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Rövidítések jegyzéke 

 

5HT2/4: 5-hidroxi-triptamin receptor 2/4 

15d-PGJ2: 15d-PGJ2 [15-deoxy-delta (12,14)-Prostaglanin J(2)] 

AA: arachidonic acid/arachidonsav  

AC: adenilát-cikláz 

ALS: amyotrophic lateral sclerosis/ amiotrófiás laterálszklerózis 

AP-1: aktivátor protein-1 

ATP: adenozin-trifoszfát 

B2: bradikinin receptor 2 

BDNF: brain-derived neurotrophic factor/ agyi eredetű neurotrofikus faktor 

BK1-2: bradikinin receptor 1, 2 

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát 

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

COX-2: ciklooxigenáz-2 

cPLA2: citoszolikus kalcium-dependens foszfolipáz A2 

cpm: counts per minute/ percenkénti beütés szám 

Ct érték: treshold cycle/ küszöb ciklusszám 

CXCR 2/4: CXC kemokin receptor 2/4 

DAB: diamino-benzidin 

DES: dietil-stilbösztrol  

DIE: deep infiltrating endometriosis/ mélyen infiltráló endometriózis 

DM: dysmenorrhea 

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 

DRG: dorsal root ganglion/ hátsó gyöki ganglion 

EBM: evidence based medicine / (tudományos) bizonyítékokon alapuló orvoslás 

EDTA: ethylenediaminetetraacetic acid/ etilén-diamin-tetraecetsavat  
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ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay/ enzimmel kötött immunoszorbens módszer 

ERα: estrogen- receptor aplha/ ösztrogén receptor alfa 

ERβ: estrogen- receptor beta/ ösztrogén receptor béta  

ECS: extracellular solution/ extracelluláris oldat 

Erk1/2: extracellular signal–regulated kinase/ extracelluláris szignál-regulált kináz 

FEPS: familial episodic pain syndrome/ familiáris epizodikus fájdalom szindróma 

FOXO3a: Forkhead box O3 

fura-2 AM: fura-2 acetoxi metilészter  

GI: gasztrointesztinális 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-etánszulfonsav 

HSH: hypomagnesemia with secondary hypocalcemia/ hipomagnezémia másodlagos 

hipokalcémiával 

IC: intracelluláris 

IFN-γ: interferon-γ 

IL-1α: interleukin-1α 

IL-1β: interleukin-1β 

IL-2: interleukin-2 

IL-6: interleukin-6 

IL-8: interleukin-8 

iNOS: inducible nitric-monoxide synthase/ indukálható nitrogén-monoxid szintáz 

IP3: inozitol-trifoszfát 

Jab-1: Jun-aktivációs domén kötő fehérje-1 

KIR: központi idegrendszer 

MAPK: mitogén aktivált protein-kináz 
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MIF: makrofág migrációt gátló faktor 

MKP1: MAP kináz foszfatáz-1 

NADA: N-arachidonoil-dopamin 

NGF: nerve growth factor/idegi növekedési faktor 

NKA: neurokinin A 

NMDA: N-metil-D-aszparaginsav 

NO: nitrogén-monoxid  

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide/ hipofízis adenilát-cikláz aktiváló 

polipeptid 

PACAP38- IR: PACAP38- immunreaktivitás 

PAR2: proteáz-aktivált receptor 2 

PCR: polymerase chain rection/ polimeráz láncreakció 

PG: prosztaglandin 

PGR: prosztaglandin receptor 

PGE2: prosztaglandin E2 

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát 

PI3K: foszfatidilinozitol-3 kináz 

pJNK: c-Jun N-terminális kináz 

PDGF: platelet-derived growth factor/ vérlemezke-eredetű növekedési faktor 

PKA: protein-kináz A 

PKC: protein-kináz C 

PKG: protein-kináz G 

PKR1: prokineticin receptor 1 

PLC: foszfolipáz C 

PLCβ: foszfolipáz Cβ 

Ppia: peptidil-prolil cisz-transz izomeráz-A 

PPP2B: foszfoprotein foszfatáz 2B 
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qPCR: quantitative polymerase chain reaction/ kvantitatív polimeráz láncreakció 

RT-PCR: reverse transcription polymerase chain reaction/ reverz-transzkripciós PCR 

RIA: radioimmunoassay/ radioimmunoesszé 

RPL29: riboszómális fehérje L29 

RTX: reziniferatoxin 

SNPs: single nucleotide polymorphisms/ egy nukleotid polimorfizmus 

TNF-α: tumor nekrózis faktor-α 

TRG: trigeminal ganglion/ V. agyideg agyideg érző ganglionja 

Trk: tirozin-kináz receptor 

TRP: Tranziens Receptor Potenciál 

TRPA1: Tranziens Receptor Potenciál Ankyrin 1 

TRPC alcsalád: Tranziens Receptor Potenciál klasszikus/kanonikus alcsalád 

TRPM alcsalád: Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 

TRPML alcsalád: Tranziens Receptor Potenciál Mukolipin 

TRPN (nompC) alcsalád: Tranziens Receptor „no mechanoreceptor potential C”  

TRPP alcsalád: Tranziens Receptor Potenciál Policisztin  

TRPV1: Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1 

VIP: Vazoaktív intesztinális peptid 
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I. ÁLTALÁNOS BEVEZETÉS, IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 

1. A kapszaicin kutatások története, a kapszaicin-érzékeny érzőideg-

végződések és szerepük gyulladásban, fájdalomban 

 

 A kapszaicin (8-metil-N-vanillil-6-nonénamid, összegképlete C18H27O3N) a Capsicum 

genusba tartozó paprika csípősségéért felelős vegyület, tiszta formában először John Clough 

Thresh izolálta [1]. A kapszaicin kémiai szerkezetét 1919-ben Nelson határozta meg, majd 

kémiai szintézisére 1930-ban került sor [2,3]. A kapszaicin hatásainak tudományos 

megközelítése és részletes leírása magyar kutatók nevéhez fűződik. Hőgyes Endre állapította 

meg, hogy a kapszaicin elsősorban az érzőideg-végződésekre hat [4], ezt követően a kapszaicin 

és receptorának tanulmányozása sokáig igazi magyar kutatás maradt. A II. világháborút 

követően, az 1950-es, 1960-as években Jancsó Miklós kutatásai alapján fény derült arra, hogy 

a kapszaicin kezelés nagy dózisban, illetve ismételt adások során károsítja az érzőideg-

végződéseket, a kísérleti állatok egy idő után elveszítik kapszaicin válaszkészségüket. Ezt a 

jelenséget deszenzibilizációnak nevezzük [5]. A kapszaicin deszenzibilizáció napjainkban is 

szerepet játszik a klinikai gyakorlatban, mivel a magas kapszaicin tartalmú készítmények 

hatékonyak különböző fájdalommal járó állapotokban [6]. Szintén hazánkban született meg az 

a felfedezés, - mely a kapszaicin receptor molekuláris farmakológiájának alapjait jelentette - 

hogy a kapszaicin specifikus receptoron hat [7]. Egy évtizeddel később leírták, hogy a 

reziniferatoxin (RTX) a kapszaicin receptor ultrapotens agonistája, így lehetővé vált 

ligandkötődési kísérletek megfelelő érzékenységű elvégzése [8,9]. Fontos azonban 

megjegyezni, hogy a kapszaicin/RTX deszenzibilizáció nem feltétlenül a receptorok 

aktivitásának csökkenése miatt alakul ki, a jelenség hátterében a kapszaicin receptort 

expresszáló, mérsékelten regenerálódó idegvégződések elpusztulásának is kulcsfontosságú 

szerepe van [10]. A kapszaicin receptort 1997-es klónozása után hamar összefüggésbe hozták 

a hőérzettel és nocicepcióval, amelyet a később létrehozott receptor génhiányos egértörzs 

tanulmányozása is megerősített [11,12], [13]. Gunthorpe és munkatársai a kapszaicin receptort 

molekuláris szerkezete alapján a Tranziens Receptor Potenciál (TRP) receptor családba azon 

belül a Vanilloid csoportba sorolta be, így a receptor TRPV1 nevet kapta [14].  

A TRPV1 élettani szerepének vizsgálata a receptor klónozását követően ismét nagy 

lendületet vett, mikor a TRPV1-et a hátsógyöki-és trigeminális gangliokban [11], majd a 

szenzoros neuronok C-és Aδ-sejtjeiben is kimutatták [12]. Munkacsoportunk megalapítója, 
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Szolcsányi János fektette le az alapjait annak a felsimerésnek, hogy a kapszaicin- érzékeny 

peptiderg érzőideg-végződések hármas funkciót látnak el: egyrészt polimodális nociceptorok, 

amelyek a szenzoros stimulusokat és a fájdalomérzetet továbbítják a test különféle részeiről 

(bőr, ízületek és belső szervek) a központi idegrendszer felé (afferens funkció), másrészt lokális 

és szisztémás efferens funkcióval is rendelkeznek (1. ábra). Lokális efferens hatás során a 

szenzoros neuronokba áramló Ca2+ hatására a végződésekből neurotranszmitterek, pl. P-anyag 

és kalcitonon gén-rokon peptid (CGRP), szabadulnak fel. E lokálisan felszabaduló 

neurotranszmitterek következménye az arteriolák erőteljes tágulata, plazmafehérje-kiáramlás a 

venulákból, valamint a gyulladásos sejtek aktivációja. Az így létrejövő neurogén (steril) 

gyulladás bizonyítottan szerepet játszik néhány betegség, mint pl. a reumatoid artritisz, asztma, 

ekcéma, dermatitisz, migrén és gyulladásos bélbetegségek patomechanizmusában [15]. A 

TRPA1/V1 expresszáló szenzoros idegvégződések aktivációja során szomatosztatin és opioid 

peptidek is felszabadulnak, amelyek a véráramba kerülve a test távolabbi részeire eljutva 

fájdalom-és gyulladáscsökkentő hatásokkal rendelkeznek [16]. Ez a kapszaicin-érzékeny 

érzőideg-végződés szisztémás efferens hatása, melyet "szenzokrin” működésként definiáltak 

[17]. A kapszaicin-szenzitív neuronokban a hípofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid 

(PACAP) expresszióját is kimutatták [18]. Munkacsoportunk bizonyította, hogy az érzőideg-

végződésekből aktiváció hatására PACAP is felszabadul, amely a vérkeringésbe jut. Komplex, 

gyulladáskeltő (értágító, neutrofil-kiáramlás serkentő) és immunsejtműködéseket gátló hatásait 

számos modellben bizonyították. A peptid alapvető gyulladáscsökkentő és neuroprotektív 

hatásaival ellentétben, gyulladás-és fájdalomkeltés irányába is módosíthatja a sejten belüli 

folyamatokat, melyek receptorvariánsokon részben már azonosított, illetve feltételezett 

pleitotróp mechanizmusok révén valósulnak meg [19–22]. Munkacsoportunk írta le először, 

hogy a PACAP gátolja a szenzoros neuropeptidek felszabadulását és a következményes 

neurogén gyulladást [18,23] (1. ábra). 
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1. ábra: A kapszaicin- érzékeny érzőideg-végződések hármas funkciója [24]. CGRP: kalcitonin gén-rokon 

peptid, NKA: neurokinin A, PACAP: hipofízis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid. 

 

2. A TRP receptorok 

 

 A TRP ioncsatornák nem szelektív kation csatornák, melyek a központi-és perifériás 

idegrendszer mellett számos nem-neurális szövetben és sejttípusban expresszálódnak. Sokféle 

exogén és endogén eredetű liganddal aktiválhatók, ligandfüggő tulajdonságaik mellett a 

feszültségfüggő ioncsatornák tulajdonságaival is rendelkeznek [25]. A TRP receptorok 6 

transzmembrán domént tartalmaznak, amelyek homo-vagy heterotetramert alkotva alakítják ki 

a kation csatornát. A pórusformáló régió a két utolsó transzmembrán alegység között található. 

Az amino-és karboxilcsoport intracellulárisan (IC) helyezkedik el, a terminálisok előtt 

váltakozó hosszúságú és szekvenciájú aminosav láncokkal. Ezek az IC régiók olyan 

motívumokat és szekvencia-részleteket tartalmaznak, melyek az aktiválódásban, 

csatornanyitásban játszanak szerepet, valamint a fehérje-fehérje és fehérje-ligand interakciókon 

keresztül a csatorna működését is szabályozzák. A szekvencia és szerkezeti homológia alapján 

7 TRP alcsaládot különböztetünk 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 alcsalád minimum egy tagot tartalmaz, 

egerekben összesen 28, emberben 27-féle TRP ioncsatorna található. Mindegyik TRP csatorna 

kation-szelektív, ezen belül Ca2+ és Mg2+ preferenciával rendelkeznek. A nagymértékű 

aminosav szekvenciabeli diverzitásból adódóan a TRP receptorok számos, részletesen leírt 

szignál-transzdukciós és modulációs folyamatban érintettek. Részt vesznek a G-fehérje 

kapcsolt-és növekedési faktor receptorokon keresztüli jelátviteli mechanizmusokban, a 

fájdalomérzet kialakításában, és a nociceptív afferenseken is központi szereppel bírnak. 

Tanulmányok hívják fel a figyelmet arra, hogy egyes multifaktoriális kórképek kialakulási 

rizikója összefüggésben van a TRP géncsaládot érintő, a promóter vagy kódoló régióban 

jelentkező egy nukleotid polimorfizmussal (single nucleotide polymorphisms= SNPs) [27] (2. 

ábra). 

 

2. ábra: Bizonyítottan rendellenes TRP receptorokhoz köthető betegségek [28]. FEPS: familiáris epizodikus 

fájdalom szindróma, ALS: amiotrófiás laterálszklerózis, HSH: hipomagnezémia másodlagos hipokalcémiával.  
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A TRP receptorok expressziója bizonyított humán és rágcsáló endometriumban, az ösztrogén-

és progeszteron-szinttel összefüggő decidualizáció kapcsán, ahol a TRPC1 expresszió 

fokozódását figyelték meg in vitro körülmények között [29]. A TRPV család egyik tagja, a 

TRPV6 jelen van a luminális és glanduláris epitéliumban, mind emberek, mind rágcsálók 

esetében. A TRPV6 ciklusfüggő expressziós mintázatot mutat, fokozott génexpresszió 

figyelhető meg proliferatív szakaszban, illetve ösztruszban, melyet ösztrogéndominancia 

jellemez [30,31]. A TRPV1 receptort 2012-ben leírták humán endometriózis mintákból 

származó endometriális sztróma sejtkultúrán, funkcionalitását receptoraktivációs 

vizsgálatokkal is bizonyították a sejtek felszínén [32]. A TRPA1 a TRPV1-gyel jelentős 

kolokalizációt mutat szenzoros neuronokon, azonban endometriumbeli expressziójára kevés 

adat áll rendelkezésre. Krónikus kismedencei fájdalomban a nem-neurális TRPV1 és TRPA1 

immunpozitivitás emelkedését írták le peritóneumban, emellett a TRPV1 mRNS 

expressziójának emelkedését az ektópiás endometriumsejtekben [33]. Endometriózis mintákból 

származó strómasejeteken (prosztaglandin E2) PGE2 és tumor nekrózis faktor α (TNFα) kezelés 

hatására bekövetkező TRPV1 expresszió-fokozódás szintén az extraneurális expresszió tényét 

támasztja alá [34]. 

 

2.1. A TRPV1 és TRPA1 receptor 

 

A TRPV1 olyan polimodális szenzor funkciójú ioncsatorna, amely számos fizikai vagy 

kémiai ingerrel aktiválható. A TRPV1 receptor 838 aminosavból álló, 95 kDa molekulatömegű 

fehérje, 6 β-redő szerkezetű transzmembrán domén építi fel [11]. A csatornarégiót az 5. és 6. 

alegység közötti intracelluláris, hidrofób hurok alkotja. Ezek a struktúrák a membránban négy 

egységből álló tetramerré rendeződve nem-szelektív kation csatornát alkotnak (3. ábra). A 

patkány TRPV1 receptor bázisszekvenciája 92%-os homológiát mutat humán megfelelőjével 

[35,36].  
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3. ábra: (A) A TRPV1 receptor szerkezete a sejtmembránban. A képen a membránba ágyazott TRPV1 

szerkezete látható [37]. A csatornát a TRPV1 tetramerek alkotják (különböző színekkel jelölve). (B) A TRPV1 

háromdimenziós szerkezetének elhelyezkedése a plazmamembránban. [38]. 

 

A TRPV1 és a TRPA1 receptorok aktivációja hasonló módon zajlik: a csatorna megnyílásával 

a sejtbe Na+- és Ca2+-ionok áramlanak, melyet a K+-ionok sejtből való kiáramlása követ. Az 

intracelluláris Na+ koncentráció emelkedése következtében depolarizáció és tovaterjedő akciós 

potenciál alakul ki a neuronális struktúrákon, melynek következménye a fájdalomérzet. A Ca2+-

ionok beáramlása elsősorban az idegvégződésekben tárolt szenzoros neuropeptidek 

felszabadulásához vezet, emellett fontos szerepe van a neuronok deszenzibilizációjához vezető 

jelátviteli útvonalak bekapcsolásában is [39]. A TRPV1 receptor elsőként tanulmányozott, 

legismertebb aktivátora a kapszaicin, ezen kívül azonban sokféle növényi eredetű vanilloid 

struktúrájú vegyület aktiválja a csatornát. Ilyen aktivátorok pl. a marokkói kutyatejfélében 

(Euphorbia resinifera) található reziniferatoxin (RTX), a feketeborsban (Piper nigrum) lévő 

piperin, a gyömbérben (Zingiber officinale) található zingeron vagy a szegfűszeg (Syzygium 

aromaticum) egyik aktív komponense, az eugenol. A lipofil kapszaicin általi aktivációra 

jellemző, hogy a vegyület átjutva a sejtmembránon, az intracelluláris régió felől közelíti meg a 
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kötőhelyet és így nyitja meg a csatornát [40]. A vanilloid kötőhely a receptor IC oldalán 

található ún. „vanilloid zseb”, amelyet az S3 és S4 transzmembrán domének alakítanak ki [41]. 

A protonok által kiváltott, csatornanyitódást eredményező konformáció változásban a 

pórusformáló régiót összekötő extracelluláris huroknak van szerepe [42]. A fent említetteken 

kívül a TRPV1 receptort endogén eredetű gyulladás- és fájdalomkeltő molekula is képes 

aktiválni (pl. N-arachidonoil-dopamin /NADA, lipoxigenáz termékek, anandamid), vagy a 

perifériás idegvégződésen szenzitizálni (pl. bradikinin, adenozin-trifoszfát/ ATP, idegi 

növekedési faktor/ NGF, tumor nekrózis faktor α /TNFα) [43], [44] (4. ábra). A bradikinin és a 

prosztaglandinok G-fehérje kapcsolt receptoron keresztül, az NGF pedig tirozin-kináz A (Trk-

A) receptoron, intracelluláris jelátviteli útvonalak aktiválásával foszforiláció-indukált 

szenzitizációt okoznak [45]. A TRPV1 receptoron számos foszforilációs hely található a 

protein-kináz A (PKA), protein-kináz C (PKC) és protein-kináz G (PKG) számára, a 

foszforiláció szenzitizálja, míg a defoszforiláció deszenzibilizálja a receptort (6. ábra). A 

deszenzibiláció mértéke befolyásolható a foszfoprotein foszfatáz 2B (PPP2B, kalcineurin) 

gátlásával [46].  

A TRPV1-et nemcsak kémiai, hanem fizikai hatások is aktiválják, ezek közül a legfontosabb a 

fájdalmas meleg inger (> 43°C) [12]. A hőérzékelésben szerepet játszó régiók (N628K, N652T, 

Y653T) mutációja rövidebb nyitási időt eredményez, a kapszaicin-, pH-és feszültség-

érzékenység befolyásolása nélkül [45]. Fontos megemlíteni, hogy egyes nézetek szerint a 

TRPV1 legfőbb aktivátora a hőmérséklet, és a receptorhoz kötődő agonisták jelentős része (a 

pH csökkenés is) csak a receptor megnyílásához szükséges hőküszöböt csökkenti [47]. Az 

utóbbi évek kutatásainak eredményeként felismerték azt is, hogy a TRPV1 lipid környezetének 

is jelentős hatása van a receptor funkcionális tulajdonságaira. A sejtmembrán lipid raftjainak 

eltávolítása bizonyos esetekben (pl. a koleszterin szint csökkentése esetében) szelektíven 

érintette a TRPV1 agonisták hatását, míg más lipid komponensek (gangliozidok) szintjének 

csökkentése ligand független módon csökkentette a TRPV1 aktiválhatóságát [48]. 
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4. ábra: A TRPV1 receptor szerkezete [49]. A piros szakasz a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát (PIP2) és 

Ca2+/kalmodulin által kiváltott negatív regulációban részt vevő konzervált régiót mutatja. Az ábra bal oldalán az 

egyéb receptorok (BK1-2:/bradikinin receptorok, PGR: prosztaglandin receptor, PAR2: proteáz-aktivált receptor, 

5HT2/4: 5-hidroxi-triptamin receptor 2/4, PKR1: prokineticin receptor) aktivációjának eredményeként létrejövő 

TRPV1 szenzitizáció folyamata látható. A színes körök által jelzett aminosav részletek szintén fontos szerepet 

játszanak a receptor finomszabályozásában. Narancssárga: vanilloid kötőhelyek (Y511, S512, L547, T550), kék: 

protein-kináz foszforilációs helyei (S116, T370, S502, T704, S800) és zöld: az alacsony pH általi aktivációért 

felelős régiók (E600, E646).  
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A TRPA1 ioncsatorna nevét a polipeptid lánc N-terminális végén elhelyezkedő 

nagyszámú ankyrin ismétlődésről kapta (emberben ez meghaladja a tizennégyet), melyhez 

kutatási eredmények szerint a receptor mechanikai és kémiai stressz szenzor funkciója köthető 

[50] (5. ábra).  

 

5. ábra: A TRPA1 receptor szerkezete a transzmembrán régiók, Ca2+- kötőhely megjelölésével [51]. 

 

A TRPA1 aktiválódása a TRPV1 receptorhoz hasonlóan történik. A TRPA1 számos exogén és 

endogén liganddal aktiválható, többek közt fájdalmas hideg ingerrel (<17°C), fahéjaldehiddel, 

farnezil-tioszalicilsavval, nikotinnal, hidrogén-szulfid donorvegyületekkel, formalinnal, 

hidrogén-peroxiddal, 4-hidroxinonenallal és akroleinnel [52], [53]. Fontos megjegyezni, hogy 

a receptor hőmérséklettel történő aktivációja evolúciós különbségeket mutat. Gerinctelen 

fajokban és hüllőkben melegre, rágcsálókban hidegre érzékeny, főemlősökben már hőmérséklet 

inszenzitív a csatorna. A mustárolaj (allil-izotiocianát) szelektíven aktiválja a kapszaicin-

érzékeny idegvégződéseket a TRPA1 ioncsatornán keresztül [54], így kizárólag neurogén 

mechanizmussal hoz létre gyulladást [55,56]. A legtöbb TRPA1 aktivátor elektrofil vegyület, 

aktiváló tulajdonságuk annak köszönhető, hogy képesek a receptor N-terminálisán 

elhelyezkedő nukleofil SH-csoportokkal kovalens kötés létrehozására [57]. Az előbb felsorolt 

vegyületeken kívül receptor aktivációt okoznak gyulladás, oxidatív stressz és szövetkárosodás 
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során felszabaduló endogén agonisták is [58]. TRPA1 aktivátorok továbbá a lipid peroxidáció 

és zsírsavanyagcsere termékei, valamint a 15-dezoxi-delta-12,14-prosztaglandin J2, amely 

gyulladásos szignál hatására képződik egy COX enzim által katalizált reakcióban [59]. 

Fiziológiás körülmények között TRPA1 aktivációhoz vezet a hipertonicitás és az intracelluláris 

Ca2+-szint megváltozása is, ez utóbbi a TRPA1 funkciójának szabályozása szempontjából 

központi szereppel bír. Egyrészt a sejten belüli Ca2+ direkt módon képes aktiválni az 

ioncsatornát úgy, hogy az N-terminálisan elhelyezkedő EF-hand doménhez kapcsolódik [60], 

másrészt a beáramló kalcium-ionok képesek potencírozni és deszenzibilizálni a csatornát. 

Számos G-fehérje kapcsolt receptor (GPCR), mint a BK1-2, és a PAR2 TRPA1 szenzitizációt 

okoz [61,62] (6. ábra). 

A TRPA1 a TRPV1-gyel kolokalizációban expresszálódik a peptiderg, afferens Aδ- és C-rostok 

egy alpopulációjában, amelyek sejttestje a hátsó gyöki és a trigeminális ganglionokban, 

valamint a bolygóideg érződúcaiban (ggl. jugulare, ggl. nodosum) található [54,63–65]. A 

TRPV1 receptort expresszáló neuronok 30-50% kifejezi a TRPA1 receptort is, míg a TRPA1 

ritkán található meg TRPV1 nélküli neuronokon [66,67]. Az extreaneuronális expresszió 

tekintetében ugyanez a tendencia figyelhető meg (pl. keratinociták, epitélsejtek) [68]. Mára 

számos, különböző kémiai szerkezetű vegyületről bebizonyosodott TRPA1 antagonizáló 

tulajdonsága, azonban közülük csak néhányat vizsgáltak preklinikai fázisban. Ennek egyik oka 

valószínűleg az eredmények korlátozott transzlációs lehetősége, amely a TRPA1 receptor 

aminosav szekvenciájának fajok közötti eltérésére vezethető vissza [57], [69].  

   

 

2.2. A TRPV1 és TRPA1 receptorok extraneuronális előfordulása, 

expressziója az uterusban és endometriózisban 

 

 TRPV1 receptor nagy mennyiségben megtalálható a hátsó gyöki és a trigeminus 

ganglionokban, azon belül a kis és közepes átmérőjű szenzoros neuronokon [11,12], vagyis a 

vékony mielinhüvelyes (Aδ-) és a mielinhüvely nélküli (C-) rostokkal rendelkező neuronok 

sejttestjein és végződésein [70]. A TRPV1 jelenlétét évtizedekig kizárólag neuronális 

szöveteken feltételezték, az elmúlt években azonban egyre több, nem-neuronális sejttípuson is 

kimutatták. A receptort és splice-variánsait többek között leírták keratinocitákon, 

epidermiszben, hízósejteken, dendritikus sejteken, T-limfocitákon, epitélsejteken, vaszkuláris 
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endotélsejteken, ér simaizomsejteken, az orrnyálkahártya szubmukózus mirigyeiben, az 

urotéliumban, gyomornyálkahártyában, a herékben, pancreasban és a méhben [42] [71]–[72]. 

Az ér simaizomsejteken található TRPV1 receptor aktivációja vazokonstrikciót okoz, melynek 

szerepe a vérnyomás és mikrocirkuláció szabályozásában valószínűsíthető [73]. In vitro 

körülmények között a keratinociták felszínén található TRPV1 aktivációja gyulladáskeltő 

mediátorok felszabadulásához vezet [74]. Ehhez hasonló jelenség figyelhető meg a T-

limfocitákon és hízósejteken expresszálódó ioncsatorna ingerlése során is [75,76]. Az utóbbi 

években a TRPV1 receptor humán endometriózisban történő leírása tovább árnyalta a nem-

neuronális expresszió jelentőségét. Endometriózis eredetű sejtkultúrában strómasejteken PGE2 

és TNFα kezelés hatására TRPV1 expresszió-növekedést tapasztalható, TRPV1 agonista 

hatására pedig NO és IL-1β felszabadulás következik be [71]. Alternatív lehetőséget jelent a 

humán TRPA1 receptort expresszáló transzgenikus állatok használatának lehetősége új 

fájdalomcsillapító vegyület fejlesztése során. 

Endometriózis eredetű krónikus kismedencei fájdalomban emelkedett extraneuális TRPA1 és 

TRPV1 expressziója figyelhető meg a peritóneumban, illetve emelkedett TRPV1 mRNS szint 

detektálható ektópiás endometrium sejtekben. Humán embrionális őssejtekből differenciáltatott 

szenzoros neuronokban 17-β ösztradiol és ösztrogénreceptor-β-szelektív 2,3-bisz(4-hydroxi-

fenil)-propionitril hatására TRPV1 expresszió-növekedés következik be, amely a receptor 

ösztrogénfüggő expresszióját igazolja [33]. A TRPV1 expresszió ösztrogénfüggése 

magyarázatul szolgálhat az endometriózis kezelése során alkalmazott, hormonszupressziót 

követő tünetcsökkenésre endometriózis-asszociált kismedencei fájdalomban.  

A funkcionálisan aktív TRPA1 ioncsatornát leírták továbbá az enterochromaffin sejteken, 

melanocitákon, a hasnyálmirigy béta sejtjein, keratinocitákon [68,78], gyomorban, vékony-és 

vastagbél szöveteiben [79], belső fülben, húgyhólyagban [80], valamint méhben is [81]. A 

TRPA1 patofiziológiás jelentősége, potenciális gyógyszercélpontként történő alkalmazása 

felmerült neuropátiás fájdalom, illetve a légutakat, a kardiovaszkuláris rendszert és a 

bélrendszert érintő akut és krónikus gyulladásos kórképekben [82].  

Annak ellenére, hogy a nem-neurális TRPA1 és TRPV1 fiziológiai/ patofiziológiai szerepe 

tisztázatlan, egyfajta kapcsolat feltételezhető a nem-neurális és neurális TRP receptorok között 

[83,84], így a receptorok a sejt környezetében lévő potenciálisan fájdalmas fizikai és kémiai 

hatások integrátoraként funkcionálnak [45] A bradikin receptor (B2) vagy a proteáz-aktivált 

receptor 2 (PAR2) aktiválódásának következményeként a foszfolipáz-Cβ enzim (PLCβ) a gátló 

foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfát (PIP2) hidrolizálásával és inozitol-trifoszfát (IP3) mediált 

Ca2+ felszabadításával direkt módon képes a TRPA1-et szenzitizálni. A protein-kináz C (PKC) 
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foszforiláció révén szintén szenzitizálja a receptort. Az arachidonsav (AA) metabolizmusából 

származó 15-deoxy-delta (12,14)-prosztaglandin J(2)  (15d-PGJ2) direkt módon képes aktiválni 

a receptort, míg a prosztaglandinok (PGs) szenzitizálják azt. A B2 receptor stimulálja az 

adenilát-ciklázt, amely a ciklikus adenozin-monofoszfát (cAMP) szintjének emelkedését 

okozza a citoszolban, melynek eredményeként az aktivált protein-kináz A (PKA) szintén a 

TRPA1 szenzitiációját váltja ki (6. ábra). 

 

6. ábra: A TRPA1 szenzitizációjában szerepet játszó intracelluláris jelátviteli útvonalak [85]. (B2: bradikinin 

receptor 2, PAR2: proteáz-aktivált receptor 2, PLCβ: foszfolipáz-Cβ enzim, PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-

biszfoszfát,  IP3: inozitol-trifoszfát,  PKC: protein-kináz C, AA: arachidonsav,  15d-PGJ2: [15-deoxy-delta 

(12,14)-Prostaglandin J(2)], PGs: prosztaglandinok,  cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát,  PKA: protein-kináz 

A  

 

3. Szenzoros neuropeptidek és a PACAP 
 

A kapszaicin-szenzitív peptiderg érzőideg-végződésekből aktiváció hatására szenzoros 

neuropeptidek szabadulnak fel (pl. CGRP, P-anyag). A CGRP felszabadulása vazodilatáció 

révén lokálisan megemeli a vérátáramlást az érintett területeten, a P-anyag és a plazmafehérje 

neurokinin A (NKA) pedig az érfal permeabilitásának fokozásán keresztül következményes 

plazmafehérje extravazációt és a gyulladásos sejtek akkumulációját (leukocita, makrofág és 

hízósejt) váltja ki. Az így kialakuló összetett folyamatot neurogén gyulladásnak nevezzük. Az 

érzőidegvidegződésekből felszabaduló szomatosztatin és opioid peptidek ezzel szemben 
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gyulladáscsökkentő szereppel bírnak, hatásukat a vérkeringés révén a test távoli pontjain is 

kifejthetik. A szomatosztatin élettani hatásai közé tartozik a növekedési hormon, hasnyálmirigy 

enzimek vagy a kalcitonin felszabadulásának gátlása, de a vaszkuláris simaizom és endotél 

sejtek, gyulladásos és immunsejtek, fibroblasztok és neuronok működését is befolyásolja. Gátló 

szerepet tölt be a neuronális transzmisszióban, ezen kívül megakadályozza az értágulat és 

hízósejt degranuláció létrejöttét, valamint a citokin felszabadulást és a sejtproliferációt. Az 

érzőideg-végződésekből a felsoroltakon kívül egyéb neuropeptidek is felszabadulnak, külön 

kiemelendő a PACAP. Vizsgálataink másik fókuszába ez a neuropeptid került, mivel 

alapvetően gyulladáscsökkentő, neuroprotektív funkcióiról ismert, de a gyulladás, 

fájdalomkeletkezés irányába is komplex módon szabályozza a patofiziológiai folyamatokat a 

továbbiakban ismerettett módokon. 

A PACAP a szekretin-glukagon-vazoaktív intesztinális peptid (VIP) peptidcsalád 

legkonzerváltabb tagja, izolálása 1989-ben történt meg juh hipotalamuszból. Szerkezete 68%-

os egyezést mutat a VIP struktúrájával [86] (7. ábra). Az emlős PACAP különféle 

szignáltranszdukciós útvonalakat képes aktiválni neuronális struktúrákon, többek között 

aktiválja az adenilát-ciklázt (AC), a foszfolipáz C-t (PLC), a mitogén aktivált protein-kinázt 

(MAPK) és mobilizálja az intracelluláris Ca2+-t [19], [87]. Emlősökben a PACAP kétféle 

biológiai formában van jelen: az összes PACAP mintegy 90%-át adja a 38 aminosav nagyságú 

PACAP 1-38, míg a 27 aminosavból álló PACAP 1-27 fragmens kisebb mennyiségben van 

jelen [88]. Annak ellenére, hogy a PACAP-ot rövid plazmafelezési idő, és alacsony stabilitás 

jellemzi, jelentős élettani hatással rendelkezik. A PACAP-ot kódoló gén klónozása és splice- 

variánsainak meghatározása több fajban is megtörtént, köztük egérben és emberben is [119]–

[121]. Felfedezése óta a peptidet a központi-és perifériás idegrendszer mellet számos nem idegi 

struktúrán is leírták. A központi idegrendszerben legnagyobb mennyiségben a hipotalamuszban 

található, emellett expresszálódik az agykéregben, a középagyban, a bazális ganglionokban, a 

hippocampus-ban, a talamuszban és a hipofízisben, valamint a kisagyban is [90]. A perifériás 

idegrendszeren belül kimutatták a fájdalomközvetítő pályarendszerben: a gerincvelő hátsó 

szarvában, hátsó gyöki ganglionban (DRG) és az V. agyideg érző ganglionjaiban (TRG) [91], 

[92]. Számos nem-neuronális szövetben is expresszálódik, többek között a légző rendszerben 

[93–95], a szívben [96], az urogenitális traktusban [97], a hasnyálmirigyben [98], az 

emésztőszervrendszer teljes hosszában [99,100], az endokrin és exokrin mirigyekben [101–

103], valamint humán, patkány és juh emlőben is [104–106] (7. ábra). A PACAP számos 

élettani folyamatban részt vesz, pl. a táplálkozásban, termoregulációban, a cirkadián ritmus és 



21 
 

az alvás szabályozásában [107–109]. A peptid alapvetően neuroprotektív illetve 

gyulladáscsökkentő hatásáról ismert, neurális sejtvédő hatását számos in vitro és in vivo kísérlet 

támasztja alá. A PACAP protektív hatású agyi ischaemia, neurodegeneratív betegségek és agyi 

trauma állatkísérletes modelljeiben is [110–113]. Emellett jelentős, apoptózist gátló 

tulajdonsággal rendelkezik, amely nemcsak neurális, hanem egyéb sejteken (pl. T-limfocitákon, 

preovulációs tüsző és tüdő alveoláris sejteken) is bizonyított [114–116]. A PACAP sejtvédő 

hatását az antiapoptotikus fehérjék expressziójának növelésén, valamint a proapoptotikus 

faktorok és számos hősokk fehérje aktivitásának csökkentésén keresztül fejti ki [19].  

 

 

7. ábra: A PACAP előfordulása az emlős szervezetben. GI traktus: gasztrointesztinális traktus. 

A PACAP hatását a szervezetben G-protein kapcsolt receptorokon fejti ki, melyeknek két fő 

típusa a PAC1 és a VPAC receptorok (8. ábra). A VIP és PACAP receptorok közül először a 

VPAC1-t, majd később a VPAC2-t írták le [117,118]. A PACAP specifikus receptora a PAC1, 

melyhez a VIP-nél 2-3 nagyságrenddel nagyobb affinitással kötődik, míg a két neuropeptid a 

VPAC receptorokhoz hasonló kötődési hajlamot mutat. A PAC1 receptor mind Gs mind Gq 



22 
 

proteinekkel kapcsolódhat, míg a Gs révén az AC-n, addig a Gq protein keresztül a PLC-n 

keresztül megvalósuló jelátviteli útvonalat aktiválja. A VPAC receptorok két alaptípusát 

szekretinhez és heloderminhez mutatatott affinitásuk alapján különböztetjük meg. A VPAC1 a 

szekretinnel, míg a VPAC a heloderminnel mutat nagyobb kötődési hajlamot [119]. Mindhárom 

receptornak számos splice-variánsa ismert, a legnagyobb számú, több mint tíz splice-variánssal 

a PAC1 receptor rendelkezik [120]. 

 

8. ábra: A PACAP, VIP és receptoraik szerkezete. A: a PACAP elsődleges szerkezete; B: a PACAP sematikus 

szalagmodellje; C: a PAC1 receptor extracelluláris doménjének kristályszerkezete; D: a VIP NMR structúrája az 

N-cap motívummal; E: a VPAC1 receptor extracelluláris doménjének kristályszerkezete; F: a VPAC2 receptor 

extracelluláris doménjének kristályszerkezete.  

 

A PACAP receptorai széles körben előfordulnak a szervezetben a központi és perifériás 

idegrendszerben, valamint nem-neuronális sejtekben, pl. endokrin mirigyekben, a gonádokban, 

a placentában, a nyirokszervekben és az emésztőrendszerben. VPAC receptorok mutathatók ki 

a tüdőben, a belekben, a hasnyálmirigyben, a mellékvese kéregállományában, a herében, az 

ováriumban, a lép és a vese területén [117,121,122].  
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3.1. A PACAP szerepe a szervezet folyadéktereiben 

 

A PACAP szöveteken, szerveken túlmenően a szervezet nem-sejtes kompartmentjeiben is jelen 

van, amely arra utal, hogy a peptid számos további élettani és kórtani folyamatot befolyásolhat. 

PACAP detektálható a gerincvelői folyadékban, emberi és állati vérplazmában, 

tüszőfolyadékban és mind állati, mind emberi eredetű tejben [106,123–125]. A peptid 

kutatásának egyik alaposan vizsgált területe a plazma PACAP szintjének terhesség alatt történő 

változása, valamint a neuropeptid koncentrációjának anyatejben történő alterációja a szoptatás 

során. Várandósság alatt a második és a harmadik trimeszterben az anyák plazmamintáiban 

szignifikánsan magasabb PACAP koncentráció detektálható, mint az első trimeszterben illetve 

nem terhes nőkben. A placentában és egyéb anyai szervekben az átlagosnál nagyobb mértékű 

peptidszintézis folyik, és ezzel összhangban növekszik a placenta PACAP tartalma is a 

terhesség előrehaladtával [126]. Bizonyított, hogy a PACAP nagyságrendekkel magasabb 

koncentrációban van jelen az anyatejben, mint a laktáló szervezet (ember vagy állat) 

plazmájában, emellett a peptidet, valamint receptorát (PAC1) az emlő szöveteiben is leírták, 

mind laktáló, mind nem-laktáló mintákban [106]. A VIP esetében ugyanez a tendencia 

figyelhető meg, és e neuropeptid esetében PCR vizsgálatok kimutatták, hogy mivel mRNS-e az 

emlőben nem detektálható, a tejbe kerülő VIP az anyai keringésből származhat [127].  

Alapvetően az anyatej biztosítja a csecsemő számára a megfelelő tápanyagellátást és 

kórokozókkal szembeni védekező mechanizmusok első vonalát. Amennyiben azonban az 

anyatejes táplálás nem megoldható, a csecsemő tápanyag ellátást állati eredetű, tejalapú 

készítmények adásával helyettesítik. A kereskedelmi forgalomban kapható tápszerek tehéntej 

alapúak, melyek összetételét úgy alakították ki, hogy az anyatejhez hasonló legyen (a tehéntej 

több proteint tartalmaz, valamint a kazeinek és az egyéb tejsavó fehérjék aránya eltérő). 

Általánosságban elmondható, hogy az állati tej összetételét az állat fajtája, a takarmányozási 

forma, valamint a környezet is nagyban befolyásolja. Nagy mennyiségben tartalmaz különféle 

peptideket és fehérjéket, hormonokat, vitaminokat és növekedési faktorokat [128], 

antimikrobiális hatású anyagokat és immunglobulinokat [129]. A juh-és kecsketej a többi tejhez 

képest kiemelkedően nagy mennyiségben tartalmazza a fentebb felsorolt bioaktív anyagokat, 

valamint nukleotidokat és ribonukleozidokat is [130]. Egyes növekedési faktorok közvetlenül, 

módosítás nélkül jutnak át az anyai keringésből a tejbe, mások az emlő mirigyeiben 

termelődnek, mint pl. az epidermális növekedési faktor (EGF), inzulin-szerű növekedési faktor, 

a prolaktin (PRL) és a gonadotropin relasing-hormon (GnRH) [131]. Az eddig megismert, 
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anyatej összetételére vonatkozó mérési eredmények alapján arra lehet következtetni, hogy a 

felsorolt anyagok mellett a PACAP nemcsak közvetlenül az újszülött bélrendszerének, de 

felszívódva és a keringésbe jutva, egyéb szerveinek megfelelő fejlődéséhez is elengedhetetlen, 

emellett feltételezhetően lokálisan is hat magára az emlőre [125,132–134]. 

 

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

 

A BDNF a neurotrofin család tagja, elsődlegesen az idegsejtek differenciálódásában és 

növekedésében játszik szerepet. A neurotrofinok a p75 neurotrofin-receptoron keresztül, vagy 

tirozin-kináz kapcsolt receptorokon keresztül hatnak (Trk-B) [134]. A család tagjai végső soron 

a MAPK jelátviteli útvonalon keresztül pozitív szignálokat közvetítenek, melynek 

eredményeként sejtnövekedés és fokozott túlélés következik be (9. ábra).  

 

9. ábra: A BDNF kristályszerkezete (A) és a p75 neurotrofin receptorok keresztül lejátszódó jelátviteli 

útvonal sematikus ábrája (B) [135]. Trk: tirozin-kináz. 

 

Annak ellenére, hogy hatásuk főként a központi idegrendszerben (KIR) tanulmányozott, 

multifunkcionális növekedési faktor jellegükből adódóan számos periférián zajló folyamatban 

is érintettek. Expressziójuk és hatásuk bizonyított a bőrben [136], a herében és a petefészekben 



25 
 

[137], a vesében [138] és az emlőben is [139]. Egy friss tanulmány a BDNF laktáció-dependens 

expresszióját írja le juhok emlőjében, ahol a BDNF-et, mint parakrin/ autokrin jelet az 

emlőállomány hormonális stimulációinak eszközeként, és a mikrokörnyezet kialakításában 

résztvevő kulcsfontosságú faktorként említi. A PACAP és a BDNF közötti kapcsolat jól 

dokumentált tény, első leírása Pellegri és munkatársainak nevéhez fűződik, akik megfigyelték, 

hogy kérgi neuronokban és asztrocitákban a PACAP fokozta a BDNF expresszióját, és a 

növekedési faktor N-metil-D-aszparaginsav (NMDA) receptorokon keresztül megvalósuló 

hatását [136]. Számos egyéb publikáció is alátámasztja a BDNF és PACAP közötti kapcsolat 

jelenlétét mind idegi struktúrákon, mind pedig perifériás idegeken [140–142]. A jelenség oka a 

tirozin-kináz receptorok (Trk) működésében keresendő, melyek ismert ligandjaik mellett G-

fehérje kapcsolt receptoron (GPCR) keresztül is keresztaktiválódhatnak. A Trk 

receptoraktiváció ezen formáját leírták az EGF receptor, a vérlemezke-eredetű növekedési 

faktor (PDGF; platelet-derived growth factor) és inzulin szerű növekedési faktor 1 esetében is 

[143,144]. Két GPCR ligandum, az adenozin és a PACAP a Trk receptor aktiválásán keresztül 

képes megnövelni neuronok és patkány pheochromocytoma sejtek (PC-12) túlélését a tirozin 

kináz aktivitás fokozásán és az Akt jelátviteli útvonal stimulásán keresztül [145,146]. A 

PACAP közvetítette transzaktiváció mechanizmusa extraneurálisan is megfigyelhető pl. 

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

 

4. MIF 
 

 Felfedezésekor a makrofág migrációt gátló faktor (MIF) volt az első, in vivo 

kísérletekkel bizonyítottan nem immunglobulin szerkezetű immunmediátor [150,151]. Ebben 

az időszakban írták le, hogy a MIF nemcsak migráció gátlást okoz, hanem képes fokozni a 

makrofágok felszíni adhézióját és a fagocitózist is [152]. A felfedezést követő 25 évben 

azonban alig született publikáció a MIF-fel kapcsolatban. A legfőbb probléma az volt, hogy a 

fehérjét nem tudták elegendő mennyiségben izolálni ahhoz, hogy a szerkezetét megismerve 

elkezdődhessen mesterséges előállítása és ez által szélesebb körű tanulmányozása. A peptid 

klónozására végül 1989-ben került sor [153], a végleges áttörést pedig a fehérje rekombináns 

előállítása jelentette 1993-ban, amely nagy mennyiségű, és tiszta MIF-et szolgáltatott a 

biológiai funkciók vizsgálatához [154].  
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A humán MIF fehérje egy három azonos alegységből felépülő homotrimer (egy monomer 114 

aminosavból áll, molekulatömege 12,5 kDa) [155], [156] (10. ábra). A MIF aminosav sorrendje 

nagymértékben konzerválódott az evolúció során, emlősök között a homológia 90% körüli 

[157], de alacsonyabb rendű élőlények körében is jelentős az egyezés. Ez a tény, valamint a 

MIF univerzális előfordulása az élővilágban azt sugallja, hogy a citokinnek alapvető biológiai 

funkciókban van jelentős szerepe.  

 

10. ábra: A homotrimer szerkezetű humán MIF háromdimenziós szalagmodellje [158]. 

 

A MIF gyulladás során betöltött szerepe igen sokrétű. Makrofágok esetében MIF kezelés 

hatására a migráció elmarad, a sejtek a gyulladás helyén maradnak, fokozódik fagocitotikus 

képességük és hatékonyabban pusztítják az intracelluláris patogéneket [159]. A MIF fokozza 

egyéb gyulladásos citokinek (TNF-α, interleukin-8/ IL-1β, interleukin-2/ IL-2, interleukin/ IL-

6, interleukin/ IL-8, interferon-γ/ IFN-γ) és a mátrix metalloproteinázok expresszióját, fokozza 

a ciklooxigenáz-2 (COX-2) aktivitását és a PGE2 szintjét valamint elősegíti a nitrogén-monoxid 

(NO) felszabadulását [159-162]. A MIF egyrészt receptor-mediált módon, a CD74 sejtfelszíni 

molekulához kötődve kinázok (Erk1/2) aktivációja révén szabályoz, másrészt egyre több 

bizonyíték szól arról, hogy a MIF endocitózissal a sejtbe jutva kötődik a Jun-aktivációs domén 

kötő fehérje-1 (Jab-1) fehérjéhez és inaktiválja azt [162]. A Jab-1 alapvetően a c-Jun 

foszforilációját végzi, melynek a sejtnövekedésben és az aktivátor protein-1 (AP-1) 

aktivációjában van szerepe (az AP-1 számos gyulladáskeltő gén expresszióját eredményezi). A 

MIF és Jab-1 fennálló negatív szabályozás azt sugallja, hogy a MIF-nek nem csupán a 
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gyulladáskeltő hatásai vannak, hanem hatásspektrumának lehet gyulladáscsökkentő része is 

(11. ábra). A MIF-nek számos betegség patogenezisében tulajdonítanak szerepet: endotoxémia 

és exotoxémia [163], [164], késői típusú hiperszenzitivitás [165], glomerulonefritisz [166], 

artritisz [167], transzplantátum kilökődés [168], gyulladásos bélbetegségek [169], akut 

respiratórikus distressz szindróma [170], ateroszklerózis [171], anémia [172], enkefalomielitisz 

[173] valamint tumornövekedés és angiogenezis [174]. A MIF-ről bebizonyosodott, hogy 

szerepet játszik az ez endometrium sejtek proliferációjában  és egyes tanulmányok szerint az 

endometriózis egyik megbízható biomarkere [31], [175].  

 

11. ábra: A MIF által kiváltott szignáltranszdukciós útvonal sematikus ábrája [176]. A MIF extracelluláris 

oldalon kötődik a CD74 és CD44 transzmembrán receptorokhoz, ezzel Src kináz által katalizált foszforilációs 

kaszkádot indít el (ERK1/2, MAPK foszforilálódik). Ez a folyamat az AP1 és PI3K/Akt túlélési útvonal 

aktivációjához, és Ciklin D1 szint emelkedéséhez vezet. CXCR 2/4: CXC kemokin receptor 2/4, MAPK: mitogén-

aktivált protein kináz, MKP1: MAP kináz foszfatáz-1, ERK 1/2: extracelluláris szigál-regulált protein kináz 1/2, 

cPLA2: citoszolikus kalcium-dependens foszfolipáz A2, AA: arachidonsav, pJNK: c-Jun N-terminális kináz, 

COX-2: ciklooxigenáz-2, PGE2: prosztaglandin E2, AP-1: aktivátor protein-1, PI3K: foszfatidilinozitol-3 kináz, 

FOXO3a: Forkhead box O3.  
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A MIF fent szemléltetett szerteágazó pro-és antiinflammatórikus hatásain felül saját 

enzimaktivitással is rendelkezik, amely tulajdonsága miatt citozimnek, vagy szekretált 

enzimnek is nevezik. A MIF tautomeráz reakciójának szubsztrátja lehet fenilpiruvát, p-hidroxi-

fenilpiruvát is, melyek keto-enol tautomeriáját katalizálja a citokin [177]. Annak ellenére, hogy 

katalitikus aktivitásának szerepe nem teljesen tisztázott, feltételezik, hogy az enzimaktivitás 

kismolekulákkal történő gátlása hatékony terápiás lehetőség lehetne egyes autoimmun eredetű 

gyulladásos betegségek gyógyításában.  

 

5. Az endometriózis patomechanizmusa 
 

 Az endometriózis olyan komplex gyulladásos kórkép, amely esetében működő 

endometrium szövet (endometriális mirigyek és sztróma) található a méhűrön kívül. A fejlett 

országokban ez a harmadik leggyakoribb oka a nőgyógyászati eredetű kórházi ápolásnak és a 

vezető oka a méheltávolításnak [178]. Az endometriózissal diagnosztizált betegek életminősége 

jelentősen romlik, összefüggés mutatható ki mind a fogamzó képesség, mind a krónikus 

fájdalom miatt bekövetkező munkából való kiesés tekintetében [179].  

Az endometriózis léziók megjelenési helye szerint beszélhetünk endometriosis interna-ról, 

mikor az elváltozás az uterus falán belül a miometriumban található, ezt adenomyosis-nak 

nevezzük. (12. ábra). Másik fajtája az endometriosis externa (méhen kívül kialakult 

endometriózis) és endometriosis extragenitalis (bármely szerven előfordulhat) kórképekről. 

Endometriosis externa leggyakrabban ovariális (petefészek), rertrocervikális (a méhszáj 

területétől caudalisan), peritoneális (hashártya) és vaginális területeken alakul ki. Az 

endometriózis leggyakoribb tünetei a: dysmenorrhea (DM, súlyos, ciklusos fájdalom, amely a 

kismedencei összenövések és vérzés következménye), dysuria (fájdalmas vizelés), dyspareunia 

(fájdalmas közösülés), dyschezia (fájdalmas székelés) és az infertilitás. Endometriosis 

extragenitalis esetében a beteg beszámolhat ciklussal összefüggő haematuria (véres vizelés) 

vagy rektális vérzés megjelenéséről, amennyiben a hólyag vagy a végbél transmurálisan 

érintett. A betegség megjelenésének ezt a formáját mélyen infiltráló endometriózisnak  (deep 

infiltrating endometriosis/ DIE) nevezzük [180].  
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12. ábra: Az endometriotikus léziók leggyakoribb előfordulási helyei (forrás: www.sensiseeds.com). 

 

Az endometriális léziók kialakulásának okára több teória is született. A legelső, Sampson-teória 

[181] szerint a betegség retrográd menstruáció eredetű, azaz a peritoneális űrbe jutó 

endometrium sejtek túlélése és megtapadása vezet a betegség megjelenéséhez. Ez az elmélet 

azonban csak a peritoneális endometriózist magyarázza, emellett ellentmondás az is, hogy a 

fiziológiásan is végbemenő retrográd menstruáció mindössze a nők 5-10%-ban vezet 

endometriózis kialakulásához [182]. A metapláziás-teória szerint a betegség cölómahám 

eredetű, azaz a cölómahám eredetű metaplasztikus szövetek differenciációja endometriumként 

zárul [183]. Egyes szakemberek a metapláziás-teória egy kibővített formáját, az indukciós 

teóriát tartják elfogadottnak, melynek értelmében a léziók lehetnek menstruációs eredetűek, de 

megtapadásukhoz más, szolubilis faktorok faktor is nélkülözhetetlenek [184].  

Az endometriózis kialakulásában és progressziójában az ösztrogén szerepe bizonyított. A 

betegség menopauzában ritka, posztmenopauzában történő megjelenését exogén 

ösztrogénhatású vegyületek, szelektív ösztrogén receptor modulátor kezelés, vagy ösztrogén 

szubsztitúciós terápia okozhatja. Az endometriózis családi halmozódást mutat, az olyan nők 

esetében, akiknek elsőfokú rokonai között diagnosztizált endometriózis van, tízszer nagyobb a 

betegség gyakorisága [185]. 
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5.1. Az endometriózis osztályozása 

 

A legelterjedtebb osztályozási rendszer a heterotop endometrium szigetek nagysága, 

elhelyezkedése, színe, a betegség súlyossága illetve az összenövések alapján (melyeket 

pontokkal fejezünk ki) négy stádiumot különböztet meg (ASRM osztályozás-Endometriosis 

Classification for Infertility Subcommittee of the American Society for Reproductive 

Medicine). 

I. stádium (minimális, 1–5 pont): a kismedence-peritóneumon szétszórtan, 5 mm-nél kisebb, 

nodusokat nem alkotó elváltozások összenövés nélkül.  

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

a sacrauterin szalagokon, és nodusokat is képeznek. 

III. stádium (mérsékelt, 16–30 pont): kiterjedt, egymással összekapaszkodó implantátumok, 

helyenként csokoládé cisztát képezve, kismedencei összenövésekkel. 

IV. stádium (súlyos, 31–54 pont): extragenitális lokalizáció súlyos összenövésekkel. 

 

5.2. Az endometriózis kezelése 

 

Az endometriózis terápiája a kórkép gyulladásos és hormonális komponensei miatt nagyfokú 

körültekintést igényel. A fertilis korú betegek nagyfokú érintettsége miatt a családtervezés 

kiemelt fontosságú a terápiás döntés meghozatalában. A gyógyszerek közötti választás főleg a 

mellékhatásuktól függ, mivel az endometrózis eredetű fájdalmat hasonló mértékben csökkentik. 

Gyógyszeres terápiában leggyakrabban gesztagéntúlsúlyos monofázisos fogamzásgátló 

tabletta; gesztagének; danasol (napjainkra kiszorult a terápiából a nehezen tolerálható androgén 

mellékhatásai miatt); GnRH analóg-és antagonsita készítmények; antiprogeszteronok  (az 

alapbetegséget nem gyógyítják, a fájdalmat csökkentik); nem szteroid gyulladáscsökkentők (az 

alapbetegséget nem gyógyítják, a fájdalmat csökkentik) folyamatos, vagy időszakos 

alkalmazására kerül sor. A gyógyszeres kezelések célja az ektópiás endometrium atrófiája 

hormonális úton (kivéve a nem szteroid gyulladáscsökkentőket). Valószínűleg nem 

befolyásolják a betegség kialakulásában szerepet játszó alapvető biológiai folyamatokat és nem 

mindig eredményeznek teljes tünetmentességet, gyakori a tünetek visszatérése a kezelés után. 
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Egyes esetekben a kombinált fogamzásgátló készítmények univerzális hatékonyságának 

elmaradása magyarázható az ektópiás endometrium szövet csökkent vagy hiányzó progeszteron 

receptor expressziójával, amely a progeszteronválasz elmaradását és a proliferatív hatások 

túlsúlyba kerülését eredményezi [186].  

A gyógyszerterápia sikertelensége esetében szervmegtartó laparoszkópiás beavatkozás 

választandó, melynek célja az elváltozások és összenövések sebészeti megszüntetése. Az 

elváltozások teljes eltávolítása általában lehetetlen, ugyanis egy részük gyakran nem látható. A 

laparoszkópos beavatkozást követően gyorsabb a felépülés, kevesebb a poszt operatív adhézió 

és szövődmény a laparotómiához képest. Súlyos fokú endometriózis esetén azonban 

szükségessé válhat radikális sebészi beavatkozás. Bél, ureter érintettsége rezekciót tehet 

szükségessé. Sebészeti megoldást választunk, ha a beteg változókorban van, családtervezése 

lezárt, és az endometriózisos elváltozás mindkét petefészket roncsolja [187]. A legjobb 

eredmény a kombinált kezeléstől várható, melynek során először laparoszkópia segítségével 

megtörténik az endometriózisos léziók excíziója illetetve az összenövések oldása. Ezt követően 

3-9 hónapon át tartó GnRH- analóggal történő kezelés következik, majd a kezelés kontroll 

laparoszkópiás vizsgálattal illetve ultrahang-vizsgálattal zárul.  

Általánosságban elmondható, hogy minden gyógyszeres kezelés egyformán hatékony az 

endometriózis kezelésében, tüneteinek javulásáról a betegek kb. 80-85%-a számol be [188]. 

Sajnos előfordul, hogy a gyógyszeres kezelés a léziókat nem szünteti meg, csupán elnyomja 

őket, emellett pedig az eutóp endometrium szövet is inaktívvá válik, amely infertilitáshoz vezet. 
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II. CÉLKITŰZÉSEK 

Kutatómunkám általános célkitűzései a következők voltak: 

1) A TRPA1 és TRPV1 receptorok, valamint a MIF expressziójának és hormonfüggő 

regulációjának vizsgálata patkány endometriumban  

A TRPA1 és TRPV1 receptorokat kimutatták humán eutópiás és ektopiás endometriumban, 

regulációjuk és funkciójuk azonban nem ismert. Ezen túlmenően a női nemi hormonok 

szintjének e receptorokra kifejtett hatását illetően nem állnak rendelkezésre adatok. 

Állatmodellek segítségével lehetőségünk nyílik a szexuális érés során bekövetkező változások 

precíz feltérképezésére, az ösztrogén és gesztagén hatások tisztázására. Célul tűztük ki ezért a 

TRPA1/V1 receptorok expressziójának vizsgálatát mRNS és fehérjeszinten, valamint 

hormonfüggő változásaik feltérképezését a MIF-el összehasonlítva patkány endometriumban. 

 

 

2) A TRPA1 és TRPV1 receptorok vizsgálata DIE-ban 

A megfigyelt hormonfüggő TRPA1 és TRPV1 expresszió-fokozódás fényében felmerült 

bennünk a kérdés, hogy milyen expressziós mintázatot, alterációt mutatnak a vizsgált 

receptorok endometriózisban, illetve hogy milyen klinikai paraméterekkel állnak 

összefüggésben. Ezt a klinikai témát célzó vizsgálatunkat a Pécsi Tudományegyetem Szülészeti 

és Nőgyógyászati Klinikájával együttműködve, Dr. Bohonyi Noémivel közösen végeztük. 

Vizsgálataink során a laboratóriumi kísérletek tervezését, a vizsgált gének expressziójának 

meghatározását, immunhisztokémiai vizsgálatokat jómagam, míg Bohonyi Noémi az orvosi 

csapat tagjaként a klinikai minták gyűjtését, valamint a klinikai-és fájdalomparaméterek 

meghatározását végezte.  

 

 

3) A PACAP meghatározása juhok emlőjében és tejében, valamint plazmájában 

Számos tanulmány adatait alapul véve egyértelművé vált, hogy a PACAP és receptorai 

megtalálhatóak mind humán, mind gazdasági állatok emlőjében és tejében egyaránt. Életkor 

függő expressziós mintázatukkal, valamint a szopást követő PACAP koncentráció változással 

kapcsolatban irodalmi adatok nem ismertek. PhD kutatásom e részében célul tűztük ki a) a 

PACAP koncentrációjának vizsgálatát az idő függvényében szopás után bárányokban; b) a 

plazma PACAP koncentráció összehasonlítását nőstény juhokban, 3 korcsoportban (bárány, 

fiatal felnőtt és idős egyedek); c) a PACAP mRNS-és fehérjeszintű vizsgálatát a fenti három 
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korcsoport emlőmintáiban; d) a PAC1 receptor, a VIP, valamint a BDNF génexpressziós 

szinten történő meghatározását emlőmintákban,  hogy a PACAP szignaliációjához és 

funkcionális jelentőségéhez közelebb jussunk. 

 

 

III. KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

 

1. Mintagyűjtés 
 

1.1. Patkány minták gyűjtése, alkalmazott kezelések 

 

Vizsgálataink során 4 hetes ivaréretlen, valamint 4 hónapos ivarérett nőstény Wistar 

patkányokat használtunk. A patkányok tartása a PTE ÁOK Farmakológiai és Farmakoterápiai 

Intézetének Állatházában, 24–25 ˚C-on, standard rágcsáló táppal és víz ad libitum 

fogyasztásával, 12 órás sötét ciklusban történt. Etikai engedélyszám: BA02/2000-11/2011. 

Mindkét korcsoportból 5-5 egyededet méhviaszban oldott és nyakbőr alá beültetett, 100 µg 

szintetikus ösztrogén analóg dietilstilbösztrolt (DES) tartalmazó implantátummal kezeltük 10 

napon át (DES felszabadulás: ~2 µg/nap). További 5-5 patkány 2 mg szezámolajban oldott 

progeszteront kapott subcutan (s.c.) adással 3 egymást követő napon át. Kombinált kezelés 

során további 5-5 egyed a DES pellett implantációt követő második napon részesült 

progeszteron kezelésben [189]. Az ivarérett nőstények egy csoportjában (n=5) ovariektómiát 

végeztünk, a csökkent nemi hormon szintjének tanulmányozása érdekében. Kontrollként 

placebo kezelt (méhviasz implantátum aktív hatóanyag nélkül, n=5) állatokat használtunk. Az 

alkalmazott in vivo kezeléseket a 13. ábra foglalja össze. 
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13. ábra: Az in vivo alkalmazott kezelések összefoglalása. DES: dietil-stilbösztrol, qPCR: 

kvantitatív polimeráz láncreakció 

 

A minták gyűjtése a kísérleti csoportoktól a kezelések után 10 nappal történt, negatív 

kontrollként placebo kezelt, valamint álműtött egyedek szövetmintáit használtuk. Az állatok 

terminálását túlaltatással végeztük (50 mg/kg tiopentál-nátrium injekció intraperitoneálisan; 

Sandoz, Kundl, Ausztria), ezután történt meg az uterus eltávolítása. Az endometriumot 

elválasztottuk a miometriumtól, majd egy részét RNA-Later oldatba (Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA), másik részét 4%-os paraformaldehid oldatba helyeztük, majd paraffinba ágyaztuk. 
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1.2. Klinikai minták gyűjtése, vizsgálati csoportok 

 

A klinikai minták gyűjtését Dr. Bohonyi Noémi végezte a PTE KK Szülészeti és 

Nőgyógyászati Klinikán.  A klinikai aspektusok bemutatása az ő PhD értekezésének része, jelen 

dolgozatban csak a molekuláris eredmények értelmezéséhez szükséges legfontosabb 

betegadatokat ismertetem. A humán műtéti minták 28 betegtől (kor: 18-45 év) származtak, akik 

2013 és 2014 között álltak kórházi ellátás alatt krónikus DM vagy csökkent fertilitás 

(szubfertilitás) miatt. Etikai engedélyszám: 5816. 

A begyűjtött minták az alábbi csoportokba oszthatók: 

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

2-es csoport/ kontroll csoport (n=7): fibroid indukált mérsékelt DM 

3-as csoport (n=6): tubális eredetű infertilitás fájdalom nélkül 

Kísérletekből való kizárást vont maga után a terhesség, menopauza, hormonális fogamzásgátló 

szedése vagy intrauterin fogamzásgátló eszköz használata a műtétet megelőző 3 hónapon belül, 

endometriózis és méh fibroidok együttes jelenléte, diffúz adenomiózis, egyéb diagnosztizált 

krónikus betegség vagy tumor, illetve akut gyulladásos állapot valószínűsége laboratóriumi 

paraméterek alapján. A vizsgálatban részt vevő összes beteg beleegyező nyilatkozatot írt alá. 

Az általunk kialakított vizsgálati csoportok felosztása a következő: 

1. autológ endometrium [endometriózisos betegek eutópiás endometriuma (n=7)] 

2. DIE lézióból származó ektópiás endometrium (n=15) 

3. egészséges szigmabél fal minta a műtéti rezekciós széltől 5 cm-re (n=15) 

4. méh fibroid miatt műtött DM-ben szenvedő betegek endometriuma [negatív kontroll 

(n=7)] 

5. nem-endometriózis eredetű infertilitás miatt kezelt, de egyéb nőgyógyászati 

panasztól mentes betegek egészséges endometriuma [nőgyógyászati kontroll (n=6)].  

Kísérleteinkhez proliferatív szakaszból származó endometrium mintákat használtunk, a ciklus 

napjának számítása az utolsó menstruáció első napjától kezdődően történt, kalkulációnkat a 

méhnyak vizsgálata is megerősítette. A mintákat kürettel vettük, a rezekciót követően az egyik 

részt azonnal RNA-Later oldatba, a másik részt 4%-os paraformaldehid oldatba helyeztük majd 

paraffinba ágyaztuk.  
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1.3. Juh minták gyűjtése, vizsgálati csoportok 

 

Vizsgálataink során az őshonos cigája juhfajta plazma-, tej-és emlőmintáit használtuk. A 

juhok ugyanarról a tenyésztőtelepről származtak, takarmányozásuk ad libitum történt. Az 

állatok hízlalása egy istállóban, kiscsoportos, mélyalmos tartástechnológiában valósult meg. 

Etikai engedélyszám: 28/2012 DE MAB. 

 

A felhasznált állatokból az alábbi kísérleti csoportokat alakítottuk ki: 

1. A szopással összefüggésben vizsgált PACAP38 immunreaktivitás (PACAP38-IR) 

meghatározásához szükséges vérmintákat 3 hónapos szopós bárányok (n=9) nyaki 

vénájából vettük szopás előtt (t=0) és szopás után 1 (t=1 h), illetve 2 órával (t=2 h). 

Összehasonlításként a bárányok anyjának nyaki-és emlővénájából vért vettünk, illetve 

tejmintát gyűjtöttünk (n=8).  

2. A plazma PACAP és VIP koncentrációjának összehasonlítását, valamint az emlő 

PACAP (mRNS és fehérje), VIP és BDNF mRNS szintű analízisét 3 korcsoportban 

[bárány, fiatal és idős egyed (n=4/ csoport)] végeztük el az állatok emlőmintáiban.   

 

Vérminták gyűjtése 

Mintavétel előtt az érintett bőrfelszínt minden esetben fertőtlenítettük. A mintákat etilén-

diamin-tetraecetsavat (EDTA, 18 mg) és Trasylol™-t (1200 U) tartalmazó hideg Vacutainer® 

(BD Life Sciences, Franklin Lakes NJ, USA) vérvételi csövekbe gyűjtöttük, majd centrifugálást 

követően (200 g 10 percig, majd 2500 g 10 percig, 4ºC-on) a felülúszót (plazma) elválasztottuk 

és felhasználásig -80°C-on tároltuk.  

 

Tejminták gyűjtése 

A vizsgált bárnyok anyajuhaiból származó tejminták esetében, a mintagyűjtést reggel végeztük, 

mindegyik anyaállattól hűtött centrifugacsövekbe 25 ml tejmintát vettünk. A mintákat 

mintavétel után azonnal -80ºC-ra helyeztük. A PACAP38-LI cirkadián változásainak 
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feltérképezése érdekében 4 anyaállatból további tejmintákat gyűjtöttönk (5 ml/ állat/ időpont) 

az előbbiekben részletezett módon, a következő időpontokban: 04:00, 08:00, 12:00, 16:00, 

20:00 és 24:00. 

 

Az állatok leölése és szöveti mintavétel 

A vizsgált gének és a fehérjék szöveti expresszióját juh emlőben poszt mortem vizsgáltuk. Az 

állatok leölése az Európai Únió Tanácsa által elrendelt, az állatok védelméről és kíméletéről 

szóló, 1993. december 22-i 93/119/EK szabályait követve történt. Az állatok mindegyikétől a 

nyaki vénából 10 ml vérmintát vettünk, illetve 1-1 cm3 emlő- (mirigyes komponens) és uterus 

mintát. A szövetminták egy részét RNA-Later oldatba (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 

másik részét natívan először folyékony nitrogénben fagyasztottuk, majd -80°C-on tároltuk. 

 

2. Primer uterus sejttenyészet és az alkalmazott in vitro kezelések 
 

4 hetes nőstény patkányok méheit mélyaltatásban steril úton eltávolítottuk, a mintákat apró 

darabokra vágtuk, majd steril inkomplett (Ca2+ és Mg2+ mentes, pH 7,4) Hank’s- oldatba 

(HBSS) helyeztük, amely kiegészítésként 1 M HEPES-t, 2% antimikotikum/ antibiotikum 

keveréket és 1 M nátrium-hidroxidot tartalmazott. A mintákat 0,1 % kollagenázt és 0,005% 

DNáz I-et tartalmazó 10 ml HBSS-oldatban inkubáltuk 37°C-on 30 percig, majd ezt követően 

0,01% tripszin és 0,005% DNáz I keverékével emésztettük 37°C-on 5 percig. A mintát ezután 

háromszor mostuk HBSS oldatban, majd a sejtek ültetését 8 ml Dulbecco’s Modified Eagle 

Medium [(DMEM), magas glükóztartalmú, 10% újszülött borjú szérum, 2% antimikotikum/ 

antibiotikum keverék és 0,004% kanamycin, 15% idegi növekedési faktor (NGF)] 

hozzáadásával végeztük el 12 lyukú steril tenyésztőedényekben. Vizsgálatainkhoz 7 napos 

szubkonfluens tenyészetet használtunk [190]. A sejttenyészet elkészítéséhez szükséges összes 

vegyszert a Sigma-Aldrich vállalattól szereztük be. 

A primer uterus sejtenyészet egy részét a hetedik napon 18 órán át inkubáltuk fiziológiás 

koncentrációban (200 pM) az ösztrogén-receptor α (ERα) szelektív 17β-ösztradiolllal [191], 

illetve szintén 200 pM koncentrációban az ERα-hoz és az ösztrogén-receptor β-hoz (ERβ) 

hasonló affinitással kötődő DES-sel [192]. A kezelt sejteken receptor aktivációs vizsgálatot 

végeztünk intracelluláris kalciummérés segítségével, majd mérés után a sejteket 15 percig 10%- 
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os tripszin-EDTA oldattal eltávolítottuk a tenyésztőlemezekről, 700 g-n centrifugáltuk 5 percig, 

majd 600 µl RNA-Later oldatban vettük fel a génexpressziós vizsgálatok elvégzésének céljából. 

A felsorolt kísérleti beállításokon kívül DES előkezelt (DES felszabadulás: ~2 µg/nap) és 

placebo kezelt (méhviasz implantátum aktív hatóanyag nélkül) 4 hónapos nőstény patkányok 

felhasználásával is készítettünk a fentebb részletezett módon primer uterus sejtkultúrát. Egy hét 

elteltével a szubkonfluens sejttenyészetet 24 órán át kezeltük 1 µg/µl MIF-el, 330 nM 

kapszaicinnel illetve 3,3 mM formalinnal, majd valós idejű polimeráz láncreakció (qPCR) 

segítségével meghatároztuk a TRPA1, TRPV1, indukálható nitrogén-monoxid szintáz (iNOS) 

valamint az Il-1β génexpresszióját. A kísérleti paradigmát a 14. ábra szemlélteti. 
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3. mRNS expresszió vizsgálata 
 

Az RNS izolálást RNA-Later-ben tárolt mintákból végeztük 1 ml TRI-reagensben 

(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH, USA), a gyártó utasításainak megfelelően. 

Az RNS mennyiségét és tisztaságát Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer V3.5 (NanoDrop 

Technologies, Inc., Wilmington, DE, USA) segítségével határoztuk meg. Ezután a mintákat a 

genomiális DNS eliminálása céljából 1 U DNáz I enzimmel kezeltük 37°C-on 1 órán át. A 

DNáz I emésztést követően, 1 µg tisztított RNS–ből (kivéve patkány uterus sejttenyészet, ahol 

5 ng tisztított RNS átírása történt) cDNS-t szintetizáltunk reverz-transzkripciós PCR 

segítségével (RT-PCR). Patkány endometrium minták esetében RevertAid H Minus First 

Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), patkány uterus primer 

sejtkultúra esetében High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit-et (Applied Biosystems, 

Waltham, MA, USA), humán endometriózis, valamint juh emlő minták vizsgálatához pedig 

Maxima™ First Strand cDNA Synthesis Kit-et (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) 

használtunk.  

A cDNS mintákból a célgének relatív expresszióját Stratagene Mx3000P (Agilent 

Technologies, Santa Clara, CA, USA) qPCR készülékkel határoztuk meg (11. ábra). A mérést 

minden esetben 20 µl reakció térfogatban, 20 ng cDNS, 1x Luminaris Color HiGreen Low ROX 

qPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA), és 0,3 μM primer koncentráció 

alkalmazásával hajtottuk végre. A minták mérése minden esetben három technikai ismétlésben 

történt, referenciagénként patkány endometrium minták és patkány uterus primer sejtkultúra 

esetében esetében a peptidil-prolil-izomeráz A-t (Ppia), humán endometriózis vizsgálatához 

riboszomális fehérje L29-et (RPL29), a juh emlő minták analíziséhez pedig β-aktint 

használtunk. A mérés során végrehajtott disszociációs görbe analízis az amplifikációs reakció 

specifikusságát igazolta. A génexpresszió mértékét a választott referenciagénekhez viszonyítva 

a ΔΔCt metódusnak megfelelően számítottuk [193]. A felhasznált primerek teljes listáját, 

szekvenciáját és NCBI Genebank azonosítóit az 1. táblázat tartalmazza. A qPCR reakció 

specificitását és a keletkezett termékek méretét minden estben agaróz gélelektroforézissel 

ellenőriztük. Ehhez 0,01% GelRed-et (Biotum, Harward, CA, USA) tartalmazó 2,5%-os agaróz 

gélt használtunk, markerként Gene Ruler Low Range szolgált (Thermo Fisher, Waltham, MA, 

USA). A qPCR termékek elektroforézisét 70V-on végeztük 40 percig.  
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4. Immunhisztokémia 
 

 

Patkány uterus minták esetében a paraffinba ágyazott szövetmintákból 4 µm vastagságú 

metszeteket készítettünk, melyeket deparaffinizálás és rehidratálás után pedig antigén feltárás 

céljából citrát pufferben (pH 6) inkubáltunk mikrohullámú sütőben, 750 W-on 3x5 percig. A 

szövetek endogén peroxidáz aktivitását 20 perces 3%-os hidrogén-peroxiddal (H2O2) történő 

kezeléssel gátoltuk. A másodlagos antitest nem specifikus kötődésének megakadályozására a 

mintákat normál kecske szérummal kezeltük 20 percig. Ezután a metszeteket előbb 1:1000-es 

hígításban nyúl poliklonális anti-TRPV1, (Neuromics, Edina, MN, USA), anti-TRPA1 (Abcam, 

Cambridge, UK) és anti-MIF (Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) antitesttel inkubáltuk 1 

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

szekunder antitesttel (Dako-Cytomation, Dako North America, USA) 30 percig. A reakciót 

végül 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmazó diamino-benzidin (DAB) oldattal tettük láthatóvá, 

háttérfestést hematoxilinnel végeztünk [194]. A TRPV1/A1 és MIF immunpozitivitás 

szemikvantitatív szövettani analízisét független patológus segítségével végeztük. Negatív 

kontrollként kezeletlen állatok, elsődleges antitest helyett Tris-pufferben inkubált uterus 

metszete szolgált. Pozitív kontrollként TRPV1-et és TRPA1-et nagy mennyiségben kifejező 

patkány trigeminális glanglionok szövettani metszetét használtuk. A szövettani metszetekről 

nagyfelbontású kamerával (Olympus BX51) digitális képeket készítettünk, majd a TRPV1/A1 

illetve MIF immunpozitivitást szemikvantitatív pontozási rendszer segítségével (0= nincs 

pozitivitás, 1= gyenge pozitivitás a sejtek többségén és mérsékelt fokális festődés, 2= mérsékelt 

pozitivitás a sejtek többségén és erős fokális pozitivitás, 3= erős pozitivitás a sejtek többségén) 

határoztuk meg. A felhasznált antitestek specificitását blokkoló peptid alkalmazásával, 

valamint irodalmi adatok alapján verifikáltuk [195]. 

A humán endometriózis minták immunhisztokémiai vizsgálata során a 4 µm vastagságú 

metszeteket előbb deparaffinizáltuk, majd rehidratáltuk. Az antigén feltáráshoz a metszeteket 

EDTA-ban inkubáltuk 98°C-on 30 percig, majd hagytuk szobahőmérsékleten kihűlni [194]. A 

szövetek endogén peroxidáz aktivitását 20 perces 3%-os hidrogén-peroxidban való 

inkubációval gátoltuk. A másodlagos antitest nem specifikus kötődésének megakadályozására, 

a mintákat normál kecske szérummal kezeltük 20 percig, majd az elsődleges antitesttel 4°C-on 

inkubáltuk egy éjszakán át (TRPV1: GP14100, Neuromics, Edina, MN, USA; TRPA1: 

ab68847, Abcam, Cambridge, UK). Több mosási lépést követően a metszeteket másodlagos, 
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torma-peroxidázzal konjugált anti-tengerimalac (TRPV1; Vectastain Guinea Pig ABC IgG 

HRP Kit, Vectorlabs, Burlingame, CA, USA) és anti-nyúl (TRPA1; EnVision Rabbit HRP Kit, 

Dako-Cytomation, Dako North America, USA) szekunder antitestekkel inkubáltuk 30 percig. 

Végül a reakciót 0,01% hidrogén-peroxidot tartalmazó DAB oldattal tettük láthatóvá, 

háttérfestést hematoxilinnel végeztünk. A TRPV1 és TRPA1 immunpozitivitás mértékét 

szemikvantitatív szövettani pontozással, a kísérletekben részt nem vevő patológusok 

segítségével állapítottuk meg. Negatív kontrollként egészséges endometriumszövet szolgált, 

melyet elsődleges antitest helyett Tris-pufferben inkubáltunk. Pozitív kontrollként TRPV1-et 

és TRPA1-et nagy mennyiségben kifejező humán mienterikus glanglionok szövettani metszetét 

használtuk. A szövettani metszetekről nagyfelbontású kamerával (Olympus BX51) digitális 

képeket készítettünk. A szövettani értékelés során a metszeteket először automata digitális 

metszet szkenner (Pannoramic Midi II, 3DHistech Kft. Magyarország) segítségével teljes 

terjedelmükben digitalizáltuk, majd a TRPV1/A1 immunpozitivitást pontozási rendszerrel (0= 

nincs pozitivitás, 1= gyenge pozitivitás a sejtek többségén és mérsékelt fokális pozitivitás, 2= 

mérsékelt pozitivitás a sejtek többségén és erős fokális pozitivitás, 3= erős pozitivitás a sejtek 

többségén) határoztuk meg. Az analízis során 50 egyedi sejt vizsgálatával szövettani pontszám 

kerül megállapításra (H-pontszám) 0-150 pont terjedelemben. A glanduláris és epiteliális 

komponensek szeparált analízise során végül metszetenként 100 sejt pontozása történt meg. A 

felhasznált antitestek szelektivitását blokkoló peptid használatával verifikáltuk. 

 

5. Intracelluláris kalciumionszint mérés fluoereszcens módszerrel 
 

Vizsgálataink során minden kontroll, DES -és progeszteron előkezelt állatból származó, 

valamint a sejttenyésztés során DES- kezelt primer patkány endometrium sejttenyészet 

esetében ugyanazzal a metódussal történt az intracelluláris fluoreszcens kalciumionszint 

meghatározása [48]. A sejttenyészeteket 1 µM fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM) 

fluorescens kalcium-indikátor festékkel inkubáltuk 37°C-on 30 percig. Az inkubáló oldat (pH 

7,3) összetétele: 122 mM NaCl, 3,3 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 0,4 mM MgSO4, 1,2 mM 

KH2PO4, 25 mM HEPES, 10 mM glükóz. A mérés a festék kalciumion megkötő képességén 

alapul. A fura-2 AM az inkubálció során passzív diffúzióval átjut a sejtmembránon, majd az IC 

térben specifikus észterázok lehasítják róla az acetoxi-metilészter csoportot, ilyen formában a 

vegyület alkalmas szabad kalciumionok megkötésére, azonban nem képes átjutni a membránon. 

A Ca2+-t kötött fluoreszcens festék abszorpciós maximuma (340 nm) eltér a Ca2+-t nem kötött 
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formától (380 nm), így a két hullámhosszon való gerjesztést követően az emittált fény 

intenzitásának hányadosából az intracelluláris Ca2+ szint meghatározható. A festékkel töltött 

endometrium sejteket tartalmazó üveglemezt speciális mérőkádban fluoreszcens mikroszkóp 

(Olympus BX50WI) tárgyasztalra helyeztük. Ezt követően a sejteket 5 percig extracelluláris 

oldattal (ECS) mostuk, amely összetétele (pH 7,3): 160 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 

2mM MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glükóz. A sejeteket a mérés során egy külső perfúziós 

rendszer segítségével folyamatosan ECS-el perfundáltuk. A mérést szobahőmérsékleten 

végeztük, a fluoreszcens képet 20x-os nagyítású vízimmerziós objektív (Olympus LUMPLAN 

FI/x20 0.5 W) és digitális kamera (CCD: SensiCAm PCO) segítségével rögzítettük. A sejtek 

által felvett fura-2 AM 340 és 380 nm hullámhosszúságú fénnyel való alternáló gerjesztését 

kettős monokromátor berendezés biztosította (Polychrome II, Till Photonics). Az emittált fényt 

510 nm-en detektáltuk interferenciaszűrő és fotoelektron sokszorozó segítségével. A két 

hullámhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitás egymáshoz viszonyított arányát megadó ún. 

rációmetrikus értéket (R=F340/F380) az idő függvényében Axon Imaging Workbench 2.2 

szoftverrel határoztuk meg. Az eredmények értékelését a Microcal Origin 7.0. (Originlab Corp. 

Northhampton, USA) szoftverrel végeztük. A sejtmentes területekről nyert adatok 

felhasználásával háttérlevonást végeztünk, a sejtekben az ECS perfúzió alatt detektálható 

rációmetrikus értéket tekintettük R=0 értéknek, amelyhez a tesztoldatok adása folyamán mért 

R értékeket viszonyítottuk. A TRPV1 és TRPA1 receptor tesztelése során a mérést 5 percig 

végeztük. A TRPV1 esetében 330 nM kapszaicinnel, a TRPA1 esetében pedig 3,3 mM formalin 

adásával váltottunk ki receptor aktivációt. A sejtek életképességét 50 mM KCl oldat 

áramoltatásával ellenőriztük.  

 

6. PACAP radioimmunoassay (RIA) 
 

A PACAP38- IR meghatározását plazmában és emlőmintákban PACAP38 specifikus, 

szenzitív radioimmunassay (RIA) módszerrel végeztük, a peptid koncentrációját standard 

kalibrációs görbe segítségével számítottuk [18,196]. A „ab 35342” PACAP38 antiszérumot 

(Abcam, Cambridge, UK) juhok immunizálásával, szintetikus peptid segítségével állították elő, 

amely a PACAP 14 aminosav hosszúságú C-terminális fragmensére specifikus. A RIA standard 

előállításához 8-2000 fmol/ ml koncentrációban szintetikus PACAP peptidet használtunk. 

Szövethomogenizáló segítségével (MICCRA D-15) az emlőmintákból 280 mg-ot 
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homogenizáltunk 2 ml desztillált vízben, amelyhez proteáz inhibitort adtunk (Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA). Homogenizálás után a mintákat 4°C-on centrifugáltuk 600 g 

fordulatszámon, 15 percig. Ezt követően a felülúszót hideg csövekbe gyűjtöttük, majd 4°C-on 

10000 g-n centrifugáltuk 15 percig. A polipropilén RIA csövekbe (Merck, Darmstadt, 

Németország) duplikátumban vagy standardot (100 μl), vagy ismeretlen mintát (50 μl) mértünk, 

emellett 100 μl antiszérumot (hígítás: 1:7500), 100 μl 125I izotóppal jelölt antigént (3000 

cpm/cső), majd az inkubációs elegyet 750 µl RIA pufferrel [0,05 mol/l (pH 7,4) foszfát puffer, 

amely 0,1 mol/l NaCl-ot, 0,25 % (w/v) BSA-t és 0,05 % (w/v) NaN3-t tartalmaz] 1 ml térfogatra 

egészítettük ki. A vér PACAP38 tartalmának megállapításához 2 ml plazmát abszolút alkohol 

és 96%-os ecetsav keverékével inkubáltunk szobahőmérsékleten 30 percig, majd az elegyet 

4°C-on 950 g-n centrifugáltuk 20 percig. A felülúszókat reakciócsövekbe gyűjtöttük és áramló 

nitrogén alatt szárítottuk 6 órán át. A szárított mintát 1 ml RIA pufferben vettük fel, majd az 

elegyet 10000 g-n 15 percig centrifugáltuk. A tejminták esetében 1 ml tejhez 10 µl 96%-os 

ecetsavat adtunk, majd 40°C-os vízfürdőben inkubáltuk 5 percen keresztül. Ezt követően a 

csöveket 4°C-on, 960 g-n 20 percig centrifugáltuk úgy, hogy a cső felső részén homogén 

zsírréteget, középen vizes fázist (savó) és alul kicsapódott fehérje frakciót nyerjünk. A leszívott 

savót ismét 4°C-on, 10000 g-n centrifugáltuk, majd a felülúszóhoz 1 ml RIA puffert adtunk. 

A RIA pufferrel kiegészített mintákat 48-72 órán át inkubáltuk 4°C-on, Ezután az antitesthez 

kötött jelölt antigén frakciót 100 μl szeparáló oldattal (10 g mosott szén/Norit A, Serva), 1g 

dextránt (Serva, molekulasúly: 50000-75000 Da) választottuk el, majd 0,5 g zsírmentes tejport 

és 100 ml desztillált vizet mértünk az elegyhez. A mintákat 4°C-on, 20 percen át 950 g-n 

centrifugáltuk, majd a felülúszót leöntöttük. A szénhez kötött szabad peptidfrakció 

radioaktivitását NZ310 típusú gamma számlálóval határoztuk. Az ellenanyaghoz kötött 

radioaktivitás értékek alapján a kalibrációs görbe segítségével állapítottuk meg az ismeretlen 

mintához tartozó PACAP38- IR-t. 

 

7. VIP kimutatása enzimmel kötött immunszorbens módszer 

segítségével (ELISA) 
 

A VIP kocentráció mértékét bárányok plazmájában a szopással összefüggésben illetve 

anyajuhok plazma és tejmintáiban specifikus ELISA módszer segítségével határoztuk meg 

gyártó utasításainak megfelelően (Sincere™, Sincere Co., Beijing, Kína). Az alkalmazott kit 
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detektálási tartománya 7,8- 500 pg/ml, az esszé érzékenysége <2,0 pg/ml. A plazma és 

tejmintákat 4 °C-on, 950 g fordulatszámon centrifugáltuk 10 percig, majd a felülúszóból 

végeztük az ELISA mérést. Két technikai ismétlésben 10-10 µl plazma illetve tejsavó vagy 

standardot mértünk a lemezre, melyet ezután 90 percig szobahőmérsékleten inkubáltunk. Az 

inkubálás után a lemezt háromszor mostuk 350 µl mosóoldattal, ezt követően 100 µl biotinlált 

anti-juh VIP antitestet mértünk a lemezre (hígítás: 1:100), majd újabb inkubáció következett 

szobahőmérsékleten 60 percen át. Az inkubáció életeltével többszöri mosási lépéseket követően 

a lemezre mértünk 100 µl avidin-biotin-peroxidázt (kit tartozéka) majd 30 perces inkubáció 

következett fél órán át. A színreakciót 100 µl “TMB Color Developing Reagent” hozzáadásával 

váltottuk ki, a lemezt eközben fénytől védett helyen tároltuk. A reakciót fél óra elteltével „TMB 

Stop Solution” segítségével állítottuk le, majd a 450 nm-hez tartozó optikai denzitást Multiskan 

RC microplate reader (Labsystems, Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) segítségével 

határoztuk meg (a referencia hullámhossz 630 nm volt). Az egyes minták VIP koncentrációját 

a standard hígítási sor alapján készített kalibrációs görbe segítségével határoztuk meg. 

 

8. Statisztikai analízis 
 

Az eredményeket átlag± az átlag szórása (SEM) formában fejeztük ki. A mért adatok 

statisztikai eloszlását előzetesen minden esetben Kolmogorov-Smirnov normalitás teszttel 

állapítottuk meg. Amennyiben az adatsor eloszlása eltért a normál elosztásról, úgy a vizsgálati 

csoportok kontroll csoporthoz történő összehasonlításakor Mann-Whitney U-tesztet (humán 

endometriózis minták és juh emlő minták qPCR analízise és juh emlő minták PACAP38-IR 

meghatározása, endometriózisos betegek demográfiai és fájdalomparamétereinek analízise), a 

csoportok egymáshoz való hasonlításakor pedig Kruskall-Wallis többszörös összehasonlító 

próbát (Dunn poszt teszt: hormonkezelt patkányminták szemikvantitatív szövettani értékelése) 

végeztünk. 

Normál eloszlás esetében, a vizsgálati csoportok kontroll csoporthoz történő 

összehasonlításakor a statisztikai vizsgálatot Student t-teszttel (endometriózisos betegek 

demográfiai analízise), többszörös összehasonlítás során egyutas ANOVA-val, majd Dunnett 

post-hoc teszttel (hormonkezelt patkányminták és primer uterus sejtkultúrák qPCR analízise, 

juh tej-és vérminták PACAP38-IR és VIP koncentrációja), illetve Bonferroni 

összehasonlítással (endometriózis szövettani metszetek szövettani pontozása) végeztük.  
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A klinikai paraméterek súlyossága és a DIE szövettani eredmények immunpozitivitása között 

fennálló statisztikai korreláció megállapítását normál eloszlás esetében Pearson (rP) (DM és 

dyschezia) illetve Spearman teszttel (rS) (dysuria, dyspareunia, irritábilis bél szindróma, 

interstíciális cisztitisz) határoztuk meg.  

Az adatok ábrázolását és statisztikai kiértékelését Graph Pad™ Prism 5.0 program segítségével 

végeztük. Minden esetben p <0,05 értékeket tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. 
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IV. EREDMÉNYEK 

1. A TRPA1 és TRPV1 ioncsatornák, valamint a MIF jelenléte és ösztrogén 

kezelés hatására bekövetkező expresszió-változása patkány 

endometriumban 
 

1.1.1. A TRPA1/V1 és MIF mRNS expresszió fokozódása DES előkezelés 

hatására  

 

A vizsgálataink tárgyát képező TRP receptorok, valamint a MIF génexpressziójának 

meghatározását qPCR módszer segítségével végeztük el, mRNS expressziójuk mértékét a Ppia 

referenciagénhez viszonyítottuk. A választott referenciagént stabil, életkortól és hormonális 

állapottól független kifejeződés jellemzi, amely lehetővé tette vizsgálataink során történő 

felhasználását [197] (1. függelék).  

A TRPA1 receptor esetében DES kezelés hatására szignifikáns, 2,5-szeres génexpresszió-

emelkedést mértünk ivaréretlen (15/A ábra), és 8-szoros fokozódást ivaréretlen patkányok 

endometriumában (15/B ábra). A progeszteronkezelés önmagában nem volt hatással a TRPA1 

expresszióra, sőt DES-sel kombinált alkalmazását követően a DES expressziót fokozó hatás 

elmaradását tapasztaltuk (15/A, B ábra). Ovariektómia után enyhe mRNS növekedés 

tapasztalható, ez azonban nem éri a statisztikailag szignifikáns értéket (15/B ábra), emellett 

álműtött egyedeknél sem tapasztaltunk változást (génexpresszió mértéke: 1,21).  

A TRPA1-hez hasonlóan, a TRPV1 receptor esetében is markáns, 5-szörös expresszió-

fokozódást tapasztaltunk ivaréretlen (15/C ábra), és ~ 6,8-7-szeres emelkedést ivarérett 

patkányok endometriumában (15/D ábra). Progeszteronkezelést követően a TRPV1 

expresszióban nem detektáltunk a kontrolltól eltérő változást. DES-sel kombinálva ez esetben 

is elmaradt az ösztrogén analóg vegyület hatására bekövetkező génexpresszió emelkedés. A 

TRPA1 esetében tapasztaltakkal azonos módon sem az ovariektomizált, sem az álműtött 

csoportban nem mértünk szignifikáns TRPV1expresszió-növekedést (génexpresszió mértéke 

alműtött egyedekben: 1,09).  

A MIF esetében DES kezelés hatására kismértékű, ám szignifikáns génexpresszió-fokozódást 

mértünk, amely ivaréretlen patkányok esetében 2,5-szeres, ivarérettekben 1,5-szörös volt (15/E, 

F ábra). Progeszteronnal kombinált adás esetén ez a növekedés a MIF esetében is elmaradt. A 
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progeszteron kezelés önmagában illetve az ovariektómia nem okozott expresszió növekedést. 

Az álműtött csoport génexpressziójának mértéke:1,19. 
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15. ábra: A TRPA1 (A, B), TRPV1 (C, D) receptorok, valamint a MIF (E, F) gének relatív expressziója 

hormonkezelt fiatal (A, C, E) és felnőtt (B, D, F) patkányok endometrium mintáiban (n=5/ csoport). Az 

oszlopok a peptidil-prolil izomeráz-A (Ppia) génhez viszonyított génexpressziós értékeket reprezentálják 

(átlag±SEM), amelyet ΔΔCt módszerrel határoztunk meg. Statisztika: Egyutas ANOVA, Dunnett post-hoc teszt: 

*p <0,05, ***p<0,0001. CTRL: kontroll, DES: dietilstilbösztrol, Prog.: progeszteron, Ovx: ovariektomizált.  
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1.2. A TRPA1/V1 és MIF génexpressziójának változása in vitro DES 

kezelés hatására endometrium sejtkultúrában 

 

A primer endometrium sejtkultúrát 18 órán át inkubáltuk 200 pM DES-sel, melynek végén 

a sejtekből RNS-t izoláltuk, majd qPCR módszerrel meghatároztuk a TRPA1, TRPV1 és MIF 

gének expresszióját. A DES inkubáció hatására a TRPA1 receptor mRNS mennyisége 10-

szeresére, a TRPV1 receptoré 17-szeresére, a MIF-é pedig 5-szörösére emelkedett a sejtekben 

(16. ábra). A szintén 200pM koncentrációjú 18 órás ERα- szelektív 17β-ösztradiol előkezelést 

követően a TRPA1 receptor és a MIF esetében nem detektáltunk génexpresszió-változást 

(16/A, C ábra), míg a TRPV1 mRNS mennysége 5-szörösére emelkedett a sejtekben (16/B 

ábra). 
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16. ábra: A TRPA1 (A), TRPV1 (B) receptorok, valamint a MIF (C) gének relatív expressziója 18 órás 

DES-valamint 17β-ösztradiol kezelés után, patkány primer endometrium sejtkultúrában (n=4/ csoport). 

Az oszlopok a peptidil-prolil izomeráz-A (Ppia) génhez viszonyított génexpressziós értékeket reprezentálják 

(átlag±SEM), amelyet ΔΔCt módszerrel határoztunk meg. Statisztika: Egyutas ANOVA, Dunnett post-hoc 

teszt: **p<0,005, ***p<0,0001. CTRL: kontroll, DES: dietilstilbösztrol. 
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1.3. A TRPA1/V1 és MIF fehérje lokalizációja és hormonfüggő növekedése 

patkány endometriumban   

 

Kezeletlen 4 hetes állatokban minimális TRPA1 immunpozitivitás detektálható az epitél 

rétegben (17/A ábra). Ez a kismértékű pozitivitás DES-kezelt állatokban (17/B ábra) 

emelkedést mutat, a statisztikailag szignifikáns mértéket azonban progeszteronnal kombináltan 

éri el (17/D ábra). A progeszteron kezelés önmagában nem befolyásolja a TRPA1 fehérje 

expresszióját (17/C).  

17. ábra: A TRPA1 receptor fehérje lokalizációja ivaréretlen patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), 

DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitatív értékelés (E). A TRPA1 

immunpozitivitás mértékét (D) szemikvantitatív pontozási rendszerrel állapítottuk meg (n=3 metszet/ állat; n= 5 

állat/csoport). Az értékelés során adott pontszámokat a medián és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) 

ábrázolásával adtuk meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x. Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt 

teszt, p<0,05. 

E 
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Intakt 4 hónapos patkányok esetében gyenge/mérsékelt TRPA1 fehérje expressziót 

detektáltunk, amely főként az epitél rétegre illetve a mirigyek területére lokalizálódott. míg a 

sztrómális sejtek esetében elszórt jelölődés volt megfigyelhető a felszínhez közeli területeken 

(18/A ábra). A DES- (18/B ábra), progeszteron (18/C ábra) és a kombinált kezelés (18/D ábra), 

valamint az ovariektómia (18/E ábra) is szignifikáns expresszió-fokozódást eredményezett az 

epitéliumban és a mirigyek környékén (18/F ábra).  

 

 

18. ábra: A TRPA1 receptor fehérje lokalizációja ivarérett patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), 

DES-kezelt (B) progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizált (E), szemikvantitatív 

értékelés (F) (n=3 metszet/ állat; n=5 állat/csoport). Az értékelés során adott pontszámokat a medián és az 

interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) ábrázolásával adtuk meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x. 

Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05, **p<0,005. 

F 
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Ivaréretlen állatokban esetében a TRPV1 immunpozitivitás mértéke szignifikánsan 

megemelkedett DES-kezelés után a sztrómában és a mirigyekben (19/B ábra), emellett a 

progeszteronkezelés is szignifikáns expresszió-fokozódást eredményezett (19/C ábra). DES-sel 

kombinálva szignifikáns változást nem tapasztaltunk (19/D ábra). 

 

 

19. ábra: A TRPV1 receptor fehérje lokalizációja ivaréretlen patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), 

DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitatív értékelés (E). A TRPA1 

immunpozitivitás mértékét (D) szemikvantitatív pontozási rendszerrel állapítottuk meg (n=3 metszet/ állat; n= 5 

állat/csoport). A Az értékelés során adott pontszámokat a medián és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) 

ábrázolásával adtuk meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x . Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt 

teszt, p<0,05. 

 

E 
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A TRPV1 receptor tekintetében, a 4 hónapos patkányokban gyenge immunpozitivitást 

detektáltunk elsődlegesen a sztrómában és a mirigyek közelében a kontroll csoportban (20/A 

ábra). A DES-, valamint a progeszteron kezelés önmagában fokozta a TRPV1 expresszióját 

(20/B, C ábra), kombinációban adva a szignifikáns emelkedést azonban nem mértünk (20/D 

ábra). Az ovariektómia nem volt hatással a TRPV1 fehérje mennyiségére (20/E ábra).  

 

 

20. ábra: A TRPV1 receptor fehérje lokalizációja ivarérett patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), 

DES-kezelt (B), progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizált (E), szemikvantitatív 

értékelés (F) (n=3 metszet/ állat; n=5 állat/csoport). Az értékelés során adott pontszámokat a medián és az 

interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) ábrázolásával adtuk meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x. 

Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05. 

 

F 
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Ivaréretlen egyedek esetében, kontroll állatokban moderált immunpozitivitást figyeltünk meg 

(21/A ábra). DES kezelés hatására emelkedett MIF expressziót detektáltunk az epitél rétegben 

és a környező sztrómában is (21/B ábra). A statisztikailag szignifikáns értéket progeszteron 

(21/C ábra) és kombinált kezelést követően detektáltuk (21/D ábra). 

 

21. ábra: A MIF lokalizációja ivaréretlen patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), DES-kezelt (B), 

progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D), szemikvantitatív értékelés (E). A TRPA1 immunpozitivitás 

mértékét (D) szemikvantitatív pontozási rendszerrel állapítottuk meg (n=3 metszet/ állat; n=5 állat/csoport). A Az 

értékelés során adott pontszámokat a medián és az interkvartilis terjedelem (25-75 percentilis) ábrázolásával adtuk 

meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x . Statisztika: Kruskall-Wallis teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05. 

 

 

E 
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Ivarérett állatokban, MIF immunreaktivitás tekintetében moderált immunpozitivitást 

detektáltunk a kontroll csoportban (22/A ábra). DES- illetve progeszteron-kezelést követően 

kismértékű expressziófokozódást tapasztaltunk az epitéliumban valamint a sztrómában (22/B, 

C ábra). Statisztikailag szignifikáns fokozódást a progeszteron kezelés hatására mértünk, amely 

a fokális epitélrétegre koncentrálódott (22/C, F ábra).  

 

 

22. ábra: A MIF lokalizációja ivarérett patkányok uterus mintáiban. Kezeletlen (A), DES-kezelt (B), 

progeszteron kezelt (C), DES+progeszteron kezelt (D) és ovariektomizált (E), szemikvantitatív értékelés (F) (n=3 

metszet/ állat; n=5 állat/csoport). Az értékelés során adott pontszámokat a medián és az interkvartilis terjedelem 

(25-75 percentilis) ábrázolásával adtuk meg. Nagyítás mértéke: 200x, inzertek: 400x. Statisztika: Kruskall-Wallis 

teszt, Dunn’s poszt teszt, p<0,05. 

 

F 
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A kísérleti 4 hetes és 4 hónapos állatcsoportok endometriumának vastagságát okulármikrométer 

segítségével határoztuk meg, a mérés adatait a 23. ábra tartalmazza. Az alkalmazott kezelések 

egyike sem okozott szignifikáns változást az endometrium vastagságában, sem ivaréretlen, sem 

ivarérett állatok tekintetében (23. ábra).  

 

 

23. ábra: Az endometrium vastagságának alakulása 4 hónapos (A, C, E) és 4 hetes (B, D, F) patkányokban 

(n=3 metszet/ állat; n=5 állat/csoport). TRPA1 immunfestés: A, B; TRPV1: C, D; MIF: E, F. DES: 

dietilstilbösztrol, PROG: progeszteron, Ovx: ovariektómia. Statisztika: Egyutas ANOVA, Bonferroni post teszt. 
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Az elvégzett immunhisztokémiai jelölések elsődleges antitesttel nem kezelt, negatív 

kontrollként szolgáló metszeteinek mikroszkópos képeit a 24. ábra szemlélteti. 

 

 

24. ábra: A TRPA1 (A, D), TRPV1 (B, E) és MIF (C, F) specifikus immunhisztokémia negatív kontroll 

metszetei 4 hónapos (A, B, C) és 4 hetes (D, E. F) patkányok esetében.  
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1.3.1. A TRPA1/V1 funkcionális vizsgálata patkány primer uterus 

sejtkultúrában 

 

Mind a TRPA1 agonista formalin (3,3 mM), mind pedig a TRPV1 aktivátor kapszaicin (330 

nM) Ca2+-beáramlást eredményezett az endometrium sejtekbe, amely bizonyítja, hogy a sejtek 

felszínén funkcionális receptorok találhatók (kapszaicinnel aktivált sejt mikroszkópos képe az 

aktiválás előtt illetve után: 25/A, B ábra). A válaszadó sejtek aránya a TRPV1 aktiváció során 

10,84% (4 válaszadó sejt 37-ből), TRPA1 esetében pedig 13,5% (5 válaszadó sejt 37-ből) volt. 

A kapszaicin azonnali választ váltott ki, amely 2 perc mosási lépés után is megismételhető volt 

(25/C ábra). Formalin aktiváció során 30-60 másodperc látenciaidő után detektáltunk 

kalciumjelet (25/D ábra).  

 

25. ábra: Reprezentatív felvételek az endometrium sejtekbe történő Ca2+-beáramlásról normál (A) és 

kapszaicinnel aktivált (B) endometrium sejtekről. Eredeti regisztrátumok a TRPV1 aktivátor kapszaicinnel 

(330nM, C) és TRPA1 agonista formalinnal (0,01%/3,3mM, D) kiváltott kalciumjelekről.  
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1.3.2. TRPA1/V1 receptoraktiváció hatása az IL1-β és iNOS génexpresszióra 

endometriumsejtekben 

 

Szubkonfluens sejttenyészetet 24 órán át kezeltük 330 nM kapszaicinnel illetve 3,3 mM 

formalinnal, ezt követően az iNOS (26/A ábra) illetve IL-1β (26/B ábra) gének expresszióját 

qPCR technika segítségével határoztuk meg. TRPV1 agonista kapszaicin hatására az iNOS 

génexpressziója 15-szörösére, az IL-1β expressziója pedig ~10-szeresére emelkedett 

endometrium sejtekben. A TRPA1 agonista formalin kezelést követően mindkét gén esetében 

körülbelül 10-szeres expressziófokozódást tapasztaltunk.  

 

26. ábra: Az iNOS (A) és IL-1β (B) gének relatív 

expressziója endometriumsejtekben 330 nM 

kapszaicinnel és 3,3 mM formalinnal történő 

kezelést követően (n=4/ csoport). Az oszlopok a 

peptidil-prolil izomeráz-A (Ppia) génhez 

viszonyított génexpressziós értékeket 

reprezentálják (átlag±SEM), amelyet ΔΔCt 

módszerrel határoztunk meg. Statisztika: Egyutas 

ANOVA, Dunnett post-hoc teszt: ***p<0,0001. 

iNOS: indukálható nitrogén-monoxid szintáz, IL-

1β: interleukin-1β.  
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1.4. TRPA1/V1 expressziónövekedése primer uterus sejtkultúrájában MIF 

kezelést követően 

 

Kezeletlen és DES-kezelt állatokból származó primer uterus sejtkultúránkat 24 órán át 

inkubáltuk 1 µg/µl kocentrációjú MIF-fel, majd eztkövetően a sejtekből RNS-t izoláltunk és a 

TRPA1/V1 gének expresszióját qPCR módszerrel határoztuk meg. MIF kezelést követően a 

TRPA1 génexpressziója ~3-szorosása emelkedett a primer uterus sejtekben, amely DES 

előkezelt állatok uterus sejtjeiben fokozottabban jelentkezett (~10-szeres expressziónövekedés, 

27/A ábra). A TRPV1 receptor esetében a sejtek MIF-fel történő kezelése önmagában nem 

okozott változást a génexpresszióban, DES-előkezelt patkányok utreus sejtjeiben azonban ~2,5-

szörös expressziófokozódást tapasztaltunk az oldószerrel kezeltekhez viszonyítva (27/B ábra). 

 

27. ábra: A TRPA1 (A), TRPV1 (B) 

receptor gének relatív expressziója 1 µg/µl 

MIF kezelés hatására kezeletlen illetve 

DES-kezelt állatok uterus primer 

sejtkultúrájában (n=4/ csoport). Az 

oszlopok a peptidil-prolil cisz-transz 

izomeráz-A (Ppia) génhez viszonyított 

génexpressziós értékeket reprezentálják 

(átlag±SEM), amelyet ΔΔCt módszerrel 

határoztunk meg. Statisztika: Egyutas 

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

***p<0,001. MIF: makrofág migrációt 

gátló faktor; DES: dietil-stilbösztrol 
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2. A TRPA1 és TRPV1 receptorok expressziója DIE-ban 
 

2.1. A TRPA1/V1 mRNS expresszió-fokozódása DIE lézióban 

 

Mind a TRPA1, mind a TRPV1 receptort detektáltuk mRNS és fehérjeszinten is normál 

humán endometriumban, a detektálási küszöb ciklusszáma (Ct érték) 28-36 volt a qPCR reakció 

során. Rectoszigmoid DIE lézióban szignifikáns, 5-6-szoros TRPA1 mRNS 

expressziónövekést mértünk a kontroll, eutóp endometriumhoz hasonlítva (28/A ábra). A 

TRPV1 receptor tekintetében szintén szignifikáns, 2-szeres génexpresszió-növekedést 

detektáltunk szintén a DIE léziókban, ezen kívül az autológ eutópiás endometrium mintákban 

is emelkedett TRPV1 expressziót mértünk (28/B ábra). A rectosigmoid bélfal illetve a DM 

betegekből származó endometrium minta sem TRPA1 sem pedig TRPV1 mRNS expresszió 

tekintetében nem mutatott eltérést az egészséges mintákhoz képest. 

28. ábra: A TRPA1 (A), 

TRPV1 (B) receptor gének 

relatív expressziója mélyen 

infiltráló endometriózisban 

(DIE). Az oszlopok a 

riboszómális fehérje L29 

(RPL29) génhez viszonyított 

génexpressziós értékeket 

reprezentálják (átlag±SEM), 

amelyet ΔΔCt módszerrel 

határoztunk meg kontroll 

(n=6), eutóp endometrium 

(autokontroll, n=6), intakt 

autológ rektoszigmoid bélfal 

(n=15) és DIE nodulusokban 

(n=15). Statisztika: Mann-

Whitney U-teszt: **p<0,005, 

***p<0,001. CTRL: 

kontroll; auto CTRL: autológ 

kontroll; DM: dysmenorrhea. 
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2.2. A TRPA1 és TRPV1 fehérje lokalizációja és emelkedése DIE 

mintákban 

 

Egészséges endometriumban elszórt TRPA1/V1 immunpozitivitás detektálható a 

sztrómális és epitél sejtekben (29/C és 30/C ábra). DIE mintákban erőteljes intracelluláris 

TRPA1 és TRPV1 expresszió-növekedést detektáltunk (29/D-F és 30/D-F ábra) mindkét 

kompartmentben, emellett a normál endometriumhoz hasonlóan a glanduláris epitéliumban 

található erőteljesen festődés. Néhány ektópiás endometrium mintában a makrofágok és 

endotélsejtek intenzív TRPA1 és TRPV1 immunpozitivitást mutattak, míg a mienterikus 

intramurális ganglionok és plazmociták esetében a TRPA1 immunreaktivitás a TRPV1-nél 

nagyobb mértékűnek bizonyult.  
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29. ábra: A TRPA1 receptor fehérje lokalizációja egészséges eutópiás endometriumban és DIE mintában. 

Negatív kontrollként egészséges endometrium metszetek szolgáltak elsődleges antitest nélkül (A). TRPA1 pozitív 

kontrollként rektális mienterikus ganglion metszetet használtunk (B). Egészséges eutópiás endometrium (C), 

rectosigmoid DIE lézió (D), rectosigmoid DIE lézió, glanduláris komponens (E), sztrómális komponens (F). A D-F 

panelen látható metszetek ugyanattól a betegtől származtak. A háttérfestést eozinnal végeztük. A nyilak a TRPA1 

pozitív területeket jelölik. Nagyítás mértéke: 400x., kivéve D, ahol 200x. 
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30. ábra: A TRPV1 receptor fehérje lokalizációja egészséges eutópiás endometriumban és DIE mintában. 

Negatív kontrollként egészséges endometrium metszetek szolgáltak elsődleges antitest nélkül (A). TRPV1 pozitív 

kontrollként rektális mienterikus ganglion metszetet használtunk (B). Egszséges eutópiás endometrium (C), 

rectosigmoid DIE lézió (D), rectosigmoid DIE lézió, glanduláris komponens (E), sztrómális komponens (F). A D-F 

panelen látható metszetek ugyanattól a betegtől származtak. A háttérfestést eozinnal végeztük. A nyilak a TRPA1 

pozitív területeket jelölik. Nagyítás mértéke: 400x., kivéve D, ahol 200x. 
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Az immunhisztokémiai metszetek szemikvantitatív analízise során számított szövettani 

pontszámok tekintetében szignifikáns TRPA1 immunpozitivitás emelkedést detektáltunk a DIE 

léziók epiteliális területein az egészséges mintákhoz viszonyítva, emellett különbséget mértünk 

DIE léziók strómális és epiteliális kompartmentjei között is (31/A ábra). A TRPV1 receptor 

esetében markáns, körülbelül 10-szeres fehérje expresszió-fokozódást detektáltunk az 

epitéliumban, a sztrómális komponens tekintetében pedig 5-szörös emelkedést detektáltunk a 

kontroll mintákhoz hasonlítva. A TRPA1-hez hasonlóan, a DIE mintákon belül az epiteliális 

TRPV1 expresszió szignifikánsan emelkedettebb volt, mint a sztrómális (31/B ábra). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

31. ábra: TRPA1 (A) és TRPV1 (B) receptor immunreaktivitás szövettani pontszámai (H-pontszám) 

egészséges endometriumban (n=6) és DIE nodulus mintákban n=6). A pontszámokat a medián és az 

interkvartlis terjedelem (25-75 percentilis) ábrázolásával adtuk meg. Statisztika: Mann-Whitney U-teszt,* p <0,05. 

***p <0.001. 
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2.3. A TRPA1/V1 immunpozitivitás korrelációja DIE-asszociált klinikai 

paraméterekkel 

 

Az egyes vizsgálati csoportokba tartozó endometriózisos betegek demográfiai és klinikai 

paramétereinek numerikus fájdalomskálával történő értékelését a Pécsi Tudományegyetem 

Szülészeti és Nőgyógyászati Klinikáján Dr. Bohonyi Noémi végezte, az adatokat a 2. függelék 

tartalmazza.  

A DIE-asszociált fájdalomparaméterek tekintetében, erős pozitív korrelációt detektáltunk a DM 

súlyossága és a strómális TRPA1 (rP=0,85) és TRPV1 (rP=0,96) immunpozitivitás emelkedése 

között. A dypareunia súlyossága szintén pozitív korrelációban állt az ektópiás 

endometriumsejtek (rS=0,88) és peritoneális makrofágok (rP=0.89) TRPV1 pozitivitásának 

emelkedésével. Az epitelális TRPA1 (rP=0,82) és a strómális TRPV1 (rP=0,88) expresszió- 

fokozódás szignifikáns mértékben korrelált a dyschezia súlyosságával. A korreláció analízis 

eredményét a 2. táblázat foglalja össze. 
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3. A PACAP vizsgálata juh emlő-és tejmintákban, valamint szopós 

bárányok plazmájában  

3.1. PACAP38-IR mérése juh plazmában és bárányokban történő 

emelkedése szopás után 

 

A specifikus RIA technikával mért PACAP38 koncentrációja bárányokban szopás előtt 20 

fmol/ml értéket mutatott. Ez a peptid koncentráció a szopást követően egy órával 

szignifikánsan, kb. 1,5-szeresére emelkedett, majd szopás után 2 órával visszatért a kiindulási 

értékhez (32/A ábra). A PACAP38-IR mértéke juh tejmintákban nagyságrendekkel, nagyjából 

10-szer nagyobb volt, mint ugyanazon tejelő anyák nyaki vénájából vett vérmintáiban. A nyaki 

és emlővénából vett vérminták PACAP38 koncentrációi között nem detektáltunk különbséget 

(32/B). A nap különböző időpontjaiban vett tejmintákat eredményeiből kitűnik, hogy a tejben 

lévő PACAP mennyisége független a diurnális ciklustól (32/C ábra). Továbbá eredményeinkből 

kiderül, hogy a plazma PACAP38-IR a különböző korcsoportokban megegyezik, életkorfüggő 

változás a peptid koncentráció tekintetében nem detektálható (32/C ábra).  
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32. ábra: A PACAP38-IR változása (A) szopós bárányok plazmájában szopás előtt (t=0h), szopás után 1 (t=1h), 

valamint 2 órával (t=2h) (n=9/ csoport). PACAP 38-IR mértéke az (B) anyatejjel összehasonlítva anyajuhok nyaki-

illetve emlővénájában (n=8/ csoport), valamint a (C) cirkadián ritmus függvényében (n=4/ csoport). A PACAP 

koncentrációjának alakulása (D) az életkor függvényében (n=4/ csoport). Statisztika: Egyutas ANOVA, ***p< 0,0001 

(A panel ***p< 0,0001 t= 0h vs. t= 1h; ##p<0,005 t= 1h vs. t= 2h) 
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3.2. A PACAP mRNS-és fehérje expressziójának változásai juhemlőben 

 

  A PACAP mRNS expresszióját qPCR-ral, fehérje expresszióját pedig RIA módszerrel 

határoztuk meg 3 hónapos, 3 éves és 10 éves juhok emlőmintáiban. A különböző 

korcsoportokban a génexpresszió tekintetében a PACAP (33/A ábra) nem detektáltunk 

szignifikáns eltérést. A PACAP fehérje expressziója 3 éves juhokban szignifikánsan, 3-

szorosára emelkedett a bárányokhoz képest (33/B ábra) illetve magasabb értéket mutatott idős 

állatokban is, azonban ebben a csoportban az egyes egyedek koncentráció értékei nagyobb 

varianciát mutattak.  

 

 

33. ábra: A PACAP mRNS (A), és 

fehérje expressziójának (B) 

változása 3 hónapos, 3 éves és 10 

éves nőstény juhok emlő 

mintáiban (n=4/ csoport). Az 

génexpressziót reprezentáló 

oszlopok a β-aktin génhez 

viszonyított génexpressziós 

értékeket mutatják (átlag±SEM), 

amelyet ΔΔCt módszerrel 

határoztunk meg. Statisztika: 

Mann-Whitney U-teszt: 

***p<0,0001. 
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3.3. A VIP expressziójának vizsgálata juh emlőben, illetve plazma-és 

tejmintákban 
 

A vizsgált emlőmintákban a PACAP-pal rokon VIP peptid mRNS expresszióját az 

alkalmazott primerek segítségével (1. táblázat) a pozitív kontrollként alkalmazott utreus 

mintákkal ellentétben egyik korcsoport esetében sem tudtuk kimutatni (34. ábra felső panel). 

Az emlő mintákban VIP-specifikus qPCR termékek nem az agaróz gélben nem jelentek meg 

(34. ábra alsó panel). 

 

34. ábra: A VIP mRNS expresszió hiányának kimutatása szemikvantitatív PCR reakcióban, mindhárom 

vizsgálati csoportban. A kísérlet során pozitív kontrollként juh uterus mintát használtunk (felső panel). A mérés 

során kétféle primert teszteltünk [VIP(1) és VIP(2)]. A gélelektroforézis 0,01% GelRed-et (Biotum, Harward, CA, 

USA) tartalmazó 2,5%-os agaróz gélben történt, markerként Gene Ruler Low Range-t használtunk (Thermo 

Fisher, Waltham, MA, USA). A gélkép készítéséhez Vilber-Lourmat Bio-Profil géldokumentációs rendszert 

(verziószám: 97) és BioCaptTM (verziószám: 12.6) használtunk.  
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Bárányok plazmamintáiban a szopás előtt közvetlenül ~20 pg/ml VIP-et detektáltunk. Ez az 

érték a szopást követően egyik időpontban sem változott szignifikánsan (35/A ábra). 

Anyajuhok tejsavójában a PACAP-hoz hasonlóan, szignifikánsan magasabb VIP koncentrációt 

mértünk a tőgy-illetve nyaki vénához hasonlítva (35/B ábra). A plazma VIP koncentrációja az 

életkorral nem változik, hasonló értékeket detektáltunk bárányok illetve fiatal felnőtt és idős 

egyedek esetében (35/C ábra). 

 

35. ábra: A VIP koncentrációjának változása (A) szopós bárányok plazmájában szopás előtt (t=0h), szopás után 1 

(t=1h), valamint 2 órával (t=2h) (n=9/ csoport). A tejsavóban lévő VIP mennyiség (B) az anyajuhok nyaki-illetve 

emlővénájában mért értékekkel összehasonlítva (n=8/ csoport), valamint (C) az életkor függvényében (n=4/ csoport). 

Statisztika: Egyutas ANOVA, **p<0,005, ***p<0,0001.  
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3.4.  A PAC1 receptor és a BDNF génexpressziójának vizsgálata 

emlőben 
 

A PAC1 receptor előzetes várakozásainknak megfelelően mRNS szinten kimutatható volt 

mindhárom korcsoportból származó emlő homogenizátumban (36/A ábra). A relatív receptor 

expresszió nem mutatott szignifikáns eltérést egyik korcsoportban sem. A korcsoportok közül 

a 10 éves állatokban detektáltuk a legmagasabb PAC1 mRNS szintet. A BDNF génexpressziója 

az életkor előrehaladtával fokozatosan csökken, 3 éves állatok emlőmintáiban a bárányokhoz 

képest 30%-os, 10 éves állatokban pedig mintegy 60%-os génexpresszió csökkenést 

detektáltunk (36/B ábra).  

 

 

36. ábra: A PAC1 receptor (A) és 

az agyi-eredetű neurotrofikus 

faktor (BDNF) (B) relatív 

génexpressziójának mértéke 3 

hónapos, 3 éves és 10 éves nőstény 

juhok emlőmintáiban (n=4/ 

csoport). Az oszlopok a β-aktin 

génhez viszonyított génexpressziós 

értékeket reprezentálják 

(átlag±SEM), amelyet ΔΔCt 

módszerrel határoztunk meg. 

Statisztika: Mann-Whitney U-teszt; 

***p<0,0001. 
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V. MEGBSZÉLÉS ÉS KÖVETKEZTETÉSEK 

 

1. A TRPV1 és TRPA1 ioncsatornák, valamint a MIF jelenléte és 

ösztrogén kezelés hatására bekövetkező expresszió-változása 

patkány endometriumban 

A méh belső falát borító endometrium olyan dinamikus struktúrájú szövet, melyben a 

proliferáció, differenciáció, dezintegráció majd regeneráció folyamatai ismétlődnek minden 

ciklusban. Ennek szabályozásában az ösztrogén és progeszteron mellett számos más molekula, 

pl. peptid hormonok, növekedési faktorok és citokinek is részt vesznek [198,199]. A 

bekövetkező morfológiai és funkcionális változások ma már jól ismertek, azonban a szabályozó 

mechanizmusok pontos működése a résztvevő jelátviteli útvonal diverzitásából adódóan még 

nem tisztázottak teljesen.  

Munkánk során elsőként írtuk le a TRPA1 receptor mRNS expresszióját patkány 

endometriumban, valamint a TRPA1 és TRPVV1 receptorok expresszió- növekedését 

szintetikus ösztrogén analóg vegyület hatására a MIF-fel korrelációban. A megfigyelt, 

ösztrogén-indukált TRPA1/V1 és MIF mRNS- növekedés alapján feltételezzük, hogy mind a 

receptorok, mind pedig a MIF részt vesznek a normál endometrium funkciók kialakításában a 

reprodukciós ciklus során. Jelen eredményeink hozzájárulhatnak patológiás, gyulladással és 

fájdalommal járó nőgyógyászati kórképek jobb megértéséhez [32,155,175]. Primer uterus 

sejtkultúrán végzett receptor aktivációs vizsgálat segítségével bizonyítottuk, hogy a receptorok 

funkcionális állapotban vannak jelen az endometrium sejtek felszínén. A TRPA1 agonista 

formalin [200,201] és TRPV1 agonista kapszaicin előkezelt sejtekben emelkedett iNOS és IL-

1β expressziónövekedést detektáltunk, amely szintén a receptorok nem-neurális aktivációjához 

köthető. Ezek a mediátorok a ciklus során feltételezhetően részt vesznek az endometriumszövet 

lokális szabályozásában, ezen belül az NO-közvetített vazodilatációban, valamint az ovuláció, 

terhesség és decidualizáció során [202–204]. A receptorok funkcionalitását támasztja alá 

Greaves és munkacsoportjának tanulmánya is, melyben ektópiás endometrium sejtekben 

TRPA1 és TRPV1 aktiváció hatására NO és IL-1β felszabadulást mértek [81]. 2011-ben egy 

munkacsoport szenzoros és autonóm neuropátiában szenvedő betegek leukocitáiban leírta, 

hogy az emelkedett szérum MIF-szint hatására fokozott TRPV1 expresszió mérhető [205]. 

Kísérleteink során a MIF kezelés növelte mind a TRPA1, mind a TRPV1 relatív 
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génexpresszióját endometrium sejteken, valamint kimutattuk, hogy ebben a rendszerben a DES 

szinergista módon hat. A progeszteron a receptorok mRNS szintjét nem változtatta meg, 

fehérjeszinten azonban megnövelte azt ivaréretlen és ivarérett nőstény patkányokban. Ez a hatás 

valószínűleg a progeszteron β2-adrenerg receptor moduláló tulajdonságának következménye, 

amely indirekt módon képes a TRPV1 jelátvitel befolyásolására [206,207]. Érdekes módon, 

ovariektómia után emelkedett TRPA1, TRPV1 és MIF expressziót detektáltunk felnőtt 

patkányokban, amely a TRPA1 receptor esetében fehérjeszinten is kimutatható volt. Irodalmi 

adatok támasztják alá, hogy csökkent ösztrogénszint hatására a TRPV1 receptor expresszió-

növekedése illetve stimulációja következik be, amely végül hiperalgéziához vezet [208–210]. 

DES-kezelés, valamint ovariektómia hatására szignifikáns MIF génexpresszió-növekedést 

tapasztaltunk. Bizonyított, hogy a citokin a természetes immunitás mellett számos más 

folyamatban is érintett, pl. angiogenezisben, proliferatív folyamatokban és szöveti átépülésben 

(remodelling). Ezen kívül anti-apoptotikus hatásai is vannak, amelyek nagyrészt CD74 receptor 

által közvetített módon zajlanak le, az endometrium esetében ez az epitél és sztróma sejtekben 

valósul meg [211]. 

Eredményeink alapján valószínűsíthetjük, hogy az endometrium sejtek a hátsó gyöki ganglion 

sejtekhez hasonlóan ösztrogén-függő expressziós mintázattal rendelkeznek [81,212] (37. ábra). 

A TRP receptorok szerepet játszhatnak egyes ösztrogén hatásra aktiválódó jelátviteli útvonalak 

működésében. A többi kation csatornához hasonlóan a TRPA1/V1 receptorok barrier 

molekulaként részt vehetnek a homeosztázis fenntartásában, a Ca2+ jelátvitelben, a 

sejtosztódásban és differenciációban, szabályozhatják az endometrium válaszkészségét, az 

embrió implantációt valamint szenzoros ideg-immun interakciókat közvetíthetnek [43]. 

Irodalmi adatokat alapján feltételezzük [77,210,213,214], hogy az endometrium sejtekben 

ösztrogén hatására  bekövetkező perifériás szenzitizáció és receptor aktiváció IL-1α, IL-1β, NO, 

PGE2, P-anyag, IL-8 és mátrix metalloproteináz-1 felszabadulásához vezet, melyek szerepet 

játszanak a szövet reproduktív, reparatív és pro-inflammatórikus folyamataiban [215,216] (37. 

ábra).  

A vizsgálataink során nyert eredmények illeszkednek a továbbiakban humán mélyen infiltráló 

endometriózis mintákon kapott megfigyelésekhez és más irodalmi adatokhoz. Az 

endometriózis során detektálható emelkedett ösztrogénszint hatásai miatt a két terület 

összekapcsolható egymással. A TRPA1- és TRPV1 expresszáló nem-neurális endometrium 

sejtek valószínűleg ösztrogén mediált szenzoros, szekrétoros, gyulladáskeltő és 

fájdalomközvetítő szereppel bírnak patológiás körülmények között. Eredményeink elsőként 
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bizonyítják a nem-neurális TRPA1 és TRPV1 ioncsatornák ösztrogénfüggő és MIF-fel 

összefüggésben álló expresszió-fokozódását normál patkány endometriumban. Igazoltuk, hogy 

az ioncsatornák funkcionálisan aktív formában fejeződnek ki az endometrium sejteken. A MIF 

szignifikánsan megnöveli a TRPA1 és TRPV1 expresszióját, a krónikus ösztrogénhatás által 

szabályozott iNOS és IL-1β génexpresszió pedig szerepet játszhat az endometriális 

homeosztázis kialakításában. 

 

2. A TRPA1 és TRPV1 receptorok expressziója humán DIE-ban 

 

PhD dolgozatomban bemutatott eredményeink szolgáltatják az első bizonyítékot a 

TRPA1 receptor jelenlétére normál humán endometriumban és a TRPA1 és TRPV1 receptorok 

expresszió-emelkedésére DIE léziókban. Az endometriózisra jellemző viszonylag magas 

prevalencia, az érintett betegek rossz életminősége és fertilitási problémái hívják fel a 

tudományos közösség figyelmét a kórképre. A nemzetközi egészségügyi szervezetek a 

bizonyítékokon alapuló orvoslás (Evidence Based Medicine = EBM) keretein belül ajánlásokat 

és terápiát dolgoztak ki az endometriózis kezelésére, de ezen erőfeszítések mellett is hiányosak 

a betegség kialakulásával kapcsolatos információink. A terápia gyógyszeres és minimál invazív 

sebészeti eljárásokból épül fel. A gyógyszeres terápia célja az ösztrogén proliferatív hatásainak 

felfüggesztése, amely az endometriózis léziói számára növekedési szignálként szolgálnak. 

Sebészeti beavatkozások alkalmával a primer diagnózis megerősítésén túl lehetőség nyílik a 

gyulladásos összenövések, a méh ligamentumrendszerének és malformációinak korrekciójára 

is. A lokális gyulladásos folyamatok kulcsfontosságú szerepet játszanak az endometriózissal 

összefüggő krónikus fájdalom patogenezisében, melynek kialakulásáért számos pro-

inflammatórikus molekula felelős. A TRP receptorokat expresszáló idegi struktúrák nemcsak 

afferens funkciókkal rendelkeznek, hanem vazoaktív, pro-és anti-inflammatórikus 

neuropeptidek felszabadítására is képesek [25]. Az értekezésem első felében tárgyalt ösztrogén 

és MIF által szabályozott nem-neurális TRPA1/V1 expresszió pedig bizonyítékul szolgál a 

receptorműködések kulcsfontosságára endometriumszövetben. 

Vizsgálataink során emelkedett TRPA1 és TRPV1 génexpresziót figyeltünk meg 

endometriózisos betegek eutópiás endometriumában, amely eredmények összhangban állnak 

egyéb kutatási eredményekkel, melyek során a TRPV1 expresszió lokális emelkedését figyelték 
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meg endometriózis léziókban [31], [33], [71], [217]. A detektált TRPA1 és TRPV1 fehérje 

expresszió-növekedés a rectosigmoid DIE léziók sztrómális és epitél rétegeiben a receptorok 

szenzoros funkcióinak meglétét feltételezik. Egyre több bizonyíték támasztja alá azt a 

hipotézist, miszerint a TRPV1 expresszáló idegvégződések kulcsszerepet töltenek be az 

endometriózissal összefüggő alhasi fájdalom kialakulásában (37. ábra). Peritoneális 

endometriózisban a TRP receptorok interferálhatnak a gyulladásos peritoneális környezettel, 

így növelve a betegek fájdalomérzetét és elősegítve a krónikus fájdalom létrejöttét [218]. Liu 

és munkatársai funkcionálisan aktív TRPV1 receptorok jelenlétét írták le humán endometriózis 

mintákból nyert endometriális sztróma sejtkultúrán, melyen PGE2 és TNFα hatására emelkedett 

TRPV1 mRNS expressziót detektáltak. A nem-neurális TRPV1 receptort a neurálisnál 

alacsonyabb aktivációs küszöb jellemzi, farmakológiai aktivációjuk hatására a sejtekből NO és 

IL-1β felszabadulás következik be [32]. Ennek analógiájára DIE esetében a léziókban 

kifejeződő TRPV1 receptor aktiválódásának következtében is ugyanez a hatás feltételezhető. 

Ezen túlmenően, a pro-inflammatórikus kaszkád aktivációjának eredményeként a nem-neurális 

TRPV1 szenzitizációja is bekövetkezhet, amely gyulladásos körfolyamatot indukál [219–221]. 

Endometriózisos betegekben magas COX-2 enzim szint jellemző mind az eutópiás, mind az 

ektópiás endometriumban, amely magyarázatot adhat a nem-szteroid gyulladáscsökkentő 

farmakonok hatásosságára endometriózis-asszociált alhasi fájdalom kezelésében [222,223]. Az 

ektópiás endometriumban expresszálódó TRPV1 receptor aktiválható COX-2 , NGF és szabad 

oxigéngyökök révén is [32,221], [224,225]. Az idegvégződéseken található TRPA1 és TRPV1 

között lejátszódó keresztaktiváció és a nem-neurális receptorok aktiválódása perifériás 

szenzitizáció és nocicepció kialakulásához vezet [43], [226,227]. A kialakuló hosszantartó 

perifériás szenzitizáció olyan központi idegrendszeri változásokat indukál, amely magyarázatul 

szolgál a betegek körében tapasztalható egyénenként is eltérő fájdalomérzet változatosságára, 

az endometriózis típusától és súlyosságától függetlenül [228]. A TRPV1 pozitív 

idegvégződések aktivációjának eredményeként neurogén gyulladás és neuropeptidek 

exkréciója történik (P-anyag, CGRP) [15]. Ehhez hasonló folyamat nem-neurális TRPV1 

receptorok aktivációjának hatására is bekövetkezik, mely jelenséget az urotéliumban, 

eptéliumban és a hallószőrökben is leírták [32,81,229,230]. A DIE páciensekre jellemző, 

bélrendszert érintő összenövések feltételezhetően megnövekedett mechanikai stresszként 

jelentkeznek [214], ebből adódóan, az adhéziók okozta adódó szervi torzulások közvetlenül 

hozzájárulhatnak a TRPA1 expresszió emelkedéséhez. A DIE léziókban bizonyítottan jelenlévő 

reaktív oxigén oxigénszármazékok (pl. NO), inflammatórikus komponensek és hipoxia szintén 

fokozzák a TRPA1 expressziót, illetve aktiválják a csatornát [214,231]. A strómális TRPA1 és 
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TRPV1 immunreaktivitás korrelációt mutat a DM súlyosságával, az ektópiás epitélsejteken és 

makrofágokon kimutatott TRPV1 expresszió pedig a dyspareuniával. A dyschezia erőssége 

egyformán korrelál mindkét receptor strómális és epitéliális expressziójával. Egyre több 

bizonyíték támasztja alá egy ok-okozati viszony jelenlétét az endometriózis és a vizsgált 

fájdalomparaméterek között, amely viszcero-viszcerális szenzitizációs mechanizmusokra és 

neurogén komponensekre vezethető vissza [228,232,233]. Az uterus innerváció tekintetében 

osztozik a húgyhólyaggal és a vastagbéllel. [234,235]. Állatmodellekben végzett vizsgálatok 

kimutatták, hogy hátsó gyöki ganglionok egy TRPA1/V1 expresszáló szubpopulációja részt 

vesz az uterus-rectum, uterus-húgyhólyag és húgyhólyag-rectum eredetű neuronokból 

származó ingerületek feldolgozásában [236,237]. Ebből következik, hogy az érintett 

idegpályákban bekövetkező változások a tünetek átfedéséhez vezethetnek, gerincvelői szinten 

megvalósuló konvergencia, illetve a szervek közötti szenzitizációs mechanizmusok révén ( pl. 

DM, dyschezia, dysuria, IBS) [238,239]. Patkányokban intrauterin kapszaicin kezelést 

követően az alsó húgy utak, mustárolaj hatására pedig a disztális colon szenzitizációját figyelték 

meg [240,241]. Eredményeink alapján feltételezzük, hogy a DIE lokálisan, a colon TRPA1/V1 

expresszáló afferenseinek szenzitiációja révén neuropeptidek (P-anyag, CGRP) felszabadulását 

eredményezi, amely végül neurogén gyulladás és perzisztáló fájdalom kialakulásához vezet 

(37. ábra). 
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37. ábra: Eredmények összegzése I.: A nem-neurális TRPA1 és TRPV1 ioncsatornák szerepe patkány és humán 

endometriumban, valamint mélyen infiltráló endometriózisban (DIE). 

 

 

3. A PACAP vizsgálata juh emlő-és tejmintákban, valamint szopós 

bárányok plazmájában  

 

Az anyatejben lévő bioaktív komponensek, immunglobulinok, vitaminok, növekedési 

faktorok, citokinek, hormonok és fehérjék biztosítják az újszülött számára a megfelelő 

tápanyagellátást és a kórokozókkal szembeni ellenálló képességet. Kutatási eredményeink 

szolgáltatják az első bizonyítékot a PACAP expressziójára laktáló juhok emlőjében, valamint 

kimutattuk, míg a peptidcsalád másik tagja, a VIP nem expresszálódik ebben a szövetben. Az 

újszülöttek bélrendszere kulcsfontosságú szerepet játszik a tej összetevőinek felszívódásában, 

mivel a benne található fehérjék nagy része pinocitózis révén intakt formában abszorbeálódik 

több fajban is, pl. kérődzőkben [242], sertésben [243] és kutyában [244]. Emberben és 

rágcsálókban ez azonban mindössze a születést követő pár napra korlátozódik. Az anyatej-
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összetevők emésztésének hatékonysága a születést követő egy hónapon belül folyamatosan nő, 

ebben az időszakban főként a passzív immunitás kialakulásában szerepet játszó 

immunglobulinok abszorpciója történik [245]. Annak ellenére, hogy az anyatejből az újszülött 

keringésébe kerülő PACAP mennyisége nem ismert, szopós bárányok plazmájában a szopás 

után egy órával emelkedett PACAP koncentrációt mértünk. Eredményeink a PACAP gyors 

felszívódását valószínűsítik, bár a szopás által kiváltott endogén PACAP felszabadulása sem 

zárható ki.   

Ember esetében az anyatej PACAP koncentrációja a laktációs periódus 10. hónapjáig konstans 

mértékben magas, majd a 11. és 17. hónap között lecsökken [136].Tanulmányok bizonyítják, 

hogy a tehéntej az emberivel nagyjából megegyező mennyiségű PACAP-ot tartalmaz, melynek 

jelentősége kiemelten fontos, tekintve, hogy a forgalomban kapható tápszerek tehéntejalapú 

készítmények.  A peptid kérődző állatok tejében (szarvasmarha, juh, kecske) a plazmához képes 

tízszeres mennyiségben van jelen, amely anyajuhok tejében még emelkedettebb a laktáció első 

három hónapjában. Kísérleteink során nem figyeltünk meg cirkadián függő PACAP 

koncentrációt a tejben és nem találtunk különbséget a nyaki-és emlővéna PACAP koncentráció 

értékeiben sem. Eredményeink alapján feltételezhetjük, hogy a tejben mérhető nagy 

mennyiségű peptid részben az emlőben lévő mirigysejtekből, részben pedig az anyai 

keringésből származhat (38. ábra).  

Az emlőmirigyek proliferációja és differenciációja hormonális, kemokin, citokin és 

angiogenikus faktorok hatására következik be [246]. Ismert, hogy a PACAP befolyásolja a 

vaszkuláris endoteliális növekedési faktorok szintézisét, emellett hatással van számos citokin 

és kemokin (pl. az amphiregulin, EGF) lokális expressziójára is [125]. Annak ellenére, hogy a 

VIP a prolaktin felszabadulás szabályozásán keresztül központi szereppel bír a laktáció 

szabályozásában, egy korábbi közleményt megerősítve [127] a vizsgált emlőszövetmintákban 

nem detektáltunk VIP specifikus mRNS-t egyik korcsoportban sem. Vizsgálataink során 

kimutattuk, hogy a VIP a PACAP-hoz hasonlóan nagyságrendekkel magasabb koncentrációban 

van jelen a tejben, eredményeinket összegezve tehát feltételezhetjük, hogy a tejben lévő VIP az 

anyai keringésből származik. A központi idegrendszerben a PACAP és a VIP részt vesz a 

neurotrofikus faktor BDNF regulációjában. Az említett peptidek protektív hatása kortikális 

neuronokon, neuroblasztokon és asztrocitákon BDNF-mediált útvonalon zajlik [136,140]. A 

BDNF-et a központi idegrendszeren kívül számos más szövetben is leírták, pl. a légutakban és 

a bélrendszerben is [247]. Mérési eredményeink konzisztensek Colitti és munkacsoportja 

közleményében leírtakkal, melynek során a BDNF és NGF, valamint receptoraik expresszióját 
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vizsgálták fiatal, ivaréretlen, valamint tejelő anyajuhok emlőjében [248]. Ivaréretlen, valamint 

ellés előtt álló felnőtt juhok mintáiban magas BDNF expressziót mértek, amely a laktáció 

előrehaladtával fokozatosan csökkenő tendenciát mutatott. Vizsgálatainkban az életkorral 

fordítottan arányos, szignifikáns BDNF expresszió-csökkenést detektáltunk, míg a PACAP 

expresszió tekintetében nem volt különbség. Ez az eredmény a BDNF potenciális szerepére utal 

az emlő korai fejlődése során, melynek részletes tisztázásához, valamint a PACAP és BDNF 

között fennálló összefüggések felderítéséhez további vizsgálatok szükségesek. Munkánk során 

specifikus RIA technikával bizonyítottuk, hogy a PACAP nagy mennyiségben és konstans 

módon van jelen juhok tejében (38. ábra). Eredményeinket összegezve feltételezzük, hogy a 

tejben lévő nagyfokú PACAP akkumuláció az anyai vérkeringésből történő infiltráció és emlő 

peptidtermelésének együttes következménye. Valószínűsítjük, hogy a szopós bárányok plazma 

PACAP38-IR értékének növekedése a tejben lévő PACAP gyors felszívódásának 

következtében alakul ki, fontos azonban megjegyezni, hogy a bárányokban szopás hatására 

bekövetkező endogén eredetű PACAP felszabadulása is szerepet játszhat a folyamatban (38. 

ábra). Vizsgálataink új perspektívát szolgáltatnak a PACAP szerepének szélesebb körű 

feltérképezéséhez illetve a peptid újszülöttekben illetve tejmirigyben betöltött szerepére 

vonatkozóan. 
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38. ábra: Eredmények összegzése II.: Anyajuhok és bárányok plazmájában és tejében jelen lévő PACAP 

potenciális szerepének összefoglalása.  
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ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA ÉS EGYSÉGES ÉRTELMEZÉSE 

 

1) Kísérleteink során elsőként bizonyítottuk funkcionálisan aktív nem-neurális TRPA1 és 

TRPV1 ioncsatornák expresszióját a MIF-fel összefüggésben patkány endometriumban. 

DES- és MIF kezelések hatására szignifikáns TRPA1/V1 expresszió-növekedést detektáltunk. 

TRPA1 és TRPV1 agonista kezelés emelkedett gyulladásos mediátor (iNOS és IL-1β) 

növekedést eredményezett, amely a vizsgált ioncsatornák endometriumsejteken át megvalósuló 

jelátvitelét igazolta. Az endometrium sejtek ösztrogén-függő TRPA1/V1 expressziót mutatnak, 

és szerepet játszhatnak ösztrogén hatásra aktiválódó jelátviteli útvonalak működésében, melyek 

szenzoros, szekretoros, gyulladáskeltő és fájdalomközvetítő szereppel bírnak patológiás 

körülmények között.  

2) Humán egészséges és DIE lézió mintákban elsőként írtuk le a TRPA1 és TRPV1 

receptorok jelenlétét, valamint kimutattuk, hogy a TRPA1 ioncsatorna az 

endometriózisos mintákban szignifikánsan nagyobb mennyiségben van jelen. DIE lézió a 

béltraktusban mechanikai és kémiai stimulusok révén szenzitizálhatja a TRPA1 és TRPV1 

receptort, amely lokális neuropeptid felszabaduláshoz vezet, ezáltal neurogén gyulladást és 

perzisztens fájdalmat idéz elő.  

3) A PACAP konstanst módon van jelen juhok plazmájában, minden vizsgált 

korcsoportban, koncentrációját a kor jelentősen nem befolyásolja. Juhtejben 

nagyságrendekkel magasabb peptid koncentráció mérhető, mint a plazmában, A tejben 

lévő PACAP akkumuláció az anyai vérkeringésből történő szekréció és az emlő 

peptidtermelésének együttes következménye lehet. Szopós bárányok plazmájában a szopás után 

1 órával szignifikáns PACAP38-IR növekedés mérhető, melynek kialakulása PACAP38 gyors 

felszívódásának és/vagy a pepdig szopás hatására történő termelődésének következménye 

lehet. Annak ellenére, hogy a VIP központi szabályozó szerepe bizonyított a laktáció során, az 

általunk vizsgált kísérletekben az emlőszövet és plazmamintákban nem detektáltunk VIP 

expressziót ill. változásokat. 
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FÜGGELÉK 

 

1. függelék: A peptidil-prolil izomeráz-A (Ppia) gén expressziójának változásai (Ct érték) a 

vizsgált 2 életkorban, az alkalmazott kezelések függvényében. DES: dietilstilbösztrol, PROG: 

progeszteron, Ovx: ovariektómia.  
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Besorolás  
1. csoport 

(n=15) 

2. csoport 

(n=6) 

3. csoport 

(n=6) 
p érték 

Életkor (év) 33,5 ± 4,2 36,7 ± 6,2 
31,4 ± 6,7  

BMI 21,4 ± 33 
21,8 ± 25 26,0 ± 73  

Első menstruáció ideje (év) 12,9 ± 1,0 13,0 ± 1,3 13,6 ± 0,8  

Ciklus átlagos időtartama (nap) 29,3 ± 1,8 28,4 ± 2,4 29,6 ± 2,8 
 

 

Menstruáció átlagos időtartama 

(nap) 
5,0 ± 0,9 5,4 ± 1,3 4,0 ± 1,0 

*pMW=  0,0485 

#pSt  =  0,0377 

Ciklus aktuális fázisa         
    proliferatív (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%)  
Graviditás        

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%)  
Paritás        

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 súlyossága a műtét 

időpontjában (NRS) 
8,7 ± 1,2 4,3 ± 0,8 0,0 

****pMW<0,0001 

###pMW = 0,0006 

Dyschezia súlyossága a műtét 

időpontjában (NRS) 
6,2 ± 3,7 0,0 0,0  

Dysuria súlyossága a műtét 

időpontjában (NRS) 
4,0 ± 4,6 0,0 0,0  

Dyspareunia súlyossága a 

műtét időpontjában (NRS) 
2,4 ± 2,8 0,0 0,0  

 

2. függelék: A betegek demográfiai eloszlása és fájdalomparaméterei. A vizsgálatban 

résztvevő összes páciens operációja A Pécsi Tudományegyetem Szülészeti és Nőgyógyászati 

Klinikáján történt, a mintavételt Dr. Bohonyi Noémi végezte. A kürettel vett minták beosztása 

a következő: 1-es csoport (n=15): rectosigmoid DIE, súlyos DM-mel kombinálva; 2-es csoport/ 

kontroll csoport (n=7): fibroid indukált mérsékelt DM; 3-as csoport (n=6): tubális eredetű 

infertilitás fájdalom nélkül. A Kolmogorov-Smirnov normalitástesztet követő statisztikai 

analízist normál eloszlás esetében Student’s t-teszttel (pSt) (# p<0.05, ### p<0.001 2. csoport 

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

p<0.0001 1. csoprt vs. 3 csoport) végeztük. Az eredményeket átlag±SEM formában fejeztük ki.  
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DIE: mélyen infiltráló endometriózis/ deep infiltrating endometriosis; DM: dysmenorrhea; 

BMI: testtömeg index, NRS: Numerikus fájdalomskála. 
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