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BEVEZETES

A pikkelysomor (psoriasis) kronikus, immun-medialt, poligénes gyulladasos bérbetegség, mely a
teljes populdcié 2-3%-at érinti 1. Leggyakoribb formaja a plakkos pszoriazis (psoriasis vulgaris), mely az
esetek 90%-ban fordul el§ 2. A betegség klinikai tiinetei az élesen kériilhatérolt, széraz, pikkelyesen
hamlé gyulladt plakkok, melyek klasszikus esetben a koényok, térd, hat és a fejbér teriletén
jelentkeznek, de generalizdlédva a test egészén megjelenhetnek. A pikkelysémoros bért jellegzetes
szOvettani elvaltozasok jellemzik: a keratinocitak proliferacidja és differenciacidja, a dermis kisereinek
tdgulata, valamint a kifejezett granulocitas és mérsékelt T-sejtes infiltracid. Bar az egyik legszélesebb
korben tanulmdanyozott bérbetegség, a kialakuldsanak hatterében all6 molekuldris mechanizmusok
jelenleg sem teljesen ismertek.

A pikkelysomor patomechanizmusdnak vizsgdlatara az egyik legaltaldnosabban elfogadott
allatmodellként az Aldara (5% imiquimod)-indukalt b6rgyulladast alkalmazzéak 3. Az imiquimod (IMQ),
egy nukleotid-szer(i kismolekula, mely bioldgiai hatdsat els6 sorban a dendritikus sejteken és
makrofagokon taldlhatd TLR 7 és 8 molekuldkon keresztiil fejti ki 4. Lokalis alkalmazdsa egerek bérén
erythema, hamlds, parakeratdzis, akantdzis és T-sejtes infiltracio kialakuldsat eredményezi, valamint
j6l reprodukdlja a human pikkelysomor jellegzetes szdvettani elvdltozasait >>®7. Szamos elénye
ellenére (koltséghatékony, konnyen hasznalhatd, a gyulladasos reakcioé gyors kivaltasat teszi lehet6vé,
kombinalhaté: genetikailag mddositott torzseken is alkalmazhaté) a modellel szemben mar tébb
kritikai észrevétel is megfogalmazddott, az alkalmazdasakor felmerilé nehézségek miatt. A modell egyik
legnagyobb hatranya, hogy a lokalis hatdsok mellett szisztémas gyulladasos reakcié is kialakul, melynek
tlnetei sulycsokkenés, szisztémas citokinszint emelkedés, kiszdradds, rossz kozérzet és fajdalom,
melyek sulyos esetben a kezelt egerek haldldhoz is vezethetnek & 9101112,

Szamos megfigyelés gylilt 6ssze arrdl, hogy az idegrendszer és az immunsejtek k6zott a periférias
szovetekben is szoros kapcsolat all fenn, és az érz6 idegek fontos szerepet jatszanak az
immunfolyamatok szabélyozasaban®. A szakirodalomban tdbb olyan tanulmany is talalhatd, ahol
pikkelysomoros betegeknél idegi kdrosoddast kovet6en a bértiinetek egyoldali, lokdlis javulasa vagy
teljes remisszidja figyelhetd meg az érintett dermatéma teriiletén 4. Abban az esetben, ha a betegek
visszanyerték neuroldgiai funkcidikat, a bértiinetek ismételt megjelenése volt megfigyelhetd. Ellenben
azokndl a betegeknél, ahol az idegi karosodas allanddsult, a bdrtiinetek mérséklédése volt
megfigyelhetd *°. Ezek a klinikai megfigyelések ravilagitottak a neuronok és neurotranszmitterek, mint
fontos mediatorok szerepére a pikkelysomor kialakulasaban, valamint arra, hogy a lokalisan szekretalt
neuropeptidek hozzajarulnak a gyulladas fenntartasahoz.

Az érz6 idegvégz6déseken expresszalédd tranziens receptor potencidl (TRP) ioncsatornak

aktivacidja hozzajarul az idegvégzédésben tarolt neuropeptidek exocitdzisdhoz. A TRP ioncsatornak



nem szelektiv kationcsatorndk, melyek elsGdlegesen a peptiderg szenzoros neuronokon
expresszalddnak 6. A TRP receptorok polimodalisak, aktivalasukban fizikai (fesziiltség, hémérséklet,
mechanikai ingerek) és kémiai (endogén, exogén) ingerek egyarant szerepet jatszanak. Szamos
sejttipuson expresszalddnak a bdérben, megtaldlhatéak az érzé idegvégz6déseken, valamint a bér
rezidens sejtjein (keratinocitdk, melanocitdk, immun/gyulladdsos sejtek)!’, és kiilénféle élettani
folyamatokban vesznek részt, mint az érzékelés vagy a b6r homeosztazisdnak szabalyozdsa. Mar tobb
bérbetegség esetében igazoltdk a TRP csatorndk abnormalis mikodését (fokozott vagy hidnyos
csatornaaktivitds), ilyen a krénikus fajdalom és viszketés, dermatitisz, vitiligo, allopécia, sebgydgyulas,
bér karcinogenezis és barrier funkcig!61819,

A kozelmultban Riol-Blanco és munkatarsai kozoltek egy publikdciét, melyben a TRP ioncsatorndk
szerepét vizsgaltak pikkelysomorben. Kisérleteik sordn igazoltak, hogy a TRPV1* szenzoros neuronok
nélkilozhetetlenek az imiquimod(IMQ)-indukalt psoriasiform bdérgyulladds kivaltasaban. Vizsgalataik
dendritic cell) nem képesek IL-23 termelésre az Aldara-indukalt b6rgyulladas modellben, tehat csékken
a gyulladasos reakcié mértéke?.

J6l ismert, hogy a TRPA1* nociceptorok 97%-a TRPV1-et is expresszal, mig a TRPV1* nociceptorok
30%-a a TRPA1 receptort is expresszalja 2. A b&rben nem csak az érzé idegvégzédéseken, hanem a
nem-neurdlis sejteken (keratinocitdk, melanocitdk, immun/gyulladasos sejtek) is kimutattak

expresszidjukat 172223,

CELKITUZES
I. Aldara-indukalt psoriasiform dermatitisz modell tovabbfejlesztése Finn kamrak alkalmazasaval

A szisztémas hatadsok direkt vagy indirekt médon befolydsolhatjak a kiilonb6z6 vizsgalatok soran
kapott eredményeket. Jelenleg nem 4ll rendelkezésre olyan allatmodell a pikkelysémor vizsgalatara,
amely kiklisz6b6Iné a szisztémas mellékhatdsok kialakuldsat. Feltételezéseink szerint a szisztémas
hatdsok mérséklésével egy még specifikusabb modellt tudunk létrehozni, amely lehetévé teszi a
gyulladasos folyamat azon aspektusainak vizsgalatat, amelyre a klasszikus IMQ modellben, annak

limitalé tényez8i miatt nem volt lehet8ség. igy munkank soran célul tdztiik ki:

1. Finn kamrak alkalmazdsdval az Aldara-indukalt psoriasiform bérgyulladas modell

tovabbfejlesztését.

Il. TRPA1 és TRPV1 receptorok szerepének vizsgalata Aldara-indukalt psoriasiform bérgyulladasban
Jelenleg nem rendelkeziink informdciéval a TRPA1 receptorok szerepérél pikkelysémorben, viszont
ezeknek a receptoroknak a patogenetikai szerepe jol ismert krénikus viszketéssel jard koérképekben,

illetve korabban igazoltadk, hogy a TRPA1 jelenléte a nociceptorokon sziikséges az allergias kontakt



dermatitisz kialakuldasahoz. Mindezek alapjan azt feltételezzilk, hogy a TRPA1 receptorok szerepet
jatszhatnak a psoriasis patogenezisében. Hipotézisiinket a Finn kamrak alkalmazasaval
tovabbfejlesztett IMQ-indukalt psoriasiform dermatitisz egérmodelljében vizsgaltuk meg. Ezek alapjan
munkank soran az alabbi célokat tlztiik ki:
1. A TRPAl1l és TRPV1 ioncsatorna szerepének vizsgalata a Finn kamrak alkalmazasaval
tovabbfejlesztett Aldara-indukalt psoriasiform bdérgyulladas egérmodelljében genetikailag

maddositott egerek felhasznaldsaval.

2. In vitro kisérletek segitségével annak vizsgdlatat, hogy az imiquimod képes-e kdzvetlenill

aktivalni a sejtek TRPA1 és TRPV1 ioncsatornait.

MODSZEREK

Kisérleti dllatok

Kisérleteinkben TRPA1, TRPV1, TRPA1/V1 génhidnyos (KO, 7*) és vad tipust (WT, */*), valamint
C57BL/6J 20-25 g-os, 8-10 hetes néstény egerekkel dolgoztunk (n=30/csoport), amelyeket a Pécsi
Tudomdnyegyetem Farmakoldgiai és Farmakoterapiai Intézetének allathdzaban tenyésztettlink és
tartottunk 24-25°C-on, patogénmentes korilmények kozott, normal rdgcsalé tappal és vizzel ad libitum
elldtva. Kisérleteink minden esetben megfeleltek az allatok védelmére és kiméletére vonatkozé
1998/XXVIIl. szamu térvény, valamint az allatkisérletek végzésérdl szélé 243/1998. szamu
kormanyrendelet elGirasainak. A kisérleti eljdrdsokat a Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel

foglalkozo Etikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: BA 02/2000-2/2012, BA 02/2000-36/2017).

Psoriasiform bérgyulladds kivdltdsa

A psoriasiform bérgyulladast Aldara (5% imiquimod, Meda Pharma, Magyarorszdg) krémmel
indukaltuk, mig kontrollként vazelint alkalmaztunk az 5 napos kisérlet elsé négy (0., 1., 2., 3.) napjan.
Az egerek hatbdrét 1 nappal az elsé kezelés el6tt elektromos borotvaval és epildlé (Veet) krémmel
sz6rtelenitettiik. A dolgozatomban bemutatott kisérletek soran két kiilonb6z6 kisérleti elrendezést
alkalmaztunk a psoriasiform bérgyulladas kivaltasara. Az eredeti protokoll (OP: original protocol)
szerint - melyet van der Fits és munkatdrsai irtak le 2009-ben - 62,5 mg Aldaraval (5% imiquimod), mig
a kontroll csoportban 62,5 mg vazelinnel kezeltiik az egerek leborotvalt hatbérét 3. Az altalunk
maodositott protokoll (MP: modified protocol) soran 25 mg Aldarat és 25 mg vazelint helyeztlink két
kiilén Finn kamra (FinnChamber on Scanpor, SmartPractice, USA) segitségével ugyanazon egér
hatbérére. A mddositott protokoll soran a kisérlet minden napjan fokozottan figyeltlink arra, hogy
ugyanazt a bérterlletet kezeljiik a krémekkel. Az Gsszes kisérleti procedura esetében az altatast
ketaminnal (100 mg/kg i.p., Richter, Magyarorszag) és xylazinnal (5 mg/kg i.p., Lavet, Magyarorszag)

végeztlik. A kisérlet végén (4. nap) az altatott allatokat cervikalis diszlokacidval ledltik. A hatbér



szoveteket, |ép szbvetet, hatsé gyoki ganglion (DRG) mintakat és periférids vérmintakat a tovabbi

felhasznalastél fliggben 6%-os formalinban fixaltuk vagy -80 °C-on taroltuk.

Hdtbér duzzadds (6déma) mértékének meghatdrozdsa

A hatbdr vastagsdgat mikrométerrel (Moore and Wright, Sheffield, Anglia) mértik 0,1 mm
pontossaggal a kezelés megkezdése el6tt (0. nap, kontroll mérés), valamint a kezelést kovetéen a
kisérlet minden napjan (1. nap, 2. nap, 3. nap, 4. nap) a kezelt teriileteken. Az adatokat a hatbér
vastagsag %-os valtozasaban adtuk meg a kezelés megkezdése elStt mért kontroll értékekhez

viszonyitva.

A bérszévet perfuziéjanak mérése

A hatbdr vératdramldsdanak nyomon kovetését valds idejl l1ézer Dopplerrel, ugynevezett LASCA
(LAser Speckle Contrast Analysis - PeriCam PSI System; Perimed, Svédorszag) mddszerrel végeztiik 24,
25 A lemért teriileteket (ROI — region of interest) a kezelési teriileteknek megfelel&en jeldltik ki. A
kezelt teriletek atlagos perfuzids értékét a PimSoft szoftver (Perimed, Svédorszag) segitségével
szamitottuk ki. Az adatokat a kontroll értékekhez (0. nap, a kisérlet megkezdése el6tti atlagos perfuzid)

viszonyitva szazalékos valtozasban adtuk meg.

A hdmlds pontozdsa

Az egerek Aldaraval vagy vazelinnel kezelt bérteriletét a kisérlet minden napjan 3 szakképzett
bGrgydgydsz szakorvos értékelte, akik nem ismerték a kisérleti protokollokat. A hdmlas pontozdsa O-
tél 4-ig terjed6 skdlan tortént, a kovetkezd szempontok szerint: 0 - tlinetmentes, 1 - enyhe, 2 -

mérsékelt, 3 - jellegzetes, 4 — maximalis.

Lépmegnagyobbodds vizsgdlat
A kezelés soran kialakulo szisztémds mellékhatasok vizsgélata céljabol a kisérlet utolsé napjan (4.
nap) az allatok lépszovetét eltavolitottuk és lemértiilk a tomegét. Ezt kbvet6en a kapott értékeket

csoportonként egymdshoz viszonyitva adtuk meg.

Radioaktiv **Ca?* izotdp felvétel és Ca** bedramlds vizsgdlat
Az imiquimod hatédséra bekdvetkezd *°Ca** izotop felvételt és Ca** bedramldst szcintillacids
szamlaléval vagy aramlasi citometriaval hataroztuk meg HaCaT (humdan immortalizalt keratinocita),

TRPA1 vagy TRPV1 receptor-expresszalé CHO (chinese hamster ovary) sejteken?®?’

Génexpresszios vizsgdlatok
Az els6 kezelést kovets 6. és 48. (2. nap) draban kezeletlen, vazelinnel és Aldaraval kezelt hatbdr
szovetmintak vettlink (n=5) és kvantitativ valds idejl PCR vizsgdlattal meghatdroztuk az IL-1B3, TNF-a,

IL-17A, IL-23 és IL-22 citokinek mRNS expresszdjat®. A kisérlet 4. napjan, az utolsé Aldara vagy vazelin



kezelést kovetéen 24 éraval DRG mintakat gyUijtottik és meghataroztuk az Iba-1 mRNS expresszid

mértékét.

Gyulladdsos citokin fehérjék meghatdrozdsa ELISA mddszerrel
Az els6é Aldara kezelés utan 6 oraval periférias vérmintakat gydjtottink és ELISA médszer

segitségével meghataroztuk a TNF-a, IL-1B és interferon alfa (IFN-a) gyulladasos citokinek

sz

Szévettani és immunhisztokémiai vizsgdlatok

Avazelinnel és Aldaraval kezelt hatb6r szoveteket 6%-os formalinban fixaltuk. A paraffinba dgyazott
mintakbdl 5 um-es metszeteket készitettlink és hematoxilin-eozinnal vagy kloroacetat-észterdzzal
festettik a gyulladas altalanos szévettani elvaltozasainak megallapitdsa céljabdl. Immunhisztokémiai
vizsgalatainkhoz a kovetkez6 els6dleges antitesteket hasznaltuk: nydl monoklonalis anti-egér CD4
(ab183685, Abcam, Cambridge, UK; higitds: 1:1000); nyul poliklondlis anti-egér TRPV1 (ab31895,
Abcam, Cambridge, UK; higitds: 1:1000); nyul poliklondlis anti-egér TRPA1 (ab68847, Abcam,
Cambridge, UK; higitas: 1:300); nyul poliklonalis anti-egér Ki-67 (AB9260, EMD Millipore Corporation,
Temecula, CA, USA; higitas: 1:250) és nyul poliklonalis anti-egér CD11b (NB110-89474, Novus
Biologicals, CO 80112, USA; higitds: 1:400).

Statisztikai analizis
A kapott adatokat atlagoltuk, az atlagtdl valé standard eltérést (S.E.M) is feltlintettik. Az
elemzéseket a GraphPad Prism 7 szoftverrel (GraphPad Software, USA) végeztiik. Minden esetben

*p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 értéket tekintettik szignifikansnak.

EREDMENYEK
1. Aldara-indukalt psoriasiform dermatitisz modell tovabbfejlesztése Finn kamrak alkalmazasaval

A pikkelysémér klinikai tiinetei hasonlé mértékben jelennek meg az MP és az OP csoportban Aldara
kezelés hatdsdra

A pikkelysomor klinikai tiinetei, a b&rpir és hamlas mindkét mddszer esetében megfigyelhet6 volt
az Aldara kezelt bérteriileteken, mig a vazelin kezelt terileteken nem. Az OP és az MP csoportban is
szignifikdns mértékben emelkedett az Aldara-kezelt teriiletek vérataramlasa és hamldsa a kontrollhoz
képest, viszont a két mddszer kdzott nem detektdltunk kiilonbséget. A hatbér duzzadas mértéke Aldara
kezelés hatdsara szignifikansan magasabb volt az MP csoportban az OP csoporthoz képest a kisérlet

minden napjan.



Egyenértékii hisztopatoldgiai elvdltozdsok Aldara kezelés hatdsdra az OP és MP csoportban

Mindkét kisérleti csoport Aldara kezelt b&rmintdibdl készitett szovettani metszeteken
megfigyelhet6k a pikkelysomorre  jellemz6  hisztopatoldgiai  elvaltozdsok:  keratinocyta
hyperproliferacid, hyperkeratdzis, parakeratdzis, Munro-féle mikroabszcesszusok, valamint dilatdlt
mikroabszcesszusok szama és az epidermisz vastagsdga alapjan értékeltiik, mely sordn nem
detektaltunk szignifikdns kiilonbséget az OP és az MP csoport Aldara-kezelt b6rmintai kozott. A Ki-67*
sejtek eloszlasa azonos volt a két kezelési csoportban Aldara kezelést kbvet6en, valamint a CD11b*
sejtek szamanak az emelkedése volt megfigyelhet6 Aldara kezelés hatasara az OP és az MP csoportban

egyarant.

Az MP csoportban csékkent a szisztémds gyulladdsos vdlasz

Mar az els6é Aldara kezelést kovetSen testsuly csokkenés volt megfigyelhet6 az OP és az MP
csoportban a vazelinnel kezelt OP csoporthoz képest, és ez a kiilonbség egészen a kisérlet végéig
fennallt. Az MP csoportban szignifikans mértékben kisebb volt a silycsokkenés az Aldara-kezelt OP
csoporthoz képest a kisérlet 1., 2. és 3. napjan. A Iép megnagyobbodasanak mértéke az Aldara-kezelt
OP csoportban volt a legnagyobb, mig ehhez képest a Finn kamrak alkalmazasaval tovabbfejlesztett
protokoll hasznalataval szignifikdns mértékben csokkent. Az MP csoport és a kontroll, vazelin-kezelt
OP csoport léptomege kozott nem detektdltunk szignifikans eltérést. Az els6 Aldara kezelést kovetSen
Mindharom citokin esetében az a tendencia volt megfigyelhet6, hogy a koncentraciék alacsonyabbak
voltak az MP csoport plazma mintaiban az Aldara-kezelt OP csoporthoz képest. Viszont mig ez a
kiilonbség az IFN-a és az IL-1B esetén szignifikansnak bizonyult, addig a TNF-a esetén nem. Az MP

csoport és a vazelin-kezelt OP csoport kozott nem detektaltunk szignifikans eltérést egyik citokin

sz

2. TRPA1 és TRPV1 receptor szerepének vizsgalata Aldara-indukalt psoriasiform bérgyulladasban

Fokozott gyulladdsos vdlasz TRPA1 receptor hignydban

Els6 lépésként TRPAL vad tipusu és génhidnyos egerek hatb6rén valtottuk ki az MP mddszert
alkalmazva a psoriasiform bdérgyulladdst. Az 5 napos kisérlet minden napjan vizsgaltuk a gyulladas
soran kialakuld 6déma mértékét, a kezelt terliletek szoveti perfuzidjat és a hdmlds mértékét. Azt
tapasztaltuk, hogy az imiquimod kezelés jelentGs bér infiltraciot, vératdramlas emelkedést és fokozott
hamldst eredményezett a TRPA1 WT és KO torzsekben egyarant. Meglepé mddon az 6sszes klinikai
paraméter esetében magasabb gyulladasos aktivitast detektdltunk a TRPA1 KO tdrzsben a vad tipushoz

képest.



Fokozott psoriasiform bérgyulladds szévettani jelei TRPA1 receptor hidnydban

Az Aldara kezelés hatasara kialakulé hatbdr gyulladas szovettani képén TRPA1 WT és KO torzsek
esetében is megfigyelhet6k voltak a pikkelysomoros bér jellegzetes hisztopatoldgiai elvaltozasai:
keratinocitdk hiperproliferacidja, parakeratdzis, hiperkeratézis, Munro-féle mikroabszcesszusok
megjelenése. A metszeteket szemikvantitativ médon pontoztuk hdrom paraméter, az epidermisz
atméréje, a Munro-féle mikroabszcesszusok szdma és a dilatalt kapilldrisok szdma alapjan. Az
Osszesitett szovettani pontszdm meghatdrozasa utdan a TRPA1 WT és KO torzsek Aldara-indukalt
bdérgyulladdsanak szovettani képe kozott szignifikans eltérést detektaltunk, mely alapjan a TRPA1 KO
torzsben fokozottabb volt a psoriasiform elvaltozas. A gyulladdsos sejtek beszlir6désének vizsgalata
soran azt tapasztaltuk, hogy a vazelinnel kezelt kontroll mintdkhoz képest Aldara kezelést kovetGen
emelkedett a neutrofil granulocitdk és CD4* sejtek szdma a dermiszben, viszont a két torzs k6zott nem

detektdltunk kilonbséget.

Fokozott gyulladdsos citokin mRNS expresszio a TRPA1 KO egerekben

Meghataroztuk az IL-1B, TNF-a, IL-23, IL-17A és IL-22 citokinek mRNS expresszidjat a kezelés
kiilénbo6z6 id6pontjaiban (elsé Aldara és vazelin kezelést kovet6 6. és 48. déraban) levett TRPAL WT és
TRPA1 KO csoportok bérmintaiban. Az IL-18, TNF-a és IL-22 citokinek mRNS mennyisége Aldara kezelés
hatdsara a TRPA1 KO egerekben mar 6 draval az els6 kezelést kovetben jelentGsen megndtt és
szignifikans eltérést mutatott a vad tipushoz képest, maximumukat a 48 éras id6pontban érték el. A
két torzs IL-17A mRNS expresszidja a 48 drds mintavételi id6pontban érte el a maximumat, mely a
TRPA1 KO torzsben szignifikdnsan magasabb volt a vad tipushoz képest. Az IL-23 expresszidja a 6 Ords
id6pontban még a TRPA WT torzsben volt fokozottabb a KO térzshéz képest, majd az elsé Aldara
kezelés utan 48 draval mar a KO térzsben mértiink magasabb expresszids szintet. A kisérlet végére az

Osszes citokin koncentracioja lecsékkent a kiindulasi értékekre.

Csokkent gyulladdsos vdlasz TRPV1 receptor hignydban

Vizsgalataink soran TRPV1 vad tipusi és génhianyos egereken is kivaltottuk Aldardval a
pikkelysomor-szerl bérreakciét. Az 6t napos kisérlet minden napjan monitoroztuk az imiquimod
kezelés hatdsdra kialakuld bérvastagsag, szoveti vérataramlds és hamlas mértékét a kezelt terlileteken.
Vizsgdlataink azt mutattak, hogy az Aldaraval kivaltott gyulladasos reakcié mértéke fokozottabb volt a

TRPV1 WT torzsben a KO torzshoz képest.

A TRPV1 hatdsa a TRPA1 receptor szerepére az IMQ-indukdlta bérgyulladdsban

TRPV1/TRPA1 kett8s KO egereken is kivaltottuk az imiquimod-indukalt psoriasiform bérgyulladast
és kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy TRPV1/TRPA1 KO egerekben csdkkent a gyulladas soran



kialakulé bérvastagsag és vérataramlas mértéke a vad tipushoz képest. Ezen eredményeink hasonlé

tendencidt mutattak, mint amit a TRPV1 KO egereknél indukalt gyulladas soran tapasztaltunk.

Az imiquimod kézvetleniil aktivdlja a TRPA1 ioncsatorndkat

TRPA1 receptor-expresszalé és TRPV1 receptor-expresszald CHO sejtvonalakon, valamint HaCaT
sejteken vizsgdltuk meg, hogy az imiquimod képes-e kozvetlenil aktivalni a sejtek TRPA1, illetve TRPV1
ioncsatorndit. Méréseink azt mutattdk, hogy imiquimod hatdsédra radioaktiv “°Ca?* izotdp felvétel
figyelhet6 meg a TRPA1 receptor-expresszalé CHO sejteken, viszont a TRPV1* CHO sejteken nem. Ezzel
szemben HaCaT sejtek esetén kismérték( *°Ca®* izotdp felvétel volt detektdlhatd imiquimod hatdsara.
Aramlasi citometrias kisérletek soran igazoltuk, hogy az imiquimod dézisfiiggd Ca®* bedramlast okoz

TRPA1* CHO sejtekben és ez a valasz gatolhatd szelektiv TRPA1 antagonistakkal (A967079, HC030031).

A TRPA1 expresszadlddik a CD4* sejteken, mig a TRPV1 nem

Immunhisztokémiai vizsgalataink soran kimutattuk, hogy vannak olyan CD4* sejtek a bdrben,

amelyek a TRPA1 receptort is expresszaljak, viszont TRPV1 és CD4 ko-lokalizacidt nem detektaltunk.

Fokozott Iba-1 mRNS expresszid Aldara kezelés hatdsdra TRPA1 KO egerek DRG mintdiban

Aldara kezelés hatdsara a kisérlet 4. napjan az Iba-1 makrofag aktivacids marker relativ expresszidja
haromszor nagyobb volt a TRPA1 KO egerek DRG mintdiban, mint a kezeletlen és TRPA1 WT egerek

DRG mintaiban.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Napjainkban az egyik legaltaldnosabban haszndlt kisérletes allatmodell a pikkelysomor
patomechanizmusanak vizsgalatara az Aldara-indukdlt psoriasiform b&rgyulladds egérben. A modell
népszerlisége abban rejlik, hogy kdnnyen hasznalhatdé, koltséghatékony, a gyulladasos reakcid gyors
(5-7 nap alatti) kivaltasat teszi lehet&vé és specidlis genetikai hatterl egértorzsekben is alkalmazhato.
Azonban el6nyei mellett a modell jelentés hatranyokkal is rendelkezik. A szakirodalomban szdmos
olyan publikacio taldlhatd, amelyben az imiquimoddal kezelt egereknél Iépmegnagyobbodas, jelentds
sulyvesztés, sulyos dehidracio és szisztémas gyulladas (emelkedett gyulladasos citokinek a vérben)
kialakulasat figyelték meg®>*13%, Ezen eredmények egyértelmiien alatdmasztjak, hogy az imiquimod
lokalis alkalmazasa egereknél szisztémas mellékhatdsok kialakuldsat eredményezi, mely a modell
legnagyobb hatranyat okozza. Ezeket a szisztémas mellékhatasokat az imiquimod modell alkalmazasa
soran mért értékek értelmezésekor nagyon gyakran figyelmen kivil hagyjak, annak ellenére, hogy
jelent&sen befolyasolhatjak a kapott eredményeket. A kiszaradas a bér szerkezetének megvaltozasat
eredményezi, mely soran sokkal vékonyabba és feszesebbé vélik a b6r. A dehidracié jelentésen

befolyasolja a bér barriert és az immunoldgiai funkcidkat.



A szisztémas tinetek kialakuldsaban tébb tényez§ jatszik szerepet. Egyrészt az imiquimoddal kezelt
terlilet mérete, ugyanis a klasszikus IMQ modellben a teljes hatbér kezelése torténik IMQ-al, amely az
egér teljes testfelszinének 15 %-at érinti 3. Az ilyen nagy teriletet érintd imiquimod kezelés a szervezet
altaldnos allapotanak romlasat eredményezheti, melyet embereknél is megfigyeltek 3233, Masrészt az
egerek tisztalkodasuk soran az imiquimodot kénnyen lenyelhetik, mely a szervezetbe bejutva I. tipusu
IFN-ok termel6dését eredményezi a bélrendszerben, ami hozzajarul a szisztémds hatdsok
kialakuldsdhoz.

Munkank elsé részében Finn kamrak alkalmazasaval tovabbfejlesztettik van der Fits és munkatdrsai
altal els6ként alkalmazott imiquimod-indukalt psoriasiform bd&rgyulladds modellt. Ez az Uj technika
alkalmasnak bizonyult a psoriasiform bGrreakcid kivaltdsara, melynek gyulladdsos tiinetei (6déma,
sejtes infiltracid, hamlas, vérataramlas, hisztopatoldgiai elvaltozasok) hasonld mértékben jelentek
meg, mint a klasszikus imiqguimod modellben. A mddszer hasznalatdval csékkennek a szisztémas
mellékhatdsok, mivel jelent6sen kisebb a |épmegnagyobbodds és sulyvesztés mértéke, valamint a
gyulladasos citokinek (IL-1B, TNF-a, IFN-a) mennyisége a vérben. Azt feltételezzik, hogy a szisztémas
vdlasz csokkenése a kisebb méretl kezelt terlletnek és ezaltal a kevesebb krémnek kdszonhetd,
valamint annak, hogy Finn kamrak alkalmazdsdval a kezelések fedett bérteriileten torténnek, ezaltal
elkeriilhetd, hogy az egerek tisztalkodasuk sordn lenyeljék az IMQ-ot. Az Uj eljaras tovabbi el6nye, hogy
avazelin és az Aldara kezelés ugyanazon az allaton, 6nkontrollos médon torténik. Ennek készénhetéen
csokken az dllatok kozotti kilonbségek valdszinlisége, valamint még koltséghatékonyabba valik a
modell. Tovdbba a moddszer lehetévé teszi az Aldara hosszutdvu alkalmazdsaval az elhizédéo
gyulladasos allapot tanulmanyozasat. Ezdltal hozzajarulhat az IMQ modell tovabbfejlesztéséhez, a
betegség krdénikus gyulladdsos allapotanak részletesebb megismeréséhez és a psoriasis
tarsbetegségeinek tanulmanyozasahoz. Kisérleti megkozelitéstinket mas allatmodellekben alkalmazva
megel6zhetd vagy mérsékelhet6 a helyileg alkalmazott hatdanyagok (TPA, aceton) szisztémds
mellékhatdsainak kialakulasa.

Munkank masodik részében az el6z6ekben bemutatott, Finn kamrak alkalmazasaval
tovabbfejlesztett (MP mddszer) Aldara-indukalt psoriasiform bdérgyulladas lokalizalt modelljében,
kilonbozé génhianyos egerek (TRPV1 KO, TRPA1 KO és TRPV1/TRPAL ketts KO) felhasznaldsaval
vizsgaltuk a TRP receptorok szerepét.

TRPV1 KO egereken a gyulladasos reakcid kivaltasat kovetéen hasonlé eredményeket kaptunk, mint
amit Riol-Blanco és munkatdrsai figyeltek meg az RTX kezelt egereknél. Ezen eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy a TRPV1 receptorok jelenléte az idegvégz6déseken nélkilozhetetlen az
imiquimod-indukalt gyulladasos reakcid kivaltasaban. A TRPV1 receptor-expresszalé CHO sejtvonalon
végzett in vitro kisérleteink soran ugyanakkor kimutattuk, hogy az imiquimod nem képes kozvetlenil

aktivalni a TRPV1 receptort. igy azt feltételezziik, hogy a TRPV1 aktivalasaért egy eddig ismeretlen
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mediator a felelGs, mely imiquimod hatasara szabadul fel mas sejtekbdl (pl. keratinocitakbdl). Ezt
kovet6en TRPV1/TRPA1 kett6s KO egerek esetén vizsgaltuk a psoriasiform bérgyulladas mértékét,
mely sordn azt tapasztaltuk, hogy a két receptor egylittes hianya nem befolydsolta jelentésen a TRPV1
KO egereknél megfigyelt bérgyulladast, ami tovdbb erGsiti azt a feltételezést, mely szerint a TRPV1
dominans szerepet jatszik a folyamatban.

Meglepd mddon kisérleteink soran a TRPA1 génhianyos egereknél imiquimod kezelés hatasara
fokozott Thl-tipust immunvalaszt, bérvastagsag novekedést, vérataramlds emelkedést és sulyosabb
pikkelysomoros tiineteket tapasztaltunk, mint a TRPA1 receptort expresszald csoportban. Ez arra utal,
hogy normal koriilmények kozott a TRPAL a gyulladdsos folyamat csokkentésében jatszik szerepet.
Vizsgalataink sordan emelkedett /ba-1 (makrofdg aktivaciés marker) mRNS expressziét detektaltunk
TRPA1 KO egerek DRG mintdiban a vad tipushoz képest. Ezen eredményeink alapjan feltételezhetd,
hogy a TRPA1l ioncsatorna neurondlis expresszidja szabalyozza az imiquimod 4dltal indukalt
idegaktivitast.

Egyre tobb kdzlemény szdmol be arrdl, hogy a TRPA1 és TRPV1 heteromer csatornat képezhet a
szenzoros neuronokon, s ezaltal képesek szabalyozni egymas aktivitasat (szenzitizacid/deszenzitizacio)
a gyulladas sordn 3*. Fischer és munkatarsai vizsgalata szerint a TRPA1 jelenléte funkcionalis gatlast
gyakorol a TRPV1-re 3. Ezaltal feltételezhetd, hogy a TRPA1 képes befolydsolni a szenzoros neuronok
ingerlékenységét a TRPV1 aktivitdsdnak szabdlyozasa révén. Bar a TRPA1 aktivacion keresztil [étrejové
gyulladdskelté hatas jol ismert, egyre tobb kutatasi eredmény igazolja a receptor védé hatasat a
gyulladdsos folyamatokban. A kdzelmultban sebgydgyulds kisérletes egérmodelljében irtdk le, hogy
bérben a TRPA1* nociceptorok farmakoldgiai aktivalasa csdkkenti a hegképzGdést és elGsegiti a szoveti
regenerdcit 3. Kolitisz kisérletes egérmodelljében kordbban azt feltételezték, hogy a kapszazepin
gyulladasgatldé hatdsat a TRPV1 gatlasan keresztil fejti ki, viszont a kbzelmultban igazoltak, hogy ez a
hatds a TRPA1l deszenzitizacidja révén valdsul meg ¥’. Tehdt inkdbb a TRPA1 agonizmus a
kulcsfontossagl, mintsem a TRPV1 gatlasa a kolitisz kialakuldsaval szemben. Ezen kivil a kolitisz
kiilonboz6é kisérletes egérmodelljében kimutattdk, hogy a TRPA1l genetikai hidnya fokozza a
gyulladasos reakcié mértékét 339,

J6l ismert az IMQ hatdasmechanizmusaval kapcsolatban, hogy bioldgiai hatdsat egerek bérében a
makrofagok és dendritikus sejtek TLR7 molekuldin keresztil fejti ki ®. Azonban nem csak TLR7-en
keresztll képes kifejteni a hatdsat, hanem a NALP 3 jeldtviteli Utvonalon keresztil is indukal
inflammaszéma aktivaciét, valamint ligandja lehet az adenozin-receptoroknak, melyekre

t 4041 Vizsgalataink sordn els6ként igazoltuk, hogy az IMQ TRPA1 agonista

antagonistaként ha
aktivitassal is rendelkezik. In vitro kisérleteink soran kimutattuk, hogy az imiquimod dézisfiiggd Ca?
bedramlast indukal TRPA1 receptor-expresszalé CHO sejteken, amelyet szelektiv TRPA1 antagonistak

(A967079 és HC030031) alkalmazasaval gatolni tudtunk. Ezzel szemben az IMQ nem indukalt Ca?*
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bedramlast TRPV1 receptor-expresszalé CHO sejteken. Ezen eredményeink alapjan feltételezhet6,
hogy az IMQ nem képes kozvetleniil aktivalni a TRPV1* nociceptorok miikodését a bérben. Ellenben,
mint TRPA1 agonista képes kdzvetleniil aktivalni a neuralis és nem-neuralis sejtek TRPA1 ioncsatornait
és gyulladdsgatlé hatast kifejteni a bérben.

J6l ismert, hogy a gyulladdsos mediatorok tobb Utvonalon keresztil képesek szabalyozni a TRPV1
ioncsatorndk aktivaciojat, mint pl. specifikus G fehérje kapcsolt receptorokon (GPCR) vagy receptor
tirozin kindzokon (RTK) keresztiil 3. A pikkelysémor egyik kisérletes egérmodelljének a KC-Tie2-nek a
kovetSen csokkent a dendritikus sejtek szdma, az IL-23 citokin expresszidja, a T sejtes infiltracid és az
akantézis mértéke a bérben, tehat a gyulladasos reakcié mértékének csokkenését eredményezte. Ezért
a hatdsért az érz6 idegvégz6désekbdl felszabaduld SP és CGRP a felel8s #2. Kisérleteinkben a TRPA1 KO
egerekben észlelt fokozottabb gyulladds magyarazatdul szolgalhat, hogy a kapszazepinhez hasonléan
az IMQiis képes kozvetlendl aktivalni a TRPA1 receptorokat az érzé neuronokon, ami ezen nociceptorok
TRP-medidlt részleges deszenzitizaciéjdhoz vezethet pikkelysomorben. Ennek eredményeképpen
csokken az érz6 idegvégz6désekbdl felszabaduld neuropeptidek mennyisége, melynek hatdsara
csokken a dendritikus sejtek aktivacidja, igy az IL-12 és IL-23 citokinek mennyisége, amely befolydsolja
vezet. Mivel egyre tobb informdciéval rendelkeziink a nociceptorok TRPA1l kozvetitett
deszenzitizaciéjanak gyulladdsgatld szerepérdl kiillonb6z6 gyulladdsos betegségekben, igy a jovGben a
mar ismert vagy Uj , TRPA1 deszenzitizalok” alkalmazdsa igéretes terapids lehet6ség lehet.

Osszefoglalva, eredményeink a neuro-immun szabdlyozas Ujabb aspektusara vildgitanak ra.
Feltehet6, hogy a kiilonb6z6 TRP csatorndk aktivalasa eltér6 moddon befolyasolja a kialakuld
immunreakciokat az adott szovetben, igy a TRP csatorndk fontos szerepet jatszanak a szévetspecifikus
immunreakciok finomhangolasaban. A TRP csatornak specifikus aktivalasa vagy gatlasa uj célpont lehet

a bér immun-medialt betegségeinek kezelésében.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Finn kamrak alkalmazasaval tovabbfejlesztettik az imiquimod-indukalt psoriasiform dermatitisz
egérmodelljét. Az igy létrehozott lokalizalt modellben szignifikans mértékben csokkentek a
szisztémas hatasok, emellett lehet6vé valt az Aldara és a kontroll krém hatasainak vizsgalata
ugyanazon az dallaton, 6nkontrollos médon. A médszer lehet6vé teszi az Aldara hosszutavu
alkalmazasaval az elh(z6dé gyulladasos allapot tanulmanyozdasat. Ezaltal hozzajarulhat a betegség
krénikus gyulladasos allapotanak részletesebb megismeréséhez és a psoriasis tarshetegségeinek

tanulmanyozasahoz.
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. Els6ként irtuk le a TRPA1 ioncsatorna szerepét az imiquimoddal kivaltott psoriasiform

dermatitiszben.

Els6ként irtuk le, hogy az imiquimod TRPA1 agonista, tehat képes kozvetlenil aktivdlni a TRPA1
receptort, mig a TRPV1-et nem.

Igazoltuk, hogy TRPV1 KO egereknél hasonlé mértékd gyulladas valthatd ki imiquimod kezelés
hatdsdra, mint RTX kezelést kdvetSen. Ezek alapjan feltételezhetd, hogy a TRPV1* nociceptorok

jelenléte nélkilozhetetlen az imiquimod-indukalt gyulladdsos reakcié kivaltasaban.
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