokra gyakorolt szelektiv
neurotoxikus hatas kovetkeztében a kis DRG neuronok ardnydban drasztikus
csokkenést figyeltiink meg. Ezen éllatokban, az intakt ideghez tartozé ganglionokban
CTB-HRP jelolodést elsésorban a nagy DRG neuronokban detektaltunk, mig az
atmetszést kovetden a jelolt sejtek ardnyanak novekedése minden mérettartomanyban
megfigyelhetd volt. A velds primer afferensek fokozott CTB-HRP felvétele és

transzportja tehat fliggetlen a C-rost primer afferens neuronok integritasatol.



A TRPVI mRNS és fehérje lokalizacioja patkany L5 érzéducaiban

A kontroll érzédducokban a TRPV1 mRNS ¢és fehérje expresszid alapjan, harom eltérd
neuron csoportot kiilonboztettlink meg. A C és B tipusu neuronokat kis, illetve
kozepes sejtméret €s magas, vagy kozepes ROD érték jellemezte. Az A tipusu
neuronok populacidja kiilonb6zd méretii, alacsony ROD értékii sejtekbdl allt. A C és
B tipust neuronok a teljes neuronpopulacid 19% és 29%-at alkottak. A két sejttipust
magas, illetve kozepes TRPV1 expresszioval rendelkezd sejteknek tekintettiik. A
teljes neuronpopulacié 51%-at alkotdé A tipust neuronokat TRPV1-negativ sejtként
osztalyoztuk. A sejtméret ¢s a TRPV1-intenzitas ROD értéke alapjan a TRPV1-et
expresszald DRG neuronok statisztikai modszerekkel (ROC analizis) egyértelmiien

elkiilonithet6k voltak.

Perineurdlis kapszaicin kezelés és periférias idegatmetszés hatisa a TRPVI mRNS

expressziojara

Kisérleteink a TRPV1 mRNS expresszidé (C + B sejtek) korai markéns csokkenését
mutattdk a perineuralis kapszaicin kezelést kovetd harmadik naptol (kontroll érték
19%-a). A késobbi tulélési iddpontokban azonban jelentds restiticios tendenciat
figyeltiink meg, amelynek sordn a 30 napos tulélési idopontban a TRPV1 mRNS
expresszid markans, statisztikailag szignifikdns emelkedése elérte a kontroll szint
mintegy 60%-4at. A periférias idegatmetszés szintén gyors, jelentds TRPV1 mRNS
expresszio csokkenéshez vezetett. A kapszaicin kezeléssel ellentétben azonban, a
TRPV1 mRNS expresszidja az atmetszést kdvetden a kisérlet teljes idétartama alatt
alacsony szinten maradt, restitlicidt nem tapasztaltunk. Kvantitativ RT-PCR
méréseink alatamasztottak ezeket az eredményeket: a TRPV1 (B2Mg referenciagénre
normalizalt) expresszidés szintje mar a perineurdlis kapszaicin kezelést kovetd
harmadik naptdl dramai csokkenést (kontroll érték 18%-a) mutatott. A késébbi
idépontokban szintén megfigyelhetd volt egy restitucid, amely a 30 napos talélési
idépontban a korai 3 napos értékekhez viszonyitva statisztikailag szignifikansnak
bizonyult. Idegatmetszés utan tapasztaltunk ugyan kisebb mértékii emelkedést a
TRPV1 mRNS expresszioban, ez azonban a 30 napos tulélési idépontban sem érte el a

statisztikai szignifikancia szintjét.



Perineurdlis kapszaicin kezelés és periférids idegdatmetszés hatasa a TRPVI fehérje

expressziojara

Az immunhisztokémia a TRPVI1-pozitiv DRG neuronok aranyanak jelentOs
csokkenését (a kontroll szint 30%-a) mutatta ki hdrom nappal a perineuralis
kapszaicin kezelést és periférias idegatmetszést kovetéen egyarant. A csokkenés
kiilonosen a C tipust sejtek esetében volt markans (kb. 85%-os csokkenés). A késébbi
idépontokban restituciot nem figyeltiink meg. A Western-blot analizis megerdsitette,
hogy az érintett ganglionokban a TRPV1 fehérje expresszidja mind a perineuralis
kapszaicin kezelést, mind pedig a periférias idegatmetszést kovetden az Gsszes
vizsgalt iddpontban tartdsan alacsony szinten maradt.

Eredményeink arra utalnak, hogy az elsddleges ¢érz6 neuronok TRPV1
expresszidjanak (poszt-) transzkripcios szabalyzé mechanizmusai €s ezek hosszu tava
valtozasai nem a DRG neuronok tipusatol, hanem az dket ért kiilonb6z6 karositd
tényezOk sajatossagaitol fiiggenek. Kimutattuk, hogy a periférids idegdtmetszés a
TRPV1 receptort expresszald DRG neuronok aranyiban egy legkevesebb 4 hétig
fennmaradé csokkenést hozott létre, amelyet a TRPVI-immunreaktiv neuronok
aranyanak hasonloan hosszan tart6 és szignifikdns csokkenése kisért.

Ezzel szemben, perineurdlis kapszaicin kezelést kovetéen az LS DRG neuronok
TRPV1 mRNS és fehérje expressziojaban eltérd valtozasokat tapasztaltunk. A TRPV1
mRNS expressziojat egy korai csokkenést kdvetd restiticios tendencia jellemezte. A
TRPV1 immunreaktivitds vizsgalata azonban a receptor fehérje tartdosan alacsony
expressziojara utalt. A perineurdlis kapszaicin kezelést kovetd hosszi tavu,
irreverzibilis funkciondlis hatdsok, mint pl. a vanilloidok &ltal kivaltott kemogén
fajdalom ¢és neurogén gyulladds elmaradasa, a TRPVI1 receptor protein
expressziojanak csOkkenésével magyardzhato. A TRPVI1 protein szintjének
csokkenése képezheti a molekularis alapjat a perineurdlisan alkalmazott kapszaicin
szelektiv analgézias, anti-hiperalgézias és anti-inflammatorikus hatasainak is.
Eredményeink alapjan, a nociceptiv ioncsatorndk expresszidja (poszt-)transzkripcios
szabalyozasanak befolyasoldsa, pl. specifikus siRNS molekulak alkalmazasaval,
hatékony molekularis biologiai megkodzelités lehet a nociceptiv neuronok

miikddésének befolyasolasara és hatékony fajdalomcesillapito eljarasok kidolgozasara.



5. Osszefoglalas

Az értekezésben ismertetett vizsgalatok fobb eredményeit a kovetkezOkben
foglalhatjuk dssze:

1. Megallapitottuk, hogy a gerincveld hatso szarvanak feliiletes rétegeiben a
CTB-pozitiv primer afferensek megoszlasaban idegsériilést kovetden
kimutathat6 valtozdsok nem a velds primer afferenseknek a substantia
gelatinosaba torténd bendvésével (,,sprouting”), hanem a C-rost primer
afferens neuronok fenotipusanak megvaltozasaval magyarazhatoak.

2. Morfometriai €s statisztikai modszerekkel a TRPV1 mRNS ¢€s protein
expresszid alapjan a hatsogyoki ganglionsejtek kiillonb6zd csoportjait
azonositottuk és jellemeztiik.

3. A periférias idegek atmetszése a TRPV1 mRNS expresszio és protein
tartalom gyorsan bekovetkezo ¢és tartés csokkenését hozza 1étre az érintett
primer szenzoros neuronokban.

4. A periférias idegek lokalis (perineuralis) kapszaicin kezelése a neurondlis
TRPV1 protein szint markéns és tartos csokkenését hozza 1étre. A kezelés
a TRPV1 mRNS expresszio korai, szignifikdns csokkenését eredményezi,
amelyet azonban jelentds restitucio kovet.

5. A TRPV1 protein expresszidjanak jelentds és tartos csokkenése
molekularis alapjat képezheti a perineuralisan alkalmazott kapszaicin

analgézias €s anti-hyperalgézias hatasainak.

6. Koszonetnyilvanitas

Szeretném koszonetemet kifejezni témavezetdimnek, Prof. Dr. Jancsé Gabornak, a
SZTE AOK Elettani Intézet vezetdjének, a lehetéségért, hogy intézetében
dolgozhattam, iranyitasaért és értékes segitségéért tudomanyos és emberi oldalon
egyarant, illetve Dr. Santha Péternek segitségéért és emberi hozzaallasaért a munka
teljes idétartama alatt. Koszonom Prof. Dr. Gulya Karolynak az SZTE AOK-TTIK
Sejtbiologia és Molekularis Medicina Tanszék vezetdjének a segitségét és hogy
tamogatott abban, hogy oktatdsi és kutatasi tevékenységeimet parhuzamosan két

intézetben végezhessem. Koszondom Dr. Nyari Tibornak eredményeink statisztikai
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Halas vagyok Hegyeshalmi Evanak, Ambrus Zsuzsanak és Daranyi Olganak a preciz
technikai segitséglikért. Koszonetemet fejezem ki a két intézet minden
munkatarsanak, akik segitségemre voltak a munkafolyamat barmely fazisdban. Végiil,
de nem utols6 sorban szeretném hdlamat kifejezni Csaladomnak a tdmogatasukért,
megértésiikért és tiirelmiikért, amellyel minden tekintetben biztositottdk a hatteret a

tudomanyos munkamhoz.
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