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BEVEZETES

A fijdalom a kiilonb6z6 betegségek egyik leggyakoribb altalanosan eléforduld tiinete.
Eredetét tekintve megkiilonboztethetiink nociceptiv és neuropatids fajdalmat. A nociceptiv
fajdalmat a nociceptorok aktivaldsa valtja ki €s a szOveti karosodast okozd vagy azzal
fenyegetd ingerekre specifikusan érzékeny nociceptiv primer szenzoros neuronok kozvetitik.
A neuropatias fajdalom a fajdalomérzé rendszert - gyakran a periférias idegeket - érintd
sérilések kovetkezményeként alakul ki. A hatsogyoki ganglionokban és az agyidegek
szenzoros ducaiban talalhatd neuronok kortilbeliil fele nociceptiv primer szenzoros neuron. A
primer szenzoros neuronoknak ez a populacidja szelektiven érzékeny az erds paprika csipds
anyagaként ismert capsaicinre. Jancs6 Miklos 1950-es években végzett farmakoldgiai
kutatdsai kimutattdk, hogy a capsaicin aktivalja, nagyobb koncentracidoban alkalmazva pedig
deszenzibilizalja a bor és a viszceralis szervek nociceptorait. Porszasz és Jancsd arra IS
ravilagitott, hogy a capsaicin szelektiven aktivalja a C-rost afferenseket. Jancs6 Miklos és
Jancs6-Gabor Aranka megallapitottak tovabba, hogy a capsaicin-érzékeny Szenzoros
neuronok kettds funkcidval rendelkeznek. Egyrészt a szenzoros idegvégzodések érzékelik €s
tovabbitjak az artalmas stimulusokat a kozponti idegrendszerbe, mdasrészt aktivalasukat
kovetden vazoaktiv peptideket szabaditanak fel, amelyek a neurogén gyulladast kozvetitik.
Késobb, az 1970-es években Jancsd Gabor és munkatarsai kimutattak, hogy a capsaicin egy
szelektiv szenzoros neurotoxin, amely a kisméretli B tipusu, részben peptideket tartalmazéd
capsaicin hatésait a tranziens receptor potencial vanilloid 1-es tipustt (TRPV1) receptor, egy
nem szelektiv kation csatorna kozvetiti, amelyet Caterina és munkatarsai klonoztak 1997-ben.
A TRPV1 receptort ma egy olyan archetipikus nociceptiv ioncsatornanak tekintik, amelyet a
legtobb fajdalomérzd primer szenzoros neuron kifejez. Ennek koszonhetéen a TRPVI
receptor funkciondlis €és molekularis tulajdonsdgainak feltardsa, valamint a receptornak a
fajdalomérzo rendszer €lettani és patologias folyamataiban betoltott szerepe a fajdalomkutatas
eléterében all. Jancsdé Gabor és munkatarsai 1980-ban kimutattak, hogy patkdnyban a
periférids idegek capsaicinnel torténd egyszeri perineuralis kezelése szelektiv és hosszan tartd
regionalis h6 és kémiai analgéziat, valamint a neurogén gyulladasos valasz kiesését idézi eld,
de nem befolyasolja a nem-nociceptiv €rz6é idegek, valamint a vegetativ és szomatomotoros
efferensek miikodését. Laboratoriumunkban végzett kés6bbi megfigyelések kimutattak, hogy
a hatsogyoki ganglionsejtekben csokkent a TRPVI1 receptor expresszidja perineuralis
vanilloid (capsaicin vagy resiniferatoxin (RTX)) kezelés utan. A fajdalomkutatasban széles

korben alkalmazzak a perineuralis capsaicin kezelést a TRPV1 receptort expresszald primer



afferens neuronok funkcidjanak gatlasara, €s igy a nociceptiv, visceroszenzoros €és neurogén
gyulladasos mechanizmusok tanulmanyozasara. Tobb allatfajban, igy féemlésokben is
igazoltak, hogy kiilonb6z6 idegeket vanilloidokkal kezelve a test tetszbleges teriiletein
nociceptor analgézia idézhetd eld, ezért felmeriilt az eljaras bevezetésének lehetdsége a
periférids illetve neuropatias eredetii fajdalmak kezelésében.

A perineuralis capsaicin kezelés meghatarozott ganglionalis és transzgangliondris
valtozasokat okoz a C-rost primer afferensekben. A ,,capsaicin gap” technika alkalmazasaval
Jancs6 és munkatarsai kimutattdk, hogy a capsaicin szisztémas adasat megeldzd perineuralis
capsaicin kezelés megakadalyozta a gerincveld hats6é szarvanak szomatotopidsan megfeleld
perineuralis vanilloid kezelést kovetden tobb C-rost specifikus jel6lé molekula (fluorid-
rezisztens savi foszfatdz/tiamin monofoszfataz (FRAP/TMP), Bandeiraea simplicifolia
izolektin B4 (IB4), P anyag (SP) és TRPV1) mennyiségének drasztikus csokkenését vagy
teljes eltlinését figyeltilk meg a gerincveld hats6 szarvanak feliiletes lamindiban. Hasonlo
valtozasokat tapasztalhatunk periférias idegsériiléseket (pl. idegatmetszés) kdvetden is. A
periférids idegekbe injektalt koleratoxin B alegységnek (CTB) vagy konjugdtumainak
megnodvekedett transzganglionaris transzportja a gerincveld substantia gelatinosa rétegébe a
periférids idegsériiléseket kovetd morfoldgiai valtozadsok szembetlind jele. Tekintettel arra,
hogy a CTB-t és konjugatumait szelektiven csak a gerincveld hatsé szarvanak mélyebb
laminaiban végzddo veldhiivelyes primer afferens neuronok veszik fel és szallitjadk, Woolf és
munkatarsai (1992) a substantia gelatinosa jelolddését azzal magyaraztak, hogy a
velShiivelyes A rostok bendnek a karosodott C-rost nociceptor termindlisok helyére
(sprouting). Mannion és munkatérsai (1996) kimutattak, hogy az idegatmetszéshez hasonldéan
perineurdlis capsaicin kezelést kovetden is megndvekedett a substantia gelatinosa CTB
jelolddése, amit szintén a ,sprouting” jelenséggel magyaraztak. Mindemellett a
laboratoriumunkban végzett vizsgéalatok eredményei ramutattak arra, hogy az irodalmi
adatokkal ellentétben a substantia gelatinosa idegatmetszést kdvetd transzganglionaris CTB-
HRP jelolédése elsésorban a nociceptiv C-rost primer szenzoros neuronok fenotipus
valtasanak kovetkezménye, és nem a vel6hiivelyes rostok bendvése miatt alakul ki. Santha és
Jancs6 (2003) munkaja arra is ravilagitott, hogy a CTB a GM1 gangliozid receptor specifikus
¢és érzékeny biokémiai markere. A neuronokban a GM1 a tobbi gangliozidhoz hasonldéan a
koleszterinben gazdag membran mikrodoménekben akkumulalodik, €s a lipid raftok egyik f6
alkotorészének tekintik. A substantia gelatinosa periférias idegsériilést koveté megnovekedett

transzganglionaris CTB-HRP jelolddésének hatterében all6 mechanizmusok megértése



hozzajarulhat nemcsak a gerincveld hatsd szarvaban lezajlé morfoldgiai valtozasok helyes
értelmezéséhez, hanem a neurondlis gangliozidok nociceptiv funkcidkban betoltott szerepének
tisztazasahoz is. A GM1 gangliozid metabolizmus €s a nociceptiv primer afferens neuronokat
érintd patobiologiai valtozasok kozotti nyilvanvald kapcsolat ellenére a gangliozidokat

mindeddig nem hoztak sszefliggésbe a fajdalomérzéssel kapcsolatos mechanizmusokkal.

CELKITUZESEK

Az értekezésben Osszefoglalt vizsgalatok legfobb célkitizése a gangliozidok,
kiilonosen a GM1 gangliozid szerepének tisztazasa a fajdalomérzésben alapvetd szerepet
morfologiai és molekularis valtozdsok mechanizmusaban.

Korabbi hisztokémiai vizsgéalatokban kimutattdk, hogy periférids idegek eldzetes
capsaicin kezelése utan az idegbe injektalt, a GM1 gangliozidhoz specifikusan kot6dé CTB és
konjugatumai transzgangliondrisan transzportdlodva nemcsak a gerincveld hatsé szarvanak
mélyebb, hanem feliiletes rétegeit, foként a substantia gelatinosat is megjelolik. A jelenséget
az intakt allatban a gerincveld mélyebb rétegeibe vetiild, a CTB-t szelektiven koto velds
primer afferensek  substantia  gelatinosidba  torténd  bendvésével  magyaraztak.
Laboratoriumunkban végzett korabbi vizsgdlatok arra utaltak, hogy a periféridas idegek
atmetszését kovetden a C-rost afferens neuronok fenotipust valtanak és képessé valnak a CTB
felvételére és axondlis transzportjara. Mivel a C-rostokkal rendelkezd €rz6 ganglionsejteket
kis méretiik is jellemzi, kvantitativ morfologiai modszerekkel meghataroztuk a CTB-t
transzportald primer afferens neuronpopulaciok méret-gyakorisagi megoszlasat kontroll és
perineurdlisan capsaicinnel kezelt allatokban. Funkcionalis hisztokémiai modszerekkel
vizsgaltuk a n. ischiadicus CTB-t transzportald primer afferenseinek gerincveldi megoszlasat
kontroll és perineurdlisan capsaicinnel kezelt allatokban. Emellett a veldtlen idegrostok
jelolésére alkalmas buzacsira agglutinin-tormaperoxidaz konjugatumot (WGA-HRP)
alkalmazva megvizsgaltuk a C-rost primer afferensek axonalis transzport funkcidjat
perineuralis capsaicin kezelés utan. Kvantitativ elektronmikroszkoépos —hisztokémiai
vizsgélatainkban célul tliztiik ki a CTB-t transzportald hatsoégyoki érzé idegrostok direkt
morfologiai kimutatasat ¢és identifikdlasat perineuralis capsaicin kezelést kdvetden. A
capsaicin mellett, tekintettel human terapids alkalmazéasanak lehetdségeire, tanulmanyoztuk az

ultrapotens vanilloid agonista resiniferatoxin hatésait is.
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A periférias idegsériiléseket kovetd neuroplasztikus valtozasok vizsgalatdban a CTB-t
mint hodoldgiai vizsgalatokra alkalmas jel6lé molekulat alkalmaztadk. A CTB azonban a
membranfolyamatokban ¢és szdmos cellularis/neuronalis funkcioban fontos szerepet jatszo
GM1 gangliozid specifikus biokémiai markere. Ezért vizsgalataink tovabbi céljat a
gangliozidoknak az €érzé neuronok, kiilonosen pedig a fajdalomérzés kozvetitésében szerepet
jatszo6 nociceptiv primer afferens neuronok mikodésében betoltott szerepének feltarasa
képezte. Hatsogyoki ganglionokbol készitett sejttenyészetekben az ¢€rzd ganglionsejtek
capsaicinnel torténé aktivalhatosaganak vizsgalata a nociceptiv miikodés megbizhatd in vitro
modszere. A capsaicin/TRPV1 receptor—aktivalodasat a hisztokémiai modszerekkel
kimutathaté fokozott kobalt felvétel alapjan jellemeztiik. A gangliozidoknak a nociceptiv
primer szenzoros neuronok miikodésében betdltott szerepét kontroll, és a gangliozid szintézis
kulcsenzime, a glukozilceramid-szintaz (GCS) bénitasat kovetdéen gangliozid-depletalt érzo
ganglionsejteken vizsgaltuk in vitro. A glukozilceramid-szintaz bénitasat kovetden kvantitativ
hisztokémiai és immunhisztokémiai moddszerekkel meghatiroztuk a neuronok capsaicinnel
torténd aktivalhatosagat, CTB-kotését valamint TRPV1 expressziojat. In vitro kisérleteinkben
megvizsgaltuk a glukozilceramid-szintaz gatlasanak hatasat a hatsogyoki ganglionsejtek NGF-medialt

akut szenzitizaciojara és neurit névekedésére.

ANYAGOK ES MODSZEREK

Sebészeti beavatkozasok

A kisérleteket a Szegedi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsdganak engedélyével
végeztiik.

Kiseérleteinkhez 300-350 g tomegli him Wistar patkanyokat hasznaltunk. Az allatokat
kloralhidrattal (400 mg/kg, i.p.) elaltattuk, majd mindkét oldalon feltartuk a nervus
ischiadicust a comb kozépsé vonalaban. Az ideg ald parafilmet helyeztiink, hogy izolaljuk a
kornyez6 szovetektdl, majd a jobb oldali ideg koré 0,1 ml 1%-o0s capsaicinnel vagy 0,005%-
0s RTX-el atitatott gelaspon mandzsettat helyeztink, mig a baloldalon a capsaicin
oldoszerével (6% etanol és 8% Tween 80 fiziologias sooldatban) kezeltiik az ideget. A miitét
utan zartuk a sebet €s az allatokat visszavittiik az allathazba.

A nervus ischiadicusban futd szenzoros neuronok jelolése céljabol két héttel a perineuralis
capsaicin (n=9), illetve RTX (n=4) kezelést kdvetden ismét elaltattuk az allatokat. Mindkét
oldalon feltartuk az idegeket és Hamilton fecskenddvel 1 ul 1,5%-0s CTB-HRP (n=7) vagy
WGA-HRP (n=2) konjugatumot oltottunk a nervus ischiadicusba. A jeldléanyagot
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mikroszkopos szemkontroll alatt lassan injektaltuk az idegbe, az el6zetes kezelés helyétol

disztalisan.

Szovettani eljarasok

Az éllatokat a jeloléanyagok (CTB-HRP vagy WGA-HRP) beoltasa utan 3 nappal
tulaltattuk, majd aldehides fixaloval (1,25% glutaraldehid és 1% formaldehid 0,1 M foszfat
pufferben; pH 7,4) transzkardidlisan perfundaltuk. Fixalds utan 400 ml 4 °C-os, 30%
szachar6zt tartalmazo foszfat pufferrel is atperfundaltuk a szoveteket. Ezt kovetden
eltavolitottuk az L4-L5 hatsogydki ganglionokat és a lumbalis gerincvel6t, majd a metszésig 4
°C-on, szachar6z tartalmu pufferben taroltuk oket. A hatsogyoki ganglionokbol 15 um, a
gerincveldkbol pedig 20 és 60 pm vastag sorozatmetszeteket készitettiink kriosztattal, illetve

fagyasz6 mikrotommal.

Peroxidaz enzim aktivitas kimutatasa

A tormaperoxidazhoz kapcsolt jeloléanyagok jelenlétét a kiilonboz6 szovetekben a
Mesulam-féle (1978) peroxidaz reakcioval mutattuk ki. A ganglionbol és a gerincvel6bol
késziilt metszeteket abszoltt alkoholban oldott nitroprusszid natriumot (100 mg/100 ml) és
tetrametil-benzidint (TMB; 5 mg/100 ml) tartalmazo, acetat pufferrel (0,1 N; pH 3,3) higitott
oldatban inkubaltuk 20 percig. Ezt kdvetden az inkubald oldatot frissen készitett 0,3 %-0s
hidrogén-peroxiddal kiegészitett oldattal cseréltik. Az enzimreakcio kialakulasat kis
nagyitasi fénymikroszkoppal ellendriztiik, majd a reakcidtermék megjelenése utdn a
metszeteket 5%-os ecetsavas oldatba helyeztiik. A gerincveld metszeteket alkoholos zselatin
oldatbol zselatinozott targylemezre huztuk fel, 24 6rdn keresztiil szaradni hagytuk, felszallo
alkoholsorban dehidraltuk, xylolban atderitettiik és DPX feddanyaggal lefedtiik. A hatso

gyoki ganglionokbol késziilt metszeteket lefedés elott neutralvordssel feliilfestettiik.

TMP enzim aktivitas kimutatasa

A TMP enzim aktivitdst a Colmant (1959) altal leirt reakcidé kisebb mddositasaval
mutattuk ki. A festési eljaras a Gomori féle savi foszfataz reakcion alapszik. Az L4-L5
hatségyoki ganglion és gerincvel6 metszeteket Tris pufferben oldott 0,3% tiamin

monofoszfatot, 20 ml 0,2%-0s 6lom-nitratot és 5,5% szachardzt tartalmaz6 oldatban (pH 5,2-



5,4) 37 °C-os termosztatban 90 percig inkubaltuk. Az enzim aktivitas hatdsara a szovetekben
oldhatatlan o6lom-foszfat csapadék képzodik. RoOvid mosast kovetden a szintelen
reakcioterméket 5%-os kalium-bikromattal hivtuk eld. A metszeteket mostuk, felszallo
alkoholsorban dehidraltuk, xylolban atderitettiik és DPX fed6anyaggal lefedtiik. A hatso
gyoki ganglionokbol késziilt metszeteket lefedés elott a magfestd krezilibolyaval

felilfestettiik.

Elektronmikroszkopos hisztokémia

A CTB-HRP-t transzportdlo hatsé gyoki afferenseket elektronmikroszkopos
hisztokémiai méddszerekkel mutattuk ki 2 héttel a nervus ischiadicus perineuralis capsaicin
kezelést kovetden. Harom allatban 12 6raval a CTB-HRP oltast koveten lekotottiik az L5-0s
hatso gyokereket mind az intakt, mind a capsaicin-kezelt oldalon. Harminchat 6raval késbb
az allatokat a fent emlitett modon perfundaltuk, majd az L5-6s héatsé gyokerekbdl vibratom
segitségével 80 um vastagsdgu metszeteket készitettiink. A peroxiddz aktivitdst a Gu és
munkatarsai (1992) altal leirt modon, tetrametil-benzidin kromogén és natrium-wolframat
stabilizator felhasznalasdval mutattuk ki. A mintadkat ezutan diaminobenzidint (DAB) és
kobalt-kloridot tartalmazé oldattal reagaltattuk, H,O,-dal kezeltiik, ozmium-tetroxiddal
utofixaltuk, viztelenitettiik és Aralditba bedgyaztuk. A bedgyazott mintakbol ultravékony
metszeteket készitettiink, amiket ezutan uranil-acetattal és 6lom-citrattal kezeltiink. A hatso

gyokérben futd axon profilokat Jeol Jem 1010 elektronmikroszkoppal "on-screen™ szamoltuk.

Statisztikai analizis

A CTB-HRP jelolt és jeloletlen L4-L5 hatsogyoki ganglion sejtek (minimum
200/csoport) atmetszeti teriiletét szamitogéphez kapcsolt kamera lucidaval és digitalizald
tablaval felszerelt fénymikroszkop segitségével mértiik reprezentativ sorozatmetszeteken 40x
objektiv nagyitds alatt. Az egyes csoportokban meghataroztuk a neuronok atmetszeti
teriiletének atlagat. Korabbi megfigyeléseink alapjan a < 600 umz tertileti sejteket tekintettiik
kisméretii sejteknek. A kiilonb6z6 neuron szubpopulacidk atmetszeti teriiletének és relativ
aranyanak értékeit atlag + SEM formdban adtuk meg. Adataink parametrikus statisztikai
kiértékeléséhez Student kétmintas t-probat és egyoldalas ANOVA-t hasznaltunk. A post hoc

analizist a Dunnett-probaval végeztiik. Szignifikans eltérésnek a p < 0,05 értéket tekintettiik.



Primer sejtkultarak készitése és D-PDMP kezelése

A 250-300 g tomegii him Wistar patkanyokat (n=24) éterrel elaltattuk, dekapitaltuk és
steril koriilmények kozott kivagtuk a gerincoszlopot. A primer hatsogyoki ganglion kulturakat
a Winter és munkatéarsai (1988) altal leirt modon készitettiik, kisebb modositasokkal. A
gerinccsatorna feltarasa utan eltavolitottuk a C1-L6 ganglionokat és 1 mM L-glutamint, 50
[U/ml penicillint, 50 pg/ml streptomycint és 4% Ultroser G-t tartalmazo tapoldatba gytijtottiik
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium/Nutrient mixture F-12 HAM). A kotoszovet
emésztése céljabol a sejteket kollagenaz enzimet (2000 U/ml) tartalmaz6é F-12 HAM
médiumban inkubaltuk 3 6ran keresztiil, 37 °C-on, CO, termosztatban (Fco,=5%). Ezt
kovetden 3x mostuk a sejteket, majd Pasteur pipetta segitségével triturdltuk a szuszpenzidt és
15% szarvasmarha szérum albumin oldatra rétegezve lecentrifugéltuk. A feliiliszo
eltavolitasa utan a letilepedett sejteket médiumban reszuszpendaltuk és Biirker kamraban
megszamoltuk, majd lamininnel valamint poly-DL-ornitinnel el6kezelt feddlemezekre
szélesztettiik. A kultarakon a sejtek letapadasa utan a tapoldatot 50 ng/ml idegnovekedési
faktort (NGF) tartalmazo oldatra cseréltiik.

A sejtkultarakat kiilonb6z6 koncentracidju (10, 20 vagy 50 uM) D-PDMP-t tartalmazé
tapoldatban inkubaltuk 4 napig, 37 °C-on, CO; termosztitban. A D-PDMP torzsoldatat
fiziologias sdoldatban higitott abszolut alkohollal készitettiik, majd a 20 é¢s 50 uM PDMP és

0,05% etanol végsd koncentracid eléréséhez tapoldattal higitottuk tovabb.

A hatsogyoki ganglion sejtkulturak CTB-kétése

A kontroll és D-PDMP kezelt kultarakat fluoreszcein izotiocianattal konjugalt CTB-
vel (FITC-CTB; 10 pg/ml) inkubaltuk 10 percig, 37 °C-on. Ezutan friss médiummal mostuk,
majd 10 percig 10%-o0s pufferelt formaldehid oldatban fixaltuk a sejteket. A mosast
megismételtiik, végiil ProlongGold feddéanyaggal targylemezre ragasztottuk a feddlemezeket.
Kezelési csoportonként 50 db sejtrdl CARV II spinning disc konfokdlis mikroszkophoz
kapcsolt képalkotod rendszerrel Z-stack optikai metszet sorozatot készitettiink 40x nagyitast
objektiv alatt. A konfokalis képeken a sejtmembran relativ fluoreszcencia intenzitasat az
ImagePro Plus 6 képanalizalo programmal hataroztuk meg. Kiszamitottuk a relativ intenzitas

szazalékos valtozasait. A kapott értékeket atlag + S.E.M. forméaban adtuk meg.



A capsaicin érzékeny hatsogyoki ganglionsejtek kimutatasa kobaltfelvétellel

A ganglionsejteket tartalmazo fed6lemezeket 57,5 mM NaCl, 5 mM KCI, 2 mM
MgCl,, 10 mg HEPES, 12 mM gliikkoz és 139 mM szachardz tartalmu pufferben (pH 7.4)
mostuk két valtas mosooldattal, szobahdmérsékleten. A puffert kiegészitettiik 5 mM CoCl,-
dal és 1uM capsaicinnel, majd a sejteket ebben az oldatban inkubaltuk 37 °C-on 5 percig. A
kontroll kisérletben az inkubalé oldat csak a CoCl,-ot tartalmazta, capsaicint nem. Az
inkubacios 1épés utan az eredeti, kobaltmentes pufferrel mostuk a fedélemezeket két valtassal.
Ezt kovetden 2% merkaptoetanolt tartalmazd puffert pipettaztunk a sejtekre, majd 2 perc
festddési 1dot kdvetden (ez alatt a merkaptoetanol a kobalttal barnas csapadékot hoz létre a
sejtben) a sejteket 70%-os alkohollal fixaltuk, abszolut alkoholban viztelenitettiik, xylolban

atderitettiik ¢s DPX feddanyaggal targylemezre ragasztottuk.

Az NGF akut szenzitizalo hatasa

A kontroll és D-PDMP-kezelt (20 uM, 4 nap) primer sejttenyészeteket 200 ng/ml
NGF-el kezeltik 10 percig. A nociceptiv hatsogyoki ganglionsejtek capsaicin-indukalt
aktivaciojat kobaltfelvétellel mutattuk ki a fent leirtak szerint. A neuronokat 20x nagyitasu
objektiv alatt szamoltuk és meghataroztuk a kobalt-jelolt sejtek aranyat. A kapott értékeket
atlag + S.E.M. formaban adtuk meg.

TRPV1 immunhisztokémia

A sejtkultirdkat 4% formaldehidet tartalmazo 0,1 M foszfat pufferben (pH 7.,4)
fixaltuk 10 percig, majd kétszer mostuk PBS-ben (0,01 M fiziologias foszfat puffer, 0,9%
NaCl). Ezt kovetden a sejteket 0,3 % Triton X 100 tartalmit PBS-ben higitott, nyalban
termeltetett poliklonalis anti-TRPV1 primer antitesttel (1:1500) inkubaltuk egy éjszakan
keresztiil 4 °C-on. Haromszori mosast kovetden Cy3-jelolt szamarban termeltetett nyul
ellenes masodlagos antitesttel (1:1500) inkubaltuk a kultarakat 2 o6ran at, végil ismételt

mosast kdvetden a sejteket Vectashield feddanyaggal lefedtiik.



A hatsogyoki ganglionsejt-nyulvanyok novekedédének mérése

A hatsoégyoki ganglionsejtek nyualvanyainak hosszat monoklonalis 200 kDa
neurofilament ellenes antitesttel festett kultGrakban mértiik. A jol azonosithatd nytlvanyokkal
rendelkez6 kontroll és D-PDMP-kezelt (20 vagy 50 uM) kultarakbol (2 illetve 4 napos)
szarmazd hatsogyoki ganglionsejtekrdl egyenként fényképeket készitettiink, amelyeket az
ImagePro plus képanalizald szoftver segitségével értékeltiink ki. Minden kezelési csoportbdl

50 neuront értékeltiink. A kapott értékeket atlag = S.E.M. formaban adtuk meg.

Statisztikai analizis

A hatsogyoki  ganglionsejt  kultarakon a  kobalt-felvétel és a TRPVI
immunhisztokémia eredményét szamitogéphez kapcsolt Retiga 2000R digitalis kameraval
felszerelt Leica DMLB fénymikroszkdppal vizsgaltuk 20x objektivvel. A kobalttal jelolt, a
TRPV1 jelolt, illetve jeldletlen sejtek (csoportonként legalabb 150-200 db) méretét és optikai
denzitasat az ImagePro Plus 6 képanalizalo programmal mértiik le. Meghataroztuk a sejtek
szdzalékos aranyat, és méret szerinti eloszlas hisztogramokat készitettiink.

A capsaicin és D-PDMP kezelések hatasainak statisztikai kiértékeléséhez Student
kétmintas t-probat és egyoldalas ANOVA-t hasznaltunk. A post hoc analizist a Dunnett-

probaval végeztiik. Szignifikans eltérésnek a p <0,05 értéket tekintettiik.

EREDMENYEK

A perineuralis capsaicin és RTX kezelés hatasa a primer afferens terminalisok megoszlasara a

gerincveld hatso szarvaban

A CTB-HRPjelolodes valtozasai

A CTB-HRP-t intakt patkdnyokban kizarolag a velShiivelyes idegrostok veszik fel és
transzportaljak. Korabbi eredményekkel 6sszhangban megfigyeltiik, hogy a CTB-HRP-t az
olddszerrel kezelt bal oldali n. ischiadicusba oltva a lumbalis gerincveldi szegmentumokban a
hatsé szarv szomatotopidsan megfeleldé mélyebb rétegei jelolddtek. Két héttel a nervus
ischiadicus perineuralis capsaicin, illetve RTX kezelését kovetéen a CTB-HRP nemcsak a
gerincveld hatso szarvanak mélyebb rétegeiben, hanem a feliiletes lamindkban, a marginalis

zOnaban és a substantia gelatinosaban is megjelent.
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A WGA-HRPjelélodés valtozasai

A WGA-HRP a veldtlen rostok szelektiv jeloldanyaga, amely intakt periférids idegbe
oltva a korabbi megfigyelésekhez hasonloan a gerincveld hatso szarvaban a C-rost afferensek
terminalisait tartalmazo feliiletes lamindkat, a margindlis zonat €s a substantia gelationsat
jelolte meg. A jelolédés folytonos savként jelent meg a beoltott ideghez tartozd gerincveldi
szegmentumokban, a zona marginalisban és substantia gelatinosaban. A WGA-HRP-t 2 héttel
a nervus ischiadicus perineuralis vanilloid kezelését kdvetden az idegbe oltva a fentiekhez

hasonlo6 jel6lési mintazatot kaptunk.

A TMP aktivitas valtozasai

A ragcesalok hatsogyoki ganglionsejtjeinek mintegy 50%-aban (kiilondsen a veldtlen
rostokkal rendelkez6é kis atmérdjii sejtekben) kimutathat6 TMP enzim a kisméretii primer
afferens neuronok markereként ismert. A kontroll oldalon a hatsé szarvban az enzimaktivitas
a substantia gelatinosdban lokalizalhatd. Két héttel a jobb oldali n. ischiadicus perineuralis
capsaicin vagy RTX kezelését kdvetéen a TMP aktivitas gyakorlatilag eltiint a substantia
gelatinosa medialis 2/3-aban, a nervus ischiadicusban futé C-rost afferensek gerincveldi

végzddéseinek teriiletében.

A perineuralis capsaicin és RTX kezelés hatasa az L.5-6s hatsogyoki ganglionsejtek CTB-
HRPjelolodésére

A CTB-HRP-vel retrograd médon jelolt L5-6s hatsogyoki ganglionsejtek sejttestjeit
peroxidaz reakcidval mutattuk ki. Az oldoszerrel kezelt ideghez tartozé ganglionokban foleg a
nagy és kozepes méretli sejtek mutattak peroxidaz aktivitast. Ezzel szemben a capsaicinnel
vagy RTX-szel kezelt ideghez tartozé ganglionokban sok kis sejt is jelol6dott. Az L5-0s
ganglionsejtek méret-gyakorisag eloszlasdnak vizsgélata azt mutatta, hogy a kezelt oldalon
jelentdsen noétt a jelolddott kisméreti sejtek aranya a kontroll oldalhoz viszonyitva. Ezt
alatamasztotta a jelolt sejtek atlagos atmetszeti teriiletének vizsgalata: perineuralis vanilloid
kezelés utan szignifikansan csokkent a jeldlt sejtek atlagos atmetszeti teriilete (kontroll:
916,16 + 40,07 umz, capsaicin: 698,16 + 27,59 pmz, RTX: 673,57 £ 43,44 umz; n=4, p < 0,05
mindkét csoportban). A teljes sejtpopulacio atlagos atmetszeti teriiletének értékeiben nem volt
kiilonbség (kontroll: 657,6 + 26 pm?, capsaicin: 652,02 + 48 um? RTX: 657,78 + 57 um?). A

jelolt sejtek aranyanak 4tlaga a kontroll ganglionokhoz képest szignifikans ndvekedést
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mutatott (kontroll: 40,71 + 2,21%, capsaicin: 63,44 + 1,17%, RTX: 54,29 + 3,21%; n=4, p <
0,05 mindkét csoportban). A < 600 pm? atmetszeti teriileti CTB-HRP pozitiv sejtek aranya is
szignifikansan novekedett: a kontroll ganglionban 45,35 + 1,58%, mig a kezelt oldalon 66,41
+ 0,64% (capsaicin) és 65,62 = 1,03% (RTX) (n=4, p < 0,05 mindkét csoportban).

A perineuralis capsaicin kezelés hatasa a hatso gyokérben futo veldhiivelyes és vel6tlen

axonok CTB-HRPjelolodésére

Az L5-6s hatso gyokér ultrastruktaralis vizsgalata kimutatta, hogy a kontroll oldalon
sok vel6hiivelyes (50,60 + 6%), mig szignifikansan kevesebb vel6tlen axon (3,00 = 1%)
mutatott CTB-HRP jelolédést. A CTB-HRP jelenlétét jelzo elektrondenz reakcidvégtermék az
axoplazmaban ¢és/vagy az axolemma belso felszinén lokalizalodott. Két héttel a nervus
ischiadicus perineurdlis capsaicin kezelését kovetden az L5-0s hatso gyokerekben a CTB-
HRP pozitiv vel6tlen axonok aranya (47,80 + 6%) szignifikdnsan nétt, mig a velShiivelyes

rostok aranya nem valtozott (57,20 + 6,5%) a kontroll oldalhoz viszonyitva.

A D-PDMP kezelés hatasa a hatsogyoki ganglionsejtek capsaicin érzékenységére

A D-PDMP kezeles hatasa a neuronok CTB-kotésére

A D-PDMP kezelés cellularis GM1 gangliozid szintre kifejtett hatasait a neuronok
CTB-FITC kotésével vizsgaltuk. A hatsogyoki ganglionsejtekbdl készitett 2 illetve 4 napos
kontroll kultirdkban a plazmamembranban intenziv, a citotplazméaban pedig kiilonb6zd
intenzitasa CTB-FITC jelolodést figyeltiink meg. A D-PDMP eldkezelés a koncentracio és az
1d6 fiiggvényében csokkentette jelolodés mértekét. Kvantitativ adatok szerint a
plazmamembranban a relativ fluoreszcencia intenzitds mar 2 napos D-PDMP el6kezelés utan
is szignifikansan csokkent a kontroll kultarakhoz viszonyitva, mig 4 napos eldkezelés utan

60%-0s csokkenést ért el.

A D-PDMP kezelés hatasa a neuronok capsaicinnel kivaltott kobalt felvételére

A TRPVI receptorok capsaicinnel torténd szelektiv aktivaldsa a kobalt ionok gyors
bearamlasat valtja ki, amit hisztokémiai modszerekkel mutattunk ki. A capsaicinre érzékeny
neuronokban kiilonb6z6 intenzitast barnas szinli kobalt csapadék jelent meg. A kobalt-pozitiv

neuronok azonositasa és csoportositisa a jelolés intenzitdsanak alapjan tortént, amit optikai
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denzitas méréssel hataroztunk meg. Capsaicin hianyaban nagyon kevés sejtben (< 5%) jelent
meg a barna szinli kobaltfestddés a kontroll és a 4 napig D-PDMP-vel eldkezelt kultarakban
egyarant. Korabbi eredményekkel 0Osszhangban kimutattuk, hogy a hatsogyoki
ganglionsejtekbdl készitett kontroll kulturdkban a sejtek 29,74 + 2,53%-a mutatott kobalt
jelolést 1 uM capsaicin jelenlétében. A D-PDMP hatasa koncentraciofiiggd volt. A 10 uM D-
PDMP-vel 4 napig kezelt kulttrdkban a kobalttal jelolt ganglionsejtek ardnya kis mértékben
csokkent a kontrollhoz viszonyitva (26,8 = 1,9% vs. 29,74 + 2,53%). Husz, illetve 50 uM D-
PDMP alkalmazasa soran a kobalt-pozitiv neuronok aranyanak szignifikans csokkenését
figyeltiikk meg (20,57 + 0,93%, illetve 11,63 + 1,22%; n=24, p < 0,05 mindkét csoportban). A
ganglionsejtek méret-gyakorisag eloszldsdban nem volt kiilonbség a kontroll és az 50 uM D-
PDMP-vel elokezelt kultardk kozott. A jelolt neuronok optikai denzitdsdnak vizsgélata
szignifikans intenzitas-csokkenést mutatott: capsaicin kezelés utdn az 50 uyM D-PDMP
elékezelt kultirakban a kobalttal jel616dott sejtek optikai denzitasa a kontrollhoz viszonyitva

47,8 + 6,4%-al csokkent.

Az NGF akut szenzitizalo hatasa

A hatsogyoki ganglionsejtek jol ismert és fontos jellemvonasa, hogy a rovid ideig
alkalmazott NGF szenzitizdlja a TRPV1 csatornakat (fokozza a csatorndk capsaicin-indukalt
aktivaciojat). Kisérleteinkben az NGF akutan, nagy koncentracioban alkalmazva
szignifikdnsan ndvelte a sejtek capsaicin-indukalt kobalt felvételét. A kontroll kultirakban a
sejtek 27,7 £ 1,3%-a jelol6dott, mig az NGF (200 ng/ml; n = 7, p < 0.05) akut hatasanak
koszonhetben a sejtek 36,5 + 2,4%-a volt kobalt-pozitiv. Ezzel ellentétben a D-PDMP-kezelt
kultarakban a sejtek mindossze 18,1 £ 2,9%-a reagalt a capsaicinre, és az NGF elékezelést

kovetden a kobalt-jel6lt neuronok aranya nem névekedett (17,3 +2,4%; n =7).

A D-PDMP kezelés hatasa a neuronok TRPV Iimmunreaktivitasara

A kontroll hatségyoki ganglion kulturakban kiilonb6z6 méretii sejtek mutattak TRPV1
immunreaktivitast: a teljes neuron populacio 37,5 + 1,4%-a jelolédott. A D-PDMP hatasa itt
is koncentraciofiiggé volt. A 10 uM D-PDMP-vel 4 napig elokezelt kultarakban a TRPV1-
immunreaktiv ganglionsejtek ardnya csak kismértékben csdkkent a kontroll kultirdkhoz
viszonyitva (32,34 + 2,45% vs. 37,5 £ 1,4%). Ezzel ellentétben a 20 vagy 50 uM D-PDMP
elékezelés szignifikansan, 23,07 + 1,93% ill. 18,23 + 2,1%-al csokkentette a TRPV 1-pozitiv
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neuronok ardnyat. A ganglionsejtek méret-gyakorisdg eloszldsdban nem volt kiillonbség a
kontroll és az 50 uM D-PDMP-vel eldokezelt kulturak kozott sem a teljes, sem a TRPV1-

pozitiv populacidkban.

A hatsogyoki ganglionsejtek nyulvanyainak novekedése

A 2 illetve 4 napos kontroll kultirdkban az egyes sejtek nyulvanyainak teljes hossza
atlagosan 956,3 + 54,3 um és 1557,4 £75,8 um volt. A D-PDMP kezelés a nyalvanyok
hosszanak szignifikans és koncentracio-fiiggd csokkenését eredményezte (2 napos kultara: 20
uM D-PDMP 737,82 + 35,62; 50 uM D-PDMP 578,39 + 53,42 és 4 napos kulttra: 20 uM D-
PDMP 616,46 + 31,62; 50 uM D-PDMP 312,22 +21,81; n=50, p < 0,05).

KOVETKEZTETESEK

Korabbi vizsgalatokban kimutattdk, hogy perineuralis capsaicin kezelést kovetden a
gerincveld hatso szarvaban, a substantia gelatinosaban a C-rost primer afferensek végzddési
teriiletében intenziv CTB-HRP jel616dés mutathato ki. Mivel intakt allatokban a CTB-HRP-t
csak a veldhiivelyes A-rost primer afferensek, veszik fel és szallitjak végzddési teriiletiikbe, a
hatsé szarv mélyebb lamindiba, a jelenséget a vel6hiivelyes afferensek feliiletes laminakba,
foként a substantia gelatinosdba tortént bendvésével magyaraztdk. A jelen dolgozatban
bemutatott eredmények alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a substantia gelatinosédban a n.
ischiadicus perineuralis vanilloid (capsaicin vagy RTX) kezelését kovetden megjelend
transzganglionaris CTB-HRP jel6lddés a sériilt kemoszenzitiv C-rost afferensek fokozott
CTB-HRP felvételével és axonalis transzportjaval magyarazhato, nem pedig az AP afferensek
»Sprouting” valaszaval hozhato Osszefiiggésbe. A jelenség feltehetéen a C-rost primer
szenzoros neuronok fenotipus-valtasanak kovetkezménye, ami a GM1 gangliozid neuronalis
szintjének emelkedését és ennek kovetkeztében fokozott CTB-kotést eredményez. A
vanilloidokkal kezelt periférias ideghez tartozé hatsé gyokerek elektronmikroszkdpos
vizsgalata kozvetlen bizonyitékot szolgaltatott a C-rost primer afferensek CTB-HRP
transzportjara vonatkozoan. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a periférias idegek capsaicin
kezelését kovetden az érintett idegbe injicialt CTB-HRP-t a vel6tlen, C-rost afferensek
transzportaljak a substantia gelatinosaba. Megfigyeléseink megkérddjelezik az un. sprouting
hipotézist, miszerint a substantia gelatinosa massziv jelolodéséért a hatsé szarv mélyebb

rétegeibe vetiild velOhiivelyes A-rostok substantia gelatinosaba torténd bendvése lenne
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felelds. Emellett vizsgalataink felhivtak a figyelmet a gangliozidok, féként a GM1 gangliozid
nociceptor funkcidban betoltott szerepének jelentdségére. Ezt bizonyitottdk hatsogydki
ganglion-kultarakon végzett vizsgalataink, amelyekben kimutattuk, hogy a glukozilceramid-
szintaznak, a gangliozidszintézis kulcs-enzimének gatlasa reverzibilisen csokkentette a
neuronok capsaicin-érzékenységét, a TRPV1 receptor expressziojat, az NGF-medialt akut
szenzitizacidt és neurit ndvekedést. A nociceptor funkciok gatldsanak mechanizmusaban a
TRPV1 receptor NGF-fiiggd expressziojanak csokkenése, ¢€s/vagy a membran lipid
mikrodomének (lipid raftok) miikddésének zavara jatszhat szerepet. Korabbi vizsgalatok
kimutattdk mind a GM1 gangliozid részvételét az NGF szignalizéci6é folyamataiban, mind
pedig a gangliozidok jelenlétét a lipid mikrodoménekben, valamint ezek jelentdségét a
TRPV1 receptor aktivaciojaban.

Vizsgalataink feltartdk a perineurdlis capsaicin/vanilloid applikacidé — egy lehetséges
antinociceptiv eljaras — altal okozott ganglionaris és transzgangliondris neuroplasztikus
valtozasok valddi mechanizmusat és ravilagitottak a gangliozidok nociceptor funkcidkban
betoltott szerepére. Eredményeink arra utalnak, hogy a neurdlis gangliozid metabolizmus

farmakologiai manipuldlasa lehetdséget nyujt a nociceptor funkcid befolyasolasara ¢és ily

crer
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