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BEVEZETES

Az International Association for the Study of Pain (IASP) definicioja szerint: ,,A fajdalom egy
olyan kellemetlen érzékelési és érzelmi élmény, amely valés vagy potencidlis szoveti
karosodassal all 6sszefiiggésben, vagy amely ilyen élményre hasonlit”. A fajdalom érzékszervi
¢és érzelmi komponensekre oszthatd, melyek a vélt vagy valos szovetkdrosodasbol erednek. Az
érzékszervi fajdalom lehet nociceptiv, melyet altalaban valamilyen szoveti sériilés okoz [1];
valamint lehet neuropatids, amely a szomatoszenzoros idegrendszer sériilése vagy betegsége
miatt jelentkezik [2]. A nociceptiv fajdalom lehet szomatikus és lehet visceralis vagy zsigeri,
mely a belsd szervek valamely betegségét kiséri. Barmilyen tipust fajdalomrol is legyen szo,

annak hosszl tava fenndlldsa az életmindség romlasadhoz vezet.

IRODALMI ATTEKINTES

1. Tranziens Receptor Potenciil (TRP) csatornak

A tranziens receptor potencidl géncsaldd integrans membranfehérjéket kodol, melyek
ioncsatornaként mitkddnek. A fehérjék szerkezeti hasonlésagot mutatnak egy ecetmuslicaban
leirt fototranszdukcioban szerepet jatszo fényérzékeny receptorral, ezen topografiai hasonlosag
miatt kertiltek a TRP csaladba, azonban tobbségiik egyéb hasonlosdgot nem mutat a tranziens
receptorpotenciallal. A TRP csatornak a legtobb eukariota fajban, az élesztoktdl a gerincesekig,
szinte minden szovetben megtaldlhatok. Mivel tobbségiik ingerelhetd és nem ingerelhetd
sejteken egyarant expresszalodik, szerteagazo €lettani folyamatokban vesznek részt. Szerepet
toltenek be tobbek kozott kiilonb6zd ingerek (homérséklet, fajdalom, kémiai, mechanikai,
elektromos) érzékelésében, az izomkontrakcioban, gyulladadsos folyamatokban, valamint az
ionhaztartas szabalyozasaban. Jelatviteliik gyakran G-fehérjéhez kapcsolt és novekedési faktor

receptorokhoz, valamint foszfolipaz C (PLC)-hez kotodik [3].

2. Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1

A TRPA az egyetlen a TRP alcsaladok koziil, melybe eddig csak egyetlen kationcsatornat
soroltak. A csatornat kodold gént eredetileg tiid6 fibroblaszt sejtekbdl klonoztak 1999-ben [4].
A munkacsoport azonositott egy, két kiilonallo6 domént tartalmazo, 1119 aminosavbol allo
fehérjét kodold gént a human 8-as kromoszoman. Megallapitottak, hogy a fehérje N-terminalis

doménje 18 szegmensbdl all, melyek mindegyikéhez egy-egy ankirin kapcsolodik.



A fehérjét kodold gént ANKTMI1-nek nevezték el. Késdbb tovabbi vizsgdlatokat végezve
felfedezték, hogy a fehérje nagyfoku hasonlosagot mutat a TRP csatornakkal, igy a pontosabb

szerkezeti azonositas utan kozéjiik soroltak.

3. Tranziens Receptor Potencidl Ankirin 1 el6fordulasa

A TRPALl-et el0szor egy karos hidegre és csipds vegyiiletekre érzékeny nociceptiv csatornaként
azonositottak, mely hats6 gyoki ganglionokban (DRG) és trigeminus ganglionokban (TG)
fejez6dik ki [5]. Az azédta tortént vizsgalatok pontosabban feltartak a receptor, valamint az
ioncsatorna szerkezetét és miikodését. A kutatdsok ravilagitottak, hogy a TRPA1 rendkiviil
sz€les korben expresszalodik, rendkiviil sok sejttipus membranjaban, illetve kiilonb6zo

sejtalkotok membranjéban is megtalalhato.

4. Neuronalis TRPA1 ioncsatornak funkcioja

A TRPAI ioncsatorndk multimodalis, nem szelektiv kationcsatorndk, melyek leginkabb
els6dleges szenzoros nociceptorokon, kdzponti idegrendszeri idegsejteken és glia sejteken
expresszalodnak. A TRPAT és/vagy a TRPV1 periférias idegvégzddéseken vald aktivacidja
Na* és Ca®" bearamlashoz vezet. A Na* influx hatasara az aktivacios kiiszob elérésekor akcios
potencidl jon l1étre. Az idegvégzddéseken levo ioncsatornak aktivacidjanak hatasara kialakul a
fajdalomérzet, a nocicepcio. Ezzel egyidében lokélisan neuropeptidek (pl: kalcitonin gén rokon
peptid, CGRP; P anyag, neurokinin A és neurokinin B) szabadulnak fel [6]. Az igy felszabaduld
proinflammatorikus mediatorok az arteriolak erdteljes értagulatat, az itt talalhatdé venulakbol
plazmafehérjék kidramlasat, valamint gyulladasos sejtek aktivaciojat okozzak. Mindezek
hatdsara lokalis gyulladds alakul ki. A sériilt vagy gyulladt szovetbdl felszabadulo
proinflammatorikus és algogén mediatorok (pl.: szerotonin, bradikinin), valamint néhény
lipidperoxidacios termék (pl. 4-hidroxi-hexanal, 4-hidroxi-nonénal, 4-oxo-nonénal) PLC, PKA
¢s PKC tutvonalakon keresztiil képesek szabalyozni a TRPAT1 csatorna miitkodését ugy, hogy
foszforilaljak azt [7].

Ezen ioncsatorndk, hasonléan mads, szintén neuropeptideket expresszaldo Szenzoros
neuronokban expresszalt csatornakhoz, rendelkeznek szisztémas efferens funkcioval is [6]. A
lokalis efferens funkcioért felelds gyulladdasos neuropeptidek felszabaduldsan kiviil az
ioncsatorna aktivacidjanak hatasara gyulladasgatlo peptidek is felszabadulnak (pl.:
szomatosztatin), melyek a keringésbe keriilve szisztémas gyulladasgatlo és analgetikus
hatasokat valtanak ki [8].



5. Nem neuronalis TRPAT1 ioncsatornak funkcidja

Az agytorzsben a TRPATI a zsigeri afferens palyan expresszalodik, és szabalyozza a glutamat
felszabadulasat [9]. Az asztrocitakban, amelyek hozzajarulnak a szinapszisok kialakulasahoz
¢s miikodéséhez, a TRPA1 expresszidja Osszefligghet a gatld szinapszisok szabalyozésaval. A
belso fiilben is fontos a TRPA1, ott a stria vascularisban, a Corti-szervben ¢és a csiga kiilso és
belsé szdrsejtjeiben (OHC ¢és IHC) expresszalodik €s egyedi ankyrin repeat domain szerkezete
arra utal, hogy itt valdszinilleg mechanoszenzitiv csatornaként mikodik [10-12]. Az
érrendszeri endotélsejtekben a TRPA1 miikddése 0Osszefliigg az endotéliumbol szérmazo
hiperpolarizalé faktor (EDHF) valaszokkal [13,14]. A kardiovaszkuldris rendszerben valo
szerepére iranyuld kisérletek sordn azt talaltak, hogy az élelmiszerekkel a szervezetbe keriild
TRPA1 agonistak két kiilonboz6 utvonalon keresztiil is artériatagulast okozhatnak. A TRPAL
hasnyalmirigyben vald expresszidjat patkany hasnyalmirigy Langerhans szigetein mutattak ki
[15]. A TRPAL agonista allil-izotiocianat és a 15-deoxi-delta-prosztaglandin J, (15dPGJ>)
[16,17] jelentSsen fokozta a Ca?" bearamlast a B sejtekben. A B sejtekben valé kifejezddést
specifikus TRPA1 antagonistakkal is megerdsitették, melyek a vizsgalatok soran blokkoltak az
elektrofil aktivalas altal el6idézett hatasokat [18]. A gasztrointesztinalis rendszerben is fontos
szerepe van a TRPA1-nek. A vékonybél és a vastagbél nyalkahartyajan a TRPA1 a bél
szaganyag-receptorokkal (OR) egyiittmiikodve valosziniileg kemoszenzorként mukodik. A
TRPA1 nagymértékben expresszalodik a legtobb olyan nem neuronalis sejttipusban is, amelyek
a légzorendszert alkotjak. Alapvetd szerepet jatszik nemcsak a normalis 1éguti miikodésben,
hanem a betegségek moduldlasaban is. A nem neurondlis bdrsejtekben, példaul a human
keratinocitakban ¢és fibroblasztokban a TRPA1 aktivalasa kozvetiti az eikozanoidok, példaul a
prosztaglandin E> (PGE2) és a leukotrién Bs (LTB4) szekrécios mintazatat, és hosszan tartd
helyi eritémiat idéz el6 [19]. Melanocitakban a TRPA1 befolyasolja a proinflammatorikus
citokinek, koztiik az interleukin-1a és B (IL-1a, IL-1B) expresszidjat [20]. Az emberi fogakban
a TRPA1 nagymértékben expresszalodik a fogpulpa fibroblasztjaiban, ahol részt vehet a

mechanotranszdukcioval kapcsolatos hidegvalaszokban és fajdalomban [21].

6. Agonistak
Altalaban a TRPA1 csatorna agonistéi a tiol-reaktiv elektrofilek nagy csoportjaba sorolhatok,
amelyek kovalensen moédositjak a csatornat; valamint nem elektrofil vegyiiletek csoportjaba,

amelyek nem kovalens modositasok révén képesek a csatorna aktivacidjat okozni.



6.1. Elektrofil agonistak

Az agonistaknak ebbe a csoportjaba szamos olyan vegyiilet tartozik, melyek a hétkéznapi
¢letben hasznalt fliszerekben ¢és gyogyndvényekben is megtaladlhatok. Ezek kozé tartozik a
fokhagymaban talalhato allicin, melybdl alliindz enzim hatésara alliin keletkezik. Az alliin egy
tioszulfinat csoportot tartalmazd, szagtalan és erésen instabil vegyiilet, melybdl kiilonbozo
diallil-szulfidok (DAS), diallil-diszulfidok (DADS) és diallil-triszulfidok (DATS) keletkeznek.
Ipari vegyszerek és illékony irritansok, pl.: akrolein és kroton-aldehid [22,23]; hidrogén-
peroxid [24]; kiilonb6z6 érzéstelenitk, pl.: izofluran [25], lidokain [26], propofol [27];
laboratoriumi vegyszerek, pl.: formalin [28]; valamint endogén aktivatorok és oxidativ stressz
komponensek, pl.: nitrogén-oxid (NO) [29] szintén agonistaként hatnak. Ezek az agonistaként
viselkedd anyagok kovalensen moddositjdk a TRPA1 aminotermindlis doménjén taldlhatd

cisztein és lizin oldallancokat.

6.2. Nem elektrofil agonistak

Az agonistaknak ez a csoportja nem a cisztein oldallancok kovalens modositasa révén fejtik ki
aktivalo hatasat. Az elektrofil agonista csoporthoz hasonldan, ide is szamos névényi 6sszetevo
¢és szarmazék sorolhat6. Legismertebb ezek koziil talan a mentol [30], és a hozza szerkezetileg
nagyon hasonld timol [31]. A nem elektrofil agonistak csoportjaba tartozik tovabba az
oregandban, kakukkfliben és a szegfiiszegben megtalalhaté karvakrol [32] és még szamos

egy¢eb vegyiilet.

7. Gazotranszmitterek (H2S és NO)

Mindharom gazotranszmitter (CO, H2S, NO) in vivo szintetizalodik és a szervezetben
neuromodulator funkciot tolt be. A HoS kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokra gyakorolt
potencialis biologiai hatasat el6szor 1990-ben irtak le patkany tiidésériilés modellben [33].
Késébb a szulfid donor natrium-hidrogén-szulfidot azonositottdk kapszaicin érzékeny
neuronok aktivatoraként izolalt patkany hugyholyagban [34]. Az eredményeket Osszevetve
Patacchini és munkatarsai arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a H,S vagy a TRPV1-re, vagy
egy szenzoros neuronokon vele egylitt expresszal6do, addig nem azonositott ioncsatornara hat
[34]. Par évvel késobb a TRPA1 patkany hiigyholyagban torténd expresszidjat fluoreszcens
immunhisztokémiaval ¢és valdés ideji PCR-ral vizsgalva azt talaltdk, hogy a TRPAl
immunreaktivitast mutat az urotélium, a szuburotelialis térben és az izomrétegben, valamint az
erek koriil a hugyholyag myelinizalatlan idegrostjain. NaHS-t alkalmazva a kisérletben arra a
kovetkeztetésre jutottak, hogy a szulfid donor a higyholyag TRPA1 csatornaira hat [35].

Ezutan szamos, a H2S és TRPA1 kapcsolatat vizsgal6 kisérlet vette kezdetét.



Példaként Gratzke kisérlete, aki TRPA1 agonistakat alkalmazott emberi hugycsdbdl szarmazo
mintakon és azonositotta a csatornak helyzetét a kiilonb6zo rétegekben talalhatd idegrostokban.
Vizsgalatai fényt deritettek arra, hogy a TRPA1 kolokalizaciot mutat a TRPV1-et és CGRP-t is
expresszalo idegsejtekben, valamint az urotelidlis €s intersticialis sejtekben. Az agonistakkal
torténd vizsgalati eredményei arra utalnak, hogy a TRPA1-nek szerepe van az emberi afferens
¢és efferens szenzoros jelatvitelben [36]. A kovetkezé kulcsfontossagu megallapitasokat
Miyamoto és munkatarsai tették 2011-ben [37], akik TRPAl-et expresszalo nativ DRG
neuronokon vizsgaltdk a H,S hatasat. Kisérleteikben a TRPA1 specifikus antagonista
HC030031-et és Ca?* mentes extracellularis oldatot alkalmaztak. Azt talaltdk, hogy a NaHS
altal kivaltott Ca®" novekedést gatolta a Ca®* mentes oldat, valamint az antagonista jelenléte,

ami arra utal, hogy a NaHS ezen csatornak aktivalasaval stimulalja a szenzoros neuronokat.

8. H2S és NO kapcsolata

A két vegylilet kozti szinergizmusrdl elészor vaszkuldris simaizomzatra valo hatassal
kapcsolatban szamoltak be [38]. A kolcsonhatas eredményeként HoSy vegyiiletek keletkeznek,
illetve nitroxil (HNO) és nitrozo-perszulfid (SSNO), amik képesek lehetnek aktivalnia a
TRPA1 csatornékat az asztrocitakban és (DRG) neuronokban [39].



CELKITUZESEK

A korabban csak toxikus gaznak tartott H>S molekula endogén gazotranszmitterként vald
azonositdsa 11j fejezetet nyitott az élettani kutatasok torténetében. Azoéta feltérképezték szamos
bioldgiai rendszerre gyakorolt multimodalis hatdsat. A szervezetben szamos kémiai
atalakulason esik at és a folyamatok soran keletkezd termékek is fontos szabalyozo szerepet
toltenek be. Bar az H»S, annak endogén moddon térténd atalakulasa és az igy keletkezett
molekuldk komplex folyamatokban betoltott szerepe széles korti vizsgalatok targyat képezi,
még mindig sok a kérdés ezen teriileten. A vildg szamos pontjan végeznek kutatasokat
poliszulfidok kiilonb6z6 folyamatokra gyakorolt hatdsairdl, de a legtobb poliszulfid
viszonylagos instabilitdsa miatt betegségmodellekben val6 alkalmazdsuk megkérddjelezhetd.
Ezen megfontoldsok alapjan a fizioldgids koriilmények kozott meglehetdsen stabil
tulajdonsagokkal rendelkezd poliszulfidot, a dimetil-triszulfidod valasztottuk.

A TRPALI receptor €s bioldgiai szerepe régdta kutatott teriilet. Ismerjiik mar pontos szerkezetét,
tobbféle liganddal valo aktivacigjat és elhelyezkedését is a szervezet szamos pontjan. Irodalmi
adatok szerint a HoS képes aktivalni a TRPA1-et, ezért Gigy gondoltuk, tanulmanyozzuk a két
teriilet kapcsolatat.

Célul tiztik ki a DMTS hatasanak vizsgalatat egy gyulladasos és egy neuropatids
fajdalommodellben, valamint, hogy a hatasokhoz van-e valamilyen kdze a TRPA1 receptor

jelenlétének vagy hianyanak.



KIiSERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Minden kisérletiinket 8-15 hetes, 20-30 grammos, him, funkcionalis TRPA1 (TRPA17) és
szomatosztatin 4-es receptor (SST4 ) génhidnyos egereken, illetve vad tipust parjaikon
végeztikk (TRPA1Y* és SST4**) Mindkét génmodositott egértorzs C57BL/6 alapi.

2. Etikai vonatkozasok

Minden kisérleti eljaras és vizsgalat eleget tett az allatok védelmérdl €s kiméletérdl szolo 1998.
évi XXVIII. torvény ¢€s az allatkisérletek végzésérdl szolo 40/2013 (II. 14.) szamu
korményrendelet el6irasainak, valamint az Eurdpai Parlament és Tanacs 2010/63/EU
iranyelvének és Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag ajanlasainak. A kisérleteket a Pécsi
Tudomanyegyetem Allatkisérleti Etikai Bizottsaga hagyta jova, engedélyszam: BA02/2000-
30/2016. Kutatasaink soran mindvégig az allatok jolétét szem elbtt tartva torekedtiink a

kisérletbe bevont allatok szamanak, valamint az altalunk okozott szenvedések csOkkentésére.

3. DMTS oldat készitése

Elészor 1 M DMTS-oldatot készitettiink dimetil-szulfoxidban (DMSQ), majd ezt 100 mM-ra
higitottuk 2% v/v poliszorbat 80-at tartalmazé sooldatban. A lassu oldddast kovetden ezt
fiziologias sooldatban tovabb higitottuk 25 mM-ra. Az elkésziilt 25 mM-os oldatot 10 mi/kg-
nak megfeleléen intraperitonealisan adtuk be, ami igy 250 umol/kg dozist eredményezett. A
vivéanyag 1 M DMTS oldat helyett DMSO-t tartalmazott. A végleges DMTS-oldat 2,24% v/v
DMSO-t és 0,45% v/v poliszorbat 80-at tartalmazott. A vehikulum DMSO tartalma 2,5% v/v
DMSO volt.

4. Kisérleti modellek

4.1. Seltzer szerinti mononeuropatia

A részleges idegsériilés hatasara kialakuld spontan fajdalom vizsgalatara Seltzer 1990-ben
megjelent cikkében ismertetett modszerét alkalmaztuk. Az altala alkalmazott patkdnymodellt
egerekre konvertaltuk. Bar az emberi szervezetben altalaban tobb ideget érintd ugynevezett
polineuropatiarél beszélhetiink, kisérleteink sordn mi ennek 4ltaldnosan elfogadott,
leegyszertsitett, egy ideget érintd ugynevezett mononeuropatias verzidjat alkalmaztuk az

ilédeg részleges elkotésével.



4.2. K/BxN szérum-transzfer artritisz

Kisérleteink soran az iziileti gyulladast ilyen allatokbol szdrmazd K/BxN szérum egyszeri 300
uL-es intaperitonalisan beadott injekcioval idéztiik elé (Mocsai Attila, Semmelweis Egyetem,
Budapest). A kontroll csoportot képviseld allatok nem artrogén BxN szérumot kaptak

ugyanazon mennyiségben.
5. Vizsgalati médszerek

5.1. Mechanikai allodinia kimutatasa
A hatsé mancsok mechanikai fajdalomkiiszobének eldzetes, majd miitét utani meghatarozasat,
valamint ennek a kiiszobértéknek a kezelés hatasara bekovetkezd valtozasat dinamikus

plantaris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile 37400, Comerio, Olaszorszag) végeztiik.

5.2. Fiiggeszkedési teszt

Az egereket merev fém racsra helyeztiik, majd a racsot felemelve és megforditva megvizsgaltuk
a logasi hajlandosagukat. Egészséges allat esetén a racsba valo kapaszkodas €s igy a hanyatt
torténd logas akar percekig is tarthat, ezért amikor a fliggeszkedési id6 elérte a 60 masodpercet,

az allatokat visszaforditottuk eredeti testhelyzetiikbe.

5.3. Makrofagok luminescens képalkotasa

A képalkoto vizsgalatok lucigenin (pH 7,4) alkalmazasaval torténtek. A lucigenin vizualizalja
az extracellularis szuperoxidot, melyet a makrofagok NADPH oxidaza termel [40]. Az egereket
elészor ketamin (120 mg/kg) és xilazin (12 mg/kg) intraperitondlisan adott elegyével elaltattuk,
majd foszfat pufferes sdoldatban (PBS) oldott lucigenint adtunk nekik szintén intraperitonalisan
(25 mg/kg). A lumineszcens képalkotast a lucigenin beadasa utan 10 perccel végeztiik IVIS
Lumina II (PerkinElmer, Waltham, Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilékkel a kovetkezd
beallitasok mellett: akvizicios id6 = 120 s, F/stop = 1, Binning = 8 [41]. Az altalunk vizsgalt

teriileten mért lumineszcens jelet foton/masodpercben fejeztiik ki.

5.4. Mikroglia aktivacio mérése Ionizalt kalcium-koté adapter molekula 1 (IBA1)
segitségével

A kalciumionok jelatviteli aktivitdsukat kiilonb6zé kalciumkotd  fehérjekkel vald
kapcsolddason keresztiil fejtik ki, amelyek koziil sokan az EF hand fehérjecsaladba sorolhatok.
Az 1bal egy 17 kDa nagysaga fehérje [42], mely szintén ezen csalad tagja [43].
Makrofdgokban/mikroglidkban fejezddik ki, melyek aktivacidja sordn a fehérje termelése
fokozédik. Ibal specifikus antitestet alkalmazva az immunhisztokémia soran, az aktivalt sejtek

detektalhatok.



5.5. Szovettani értékelés
Az IBA1 pozitiv sejtek szamat és a mikrogliak aktivacids allapotat a gerincveld dorzalis

szarvanak 1-2 lamellaiban szoftver segitségével értékeltiik.

5.6. Mancsduzzanat mérése pletizmométerrel

A hats6 mancsok térfogatat és annak gyulladds hatdsara bekovetkezd valtozasat
pletizmométerrel (Ugo Basile, Gemonio, Olaszorszag) vizsgaltuk. A lab altal kiszoritott
folyadék mennyisége cm>-ben kifejezve leolvashato egy a detektorhoz csatlakozo monitorrol

€s mennyisége aranyos a lab méretével.

5.7. Artritisz pontszam
Egy fliggetlen szakértd 0-to6l 10-ig terjedd skala alapjan értékelte a hatso mancsok klinikai
megjelenését. Azértékelésnél szempont volt az 6déma mértéke, a borpir €s az also ugroiziilet

mozgékonysaga.

5.8. RNAScope In situ hibridizacié egér hati gyoki ganglionjan

A Kkisérleti allatokat intraperitonalisan beadott pentobarbital injekciéval (2,4 g/kg, i.p.)
tulaltattuk, majd 4% paraformaldehidet tartalmazo Millonig foszfat pufferrel transzkardialisan
perfundaltuk. A megfelelden fixalt allapot elérése utan az L4 DRG-t eltavolitottuk, majd a
posztfixacio utan abbol 20 pm-es metszeteket készitettiink. A gyartdi protokoll alapjan

kotddve azzal fluoreszcens komplexet képez és mikroszkop alatt vizualizéalhato.

5.19. Patch clamp

A fesziiltséggel kapcsolt sejtek teljes sejtaramat manualis patchclamp elektrofiziologiaval
rogzitettilk a szabvanyos protokollok szerint, szamitogéphez csatlakoztatott Axopatch 200B
erdsitékkel, és a Digidata 1550A (Molecular Devices, San Jose, Kalifornia, USA) segitségével
digitalizaltuk. A GFP-pozitiv TRPA1 transzfektalt CHO (kinai horcsdg petefészek) sejteket
Nikon Eclipse TE2000-U fluoreszcens mikroszkop (Auro-science LLC, Budapest,

Magyarorszag) segitségével azonositottuk.

5.10. Plazma extravazacié mérése fluoreszcenciaval

A mérésekhez IR676 fluoreszcens festéket hasznaltunk. Az oldat Kolliphor HS 15-6t (5% V/V)
tartalmazott a plazmaszivargas kimutatasara alkalmas részecskeméret elérése érdekében. Az
egereket elGszor intraperitonalisan adott ketamin (120 mg/kg) és xilazin (12 mg/kg)
kombinaciodjaval elaltattuk, majd a retrobulbaris vénas plexusba IR676-t tartalmazo injekciot

adtunk.
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Ezutan IVIS Lumina Il (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesiilt Allamok)
késziilékkel detektaltuk a szivargds mértékét. A regisztralt jel nagysagat teljes sugarzasi

hatékonysagként fejeztiik ki = (foton/s)/uW/cm?) [44].

5.11. Iziilet metszet vizsgalata

A kezelésen atesett allatok tibiotarzalis iziileteit 7 nappal a szérum beadés utan eltavolitottuk,
majd 4%-os pufferelt paraformaldehidben fixaltuk. A mintakat elszor dekalcifikaltuk,
lehetové téve a csontok metszését, majd paraffinba dgyazva 3-5 um vastagsagi metszeteket
készitettlink. Az elkésziilt metszeteket hematoxilin-eozin festéssel megfestettiik, majd
fiiggetlen szakértdvel kiértékeltettiik, aki a kovetkezd hisztopatoldgias elvaltozasok alapjan
értékelt: porckarosodds, mononuklearis sejtek szadma, szinovidlis szovetszaporulat,

fibroblasztok szama, kollagénlerakodéds mértéke.

5.12. Adatelemzés, statisztika

A K/BxN artritisz modell esetén az adatok megjelenitéséhez és elemzéséhez Clampfit 10.7
(Molecular Devices, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) valamint GraphPad Prism 5
(GraphPad, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Allamok) programokat, a neuropatias
fajdalommodell elemzésére GraphPad Prism 8 (GraphPad, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt

Allamok) programot hasznaltunk.
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EREDMENYEK

1. A DMTS koncentraciofiiggd hatasanak vizsgalata TRPA1 ioncsatornakra

A TRPA1 ioncsatorna DMTS hatasara bekovetkez6 aktivaciojat in vivo human TRPAL-gyel
transzfektalt kinai horcsog petefészek (CHO) sejteken vizsgaltuk patch clamp modszer
segitségével. A sejtek membranjara mikroelektrédot csatlakoztattunk ¢és az ioncsatorna
nyilasakor létrejovo iondramot rogzitettilk. A DMTS az ismert trpal -aktivator allil-izotiocianat
(AITC) altal kivaltotthoz hasonld d&ramot indukalt. Az &ram a DMTS esetében sokkal lassabban
nétt, mint az AITC esetében. A kisérlet végén ellendriztiikk az ioncsatorndk funkcionalitasat
HCO030031 szelektiv TRPA1 antagonista alkalmazasaval, kizadrva az esetleges mas tényezo
altali ioncsatorna aktivacidt. A koncentracid-hatas gorbét az AITC altal kivaltott valaszokra

normalizalt aramok felhasznalasaval készitettiik el. Az ECso érték 6,92 pmol/L volt.

2. A Trpal mRNS vizsgalata egér hatso gyoki ganglion neuronjaiban

Egér hats6 gyoki ganglionjan RNAscope in situ hibridizaciot alkalmaztunk, majd a kiilonb6z6
fluorescens jeleket kiilonbozé szinli festéssel kiilonitettiik el egymastol és konfokalis
mikroszkoppal fényképeztiik. A vizsgalat soran Trpal mRNS és Calca (CGRP-t kodold) mRNS
fluoreszcens jelet is rogzitettiink egér L4-dorzalis gydki ganglionjdban. A metszetek részletes
vizsgalata ravilagitott arra, hogy DRG-ben a Trpal a CGRP pozitiv szenzoros neuronokon is
megjelenik, vagyis a Trpal és a Calca gének részleges kolokalizaciot mutatnak ezen teriileten.
A vizsgalat kimutatta, hogy bar a kolokalizacio jelentds, de nem minden Trpal-et expresszalo

neuron volt peptiderg, ahogy nem minden peptiderg szenzoros neuron volt Trpal pozitiv.
3. DMTS kezelés hatasa K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben

3.1. ADMTS hatasanak vizsgalata a hatsé labak mechanikai érzékenységére

A gyulladaskelté szérum-transzferben részesiilt egerek hats6 mancsanak mechanikai
érzékenységét DPA (Dynamic Plantar Aestesiometer, Ugo Basile 21036, Gemonio,
Olaszorszag) késziilékkel mértiik. Egy szoktatd, valamint 3 kontroll mérést végeztiink, majd a
széruminjekciot kovetd 5. és 7. napon ismét elvégeztiik a vizsgalatot. A K/BxN szérummal
injektalt allatok értékei varhatdé moddon jelentdsen csokkentek a kontrollcsoportban BxN-t
kapott allatokéhoz képest. Ezt a csokkenést a naponta térténd DMTS-sel (125 umol/L) valo
kezelés nem befolyasolta sem TRPA1 WT, sem TRPA1 KO allatokban.
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3.2. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata az egerek fiiggeszkedési teljesitményére

A K/BxN vagy BxN kezelési csoportba tartozé egereket fliggeszkedési tesztnek vetettiik ala a
megfeleld széruminjekcid beaddsa utani 5. és 7. napon. A 16g6 testhelyzetben eltoltott 1d6
jelentdsen csokkent az artritiszes szérummal kezelt csoportban mindkét vizsgalt térzsben. Ezen
értekeken sem a DMTS-sel (125 pmol/L) vald napi kezelés, sem a vehikulummal torténd

kezelés nem valtoztatott.

3.3. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata mancsduzzanatra és artritisz sulyossagra

A K/BXN szérum beadasa novelte a hatso mancsok térfogatat és az artritisz pontszamot a nem
artritiszes BxN-nel kezelt kontroll csoporthoz képest. A napi DMTS kezelés (125 pumol/L)
csokkentette a hatsd6 mancsok duzzanatat a KBXN csoportban az artritisz kialakulasat koveto 5.
¢s 7. napon, a hatds mind a TRPA1 WT, mind KO 4allatoknal jelentkezett. Hasonldan, a
bokaiziilet borpirjabol, duzzanatdbol és passziv mozgékonysagabol szamitott artritisz
pontszamot is csokkentette a DMTS kezelés, azonban nem volt hatassal egyik vizsgalt
paraméterre sem a kontroll csoportban. A védOhatdis TRPA1 WT ¢és KO dallatokban is
megfigyelhetd volt, ami arra utal, hogy a DMTS a TRPA1-t6] fliggetleniil fejti ki ezen vizsgalt

paraméterekre gyakorolt hatasat.

3.4. A DMTS-Kkezelés hatasanak vizsgalata MPO aktivitasra

A hatsé mancsok MPO-aktivitasat lumineszcens képalkotassal detektaltuk 2 és 6 nappal az
artritisz kezdete utan. A széruminjekci6 beadas el6tt kontrollmérést végeztiink, ehhez
hasonlitottuk a kezelés utan 2. és 6. napon mért értékeket. A szérumtranszfer artritiszben
szenvedd TRPA1 WT és KO egerek is a kontrollértékekhez képest emelkedett MPO-
aktivitassal rendelkeztek, ami fliggetlennek bizonyult a DMTS-sel vagy vehikulumaval torténd
kezeleéstdl, vagyis a DMTS kezelésnek nem volt hatdsa a myeloperoxiddz aktivitasra. A
vehikulummal kezelt TRPA1 KO allatok MPO-értékei magasabbak lettek az ugyanezt a
kezelést kapott TRPA1 WT csoporthoz képest.

3.5. A DMTS-kezelés hatasa a plazma extravazaciora

A plazma extravazacio tényleges sebességét a hats6 mancsokban IR676 festék fluoreszcens
képalkotasaval mértiik a K/BxN vagy BxN szérummal torténd kezelés utani 2. és 6. napon. E
modszer segitségével egy 20 perces iddintervallumban meghatarozhat6 a plazma extravazacio
sebessége. A kezelések eldtt kontroll értékeket vettiink fel, ezekhez hasonlitottuk a kezelések

utani értékeket.
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A szérum-transzfer artritisz megemelte az extravazacid sebességét a kontrollként felvett
kiindulasi értékekhez képest TRPA1 WT ¢s KO egerekben egyarant. A széruminjekciot kovetd
6. napon mérve a DMTS-sel kezelt csoportokban (WT ¢és KO) csokkent plazma extravazaciot
detektaltunk, tehat ezen adatok alapjan a DMTS TRPA1-t6l fiiggetleniil képes csokkenteni a
plazma extravazacidé sebességét. A vehikulummal kezelt TRPA1 KO dallatok a 6. napon
magasabb extravazaciot mutattak a szintén vehikulummal kezelt TRPA1 WT csoporthoz
képest. A DMTS kezelés hatdsa nem kiilonb6zott TRPA1 WT és KO egerek kozott.

3.6. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata a bokaiziilet kollagénlerakodasa

A K/BxN szérum beadasa utani 7. napon eltavolitottuk a ledlt allatok tibiotarzalis iziileteit, majd
a tovabbi vizsgalatokra szovettani metszeteket készitettiink beldliik. Az elkésziilt szovettani
metszeteket mikroszkop alatt a modszertani leirasban is szerepld paraméterek mentén
pontoztuk. A 4 vizsgalt paraméter a kdvetkez6 volt: mononuklearis sejtek szama, szinovialis
sejtszaporulat, fibroblasztok szdma, kollegénlerakddas mértéke.

A porcpusztulasi értéket kivéve a tobbi harom paraméter értéke statisztikailag szignifikansan
megemelkedett a KBxN széruminjekciéval kezelt egerekben a BxN-nel kontrollként
kezeltekhez képest genotipustol fliggetleniil.

Az artritiszes, TRPA1 WT egerek porcpusztuldsi értékei kdzott nem tapasztaltunk kiillonbséget
a DMTS-sel, valamint a vehikulumaval kezelt csoportokat dsszehasonlitva. Vagyis, mig a KO
allatok esetén emelkedett a porcpusztulasi érték, ez az emelkedés WT allatokban nem volt
megfigyelhetd.

A fibroblaszt-szerii szinoviocitak (FLS) szama és a kollagénlerakodas kisebbnek bizonyult a
DMTS-t kapott TRPA1 KO 4allatokban, mint vad tipusu tarsaikban. A kollagénlerakodas
mértéke nem kiilonbozott az artritiszes, DMTS-sel kezelt allatokban egyik egértorzsben sem a

vehikulummal kezelt csoporthoz képest.
4. DMTS kezelés hatasa neuropatias fajdalom modellben

4.1. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata neuropatias fajdalomra

A kisérletben részt vevd allatoknal egy szoktatd, majd 3 kontroll mérés alapjan mechanikai
fajdalomkiiszobot hataroztunk meg DPA késziilék segitségével. A kontrollmérések alapjan
egyértelmt, hogy a TRPA1 ioncsatornak jelenléte vagy hidnya nem befolyasolja az ép mancsok
mechanikai érzékenységét. Az iildidegbe torténd varratbeiiltetés utdn 24 oOraval ismét
elvégeztiik a mérést és azokat az allatokat, melyeknél nem valtozott a mitott 1db mechanikai

érzékenysége, kizartuk a tovabbi vizsgalatokbol.
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A mutét utan 7 nappal a vizsgalatot ismét elvégezve azt tapasztaltuk, hogy egy varrat beiiltetése
az Uléidegbe 7 nap elteltével a mechanikai fajdalomkiiszob jelentds csokkenését okozza szintén
TRPAI fiiggetlen modon, 6sszehasonlitva a mutét elott detektalt értékekkel.

A vivoanyag kis mértékben emelte az alacsonyabb fajdalomkiiszobot, az eltérés statisztikailag
nem jelentds.

A DMTS alkalmazasa pozitiv hatassal volt a mitott hatsd6 mancs mechanikai érzékenységére,
kiilonosen TRPA1 WT allatok esetében. Jelentdsen megndtt a mitdtt 1ab fajdalomkiiszob értéke
Osszehasonlitva a KO torzs egyedeinek értékeivel. A DMTS kezelés nemcsak a génhidnyos
kontrollhoz, de a vivoanyaggal kezelt hatdanyag kontrollhoz képest is statisztikai kiilonbséget
okozott a vizsgalt paraméterben. A DMTS kezelés olyan mértékben volt képes ndvelni az
ildideg sértés hatasara kialakuld koros fajdalomérzékelést, hogy a kiilonbség statisztikailag
nem kimutathaté sem a miitott 1ab mitét elotti kontroll értékéhez, sem a nem miitétt (intakt)
labhoz képest.

A funkcionalis TRPA1 ioncsatornak genetikai hianyaban a DMTS el6bbiekben leirt helyreallitd
hatasat nem tapasztaltuk. TRPA1 KO allatoknal a vehikulummal kezeltekhez hasonld
fajdalomkiiszob értékeket mértiink, a DMTS kezelés nem okozott semmi mérhetd kiilonbséget
egyik csoporthoz képest sem.

Ezek a megallapitasok mind azt sugalljak, hogy a Trpal a DMTS neuropatias fajdalomban

kifejtett hatdsanak kulcsfontossagu kozvetitdje.

4.2. Az SST4 szomatosztain-receptor szerepének vizsgalata a DMTS antihiperalgézias
hatasaban

Az eldzéekben mar ismertetett kisérletet elvégeztiik SST4 WT és KO egereken is. Osszevetve
kontroll értékeiket TRPA1 WT, illetve KO egerekkel; nem tapasztunk t6rzsbol fakado alapvetd
kiilonbségeket.

A DMTS vehikulumaval torténd kezelés nem befolyasolta sem az intakt, sem a miitott labak
mechanikai érzékenységét. Ellentétben a TRPA1 WT ill. KO egereknél tapasztaltakkal, nem
novelte a mitét hatasara kialakult alacsonyabb fajdalomkiiszobot.

A mitét utdn 7 nappal mérve mind a Sstr4 WT, mind a Sstr4 KO allatokban erdteljes
fajdalomkiiszob csokkenést tapasztaltunk a kontroll értékekhez képest. Az idegelkotés okozta
trauma hatdsara mechanikai hiperalgézia alakult ki. Az ezt kdvetd6 DMTS kezelés hatasara
statisztikailag jelentds kiilonbség alakult ki a neuropatias hats6 labak mechanikai
érzékenységében Sstr4 WT allatoknal. A DMTS novelte a fajdalomkiiszob értékeket a kezelés

elétti értekekhez és a vehikukummal kezelt csoport kezelés utani értékeihez viszonyitva is.
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A 4-es szomatosztatin receptor genetikai hidnyaban szenvedd egerekben a DMTS-sel vald
kezelés semmilyen antihiperalgézids hatast nem valtott ki.

Az, hogy a DMTS csak a Sstr4 jelenlétében képes pozitiv hatast gyakorolni a részleges
iléidegelkotés kivaltotta neuropatias fajdalomra, valamint, hogy ebben a hatasban nincs
szerepe a vehikulumnak, arra enged kovetkeztetni, hogy a DMTS hatasanak a TRPA1 mellett

egy masik kulcsfontossagu szerepléje SST4.

4.3. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata a sériilt iil6ideg koriili makrofag aktivitasra
Szoveti sériilés hatasara a sériilt részeken makrofag aktivéacio torténik, és kemokinek, valamint
gyulladasos citokinek szabadulnak fel az érintett teriileteken. Szakirodalmi adatok alapjan ezek
az aktivalt makrofagokbdl felszabaduldé kemokinek ¢és gyokok hozzajarulnak a neuropatis
fajdalom patomechanizmusahoz [45,46].

Az idegi sériilést szenvedett hatsd labak sériilés kortili teriiletének lucigeninnel vizualizalt
makrofag aktivitdsat vizsgdlva azt mondhatjuk, hogy a DMTS kezelés csokkent
lumineszcenciat eredményez TRPA1 WT és KO egerekben is a vehikulummal kezelt
csoporthoz képest, a kiilonbség azonban statisztikailag nem jelentds. A makrofag aktivités
szignifikansan nagyobb volt a vehikulummal kezelt TRPA1 KO egerekben, mint a vad tipusu
tarsaiban.

A vizsgalatot elvégeztiik SST4 WT és KO egereken is. A DMTS kezelés ezen torzsek esetében
sem okozott érdemi eltérést a vehikulummal kezelt allatokhoz képest. Ellentétben a TRPA1
torzsekkel, a vehikulummal kezelt SST4 KO 4allatok nem mutattak nagyobb makrofag sejt

aktivitast.

4.4. A DMTS-kezelés hatasanak vizsgalata a gerincveld hatsé szarvanak mikroglia
striségére

Az IBA 1 mikroglia/makrofag-specifikus kalciumkoto fehérje jelenlétét vizsgaltuk a gerincveld
hatsé szarvanak 1. és 2. lamindjadban. Mivel a fehérje mikroglia/makrofag aktivacié hatasara
upregulalodik, ezért az IBA 1 pozitiv sejtek szamabol kozvetleniil kovetkeztetni lehet a vizsgalt
tertilet mikroglia/makrofag aktivaciojara.

A slirliség nagyobb volt az iildideg elkotést elszenvedett allatok esetében kezelési csoporttol €s
genotipustél fiiggetleniil, 6sszehasonlitva az idegsériilés nélkiili tarsaikkal. Erdekes médon a
miitott egerek 1ézidval ellentétes oldali mintaiban is szignifikdnsan megndvekedett mikroglia-
stiriséget tapasztaltunk a nem kezelt kontroll allatokhoz képest. A 1ézidés oldalon (jobb) a
kontralateralis oldalhoz képest jelentésen megnovekedett stiriségértékeket észleltiink a

kezelést nem kapott és a vehikulumos kezelést kapott egereknél.
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A DMTS kezelést kapott allatoknal ilyen kiilonbséget nem tapasztaltunk egyik TRPA1
egértorzs esetében sem. Bar a DMTS kezelés csokkentette az aktivalt mikroglidk szamat, az
eredményekbdl jol latszik, hogy aktivaltsagi allapotuk nem csokkent. A megnovekedett
mikroglia stiriség hianya a 1¢zi6 oldalan a DMTS-sel kezelt csoportban a DMTS védo hatasara
enged kovetkeztetni. Ez a hatds mind a TRPA1 WT ¢és KO egerekben megfigyelhetd, ami arra
utal, hogy a hatas kozvetitésében a TRPA1 nem jatszik szerepet. A mitétileg részleges iil6ideg
1ézioval rendelkezd Trpal WT és KO egerek is fokozott mikroglia aktivalodast mutattak mind
a nem mitott, mind a miitott egerek kontralateralis oldalan tapasztaltakhoz képest. Az intakt
Trpal KO allatok nagyobb mikroglia aktivaciot mutattak jobb- és bal oldalon egyarant a WT
allatokhoz képest. A kezeletlen, a vivéanyaggal kezelt és DMTS-sel kezelt egerek is nagyobb

mikroglia aktivaciot mutattak a sériilést elszenvedett oldalon a masik oldalhoz képest.
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MEGBESZELES

In vitro és in vivo kisérleteink is megerdsitik a korabbi megfigyeléseinket, miszerint a DMTS a
TRPAL1 ioncsatorndk potens agonistdja. A DMTS kezelés hatdsdra a K/BxN szérum éaltal
kifejtett gyulladdsos fajdalommodellben mérséklodott az O6démaképzdédés ¢és a
plazmaextravazacio mértéke, ami a TRPA1 receptor jelenlététdl fiiggetleniil tortént. TRPA1
WT egerekben nem alakult ki jelent6s porckarosodas a kontroll csoport BXN nem-artritiszes
szérumot kapott tagjaihoz képest, ellentétben a KO allatokkal, melyeknél nagymértéki
porckarosodast tapasztaltunk. A DMTS kezelés nem volt hatassal sem a hats6 1abak mechanikai
neutrofil granulocitdk, sem a mononukledris sejtek szamat. A fibroblaszt-szerli szinoviocitak
mennyisége DMTS kezelés hatisara csokkent, de csak TRPA1 KO éallatok esetében.
Fajdalomcsillapité hatast nem tapasztaltunk. Ugy tiinik a DMTS kezelésnek RA esetében csak
az 6démafiiggd mechanizmusokra, illetve a humoralis gyulladdsra van hatasa, mely hatasok
TRPA1 receptor jelenlétében és hianyaban is fennallnak. Neuropatids fajdalom esetében a
DMTS-nek egyértelmiien kimutathatd fajdalomcsillapité hatasa volt. A kezelést kdvetden az
iiloideg sértése miatt kialakuld6 mechanikai hiperalgézia mértéke jelentdsen csokkent. A hatas
kialakulasdt a TRPAI1 ioncsatorna mellett az SST4 szomatosztatin-receptor kozvetiti. A
szomatosztatin egy ciklikus neuropeptid, mely ingerlés hatdsara szabadul fel féként peptiderg
fajdalomérz6 neuronokbol. Faris és munkatarsai [47] megallapitottak, hogy az izolalt egérbor
idegvégzddéseibdl a szomatosztatin felszabaduldsa a TRPA1 ioncsatorndk aktivacioja miatt
tortént. Az igy kiaramlo szomatosztatint a szisztémas keringés a szomatosztatin-receptorokhoz
szallitja, ahol kotddik és szisztémas gyulladascsokkentd folyamatokat indit el. A szomatosztatin
fajdalom-és gyulladascsokkentd hatdsat a 4-es receptorok kozvetitik. Az sst4 gén kilitése
megsziintette a szomatosztatin gyulladascsokkent6 hatasat [48].

Korabbi vizsgalatainkban a GY' Y4137 szulfiddonor hatasat tanulméanyoztuk K/BxN szérummal
kivaltott RA-ben. A GYY4137-b6l szarmazo szervetlen natrium-poliszulfid (POLY) hatasahoz
képest a DMTS-¢ meglehetdsen eltérd. A szervetlen poliszulfiddal torténd kezelés csokkentette
a mechanikai hiperalgéziat, az artritisz pontszamot €s a porckarosodas mértékét is TRPAL
jelenlétében. TRPA1 KO dallatokndl mind a mechanikai hiperalgézia, mind a plazma-
extravazacid, mind a MPO-aktivitas fokozodott. DMTS kezelés hatasara nem talaltunk a POLY
hatdsanal tapasztaltakhoz hasonld eltéréseket WT és KO torzs kozott. A DMTS kezelés KO
allatokban novelte a plazma-extravazacié sebességét. Ezt a hatast a vehikulummal valo

kezelésnél is tapasztaltuk, ezért ez valdszintileg a vivoanyag hatasdnak tulajdonithat6.
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A szervetlen szulfidhoz képest a DMTS se a mechanikai hiperalgéziat, se neutrofil sejtek
felhalmozdodasat nem csokkentette. A DMTS kezelés hatasara csokkent mancsduzzanat
mértéke €és csokkent az artritisz pontszam is, ami egybevag a munkacsoport korabbi
vizsgéalataival, amikor is a DMTS hatésat vizsgaltdk karragenin indukalta mancsgyulladasban
[49]. Az altalunk vizsgalt két fajdalommodell bar tobb ponton is kiilonbozik egymastol, de
kozos benniik, hogy DMTS kezelés hatasara mind az autoimmun, mind a nem-autoimmun
reakcion alapuld gyulladas esetében csokkent a plazma-extravazacio sebessége, ami terililetet
behal6zo erek allapotanak jo indikatora. A kisérletek alapjan megallapitottuk, hogy a DMTS
valoszinileg a peptiderg fajdalomérzé idegvégzodésekbol felszabaduld szomatosztatin
felszabadulasan keresztiil éri el hatasat.

Jelen kisérletiink sordn a DMTS kezelést kapott artritiszes TRPA1 WT egerekben magas
fibroblaszt-szerii szinoviocita (FLS) szamot és nagyobb mértékii kollagénlerakodast figyeltiink
meg, mint génhidnyos tarsaiknal. Ez 6sszhangban van a munkacsoport korabbi eredményeivel,
ahol a GYY4137 szulfiddonor hatasat vizsgaltak szintén K/BxN szérum transzfer artritiszben
[50]. A TRPAI ioncsatorna expressziojat tobbek kozott kimutattdk mar sziv fibroblaszt
sejtekben és a FLS-ben is [51]. Ezen szinoviocitak gyulladasos citokineket és matrix
metalloproteindzokat (MMP) szabaditanak fel, amik hozzéjarulnak az artritisz gyulladasos
folyamataihoz. A felszabaduld citokinek ¢és kemokinek egyebek mellett neutrofileket,
makrofagokat és hizosejteket aktivalnak, ami tovabb erésitik az autoimmun reakciot [52-54].
A TRPAI1 aktivaciojanak hatasara proinflammatorikus folyamatok indulnak meg
fibroblasztokban. Az allitast szamos tanulmany alatamasztja. Példakant Sieghart cikke [55],
amiben leirjak, hogy az antiepileptikumok kozé tartozo fenitoin képes aktivalni a TRPAI
csatornakat human fibroblaszt sejtekben és eldsegiti a kollagénlerakodast; vagy akar Kloesch
¢s munkatarsai tanulmanya [56], akik leirtak, hogy a FLS-bdl torténd citokin felszabaulast és a
porcpusztulast TRPA1 antagonista addsa mérsékli. Ezen eredmények mind Osszhangban
vannak azzal, hogy TRPA1 WT allatokban megnovekedett FLS megndvekedett szamat €s
sulyosabb kollagénlerakodast figyeltiink meg. A szulfidokat felszabadité anyagokrol régota
ismert, hogy gyulladascsokkentd hatassal rendelkeznek FLS-ben. Az S-propil-cisztein a
Keap1/Nrf2 jelatviteli utvonalon keresztiil gatolja az MH7A human FLS-bdl szarmazo citokin,
oxigéngyok és MMP felszabadulasat [57]. Hasonld eredményeket publikaltak NaHS-dal
oszteoartritiszes és RA FLS-ben [55-57]. A fokhagymabdl szarmazé diallil-triszulfid (DATS)
a DMTS-hez nagyon hasonlo6 szerves szulfid, mely enyhitette a TNF-a 4ltal kivaltott citokin-
felszabadulast kollagén-indukalt artritiszben szenvedd allatokbol izolalt FLS-ben. A DATS

hatésa valosziniileg az NF-kf és Wnt szignaltranszdukcios titvonalak gatlasan alapul [58].
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Ezen mechanizmusok magyarazhatjak az altalunk tapasztalt alacsonyabb FLS-siirliséget és
kollagénlerakodast TRPA1 KO egerekben. A TRPA1 nemcsak az FLS-on keresztiil hat a
porcra, hanem expresszalodik is kondrocitdkban. Az ioncsatorna aktivalasa kondrocitdkban
gyulladasos citokinek és MMP-k felszabadulasat okozza [59,60].

Korabbi tanulmanyokban a gerincveld hatsoé szarvaban 1évé mikroglidkat azonositottak, mint
résztvevoket a neuropatias fajdalom kialakulasaban az iiléideg részleges elkotése utan [61,62].
Az elvaltozas oldalan a gerincveld hats6 szarvaban emelkedett ipsilateralis mikroglia striiséget
tapasztaltunk, ami egybevag egy korabbi cikk eredményével [63], melyben hasonlo idegi sértést
kovetden megemelkedett IBA1-pozitiv mikroglia szamot irtak le gerincveld hatso szarvanak 1.
¢s 2. lamellaiban. A DMTS kezelés TRPA1 KO egerekben csokkentette az ipsilateralis
mikroglidk szdmat a hats6 szarvban, ezért az immunhisztologiai adataink alapjan arra a
kovetkeztetésre jutottunk, hogy a DMTS TRPAI1-fiiggd antineuropatids hatdsdban nem a
mikroglidk a f6 érintettek.

A DMTS hatasairdl nincsenek széleskori irodalmi adatok, ugyanakkor DATS és a szervetlen
POLY hatésaival tobb tanulmany is foglalkozik. A POLY hatasat RAW264.7 egér makrofag
sejtvonalon vizsgaltdk. A POLY gatolta a gyulladasos citokinek felszabadulast, NF-xf és a
TLRA4 (Toll-like receptor 4) aktivaciojat [64], valamint enyhitette a Kalmodulin-fliggé protein
kinaz IT (CaMKII) aktivitasat. A DATS hasonlo6 hatasokat fejtett ki az lipopoliszacharid (LPS)-
stimulalt RAW264.7 sejtekben, mint a POLY a gyulladésos citokin szekrécid, az NF-kf} és a
TLR4 (Toll-like receptor 4) szignalizacio tekintetében. Kisérleteink soran a DMTS nem tudta
statisztikailag szignifikans modon cs6kkenteni a citokin-termeld makrofagok aktivitasat a sériilt
iléideg kornyezetében. Huang és munkatarsai egér BV-2 sejtvonalat hasznaltak a POLY és
DATS mikroglidkon valo tesztelésére. A POLY-bol szarmaz6 nitroxil mérsékelte az LPS éltal
kivaltott apoptozist a vizsgalt sejtekben [65]. A DATS azonos modellben torténd vizsgalata
hasonld eredményeket hozott [66]. Ezen megallapitasok részben Gsszhangban vannak a mi
eredményeinkkel: a DMTS csokkentette a hatso szarv mikroglia siirliségét, azonban a mikroglia
aktivacio szovettani markereit ez nem befolydsolta. Munkacsoportunk korabban a szervetlen
POLY ¢és a szerves DMTS TRPAT1-gyel val6é kolcsonhatasat vizsgalta CHO sejteken és egér
trigemindlis ganglion neuronok pimer tenyészetén kalcium-érzékeny fluoreszcens markerekkel
¢és patch clamp mddszerrel. Eredményeik igazoltdk az ioncsatorna mindkét szulfid vegyiilettel
val¢ aktivalhatosagat [8,50]. A poliszulfidok képesek reagalni a fehérjék tiolcsoportjaval, ezzel

megvaltoztatva azok funkciojat.
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Példa erre Braunstein és Greiner munkai [67,68], akik aktint, glicerinaldehid-3-foszfat
dehidrogenazt (GAPDH), NF-kfB-t, ATP-érzékeny kéliumcsatornat (KATP), fehérjetirozin-
foszfataz 1B-t (PTP1B), Kelch-szertit ECH-asszocialt protein-1-et (Keapl) és a foszfataz-és
tenzin homoldg proteint vizsgaltak poliszulfidokkal valo modulacié tekintetében. Ezek alapjan
a DMTS a szervezet kiilonbozé szintjein kiilonbozd fehérjékre gyakorolt eltérd hatdsa
magyarazhatja az altalunk tapasztalt, makrofagokban kivaltott ellentétes hatasat.
Eredményeinket Osszefoglalva, megallapithatjuk, hogy a DMTS kezelés a TRPAI
ioncsatornatol fiiggetleniil csokkentette a mancsduzzanatot és a plazmaextravazacié mértékét
K/BxN szérummal kivaltott reumatoid artritiszben, mely egy valid gyulladasos
fajdalommodell. A DMTS porcvédd hatast fejtett ki és hatdssal volt az FLS sejtekre is.
Féjdalomcsillapitd hatdst nem tapasztaltunk, azonban szerepe volt a humordlis gyulladas
csOkkentésében, ami szintén TRPA1 fiiggetlen modon valdsult meg.

A DMTS mononeuropatids fajdalomra gyakorolt csillapitd hatdsaban a TRPA1 ioncsatornak és
az SST4 receptorok is érintettek. Az SST4 receptor jelentdségét az altalunk is alkalmazott
modellben mar bizonyitottak [69,70]. A DMTS kezelés csokkentette az IBAl-pozitiv
mikroglidk szamat TRPA1 WT és KO egerekben egyarant, azonban ezen gyulladascsokkentd
hatast KO allatok esetében a viselkedési vizsgalatok adatai nem tiikrozték.

A latszolag ellentétes eredményeket magyarazhatja, hogy kiilonbozott a két kisérletsorozatban
a DMTS adagolasanak kinetikdja, az artritisz modellnél az anyagot naponta egyszer adtuk 7
napon at, ezzel viszonylag alacsony szdveti koncentriciot elérve, ami az anyag rovid
féléletideje miatt a kovetkezd dozis beadasdnak idejére valoszinlileg teljesen kiiiriilt a
szervezetbdl. A mononeuropatias modellben éranként adtuk az szulfidot, 6sszesen hétszer egy
napon beliill, ami az adagolés kezdete utan 2-2,5 ordval egy viszonylag magas egyensulyi
koncentraciot ért el a szovetekben és az adagolés teljes idétartamaban fennmaradt. gy a beadas
modja magyarazhatja, hogy a Seltzer-féle modellben a DMTS olyan helyeken és olyan
hatasokat is képes kifejteni, amit egy rovidebb adagolas vagy alacsonyabb koncentracié nem
tesz lehetdve.

A Kkisérletsorozatok iddbeni sorrendje miatt a DMTS hatasat a K/BxN-es tanulmanyban leirt
beadasi sémat alkalmazva nem vizsgaltuk neuropatids féjdalomban és nem mértiink
makrofagokra kifejtett hatdsat sem, amiatt a két cikket ilyen szempontbol 6sszehasonlitva nem

tudunk megallapitasokat tenni.
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Makrofag depletalt egerekkel végzett kisérletben a K/BxN szérum transzfer hatdsara nem
alakult ki artritisz [71], ami arra enged kovetkeztetni, hogy a makrofagok szerepe a modellben
kritikus. Mi nem mértiink itt makrofag aktivitast, de gatlddasuk magyarazhatna a tapasztalt
enyhébb gyulladasos reakciokat.

Korabban a GYY4137-bol szarmazé szervetlen poliszulfidos kisérletnél a poliszulfidnak
nemcsak fajdalomcsokkentd hanem fajdalomkelté hatdsa is volt, és a fajdalomkelté hatas
TRPAL fliggetlentil jott 1étre. A dolgozat targyat képezd vizsgéalatban nem lattunk hasonlo
hatast, valosziniileg azért, mert a DMTS nem csak TRPA1-en keresztiil, hanem mas fehérjéken
keresztiil is képes lehet hatni €s a két hatas kiegyenlitheti egymast.

A két modell egy tovabbi lényeges kiilonbsége az idegrendszeri szenzitizacio €s kiterjedése. Az
artritisz modellben legfeljebb periférids szenzitizaciordl beszélhetiink, mely a gyulladasos
mediatorok érzékenyitésének hatdsara alakulhat ki a nociceptorok esetén. Mononeuropatianal
az idegsériilés kovetkeztében a periférids szenzitizacio mellett centralis szenzitizacio is torténik.
A DMTS képes atjutni a vér-egy gaton [72], ezért lehetséges, hogy fajdalomcsillapitd hatasat a
centralis szenzitizcié mérséklésénkeresztiil fejti ki.

Eredményeink alapjan kijelenthetd, hogy a DMTS mind reumatoid artritiszben, mind
neuropatias fajdalomban szenvedd betegek esetében potencidlis kiegészitd kezelés lehet a

jovoben, de ehhez még sokkal szélesebb korti vizsgalatok sziikségesek.
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