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Roviditések jegyzéke

5HT214: 5-hidroxi-triptamin receptor 2/4

15d-PGJ2: 15d-PGJ2 [15-deoxy-delta (12,14)-Prostaglanin J(2)]
AA: arachidonic acid/arachidonsav

AC: adenilat-ciklaz

ALS: amyotrophic lateral sclerosis/ amiotrofias lateralszklerdzis
AP-1: aktivator protein-1

ATP: adenozin-trifoszfat

B»: bradikinin receptor 2

BDNF: brain-derived neurotrophic factor/ agyi eredetii neurotrofikus faktor
BK-2: bradikinin receptor 1, 2

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CGRP: calcitonin gene-related peptide/ kalcitonin gén-rokon peptid
COX-2: ciklooxigenaz-2

CPLAZ: citoszolikus kalcium-dependens foszfolipaz A2

cpm: counts per minute/ percenkénti beiités szam

Ct érték: treshold cycle/ kiiszob ciklusszam

CXCR 2/4: CXC kemokin receptor 2/4

DAB: diamino-benzidin

DES: dietil-stilbosztrol

DIE: deep infiltrating endometriosis/ mélyen infiltralé endometridzis
DM: dysmenorrhea

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DRG: dorsal root ganglion/ hats6 gyoki ganglion

EBM: evidence based medicine / (tudomanyos) bizonyitékokon alapul6 orvoslas

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid/ etilén-diamin-tetraecetsavat



ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay/ enzimmel kotott immunoszorbens médszer
ERa: estrogen- receptor aplha/ 6sztrogén receptor alfa

ER: estrogen- receptor beta/ 6sztrogén receptor béta

ECS: extracellular solution/ extracelluléris oldat

Erk1/2: extracellular signal-regulated kinase/ extracellularis szignal-regulalt kinaz
FEPS: familial episodic pain syndrome/ familiaris epizodikus fajdalom szindréma
FOXO3a: Forkhead box O3

fura-2 AM: fura-2 acetoxi metilészter

GI: gasztrointesztinalis traktus

GnRH: gonadotropin relasing-hormon

GPCR: G-protein coupled receptor/ G-fehérje kapcsolt receptor

HBSS: Hank’s Balanced Salt Solution/ Hank’s oldat

HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazin-etanszulfonsav

HSH: hypomagnesemia with secondary hypocalcemia/ hipomagnezémia masodlagos
hipokalcémiaval

IC: intracellularis

IFN-y: interferon-y

IL-1a: interleukin-1a

IL-1P: interleukin-1§

IL-2: interleukin-2

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

INOS: inducible nitric-monoxide synthase/ indukalhat6 nitrogén-monoxid szintaz
IP3: inozitol-trifoszfat

Jab-1: Jun-aktivacioés domén koté fehérje-1

KIR: k6zponti idegrendszer

MAPK: mitogén aktivalt protein-kinaz



MIF: makrofag migraciot gatld faktor

MKP1: MAP kinéz foszfataz-1

NADA: N-arachidonoil-dopamin

NGF: nerve growth factor/idegi névekedési faktor
NKA: neurokinin A

NMDA: N-metil-D-aszparaginsav

NO: nitrogén-monoxid

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide/ hipofizis adenilat-ciklaz aktivald
polipeptid

PACAP38- IR: PACAP38- immunreaktivitas

PAR:: proteaz-aktivalt receptor 2

PCR: polymerase chain rection/ polimeraz lancreakcio
PG: prosztaglandin

PGR: prosztaglandin receptor

PGE.: prosztaglandin E>

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PI3K: foszfatidilinozitol-3 kinaz

pJNK: c-Jun N-termindlis kinaz

PDGEF: platelet-derived growth factor/ vérlemezke-eredetii novekedési faktor
PKA: protein-kinaz A

PKC: protein-kinaz C

PKG: protein-kinaz G

PKR1: prokineticin receptor 1

PLC: foszfolipaz C

PLCB: foszfolipaz C

Ppia: peptidil-prolil cisz-transz izomeraz-A

PPP2B: foszfoprotein foszfatdz 2B



gPCR: quantitative polymerase chain reaction/ kvantitativ polimeraz lancreakcio
RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction/ reverz-transzkripciés PCR
RIA: radioimmunoassay/ radioimmunoesszé

RPL29: riboszémalis fehérje L29

RTX: reziniferatoxin

SNPs: single nucleotide polymorphisms/ egy nukleotid polimorfizmus

TNF-a: tumor nekrézis faktor-a

TRG: trigeminal ganglion/ V. agyideg agyideg érz6 ganglionja

Trk: tirozin-kinaz receptor

TRP: Tranziens Receptor Potencial

TRPA1: Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1

TRPC alcsalad: Tranziens Receptor Potencial klasszikus/kanonikus alcsalad
TRPM alcsalad: Tranziens Receptor Potencial Melasztatin

TRPML alcsalad: Tranziens Receptor Potencial Mukolipin

TRPN (nompC) alcsalad: Tranziens Receptor ,,no mechanoreceptor potential C”
TRPP alcsalad: Tranziens Receptor Potencial Policisztin

TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1

VIP: Vazoaktiv intesztinalis peptid



L ALTALANOS BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1. A kapszaicin kutatasok torténete, a kapszaicin-érzékeny érzdideg-
végzodések és szerepiik gyulladasban, fajdalomban

A kapszaicin (8-metil-N-vanillil-6-nonénamid, sszegképlete C1sH2703N) a Capsicum
genusba tartozd paprika csipOsségéért felel0s vegyiilet, tiszta forméaban eldszor John Clough
Thresh izolalta [1]. A kapszaicin kémiai szerkezetét 1919-ben Nelson hatarozta meg, majd
kémiai szintézisére 1930-ban keriilt sor [2,3]. A Kkapszaicin hatasainak tudomanyos
megkdzelitése €s részletes leirasa magyar kutatok nevéhez fiizédik. Hogyes Endre allapitotta
meg, hogy a kapszaicin elsdsorban az érzéideg-végzodésekre hat [4], ezt kovetden a kapszaicin
¢s receptoranak tanulmanyozisa sokdig igazi magyar kutatds maradt. A II. vilaghaborut
kovetden, az 1950-es, 1960-as években Jancsd Miklos kutatasai alapjan fény dertilt arra, hogy
a kapszaicin kezelés nagy dozisban, illetve ismételt adadsok sordn karositja az érzdideg-
végzddéseket, a kisérleti allatok egy 1d6 utan elveszitik kapszaicin valaszkészségiiket. Ezt a
jelenséget deszenzibilizacionak nevezziik [5]. A kapszaicin deszenzibilizacié napjainkban is
szerepet jatszik a klinikai gyakorlatban, mivel a magas kapszaicin tartalma készitmények
hatékonyak kiilonb6z6 fajdalommal jard allapotokban [6]. Szintén hazankban sziiletett meg az
hogy a kapszaicin specifikus receptoron hat [7]. Egy évtizeddel kés6bb leirtak, hogy a
reziniferatoxin (RTX) a kapszaicin receptor ultrapotens agonistaja, igy lehetévé valt
ligandkotodési  kisérletek megfelelé érzékenységi elvégzése [8,9]. Fontos azonban
megjegyezni, hogy a kapszaicin/RTX deszenzibilizacid nem feltétleniil a receptorok
aktivitasanak csokkenése miatt alakul ki, a jelenség hatterében a kapszaicin receptort
expresszalo, mérsékelten regeneralodd idegvégzddések elpusztulasanak is kulcsfontossagu
szerepe van [10]. A kapszaicin receptort 1997-es klonozasa utan hamar 6sszefiiggésbe hoztak
a hoérzettel €s nocicepcidval, amelyet a késdbb létrehozott receptor génhianyos egértorzs
tanulmanyozasa is megerdsitett [11,12], [13]. Gunthorpe és munkatarsai a kapszaicin receptort
molekularis szerkezete alapjan a Tranziens Receptor Potencial (TRP) receptor csaladba azon
beliil a Vanilloid csoportba sorolta be, igy a receptor TRPV1 nevet kapta [14].

A TRPVI1 ¢élettani szerepének vizsgalata a receptor klonozasat kdvetden ismét nagy
lendiiletet vett, mikor a TRPV1-et a hatsogyoki-és trigeminalis gangliokban [11], majd a
szenzoros neuronok C-és Ad-sejtjeiben is kimutattak [12]. Munkacsoportunk megalapitoja,



Szolcsanyi Janos fektette le az alapjait annak a felsimerésnek, hogy a kapszaicin- érzékeny
peptiderg érzdideg-végzddések harmas funkciot latnak el: egyrészt polimodalis nociceptorok,
amelyek a szenzoros stimulusokat és a fajdalomérzetet tovabbitjak a test kiilonféle részeirdl
(bor, iziiletek és belsé szervek) a kozponti idegrendszer felé (afferens funkcid), masrészt lokalis
¢s szisztémas efferens funkcioval is rendelkeznek (1. &bra). Lokalis efferens hatas soran a
szenzoros neuronokba dramlo Ca®" hatdsara a végzddésekbdl neurotranszmitterek, pl. P-anyag
¢és kalcitonon gén-rokon peptid (CGRP), szabadulnak fel. E lokalisan felszabaduld
neurotranszmitterek kovetkezménye az arteriolak erdteljes tagulata, plazmafehérje-kidramlas a
venuldkbol, valamint a gyulladdsos sejtek aktivacidja. Az igy létrejovd neurogén (steril)
gyulladas bizonyitottan szerepet jatszik néhany betegség, mint pl. a reumatoid artritisz, asztma,
ekcéma, dermatitisz, migrén és gyulladasos bélbetegségek patomechanizmusaban [15]. A
TRPA1/V1 expresszalo szenzoros idegvégzddések aktivacidja sordn szomatosztatin és opioid
peptidek is felszabadulnak, amelyek a véraramba keriilve a test tavolabbi részeire eljutva
fajdalom-és gyulladascsokkenté hatasokkal rendelkeznek [16]. Ez a kapszaicin-érzékeny
érzOideg-végz6dés szisztémas efferens hatasa, melyet "szenzokrin” muiikodésként definialtak
[17]. A kapszaicin-szenzitiv neuronokban a hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid
(PACAP) expresszidjat is kimutattak [18]. Munkacsoportunk bizonyitotta, hogy az érzdideg-
végzodésekbol aktivacio hatasara PACARP is felszabadul, amely a vérkeringésbe jut. Komplex,
gyulladaskelt6 (értagitd, neutrofil-kiaramlas serkentd) ¢s immunsejtmiikddéseket gatld hatasait
szamos modellben bizonyitottdk. A peptid alapvetd gyulladascsokkentd és neuroprotektiv
hatasaival ellentétben, gyulladas-és fajdalomkeltés iranyaba is modosithatja a sejten beliili
folyamatokat, melyek receptorvariansokon részben mar azonositott, illetve feltételezett
pleitotrop mechanizmusok révén valosulnak meg [19-22]. Munkacsoportunk irta le eldszor,
hogy a PACAP gatolja a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat és a kdvetkezményes

neurogén gyulladast [18,23] (1. abra).
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1. abra: A Kkapszaicin- érzékeny érzéideg-végzodések harmas funkcioja [24]. CGRP: kalcitonin gén-rokon

peptid, NKA: neurokinin A, PACAP: hipofizis adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid.

2. ATRP receptorok

A TRP 1oncsatorndk nem szelektiv kation csatornak, melyek a kdzponti-€s periférias
idegrendszer mellett szamos nem-neuralis szovetben és sejttipusban expresszalodnak. Sokféle
exogén ¢és endogén eredetli liganddal aktivalhatok, ligandfiiggd tulajdonsadgaik mellett a
fesziiltségfiiggd ioncsatornak tulajdonsagaival is rendelkeznek [25]. A TRP receptorok 6
transzmembran domént tartalmaznak, amelyek homo-vagy heterotetramert alkotva alakitjak ki
a kation csatornat. A pérusformald régio a két utolso transzmembran alegység kozott talalhato.
Az amino-és karboxilcsoport intracellularisan (IC) helyezkedik el, a terminalisok el6tt
valtakoz6 hosszlisaglh és szekvencidji aminosav lancokkal. Ezek az IC régiok olyan
motivumokat és szekvencia-részleteket tartalmaznak, melyek az aktivalodéasban,
csatornanyitasban jatszanak szerepet, valamint a fehérje-fehérje €s fehérje-ligand interakciokon
keresztiil a csatorna miikodését is szabalyozzak. A szekvencia és szerkezeti homoldgia alapjan
7 TRP alcsaladot kiilonboztetiink meg: klasszikus/kanonikus (TRPC), vanilloid (TRPV),
melasztatin (TRPM), policisztin (TRPP), mukolipin (TRPML), ,,no mechanoreceptor potential
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C” (nompC, TRPN) ¢és ankyrin (TRPA) [26]. Minden alcsalad minimum egy tagot tartalmaz,
egerekben Osszesen 28, emberben 27-féle TRP ioncsatorna talalhatd. Mindegyik TRP csatorna
kation-szelektiv, ezen beliil Ca®* és Mg?" preferencidval rendelkeznek. A nagymértéki
aminosav szekvenciabeli diverzitdsbol adéddéan a TRP receptorok szamos, részletesen leirt
szignal-transzdukcidés €s modulacids folyamatban érintettek. Részt vesznek a G-fehérje
kapcsolt-és novekedési faktor receptorokon keresztiili jelatviteli mechanizmusokban, a
fajdalomérzet kialakitasaban, és a nociceptiv afferenseken is kozponti szereppel birnak.
Tanulméanyok hivjak fel a figyelmet arra, hogy egyes multifaktorialis korképek kialakulasi
rizikdja Osszefliggésben van a TRP géncsalddot érintd, a promoter vagy kodold régidoban
jelentkezd egy nukleotid polimorfizmussal (single nucleotide polymorphisms= SNPs) [27] (2.

abra).

TRPM1 TRPML1
farkasvaksag mukolipidoézis
TRPM2, 7 IRFVJ

ALS i Olmsted-
Parkinson-kér szindréma,
keratinézis
[ TRPV4
e -Charcot-Marie-Tooth-
Vezetési blokk | Sindiena
(.,sokideggyulladas”)
\\ -diszplaziak
TRPM6 3 TRPP2
. IRPPZ
HSH P /W' I \ I. Policisztas
) / W betegsé
\ / {, vesebetegség
f
r \ | TRPC8
_ TRPMB’ _ \/ \ fokalis szegmentalis
Hipomagnezemia K | glomerulosclerosis

2. abra: Bizonyitottan rendellenes TRP receptorokhoz kotheté betegségek [28]. FEPS: familiaris epizodikus

fajdalom szindroma, ALS: amiotrofias lateralszkler6zis, HSH: hipomagnezémia masodlagos hipokalcémiaval.
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A TRP receptorok expresszidja bizonyitott human és ragcsalé endometriumban, az 6sztrogén-
¢s progeszteron-szinttel Osszefliggd decidualizacié kapcsan, ahol a TRPCI1 expresszio
fokozodasat figyelték meg in vitro koriilmények kozott [29]. A TRPV csalad egyik tagja, a
TRPV6 jelen van a lumindlis és glanduldris epitéliumban, mind emberek, mind ragcsalok
esettben. A TRPV6 ciklusfiiggd expressziés mintdzatot mutat, fokozott génexpresszio
figyelheté meg proliferativ szakaszban, illetve Osztruszban, melyet Osztrogéndominancia
jellemez [30,31]. A TRPV1 receptort 2012-ben leirtdk human endometriézis mintakbol
szarmaz6é endometridlis  sztroma  sejtkultiran, funkcionalitasdt  receptoraktivacios
vizsgalatokkal is bizonyitottak a sejtek felszinén [32]. A TRPA1l a TRPV1-gyel jelentds
kolokalizacidt mutat szenzoros neuronokon, azonban endometriumbeli expresszidjara kevés
adat all rendelkezésre. Kronikus kismedencei fajdalomban a nem-neuralis TRPV1 és TRPAI
immunpozitivitds emelkedését irtak le peritoneumban, emellett a TRPV1 mRNS
expresszidjanak emelkedését az ektopias endometriumsejtekben [33]. Endometriozis mintakbol
szarmazo6 stromasejeteken (prosztaglandin Ez) PGE: és tumor nekrozis faktor o (TNFa) kezelés
hatasara bekdvetkez6 TRPV1 expresszio-fokozodas szintén az extraneuralis expresszid tényét

tamasztja ala [34].

2.1. A TRPV1és TRPA1 receptor

crer

kémiai ingerrel aktivalhat6. A TRPV1 receptor 838 aminosavbol 4116, 95 kDa molekulatomegii
fehérje, 6 B-redd szerkezetli transzmembran domén épiti fel [11]. A csatornarégiot az 5. és 6.
alegység kozotti intracelluldris, hidrofob hurok alkotja. Ezek a struktirdk a membranban négy
egységbdl allo tetramerré rendezddve nem-szelektiv kation csatornat alkotnak (3. 4bra). A

patkany TRPV1 receptor bazisszekvenciaja 92%-o0s homologiat mutat human megfeleldjével
[35,36].
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3. abra: (A) A TRPV1 receptor szerkezete a sejtmembranban. A képen a membranba agyazott TRPV1
szerkezete lathato [37]. A csatornat a TRPV1 tetramerek alkotjak (kiilonb6z6 szinekkel jeldlve). (B) A TRPV1

haromdimenzios szerkezetének elhelyezkedése a plazmamembranban. [38].

A TRPV1 és a TRPAI receptorok aktivacioja hasonld mddon zajlik: a csatorna megnyilasaval
a sejtbe Na'- és Ca?*-ionok aramlanak, melyet a K*-ionok sejtbdl valo kidramlasa kovet. Az
intracellularis Na* koncentracidé emelkedése kovetkeztében depolarizacid és tovaterjedd akcios
potencidl alakul ki a neuronlis struktirakon, melynek kdvetkezménye a fajdalomérzet. A Ca?*-
ionok bedaramlésa elsdsorban az idegvégzddésekben tarolt szenzoros neuropeptidek
felszabadulasahoz vezet, emellett fontos szerepe van a neuronok deszenzibilizacidjahoz vezetd
jelatviteli utvonalak bekapcsolasaban is [39]. A TRPV1 receptor els6ként tanulmanyozott,
legismertebb aktivatora a kapszaicin, ezen kiviil azonban sokféle ndvényi eredetli vanilloid
struktaraju vegyiilet aktivalja a csatornat. Ilyen aktivatorok pl. a marokkoi kutyatejfélében
(Euphorbia resinifera) talalhato reziniferatoxin (RTX), a feketeborsban (Piper nigrum) 1évé
piperin, a gyombérben (Zingiber officinale) talalhat6 zingeron vagy a szegfiiszeg (Syzygium
aromaticum) egyik aktiv komponense, az eugenol. A lipofil kapszaicin altali aktivaciora

jellemzd, hogy a vegylilet atjutva a sejtmembranon, az intracellularis régio feldl kozeliti meg a
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kotohelyet és igy nyitja meg a csatornat [40]. A vanilloid k6téhely a receptor IC oldalan
talalhato un. ,,vanilloid zseb”, amelyet az S3 és S4 transzmembran domének alakitanak ki [41].
A protonok altal kivaltott, csatornanyitddast eredményezd konformacié valtozasban a
pérusformald régiot 6sszekotd extracellularis huroknak van szerepe [42]. A fent emlitetteken
kiviil a TRPV1 receptort endogén eredetii gyulladas- és fajdalomkeltd molekula is képes
aktivalni (pl. N-arachidonoil-dopamin /NADA, lipoxigenaz termékek, anandamid), vagy a
periférias idegvégzédésen szenzitizalni (pl. bradikinin, adenozin-trifoszfat/ ATP, idegi
novekedési faktor/ NGF, tumor nekrozis faktor a /TNFa) [43], [44] (4. abra). A bradikinin és a
prosztaglandinok G-fehérje kapcsolt receptoron keresztiil, az NGF pedig tirozin-kinaz A (Trk-
A) receptoron, intracellularis jelatviteli utvonalak aktivaladsaval foszforilacio-indukalt
szenzitizaciot okoznak [45]. A TRPVI1 receptoron szamos foszforilacios hely talalhato a
protein-kindz A (PKA), protein-kinaz C (PKC) és protein-kindz G (PKG) szamara, a
foszforilacid szenzitizélja, mig a defoszforildcid deszenzibilizdlja a receptort (6. abra). A
deszenzibilacio mértéke befolyasolhatd a foszfoprotein foszfataz 2B (PPP2B, kalcineurin)
gatlasaval [46].

A TRPV1-et nemcsak kémiai, hanem fizikai hatdsok is aktivaljak, ezek koziil a legfontosabb a
fajdalmas meleg inger (> 43°C) [12]. A héérzékelésben szerepet jatszo régiok (N628K, N652T,
Y653T) mutacioja rovidebb nyitasi idét eredményez, a kapszaicin-, pH-és fesziiltség-
érzékenység befolyasolasa nélkiil [45]. Fontos megemliteni, hogy egyes nézetek szerint a
TRPV1 legfébb aktivatora a hdmérséklet, és a receptorhoz kotddd agonistak jelentds része (a
pH csokkenés is) csak a receptor megnyilasahoz sziikséges hokiiszobot csokkenti [47]. Az
utdbbi évek kutatdsainak eredményeként felismerték azt is, hogy a TRPV1 lipid kdrnyezetének
is jelentds hatdsa van a receptor funkciondlis tulajdonsagaira. A sejtmembran lipid raftjainak
eltavolitasa bizonyos esetekben (pl. a koleszterin szint csokkentése esetében) szelektiven
érintette a TRPV1 agonistdk hatasat, mig mas lipid komponensek (gangliozidok) szintjének

csokkentése ligand fliggetlen modon csokkentette a TRPV1 aktivalhatosagat [48].
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4. abra: A TRPV1 receptor szerkezete [49]. A piros szakasz a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) és
Ca?*/kalmodulin altal kivaltott negativ regulacioban részt vevé konzervalt régiét mutatja. Az 4bra bal oldalan az
egyéb receptorok (BKi-2:/bradikinin receptorok, PGR: prosztaglandin receptor, PAR:: proteaz-aktivalt receptor,
5HT24: 5-hidroxi-triptamin receptor 2/4, PKRL1: prokineticin receptor) aktivaciojanak eredményeként 1étrejovo
TRPV1 szenzitizacié folyamata lathato. A szines korok altal jelzett aminosav részletek szintén fontos szerepet
jatszanak a receptor finomszabalyozasaban. Narancssarga: vanilloid kotéhelyek (Y511, S512, L547, T550), kék:
protein-kinaz foszforilacios helyei (S116, T370, S502, T704, S800) és zold: az alacsony pH altali aktivacidért
felelds régiok (E600, E646).
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A TRPAI1 ioncsatorna nevét a polipeptid lanc N-termindlis végén elhelyezkedd
nagyszamu ankyrin ismétlédésrdl kapta (emberben ez meghaladja a tizennégyet), melyhez

kutatasi eredmények szerint a receptor mechanikai és kémiai stressz szenzor funkcidja kothetd
[50] (5. abra).
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5. 4bra: A TRPAI receptor szerkezete a transzmembran régiok, Ca?*- kotéhely megjelolésével [51].

A TRPAL1 aktivalédasa a TRPV1 receptorhoz hasonloan torténik. A TRPA1 szamos exogén és
endogén liganddal aktivalhato, tobbek kozt fajdalmas hideg ingerrel (<17°C), fahéjaldehiddel,
farnezil-tioszalicilsavval, nikotinnal, hidrogén-szulfid donorvegyiiletekkel, formalinnal,
hidrogén-peroxiddal, 4-hidroxinonenallal és akroleinnel [52], [53]. Fontos megjegyezni, hogy
a receptor hémérséklettel torténd aktivacioja evolucios kiilonbségeket mutat. Gerinctelen
fajokban és hiillokben melegre, ragesalokban hidegre érzékeny, féemlésokben mar hdmérséklet
inszenzitiv a csatorna. A mustarolaj (allil-izotiocianat) szelektiven aktivalja a kapszaicin-
érzékeny idegvégzddéseket a TRPA1 ioncsatornan keresztiil [54], igy kizardlag neurogén
mechanizmussal hoz 1étre gyulladast [55,56]. A legtobb TRPAT1 aktivator elektrofil vegyiilet,
aktivald tulajdonsaguk annak koszonhetd, hogy képesek a receptor N-termindlisan
elhelyezkedd nukleofil SH-csoportokkal kovalens kotés 1étrehozasara [57]. Az elobb felsorolt

vegyiileteken kiviil receptor aktivaciot okoznak gyulladas, oxidativ stressz és szovetkarosodas
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soran felszabaduld endogén agonistak is [58]. TRPA1 aktivatorok tovabba a lipid peroxidacio
¢és zsirsavanyagcsere termékei, valamint a 15-dezoxi-delta-12,14-prosztaglandin J2, amely
gyulladasos szignal hatasara képzodik egy COX enzim altal katalizalt reakcioban [59].
Fiziologias koriilmények kozott TRPAT aktivacidhoz vezet a hipertonicitas és az intracellularis
Ca?'-szint megvaltozasa is, ez utobbi a TRPA1 funkcidjanak szabalyozasa szempontjabol
kozponti szereppel bir. Egyrészt a sejten beliili Ca®* direkt médon képes aktivilni az
ioncsatornat ugy, hogy az N-terminalisan elhelyezkedé EF-hand doménhez kapcsolodik [60],
masrészt a bedramld kalcium-ionok képesek potencirozni €s deszenzibilizalni a csatornat.
Szamos G-fehérje kapcsolt receptor (GPCR), mint a BK1.2, és a PAR2 TRPAT1 szenzitizaciot
okoz [61,62] (6. abra).

A TRPA1 a TRPV1-gyel kolokalizacioban expresszalodik a peptiderg, afferens Ad- és C-rostok
valamint a bolygoideg érzéducaiban (ggl. jugulare, ggl. nodosum) talalhaté [54,63-65]. A
TRPV1 receptort expresszaldo neuronok 30-50% kifejezi a TRPAL receptort is, mig a TRPA1
ritkdn talalhatd meg TRPVI1 nélkiili neuronokon [66,67]. Az extreaneuronalis expresszio
tekintetében ugyanez a tendencia figyelheté meg (pl. keratinocitak, epitélsejtek) [68]. Mara
szamos, kiilonbozé kémiai szerkezetli vegyiiletr6l bebizonyosodott TRPA1 antagonizald
tulajdonsaga, azonban koziiliik csak néhanyat vizsgaltak preklinikai fazisban. Ennek egyik oka
valosziniileg az eredmények korlatozott transzlacids lehetdsége, amely a TRPAI1 receptor

aminosav szekvenciajanak fajok kozotti eltérésére vezethetd vissza [57], [69].

2.2. A TRPV1 és TRPA1 receptorok extraneuronalis el6fordulasa,
expresszidja az uterusban és endometriézisban

TRPVI1 receptor nagy mennyiségben megtalalhaté a hatso gyoki és a trigeminus
ganglionokban, azon belill a kis és kozepes atmérdjii szenzoros neuronokon [11,12], vagyis a
vékony mielinhiivelyes (Ad-) és a mielinhiively nélkiili (C-) rostokkal rendelkezd neuronok
sejttestjein és végzodésein [70]. A TRPVI jelenlétét évtizedekig kizarodlag neuronalis
szoveteken feltételezték, az elmult években azonban egyre tobb, nem-neuronalis sejttipuson is
kimutattdk. A receptort ¢és splice-variansait tobbek kozott leirtdk keratinocitdkon,

epidermiszben, hizosejteken, dendritikus sejteken, T-limfocitakon, epitélsejteken, vaszkularis
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endotélsejteken, ér simaizomsejteken, az orrnyalkahartya szubmukoézus mirigyeiben, az
urotéliumban, gyomornyalkahartyaban, a herékben, pancreasban és a méhben [42] [71]-[72].
Az ér simaizomsejteken talalhatdé TRPV1 receptor aktivacidja vazokonstrikciot okoz, melynek
szerepe a vérnyomas és mikrocirkulacié szabalyozasaban valoszinisithetd [73]. In vitro
koriilmények kozott a keratinocitak felszinén talalhatd TRPV1 aktivacioja gyulladaskeltd
mediatorok felszabadulasahoz vezet [74]. Ehhez hasonld jelenség figyelhetd meg a T-
limfocitakon és hizosejteken expresszalodo ioncsatorna ingerlése soran is [75,76]. Az utobbi
években a TRPV1 receptor human endometridzisban torténd leirasa tovabb arnyalta a nem-
neuronalis expresszio jelentdségét. Endometridzis eredetll sejtkultiraban stromasejteken PGE:
¢s TNFa kezelés hatasara TRPV1 expresszio-ndvekedést tapasztalhatd, TRPV1 agonista
hatasara pedig NO és IL-1p felszabadulas kovetkezik be [71]. Alternativ lehetdséget jelent a
human TRPA1 receptort expresszald transzgenikus allatok hasznalatanak lehetOsége Uj
fajdalomesillapitéd vegyiilet fejlesztése soran.

Endometriozis eredetii kronikus kismedencei fajdalomban emelkedett extraneualis TRPAT1 és
TRPV1 expresszioja figyelheté meg a peritoneumban, illetve emelkedett TRPV1 mRNS szint
detektalhato ektopias endometrium Sejtekben. Human embrionalis ssejtekbél differencialtatott
szenzoros neuronokban 17-f 6sztradiol és Osztrogénreceptor-p-szelektiv 2,3-bisz(4-hydroxi-
fenil)-propionitril hatasara TRPV1 expresszio-novekedés kovetkezik be, amely a receptor
Osztrogénfliggd expressziojat igazolja [33]. A TRPVI1 expresszid 0Osztrogénfliggése
magyarazatul szolgalhat az endometridzis kezelése soran alkalmazott, hormonszupressziot
kovetd tiinetcsokkenésre endometridzis-asszocialt kismedencei fajdalomban.

A funkcionalisan aktiv TRPA1 ioncsatornat leirtak tovabba az enterochromaffin sejteken,
melanocitakon, a hasnyalmirigy béta sejtjein, keratinocitakon [68,78], gyomorban, vékony-és
vastagbél szoveteiben [79], belsd fiilben, hugyholyagban [80], valamint méhben is [81]. A
TRPA1 patofiziologias jelentdsége, potencidlis gyogyszercélpontként torténd alkalmazasa
felmeriilt neuropatias fajdalom, illetve a légutakat, a kardiovaszkuldris rendszert és a
bélrendszert érint6 akut és kronikus gyulladasos korképekben [82].

Annak ellenére, hogy a nem-neuralis TRPA1 és TRPV1 fiziologiai/ patofizioldgiai szerepe
tisztazatlan, egyfajta kapcsolat feltételezhetd a nem-neuralis és neuralis TRP receptorok kdzott
[83,84], igy a receptorok a sejt kdrnyezetében 1évo potencialisan fajdalmas fizikai és kémiai
hatasok integratoraként funkcionalnak [45] A bradikin receptor (B2) vagy a proteaz-aktivalt
receptor 2 (PAR2) aktivalodasanak kovetkezményeként a foszfolipaz-Cp enzim (PLCP) a gatlo
foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP2) hidrolizalasaval és inozitol-trifoszfat (IP3) medialt
Ca?* felszabaditasaval direkt modon képes a TRPAL-et szenzitizalni. A protein-kindz C (PKC)
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foszforilacié révén szintén szenzitizalja a receptort. Az arachidonsav (AA) metabolizmusabol
szarmaz6 15-deoxy-delta (12,14)-prosztaglandin J(2) (15d-PGJ2) direkt modon képes aktivalni
a receptort, mig a prosztaglandinok (PGs) szenzitizaljdk azt. A B2 receptor stimuldlja az
adenilat-ciklazt, amely a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szintjének emelkedését
okozza a citoszolban, melynek eredményeként az aktivalt protein-kinaz A (PKA) szintén a
TRPA1 szenzitiacidjat valtja ki (6. abra).

TRPA1 TRPV1 PAR, B,

et

15d-PGS,

6. abra: A TRPAI1 szenzitizaciéjaban szerepet jatszé intracellularis jelatviteli itvonalak [85]. (B2: bradikinin
receptor 2, PAR2: protedz-aktivalt receptor 2, PLCP: foszfolipaz-CB enzim, PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-
biszfoszfat, IP3: inozitol-trifoszfat, PKC: protein-kinaz C, AA: arachidonsav, 15d-PGJ2: [15-deoxy-delta
(12,14)-Prostaglandin J(2)], PGs: prosztaglandinok, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, PKA: protein-kinaz
A

3. Szenzoros neuropeptidek és a PACAP

A Kkapszaicin-szenzitiv peptiderg érzéideg-végzodésekbdl aktivacio hatasara szenzoros
neuropeptidek szabadulnak fel (pl. CGRP, P-anyag). A CGRP felszabadulasa vazodilatacio
révén lokalisan megemeli a vérataramlast az érintett teriileteten, a P-anyag és a plazmafehérje
neurokinin A (NKA) pedig az érfal permeabilitasanak fokozasan keresztiil kovetkezményes
hizosejt) valtja ki. Az igy kialakulo Osszetett folyamatot neurogén gyulladasnak nevezziik. Az

érzdidegvidegzddésekbdl felszabaduld szomatosztatin és opioid peptidek ezzel szemben
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gyulladascsokkentd szereppel birnak, hatasukat a vérkeringés révén a test tavoli pontjain is
kifejthetik. A szomatosztatin élettani hatasai kozé tartozik a novekedési hormon, hasnyalmirigy
enzimek vagy a kalcitonin felszabadulasanak gatlasa, de a vaszkularis simaizom és endotél
sejtek, gyulladasos és immunsejtek, fibroblasztok és neuronok mitkodését is befolyasolja. Gatld
szerepet tolt be a neuronadlis transzmisszioban, ezen kiviill megakadalyozza az értagulat és
hizésejt degranulacié 1étrejottét, valamint a citokin felszabadulést és a sejtproliferaciot. Az
érzOideg-végz6désekbol a felsoroltakon kiviil egyéb neuropeptidek is felszabadulnak, kiilon
kiemelend6 a PACAP. Vizsgalataink masik fokuszdba ez a neuropeptid keriilt, mivel
alapvetéen gyulladascsokkentd, neuroprotektiv funkcidirél ismert, de a gyulladas,
fajdalomkeletkezés iranyaba is komplex modon szabalyozza a patofiziologiai folyamatokat a

tovabbiakban ismerettett modokon.

A PACAP a szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) peptidcsalad
legkonzervaltabb tagja, izolaldsa 1989-ben tortént meg juh hipotalamuszbol. Szerkezete 68%-
os egyezést mutat a VIP struktarajaval [86] (7. abra). Az emlés PACAP kiilonféle
szignaltranszdukciés utvonalakat képes aktivalni neuronalis strukturdkon, tobbek kozott
aktivalja az adenilat-ciklazt (AC), a foszfolipaz C-t (PLC), a mitogén aktivalt protein-kinazt
(MAPK) és mobilizalja az intracellularis Ca?*-t [19], [87]. Emlésokben a PACAP kétféle
bioldgiai formaban van jelen: az 6sszes PACAP mintegy 90%-4t adja a 38 aminosav nagysagu
PACAP 1-38, mig a 27 aminosavbol allo6 PACAP 1-27 fragmens kisebb mennyiségben van
jelen [88]. Annak ellenére, hogy a PACAP-ot rovid plazmafelezési id6, és alacsony stabilitas
jellemzi, jelentés €lettani hatassal rendelkezik. A PACAP-ot kodolo gén klonozasa és splice-
variansainak meghatarozasa tobb fajban is megtortént, koztiik egérben és emberben is [119]-
[121]. Felfedezése ota a peptidet a kdzponti-és periférias idegrendszer mellet szamos nem idegi
struktlran is leirtadk. A kozponti idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszban
talalhato, emellett expresszalodik az agykéregben, a kdzépagyban, a bazalis ganglionokban, a
hippocampus-ban, a talamuszban ¢és a hipofizisben, valamint a kisagyban is [90]. A periférias
idegrendszeren beliil kimutattdk a fajdalomkdzvetitd palyarendszerben: a gerincveld hatsod
szarvaban, hatso gyoki ganglionban (DRG) és az V. agyideg érz6 ganglionjaiban (TRG) [91],
[92]. Szamos nem-neuronalis szovetben is expresszalodik, tobbek kozott a 16gz6 rendszerben
[93-95], a szivben [96], az urogenitalis traktusban [97], a hasnyalmirigyben [98], az
emésztoszervrendszer teljes hosszaban [99,100], az endokrin és exokrin mirigyekben [101—
103], valamint human, patkany és juh eml6ben is [104-106] (7. abra). A PACAP szamos

¢lettani folyamatban részt vesz, pl. a taplalkozasban, termoregulacioban, a cirkadian ritmus és
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az alvas szabalyozasaban [107-109]. A peptid alapvetéen neuroprotektiv illetve
gyulladascsokkentd hatasarol ismert, neuralis sejtvédd hatasat szamos in vitro és in vivo kisérlet
tamasztja ala. A PACAP protektiv hatdsu agyi ischaemia, neurodegenerativ betegségek és agyi
trauma allatkisérletes modelljeiben is [110-113]. Emellett jelentGs, apoptozist gatld
tulajdonsaggal rendelkezik, amely nemcsak neuralis, hanem egyéb sejteken (pl. T-limfocitakon,
preovulacios tiisz6 és tiido alveolaris sejteken) is bizonyitott [114-116]. A PACAP sejtvédo
hatasat az antiapoptotikus fehérjék expresszidjanak novelésén, valamint a proapoptotikus

faktorok és szamos hésokk fehérje aktivitasanak csokkentésén keresztiil fejti ki [19].
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7. abra: A PACAP elofordulasa az emlés szervezetben. GI traktus: gasztrointesztinalis traktus.

A PACAP hatasat a szervezetben G-protein kapcsolt receptorokon fejti ki, melyeknek két f6
tipusa a PAC1 és a VPAC receptorok (8. abra). A VIP és PACAP receptorok koziil el6szor a
VPAC1-t, majd késébb a VPAC2-t irtak le [117,118]. A PACAP specifikus receptora a PAC1,
melyhez a VIP-nél 2-3 nagysagrenddel nagyobb affinitassal k6tddik, mig a két neuropeptid a
VPAC receptorokhoz hasonld kotddési hajlamot mutat. A PACI receptor mind Gs mind Gq
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proteinekkel kapcsolodhat, mig a Gs révén az AC-n, addig a Gq protein keresztiil a PLC-n
keresztiill megvaldsulo jelatviteli utvonalat aktivalja. A VPAC receptorok két alaptipusat
szekretinhez és heloderminhez mutatatott affinitasuk alapjan kiilonboztetjiik meg. A VPACI a
szekretinnel, mig a VPAC a heloderminnel mutat nagyobb kotédési hajlamot [119]. Mindharom
receptornak szamos splice-variansa ismert, a legnagyobb szam, tobb mint tiz splice-varianssal

a PAC1 receptor rendelkezik [120].

A HSDGIFTDSYSRYRKQMAVKKYLAAVLGKRYKQRVKNK-CONH,

B PI" c

N-cap motif

8. abra: A PACAP, VIP és receptoraik szerkezete. A: a PACAP elsédleges szerkezete; B: a PACAP sematikus
szalagmodellje; C: a PAC1 receptor extracellularis doménjének kristalyszerkezete; D: a VIP NMR structtraja az
N-cap motivummal; E: a VPACI receptor extracellularis doménjének kristalyszerkezete; F: a VPAC2 receptor

extracellularis doménjének kristalyszerkezete.

A PACAP receptorai széles korben el6fordulnak a szervezetben a kdzponti és periférias
idegrendszerben, valamint nem-neuronalis sejtekben, pl. endokrin mirigyekben, a gonadokban,
a placentaban, a nyirokszervekben és az emésztérendszerben. VPAC receptorok mutathatok ki
a tiidében, a belekben, a hasnyalmirigyben, a mellékvese kéregallomanyaban, a herében, az

ovariumban, a 1ép és a vese teriiletén [117,121,122].
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3.1. A PACAP szerepe a szervezet folyadéktereiben

A PACAP szoveteken, szerveken tulmenden a szervezet nem-sejtes kompartmentjeiben is jelen
van, amely arra utal, hogy a peptid szdmos tovabbi élettani €s kortani folyamatot befolyasolhat.
PACAP detektalhatdé a gerincvel6i folyadékban, emberi ¢és allati vérplazmaban,
tiisz6folyadékban és mind allati, mind emberi eredetii tejben [106,123-125]. A peptid
kutatasanak egyik alaposan vizsgalt teriilete a plazma PACAP szintjének terhesség alatt torténd
soran. Varandossag alatt a masodik és a harmadik trimeszterben az anyak plazmamintaiban
szignifikansan magasabb PACAP koncentracio detektalhato, mint az elsd trimeszterben illetve
nem terhes ndkben. A placentdban és egyéb anyai szervekben az atlagosnal nagyobb mértékii
peptidszintézis folyik, és ezzel Osszhangban novekszik a placenta PACAP tartalma is a
terhesség elérehaladtaval [126]. Bizonyitott, hogy a PACAP nagysagrendekkel magasabb
koncentracioban van jelen az anyatejben, mint a laktdl6 szervezet (ember vagy dllat)
plazmajaban, emellett a peptidet, valamint receptorat (PACL) az emld szdveteiben is leirtak,
mind laktalé, mind nem-laktaldé mintakban [106]. A VIP esetében ugyanez a tendencia
figyelhetd meg, €s e neuropeptid esetében PCR vizsgalatok kimutattak, hogy mivel mRNS-e az

emldben nem detektalhatd, a tejbe keriilé VIP az anyai keringésbdl szarmazhat [127].

Alapvetden az anyatej biztositja a csecsemd szdmdra a megfeleld tdpanyagellatast és
korokozokkal szembeni védekezd mechanizmusok elsd vonalat. Amennyiben azonban az
anyatejes taplalds nem megoldhatd, a csecsemd tapanyag ellatast allati eredetli, tejalapu
készitmények adasaval helyettesitik. A kereskedelmi forgalomban kaphat6 tapszerek tehéntej
alapuak, melyek Osszetételét ugy alakitottak ki, hogy az anyatejhez hasonlo legyen (a tehéntej
tobb proteint tartalmaz, valamint a kazeinek és az egyéb tejsavo fehérjék ardnya eltéro).
Altalanossagban elmondhato, hogy az allati tej dsszetételét az allat fajtaja, a takarmanyozasi
forma, valamint a kornyezet is nagyban befolyasolja. Nagy mennyiségben tartalmaz kiilonféle
peptideket ¢és fehérjéket, hormonokat, vitaminokat és novekedési faktorokat [128],
antimikrobialis hatasu anyagokat ¢s immunglobulinokat [129]. A juh-¢és kecsketej a tobbi tejhez
képest kiemelkedden nagy mennyiségben tartalmazza a fentebb felsorolt bioaktiv anyagokat,
valamint nukleotidokat és ribonukleozidokat is [130]. Egyes novekedési faktorok kozvetleniil,
modositas nélkiil jutnak at az anyai keringésbdl a tejbe, masok az emlé mirigyeiben
termelddnek, mint pl. az epidermalis novekedési faktor (EGF), inzulin-szerli novekedési faktor,

a prolaktin (PRL) és a gonadotropin relasing-hormon (GnRH) [131]. Az eddig megismert,
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anyatej Osszetételére vonatkozo mérési eredmények alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
felsorolt anyagok mellett a PACAP nemcsak kozvetlenill az 0jsziilott bélrendszerének, de
felszivodva €s a keringésbe jutva, egyéb szerveinek megfeleld fejlodéséhez is elengedhetetlen,

emellett feltételezhet6en lokalisan is hat magara az eml6re [125,132-134].

3.2. A PACAP és az agyi eredetii neurotrofikus faktor (BDNF) kapcsolata

A BDNF a neurotrofin csaldd tagja, elsddlegesen az idegsejtek differencidlodasaban és
novekedésében jatszik szerepet. A neurotrofinok a p75 neurotrofin-receptoron keresztiil, vagy
tirozin-kinaz kapcsolt receptorokon keresztiil hatnak (Trk-B) [134]. A csalad tagjai végs6 soron
a MAPK jelatviteli tutvonalon keresztiil pozitiv szignalokat kozvetitenek, melynek

eredményeként sejtndvekedés és fokozott tulélés kdvetkezik be (9. abra).
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9. abra: A BDNF kristalyszerkezete (A) és a p75 neurotrofin receptorok keresztiil lejatszodé jelatviteli

utvonal sematikus abraja (B) [135]. Trk: tirozin-kinaz.

Annak ellenére, hogy hatasuk foként a kozponti idegrendszerben (KIR) tanulményozott,
multifunkciondlis novekedési faktor jellegiikbdl adéddan szamos periférian zajlo folyamatban

is érintettek. Expresszidjuk és hatasuk bizonyitott a bérben [136], a herében és a petefészekben
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[137], a vesében [138] és az emlOben is [139]. Egy friss tanulmany a BDNF laktacio-dependens
expresszidjat irja le juhok emldjében, ahol a BDNF-et, mint parakrin/ autokrin jelet az
emldallomany hormondlis stimulacidinak eszkozeként, és a mikrokornyezet kialakitdsdban
résztvevo kulcsfontossagu faktorként emliti. A PACAP ¢és a BDNF kozotti kapcsolat jol
dokumentalt tény, elso leirasa Pellegri €¢s munkatéarsainak nevéhez fiizodik, akik megfigyelték,
hogy kérgi neuronokban és asztrocitdkban a PACAP fokozta a BDNF expresszidjat, és a
novekedési faktor N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) receptorokon keresztiill megvalosuld
hatasat [136]. Szamos egyéb publikacio is alatimasztja a BDNF és PACAP ko6zotti kapcsolat
jelenlétét mind idegi struktirakon, mind pedig periférias idegeken [140-142]. A jelenség oka a
tirozin-kinaz receptorok (Trk) miikddésében keresendd, melyek ismert ligandjaik mellett G-
fehérje kapcsolt receptoron (GPCR) keresztiil is keresztaktivalodhatnak. A  Trk
receptoraktivacido ezen formdjat leirtdk az EGF receptor, a Vérlemezke-eredetli ndvekedési
faktor (PDGF; platelet-derived growth factor) és inzulin szer(i ndvekedési faktor 1 esetében is
[143,144]. Két GPCR ligandum, az adenozin és a PACAP a Trk receptor aktivalasan keresztiil
képes megnovelni neuronok és patkany pheochromocytoma sejtek (PC-12) talélését a tirozin
kinaz aktivitas fokozasan és az Akt jelatviteli Gitvonal stimulasan keresztiil [145,146]. A
PACAP kozvetitette transzaktivacid mechanizmusa extraneuralisan is megfigyelhetd pl.

mellékvesében [147], urotéliumban [148] és simaizomsejteken [149].

4. MIF

Felfedezésekor a makrofag migraciot gatldo faktor (MIF) volt az els6, in vivo
kisérletekkel bizonyitottan nem immunglobulin szerkezetli immunmediator [150,151]. Ebben
az iddszakban irtdk le, hogy a MIF nemcsak migracio gatlast okoz, hanem képes fokozni a
azonban alig sziiletett publikaci6 a MIF-fel kapcsolatban. A legfébb probléma az volt, hogy a
fehérjét nem tudtak elegendé mennyiségben izolalni ahhoz, hogy a szerkezetét megismerve
elkezdddhessen mesterséges eldallitasa és ez altal szélesebb korli tanulmanyozasa. A peptid
klonozasara végiil 1989-ben keriilt sor [153], a végleges attorést pedig a fehérje rekombinans
cléallitasa jelentette 1993-ban, amely nagy mennyiségli, és tiszta MIF-et szolgaltatott a

biologiai funkciok vizsgalatahoz [154].
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A human MIF fehérje egy harom azonos alegységbdl felépiilé homotrimer (egy monomer 114
aminosavbol all, molekulatomege 12,5 kDa) [155], [156] (10. abra). A MIF aminosav sorrendje
nagymértékben konzervalddott az evolicid soran, emldsok kozott a homologia 90% koriili
[157], de alacsonyabb rendi él6lények korében is jelentGs az egyezés. Ez a tény, valamint a
MIF univerzalis el6fordulasa az élovilagban azt sugallja, hogy a citokinnek alapvetd biologiai

funkciokban van jelentds szerepe.

10. abra: A homotrimer szerkezetii human MIF haromdimenziés szalagmodellje [158].

A MIF gyulladas sordn betoltott szerepe igen sokrétli. Makrofagok esetében MIF kezelés
hatasara a migracio elmarad, a sejtek a gyulladas helyén maradnak, fokozodik fagocitotikus
képességiik és hatékonyabban pusztitjak az intracellularis patogéneket [159]. A MIF fokozza
egyéb gyulladasos citokinek (TNF-a, interleukin-8/ IL-1B, interleukin-2/ IL-2, interleukin/ IL-
6, interleukin/ IL-8, interferon-y/ IFN-y) €s a matrix metalloproteinazok expresszidjat, fokozza
a ciklooxigenaz-2 (COX-2) aktivitasat és a PGE2 szintjét valamint elésegiti a nitrogén-monoxid
(NO) felszabadulasat [159-162]. A MIF egyrészt receptor-medialt modon, a CD74 sejtfelszini
molekuldhoz kotddve kindzok (Erkl1/2) aktivacidja révén szabalyoz, masrészt egyre tobb
bizonyiték sz6l arrol, hogy a MIF endocitozissal a sejtbe jutva kotddik a Jun-aktivacios domén
koté fehérje-1 (Jab-1) fehérjéhez és inaktivalja azt [162]. A Jab-1 alapvetéen a c-Jun
foszforilaciojat végzi, melynek a sejtndovekedésben és az aktivator protein-1 (AP-1)
aktivacidjaban van szerepe (az AP-1 szamos gyulladaskeltd gén expressziojat eredményezi). A

MIF ¢és Jab-1 fennall6 negativ szabalyozads azt sugallja, hogy a MIF-nek nem csupan a

26



gyulladaskeltd hatdsai vannak, hanem hatasspektruménak lehet gyulladascsokkentd része is
(11. abra). A MIF-nek szamos betegség patogenezisében tulajdonitanak szerepet: endotoxémia
¢s exotoxémia [163], [164], késGi tipusu hiperszenzitivitas [165], glomerulonefritisz [166],
artritisz [167], transzplantatum kilokédés [168], gyulladasos bélbetegségek [169], akut
respiratorikus distressz szindroma [170], ateroszkler6zis [171], anémia [172], enkefalomielitisz
[173] valamint tumorndvekedés és angiogenezis [174]. A MIF-r6l bebizonyosodott, hogy
szerepet jatszik az ez endometrium sejtek proliferacigjaban és egyes tanulmanyok szerint az

endometridzis egyik megbizhatd biomarkere [31], [175].

MIF ®

PI3K/Akt AP1 Ciklin D1 COX-2 —l p53
wr &y — a
/ \ v . J«
FOX03a Génexpresszio PGE2 Sejt tilélés
Sejtciklus
Gyulladasos citokinek

11. abra: A MIF altal kivaltott szignaltranszdukcios utvonal sematikus abraja [176]. A MIF extracellularis
oldalon kotédik a CD74 és CD44 transzmembran receptorokhoz, ezzel Src kinaz altal katalizalt foszforilacios
kaszkadot indit el (ERK1/2, MAPK foszforilalédik). Ez a folyamat az AP1 és PI3K/Akt talélési ttvonal
aktivacidjahoz, és Ciklin D1 szint emelkedéséhez vezet. CXCR 2/4: CXC kemokin receptor 2/4, MAPK: mitogén-
aktivalt protein kinaz, MKP1: MAP kinaz foszfataz-1, ERK 1/2: extracellularis szigal-regulalt protein kinaz 1/2,
cPLA:2: citoszolikus kalcium-dependens foszfolipaz A2, AA: arachidonsav, pJNK: c-Jun N-terminalis kinaz,
COX-2: ciklooxigenaz-2, PGE2: prosztaglandin E2, AP-1: aktivator protein-1, PI3K: foszfatidilinozitol-3 kinaz,
FOXO3a: Forkhead box O3.
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A MIF fent szemléltetett szertedgazd pro-és antiinflammatorikus hatdsain feliil sajat
enzimaktivitassal is rendelkezik, amely tulajdonsaga miatt citozimnek, vagy szekretalt
enzimnek is nevezik. A MIF tautomeraz reakciojanak szubsztratja lehet fenilpiruvat, p-hidroxi-
fenilpiruvat is, melyek keto-enol tautomeriajat katalizalja a citokin [177]. Annak ellenére, hogy
katalitikus aktivitisanak szerepe nem teljesen tisztazott, feltételezik, hogy az enzimaktivitas
kismolekulakkal torténd gatlasa hatékony terapias lehetdség lehetne egyes autoimmun eredetii

gyulladasos betegségek gyogyitasaban.

5. Az endometriozis patomechanizmusa

Az endometridzis olyan komplex gyulladdasos korkép, amely esetében mikodo
endometrium szovet (endometridlis mirigyek és sztroma) talalhatdo a méhiiron kiviil. A fejlett
orszagokban ez a harmadik leggyakoribb oka a ndgyogyaszati eredetli korhazi apolasnak és a
vezet6 oka a méheltavolitasnak [178]. Az endometriozissal diagnosztizalt betegek életmindsége
jelentésen romlik, Osszefiiggés mutathatd ki mind a fogamzo képesség, mind a kronikus

fajdalom miatt bekovetkez6 munkabdl valo kiesés tekintetében [179].

Az endometridzis 1éziok megjelenési helye szerint beszélhetiink endometriosis interna-rol,
mikor az elvaltozas az uterus falan beliil a miometriumban talalhato, ezt adenomyosis-nak
nevezziik. (12. abra). Masik fajtija az endometriosis externa (méhen kiviil kialakult
endometridzis) és endometriosis extragenitalis (barmely szerven el6fordulhat) korképekrol.
Endometriosis externa leggyakrabban ovarialis (petefészek), rertrocervikalis (a méhszaj
teriiletétél caudalisan), peritonedlis (hashartya) és vaginalis terlileteken alakul ki. Az
endometriozis leggyakoribb tiinetei a: dysmenorrhea (DM, sulyos, ciklusos fajdalom, amely a
kismedencei 6sszendvések és vérzés kovetkezménye), dysuria (fajdalmas vizelés), dyspareunia
(fajdalmas kozosiilés), dyschezia (fajdalmas székelés) és az infertilitas. Endometriosis
extragenitalis esetében a beteg beszamolhat ciklussal osszefiiggd haematuria (véres vizelés)
vagy rektalis vérzés megjelenésérdl, amennyiben a holyag vagy a végbél transmuralisan
érintett. A betegség megjelenésének ezt a formajat mélyen infiltralé endometriozisnak (deep

infiltrating endometriosis/ DIE) nevezziik [180].
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12. abra: Az endometriotikus 1éziok leggyakoribb eléfordulasi helyei (forras: www.sensiseeds.com).

Az endometridlis 1€zi0k kialakuldsdnak okara tobb tedria is sziiletett. A legels6, Sampson-tedria
[181] szerint a betegség retrograd menstruacié eredetli, azaz a peritonealis {irbe jutd
endometrium sejtek talélése és megtapadasa vezet a betegség megjelenéséhez. Ez az elmélet
azonban csak a peritonealis endometriozist magyarazza, emellett ellentmondas az is, hogy a
fiziologiasan is végbemend retrograd menstruacidé minddssze a nék 5-10%-ban vezet
endometriozis kialakulasahoz [182]. A metaplizids-tedria szerint a betegség colomaham
eredetll, azaz a colomaham eredetli metaplasztikus szovetek differenciacioja endometriumként
zarul [183]. Egyes szakemberek a metaplazias-teoria egy kibovitett formajat, az indukcios
teoriat tartjak elfogadottnak, melynek értelmében a 1éziok lehetnek menstruacios eredetiiek, de

megtapadasukhoz mas, szolubilis faktorok faktor is nélkiilozhetetlenek [184].

Az endometriozis kialakuldsdban és progresszidjaban az Osztrogén szerepe bizonyitott. A
betegség menopauzdban ritka, posztmenopauzdban torténd megjelenését exogén
Osztrogénhatast vegyiiletek, szelektiv Osztrogén receptor modulator kezelés, vagy 0sztrogén
szubsztitucios terdpia okozhatja. Az endometridzis csaladi halmozodéast mutat, az olyan ndk
esetében, akiknek elséfoku rokonai k6zott diagnosztizalt endometridzis van, tizszer nagyobb a

betegség gyakorisaga [185].

29



5.1. Az endometriozis osztalyozasa

A legelterjedtebb osztalyozasi rendszer a heterotop endometrium szigetek nagysaga,
elhelyezkedése, szine, a betegség sulyossaga illetve az Osszendvések alapjan (melyeket
pontokkal fejeziink ki) négy stadiumot kiilonboztet meg (ASRM osztalyozas-Endometriosis
Classification for Infertility Subcommittee of the American Society for Reproductive
Medicine).

I. stadium (minimalis, 1-5 pont): a kismedence-peritoneumon szétszortan, 5 mm-nél kisebb,

nodusokat nem alkoto elvaltozasok 6sszendvés nélkiil.

II. stadium (enyhe, 6-15 pont): 5mm-nél nagyobb endometriumszigetek, melyek megjelennek

a sacrauterin szalagokon, és nodusokat is képeznek.

II1. stadium (mérsékelt, 16-30 pont): kiterjedt, egymassal Gsszekapaszkodd implantatumok,

helyenként csokoladé cisztat képezve, kismedencei 0sszendvésekkel.

IV. stadium (stlyos, 31-54 pont): extragenitalis lokalizacio sulyos 6sszenovésekkel.

5.2. Az endometriozis kezelése

Az endometriozis terapidja a korkép gyulladasos és hormonalis komponensei miatt nagyfoka
koriiltekintést igényel. A fertilis kori betegek nagyfoku érintettsége miatt a csaladtervezés
kiemelt fontossagu a terapias dontés meghozatalaban. A gyodgyszerek kozotti valasztas foleg a
mellékhatasuktol fligg, mivel az endometrdzis eredetii f4jdalmat hasonld mértékben csokkentik.
Gyogyszeres terapiaban leggyakrabban gesztagéntulsulyos monofazisos fogamzasgatlo
tabletta; gesztagének; danasol (napjainkra kiszorult a terdpiabol a nehezen toleralhat6 androgén
mellékhatasai miatt); GnRH analog-és antagonsita készitmények; antiprogeszteronok (az
alapbetegséget nem gyogyitjak, a fajdalmat csokkentik); nem szteroid gyulladascsokkentdk (az
alapbetegséget nem gyodgyitjdk, a fajdalmat csokkentik) folyamatos, vagy iddészakos
alkalmazésara keriil sor. A gyogyszeres kezelések célja az ektopids endometrium atrofidja
hormonalis uton (kivéve a nem szteroid gyulladascsokkentOket). Valoszinlileg nem
befolyasoljak a betegség kialakulasaban szerepet jatszo alapvetd bioldgiai folyamatokat €s nem

mindig eredményeznek teljes tlinetmentességet, gyakori a tiinetek visszatérése a kezelés utan.
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Egyes esetekben a kombinalt fogamzasgatld készitmények univerzalis hatékonysaganak
elmaradasa magyarazhat6 az ektopias endometrium szovet csokkent vagy hianyzo progeszteron
receptor expresszidjaval, amely a progeszteronvalasz elmaradédsat és a proliferativ hatasok

tulstlyba keriilését eredményezi [186].

A gyogyszerterapia sikertelensége esetében szervmegtartd laparoszkopias beavatkozas
valasztand6, melynek célja az elvaltozasok és Osszendvések sebészeti megsziintetése. Az
elvaltozasok teljes eltavolitasa altalaban lehetetlen, ugyanis egy résziik gyakran nem lathatd. A
laparoszkdpos beavatkozast kovetden gyorsabb a felépiilés, kevesebb a poszt operativ adhézio
¢s szovodmény a laparotomidhoz képest. Stlyos fokii endometridzis esetén azonban
sziikségessé valhat radikalis sebészi beavatkozas. Bél, ureter érintettsége rezekciot tehet
sziikségessé. Sebészeti megoldast valasztunk, ha a beteg valtozokorban van, csaladtervezése
lezart, és az endometriozisos elvaltozas mindkét petefészket roncsolja [187]. A legjobb
eredmény a kombinalt kezeléstl varhatd, melynek soran eldszor laparoszkopia segitségével
megtorténik az endometriozisos 1éziok excizidja illetetve az 6sszendvések oldasa. Ezt kovetden
3-9 honapon at tart6 GnRH- analdggal torténd kezelés kovetkezik, majd a kezelés kontroll

laparoszkopias vizsgalattal illetve ultrahang-vizsgalattal zarul.

Altalanossagban elmondhat6, hogy minden gyodgyszeres kezelés egyforman hatékony az
endometriozis kezelésében, tiineteinek javulasardl a betegek kb. 80-85%-a szamol be [188].
Sajnos eléfordul, hogy a gyogyszeres kezelés a 1ézidkat nem sziinteti meg, csupan elnyomja

6ket, emellett pedig az eutdop endometrium szovet is inaktivva valik, amely infertilitashoz vezet.
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II. CELKITUZESEK

Kutatdmunkam altalanos célkitiizései a kovetkez6k voltak:

1) A TRPAI1 és TRPV1 receptorok, valamint a MIF expressziéjanak és hormonfiiggé
regulaciéjanak vizsgalata patkany endometriumban

A TRPAL és TRPV1 receptorokat kimutattak human eutopias és ektopias endometriumban,
regulaciojuk és funkcidjuk azonban nem ismert. Ezen tulmenden a néi nemi hormonok
szintjének € receptorokra kifejtett hatasat illetben nem allnak rendelkezésre adatok.
Allatmodellek segitségével lehetdségiink nyilik a szexuélis érés soran bekovetkezd valtozasok
preciz feltérképezésére, az Osztrogén és gesztagén hatasok tisztdzasara. Célul tliztiik ki ezért a
TRPA1/V1 receptorok expresszidjanak vizsgalatst mRNS ¢és fehérjeszinten, valamint

hormonfiigg6 valtozasaik feltérképezését a MIF-el 6sszehasonlitva patkany endometriumban.

2) A TRPAL1 és TRPV1 receptorok vizsgalata DIE-ban
A megfigyelt hormonfiiggd TRPA1 és TRPV1 expresszido-fokozodas fényében felmeriilt
benniink a kérdés, hogy milyen expresszids mintazatot, alteraciot mutatnak a vizsgalt
receptorok endometriozisban, illetve hogy milyen klinikai paraméterekkel allnak
Osszefiiggésben. Ezt a klinikai témat célzo vizsgalatunkat a Pécsi Tudomanyegyetem Sziilészeti
¢s Nogyodgyaszati Klinikajaval egyiittmiikodve, Dr. Bohonyi Noémivel kézosen végeztiik.
Vizsgalataink soran a laboratoriumi kisérletek tervezését, a vizsgalt gének expresszidjanak
meghatarozasat, immunhisztokémiai vizsgalatokat jomagam, mig Bohonyi Noémi az orvosi
csapat tagjaként a klinikai mintak gyjtését, valamint a klinikai-és fajdalomparaméterek

meghatarozasat végezte.

3) A PACAP meghatarozasa juhok emléjében és tejében, valamint plazmajaban
Szadmos tanulméany adatait alapul véve egyértelmiivé valt, hogy a PACAP ¢&s receptorai
megtalalhatoak mind human, mind gazdasagi allatok emléjében és tejében egyarant. Eletkor
fliggd expresszids mintazatukkal, valamint a szopast kovetd PACAP koncentracio valtozéssal
kapcsolatban irodalmi adatok nem ismertek. PhD kutatisom e részében célul tiiztiik ki a) a
plazma PACAP koncentracié dsszehasonlitasat ndstény juhokban, 3 korcsoportban (barany,

fiatal feln6tt és idés egyedek); ¢) a PACAP mRNS-és fehérjeszintli vizsgalatat a fenti harom
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korcsoport emlémintaiban; d) a PACL receptor, a VIP, valamint a BDNF génexpresszios

szinten torténé meghatarozasat emlémintakban, hogy a PACAP szignaliacidjahoz és

funkcionalis jelentdségéhez kozelebb jussunk.

III. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Mintagyiijtés

1.1. Patkany mintak gyiijtése, alkalmazott kezelések

Vizsgalataink soran 4 hetes ivaréretlen, valamint 4 hoénapos ivarérett ndstény Wistar
patkanyokat hasznaltunk. A patkanyok tartasa a PTE AOK Farmakolégiai és Farmakoterapiai
Intézetének Allathazaban, 24-25 °C-on, standard ragcsalé tappal és viz ad libitum
fogyasztasaval, 12 oras sotét ciklusban tortént. Etikai engedélyszam: BA02/2000-11/2011.

Mindkét korcsoportbol 5-5 egyededet méhviaszban oldott és nyakbdr ala betiltetett, 100 pg
szintetikus Osztrogén analdg dietilstilbosztrolt (DES) tartalmazo6 implantatummal kezeltiik 10
napon at (DES felszabadulas: ~2 pg/nap). Tovabbi 5-5 patkany 2 mg szezamolajban oldott
progeszteront kapott subcutan (s.c.) adassal 3 egymast kovet6é napon at. Kombinalt kezelés
soran tovabbi 5-5 egyed a DES pellett implantaciot koveté masodik napon részesiilt
progeszteron kezelésben [189]. Az ivarérett ndstények egy csoportjaban (n=5) ovariektomiat
végeztlink, a csokkent nemi hormon szintjének tanulméanyozésa érdekében. Kontrollként
placebo kezelt (méhviasz implantdtum aktiv hatéanyag nélkiil, n=>5) allatokat hasznaltunk. Az

alkalmazott in vivo kezeléseket a 13. abra foglalja ossze.
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4 hetes 4 hénapos
ivaréretlen ivarérett \
patkany

patkany
Ovariektomia
\ (n=5)
100 pg DES 2 mg progeszteron
10 napig (n=5) 3 napig (n=5)

100 pg DES+ 2 mg Progeszteron
10 napig (n=5)

GENEXPRESSZIO FEHERJE ,
(TRPA1, TRPV1): EXPRESSZIO
qPCR (TRPA1, TRPV1):
Immunhisztokémia

13. abra: Az in vivo alkalmazott kezelések osszefoglalasa. DES: dietil-stilbosztrol, gPCR:

kvantitativ polimeraz lancreakcio

A mintdk gyiijtése a kisérleti csoportoktdl a kezelések utan 10 nappal tortént, negativ
kontrollként placebo kezelt, valamint almfittt egyedek szovetmintait hasznaltuk. Az allatok
terminalasat talaltatassal végeztilk (50 mg/kg tiopental-natrium injekcio intraperitonedlisan;
Sandoz, Kundl, Ausztria), ezutan tortént meg az uterus eltdvolitdsa. Az endometriumot
elvalasztottuk a miometriumtdl, majd egy részét RNA-Later oldatba (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), masik részét 4%-os paraformaldehid oldatba helyeztiik, majd paraffinba agyaztuk.
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1.2. Klinikai mintak gyijtése, vizsgalati csoportok

A klinikai mintdk gyijtését Dr. Bohonyi Noémi végezte a PTE KK Sziilészeti és
Nogyogyaszati Klinikan. A klinikai aspektusok bemutatasa az 6 PhD értekezésének része, jelen
dolgozatban csak a molekularis eredmények értelmezéséhez sziikséges legfontosabb
betegadatokat ismertetem. A human matéti mintak 28 betegtdl (kor: 18-45 év) szarmaztak, akik
2013 ¢és 2014 kozott alltak korhazi ellatas alatt kronikus DM vagy csokkent fertilitas

(szubfertilitas) miatt. Etikai engedélyszam: 5816.

A begylijtott mintak az alabbi csoportokba oszthatok:

1-es csoport (n=15): rectosigmoid DIE, sulyos DM

2-es csoport/ kontroll csoport (n=7): fibroid indukalt mérsékelt DM
3-as csoport (n=6): tubalis eredetii infertilitas fajdalom nélkiil

Kisérletekbdl val6 kizarast vont maga utan a terhesség, menopauza, hormonalis fogamzasgatlo
szedése vagy intrauterin fogamzasgatlo eszk6z hasznalata a mitétet megel6z6 3 honapon beliil,
endometriozis és méh fibroidok egyiittes jelenléte, diffuz adenomiozis, egyéb diagnosztizalt
kronikus betegség vagy tumor, illetve akut gyullad4sos allapot valdszinilisége laboratoriumi

paraméterek alapjan. A vizsgélatban részt vevo Osszes beteg beleegyezd nyilatkozatot irt ala.
Az altalunk kialakitott vizsgalati csoportok felosztasa a kovetkezo:

1. autolég endometrium [endometriozisos betegek eutdpias endometriuma (n=7)]

2. DIE 1€zi6bol szarmazo ektopias endometrium (n=15)

3. egészséges szigmabél fal minta a mitéti rezekcios sz€Itél 5 cm-re (N=15)

4. méh fibroid miatt miitétt DM-ben szenvedd betegek endometriuma [negativ kontroll
(n=7)]

5. nem-endometriozis eredetli infertilitds miatt kezelt, de egyéb ndgyogyaszati

panasztol mentes betegek egészséges endometriuma [ndgyogyaszati kontroll (n=6)].

Kisérleteinkhez proliferativ szakaszbdl szarmazd endometrium mintakat hasznaltunk, a ciklus
napjanak szamitasa az utols6 menstrudcio elsé napjatol kezdddden tortént, kalkulacionkat a
méhnyak vizsgalata is megerdsitette. A mintakat kiirettel vettiik, a rezekciot kovetden az egyik
részt azonnal RNA-Later oldatba, a masik részt 4%-os paraformaldehid oldatba helyeztiik majd
paraffinba agyaztuk.
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1.3. Juh mintak gyijtése, vizsgalati csoportok

Vizsgalataink soran az dshonos cigaja juhfajta plazma-, tej-és emlémintait hasznaltuk. A
juhok ugyanarrdl a tenyésztoteleprél szarmaztak, takarmanyozasuk ad libitum tortént. Az
allatok hizlalasa egy istalloban, kiscsoportos, mélyalmos tartastechnologiaban valosult meg.

Etikai engedélyszam: 28/2012 DE MAB.

A felhasznalt allatokbdl az alabbi kisérleti csoportokat alakitottuk Kki:

1. A szopassal Osszefiiggésben vizsgalt PACAP38 immunreaktivitas (PACAP38-IR)
meghatarozasadhoz sziikséges vérmintdkat 3 honapos szopds bardnyok (n=9) nyaki
véndjabol vettiik szopas eldtt (t=0) és szopas utan 1 (t=1 h), illetve 2 éraval (t=2 h).
Osszehasonlitasként a baranyok anyjanak nyaki-és emldvénajabol vért vettiink, illetve
tejmintat gytijtottiink (n=8).

PACAP (mRNS és fehérje), VIP és BDNF mRNS szintii analizisét 3 korcsoportban

[barany, fiatal és 1d6s egyed (n=4/ csoport)] végeztiik el az allatok emlémintaiban.

Vérmintak gyiijtése

Mintavétel eldtt az érintett borfelszint minden esetben fertOtlenitettiik. A mintdkat etilén-
diamin-tetraecetsavat (EDTA, 18 mg) és Trasylol™-t (1200 U) tartalmazé hideg Vacutainer®
(BD Life Sciences, Franklin Lakes NJ, USA) vérvételi csovekbe gytijtottiik, majd centrifugéalast
kovetden (200 g 10 percig, majd 2500 g 10 percig, 4°C-on) a feliiliiszot (plazma) elvalasztottuk

¢s felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Tejmintak gyiijtése

A vizsgélt barnyok anyajuhaibol szdrmaz6 tejminték esetében, a mintagytjtést reggel végeztiik,
mindegyik anyaallattél hiitott centrifugacsovekbe 25 ml tejmintat vettiink. A mintakat

mintavétel utdn azonnal -80°C-ra helyeztik. A PACAP38-LI cirkadian valtozasainak
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feltérképezése érdekében 4 anyaallatbol tovabbi tejmintakat gyiijtottonk (5 ml/ allat/ idopont)
az eldbbiekben részletezett modon, a kdvetkezd idépontokban: 04:00, 08:00, 12:00, 16:00,
20:00 és 24:00.

Az allatok leolése és szoveti mintavétel

crer

allatok ledlése az Europai Unié Tanacsa éltal elrendelt, az allatok védelmérdl és kiméletérol
sz016, 1993. december 22-i 93/119/EK szabalyait kdvetve tortént. Az allatok mindegyikétdl a
nyaki vénabol 10 ml vérmintat vettiink, illetve 1-1 cm® emld- (mirigyes komponens) és uterus
mintat. A szovetmintak egy részét RNA-Later oldatba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA),

masik részét nativan eldszor folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd -80°C-on taroltuk.

2. Primer uterus sejttenyészet és az alkalmazott in vitro kezelések

4 hetes ndstény patkdnyok méheit mélyaltatasban steril Gton eltavolitottuk, a mintakat aprd
darabokra véagtuk, majd steril inkomplett (Ca?* és Mg®" mentes, pH 7,4) Hank’s- oldatba
(HBSS) helyeztiik, amely kiegészitésként 1 M HEPES-t, 2% antimikotikum/ antibiotikum
keveréket és 1 M natrium-hidroxidot tartalmazott. A mintakat 0,1 % kollagenazt és 0,005%
DNa4z I-et tartalmaz6 10 ml HBSS-oldatban inkubaltuk 37°C-on 30 percig, majd ezt kovetden
0,01% tripszin és 0,005% DNaz I keverékével emésztettitk 37°C-on 5 percig. A mintat ezutan
haromszor mostuk HBSS oldatban, majd a sejtek iiltetését 8 ml Dulbecco’s Modified Eagle
Medium [(DMEM), magas gliikkoztartalmu, 10% tjsziilott borji szérum, 2% antimikotikum/
antibiotikum keverék ¢és 0,004% kanamycin, 15% idegi ndvekedési faktor (NGF)]
hozzaadasaval végeztiik el 12 lyuku steril tenyésztéedényekben. Vizsgalatainkhoz 7 napos
szubkonfluens tenyészetet hasznaltunk [190]. A sejttenyészet elkészitéséhez sziikséges Gsszes

vegyszert a Sigma-Aldrich vallalattol szereztiik be.

A primer uterus sejtenyészet egy részét a hetedik napon 18 6ran at inkubaltuk fizioldgias
koncentracioban (200 pM) az Osztrogén-receptor o (ERa) szelektiv 17B-6sztradiolllal [191],
illetve szintén 200 pM koncentracioban az ERa-hoz és az 6sztrogén-receptor 3-hoz (ERP)
hasonld affinitassal k6t6dé DES-sel [192]. A kezelt sejteken receptor aktivacios vizsgalatot

végeztlink intracellularis kalciummeérés segitségével, majd mérés utan a sejteket 15 percig 10%-
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os tripszin-EDTA oldattal eltavolitottuk a tenyésztélemezekr6l, 700 g-n centrifugaltuk 5 percig,
majd 600 ul RNA-Later oldatban vettiik fel a génexpresszios vizsgalatok elvégzésének céljabol.
A felsorolt kisérleti beallitdsokon kiviil DES elékezelt (DES felszabadulas: ~2 pg/nap) ¢és
placebo kezelt (méhviasz implantatum aktiv hatéanyag nélkiil) 4 hénapos néstény patkanyok
felhasznalasaval is készitettiink a fentebb részletezett modon primer uterus sejtkultarat. Egy hét
elteltével a szubkonfluens sejttenyészetet 24 o6ran at kezeltik 1 pg/pul MIF-el, 330 nM
kapszaicinnel illetve 3,3 mM formalinnal, majd valés idejii polimeraz lancreakcido (QPCR)
segitségével meghataroztuk a TRPA1, TRPV1, indukalhaté nitrogén-monoxid szintdz (iNOS)

valamint az 1l-1P génexpressziojat. A kisérleti paradigmat a 14. abra szemlélteti.
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3. mRNS expresszio vizsgalata

Az RNS izolalast RNA-Later-ben tarolt mintakbol végeztik 1 ml TRI-reagensben
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA), a gyart6 utasitasainak megfeleléen.
Az RNS mennyiségét €s tisztasagat Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer V3.5 (NanoDrop
Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) segitségével hataroztuk meg. Ezutan a mintakat a
genomialis DNS eliminéldsa céljabol 1 U DNaz I enzimmel kezeltiik 37°C-on 1 6ran at. A
DNaz I emésztést kovetoen, 1 pg tisztitott RNS—bol (kivéve patkany uterus sejttenyészet, ahol
5 ng tisztitott RNS atirdsa tortént) cDNS-t szintetizdltunk reverz-transzkripcios PCR
segitségével (RT-PCR). Patkany endometrium mintdk esetében RevertAid H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), patkany uterus primer
sejtkultura esetében High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA), human endometriézis, valamint juh emlé mintak vizsgalatdhoz pedig
Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA)

hasznaltunk.

A cDNS mintakbol a célgének relativ expressziojat Stratagene Mx3000P (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) qPCR késziilékkel hataroztuk meg (11. abra). A mérést
minden esetben 20 pl reakci6 térfogatban, 20 ng cDNS, 1x Luminaris Color HiGreen Low ROX
qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), és 0,3 uM primer koncentréacio
alkalmazasaval hajtottuk végre. A mintdk mérése minden esetben harom technikai ismétlésben
tortént, referenciagénként patkdny endometrium mintak és patkany uterus primer sejtkultara
esetében esetében a peptidil-prolil-izomeraz A-t (Ppia), human endometriozis vizsgalatahoz
riboszomalis fehérje L29-et (RPL29), a juh emld mintak analiziséhez pedig p-aktint
hasznaltunk. A mérés soran végrehajtott disszocidcids gorbe analizis az amplifikacios reakcid
specifikussagat igazolta. A génexpresszid mértékét a valasztott referenciagénekhez viszonyitva
a AACt metodusnak megfeleléen szamitottuk [193]. A felhasznalt primerek teljes listajat,
szekvenciajat és NCBI Genebank azonositoit az 1. tablazat tartalmazza. A qPCR reakcid
specificitasat és a keletkezett termékek méretét minden estben agardz gélelektroforézissel
ellendriztiik. Ehhez 0,01% GelRed-et (Biotum, Harward, CA, USA) tartalmaz6 2,5%-o0s agar6z
gélt hasznaltunk, markerként Gene Ruler Low Range szolgélt (Thermo Fisher, Waltham, MA,
USA). A gqPCR termékek elektroforézisét 70V-on végeztiik 40 percig.
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4. Immunhisztokémia

Patkany uterus mintak esetében a paraffinba dgyazott szovetmintakbol 4 um vastagsagu
metszeteket készitettiink, melyeket deparaffinizalas és rehidratalas utan pedig antigén feltaras
céljabol citrat pufferben (pH 6) inkubaltunk mikrohullamu siitében, 750 W-on 3x5 percig. A
szovetek endogén peroxidaz aktivitasat 20 perces 3%-os hidrogén-peroxiddal (H202) toérténd
kezeléssel gatoltuk. A masodlagos antitest nem specifikus kotédésének megakadalyozasara a
mintakat normal kecske szérummal kezeltiik 20 percig. Ezutdn a metszeteket elobb 1:1000-es
higitasban nyul poliklonalis anti-TRPV1, (Neuromics, Edina, MN, USA), anti-TRPA1 (Abcam,
Cambridge, UK) és anti-MIF (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) antitesttel inkubaltuk 1
oran keresztiil, majd masodlagos torma-peroxidazzal konjugalt EnVision system anti-nyul
szekunder antitesttel (Dako-Cytomation, Dako North America, USA) 30 percig. A reakciot
végiil 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmazé diamino-benzidin (DAB) oldattal tettiik lathatova,
hattérfestést hematoxilinnel végeztink [194]. A TRPVI1/A1l és MIF immunpozitivitas
szemikvantitativ szdvettani analizisét filiggetlen patologus segitségével végeztiik. Negativ
kontrollként kezeletlen allatok, elsddleges antitest helyett Tris-pufferben inkubalt uterus
metszete szolgalt. Pozitiv kontrollként TRPV1-et és TRPA1-et nagy mennyiségben kifejezd
patkany trigeminalis glanglionok szdvettani metszetét hasznaltuk. A szdvettani metszetekrol
nagyfelbontast kameraval (Olympus BX51) digitalis képeket készitettiink, majd a TRPV1/A1
illetve MIF immunpozitivitast szemikvantitativ pontozéasi rendszer segitségével (0= nincs
pozitivitas, 1= gyenge pozitivitas a sejtek tobbségén €s mérsékelt fokalis festddeés, 2= mérsekelt
pozitivitas a sejtek tobbségén és erds fokalis pozitivitds, 3= erds pozitivitas a sejtek tobbségén)
hataroztuk meg. A felhasznalt antitestek specificitasat blokkold peptid alkalmazéaséaval,

valamint irodalmi adatok alapjan verifikaltuk [195].

A human endometriézis mintdk immunhisztokémiai vizsgalata sordn a 4 um vastagsagu
metszeteket elébb deparaffinizaltuk, majd rehidrataltuk. Az antigén feltarashoz a metszeteket
EDTA-ban inkubaltuk 98°C-on 30 percig, majd hagytuk szobahémérsékleten kihiilni [194]. A
szovetek endogén peroxidaz aktivitdsat 20 perces 3%-os hidrogén-peroxidban vald
inkubacioval gatoltuk. A masodlagos antitest nem specifikus kotddésének megakadalyozasara,
a mintakat normal kecske szérummal kezeltiik 20 percig, majd az elsédleges antitesttel 4°C-on
inkubaltuk egy ¢jszakan at (TRPV1: GP14100, Neuromics, Edina, MN, USA; TRPAI:
ab68847, Abcam, Cambridge, UK). Tobb mosasi 1épést kdvetden a metszeteket masodlagos,
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torma-peroxidazzal konjugalt anti-tengerimalac (TRPV1; Vectastain Guinea Pig ABC 1gG
HRP Kit, Vectorlabs, Burlingame, CA, USA) és anti-nyul (TRPAL; EnVision Rabbit HRP Kit,
Dako-Cytomation, Dako North America, USA) szekunder antitestekkel inkubaltuk 30 percig.
Végiil a reakciot 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmaz6 DAB oldattal tettiikk lathatova,
hattérfestést hematoxilinnel végeztink. A TRPV1 és TRPA1 immunpozitivitds mértékét
szemikvantitativ szOvettani pontozassal, a kisérletekben részt nem vevd patologusok
segitségével allapitottuk meg. Negativ kontrollként egészséges endometriumszovet szolgalt,
melyet elsddleges antitest helyett Tris-pufferben inkubaltunk. Pozitiv kontrollként TRPV1-et
¢s TRPA1-et nagy mennyiségben kifejezé human mienterikus glanglionok szdvettani metszetét
hasznaltuk. A szdvettani metszetekrdl nagyfelbontasu kameraval (Olympus BX51) digitalis
képeket készitettiink. A szOvettani értékelés soran a metszeteket eldszor automata digitalis
metszet szkenner (Pannoramic Midi 1, 3DHistech Kft. Magyarorszag) segitségével teljes
terjedelmiikben digitalizaltuk, majd a TRPV1/A1 immunpozitivitast pontozasi rendszerrel (0=
nincs pozitivitas, 1= gyenge pozitivitas a sejtek tobbségén és mérsékelt fokalis pozitivitas, 2=
mérsékelt pozitivitas a sejtek tobbségén és erds fokalis pozitivitas, 3= erds pozitivitas a sejtek
tobbségén) hataroztuk meg. Az analizis soran 50 egyedi sejt vizsgélataval szovettani pontszdm
kertil megallapitasra (H-pontszam) 0-150 pont terjedelemben. A glanduléris és epitelialis
komponensek szeparalt analizise soran végiil metszetenként 100 sejt pontozasa tortént meg. A

felhasznalt antitestek szelektivitasat blokkolo peptid hasznalataval verifikaltuk.

5. Intracellularis kalciumionszint mérés fluoereszcens modszerrel

Vizsgalataink soran minden kontroll, DES -és progeszteron elokezelt allatbol szarmazo,
valamint a sejttenyésztés soran DES- kezelt primer patkany endometrium sejttenyészet
esetében ugyanazzal a metodussal tortént az intracellularis fluoreszcens kalciumionszint
meghatarozasa [48]. A sejttenyészeteket 1 uM fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM)
fluorescens kalcium-indikator festékkel inkubaltuk 37°C-on 30 percig. Az inkubalé oldat (pH
7,3) osszetétele: 122 mM NaCl, 3,3 mM KCl, 1,3 mM CaClz, 0,4 mM MgSO4, 1,2 mM
KH2POy4, 25 mM HEPES, 10 mM gliikoz. A mérés a festék kalciumion megkotd képességén
alapul. A fura-2 AM az inkubalcid soran passziv diffuzidval atjut a sejtmembranon, majd az IC
térben specifikus észterazok lehasitjak rola az acetoxi-metilészter csoportot, ilyen formaban a
vegyiilet alkalmas szabad kalciumionok megkotésére, azonban nem képes atjutni a membranon.

A Ca?*-t kotott fluoreszeens festék abszorpcios maximuma (340 nm) eltér a Ca?*-t nem kotott
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formatol (380 nm), igy a két hullamhosszon vald gerjesztést kovetden az emittalt fény
intenzitdsdnak hanyadosdbol az intracellularis Ca?* szint meghatarozhatd. A festékkel toltott
endometrium sejteket tartalmazé liveglemezt specialis mérékadban fluoreszcens mikroszkop
(Olympus BX50WI) targyasztalra helyeztiik. Ezt kovetden a sejteket 5 percig extracellularis
oldattal (ECS) mostuk, amely 6sszetétele (pH 7,3): 160 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM CacCly,
2mM MgClz, 10 mM HEPES, 10 mM gliik6z. A sejeteket a mérés soran egy kiilsé perfiizios
rendszer segitségével folyamatosan ECS-el perfundéaltuk. A mérést szobahdmérsékleten
végeztiik, a fluoreszcens képet 20x-o0s nagyitasu vizimmerzids objektiv (Olympus LUMPLAN
FI/x20 0.5 W) és digitalis kamera (CCD: SensiCAm PCO) segitségével rogzitettiik. A sejtek
altal felvett fura-2 AM 340 és 380 nm hulldmhosszusagu fénnyel vald alternald gerjesztését
kettds monokromator berendezés biztositotta (Polychrome II, Till Photonics). Az emittalt fényt
510 nm-en detektaltuk interferenciasziiré €és fotoelektron sokszorozd segitségével. A két
hullamhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitds egymashoz viszonyitott aranyat megado Un.
raciometrikus értéket (R=F340/F380) az id6 fliggvényében Axon Imaging Workbench 2.2
szoftverrel hataroztuk meg. Az eredmények értékelését a Microcal Origin 7.0. (Originlab Corp.
Northhampton, USA) szoftverrel végeztilk. A sejtmentes terililetekr6l nyert adatok
felhasznalasaval hattérlevonast végeztiink, a sejtekben az ECS perfuzio alatt detektalhatd
raciometrikus értéket tekintettiik R=0 értéknek, amelyhez a tesztoldatok adéasa folyaman mért
R értékeket viszonyitottuk. A TRPV1 és TRPA1L receptor tesztelése soran a mérést 5 percig
végeztiilk. A TRPV1 esetében 330 nM kapszaicinnel, a TRPA1 esetében pedig 3,3 mM formalin
adasaval valtottunk ki receptor aktivaciot. A sejtek életképességét 50 mM KCl oldat

aramoltatasaval ellendriztik.

6. PACAP radioimmunoassay (RIA)

A PACAP38- IR meghatarozéasat plazméaban és emldémintdkban PACAP38 specifikus,
kalibracios gorbe segitségével szamitottuk [18,196]. A ,,ab 35342” PACAP38 antiszérumot
(Abcam, Cambridge, UK) juhok immunizalasaval, szintetikus peptid segitségével allitottak eld,
amely a PACAP 14 aminosav hosszsagu C-terminalis fragmensére specifikus. A RIA standard
eléallitasahoz 8-2000 fmol/ ml koncentracidban szintetikus PACAP peptidet hasznaltunk.
Szovethomogenizald segitségével (MICCRA D-15) az emlémintakbol 280 mg-ot

44



homogenizaltunk 2 ml desztillalt vizben, amelyhez protedz inhibitort adtunk (Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA). Homogenizalas utan a mintakat 4°C-on centrifugaltuk 600 g
fordulatszamon, 15 percig. Ezt kdvetden a feliiluszot hideg csdvekbe gyiijtottiik, majd 4°C-on
10000 g-n centrifugaltuk 15 percig. A polipropilén RIA csévekbe (Merck, Darmstadt,
Németorszag) duplikatumban vagy standardot (100 ul), vagy ismeretlen mintat (50 ul) mértiink,
emellett 100 pl antiszérumot (higitas: 1:7500), 100 pl *?I izotoppal jeldlt antigént (3000
cpm/csd), majd az inkubdcios elegyet 750 ul RIA pufferrel [0,05 mol/l (pH 7,4) fosztat puffer,
amely 0,1 mol/l NaCl-ot, 0,25 % (w/v) BSA-t és 0,05 % (w/v) NaNz3-t tartalmaz] 1 ml térfogatra
egészitettiik ki. A vér PACAP38 tartalmanak megéllapitadsdhoz 2 ml plazmat abszolut alkohol
€s 96%-o0s ecetsav keverékével inkubaltunk szobahdmérsékleten 30 percig, majd az elegyet
4°C-on 950 g-n centrifugaltuk 20 percig. A feliiluszokat reakciocsovekbe gytijtottiik és dramlo
nitrogén alatt széritottuk 6 oran at. A szaritott mintat 1 ml RIA pufferben vettiik fel, majd az
elegyet 10000 g-n 15 percig centrifugaltuk. A tejmintak esetében 1 ml tejhez 10 pl 96%-0s
ecetsavat adtunk, majd 40°C-os vizfiirdében inkubaltuk 5 percen keresztiil. Ezt kdvetéen a
csoveket 4°C-on, 960 g-n 20 percig centrifugaltuk ugy, hogy a cs6 felsd részén homogén
zsirréteget, kozépen vizes fazist (savo) és alul kicsapddott fehérje frakciot nyerjiink. A leszivott

savot ismét 4°C-on, 10000 g-n centrifugaltuk, majd a feliilaszohoz 1 ml RIA puffert adtunk.

A RIA pufferrel kiegészitett mintakat 48-72 oran at inkubaltuk 4°C-on, Ezutan az antitesthez
kotott jelolt antigén frakeiot 100 pl szeparald oldattal (10 g mosott szén/Norit A, Serva), 1g
dextrant (Serva, molekulastly: 50000-75000 Da) valasztottuk el, majd 0,5 g zsirmentes tejport
és 100 ml desztillalt vizet mértiink az elegyhez. A mintakat 4°C-on, 20 percen at 950 g-n
centrifugaltuk, majd a feliiluszot ledntottiik. A szénhez kotott szabad peptidfrakcio
radioaktivitasat NZ310 tipusu gamma szamlaloval hataroztuk. Az ellenanyaghoz kotott
radioaktivitas értékek alapjan a kalibracios gorbe segitségével allapitottuk meg az ismeretlen
mintahoz tartoz6 PACAP38- IR-t.

7. VIP kimutatasa enzimmel kotott immunszorbens modszer
segitségével (ELISA)

A VIP kocentracid mértékét baranyok plazmajaban a szopassal Osszefiiggésben illetve
anyajuhok plazma és tejmintaiban specifikus ELISA modszer segitségével hatdroztuk meg

gyarto utasitdsainak megfelelden (Sincere™, Sincere Co., Beijing, Kina). Az alkalmazott kit
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detektalasi tartomanya 7,8- 500 pg/ml, az essz¢ érzékenysége <2,0 pg/ml. A plazma és
tejmintakat 4 °C-on, 950 g fordulatszamon centrifugaltuk 10 percig, majd a feliilluszobol
végeztilk az ELISA mérést. Két technikai ismétlésben 10-10 pl plazma illetve tejsavd vagy
standardot mértiink a lemezre, melyet ezutan 90 percig szobahdmérsékleten inkubaltunk. Az
inkubalas utan a lemezt haromszor mostuk 350 ul moso6oldattal, ezt kdvetéen 100 pl biotinlalt
anti-juh VIP antitestet mértiink a lemezre (higitas: 1:100), majd ujabb inkubacio kdvetkezett
szobahdmérsékleten 60 percen at. Az inkubacio életeltével tobbszori mosasi Iépéseket kdvetden
a lemezre mértiink 100 pl avidin-biotin-peroxidazt (kit tartozéka) majd 30 perces inkubacio
kovetkezett fél 6ran at. A szinreakciot 100 pl “TMB Color Developing Reagent” hozzaadasaval
valtottuk ki, a lemezt ekdzben fénytdl védett helyen taroltuk. A reakciot fél ora elteltével ,,TMB
Stop Solution” segitségével allitottuk le, majd a 450 nm-hez tartozo6 optikai denzitast Multiskan
RC microplate reader (Labsystems, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segitségével

crer

a standard higitési sor alapjan készitett kalibracios gorbe segitségével hataroztuk meg.

8. Statisztikai analizis

Az eredményeket atlagt az atlag szordsa (SEM) formdban fejeztiik ki. A mért adatok
statisztikai eloszlasat elézetesen minden esetben Kolmogorov-Smirnov normalitas teszttel
allapitottuk meg. Amennyiben az adatsor eloszlasa eltért a normal elosztasrdl, ugy a vizsgalati
csoportok kontroll csoporthoz torténd Gsszehasonlitasakor Mann-Whitney U-tesztet (human
endometriozis mintdk és juh emlé mintdk qPCR analizise és juh emlé mintdk PACAP38-IR
meghatarozasa, endometriozisos betegek demografiai és fajdalomparamétereinek analizise), a
csoportok egymashoz valo hasonlitasakor pedig Kruskall-Wallis tobbszords 6sszehasonlito
probat (Dunn poszt teszt: hormonkezelt patkdnymintak szemikvantitativ szovettani értékelése)

végeztiink.

Normal eloszlds esetében, a vizsgéalati csoportok kontroll csoporthoz  torténd
Osszehasonlitdsakor a statisztikai vizsgalatot Student t-teszttel (endometridzisos betegek
demografiai analizise), tObbszords dsszehasonlitas soran egyutas ANOVA-val, majd Dunnett
post-hoc teszttel (hormonkezelt patkanymintak és primer uterus sejtkultarak qPCR analizise,
juh tej-és vérmintak PACAP38-IR és VIP koncentracidja), illetve Bonferroni

Osszehasonlitassal (endometridzis szovettani metszetek szovettani pontozasa) végeztiik.
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A klinikai paraméterek sulyossaga €s a DIE szovettani eredmények immunpozitivitasa kozott
fennallo statisztikai korrelacid megallapitasat normal eloszlas esetében Pearson (rp) (DM és
dyschezia) illetve Spearman teszttel (rs) (dysuria, dyspareunia, irritabilis bél szindroma,
intersticialis cisztitisz) hataroztuk meg.

Az adatok abrazolasat és statisztikai kiértékelését Graph Pad™ Prism 5.0 program segitségével

végeztiik. Minden esetben p <0,05 értékeket tekintettiik statisztikailag szignifikansnak.
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IV. EREDMENYEK

1. A TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak, valamint a MIF jelenléte és O0sztrogén
kezelés hatasara  bekovetkez6  expresszio-valtozasa  patkany
endometriumban

1.1.1. ATRPA1/V1 és MIF mRNS expresszio fokozodasa DES el6kezelés

hatasara

A vizsgalataink targyat képezé TRP receptorok, valamint a MIF génexpressziojanak
meghatarozasat qPCR modszer segitségével végeztiik el, mRNS expressziojuk mértékét a Ppia
referenciagénhez viszonyitottuk. A valasztott referenciagént stabil, életkortdl és hormonalis
allapottol fliggetlen kifejezddés jellemzi, amely lehetové tette vizsgélataink soran torténd

felhasznalasat [197] (1. fiiggelék).

A TRPAL receptor esetében DES kezelés hatasara szignifikdns, 2,5-Szeres génexpresszio-
emelkedést mértiink ivaréretlen (15/A abra), és 8-szoros fokozodast ivaréretlen patkanyok
endometriumaban (15/B ébra). A progeszteronkezelés onmagaban nem volt hatassal a TRPA1
expressziora, st DES-sel kombinalt alkalmazasat kovetden a DES expressziot fokozo hatés
elmaradasat tapasztaltuk (15/A, B abra). Ovariektomia utan enyhe mRNS novekedés
tapasztalhatd, ez azonban nem éri a statisztikailag szignifikans értéket (15/B abra), emellett

almiitott egyedeknél sem tapasztaltunk valtozast (génexpresszio mértéke: 1,21).

A TRPAl-hez hasonléan, a TRPV1 receptor esetében is markédns, 5-sz0rds expresszio-
fokozodast tapasztaltunk ivaréretlen (15/C abra), és ~ 6,8-7-szeres emelkedést ivarérett
patkanyok endometriumaban (15/D abra). Progeszteronkezelést kovetéen a TRPVI
expresszioban nem detektaltunk a kontrolltdl eltérd valtozast. DES-sel kombinalva ez esetben
is elmaradt az Osztrogén analog vegylilet hatasara bekovetkezd génexpresszido emelkedés. A
TRPA1 esetében tapasztaltakkal azonos mddon sem az ovariektomizalt, sem az almiitott
csoportban nem mértiink szignifikans TRPV1lexpresszio-ndvekedést (génexpresszido mértéke
almitott egyedekben: 1,09).

A MIF esetében DES kezelés hatasara kismértékii, &m szignifikans génexpresszio-fokozodast
mértiink, amely ivaréretlen patkanyok esetében 2,5-szeres, ivarérettekben 1,5-szoros volt (15/E,

F abra). Progeszteronnal kombinalt adas esetén ez a novekedés a MIF esetében is elmaradt. A
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progeszteron kezelés dnmagaban illetve az ovariektémia nem okozott expresszid novekedést.

Az almt6tt csoport génexpresszidjanak mértéke:1,19.
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15. abra: A TRPAL (A, B), TRPV1 (C, D) receptorok, valamint a MIF (E, F) gének relativ expresszioja
hormonkezelt fiatal (A, C, E) és felnétt (B, D, F) patkanyok endometrium mintaiban (n=5/ csoport). Az
oszlopok a peptidil-prolil izomeraz-A (Ppia) génhez viszonyitott génexpresszios értékeket reprezentaljak
(atlag+SEM), amelyet AACt modszerrel hataroztunk meg. Statisztika: Egyutas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt:
*p <0,05, ***p<0,0001. CTRL: kontroll, DES: dietilstilbosztrol, Prog.: progeszteron, Ovx: ovariektomizalt.
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1.2. A TRPA1/V1 és MIF génexpressziojanak valtozasa in vitro DES
kezelés hatasara endometrium sejtkultiraban

A primer endometrium sejtkultarat 18 oran at inkubaltuk 200 pM DES-sel, melynek végén
a sejtekbdl RNS-t izolaltuk, majd qPCR mddszerrel meghataroztuk a TRPA1, TRPV1 és MIF
gének expressziojat. A DES inkubacié hatasara a TRPAI1 receptor mRNS mennyisége 10-
szeresére, a TRPV1 receptoré 17-szeresére, a MIF-¢ pedig 5-szordsére emelkedett a sejtekben
(16. abra). A szintén 200pM koncentracioju 18 o6ras ERa- szelektiv 17B-0sztradiol elékezelést
kovetéen a TRPA1 receptor és a MIF esetében nem detektaltunk génexpresszid-valtozast
(16/A, C abra), mig a TRPV1 mRNS mennysége 5-szorosére emelkedett a sejtekben (16/B

abra).
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16. abra: A TRPAI1 (A), TRPV1 (B) receptorok, valamint a MIF (C) gének relativ expresszidja 18 oras
DES-valamint 17B-6sztradiol kezelés utin, patkany primer endometrium sejtkultiraban (n=4/ csoport).
Az oszlopok a peptidil-prolil izomeraz-A (Ppia) génhez viszonyitott génexpresszios értékeket reprezentaljak
(atlag+SEM), amelyet AACt modszerrel hataroztunk meg. Statisztika: Egyutas ANOVA, Dunnett post-hoc
teszt: **p<0,005, ***p<0,0001. CTRL: kontroll, DES: dietilstilbdsztrol.
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1.3. A TRPA1/V1 és MIF fehérje lokalizacioja és hormonfiiggd novekedése
patkany endometriumban

Kezeletlen 4 hetes allatokban minimalis TRPA1 immunpozitivitds detektalhatd az epitél
rétegben (17/A abra). Ez a kismértékii pozitivitdAs DES-kezelt allatokban (17/B &bra)
emelkedést mutat, a statisztikailag szignifikdns mértéket azonban progeszteronnal kombinaltan
éri el (17/D é&bra). A progeszteron kezelés dnmagdban nem befolydsolja a TRPA1 fehérje

expressziojat (17/C).
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17. abra: A TRPAI1 receptor fehérje lokalizacioja ivaréretlen patkanyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A),
DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitativ értékelés (E). A TRPA1
immunpozitivitds mértékét (D) szemikvantitativ pontozasi rendszerrel allapitottuk meg (n=3 metszet/ allat; n= 5
allat/csoport). Az értékelés soran adott pontszamokat a median és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis)
abrazolasaval adtuk meg. Nagyitas mértéke: 200x, inzertek: 400x. Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt
teszt, p<0,05.
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Intakt 4 honapos patkdnyok esetében gyenge/mérsékelt TRPA1 fehérje expressziot
detektaltunk, amely foként az epitél rétegre illetve a mirigyek teriiletére lokalizalodott. mig a
sztromalis sejtek esetében elszort jelolodés volt megfigyelhetd a felszinhez kozeli teriileteken
(18/A abra). A DES- (18/B abra), progeszteron (18/C abra) és a kombinalt kezelés (18/D abra),
valamint az ovariektomia (18/E abra) is szignifikans expresszio-fokozodast eredményezett az

epitéliumban és a mirigyek kornyékén (18/F abra).

TRPA1 immunpozitivitas

18. abra: A TRPAI1 receptor fehérje lokalizacioja ivarérett patkanyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A),
DES-kezelt (B) progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizalt (E), szemikvantitativ
értékelés (F) (n=3 metszet/ allat; n=5 allat/csoport). Az értékelés soran adott pontszdmokat a median és az
interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) abrazolasaval adtuk meg. Nagyitas mértéke: 200x, inzertek: 400x.
Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05, **p<0,005.
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Ivaréretlen 4llatokban eset¢ében a TRPV1 immunpozitivitdas mértéke szignifikansan
megemelkedett DES-kezelés utan a sztromaban és a mirigyekben (19/B abra), emellett a
progeszteronkezelés is szignifikans expresszio-fokozodast eredményezett (19/C abra). DES-sel

kombindlva szignifikéns valtozast nem tapasztaltunk (19/D &bra).

TRPV1 Immunpozitivit
N W
1 1

o

19. abra: A TRPV1 receptor fehérje lokalizaciéja ivaréretlen patkanyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A),
DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitativ értékelés (E). A TRPA1
immunpozitivitdas mértékét (D) szemikvantitativ pontozasi rendszerrel allapitottuk meg (n=3 metszet/ allat; n= 5
allat/csoport). A Az értékelés soran adott pontszamokat a median és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis)
abrazolasaval adtuk meg. Nagyitas mértéke: 200x, inzertek: 400x . Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt
teszt, p<0,05.
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A TRPV1 receptor tekintetében, a 4 honapos patkanyokban gyenge immunpozitivitast
detektaltunk elsddlegesen a sztromaban és a mirigyek kozelében a kontroll csoportban (20/A
abra). A DES-, valamint a progeszteron kezelés dnmagaban fokozta a TRPV1 expressziojat
(20/B, C abra), kombinacioban adva a szignifikans emelkedést azonban nem mértiink (20/D

abra). Az ovariektomia nem volt hatdssal a TRPV1 fehérje mennyiségére (20/E abra).

TRPV1 immunpozitivitas

20. abra: A TRPV1 receptor fehérje lokalizacioja ivarérett patkanyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A),
DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizalt (E), szemikvantitativ
értékelés (F) (n=3 metszet/ allat; n=5 allat/csoport). Az értékelés soran adott pontszamokat a median és az
interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) abrazolasaval adtuk meg. Nagyitds mértéke: 200x, inzertek: 400X.
Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05.
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Ivaréretlen egyedek esetében, kontroll allatokban moderalt immunpozitivitast figyeltiink meg
(21/A abra). DES kezelés hatasara emelkedett MIF expressziot detektaltunk az epitél rétegben
¢és a kornyezd sztromaban is (21/B 4bra). A statisztikailag szignifikans értéket progeszteron

(21/C abra) és kombinalt kezelést kovetéen detektaltuk (21/D abra).
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21. abra: A MIF lokalizacidja ivaréretlen patkinyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A), DES-kezelt (B),
progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitativ érté¢kelés (E). A TRPA1 immunpozitivitas
mértékét (D) szemikvantitativ pontozasi rendszerrel allapitottuk meg (n=3 metszet/ allat; n=5 allat/csoport). A Az
értékelés soran adott pontszamokat a median és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) abrazolasaval adtuk

meg. Nagyitas mértéke: 200x, inzertek: 400x . Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05.
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Ivarérett allatokban, MIF immunreaktivitas tekintetében moderdlt immunpozitivitast
detektaltunk a kontroll csoportban (22/A éabra). DES- illetve progeszteron-kezelést kovetden
kismértékii expressziofokozodast tapasztaltunk az epitéliumban valamint a sztromaban (22/B,
C ébra). Statisztikailag szignifikans fokozodast a progeszteron kezelés hatasara mértiink, amely

a fokalis epitélrétegre koncentralodott (22/C, F abra).

MIF Immunpozitivitas

o

22. abra: A MIF lokalizaciéja ivarérett patkinyok uterus mintaiban. Kezeletlen (A), DES-kezelt (B),
progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizalt (E), szemikvantitativ értékelés (F) (n=3
metszet/ allat; n=5 allat/csoport). Az értékelés soran adott pontszamokat a median és az interkvartilis terjedelem
(25-75 percentilis) abrazolasaval adtuk meg. Nagyitas mértéke: 200x, inzertek: 400x. Statisztika: Kruskall-Wallis

teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05.
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A kisérleti 4 hetes és 4 honapos allatcsoportok endometriumanak vastagsagat okularmikrométer

segitségével hataroztuk meg, a mérés adatait a 23. abra tartalmazza. Az alkalmazott kezelések

egyike sem okozott szignifikans valtozast az endometrium vastagsagaban, sem ivaréretlen, sem

ivarérett allatok tekintetében (23. abra).
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23. abra: Az endometrium vastagsaganak alakulasa 4 hénapos (A, C, E) és 4 hetes (B, D, F) patkanyokban
(n=3 metszet/ allat; n=5 allat/csoport). TRPA1 immunfestés: A, B; TRPVI: C, D; MIF: E, F. DES:
dietilstilbosztrol, PROG: progeszteron, Ovx: ovariektomia. Statisztika: Egyutas ANOVA, Bonferroni post teszt.
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Az elvégzett immunhisztokémiai jelolések elsddleges antitesttel nem kezelt, negativ

kontrollként szolgald metszeteinek mikroszkopos képeit a 24. abra szemlélteti.
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24, abra: A TRPA1 (A, D), TRPV1 (B, E) és MIF (C, F) specifikus immunhisztokémia negativ kontroll
metszetei 4 hénapos (A, B, C) és 4 hetes (D, E. F) patkanyok esetében.
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1.3.1. A TRPA1/V1 funkcionalis vizsgalata patkany primer uterus

sejtkultaraban

Mind a TRPA1 agonista formalin (3,3 mM), mind pedig a TRPV1 aktivator kapszaicin (330
nM) Ca?*-bearamlast eredményezett az endometrium sejtekbe, amely bizonyitja, hogy a sejtek
felszinén funkcionalis receptorok talalhatok (kapszaicinnel aktivalt sejt mikroszkopos képe az
aktivalas elott illetve utan: 25/A, B abra). A valaszado6 sejtek aranya a TRPV1 aktivacid soran
10,84% (4 valaszadoé sejt 37-b6l), TRPA1 esetében pedig 13,5% (5 valaszado sejt 37-bol) volt.

A kapszaicin azonnali valaszt valtott ki, amely 2 perc mosasi 1épés utan is megismételhetd volt

(25/C abra). Formalin aktivacido sordn 30-60 madasodperc latenciaidé utan detektaltunk

kalciumjelet (25/D ébra).
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25. dbra: Reprezentativ felvételek az endometrium sejtekbe torténé Ca?*-bearamlasrél normal (A) és
kapszaicinnel aktivalt (B) endometrium sejtekrdl. Eredeti regisztratumok a TRPV1 aktivator kapszaicinnel

(330nM, C) és TRPA1 agonista formalinnal (0,01%/3,3mM, D) kivaltott kalciumjelekré|.
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1.3.2. TRPAL/V1 receptoraktivacié hatasa az IL1-f és iNOS génexpressziora

endometriumsejtekben

Szubkonfluens sejttenyészetet 24 oran at kezeltiik 330 nM kapszaicinnel illetve 3,3 mM

formalinnal, ezt kovetden az INOS (26/A abra) illetve IL-1B (26/B abra) gének expressziojat

gPCR technika segitségével hataroztuk meg. TRPV1 agonista kapszaicin hatasara az iINOS

génexpresszidja 15-szordsére, az IL-1B expresszidja pedig ~10-szeresére emelkedett

endometrium sejtekben. A TRPAL agonista formalin kezelést kovetéen mindkét gén esetében

koriilbeliil 10-szeres expressziéfokozodast tapasztaltunk.
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26. abra: Az iINOS (A) és IL-1p (B) gének relativ
expresszidja endometriumsejtekben 330 nM
kapszaicinnel és 3,3 mM formalinnal térténo
kezelést kovetden (n=4/ csoport). Az oszlopok a
peptidil-prolil ~ izomeraz-A  (Ppia)  génhez
viszonyitott génexpresszios értékeket
reprezentaljak  (atlag=SEM), amelyet AACt
modszerrel hataroztunk meg. Statisztika: Egyutas
ANOVA, Dunnett post-hoc teszt: ***p<0,0001.
iNOS: indukalhat6d nitrogén-monoxid szintaz, 1L-
1B: interleukin-1.

60



1.4. TRPA1/V1 expresszionovekedése primer uterus sejtkultarajaban MIF

kezelést kovetdoen

Kezeletlen és DES-kezelt allatokbol szarmazo6 primer uterus sejtkultirankat 24 oran at

c sy

TRPA1/V1 gének expresszidjat qPCR maddszerrel hataroztuk meg. MIF kezelést kovetden a

TRPA1 génexpresszioja ~3-szorosasa emelkedett a primer uterus sejtekben, amely DES

elékezelt allatok uterus sejtjeiben fokozottabban jelentkezett (~10-szeres expresszionovekedés,

27/A ébra). A TRPV1 receptor esetében a sejtek MIF-fel torténd kezelése dnmagaban nem

okozott valtozast a génexpresszidoban, DES-eldkezelt patkanyok utreus sejtjeiben azonban ~2,5-

sz0r0s expressziofokozodast tapasztaltunk az olddszerrel kezeltekhez viszonyitva (27/B abra).
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27. abra: A TRPAL (A), TRPVL (B)

receptor gének relativ expresszidja 1 pg/pl
MIF Kkezelés hatisara kezeletlen illetve
DES-kezelt
sejtkultarajaban  (n=4/

allatok  uterus  primer
csoport). Az

oszlopok a  peptidil-prolil  cisz-transz
izomeraz-A  (Ppia) génhez viszonyitott
értékeket

génexpresszios reprezentaljak

(atlagtSEM), amelyet AACt moddszerrel
hataroztunk meg.  Statisztika:

ANOVA, Dunnett post-hoc teszt: *p<0,05,

Egyutas

***p<0,001. MIF: makrofdg migraciot

gatlo faktor; DES: dietil-stilbdsztrol
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2. ATRPA1 és TRPV1 receptorok expresszidja DIE-ban

2.1. A TRPA1/V1 mRNS expresszio-fokozodasa DIE 1éziéban

Mind a TRPAI, mind a TRPV1 receptort detektaltuk mRNS ¢és fehérjeszinten is normal
human endometriumban, a detektalasi kiiszob ciklusszama (Ct érték) 28-36 volt a qPCR reakcid
soran.  Rectoszigmoid DIE 1ézidban  szignifikans, 5-6-szoros TRPA1 mRNS
expresszionovekést mértiink a kontroll, eutép endometriumhoz hasonlitva (28/A abra). A
TRPV1 receptor tekintetében szintén szignifikdns, 2-szeres génexpresszio-ndvekedést
detektaltunk szintén a DIE léziokban, ezen kiviil az autolog eutopids endometrium mintdkban
is emelkedett TRPV1 expressziot mértiink (28/B abra). A rectosigmoid bélfal illetve a DM
betegekbdl szarmaz6 endometrium minta sem TRPA1 sem pedig TRPV1 mRNS expresszio

tekintetében nem mutatott eltérést az egészséges mintakhoz képest.

28. abra: A TRPA1l (A),

TRPA1 TRPV1 (B) receptor gének
8- relativ expresszi6ja mélyen
Fkk infiltralé endometri6zisban

(DIE). Az oszlopok a

riboszémalis  fehérje L29

(RPL29) génhez viszonyitott

Relativ génexpresszié
H
1

2 génexpresszios értékeket
a S
i i i reprezentaljak (atlag+SEM),
0- amelyet AACt modszerrel
CTRL Auto Rectoszig. Rectoszg. DM .
CTRL bélfal DIE endometrium hataroztunk meg  kontroll
(n=6), eutép endometrium
(autokontroll, n=6), intakt
& TRPV1 autolog rektoszigmoid bélfal
0
N 8 (n=15) és DIE nodulusokban
2 61
g (n=15). Statisztika: Mann-
Q4 Whitney U-teszt: **p<0,005,
X0)
2 ke *% ***p<0,001. CTRL:
% 2 o — kontroll; auto CTRL: autolég
B i i i kontroll; DM: dysmenorrhea.
0-
CTRL Auto Rectoszig.  Rectoszg. DM
CTRL bélfal DIE endometrium
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2.2. A TRPA1 és TRPV1 fehérje lokalizacioja és emelkedése DIE
mintakban

Egészséges endometriumban elszort TRPA1/V1 immunpozitivitds detektdlhatdo a
sztromalis és epitél sejtekben (29/C és 30/C abra). DIE mintakban erételjes intracellularis
TRPA1 és TRPV1 expresszio-novekedést detektaltunk (29/D-F és 30/D-F abra) mindkét
kompartmentben, emellett a normal endometriumhoz hasonléan a glandularis epitéliumban
talalhato erdteljesen festodés. Néhany ektdpids endometrium mintdban a makrofagok és
endotélsejtek intenziv TRPA1 és TRPV1 immunpozitivitast mutattak, mig a mienterikus
intramuralis ganglionok és plazmocitdk esetében a TRPA1 immunreaktivitds a TRPV1-nél

nagyobb mértékiinek bizonyult.
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29. abra: A TRPAI receptor fehérje lokalizacidja egészséges eutopias endometriumban és DIE mintaban.
Negativ kontrollként egészséges endometrium metszetek szolgaltak elsddleges antitest nélkiil (A). TRPAI pozitiv
kontrollként rektalis mienterikus ganglion metszetet hasznaltunk (B). Egészséges eutopids endometrium (C),
rectosigmoid DIE 1ézi6 (D), rectosigmoid DIE 1ézi6, glandularis komponens (E), sztromalis komponens (F). A D-F
panelen lathatoé metszetek ugyanattol a betegtdl szarmaztak. A hattérfestést eozinnal végeztiikk. A nyilak a TRPA1
pozitiv teriileteket jeldlik. Nagyitas mértéke: 400X., kivéve D, ahol 200x.
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30. abra: A TRPV1 receptor fehérje lokaliziciéja egészséges eutopias endometriumban és DIE mintaban.
Negativ kontrollként egészséges endometrium metszetek szolgaltak elsddleges antitest nélkiil (A). TRPV1 pozitiv
kontrollként rektalis mienterikus ganglion metszetet hasznaltunk (B). Egszséges eutopias endometrium (C),
rectosigmoid DIE 1€zi6 (D), rectosigmoid DIE 1¢zi6, glandularis komponens (E), sztromalis komponens (F). A D-F
panelen lathaté metszetek ugyanattol a betegt6l szarmaztak. A hattérfestést eozinnal végeztiikk. A nyilak a TRPA1

pozitiv teriileteket jelolik. Nagyitas mértéke: 400x., kivéve D, ahol 200x.
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Az immunhisztokémiai metszetek szemikvantitativ analizise soran szamitott szdvettani
pontszamok tekintetében szignifikans TRPA 1 immunpozitivitas emelkedést detektaltunk a DIE
1€ziok epitelialis teriiletein az egészséges mintdkhoz viszonyitva, emellett kiilonbséget mértiink
DIE 1€ziok stromalis €s epitelialis kompartmentjei kozott is (31/A abra). A TRPV1 receptor
esetében markans, koriilbeliil 10-szeres fehérje expresszid-fokozodast detektaltunk az
epitéliumban, a sztromalis komponens tekintetében pedig 5-szords emelkedést detektaltunk a
kontroll mintdkhoz hasonlitva. A TRPA1-hez hasonldan, a DIE mintdkon beliil az epitelialis

TRPV1 expresszid szignifikansan emelkedettebb volt, mint a sztromalis (31/B abra).
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31. abra: TRPA1 (A) és TRPV1 (B) receptor immunreaktivitis szovettani pontszamai (H-pontszim)
egészséges endometriumban (n=6) és DIE nodulus mintakban n=6). A pontszamokat a mediadn és az
interkvartlis terjedelem (25-75 percentilis) abrazolasaval adtuk meg. Statisztika: Mann-Whitney U-teszt,* p <0,05.
***n <0,001.
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2.3. A TRPA1/V1 immunpozitivitas korrelaciéja DIE-asszocialt klinikai
paraméterekkel

Az egyes vizsgalati csoportokba tartozd endometridzisos betegek demografiai és klinikai
paramétereinek numerikus fajdalomskalaval torténd értékelését a Pécsi Tudomanyegyetem
Sziilészeti és Nogyogyaszati Klinik4jan Dr. Bohonyi Noémi végezte, az adatokat a 2. fliggelék

tartalmazza.

A DIE-asszocialt fajdalomparaméterek tekintetében, erds pozitiv korrelaciot detektaltunk a DM
sulyossaga és a stromalis TRPA1 (rp=0,85) és TRPV1 (1p=0,96) immunpozitivitds emelkedése
kozott. A dypareunia sulyossaga szintén pozitiv korreldcidban allt az ektopias
endometriumsejtek (rs=0,88) és peritonealis makrofagok (rp=0.89) TRPV1 pozitivitasanak
emelkedésével. Az epitelalis TRPA1 (rp=0,82) ¢és a stromalis TRPV1 (1rp=0,88) expresszio-
fokozodas szignifikdns mértékben korrelalt a dyschezia stlyossdgaval. A korrelacio analizis

eredményét a 2. tdblazat foglalja dssze.
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3. APACAP vizsgalata juh emld-és tejmintakban, valamint szopds

baranyok plazmajaban

3.1. PACAP38-IR mérése juh plazmaban és baranyokban torténd
emelkedése szopas utan

A specifikus RIA technikaval mért PACAP38 koncentracidja baranyokban szopas elétt 20
fmol/ml értéket mutatott. Ez a peptid koncentracid a szopast kovetden egy oOraval
szignifikansan, kb. 1,5-szeresére emelkedett, majd szopas utan 2 draval visszatért a kiindulasi
értékhez (32/A abra). A PACAP38-IR mértéke juh tejmintakban nagysagrendekkel, nagyjabol
10-szer nagyobb volt, mint ugyanazon tejel6 anyak nyaki vénajabol vett vérmintaiban. A nyaki
¢s eml6vénabol vett vérmintak PACAP38 koncentracioi kozott nem detektaltunk kiilonbséget
(32/B). A nap kiilonb6z6 idépontjaiban vett tejmintakat eredményeibdl kitlinik, hogy a tejben
1év6 PACAP mennyisége fliggetlen a diurnalis ciklustol (32/C &bra). Tovabba eredményeinkbdl
kideriil, hogy a plazma PACAP38-IR a kiilonb6z6 korcsoportokban megegyezik, életkorfiiggd

valtozas a peptid koncentraci6 tekintetében nem detektalhaté (32/C abra).
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32. abra: A PACAP38-IR valtozasa (A) szopos baranyok plazmajaban szopas el6tt (t=0h), szopas utan 1 (t=1h),
valamint 2 6raval (t=2h) (n=9/ csoport). PACAP 38-IR mértéke az (B) anyatejjel dsszehasonlitva anyajuhok nyaki-

illetve emlévénajaban (n=8/ csoport), valamint a (C) cirkadian ritmus fiiggvényében (n=4/ csoport). A PACAP

(A panel ***p< 0,0001 t= Oh vs. t= 1h; ##p<0,005 t= 1h vs. t= 2h)
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3.2. A PACAP mRNS-és fehérje expressziojanak valtozasai juhemlében

A PACAP mRNS expressziojat QPCR-ral, fehérje expressziojat pedig RIA moddszerrel
hataroztuk meg 3 hodnapos, 3 éves ¢és 10 éves juhok emldmintdiban. A kiilonbozo
korcsoportokban a génexpresszio tekintetében a PACAP (33/A abra) nem detektaltunk
szignifikans eltérést. A PACAP fehérje expresszidja 3 éves juhokban szignifikansan, 3-
szorosara emelkedett a baranyokhoz képest (33/B abra) illetve magasabb értéket mutatott id6s
allatokban is, azonban ebben a csoportban az egyes egyedek koncentracid értékei nagyobb

varianciat mutattak.

33. abra: A PACAP mRNS (A), és
25- fehérje  expressziéjanak (B)
valtozasa 3 hénapos, 3 éves és 10
éves nostény juhok emld
mintaiban (n=4/ csoport). Az
génexpressziot reprezentald
oszlopok a  B-aktin  génhez

viszonyitott génexpresszios

Relativ génexpresszio

értékeket mutatjak (atlag=SEM),

amelyet AACt modszerrel

3 honapos 3 éves 10 éves hataroztunk  meg.  Statisztika:
Mann-Whitney U-teszt:
***p<0,0001.
B
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3.3. A VIP expresszidjanak vizsgalata juh emldben, illetve plazma-és
tejmintakban

A vizsgalt emlémintdkban a PACAP-pal rokon VIP peptid mRNS expresszidjat az
alkalmazott primerek segitségével (1. tablazat) a pozitiv kontrollként alkalmazott utreus
mintakkal ellentétben egyik korcsoport esetében sem tudtuk kimutatni (34. abra fels6 panel).
Az emlé mintakban VIP-specifikus qPCR termékek nem az agar6z gélben nem jelentek meg

(34. abra also panel).

uterus 3h6 3év >10év 3h6 3év >10év 3h6 3év =10év

emld © B-aktin VIPQ) VIPER)

34. abra: A VIP mRNS expresszio hianyanak kimutatasa szemikvantitativ PCR reakciéban, mindharom
vizsgalati csoportban. A kisérlet soran pozitiv kontrollként juh uterus mintat hasznaltunk (felsé panel). A mérés
soran kétféle primert teszteltiink [VIP(1) és VIP(2)]. A gélelektroforézis 0,01% GelRed-et (Biotum, Harward, CA,
USA) tartalmazo 2,5%-os agaréz gélben tortént, markerként Gene Ruler Low Range-t hasznaltunk (Thermo
Fisher, Waltham, MA, USA). A gélkép készitéséhez Vilber-Lourmat Bio-Profil géldokumenticios rendszert

(verzidszam: 97) és BioCapt™ (verzidszam: 12.6) hasznaltunk.
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Baranyok plazmamintaiban a szopas el6tt kozvetleniil ~20 pg/ml VIP-et detektaltunk. Ez az
érték a szopast kovetden egyik idOpontban sem valtozott szignifikdnsan (35/A dabra).
Anyajuhok tejsavojaban a PACAP-hoz hasonldan, szignifikansan magasabb VIP koncentraciot
mértiink a tégy-illetve nyaki vénahoz hasonlitva (35/B abra). A plazma VIP koncentracidja az
¢letkorral nem valtozik, hasonl6 értékeket detektaltunk baranyok illetve fiatal feln6tt és idos

egyedek esetében (35/C abra).
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(t=1h), valamint 2 6raval (t=2h) (n=9/ csoport). A tejsavoban 1évé VIP mennyiség (B) az anyajuhok nyaki-illetve
emlévéndjaban mért értékekkel dsszehasonlitva (n=8/ csoport), valamint (C) az életkor fiiggvényében (n=4/ csoport).

Statisztika: Egyutas ANOVA, **p<0,005, ***p<0,0001.
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3.4. A PAC1 receptor és a BDNF génexpressziojanak vizsgalata
eml6ben

A PACI receptor eldzetes varakozasainknak megfeleléen mRNS szinten kimutathat6 volt
mindharom korcsoportb6l szdrmazé emlé homogenizatumban (36/A abra). A relativ receptor
expresszio nem mutatott szignifikans eltérést egyik korcsoportban sem. A korcsoportok koziil
a 10 éves allatokban detektaltuk a legmagasabb PAC1 mRNS szintet. A BDNF génexpresszioja
az ¢letkor elérehaladtaval fokozatosan csokken, 3 éves allatok emlémintdiban a baranyokhoz
képest 30%-o0s, 10 éves allatokban pedig mintegy 60%-os génexpresszid csokkenést

detektaltunk (36/B abra).

36. abra: A PACI1 receptor (A) és
az agyi-eredetii neurotrofikus
3- faktor (BDNF) (B) relativ
génexpresszidjanak mértéke 3
hénapos, 3 éves és 10 éves ndstény
juhok  emlémintaiban  (n=4/

csoport). Az oszlopok a p-aktin

Relativ génexpresszio
e

génhez viszonyitott génexpresszios

3 hénapos 5 vos 10 Svos értékeket reprezentaljak
(atlagtSEM),  amelyet AACt
modszerrel  hataroztunk  meg.

B Statisztika: Mann-Whitney U-teszt;
***p<0,0001.
1.5+

Relativ génexpresszio

3 hdénapos 3 éves 10 éves
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V. MEGBSZELES ES KOVETKEZTETESEK

1. A TRPV1 és TRPA1 ioncsatornak, valamint a MIF jelenléte és
osztrogén kezelés hatasara bekovetkez6 expresszio-valtozasa

patkany endometriumban

A méh belsé falat borité endometrium olyan dinamikus struktaraji szévet, melyben a
proliferacio, differenciacio, dezintegracié majd regeneracio folyamatai ismétlédnek minden
ciklusban. Ennek szabalyozasaban az 6sztrogén és progeszteron mellett szamos mas molekula,
pl. peptid hormonok, ndovekedési faktorok és citokinek is részt vesznek [198,199]. A
bekovetkezd morfologiai és funkciondlis valtozdsok ma mér jol ismertek, azonban a szabalyoz6
mechanizmusok pontos miikddése a résztvevo jelatviteli utvonal diverzitasabol adodoan még
nem tisztazottak teljesen.

Munkank sordn elsoként irtuk le a TRPA1 receptor mRNS expresszigjat patkany
endometriumban, valamint a TRPA1 ¢és TRPVV1 receptorok expresszio- novekedését
szintetikus Osztrogén analdg vegyiilet hatasara a MIF-fel korrelacioban. A megfigyelt,
osztrogén-indukalt TRPA1/V1 és MIF mRNS- novekedés alapjan feltételezziik, hogy mind a
receptorok, mind pedig a MIF részt vesznek a normal endometrium funkciok kialakitasaban a
reprodukciods ciklus soran. Jelen eredményeink hozzajarulhatnak patologiés, gyulladassal és
fajdalommal jard négyogyaszati korképek jobb megértéséhez [32,155,175]. Primer uterus
sejtkultiran végzett receptor aktivacids vizsgalat segitségével bizonyitottuk, hogy a receptorok
funkcionalis allapotban vannak jelen az endometrium sejtek felszinén. A TRPAL agonista
formalin [200,201] és TRPV1 agonista kapszaicin elékezelt sejtekben emelkedett iNOS és IL-
1B expressziondvekedést detektaltunk, amely szintén a receptorok nem-neuralis aktivaciojahoz
kothetd. Ezek a mediatorok a ciklus soran feltételezhetden részt vesznek az endometriumszovet
lokalis szabalyozasaban, ezen beliil az NO-kozvetitett vazodilatacioban, valamint az ovulacio,
terhesség és decidualizacio soran [202-204]. A receptorok funkcionalitasat tdmasztja ala
Greaves ¢és munkacsoportjanak tanulménya is, melyben ektdpias endometrium sejtekben
TRPAI1 és TRPV1 aktivacio hatasara NO és IL-1p felszabadulast mértek [81]. 2011-ben egy
munkacsoport szenzoros és autondm neuropatiaban szenvedd betegek leukocitaiban leirta,
hogy az emelkedett szérum MIF-szint hatasara fokozott TRPV1 expresszio mérheté [205].
Kisérleteink soran a MIF kezelés novelte mind a TRPA1, mind a TRPVI1 relativ
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génexpressziojat endometrium sejteken, valamint kimutattuk, hogy ebben a rendszerben a DES
szinergista modon hat. A progeszteron a receptorok mRNS szintjét nem valtoztatta meg,
fehérjeszinten azonban megndvelte azt ivaréretlen €s ivarérett néstény patkanyokban. Ez a hatas
valoszinlileg a progeszteron Pz-adrenerg receptor modulalo tulajdonsdganak kovetkezménye,
amely indirekt moédon képes a TRPV1 jelatvitel befolyasolasara [206,207]. Erdekes médon,
ovariektomia utdn emelkedett TRPA1, TRPV1 ¢és MIF expressziot detektaltunk felndtt
patkanyokban, amely a TRPAT1 receptor esetében fehérjeszinten is kimutathatd volt. Irodalmi
adatok tdmasztjak ala, hogy csokkent 0sztrogénszint hatasara a TRPV1 receptor expresszio-
novekedése illetve stimulacioja kovetkezik be, amely végiil hiperalgéziahoz vezet [208-210].
DES-kezelés, valamint ovariektomia hatasara szignifikdns MIF génexpresszio-novekedést
tapasztaltunk. Bizonyitott, hogy a citokin a természetes immunitas mellett szamos mas
folyamatban is érintett, pl. angiogenezisben, proliferativ folyamatokban és szoveti atépiilésben
(remodelling). Ezen kiviil anti-apoptotikus hatasai is vannak, amelyek nagyrészt CD74 receptor
altal kozvetitett modon zajlanak le, az endometrium esetében ez az epitél és sztroma sejtekben
valosul meg [211].

Eredményeink alapjan valoszinisithetjiik, hogy az endometrium sejtek a hatso gyoki ganglion
sejtekhez hasonloan 6sztrogén-fliggd expresszids mintazattal rendelkeznek [81,212] (37. abra).
A TRP receptorok szerepet jatszhatnak egyes 0sztrogén hatasra aktivalodo jelatviteli Gtvonalak
miikodésében. A tobbi kation csatorndhoz hasonléan a TRPAI1/V1 receptorok barrier
molekulaként részt vehetnek a homeosztizis fenntartisaban, a Ca®* jelatvitelben, a
sejtosztodasban és differenciacidban, szabalyozhatjadk az endometrium valaszkészségét, az
embrio implantaciét valamint szenzoros ideg-immun interakciokat kozvetithetnek [43].
Irodalmi adatokat alapjan feltételezziik [77,210,213,214], hogy az endometrium sejtekben
Osztrogén hatasara bekovetkezd periférias szenzitizacid és receptor aktivacio IL-1a, IL-1B, NO,
PGE>, P-anyag, IL-8 ¢és matrix metalloproteinaz-1 felszabadulasahoz vezet, melyek szerepet
jatszanak a szovet reproduktiv, reparativ és pro-inflammatorikus folyamataiban [215,216] (37.

abra).

A vizsgélataink soran nyert eredmények illeszkednek a tovabbiakban huméan mélyen infiltralo
endometridzis mintakon kapott megfigyelésekhez és mas irodalmi adatokhoz. Az
endometriozis sordan detektdlhatd emelkedett Osztrogénszint hatdsai miatt a két teriilet
Osszekapcsolhatd egymadssal. A TRPA1- és TRPV1 expresszald6 nem-neuralis endometrium
sejtek  valdsziniileg Osztrogén medidlt szenzoros, szekrétoros, gyulladaskelté és

fajdalomkozvetitdé szereppel birnak patoldgids koriilmények kozott. Eredményeink elséként
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bizonyitjak a nem-neuralis TRPA1 és TRPVI1 ioncsatornak Osztrogénfiiggd és MIF-fel
Osszefliggésben allo expresszio-fokozodasat normal patkany endometriumban. Igazoltuk, hogy
az ioncsatornak funkcionalisan aktiv formaban fejez6dnek ki az endometrium sejteken. A MIF
szignifikdnsan megnoveli a TRPA1 és TRPV1 expresszigjat, a kronikus Osztrogénhatas altal
szabalyozott iNOS és IL-1p génexpresszié pedig szerepet jatszhat az endometrialis

homeosztazis kialakitasaban.

2. ATRPA1 és TRPV1 receptorok expresszidja human DIE-ban

PhD dolgozatomban bemutatott eredményeink szolgaltatjak az els6 bizonyitékot a
TRPAI1 receptor jelenlétére normal human endometriumban és a TRPA1 és TRPV1 receptorok
expresszio-emelkedésére DIE 1ézidkban. Az endometridzisra jellemzd viszonylag magas
prevalencia, az érintett betegek rossz életminésége és fertilitasi problémai hivjak fel a
tudomanyos kozosség figyelmét a korképre. A nemzetkdzi egészségiligyi szervezetek a
bizonyitékokon alapul6 orvoslas (Evidence Based Medicine = EBM) keretein beliil ajanlasokat
¢s terapiat dolgoztak ki az endometriozis kezelésére, de ezen erdfeszitések mellett is hianyosak
a betegség kialakulasaval kapcsolatos informacioink. A terapia gyogyszeres és minimal invaziv
sebészeti eljarasokbol épiil fel. A gyodgyszeres terapia célja az 0sztrogén proliferativ hatdsainak
felfiiggesztése, amely az endometriozis 1€zi61 szamara novekedési szignalként szolgalnak.
Sebészeti beavatkozasok alkalmaval a primer diagnozis megerdsitésén tal lehetdség nyilik a
gyulladasos 0sszendvések, a méh ligamentumrendszerének €s malformacidinak korrekcidjara
iS. A lokalis gyulladasos folyamatok kulcsfontossagu szerepet jatszanak az endometridzissal
Osszefiiggd kronikus fajdalom patogenezisében, melynek kialakuldsaért szamos pro-
inflammatoérikus molekula felelés. A TRP receptorokat expresszalo idegi struktarak nemcsak
afferens funkciokkal rendelkeznek, hanem vazoaktiv, pro-és anti-inflammatorikus
neuropeptidek felszabaditasara is képesek [25]. Az értekezésem els6 felében targyalt 6sztrogén
¢s MIF altal szabalyozott nem-neuralis TRPA1/V1 expresszid pedig bizonyitékul szolgél a

receptormiikddések kulcsfontossdgara endometriumszdévetben.

Vizsgalataink soran emelkedett TRPAI1 ¢és TRPVI génexpresziot figyeltink meg
endometridzisos betegek eutopids endometriuméban, amely eredmények 0sszhangban allnak
egyéb kutatasi eredményekkel, melyek soran a TRPV1 expresszi6 lokalis emelkedését figyelték
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meg endometridzis 1ézidkban [31], [33], [71], [217]. A detektalt TRPA1 és TRPV1 fehérje
expresszio-novekedés a rectosigmoid DIE 1éziok sztromadlis €s epitél rétegeiben a receptorok
szenzoros funkcidinak meglétét feltételezik. Egyre tobb bizonyiték tdmasztja ald azt a
hipotézist, miszerint a TRPV1 expresszald idegvégzodések kulcsszerepet toltenek be az
endometridzissal 0Osszefliggd alhasi fajdalom kialakuldsdban (37. abra). Peritonedlis
endometriozisban a TRP receptorok interferalhatnak a gyulladasos peritonealis kornyezettel,
igy novelve a betegek fajdalomérzetét és eldsegitve a kronikus fajdalom 1étrejottét [218]. Liu
¢s munkatarsai funkcionalisan aktiv TRPV1 receptorok jelenlétét irtdk le human endometriozis
mintakbol nyert endometridlis sztroma sejtkultiran, melyen PGEz és TNFa hatdsara emelkedett
TRPV1 mRNS expressziot detektaltak. A nem-neuralis TRPV1 receptort a neuralisnal
alacsonyabb aktivacids kiiszob jellemzi, farmakoldgiai aktivacidjuk hatasara a sejtekbdl NO ¢€s
IL-1B felszabadulas kovetkezik be [32]. Ennek analdgiajara DIE esetében a léziokban
kifejez6d6é TRPV1 receptor aktivalodasanak kovetkeztében is ugyanez a hatas feltételezhetd.
Ezen tilmenden, a pro-inflammatodrikus kaszkad aktivaciojanak eredményeként a nem-neuralis
TRPV1 szenzitizacidja is bekovetkezhet, amely gyulladasos korfolyamatot indukal [219-221].
Endometridzisos betegekben magas COX-2 enzim szint jellemzd mind az eutdpids, mind az
ektopids endometriumban, amely magyardzatot adhat a nem-szteroid gyulladascsokkentd
farmakonok hatasossagara endometriozis-asszocialt alhasi fajdalom kezelésében [222,223]. Az
ektopias endometriumban expresszaloddo TRPV1 receptor aktivalhato COX-2 , NGF és szabad
oxigéngyokok révén is [32,221], [224,225]. Az idegvégzidéseken talalhato TRPA1 és TRPV1
kozott lejatszodo keresztaktivacio és a nem-neuralis receptorok aktivalodasa periférias
szenzitizacid és nocicepcio kialakulasahoz vezet [43], [226,227]. A kialakuld hosszantartd
periférias szenzitizacié olyan kdzponti idegrendszeri valtozasokat indukal, amely magyarazatul
szolgal a betegek korében tapasztalhatd egyénenként is eltérd fajdalomérzet valtozatossagara,
az endometriozis tipusatol és sulyossagatol fliggetlenil [228]. A TRPV1 pozitiv
idegvégzddések aktivaciojanak eredményeként neurogén gyulladds ¢és neuropeptidek
exkrécidja torténik (P-anyag, CGRP) [15]. Ehhez hasonlé folyamat nem-neuralis TRPV1
receptorok aktivacidjanak hatasara is bekovetkezik, mely jelenséget az urotéliumban,
eptéliumban ¢és a halloszorokben is leirtak [32,81,229,230]. A DIE paciensekre jellemzd,
bélrendszert érintd Osszendvések feltételezhetden megndvekedett mechanikai stresszként
jelentkeznek [214], ebbdl adododan, az adhézidk okozta adodod szervi torzulasok kozvetleniil
hozzajarulhatnak a TRPA1 expresszié emelkedéséhez. A DIE 1ézidkban bizonyitottan jelenlévo
reaktiv oxigén oxigénszarmazékok (pl. NO), inflammatoérikus komponensek €s hipoxia szintén

fokozzak a TRPA1 expressziot, illetve aktivaljak a csatornat [214,231]. A stromalis TRPAT és
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TRPV1 immunreaktivitas korrelaciot mutat a DM sulyossagaval, az ektopias epitélsejteken és
makrofagokon kimutatott TRPV1 expresszi6 pedig a dyspareuniaval. A dyschezia erdssége
egyforman korreldl mindkét receptor stromalis &s epitélidlis expresszidjaval. Egyre tobb
bizonyiték tamasztja ala egy ok-okozati viszony jelenlétét az endometridzis és a vizsgalt
fajdalomparaméterek kozott, amely viszcero-viszceralis szenzitizdcids mechanizmusokra és
neurogén komponensekre vezethetd vissza [228,232,233]. Az uterus innervacié tekintetében
osztozik a hiigyholyaggal és a vastagbéllel. [234,235]. Allatmodellekben végzett vizsgalatok
kimutattak, hogy hatsé gyoki ganglionok egy TRPA1/V1 expresszald szubpopulécidja részt
vesz az uterus-rectum, uterus-hugyhdlyag ¢és hagyhdlyag-rectum eredetli neuronokbol
szarmazo ingeriiletek feldolgozasaban [236,237]. Ebbol kovetkezik, hogy az érintett
idegpalyakban bekovetkezo valtozasok a tiinetek atfedéséhez vezethetnek, gerincvel6i szinten
megvalosuld konvergencia, illetve a szervek kozotti szenzitizacios mechanizmusok révén ( pl.
DM, dyschezia, dysuria, I1BS) [238,239]. Patkanyokban intrauterin kapszaicin kezelést
kovetden az als6 htigy utak, mustarolaj hatasara pedig a disztalis colon szenzitizaciojat figyelték
meg [240,241]. Eredményeink alapjan feltételezziik, hogy a DIE lokalisan, a colon TRPA1/V1
expresszalo afferenseinek szenzitiacioja révén neuropeptidek (P-anyag, CGRP) felszabadulédsat
eredményezi, amely végiil neurogén gyulladas és perzisztald fajdalom kialakulasahoz vezet

(37. 4bra).
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patkany uterus human uterus Az endometriumsejtek Osztrogénfiiggo
. TRPA1/V1 -expressziéval rendelkeznek

b \__.//.‘ @
Uy Hozzajarulhatnak a gyulladassal és erds
fajdalommal jaré endometriozis
kialakulasahoz, progressziojahoz.

TRPV1 TRPA1 @
i M ENDOMETRIUM

DIE-ben a gyulladésos folyamatok soran
termelédé  mediatorok  (pl.  HY,
bradikinin, lipoxigenaz termékek, stb.)
aktivaljak/szenzitizaljadk a TRPA1/V1
— FUNKCIONALIS RETEG ioncsatornakat az idegvégzddéseken és
az endometriumsejteken.

4

fajdalmat.

7 A nem-neurdlis és szenzoros TRPA1 és

} BAZALIS RETEG TRPV1 aktiviléddsa révén neurogén

_ gyulladas és periférias szenzitizacio jon
L létre, amely fokozza a progressziot és a
‘ MIOMETRIUM

37. abra: Eredmények 6sszegzése |.: A nem-neuralis TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak szerepe patkany és human

endometriumban, valamint mélyen infiltralo endometriézisban (DIE).

3. A PACAP vizsgalata juh eml6-és tejmintakban, valamint szopds
baranyok plazmajaban

Az anyatejben 1év6 bioaktiv komponensek, immunglobulinok, vitaminok, novekedési
faktorok, citokinek, hormonok és fehérjék biztositjdk az 0jsziilott szamara a megfeleld
tapanyagellatast és a korokozokkal szembeni ellendlld képességet. Kutatdsi eredményeink
szolgaltatjak az elsd bizonyitékot a PACAP expresszidjara laktald juhok emldjében, valamint
kimutattuk, mig a peptidcsalad masik tagja, a VIP nem expresszalodik ebben a szovetben. Az
ujsziilottek bélrendszere kulcsfontossadgu szerepet jatszik a tej Osszetevoinek felszivodasaban,
mivel a benne taldlhato fehérjék nagy része pinocitdzis révén intakt formaban abszorbealddik
tobb fajban is, pl. kéré6dzokben [242], sertésben [243] és kutyaban [244]. Emberben és

ragcsalokban ez azonban minddssze a sziiletést kdvetd par napra korlatozodik. Az anyatej-
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Osszetevok emésztésének hatékonysaga a sziiletést kovetd egy honapon beliil folyamatosan nd,
ebben az iddszakban fOként a passziv immunitds kialakuldsdban szerepet jatszo
immunglobulinok abszorpcioja torténik [245]. Annak ellenére, hogy az anyatejbdl az Gjsziilott
keringésébe keriild6 PACAP mennyisége nem ismert, Szopos baranyok plazmajaban a szopas
utan egy oraval emelkedett PACAP koncentraciét mértiink. Eredményeink a PACAP gyors
felszivodasat valdszintsitik, bar a szopas altal kivaltott endogén PACAP felszabaduldsa sem

zarhato ki.

Ember esetében az anyatej PACAP koncentracidja a laktacios periodus 10. honapjaig konstans
mértékben magas, majd a 11. és 17. honap kozott lecsokken [136]. Tanulmanyok bizonyitjak,
hogy a tehéntej az emberivel nagyjabol megegyez6 mennyiségii PACAP-ot tartalmaz, melynek
jelentdsége kiemelten fontos, tekintve, hogy a forgalomban kaphat6 tapszerek tehéntejalapu
készitmények. A peptid kérddzo allatok tejében (szarvasmarha, juh, kecske) a plazmahoz képes
tizszeres mennyiségben van jelen, amely anyajuhok tejében még emelkedettebb a laktacio elsé
harom honapjaban. Kisérleteink sordn nem figyeltiink meg cirkadian fiiggd PACAP
koncentraciot a tejben és nem talaltunk kiilonbséget a nyaki-és emlévéna PACAP koncentracid
értékeiben sem. Eredményeink alapjan feltételezhetjiik, hogy a tejben mérhetd nagy
mennyiségii peptid részben az emlében 1évé mirigysejtekbol, részben pedig az anyai
keringésbdl szarmazhat (38. abra).

angiogenikus faktorok hatasara kovetkezik be [246]. Ismert, hogy a PACAP befolyasolja a
vaszkularis endotelidlis novekedési faktorok szintézisét, emellett hatdssal van szdmos citokin
¢és kemokin (pl. az amphiregulin, EGF) lokalis expressziojara is [125]. Annak ellenére, hogy a
VIP a prolaktin felszabadulds szabalyozéasan keresztiil kozponti szereppel bir a laktacid
szabalyozasaban, egy korabbi k6zleményt megerdsitve [127] a vizsgalt emlészovetmintakban
nem detektaltunk VIP specifikus mRNS-t egyik korcsoportban sem. Vizsgalataink soran
kimutattuk, hogy a VIP a PACAP-hoz hasonldan nagysagrendekkel magasabb koncentracioban
van jelen a tejben, eredményeinket 6sszegezve tehat feltételezhetjiik, hogy a tejben 1évé VIP az
anyai keringésbdl szarmazik. A kozponti idegrendszerben a PACAP és a VIP részt vesz a
neuronokon, neuroblasztokon ¢€s asztrocitakon BDNF-medialt utvonalon zajlik [136,140]. A
BDNF-et a kdzponti idegrendszeren kivill szamos mas szovetben is leirtak, pl. a 1égutakban és
a bélrendszerben is [247]. Mérési eredményeink konzisztensek Colitti és munkacsoportja

kozleményében leirtakkal, melynek soran a BDNF és NGF, valamint receptoraik expressziojat
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vizsgaltak fiatal, ivaréretlen, valamint tejelé anyajuhok eml6jében [248]. Ivaréretlen, valamint
ellés eldtt allo felndtt juhok mintdiban magas BDNF expressziot mértek, amely a laktacid
elérehaladtaval fokozatosan csokkend tendenciat mutatott. Vizsgalatainkban az életkorral
forditottan ardnyos, szignifikains BDNF expresszio-csokkenést detektaltunk, mig a PACAP
expresszio tekintetében nem volt kiillonbség. Ez az eredmény a BDNF potencialis szerepére utal
az eml6 Kkorai fejlédése soran, melynek részletes tisztazasahoz, valamint a PACAP és BDNF
kozott fennallo Osszefiiggések felderitéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Munkdnk soran
specifikus RIA technikaval bizonyitottuk, hogy a PACAP nagy mennyiségben és konstans
modon van jelen juhok tejében (38. dbra). Eredményeinket 0sszegezve feltételezziik, hogy a
tejben 1évo nagyfokia PACAP akkumulacid az anyai vérkeringésbdl torténd infiltracio és emld
peptidtermelésének egyiittes kovetkezménye. Valoszinusitjiik, hogy a szopos baranyok plazma
PACAP38-IR értekének novekedése a tejben 1évé PACAP gyors felszivodasanak
kovetkeztében alakul ki, fontos azonban megjegyezni, hogy a baranyokban szopas hatasara
bekdvetkez6 endogén eredetli PACAP felszabadulasa is szerepet jatszhat a folyamatban (38.
abra). Vizsgalataink 0j perspektivat szolgaltatnak a PACAP szerepének szélesebb kort
feltérképezéséhez illetve a peptid ujsziilottekben illetve tejmirigyben betdltott szerepére

vonatkozoan.
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Fehérje és mRNS szinten is kimutathato.
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A tejben 1év6 PACAP az anyai
vérkeringésb6l és/vagy az emlé
mirigysejtjeibo6l szarmazhat.

) 4

Az 1jsziilott keringésében a szopas
utan egy oraval megemelkedett
PACAP koncentraciéo a tejbdl valo
felszivodas és/vagy a szopas
hatasara bekovetkez6 endogén
termel6dés kovetkezménye lehet.

A

A tejben 1évé PACAP szerepet
jatszhat az  ujszilott  bél-és
idegrendszerének valamint egyéb
szerveinek normalis fejlédésében

c s

38. abra: Eredmények oOsszegzése IL.: Anyajuhok és baranyok plazmajaban és tejében jelen 1évé PACAP

potencialis szerepének Gsszefoglalasa.
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U] EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA ES EGYSEGES ERTELMEZESE

1) Kisérleteink soran els6ként bizonyitottuk funkcionalisan aktiv nem-neuralis TRPA1 és
TRPV1 ioncsatornak expressziojat a MIF-fel osszefiiggésben patkany endometriumban.
DES- és MIF kezelések hatasara szignifikans TRPAL1/V1 expresszio-novekedést detektaltunk.
TRPA1 és TRPVI1 agonista kezelés emelkedett gyulladasos mediator (iNOS és IL-1P)
novekedést eredményezett, amely a vizsgalt ioncsatornak endometriumsejteken at megvaldsulo
jelatvitelét igazolta. Az endometrium sejtek 6sztrogén-fiiggé TRPAL/V1 expressziot mutatnak,
¢s szerepet jatszhatnak 0sztrogén hatasra aktivalodo jelatviteli itvonalak mitkodésében, melyek
szenzoros, szekretoros, gyulladaskeltd és fajdalomkozvetitdé szereppel birnak patologias

koriilmények kozott.

2) Human egészséges és DIE 1ézi6 mintakban elséként irtuk le a TRPA1 és TRPV1
receptorok jelenlétét, valamint kimutattuk, hogy a TRPAl ioncsatorna az
endometridzisos mintikban szignifikansan nagyobb mennyiségben van jelen. DIE 1¢zi6 a
béltraktusban mechanikai és kémiai stimulusok révén szenzitizalhatja a TRPA1 és TRPV1
receptort, amely lokélis neuropeptid felszabadulashoz vezet, ezaltal neurogén gyulladést és

perzisztens fajdalmat idéz eld.

3) A PACAP konstanst médon van jelen juhok plazmajaban, minden vizsgalt
korcsoportban, koncentraciojat a kor jelentésen nem befolyasolja. Juhtejben
nagysagrendekkel magasabb peptid koncentracié mérheté, mint a plazmaban, A tejben
1év6 PACAP akkumulacié az anyai vérkeringésbdl torténd szekrécid ¢€és az emld
peptidtermelésének egyiittes kovetkezménye lehet. Szopos baranyok plazmajaban a szopas utan
1 oraval szignifikans PACAP38-IR ndvekedés mérhetd, melynek kialakulasa PACAP38 gyors
felszivodasanak és/vagy a pepdig szopas hatasara torténd termeldédésének kovetkezménye
lehet. Annak ellenére, hogy a VIP kdzponti szabalyozo szerepe bizonyitott a laktacio soran, az
altalunk vizsgalt kisérletekben az emlészovet €s plazmamintakban nem detektaltunk VIP

expressziot ill. valtozasokat.
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1. fiiggelék: A peptidil-prolil izomeraz-A (Ppia) gén expressziojanak valtozasai (Ct érték) a
vizsgalt 2 ¢életkorban, az alkalmazott kezelések fliggvényében. DES: dietilstilbdsztrol, PROG:

progeszteron, Ovx: ovariektomia.
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miitét idépontjaban (NRS)

. 1. csoport 2. csoport 3. csoport s
Besorolas (n=15) (n=6) (n=6) p érték
Eletkor (év) 33,5442 367462 |S1AE6T
BMI 214433 21,8 +25 26,073
Els6 menstruacio ideje (év) 12,9+ 1,0 13,0+1,3 13,6 £0,8
Ciklus atlagos id6tartama (nap) 293 +1,8 284 +2,4 29,6 £2,8
Menstruaci6 atlagos iddtartama *pmw= 0,0485
(nap) 5,0+£0,9 54+1,3 4,0+ 1,0 #Ds = 0,0377
Ciklus aktualis fazisa

proliferativ (1-14 nap) 7 (46,7%) 6 (85,7%) 4 (57,0%)
szekrétoros (15-28 day) 4 (26,7%) 1 (14,3%) 2 (29,0%)
nincs adat 4 (26,7%) 0 (0,0%) 1 (14,0%)
Graviditas
0 9 (60,0%) 2 (28,6%) 6 (86,0%)
1 6 (40,0%) 1 (14,3%) 1 (14,0%) #pmw = 0,0373
>2 0 (0,0%) 4 (57,1%) 0 (0,0%)
Paritas
0 11 (73,3%) 2 (28,6%) 6 (86,0%)
1 4 (26,7%) 1 (14,3%) 1 (14,0%) #pmw = 0,0373
>2 0 (0,00%) 4 (57,14%) 0 (0,0%)
DM stlyossaga a miitét *F**E*pmw<0,0001
idspontjaban (NRS) 8,7+12 4,3£08 0.0 D - 0,0006
Dyschezia stlyossaga a miitét
idspontjaban (NRS) 6.2+3,7 00 00
Dysuria sulyossaga a miitét
idépontjaban (NRS) 4.0+4,6 0.0 0.0
Dyspareunia sulyossaga a 24428 0.0 0.0

2. fiiggelék: A betegek demografiai eloszlasa és fajdalomparaméterei. A vizsgalatban

résztvevo 0sszes paciens operacioja A Pécsi Tudomanyegyetem Sziilészeti és NOgyogyaszati

Klinik4jan tortént, a mintavételt Dr. Bohonyi Noémi végezte. A kiirettel vett mintdk beosztasa

a kovetkezd: 1-es csoport (n=15): rectosigmoid DIE, stilyos DM-mel kombinalva; 2-es csoport/

kontroll csoport (n=7): fibroid indukalt mérsékelt DM; 3-as csoport (n=6): tubalis eredetii

infertilitas fajdalom nélkil. A Kolmogorov-Smirnov normalitastesztet kovetd statisztikai

analizist normal eloszlas esetében Student’s t-teszttel (pSt) (# p<0.05, ### p<0.001 2. csoport

vs. 3. csoport) nem normaleloszlasnal pedig Mann-Whitney U tesztttel (pmw) (* <0.05, ****

p<0.0001 1. csoprt vs. 3 csoport) végeztiik. Az eredményeket atlagtSEM formaban fejeztiik ki.
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DIE: mélyen infiltrald endometriozis/ deep infiltrating endometriosis; DM: dysmenorrhea;

BMI: testtomeg index, NRS: Numerikus f4jdalomskala.
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PTE AOK Klinikai Orvostudomanyok Doktori Iskola (D94, vezetd: Dr. Kovécs L. Gabor) PhD
hallgatéi kijelentjiik, hogy a Molecular Pain folydiratban 2017-ben megjelent ,,Local
upregulation of transient receptor potential ankyrin 1 and transient receptor potential vanilloid
1 ion channels in rectosigmoid deep infiltrating endometriosis”  (doi:
10.1177/1744806917705564) cimii publikacionkban megosztott els6k szerz6k vagyunk.

Tovabba kijelentjiik, hogy e kozlemény molekuléris biologiai és analitikai része Pohéczky
Krisztina, a klinikai eredményeket felvonultaté része pedig Dr. Bohonyi Noémi PhD
értekezésének részét képezi. Azon részeket, amelyek a masik fél munkéjaban szarmaznak,
azonban az értekezések értelmezhetdsége szempontjabol nélkiilozhetetlenek, az értekezésekben

egyértelmiien elhataroljuk az adott mddszerek és eredmények leirasanal.

Kelt: Pécs, 2017. 06. 19.
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Pohdczky Krisztina Dr. Bohonyi Noémi

Eléttiink, mint tanuik elétt:

Név:i ezt Cectlia Név: Csee .l KATA
Cim: H9u0 S ant\Sune s Pe'c i ult IG/a Cim: §229 ( -ill"’f*t’;l Ve L.U. e/t
Sz.ig. szam: CCCHG 1 RA Sz.ig. szAm: INSERNE .
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