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BEVEZETÉS 

Az International Association for the Study of Pain (IASP) definíciója szerint: „A fájdalom egy 

olyan kellemetlen érzékelési és érzelmi élmény, amely valós vagy potenciális szöveti 

károsodással áll összefüggésben, vagy amely ilyen élményre hasonlít”. A fájdalom érzékszervi 

és érzelmi komponensekre osztható, melyek a vélt vagy valós szövetkárosodásból erednek. Az 

érzékszervi fájdalom lehet nociceptív, melyet általában valamilyen szöveti sérülés okoz [1]; 

valamint lehet neuropátiás, amely a szomatoszenzoros idegrendszer sérülése vagy betegsége 

miatt jelentkezik [2]. A nociceptív fájdalom lehet szomatikus és lehet viscerális vagy zsigeri, 

mely a belső szervek valamely betegségét kíséri. Bármilyen típusú fájdalomról is legyen szó, 

annak hosszú távú fennállása az életminőség romlásához vezet.  

 

IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

1. Tranziens Receptor Potenciál (TRP) csatornák 

A tranziens receptor potenciál géncsalád integráns membránfehérjéket kódol, melyek 

ioncsatornaként működnek. A fehérjék szerkezeti hasonlóságot mutatnak egy ecetmuslicában 

leírt fototranszdukcióban szerepet játszó fényérzékeny receptorral, ezen topográfiai hasonlóság 

miatt kerültek a TRP családba, azonban többségük egyéb hasonlóságot nem mutat a tranziens 

receptorpotenciállal. A TRP csatornák a legtöbb eukarióta fajban, az élesztőktől a gerincesekig, 

szinte minden szövetben megtalálhatók. Mivel többségük ingerelhető és nem ingerelhető 

sejteken egyaránt expresszálódik, szerteágazó élettani folyamatokban vesznek részt. Szerepet 

töltenek be többek között különböző ingerek (hőmérséklet, fájdalom, kémiai, mechanikai, 

elektromos) érzékelésében, az izomkontrakcióban, gyulladásos folyamatokban, valamint az 

ionháztartás szabályozásában. Jelátvitelük gyakran G-fehérjéhez kapcsolt és növekedési faktor 

receptorokhoz, valamint foszfolipáz C (PLC)-hez kötődik [3].  

2. Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 

A TRPA az egyetlen a TRP alcsaládok közül, melybe eddig csak egyetlen kationcsatornát 

soroltak. A csatornát kódoló gént eredetileg tüdő fibroblaszt sejtekből klónozták 1999-ben [4]. 

A munkacsoport azonosított egy, két különálló domént tartalmazó, 1119 aminosavból álló 

fehérjét kódoló gént a humán 8-as kromoszómán. Megállapították, hogy a fehérje N-terminális 

doménje 18 szegmensből áll, melyek mindegyikéhez egy-egy ankirin kapcsolódik.  
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A fehérjét kódoló gént ANKTM1-nek nevezték el. Később további vizsgálatokat végezve 

felfedezték, hogy a fehérje nagyfokú hasonlóságot mutat a TRP csatornákkal, így a pontosabb 

szerkezeti azonosítás után közéjük sorolták. 

3. Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 előfordulása 

A TRPA1-et először egy káros hidegre és csípős vegyületekre érzékeny nociceptív csatornaként 

azonosították, mely hátsó gyöki ganglionokban (DRG) és trigeminus ganglionokban (TG) 

fejeződik ki [5]. Az azóta történt vizsgálatok pontosabban feltárták a receptor, valamint az 

ioncsatorna szerkezetét és működését. A kutatások rávilágítottak, hogy a TRPA1 rendkívül 

széles körben expresszálódik, rendkívül sok sejttípus membránjában, illetve különböző 

sejtalkotók membránjában is megtalálható.  

4. Neuronális TRPA1 ioncsatornák funkciója  

A TRPA1 ioncsatornák multimodális, nem szelektív kationcsatornák, melyek leginkább 

elsődleges szenzoros nociceptorokon, központi idegrendszeri idegsejteken és glia sejteken 

expresszálódnak. A TRPA1 és/vagy a TRPV1 perifériás idegvégződéseken való aktivációja 

Na+ és Ca2+ beáramláshoz vezet. A Na+ influx hatására az aktivációs küszöb elérésekor akciós 

potenciál jön létre. Az idegvégződéseken levő ioncsatornák aktivációjának hatására kialakul a 

fájdalomérzet, a nocicepció. Ezzel egyidőben lokálisan neuropeptidek (pl: kalcitonin gén rokon 

peptid, CGRP; P anyag, neurokinin A és neurokinin B) szabadulnak fel [6]. Az így felszabaduló 

proinflammatorikus mediátorok az arteriolák erőteljes értágulatát, az itt található venulákból 

plazmafehérjék kiáramlását, valamint gyulladásos sejtek aktivációját okozzák. Mindezek 

hatására lokális gyulladás alakul ki. A sérült vagy gyulladt szövetből felszabaduló 

proinflammatorikus és algogén mediátorok (pl.: szerotonin, bradikinin), valamint néhány 

lipidperoxidációs termék (pl. 4-hidroxi-hexánal, 4-hidroxi-nonénal, 4-oxo-nonénal) PLC, PKA 

és PKC útvonalakon keresztül képesek szabályozni a TRPA1 csatorna működését úgy, hogy 

foszforilálják azt [7]. 

Ezen ioncsatornák, hasonlóan más, szintén neuropeptideket expresszáló szenzoros 

neuronokban expresszált csatornákhoz, rendelkeznek szisztémás efferens funkcióval is [6]. A 

lokális efferens funkcióért felelős gyulladásos neuropeptidek felszabadulásán kívül az 

ioncsatorna aktivációjának hatására gyulladásgátló peptidek is felszabadulnak (pl.: 

szomatosztatin), melyek a keringésbe kerülve szisztémás gyulladásgátló és analgetikus 

hatásokat váltanak ki [8]. 
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5. Nem neuronális TRPA1 ioncsatornák funkciója 

Az agytörzsben a TRPA1 a zsigeri afferens pályán expresszálódik, és szabályozza a glutamát 

felszabadulását [9]. Az asztrocitákban, amelyek hozzájárulnak a szinapszisok kialakulásához 

és működéséhez, a TRPA1 expressziója összefügghet a gátló szinapszisok szabályozásával. A 

belső fülben is fontos a TRPA1, ott a stria vascularisban, a Corti-szervben és a csiga külső és 

belső szőrsejtjeiben (OHC és IHC) expresszálódik és egyedi ankyrin repeat domain szerkezete 

arra utal, hogy itt valószínűleg mechanoszenzitív csatornaként működik [10–12]. Az 

érrendszeri endotélsejtekben a TRPA1 működése összefügg az endotéliumból származó 

hiperpolarizáló faktor (EDHF) válaszokkal [13,14]. A kardiovaszkuláris rendszerben való 

szerepére irányuló kísérletek során azt találták, hogy az élelmiszerekkel a szervezetbe kerülő 

TRPA1 agonisták két különböző útvonalon keresztül is artériatágulást okozhatnak. A TRPA1 

hasnyálmirigyben való expresszióját patkány hasnyálmirigy Langerhans szigetein mutatták ki 

[15]. A TRPA1 agonista allil-izotiocianát és a 15-deoxi-delta-prosztaglandin J2 (15dPGJ2) 

[16,17] jelentősen fokozta a Ca2+ beáramlást a β sejtekben. A β sejtekben való kifejeződést 

specifikus TRPA1 antagonistákkal is megerősítették, melyek a vizsgálatok során blokkolták az 

elektrofil aktiválás által előidézett hatásokat [18]. A gasztrointesztinális rendszerben is fontos 

szerepe van a TRPA1-nek. A vékonybél és a vastagbél nyálkahártyáján a TRPA1 a bél 

szaganyag-receptorokkal (OR) együttműködve valószínűleg kemoszenzorként működik. A 

TRPA1 nagymértékben expresszálódik a legtöbb olyan nem neuronális sejttípusban is, amelyek 

a légzőrendszert alkotják. Alapvető szerepet játszik nemcsak a normális légúti működésben, 

hanem a betegségek modulálásában is. A nem neuronális bőrsejtekben, például a humán 

keratinocitákban és fibroblasztokban a TRPA1 aktiválása közvetíti az eikozanoidok, például a 

prosztaglandin E2 (PGE2) és a leukotrién B4 (LTB4) szekréciós mintázatát, és hosszan tartó 

helyi eritémiát idéz elő [19]. Melanocitákban a TRPA1 befolyásolja a proinflammatorikus 

citokinek, köztük az interleukin-1α és β (IL-1α, IL-1β) expresszióját [20]. Az emberi fogakban 

a TRPA1 nagymértékben expresszálódik a fogpulpa fibroblasztjaiban, ahol részt vehet a 

mechanotranszdukcióval kapcsolatos hidegválaszokban és fájdalomban [21].  

6. Agonisták 

Általában a TRPA1 csatorna agonistái a tiol-reaktív elektrofilek nagy csoportjába sorolhatók, 

amelyek kovalensen módosítják a csatornát; valamint nem elektrofil vegyületek csoportjába, 

amelyek nem kovalens módosítások révén képesek a csatorna aktivációját okozni. 
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6.1. Elektrofil agonisták 

Az agonistáknak ebbe a csoportjába számos olyan vegyület tartozik, melyek a hétköznapi 

életben használt fűszerekben és gyógynövényekben is megtalálhatók. Ezek közé tartozik a 

fokhagymában található allicin, melyből alliináz enzim hatására alliin keletkezik. Az alliin egy 

tioszulfinát csoportot tartalmazó, szagtalan és erősen instabil vegyület, melyből különböző 

diallil-szulfidok (DAS), diallil-diszulfidok (DADS) és diallil-triszulfidok (DATS) keletkeznek. 

Ipari vegyszerek és illékony irritánsok, pl.: akrolein és kroton-aldehid [22,23]; hidrogén-

peroxid [24]; különböző érzéstelenítők, pl.: izoflurán [25], lidokain [26], propofol [27]; 

laboratóriumi vegyszerek, pl.: formalin [28]; valamint endogén aktivátorok és oxidatív stressz 

komponensek, pl.: nitrogén-oxid (NO) [29] szintén agonistaként hatnak. Ezek az agonistaként 

viselkedő anyagok kovalensen módosítják a TRPA1 aminoterminális doménjén található 

cisztein és lizin oldalláncokat.   

6.2. Nem elektrofil agonisták 

Az agonistáknak ez a csoportja nem a cisztein oldalláncok kovalens módosítása révén fejtik ki 

aktiváló hatását. Az elektrofil agonista csoporthoz hasonlóan, ide is számos növényi összetevő 

és származék sorolható. Legismertebb ezek közül talán a mentol [30], és a hozzá szerkezetileg 

nagyon hasonló timol [31]. A nem elektrofil agonisták csoportjába tartozik továbbá az 

oregánóban, kakukkfűben és a szegfűszegben megtalálható karvakrol [32] és még számos 

egyéb vegyület.  

7. Gazotranszmitterek (H2S és NO) 

Mindhárom gazotranszmitter (CO, H2S, NO) in vivo szintetizálódik és a szervezetben 

neuromodulátor funkciót tölt be. A H2S kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokra gyakorolt 

potenciális biológiai hatását először 1990-ben írták le patkány tüdősérülés modellben [33]. 

Később a szulfid donor nátrium-hidrogén-szulfidot azonosították kapszaicin érzékeny 

neuronok aktivátoraként izolált patkány húgyhólyagban [34]. Az eredményeket összevetve 

Patacchini és munkatársai arra a következtetésre jutottak, hogy a H2S vagy a TRPV1-re, vagy 

egy szenzoros neuronokon vele együtt expresszálódó, addig nem azonosított ioncsatornára hat 

[34]. Pár évvel később a TRPA1 patkány húgyhólyagban történő expresszióját fluoreszcens 

immunhisztokémiával és valós idejű PCR-ral vizsgálva azt találták, hogy a TRPA1 

immunreaktivitást mutat az urotélium, a szuburoteliális térben és az izomrétegben, valamint az 

erek körül a húgyhólyag myelinizálatlan idegrostjain. NaHS-t alkalmazva a kísérletben arra a 

következtetésre jutottak, hogy a szulfid donor a húgyhólyag TRPA1 csatornáira hat [35]. 

Ezután számos, a H2S és TRPA1 kapcsolatát vizsgáló kísérlet vette kezdetét.  



6 
 

Példaként Gratzke kísérlete, aki TRPA1 agonistákat alkalmazott emberi húgycsőből származó 

mintákon és azonosította a csatornák helyzetét a különböző rétegekben található idegrostokban. 

Vizsgálatai fényt derítettek arra, hogy a TRPA1 kolokalizációt mutat a TRPV1-et és CGRP-t is 

expresszáló idegsejtekben, valamint az uroteliális és intersticiális sejtekben. Az agonistákkal 

történő vizsgálati eredményei arra utalnak, hogy a TRPA1-nek szerepe van az emberi afferens 

és efferens szenzoros jelátvitelben [36]. A következő kulcsfontosságú megállapításokat 

Miyamoto és munkatársai tették 2011-ben [37], akik TRPA1-et expresszáló natív DRG 

neuronokon vizsgálták a H2S hatását. Kísérleteikben a TRPA1 specifikus antagonista 

HC030031-et és Ca2+ mentes extracelluláris oldatot alkalmaztak. Azt találták, hogy a NaHS 

által kiváltott Ca2+ növekedést gátolta a Ca2+ mentes oldat, valamint az antagonista jelenléte, 

ami arra utal, hogy a NaHS ezen csatornák aktiválásával stimulálja a szenzoros neuronokat.  

8. H2S és NO kapcsolata 

A két vegyület közti szinergizmusról először vaszkuláris simaizomzatra való hatással 

kapcsolatban számoltak be [38]. A kölcsönhatás eredményeként H2Sn vegyületek keletkeznek, 

illetve nitroxil (HNO) és nitrozo-perszulfid (SSNO), amik képesek lehetnek aktiválnia a 

TRPA1 csatornákat az asztrocitákban és (DRG) neuronokban [39]. 
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CÉLKITŰZÉSEK 

A korábban csak toxikus gáznak tartott H2S molekula endogén gazotranszmitterként való 

azonosítása új fejezetet nyitott az élettani kutatások történetében. Azóta feltérképezték számos 

biológiai rendszerre gyakorolt multimodális hatását. A szervezetben számos kémiai 

átalakuláson esik át és a folyamatok során keletkező termékek is fontos szabályozó szerepet 

töltenek be. Bár az H2S, annak endogén módon történő átalakulása és az így keletkezett 

molekulák komplex folyamatokban betöltött szerepe széles körű vizsgálatok tárgyát képezi, 

még mindig sok a kérdés ezen területen. A világ számos pontján végeznek kutatásokat 

poliszulfidok különböző folyamatokra gyakorolt hatásairól, de a legtöbb poliszulfid 

viszonylagos instabilitása miatt betegségmodellekben való alkalmazásuk megkérdőjelezhető. 

Ezen megfontolások alapján a fiziológiás körülmények között meglehetősen stabil 

tulajdonságokkal rendelkező poliszulfidot, a dimetil-triszulfidod választottuk.  

A TRPA1 receptor és biológiai szerepe régóta kutatott terület. Ismerjük már pontos szerkezetét, 

többféle liganddal való aktivációját és elhelyezkedését is a szervezet számos pontján. Irodalmi 

adatok szerint a H2S képes aktiválni a TRPA1-et, ezért úgy gondoltuk, tanulmányozzuk a két 

terület kapcsolatát.   

Célul tűztük ki a DMTS hatásának vizsgálatát egy gyulladásos és egy neuropátiás 

fájdalommodellben, valamint, hogy a hatásokhoz van-e valamilyen köze a TRPA1 receptor 

jelenlétének vagy hiányának.  
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KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

1. Kísérleti állatok 

Minden kísérletünket 8-15 hetes, 20-30 grammos, hím, funkcionális TRPA1 (TRPA1-/-) és 

szomatosztatin 4-es receptor (SST4 -/-) génhiányos egereken, illetve vad típusú párjaikon 

végeztük (TRPA1+/+ és SST4+/+) Mindkét génmódosított egértörzs C57BL/6 alapú. 

2. Etikai vonatkozások 

Minden kísérleti eljárás és vizsgálat eleget tett az állatok védelméről és kíméletéről szóló 1998. 

évi XXVIII. törvény és az állatkísérletek végzéséről szóló 40/2013 (II. 14.) számú 

kormányrendelet előírásainak, valamint az Európai Parlament és Tanács 2010/63/EU 

irányelvének és Nemzetközi Fájdalom Társaság ajánlásainak. A kísérleteket a Pécsi 

Tudományegyetem Állatkísérleti Etikai Bizottsága hagyta jóvá, engedélyszám: BA02/2000-

30/2016. Kutatásaink során mindvégig az állatok jólétét szem előtt tartva törekedtünk a 

kísérletbe bevont állatok számának, valamint az általunk okozott szenvedések csökkentésére.  

3. DMTS oldat készítése 

Először 1 M DMTS-oldatot készítettünk dimetil-szulfoxidban (DMSO), majd ezt 100 mM-ra 

hígítottuk 2% v/v poliszorbát 80-at tartalmazó sóoldatban. A lassú oldódást követően ezt 

fiziológiás sóoldatban tovább hígítottuk 25 mM-ra. Az elkészült 25 mM-os oldatot 10 ml/kg-

nak megfelelően intraperitoneálisan adtuk be, ami így 250 µmol/kg dózist eredményezett. A 

vivőanyag 1 M DMTS oldat helyett DMSO-t tartalmazott. A végleges DMTS-oldat 2,24% v/v 

DMSO-t és 0,45% v/v poliszorbát 80-at tartalmazott. A vehikulum DMSO tartalma 2,5% v/v 

DMSO volt. 

4. Kísérleti modellek 

4.1. Seltzer szerinti mononeuropátia 

A részleges idegsérülés hatására kialakuló spontán fájdalom vizsgálatára Seltzer 1990-ben 

megjelent cikkében ismertetett módszerét alkalmaztuk. Az általa alkalmazott patkánymodellt 

egerekre konvertáltuk. Bár az emberi szervezetben általában több ideget érintő úgynevezett 

polineuropátiáról beszélhetünk, kísérleteink során mi ennek általánosan elfogadott, 

leegyszerűsített, egy ideget érintő úgynevezett mononeuropátiás verzióját alkalmaztuk az 

ülődeg részleges elkötésével.  
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4.2. K/BxN szérum-transzfer artritisz 

Kísérleteink során az izületi gyulladást ilyen állatokból származó K/BxN szérum egyszeri 300 

µL-es intaperitonálisan beadott injekcióval idéztük elő (Mócsai Attila, Semmelweis Egyetem, 

Budapest). A kontroll csoportot képviselő állatok nem artrogén BxN szérumot kaptak 

ugyanazon mennyiségben.  

5. Vizsgálati módszerek  

5.1. Mechanikai allodinia kimutatása 

A hátsó mancsok mechanikai fájdalomküszöbének előzetes, majd műtét utáni meghatározását, 

valamint ennek a küszöbértéknek a kezelés hatására bekövetkező változását dinamikus 

plantáris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile 37400, Comerio, Olaszország) végeztük.  

5.2. Függeszkedési teszt  

Az egereket merev fém rácsra helyeztük, majd a rácsot felemelve és megfordítva megvizsgáltuk 

a lógási hajlandóságukat. Egészséges állat esetén a rácsba való kapaszkodás és így a hanyatt 

történő lógás akár percekig is tarthat, ezért amikor a függeszkedési idő elérte a 60 másodpercet, 

az állatokat visszafordítottuk eredeti testhelyzetükbe.  

5.3. Makrofágok luminescens képalkotása 

A képalkotó vizsgálatok lucigenin (pH 7,4) alkalmazásával történtek. A lucigenin vizualizálja 

az extracelluláris szuperoxidot, melyet a makrofágok NADPH oxidáza termel [40]. Az egereket 

először ketamin (120 mg/kg) és xilazin (12 mg/kg) intraperitonálisan adott elegyével elaltattuk, 

majd foszfát pufferes sóoldatban (PBS) oldott lucigenint adtunk nekik szintén intraperitonálisan 

(25 mg/kg). A lumineszcens képalkotást a lucigenin beadása után 10 perccel végeztük IVIS 

Lumina II (PerkinElmer, Waltham, Amerikai Egyesült Államok) készülékkel a következő 

beállítások mellett: akvizíciós idő = 120 s, F/stop = 1, Binning = 8 [41]. Az általunk vizsgált 

területen mért lumineszcens jelet foton/másodpercben fejeztük ki.  

5.4. Mikroglia aktiváció mérése Ionizált kálcium-kötő adapter molekula 1 (IBA1) 

segítségével  

A kalciumionok jelátviteli aktivitásukat különböző kalciumkötő fehérjékkel való 

kapcsolódáson keresztül fejtik ki, amelyek közül sokan az EF hand fehérjecsaládba sorolhatók. 

Az Iba1 egy 17 kDa nagyságú fehérje [42], mely szintén ezen család tagja [43]. 

Makrofágokban/mikrogliákban fejeződik ki, melyek aktivációja során a fehérje termelése 

fokozódik. Iba1 specifikus antitestet alkalmazva az immunhisztokémia során, az aktivált sejtek 

detektálhatók.  



10 
 

5.5. Szövettani értékelés 

Az IBA1 pozitív sejtek számát és a mikrogliák aktivációs állapotát a gerincvelő dorzális 

szarvának 1-2 lamelláiban szoftver segítségével értékeltük.  

5.6. Mancsduzzanat mérése pletizmométerrel 

A hátsó mancsok térfogatát és annak gyulladás hatására bekövetkező változását 

pletizmométerrel (Ugo Basile, Gemonio, Olaszország) vizsgáltuk. A láb által kiszorított 

folyadék mennyisége cm3-ben kifejezve leolvasható egy a detektorhoz csatlakozó monitorról 

és mennyisége arányos a láb méretével.  

5.7. Artritisz pontszám 

Egy független szakértő 0-tól 10-ig terjedő skála alapján értékelte a hátsó mancsok klinikai 

megjelenését. Azértékelésnél szempont volt az ödéma mértéke, a bőrpír és az alsó ugróízület 

mozgékonysága.  

5.8. RNAScope In situ hibridizáció egér háti gyöki ganglionján 

A kísérleti állatokat intraperitonálisan beadott pentobarbitál injekcióval (2,4 g/kg, i.p.) 

túlaltattuk, majd 4% paraformaldehidet tartalmazó Millonig foszfát pufferrel transzkardiálisan 

perfundáltuk. A megfelelően fixált állapot elérése után az L4 DRG-t eltávolítottuk, majd a 

posztfixáció után abból 20 µm-es metszeteket készítettünk. A gyártói protokoll alapján 

RNAscope vizsgálatot végeztünk. A DAPI a DNS adeninban és timinben gazdag régiójához 

kötődve azzal fluoreszcens komplexet képez és mikroszkóp alatt vizualizálható.  

5.19. Patch clamp 

A feszültséggel kapcsolt sejtek teljes sejtáramát manuális patchclamp elektrofiziológiával 

rögzítettük a szabványos protokollok szerint, számítógéphez csatlakoztatott Axopatch 200B 

erősítőkkel, és a Digidata 1550A (Molecular Devices, San Jose, Kalifornia, USA) segítségével 

digitalizáltuk. A GFP-pozitív TRPA1 transzfektált CHO (kínai hörcsög petefészek) sejteket 

Nikon Eclipse TE2000-U fluoreszcens mikroszkóp (Auro-science LLC, Budapest, 

Magyarország) segítségével azonosítottuk.  

5.10. Plazma extravazáció mérése fluoreszcenciával 

A mérésekhez IR676 fluoreszcens festéket használtunk. Az oldat Kolliphor HS 15-öt (5% V/V) 

tartalmazott a plazmaszivárgás kimutatására alkalmas részecskeméret elérése érdekében. Az 

egereket először intraperitonálisan adott ketamin (120 mg/kg) és xilazin (12 mg/kg) 

kombinációjával elaltattuk, majd a retrobulbáris vénás plexusba IR676-t tartalmazó injekciót 

adtunk.  
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Ezután IVIS Lumina II (PerkinElmer, Waltham, Massachusetts, Amerikai Egyesült Államok) 

készülékkel detektáltuk a szivárgás mértékét. A regisztrált jel nagyságát teljes sugárzási 

hatékonyságként fejeztük ki = (foton/s)/µW/cm2) [44]. 

5.11. Ízület metszet vizsgálata 

A kezelésen átesett állatok tibiotarzális izületeit 7 nappal a szérum beadás után eltávolítottuk, 

majd 4%-os pufferelt paraformaldehidben fixáltuk. A mintákat először dekalcifikáltuk, 

lehetővé téve a csontok metszését, majd paraffinba ágyazva 3-5 µm vastagságú metszeteket 

készítettünk. Az elkészült metszeteket hematoxilin-eozin festéssel megfestettük, majd 

független szakértővel kiértékeltettük, aki a következő hisztopatológiás elváltozások alapján 

értékelt: porckárosodás, mononukleáris sejtek száma, szinoviális szövetszaporulat, 

fibroblasztok száma, kollagénlerakódás mértéke.  

5.12. Adatelemzés, statisztika 

A K/BxN artritisz modell esetén az adatok megjelenítéséhez és elemzéséhez Clampfit 10.7 

(Molecular Devices, Kalifornia, Amerikai Egyesült Államok) valamint GraphPad Prism 5 

(GraphPad, Kalifornia, Amerikai Egyesült Államok) programokat, a neuropátiás 

fájdalommodell elemzésére GraphPad Prism 8 (GraphPad, Kalifornia, Amerikai Egyesült 

Államok) programot használtunk.  
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EREDMÉNYEK 

1. A DMTS koncentrációfüggő hatásának vizsgálata TRPA1 ioncsatornákra 

A TRPA1 ioncsatorna DMTS hatására bekövetkező aktivációját in vivo humán TRPA1-gyel 

transzfektált kínai hörcsög petefészek (CHO) sejteken vizsgáltuk patch clamp módszer 

segítségével. A sejtek membránjára mikroelektródot csatlakoztattunk és az ioncsatorna 

nyílásakor létrejövő ionáramot rögzítettük. A DMTS az ismert trpa1-aktivátor allil-izotiocianát 

(AITC) által kiváltotthoz hasonló áramot indukált. Az áram a DMTS esetében sokkal lassabban 

nőtt, mint az AITC esetében. A kísérlet végén ellenőriztük az ioncsatornák funkcionalitását 

HC030031 szelektív TRPA1 antagonista alkalmazásával, kizárva az esetleges más tényező 

általi ioncsatorna aktivációt. A koncentráció-hatás görbét az AITC által kiváltott válaszokra 

normalizált áramok felhasználásával készítettük el. Az EC50 érték 6,92 µmol/L volt. 

2. A Trpa1 mRNS vizsgálata egér hátsó gyöki ganglion neuronjaiban 

Egér hátsó gyöki ganglionján RNAscope in situ hibridizációt alkalmaztunk, majd a különböző 

fluorescens jeleket különböző színű festéssel különítettük el egymástól és konfokális 

mikroszkóppal fényképeztük. A vizsgálat során Trpa1 mRNS és Calca (CGRP-t kódoló) mRNS 

fluoreszcens jelet is rögzítettünk egér L4-dorzális gyöki ganglionjában. A metszetek részletes 

vizsgálata rávilágított arra, hogy DRG-ben a Trpa1 a CGRP pozitív szenzoros neuronokon is 

megjelenik, vagyis a Trpa1 és a Calca gének részleges kolokalizációt mutatnak ezen területen. 

A vizsgálat kimutatta, hogy bár a kolokalizáció jelentős, de nem minden Trpa1-et expresszáló 

neuron volt peptiderg, ahogy nem minden peptiderg szenzoros neuron volt Trpa1 pozitív. 

3. DMTS kezelés hatása K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben 

3.1. A DMTS hatásának vizsgálata a hátsó lábak mechanikai érzékenységére 

A gyulladáskeltő szérum-transzferben részesült egerek hátsó mancsának mechanikai 

érzékenységét DPA (Dynamic Plantar Aestesiometer, Ugo Basile 21036, Gemonio, 

Olaszország) készülékkel mértük. Egy szoktató, valamint 3 kontroll mérést végeztünk, majd a 

széruminjekciót követő 5. és 7. napon ismét elvégeztük a vizsgálatot. A K/BxN szérummal 

injektált állatok értékei várható módon jelentősen csökkentek a kontrollcsoportban BxN-t 

kapott állatokéhoz képest. Ezt a csökkenést a naponta történő DMTS-sel (125 µmol/L) való 

kezelés nem befolyásolta sem TRPA1 WT, sem TRPA1 KO állatokban.  
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3.2. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata az egerek függeszkedési teljesítményére  

A K/BxN vagy BxN kezelési csoportba tartozó egereket függeszkedési tesztnek vetettük alá a 

megfelelő széruminjekció beadása utáni 5. és 7. napon. A lógó testhelyzetben eltöltött idő 

jelentősen csökkent az artritiszes szérummal kezelt csoportban mindkét vizsgált törzsben. Ezen 

értékeken sem a DMTS-sel (125 µmol/L) való napi kezelés, sem a vehikulummal történő 

kezelés nem változtatott. 

3.3. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata mancsduzzanatra és artritisz súlyosságra 

A K/BxN szérum beadása növelte a hátsó mancsok térfogatát és az artritisz pontszámot a nem 

artritiszes BxN-nel kezelt kontroll csoporthoz képest. A napi DMTS kezelés (125 µmol/L) 

csökkentette a hátsó mancsok duzzanatát a KBxN csoportban az artritisz kialakulását követő 5. 

és 7. napon, a hatás mind a TRPA1 WT, mind KO állatoknál jelentkezett. Hasonlóan, a 

bokaízület bőrpírjából, duzzanatából és passzív mozgékonyságából számított artritisz 

pontszámot is csökkentette a DMTS kezelés, azonban nem volt hatással egyik vizsgált 

paraméterre sem a kontroll csoportban. A védőhatás TRPA1 WT és KO állatokban is 

megfigyelhető volt, ami arra utal, hogy a DMTS a TRPA1-től függetlenül fejti ki ezen vizsgált 

paraméterekre gyakorolt hatását. 

3.4. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata MPO aktivitásra 

A hátsó mancsok MPO-aktivitását lumineszcens képalkotással detektáltuk 2 és 6 nappal az 

artritisz kezdete után. A széruminjekció beadás előtt kontrollmérést végeztünk, ehhez 

hasonlítottuk a kezelés után 2. és 6. napon mért értékeket. A szérumtranszfer artritiszben 

szenvedő TRPA1 WT és KO egerek is a kontrollértékekhez képest emelkedett MPO-

aktivitással rendelkeztek, ami függetlennek bizonyult a DMTS-sel vagy vehikulumával történő 

kezeléstől, vagyis a DMTS kezelésnek nem volt hatása a myeloperoxidáz aktivitásra. A 

vehikulummal kezelt TRPA1 KO állatok MPO-értékei magasabbak lettek az ugyanezt a 

kezelést kapott TRPA1 WT csoporthoz képest.  

3.5. A DMTS-kezelés hatása a plazma extravazációra 

A plazma extravazáció tényleges sebességét a hátsó mancsokban IR676 festék fluoreszcens 

képalkotásával mértük a K/BxN vagy BxN szérummal történő kezelés utáni 2. és 6. napon. E 

módszer segítségével egy 20 perces időintervallumban meghatározható a plazma extravazáció 

sebessége. A kezelések előtt kontroll értékeket vettünk fel, ezekhez hasonlítottuk a kezelések 

utáni értékeket.  
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A szérum-transzfer artritisz megemelte az extravazáció sebességét a kontrollként felvett 

kiindulási értékekhez képest TRPA1 WT és KO egerekben egyaránt. A széruminjekciót követő 

6. napon mérve a DMTS-sel kezelt csoportokban (WT és KO) csökkent plazma extravazációt 

detektáltunk, tehát ezen adatok alapján a DMTS TRPA1-től függetlenül képes csökkenteni a 

plazma extravazáció sebességét. A vehikulummal kezelt TRPA1 KO állatok a 6. napon 

magasabb extravazációt mutattak a szintén vehikulummal kezelt TRPA1 WT csoporthoz 

képest. A DMTS kezelés hatása nem különbözött TRPA1 WT és KO egerek között.  

3.6. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata a bokaízület kollagénlerakódása 

A K/BxN szérum beadása utáni 7. napon eltávolítottuk a leölt állatok tibiotarzális izületeit, majd 

a további vizsgálatokra szövettani metszeteket készítettünk belőlük. Az elkészült szövettani 

metszeteket mikroszkóp alatt a módszertani leírásban is szereplő paraméterek mentén 

pontoztuk. A 4 vizsgált paraméter a következő volt: mononukleáris sejtek száma, szinoviális 

sejtszaporulat, fibroblasztok száma, kollegénlerakódás mértéke.  

A porcpusztulási értéket kivéve a többi három paraméter értéke statisztikailag szignifikánsan 

megemelkedett a KBxN széruminjekcióval kezelt egerekben a BxN-nel kontrollként 

kezeltekhez képest genotípustól függetlenül.  

Az artritiszes, TRPA1 WT egerek porcpusztulási értékei között nem tapasztaltunk különbséget 

a DMTS-sel, valamint a vehikulumával kezelt csoportokat összehasonlítva. Vagyis, míg a KO 

állatok esetén emelkedett a porcpusztulási érték, ez az emelkedés WT állatokban nem volt 

megfigyelhető. 

A fibroblaszt-szerű szinoviociták (FLS) száma és a kollagénlerakódás kisebbnek bizonyult a 

DMTS-t kapott TRPA1 KO állatokban, mint vad típusú társaikban. A kollagénlerakódás 

mértéke nem különbözött az artritiszes, DMTS-sel kezelt állatokban egyik egértörzsben sem a 

vehikulummal kezelt csoporthoz képest.  

4. DMTS kezelés hatása neuropátiás fájdalom modellben 

4.1. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata neuropátiás fájdalomra 

A kísérletben részt vevő állatoknál egy szoktató, majd 3 kontroll mérés alapján mechanikai 

fájdalomküszöböt határoztunk meg DPA készülék segítségével. A kontrollmérések alapján 

egyértelmű, hogy a TRPA1 ioncsatornák jelenléte vagy hiánya nem befolyásolja az ép mancsok 

mechanikai érzékenységét. Az ülőidegbe történő varratbeültetés után 24 órával ismét 

elvégeztük a mérést és azokat az állatokat, melyeknél nem változott a műtött láb mechanikai 

érzékenysége, kizártuk a további vizsgálatokból.  
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A műtét után 7 nappal a vizsgálatot ismét elvégezve azt tapasztaltuk, hogy egy varrat beültetése 

az ülőidegbe 7 nap elteltével a mechanikai fájdalomküszöb jelentős csökkenését okozza szintén 

TRPA1 független módon, összehasonlítva a műtét előtt detektált értékekkel.  

A vivőanyag kis mértékben emelte az alacsonyabb fájdalomküszöböt, az eltérés statisztikailag 

nem jelentős.  

A DMTS alkalmazása pozitív hatással volt a műtött hátsó mancs mechanikai érzékenységére, 

különösen TRPA1 WT állatok esetében. Jelentősen megnőtt a műtött láb fájdalomküszöb értéke 

összehasonlítva a KO törzs egyedeinek értékeivel. A DMTS kezelés nemcsak a génhiányos 

kontrollhoz, de a vivőanyaggal kezelt hatóanyag kontrollhoz képest is statisztikai különbséget 

okozott a vizsgált paraméterben. A DMTS kezelés olyan mértékben volt képes növelni az 

ülőideg sértés hatására kialakuló kóros fájdalomérzékelést, hogy a különbség statisztikailag 

nem kimutatható sem a műtött láb műtét előtti kontroll értékéhez, sem a nem műtött (intakt) 

lábhoz képest.  

A funkcionális TRPA1 ioncsatornák genetikai hiányában a DMTS előbbiekben leírt helyreállító 

hatását nem tapasztaltuk. TRPA1 KO állatoknál a vehikulummal kezeltekhez hasonló 

fájdalomküszöb értékeket mértünk, a DMTS kezelés nem okozott semmi mérhető különbséget 

egyik csoporthoz képest sem. 

Ezek a megállapítások mind azt sugallják, hogy a Trpa1 a DMTS neuropátiás fájdalomban 

kifejtett hatásának kulcsfontosságú közvetítője.  

4.2. Az SST4 szomatosztain-receptor szerepének vizsgálata a DMTS antihiperalgéziás 

hatásában 

Az előzőekben már ismertetett kísérletet elvégeztük SST4 WT és KO egereken is. Összevetve 

kontroll értékeiket TRPA1 WT, illetve KO egerekkel; nem tapasztunk törzsből fakadó alapvető 

különbségeket.  

A DMTS vehikulumával történő kezelés nem befolyásolta sem az intakt, sem a műtött lábak 

mechanikai érzékenységét. Ellentétben a TRPA1 WT ill. KO egereknél tapasztaltakkal, nem 

növelte a műtét hatására kialakult alacsonyabb fájdalomküszöböt. 

A műtét után 7 nappal mérve mind a Sstr4 WT, mind a Sstr4 KO állatokban erőteljes 

fájdalomküszöb csökkenést tapasztaltunk a kontroll értékekhez képest. Az idegelkötés okozta 

trauma hatására mechanikai hiperalgézia alakult ki. Az ezt követő DMTS kezelés hatására 

statisztikailag jelentős különbség alakult ki a neuropátiás hátsó lábak mechanikai 

érzékenységében Sstr4 WT állatoknál. A DMTS növelte a fájdalomküszöb értékeket a kezelés 

előtti értékekhez és a vehikukummal kezelt csoport kezelés utáni értékeihez viszonyítva is.  
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A 4-es szomatosztatin receptor genetikai hiányában szenvedő egerekben a DMTS-sel való 

kezelés semmilyen antihiperalgéziás hatást nem váltott ki.  

Az, hogy a DMTS csak a Sstr4 jelenlétében képes pozitív hatást gyakorolni a részleges 

ülőidegelkötés kiváltotta neuropátiás fájdalomra, valamint, hogy ebben a hatásban nincs 

szerepe a vehikulumnak, arra enged következtetni, hogy a DMTS hatásának a TRPA1 mellett 

egy másik kulcsfontosságú szereplője SST4.  

4.3. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata a sérült ülőideg körüli makrofág aktivitásra 

Szöveti sérülés hatására a sérült részeken makrofág aktiváció történik, és kemokinek, valamint 

gyulladásos citokinek szabadulnak fel az érintett területeken. Szakirodalmi adatok alapján ezek 

az aktivált makrofágokból felszabaduló kemokinek és gyökök hozzájárulnak a neuropátiás 

fájdalom patomechanizmusához [45,46]. 

Az idegi sérülést szenvedett hátsó lábak sérülés körüli területének lucigeninnel vizualizált 

makrofág aktivitását vizsgálva azt mondhatjuk, hogy a DMTS kezelés csökkent 

lumineszcenciát eredményez TRPA1 WT és KO egerekben is a vehikulummal kezelt 

csoporthoz képest, a különbség azonban statisztikailag nem jelentős. A makrofág aktivitás 

szignifikánsan nagyobb volt a vehikulummal kezelt TRPA1 KO egerekben, mint a vad típusú 

társaiban.  

A vizsgálatot elvégeztük SST4 WT és KO egereken is. A DMTS kezelés ezen törzsek esetében 

sem okozott érdemi eltérést a vehikulummal kezelt állatokhoz képest. Ellentétben a TRPA1 

törzsekkel, a vehikulummal kezelt SST4 KO állatok nem mutattak nagyobb makrofág sejt 

aktivitást.  

4.4. A DMTS-kezelés hatásának vizsgálata a gerincvelő hátsó szarvának mikroglia 

sűrűségére 

Az IBA 1 mikroglia/makrofág-specifikus kalciumkötő fehérje jelenlétét vizsgáltuk a gerincvelő 

hátsó szarvának 1. és 2. laminájában. Mivel a fehérje mikroglia/makrofág aktiváció hatására 

upregulálódik, ezért az IBA 1 pozitív sejtek számából közvetlenül következtetni lehet a vizsgált 

terület mikroglia/makrofág aktivációjára.  

A sűrűség nagyobb volt az ülőideg elkötést elszenvedett állatok esetében kezelési csoporttól és 

genotípustól függetlenül, összehasonlítva az idegsérülés nélküli társaikkal. Érdekes módon a 

műtött egerek lézióval ellentétes oldali mintáiban is szignifikánsan megnövekedett mikroglia-

sűrűséget tapasztaltunk a nem kezelt kontroll állatokhoz képest. A léziós oldalon (jobb) a 

kontralaterális oldalhoz képest jelentősen megnövekedett sűrűségértékeket észleltünk a 

kezelést nem kapott és a vehikulumos kezelést kapott egereknél. 
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 A DMTS kezelést kapott állatoknál ilyen különbséget nem tapasztaltunk egyik TRPA1 

egértörzs esetében sem. Bár a DMTS kezelés csökkentette az aktivált mikrogliák számát, az 

eredményekből jól látszik, hogy aktiváltsági állapotuk nem csökkent. A megnövekedett 

mikroglia sűrűség hiánya a lézió oldalán a DMTS-sel kezelt csoportban a DMTS védő hatására 

enged következtetni. Ez a hatás mind a TRPA1 WT és KO egerekben megfigyelhető, ami arra 

utal, hogy a hatás közvetítésében a TRPA1 nem játszik szerepet. A műtétileg részleges ülőideg 

lézióval rendelkező Trpa1 WT és KO egerek is fokozott mikroglia aktiválódást mutattak mind 

a nem műtött, mind a műtött egerek kontralaterális oldalán tapasztaltakhoz képest. Az intakt 

Trpa1 KO állatok nagyobb mikroglia aktivációt mutattak jobb- és bal oldalon egyaránt a WT 

állatokhoz képest. A kezeletlen, a vivőanyaggal kezelt és DMTS-sel kezelt egerek is nagyobb 

mikroglia aktivációt mutattak a sérülést elszenvedett oldalon a másik oldalhoz képest.  
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MEGBESZÉLÉS 

In vitro és in vivo kísérleteink is megerősítik a korábbi megfigyeléseinket, miszerint a DMTS a 

TRPA1 ioncsatornák potens agonistája. A DMTS kezelés hatására a K/BxN szérum által 

kifejtett gyulladásos fájdalommodellben mérséklődött az ödémaképződés és a 

plazmaextravazáció mértéke, ami a TRPA1 receptor jelenlététől függetlenül történt. TRPA1 

WT egerekben nem alakult ki jelentős porckárosodás a kontroll csoport BxN nem-artritiszes 

szérumot kapott tagjaihoz képest, ellentétben a KO állatokkal, melyeknél nagymértékű 

porckárosodást tapasztaltunk. A DMTS kezelés nem volt hatással sem a hátsó lábak mechanikai 

hiperalgéziájára, sem az állatok lógási teljesítményére. Ezen kívül nem befolyásolta sem a 

neutrofil granulociták, sem a mononukleáris sejtek számát. A fibroblaszt-szerű szinoviociták 

mennyisége DMTS kezelés hatására csökkent, de csak TRPA1 KO állatok esetében. 

Fájdalomcsillapító hatást nem tapasztaltunk. Úgy tűnik a DMTS kezelésnek RA esetében csak 

az ödémafüggő mechanizmusokra, illetve a humorális gyulladásra van hatása, mely hatások 

TRPA1 receptor jelenlétében és hiányában is fennállnak. Neuropátiás fájdalom esetében a 

DMTS-nek egyértelműen kimutatható fájdalomcsillapító hatása volt. A kezelést követően az 

ülőideg sértése miatt kialakuló mechanikai hiperalgézia mértéke jelentősen csökkent. A hatás 

kialakulását a TRPA1 ioncsatorna mellett az SST4 szomatosztatin-receptor közvetíti. A 

szomatosztatin egy ciklikus neuropeptid, mely ingerlés hatására szabadul fel főként peptiderg 

fájdalomérző neuronokból. Faris és munkatársai [47] megállapították, hogy az izolált egérbőr 

idegvégződéseiből a szomatosztatin felszabadulása a TRPA1 ioncsatornák aktivációja miatt 

történt. Az így kiáramló szomatosztatint a szisztémás keringés a szomatosztatin-receptorokhoz 

szállítja, ahol kötődik és szisztémás gyulladáscsökkentő folyamatokat indít el. A szomatosztatin 

fájdalom-és gyulladáscsökkentő hatását a 4-es receptorok közvetítik. Az sst4 gén kiütése 

megszüntette a szomatosztatin gyulladáscsökkentő hatását [48].  

Korábbi vizsgálatainkban a GYY4137 szulfiddonor hatását tanulmányoztuk K/BxN szérummal 

kiváltott RA-ben. A GYY4137-ből származó szervetlen nátrium-poliszulfid (POLY) hatásához 

képest a DMTS-é meglehetősen eltérő. A szervetlen poliszulfiddal történő kezelés csökkentette 

a mechanikai hiperalgéziát, az artritisz pontszámot és a porckárosodás mértékét is TRPA1 

jelenlétében. TRPA1 KO állatoknál mind a mechanikai hiperalgézia, mind a plazma-

extravazáció, mind a MPO-aktivitás fokozódott. DMTS kezelés hatására nem találtunk a POLY 

hatásánál tapasztaltakhoz hasonló eltéréseket WT és KO törzs között. A DMTS kezelés KO 

állatokban növelte a plazma-extravazáció sebességét. Ezt a hatást a vehikulummal való 

kezelésnél is tapasztaltuk, ezért ez valószínűleg a vivőanyag hatásának tulajdonítható.  
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A szervetlen szulfidhoz képest a DMTS se a mechanikai hiperalgéziát, se neutrofil sejtek 

felhalmozódását nem csökkentette. A DMTS kezelés hatására csökkent mancsduzzanat 

mértéke és csökkent az artritisz pontszám is, ami egybevág a munkacsoport korábbi 

vizsgálataival, amikor is a DMTS hatását vizsgálták karragenin indukálta mancsgyulladásban 

[49]. Az általunk vizsgált két fájdalommodell bár több ponton is különbözik egymástól, de 

közös bennük, hogy DMTS kezelés hatására mind az autoimmun, mind a nem-autoimmun 

reakción alapuló gyulladás esetében csökkent a plazma-extravazáció sebessége, ami területet 

behálózó erek állapotának jó indikátora. A kísérletek alapján megállapítottuk, hogy a DMTS 

valószínűleg a peptiderg fájdalomérző idegvégződésekből felszabaduló szomatosztatin 

felszabadulásán keresztül éri el hatását.  

Jelen kísérletünk során a DMTS kezelést kapott artritiszes TRPA1 WT egerekben magas 

fibroblaszt-szerű szinoviocita (FLS) számot és nagyobb mértékű kollagénlerakódást figyeltünk 

meg, mint génhiányos társaiknál. Ez összhangban van a munkacsoport korábbi eredményeivel, 

ahol a GYY4137 szulfiddonor hatását vizsgálták szintén K/BxN szérum transzfer artritiszben 

[50]. A TRPA1 ioncsatorna expresszióját többek között kimutatták már szív fibroblaszt 

sejtekben és a FLS-ben is [51]. Ezen szinoviociták gyulladásos citokineket és mátrix 

metalloproteinázokat (MMP) szabadítanak fel, amik hozzájárulnak az artritisz gyulladásos 

folyamataihoz. A felszabaduló citokinek és kemokinek egyebek mellett neutrofileket, 

makrofágokat és hízósejteket aktiválnak, ami tovább erősítik az autoimmun reakciót [52–54]. 

A TRPA1 aktivációjának hatására proinflammatorikus folyamatok indulnak meg 

fibroblasztokban. Az állítást számos tanulmány alátámasztja. Példakánt Sieghart cikke [55], 

amiben leírják, hogy az antiepileptikumok közé tartozó fenitoin képes aktiválni a TRPA1 

csatornákat humán fibroblaszt sejtekben és elősegíti a kollagénlerakódást; vagy akár Kloesch 

és munkatársai tanulmánya [56], akik leírták, hogy a FLS-ből történő citokin felszabaulást és a 

porcpusztulást TRPA1 antagonista adása mérsékli. Ezen eredmények mind összhangban 

vannak azzal, hogy TRPA1 WT állatokban megnövekedett FLS megnövekedett számát és 

súlyosabb kollagénlerakódást figyeltünk meg. A szulfidokat felszabadító anyagokról régóta 

ismert, hogy gyulladáscsökkentő hatással rendelkeznek FLS-ben. Az S-propil-cisztein a 

Keap1/Nrf2 jelátviteli útvonalon keresztül gátolja az MH7A humán FLS-ből származó citokin, 

oxigéngyök és MMP felszabadulását [57]. Hasonló eredményeket publikáltak NaHS-dal 

oszteoartritiszes és RA FLS-ben [55–57]. A fokhagymából származó diallil-triszulfid (DATS) 

a DMTS-hez nagyon hasonló szerves szulfid, mely enyhítette a TNF-α által kiváltott citokin-

felszabadulást kollagén-indukált artritiszben szenvedő állatokból izolált FLS-ben. A DATS 

hatása valószínűleg az NF-κβ és Wnt szignáltranszdukciós útvonalak gátlásán alapul [58]. 
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Ezen mechanizmusok magyarázhatják az általunk tapasztalt alacsonyabb FLS-sűrűséget és 

kollagénlerakódást TRPA1 KO egerekben. A TRPA1 nemcsak az FLS-on keresztül hat a 

porcra, hanem expresszálódik is kondrocitákban. Az ioncsatorna aktiválása kondrocitákban 

gyulladásos citokinek és MMP-k felszabadulását okozza [59,60].  

Korábbi tanulmányokban a gerincvelő hátsó szarvában lévő mikrogliákat azonosították, mint 

résztvevőket a neuropátiás fájdalom kialakulásában az ülőideg részleges elkötése után [61,62]. 

Az elváltozás oldalán a gerincvelő hátsó szarvában emelkedett ipsilaterális mikroglia sűrűséget 

tapasztaltunk, ami egybevág egy korábbi cikk eredményével [63], melyben hasonló idegi sértést 

követően megemelkedett IBA1-pozitív mikroglia számot írtak le gerincvelő hátsó szarvának 1. 

és 2. lamelláiban. A DMTS kezelés TRPA1 KO egerekben csökkentette az ipsilaterális 

mikrogliák számát a hátsó szarvban, ezért az immunhisztológiai adataink alapján arra a 

következtetésre jutottunk, hogy a DMTS TRPA1-függő antineuropátiás hatásában nem a 

mikrogliák a fő érintettek.  

A DMTS hatásairól nincsenek széleskörű irodalmi adatok, ugyanakkor DATS és a szervetlen 

POLY hatásaival több tanulmány is foglalkozik. A POLY hatását RAW264.7 egér makrofág 

sejtvonalon vizsgálták. A POLY gátolta a gyulladásos citokinek felszabadulást,  NF-κβ és a 

TLR4 (Toll-like receptor 4) aktivációját [64], valamint enyhítette a Kalmodulin-függő protein 

kináz II (CaMKII) aktivitását.  A DATS hasonló hatásokat fejtett ki az lipopoliszacharid (LPS)-

stimulált RAW264.7 sejtekben, mint a POLY a gyulladásos citokin szekréció, az NF-κβ és a 

TLR4 (Toll-like receptor 4) szignalizáció tekintetében. Kísérleteink során a DMTS nem tudta 

statisztikailag szignifikáns módon csökkenteni a citokin-termelő makrofágok aktivitását a sérült 

ülőideg környezetében. Huang és munkatársai egér BV-2 sejtvonalat használtak a POLY és 

DATS mikrogliákon való tesztelésére. A POLY-ból származó nitroxil mérsékelte az LPS által 

kiváltott apoptózist a vizsgált sejtekben [65]. A DATS azonos modellben történő vizsgálata 

hasonló eredményeket hozott [66]. Ezen megállapítások részben összhangban vannak a mi 

eredményeinkkel: a DMTS csökkentette a hátsó szarv mikroglia sűrűségét, azonban a mikroglia 

aktiváció szövettani markereit ez nem befolyásolta. Munkacsoportunk korábban a szervetlen 

POLY és a szerves DMTS TRPA1-gyel való kölcsönhatását vizsgálta CHO sejteken és egér 

trigeminális ganglion neuronok pimer tenyészetén kálcium-érzékeny fluoreszcens markerekkel 

és patch clamp módszerrel. Eredményeik igazolták az ioncsatorna mindkét szulfid vegyülettel 

való aktiválhatóságát [8,50]. A poliszulfidok képesek reagálni a fehérjék tiolcsoportjával, ezzel 

megváltoztatva azok funkcióját. 
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Példa erre Braunstein és Greiner munkái [67,68], akik aktint, glicerinaldehid-3-foszfát 

dehidrogenázt (GAPDH), NF-κβ-t, ATP-érzékeny káliumcsatornát (KATP), fehérjetirozin-

foszfatáz 1B-t (PTP1B), Kelch-szerű ECH-asszociált protein-1-et (Keap1) és a foszfatáz-és 

tenzin homológ proteint vizsgáltak poliszulfidokkal való moduláció tekintetében. Ezek alapján 

a DMTS a szervezet különböző szintjein különböző fehérjékre gyakorolt eltérő hatása 

magyarázhatja az általunk tapasztalt, makrofágokban kiváltott ellentétes hatását.  

Eredményeinket összefoglalva, megállapíthatjuk, hogy a DMTS kezelés a TRPA1 

ioncsatornától függetlenül csökkentette a mancsduzzanatot és a plazmaextravazáció mértékét 

K/BxN szérummal kiváltott reumatoid artritiszben, mely egy valid gyulladásos 

fájdalommodell. A DMTS porcvédő hatást fejtett ki és hatással volt az FLS sejtekre is. 

Fájdalomcsillapító hatást nem tapasztaltunk, azonban szerepe volt a humorális gyulladás 

csökkentésében, ami szintén TRPA1 független módon valósult meg.  

A DMTS mononeuropátiás fájdalomra gyakorolt csillapító hatásában a TRPA1 ioncsatornák és 

az SST4 receptorok is érintettek. Az SST4 receptor jelentőségét az általunk is alkalmazott 

modellben már bizonyították [69,70]. A DMTS kezelés csökkentette az IBA1-pozitív 

mikrogliák számát TRPA1 WT és KO egerekben egyaránt, azonban ezen gyulladáscsökkentő 

hatást KO állatok esetében a viselkedési vizsgálatok adatai nem tükrözték.  

A látszólag ellentétes eredményeket magyarázhatja, hogy különbözött a két kísérletsorozatban 

a DMTS adagolásának kinetikája, az artritisz modellnél az anyagot naponta egyszer adtuk 7 

napon át, ezzel viszonylag alacsony szöveti koncentrációt elérve, ami az anyag rövid 

féléletideje miatt a következő dózis beadásának idejére valószínűleg teljesen kiürült a 

szervezetből. A mononeuropátiás modellben óránként adtuk az szulfidot, összesen hétszer egy 

napon belül, ami az adagolás kezdete után 2-2,5 órával egy viszonylag magas egyensúlyi 

koncentrációt ért el a szövetekben és az adagolás teljes időtartamában fennmaradt. Így a beadás 

módja magyarázhatja, hogy a Seltzer-féle modellben a DMTS olyan helyeken és olyan 

hatásokat is képes kifejteni, amit egy rövidebb adagolás vagy alacsonyabb koncentráció nem 

tesz lehetővé.  

A kísérletsorozatok időbeni sorrendje miatt a DMTS hatását a K/BxN-es tanulmányban leírt 

beadási sémát alkalmazva nem vizsgáltuk neuropátiás fájdalomban és nem mértünk 

makrofágokra kifejtett hatását sem, amiatt a két cikket ilyen szempontból összehasonlítva nem 

tudunk megállapításokat tenni.  
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Makrofág depletált egerekkel végzett kísérletben a K/BxN szérum transzfer hatására nem 

alakult ki artritisz [71], ami arra enged következtetni, hogy a makrofágok szerepe a modellben 

kritikus. Mi nem mértünk itt makrofág aktivitást, de gátlódásuk magyarázhatná a tapasztalt 

enyhébb gyulladásos reakciókat. 

Korábban a GYY4137-ból származó szervetlen poliszulfidos kísérletnél a poliszulfidnak 

nemcsak fájdalomcsökkentő hanem fájdalomkeltő hatása is volt, és a fájdalomkeltő hatás 

TRPA1 függetlenül jött létre. A dolgozat tárgyát képező vizsgálatban nem láttunk hasonló 

hatást, valószínűleg azért, mert a DMTS nem csak TRPA1-en keresztül, hanem más fehérjéken 

keresztül is képes lehet hatni és a két hatás kiegyenlítheti egymást.   

A két modell egy további lényeges különbsége az idegrendszeri szenzitizáció és kiterjedése. Az 

artritisz modellben legfeljebb perifériás szenzitizációról beszélhetünk, mely a gyulladásos 

mediátorok érzékenyítésének hatására alakulhat ki a nociceptorok esetén. Mononeuropátiánál 

az idegsérülés következtében a perifériás szenzitizáció mellett centrális szenzitizáció is történik. 

A DMTS képes átjutni a vér-egy gáton [72], ezért lehetséges, hogy fájdalomcsillapító hatását a 

centrális szenzitizáció mérséklésénkeresztül fejti ki.  

Eredményeink alapján kijelenthető, hogy a DMTS mind reumatoid artritiszben, mind 

neuropátiás fájdalomban szenvedő betegek esetében potenciális kiegészítő kezelés lehet a 

jövőben, de ehhez még sokkal szélesebb körű vizsgálatok szükségesek.  
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