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BEVEZETES

A lichen és a lichenoid reakcio

Az orélis lichen planus (OLP) és a lichenoid reakciok a szdjnyalkahartya kronikus
gyulladéasos 1€zioi. A lichen oris a lichen ruber planus szajnyalkahartyan megjelend formaja.
A lichen ruber planusban a nyélkahértya érintettség az esetek 50%-aban jelen van, ez lehet
oralis és genitalis. Az esetek 25%-4ban izolalt formaban csak a sz4jnyalkahartyan jelennek
meg tiinetek. A szijtiinetek megeldzhetik az évek mulva kialakuld bortiineteket [52].
Mindkettd gyakoribb ndkon, mint férfiakon és a betegek tobbsége a 30-60 életév kozotti
korcsoportbol szarmazik. Pontos eredete ismeretlen, a koéroki tényezdk koziil egyre inkabb
elétérbe keriil az autoimmun hatas. T-sejt-medialta folyamatként irjak le, foként a Tyl
citokinek (interferon gamma: IFNy és tumor nekrézis faktor alfa: TNF-a) fokozott termelése
allhat a hattérben [48], ami az epitelidlis bazalis sejtek apoptdzisahoz vezethet. Az OLP
kialakuldsa bizonyos antigének megjelenéséhez kotott, erre utal a T-limfocitak v génjének
csOkkent expresszidja, ami oligo- vagy monoklondlis aktivaciot jelez [78]. Ezek a
mechanizmusok vezetnek a tipusos klinikai kép megjelenéséhez az apoptozis &s
sejtproliferaciéo kiilonféle aranyban valé megjelenésével [55]. Abban az esetben, ha az
apoptozis iliteme meghaladja a proliferacio iitemét, a klinikai képben atrofia, majd er6zio
jelenik meg. Amennyiben viszont a proliferacid sebessége haladja meg az apoptozisét, a
retikularis, papuldris, plakk tipusok alakulnak ki [10, 77].

Greenspan és munkatarsai 1966-ban ramutattak a diabétesz és az OLP kozotti Gsszefliggésre
[21], amit késébb tobb tanulmény is megerdsitett [29, 43]. A diabéteszes betegek kozott az
OLP atrofids és eroziv tipusai gyakoriak [9]. Diabéteszben kimutathaté a fagocita sejtek
funkcidzavara, valamint egyes citokinek (példdul a TNF-a) fokozott termelddése. A
kollagenaz fokozott aktivitdsa a gyulladdsos folyamatokat serkenti, a regeneraciot gatolja
[68].

Pszichés tényezdok (neurdzis) €s hipertonia is hajlamosithatnak a megbetegedésre. A korabban
feltételezett bakterialis, virusos eredetet nem sikeriilt egyértelmiien igazolni, bar szdmos
tanulmany utal arra, hogy a human papilloma virus (HPV), ami egy epiteliotrop DNS virus,
fertézheti a bor és a nyalkahartya laphamsejtjeit. A hepatitis C virus szamos extrahepatikus
tiinetet okoz, melyek kozott az OLP is eléfordul [13]. Klinikailag a lichen planus a legtobb
esetben kétoldali [41], mig a lichenoid reakcié egyoldali folyamat (bar ismert a lichen planus
egyoldali és a lichenoid reakci6 kétoldali eléforduldsa is). Mindkettére jellemzd a

vonalkazott, papulaval boritott atrofizalé vagy eroziv 1ézi6. A két elvaltozas klinikailag nem



kiilonithetd el élesen. Lodi és munkatarsai 6sszefoglald kozleményiikben oralis lichenoid
reakcionak azokat a léziokat tekintik, amik szdvettanilag csak részlegesen felelnek meg az
OLP kritériumainak [36]. Ordlis lichenoid reakcio kialakulhat egyes gyogyszerek szedése
esetén ¢s kiilonbozé fogdszati restauracidés anyagok miatt (amalgdm, arany- és eziist-
palladium-6tvozetek, valamint kompozitok). A fogdszati anyagok esetében kontakt allergiat
feltételeznek. Csontveld-transzplantacio kovetkeztében gyakran alakul ki graft-versus-host
betegség, amely az ordlis lichenoid reakcidval jarhat [47]. A rdgdégumikban, szdjvizekben,
fogkrémekben talalhato izesitd anyagok (fahéj, mentol, borsmenta) kontakt 1ézi6 utjan szintén
kivalthatnak oralis lichenoid reakciot.

Az OLP-nek kiilonbozé klinikai manifesztaciolr 1éteznek, melyeket eldszor Andreasen

hatarozott meg 1968-ban [1]:

Retikularis (lichen oris reticularis)

Annuléris (lichen oris annularis)

Papulléris (lichen oris papulosus)

Plakkforma (lichen oris plaqueforma)

Atroéfias (lichen planus atrophicus)

Erézios vagy ulcerativ (lichen planus ulcerosus)

Bullézus forma (lichen planus bullosus)

YV V. V V V V V V

Pigmentalt forma (lichen oris pigmentosus, nagyon ritka).

Klinikai morfologiai megjelenése rendkiviil sokszinii, ezért hatdrozottan el kell kiiloniteni
mas, a szajnyalkahartyan hasonl¢ tlineteket produkalo betegségektol.

A lichen planus ¢és a lichenoid reakci6o szovettani jellegzetességeit a World Health
Organization (WHO) el6szor 1978-ban, majd 1997-ben gytijtotte Ossze és kategorizalta. A
lichen planus szovettanii képe szalagszeri, szubepitelidlis limfocita infiltracioval
jellemezhetd. Az epitéliumban az orto- és parakeratozis jelenik meg, az akant6zis pedig
fokozodik. A lichen planusra jellemzd a jol definidlt, limfocitds besziirédéssel jaro
szubepitelidlis gyulladas, mig a lichenoid reakcidban kifejezettebb a mélyre terjedd diffuz
gyulladas. A lichenoid reakcio diagnosztikus kritériumai kozott szerepel a plazmasejtek és az
eozinofil sejtek jelenléte. Mindkét 1ézioban fellelhetd a bazalis sejtréteg elfolydsodasa és az
epitél hiperkeratinizacioja. A gyulladasos sejtek €s szoveti antigének jelenléte megfigyelhetd
mindkét elvaltozasban. A neurogén faktorok szerepe egyelére vitatott ezekben a

betegségekben.



A kronikus gyulladds modositja a neurotranszmitterek felszabadulasat a periférias érzo
idegvégzddésekbdl, ami kapcsolatban 4ll a beidegzés hosszu tava valtozdaival (idegrostok
Osszehuzodésa vagy destrukcioja, illetve sarjadzdsa és formalddasa). A periférias beidegzés
kifekélyesedését okozza. A gyulladdsos sejtek altal termelt helyi gyulladasos mediatorok
aktivalhatjdk az érzdidegeket, ami pozitiv visszacsatoldst jelent a szimpatikusan medialt

gyulladés és fajdalom szdmara.

A neurogén gyulladas mechanizmusa

A szenzoros idegrendszer f6 feladatai kozé tartozik a kiilsd és belsd kornyezetbdl érkezd
ingerek felvétele a periférias idegvégzddéseken, mely ingereket érzorostokon keresztiil a
kozponti idegrendszer felé tovabbitja. Ma mar kisérletesen is alatdmasztottdk, hogy egyes
¢érz6 axontermindlisok afferens és efferens funkciodval is rendelkeznek, azaz inger hatdséara a
vezikuldkban raktarozott neuropeptideket axonalis vezetés nélkiil is képesek felszabaditani
[38, 65]. A gerincveldi érzOneuronok kozott vannak tisztan afferens, kettés funkcidju
»szenzoros-efferens” neuronok, illetve feltételezik, hogy léteznek tisztan lokalis effektor
funkcidji neuronok is [28]. A szenzoros idegvégzddésekbdl felszabaduld neuropeptidek koziil
a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) vazodilataciot, a tachikininek, mint pl. a P-anyag
(substance P: SP) ¢és a neurokinin A (NKA), illetve neurokinin B (NKB) a beidegzési
terlileten plazmakidramlast okoznak, emellett aktivaljdk a hizdsejteket, valamint leukocita
akkumulaciét idéznek eld. Ezeket a folyamatokat Oszefoglalva neurogén gyulladésnak
nevezziik, amely ezen érzdideg-végzdodések lokalis efferens miikodésének kovetkezménye
[40, 45]. JelentOs szerepet tulajdonitanak a neurogén gyulladdsos komponensnek szdmos
betegség (reumatoid artritisz, asztma bronchiale, pszoriazis, ekcéma, kontakt dermatitisz,
gyulladésos bélbetegségek és gyulladdsos szembetegségek) patomechanizmusaban [37, 63].
Jelenleg nincs forgalomban egyetlen olyan gyogyszercsoport sem, ami hatékonyan gatolna
egy gyulladéssal jar6 betegség neurogén komponensét [26].

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetében miikodd kutatocsoport munkdja sordn deriilt fény arra, hogy
ugyanezen aktivalt szenzoros idegvégzodésekbdl az elézéekben felsorolt gyulladaskeltd
neuropeptideken kiviil szomatosztatin is felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémas
gyulladasgatlo és fajdalomcsillapité hatasokkal rendelkezik. Ez az érzdideg-végzddések
harmadik, szisztémas efferens funkcioja [25, 27, 61, 62], amit az endokrin és parakrin hatas

mintdjara Szolcsanyi professzor szenzokrin hatasnak nevezett el [60].



A kapszaicin

Az erds paprika aktiv 6sszetevdjét Thresh izolélta eldszor 1846-ban [70]. Ramutatott arra is,
hogy a kapszaicin ¢és a vanillin szerkezete hasonlo. 1919-ben azonositottdk eldszor a
kapszaicin struktarajat, ami kémiailag 8-metil-N-vanillyl-6-nonénamid. A komplett
szintézisre még 20 évet kellett varni.

A népi gybdgyaszatban mar évszazadok ota haszndljadk a kapszaicint iziileti betegségek
kezelésére, illetve fijdalomcsillapitdsra, a kapszaicines kendcsok, illetve tapaszok enyhithetik
a hatfajast, csillapithatjdk a reumas iziileti gyulladds és a szenzoros neuropdtia tiineteit.
Analgetikus hatasara mutat ra, hogy az amerikai 6slakosok az erds paprika hiivelyét helyezték

az inyiikre, ha fajt a foguk.

A kapszaicin TRPV1 receptor

A kapszaicin receptor létezésének lehetOségét eldszor Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor
Aranka vetették fel egy 1975-0s tanulmanyban, amelyben kapszaicin és mas vanilloid
analogok nociceptiv hatasat vizsgaltak patkanyon. A vegyiiletek szerkezete ¢és hatasa kozott
tapasztalt Osszefliggések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kapszaicinnek
receptorialis Uton kell hatnia. A receptor hipotetikus modelljét is megszerkesztették ekkor [66,
67]. A kapszaicin receptort expresszald gén megtalalasa és a receptor szerkezetének
megismerése azonban tobb mint 20 évig varatott még magara, bar 1990-ben patch clamp
vizsgalatokkal sikeriilt bizonyitani, hogy a kapszaicin €s a reziniferatoxin ugyanazt a kation-
csatornat nyitja az érzéneuronok plazmamembranjan [8]. 1997-ben Julius és munkacsoportja
klénozta a kapszaicin receptort, amit a szintén vanilloid strukturdt tartalmazo
reziniferatoxinnal valo aktivalhatosdga miatt vanilloid 1 receptornak (VR1) neveztek el [15].
Ezt az elnevezést késObb a receptorok szerkezetén alapulé nemzetkdzi nomenklatira szerint
megvaltoztattak, a receptort a tranziens receptor potencial (TRP) nagycsaladba sorolték, és a
vanilloid csalad 1-es szamu tagjaként tranziens receptor potencidl vanilloid 1-nek (TRPV1)
nevezték [23]. A receptor aktivalodasakor a sejtbe Na'™- és Ca®"-ionok aramlanak be, melyet
K'-ion sejtbél valo kidramlasa kovet. A Na'-ion foként az akcios potencial generaldsaért
felelés, aminek kovetkeztében nocicepcio, fajdalomérzet alakul ki. A Ca*'-ion bearamlasa
elsdsorban a szenzoros neuropeptidek idegvégzddésekbol vald felszabadulasahoz vezet.
Tartos vagy ismételt aktivacié hatasara a sejtben felhalmoz6do kationok magas koncentracioi
a citoplazma és a mitokondrium duzzadéasat okozzak, ennek hosszu tavi kdvetkezményeként

a sejtek energiaforgalma csokken, az idegvégzddés miikodésképtelenné valik. Ez a folyamat



adja a molekularis hatterét a nagy dozist kapszaicinnel torténd eldkezelés hatasara kialakulo
deszenzitizacionak. Ilyenkor az axontermindlisok miikodése honapokig karosodik [8, 26, 64].
kémiai ingerekkel aktivalhato intra- és extracelluldrisan is. A TRPV1 fajdalmas, 43°C feletti
hdéingerrel [69, 74], valamint pH 6 alatti proton-koncentracioval aktivalhatd. Szamos névényi
eredetll vanilloid, példaul reziniferatoxin, piperin, zingeron képes nyitni az ioncsatornat. A
kapszaicin, lipofil jellegébdl adoddan, a sejtmembranon atjutva intracellularisan kotédik a
receptorhoz [42]. Ezen kiviil léteznek a receptornak endogén ligandjai is, példaul az
endokannabinoid N-arachidonoil-etanol-amin (AEA), vagy mas néven anandamid [15], a 12-
hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE), vagy az N-arachidonoil-dopamin (NADA). Az is
ismert, hogy a bradikinin, az egyik legerésebb fajdalomkeltd mediator, a B, receptorokon
hatva szenzitizdlja a TRPVI1-et az intracellularisan miikod6 masodlagos messenger
mechanizmusok révén, valamint a lipoxigenaz termékek szintézisének szabalyozéasaval
foszfolipaz A, enzim aktivalasan keresztiil [44, 50]. Emellett a csatorna miikddését jelentds
mértékben fokozzdk a prosztaglandinok, példdul a gyulladdsos folyamatokban
kulcsfontossagli prosztaglandin E,, vagy a prosztaciklin néven ismert prosztaglandin I, [16,
58]. A receptor potens, valodi endogén ligandja azonban egyeldre nem ismert.

A kapszaicin-érzékeny idegvégzodések akut gyulladasos €s fajdalommodellekben betoltott
szerepének vizsgalatara kapszaicinnel vagy RTX-szel kivaltott deszenzibilizacidt hasznalnak,
amely ismételt, nagy dozisokkal torténd elOkezelést jelent. Ezzel a modszerrel a teljes
végzOdés hosszu tavu funkcidvesztése, miikodéskiesése érhetd el [3, 4, 59]. A molekularis
biologiai modszerek fejlodésével lehetéség nyilt génhianyos egerek eldallitasara, ezek
segitségével adott fehérje szerepe in vivo szelektiven vizsgalhato.

TRPV1 receptor expressziot leirtak korabban mar a periférias és a kdzponti idegrendszerben
[14, 15], azonban csak nemrégiben azonositottdk immunhisztokémiai és PCR technikakkal
frissen izolalt normal human keratinocitan [30, 53], human epidermiszben [17], hizosejteken
[54], dendritikus sejteken [5], epitelialis sejteken, vaszkularis endotélsejteken, a nazalis
mukoza szubmukozus mirigyeiben [49], valamint az urotéliumban [2], és a gasztrikus

mukdzaban [20].
CELKITUZESEK

I. Munkéank soran célul tiiztiik ki, hogy egészséges onkéntesek és oralis lichen planusban

szenvedd betegek szdjnyalkahartya mintdiban immunhisztokémiai modszerekkel



megvizsgaljuk a TRPV1 receptorok jelenlétét, illetve molekularis biologiai
modszerekkel kimutassuk a TRPV1 receptor expressziojanak valtozdsait patologids

kortilmények kozott.

II. Szakirodalmi adatokbol ismeretes, hogy az amalgamtomés a szajnyalkahartyan
lichenoid reakciot valthat ki. Kisérletsorozatunknak célja volt patkanymodellben
megvizsgalni, hogy a higany-klorid (HgCl,)-oldattal torténd szdjnyalkahartya ecsetelés
kivélt-e lichenoid reakcidt, a reakcioban hogyan valtozik a TRPV1 receptorok jelenléte
a normdl szijnyalkahartydhoz viszonyitva, illetve, hogy a szenzoros rostok

kapszaicinnel torténd deszenzibilizacidja befolyasolja-e a TRPV1 receptorok

crer

I. FEJEZET

A TRANZIENS RECEPTOR POTENCIAL VANILLOID 1 (TRPV1) RECEPTOR
EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA ORALIS LICHEN PLANUSBAN

BEVEZETES

A kapszaicin-érzékeny érzdidegekbdl a TRPVI1 receptor aktivacidjaval felszabaduld
neuropeptidek kivaltjak az altalanos bevezetoben részletesen ismertetett neurogén gyulladast.
A TRPVI1 receptorokat nem-neuronalis sejteken, példaul keratinocitdkon, gyulladasos ¢és
immunsejteken, illetve érendotélen is kimutattak, de ezen receptorok ¢€lettani szerepét nem
ismerjiik.

Kisérleteink célja az volt, hogy immunhisztokémiai modszerekkel kimutassuk a TRPV1
receptor jelenlétét normal és lichenes nyalkahartydban, és expresszidjanak valtozasat oralis

lichen planusban a mukoza kiilonb6zo rétegeinek sejtjeiben.
ANYAGOK ES MODSZEREK

Mintavétel

Az oralis lichen planust klinikai jelek alapjan diagnosztizaltuk, amit rutin szdvettani
vizsgalatok is aldtdmasztottak. A mintavétel el6tt az sz4j nyalkahartyat 1 ml 2%-os lidokain-
adrenalin injekcioval infiltraltuk. Az sz4j nyalkahartya biopszidjat 0,5x0,5 cm nagysagban 18
paciensen végeztiik el, akiknek életkora 40 és 60 év kozott volt. A mintavételt 5 egészséges

onkéntesnél is elvégeztiik, akiknek életkora 30 és 40 év kozott volt.



A betegek tobbsége a lichen mellett egyéb szisztémas alapbetegségben is szenvedett: magas
vérnyomas, alacsony szérum-vas koncentracid, diabétesz, kronikus bronchitisz, allergia,
immunolodgiai hattérbetegség, mélyvénas trombozis, iziileti problémak, lichen ruber planus. E
betegek jelentds részénél tobb alapbetegség is eléfordult. Egy esetben pedig az oralis lichen
planus mellett a bortiineteket mutatd lichen planus is kialakult. A vizsgélatban résztvevo
paciensek nem kaptak sem lokalis, sem szisztémas szteroid terapiat. A lichenes elvaltozast
mutatdé bukkalis nyalkahartyabol kimetszett szovetmintdkat két darabra vagtuk, az egyik
darabot RNAlaterbe tettiik és -80°C-on taroltuk. A masik darabot 4%-o0s paraformaldehiddel
fixaltuk, majd paraffinos bedgyazas utdn immunhisztokémiai vizsgalatokat végeztiink. A
vizsgélatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga jovahagyta. A vizsgéalatban

résztvevl paciensek irdsos beleegyezd nyilatkozatot adtak a kisérletben valo részvétel elott.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A metszeteket elobb nyul poliklonalis anti-TRPV1 antitesttel, majd masodlagos torma-
peroxiddzzal konjugalt EnVision system anti-nytl szekunder antitesttel inkubaltuk. A TRPV1
receptorok immunlokalizéciojat diamino-benzidinnel (DAB) hivtuk eld, a magfestést
hematoxilinnal végeztink. A TRPV1 receptorok immunpozitivitdsat szemikvantitativ
pontozassal hataroztuk meg egy kisérletektdl fiiggetlen patologus segitségével. Image Pro
Plus 4.5-6s szoftverrel analizaltuk a metszetekrdl késziilt képeket, és az immunspecifikus
festddés alapjan azonositottuk az immunpozitiv pixeleket. Az adatokat a vizsgalt régioban

szazalékos aranyban adtuk meg.

Kvantitativ valos idejii PCR (gqRT-PCR)

A kvantitativ, valos idejii PCR mérést ABI Prism 7000 szekvenciadetektald rendszeren 5’
nukledz essz¢é felhasznaldsaval végeztik el. A PCR amplifikaciot TagMan primerekkel
végeztik, TagMan univerzalis PCR mastermix protokoll alapjan. Belsd kontrollként
glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogendz ~ (GAPDH), illetve [-aktin mRNS szintek

meghatarozasat hasznaltuk.

Statisztikai modszerek

Az eredményeket atlag+atlag standard hibaja (SEM) formaban fejeztiik ki. A statisztikai
eltérések értékeléséhez egyutas variancia analizist (ANOVA), majd Bonferroni-féle

modositott t- tesztet hasznaltunk.



EREDMENYEK

A normal bukkalis nyalkahartya kozepes TRPV1 receptor antitest pozitivitdst mutatott
intracitoplazmatikusan az  epitélsejtekben, Osszehasonlitva a negativ  kontrollal.
Immunfestddést figyelhettiink meg minden epitelialis sejtrétegben, a bazalistdl a szuperficialis
rétegig. Minimalis jel6lddés volt az endotél sejteken, a limfocitdk és fibroblasztok negativak
voltak.

A lichenes mintdkban intenziv immunpozitivitas volt kimutathatd az epitélium teljes
szélességében, és a szubepitelidlis szovetekben. Kifejezett immunfestddés volt az epitelialis
sejtekben, a bazalis, a parabazdlis, az intermedier ¢s szuperficidlis sejtrétegekben.
Detektalhatdo volt az immunpozitivitds a citoplazmaban, és néhany sejt intranuklearis
pozitivitast mutatott. Jelentds mennyiségli immigrans limfocita és fibroblaszt is intranukleéris
¢s intracitoplazmatikus immunpozitivitdst mutatott a szubepitelidlis régioban. Sokkal
intenzivebb volt a festddés a kapillaris endotélsejtekben €s a szubepitelialis régidban.

A kvantitativ képanalizis szerint az immunpozitiv pixelek szazalékos aranya 21,2+8,2% volt a
kivalaszott régioban a kontroll epitéliumban. Ez 61,4+4,7%-ra emelkedett a lichenes
mintdkban. Annak ellenére, hogy szdmos immunpozitiv sejtet, limfocitat, fibroblasztot és
vaszkularis endotélsejtet lattunk jeldlddni a szubepitelialis kotészovetben lichenes mintakban,
kvantitativ kiilonbség nem volt kimutathatdo. Az immunpozitiv pixelek szazalékos aranya
14,84+4,9% volt a kontroll mintakban, és 13,9+3,8% a lichenes mintakban.

A TRPV1 receptor mRNS tartalom a lichen oris biopszids anyagaiban 2,5-szeres emelkedést

mutatott az egészséges onkéntesek mintaihoz képest.
KOVETKEZTETESEK

Jelen munkdban immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a TRPV1 receptor
expresszidja megnovekszik ordlis lichen planusban a normalis muko6zahoz hasonlitva. A
szemikvantitativ szovettani analizis alapjan fokozott specifikus immunpozitivitas volt
kimutathatdé az epitélium teljes szélességében, a vaszkularis endotélsejtekben, a
limfocitdkban, a fibroblasztokban, a szubepitelialis szovetben. A kvantitativ képanalizis
emelkedett immunpozitiv pixelaranyt mutatott az OLP-ben szenvedd paciensek epitéliumaban
a normalis kontrollokkal 6sszehasonlitva, ami a TRPV1 receptor expresszidjanak fokozodasat
jelenti a gyulladasos folyamat soran. Limfocitak, fibroblasztok és vaszkularis endotélsejtek
szintén festddtek a kotdszovetben, de szignifikdns kiilonbség az immunpozitiv pixelekben a

lichenes és a kontroll mintdk kozott nem volt kimutathatd. Ez a latszolagos kiilonbség a
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szemikvantitativ eredmények ¢és a kvantitativ képanalizis k6zott azzal magyarazhato, hogy a
gyulladésos teriilet a kotdszovetben tul kicsi a kotdszovet teljes kiterjedéséhez képest. Mivel a
receptorok lokalis expresszigjat kvantitativ valds idejli RT-PCR modszer segitségével
bizonyitottuk mRNS szinten, feltételezziik, hogy ezen receptorok extraneuralisan
szintetizalddnak, az immunpozitiv sejtek altal.

Bar szamos tanulmany szolgéaltatott bizonyitékot arra, hogy a neurogén gyulladés kozrejatszik
gyulladasos betegségek (Sjogren-szindroma, pszoridzis, dermatitisz, artritisz, asztma)
patomechanizmusaban, csak nagyon kevés munka emliti a lehetséges neurogén faktorok
szerepét oralis lichen planusban [41]. Proinflammacios neuropeptidek, foként SP és CGRP
szabadul fel a szenzoros idegvégzddésekbdl a TRPV1 receptorok stimulaciojakor. E
medidtorok neurogén gyulladdsos valtozasokat okoznak, mint példaul lokalis vazodilataciot,
receptorok expresszidja a nem-neuralis sejtek széles skalajaban kimutathatd (epitélsejteken:
keratinocitakon [17, 30], gasztrikus epitelidlis sejteken [20], enterocitakon és pneumocitdkon
[22]; vaszkuldris endotéliumban, immunsejtekben [46], simaizomsejtekben [22] ¢és
fibroblasztokban [32]). A kiterjedt kutatasok ¢€s szdmos immunhisztokémiai bizonyiték
ellenére a TRPV1 receptorok fizioldgiai szerepe a nem-neurdlis szovetben a mai napig nem
bizonyitott [22].

A TRPV1 immunreaktivitds kimutathato human bérmintaban, epidermiszben, szdrtiiszében,
borfiiggelékekben, dermalis véredényekben, Meissner korpuszkuldkban, fibroblasztokban és
hizésejtekben [30, 32]. Izolalt human keratinocitdk szintén expresszalnak TRPV1 receptort,
és kimutattdk, hogy a kapszaicin fokozza ezen sejtek Ca”'-felvételét [30, 53]. Ezen kiviil
ezekben a sejtekben a kapszaicin-indukalta intracellularis Ca*"-névekedés blokkolhato volt
TRPV1 antagonista kapszazepinnel. Van néhany bizonyiték, ami aldtdmasztja a TRPV1
receptor funkcionalis szerepét. Southall és munkatarsai arra a megéallapitasra jutottak, hogy a
TRPVI1 receptor a fajdalmas stimulaci6 szenzora keratinocitadkban, ¢és taltermelddik a
gyulladés sordn, amely az epidermalis karosodds miatt jon létre [53]. Kimutattdk, hogy a
TRPV1 receptorok aktivacioja a keratinocitdkon prosztaglandin E,, illetve interleukin-8 (IL-
8) felszabadulast indukal, tovabba fokozza a ciklooxigendz enzim, illetve a matrix-
metalloproteinaz expressziot [22, 35, 53].

Vizsgalatainkban az els6 immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattuk arra, hogy a TRPV1
receptorok jelen vannak a humén oralis mukoézalis szovetben, és fokozottan expresszalodnak
human OLP-ben. Az immunpozitiv sejtek szdma megemelkedett a nem-neurdlis sejtek

korében az epitélium teljes szélességében és szubepitelidlis szovetekben is 6sszehasonlitva az
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¢ép mukodzaval. A TRPV1 receptor mRNS szintje a lichen planusbdl szarmazo biopszias
mintdkban szignifikdnsan magasabb volt, mint az egészséges Onkéntesekéiben. Ezért arra
kovetkeztetiink, hogy a nem-neuralis TRPV1 receptorok az oralis mukozaban valdsziniileg
gyulladasos valtozasokat szabalyoznak az OLP kifejlodése soran. Neuralis és nem-neuralis
TRPV1 receptorok kozott interakciok johetnek létre a felszabadulod gyulladasos mediatorok,
citokinek, prosztaglandinok, ndvekedési faktorok és neuropeptidek altal.

Bar az OLP pontos patogenezise a mai napig tisztazatlan, kijelenthetjiik, hogy a gyulladasos
mediatorok TRPV1 receptor-fiiggd felszabaduldsa epitelialis, vaszkularis endotélsejtekbdl,

limfocitakbol, fibroblasztokbdl befolyasolhatja a betegség progressziojat.
II. FEJEZET

A  NEONATALIS KAPSZAICIN DESZENZIBILIZACIO HATASANAK
VIZSGALATA HIGANY-KLORIDDAL (HgCl;) KIVALTOTT LICHENOID
REAKCIORA PATKANY ORALIS MUKOZABAN

BEVEZETES

A fogészati szakirodalomban gyakran irnak le szajiiregben kialakuld lichenoid reakciokat
higany tartalmi amalgamtomések mellett [18]. Felmeriil, hogy a gyulladésos elvaltozasokat
az amalgdm higany komponense okozza. A folyamat patomechanizmusanak pontosabb
megismeréséhez allatkisérletes modellt fejlesztettiink ki. A lichen planus tiinetei nem
reprodukélhatok éallatokban, viszont kordbbi kozlemények arrdl szamoltak be, hogy lichenoid
reakci6 kivalthato higany-kloriddal torténd ecseteléssel [33, 34].

Célul thztik ki, hogy megvizsgaljuk a higany-klorid-ecsetelés hatasat a szajnyalkahartya
gyulladasos elvaltozasaiban, tovabba a HgCl,-dal kivaltott lichenoid reakcidoban analizaljuk a
tovabba megvizsgalni, hogy a neonatélis szisztémas kapszaicin el6kezelés, ami bizonyitottan
deszenzibilizdlja a kapszaicin-érzékeny idegvégzodéseket és ezzel a neuronalis TRPV1

receptorokat, milyen hatast fejt ki a nem-neuralis TRPV 1 receptorok expressziojara.
ANYAGOK ES MODSZEREK

Kisérleti allatok

Mivel az irodalmi adatok arra utaltak, hogy a rendelkezésre allo, kisérletesen hasznalhatod

patkanytorzsek koziil a barna-norvég patkanyok reagalnak legérzékenyebben a higany-klorid
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kezelésre [18], ezt a torzset hasznaltuk vizsgalatainkban. Ujsziilott (2-3 napos, 10-15 g) barna-
norvég (Brown Norway) patkanyokat tenyésztettink a PTE-AOK Kozponti Allathazaban

klimatizalt kornyezetben, hagyomanyos taplalékkal és vizzel ad libitum ellatva.

Neonatalis, szisztéemads kapszaicin elokezelés

A kisérlet elején szisztémds kapszaicin eldkezelést végeztiink az allatokon, a kapszaicin-
érz¢keny primér szenzoros neuronok miikodését ugyanis szelektiven lehet blokkolni a
kapszaicin nagy dozisu adasaval. 50 mg/kg dozisii kapszaicint adtunk a patkdnyoknak

szubkutan, a nyaki résznél. A kisérletbe hét hetes el6kezelt és kontroll allatokat vontunk be.

Higany-kloriddal (HgCl,) torténo kezelés

A patkdnyok egy csoportjanak bukkalis nydlkahartyat glicerinben oldott 0,5%-o0s HgCl,

oldattal masnaponta ecseteltiik 8 héten at. Az allatokbdl négy csoportot képeztiink:

1. Kapszaicinnel nem kezelt és HgCl,-dal nem ecsetelt.
Kapszaicinnel nem kezelt, HgCl,-dal ecsetelt.

Kapszaicinnel eldkezelt, HgCl,-dal nem ecsetelt.

o

Kapszaicinnel elokezelt és HgCl,-dal ecsetelt.

A kezelés befejeztével az allatokat intravénas pentobarbitallal tulaltattuk és kimetszettiik a

szajnyalkahartyat szovettani és immunhisztokémiai vizsgalat céljara.

Szovettani vizsgalatok

A hisztopatoldgiai valtozasokat hematoxilin-eozinnal festett metszeteken, szemikvantitativ
pontozassal egy kisérletektdl fiiggetlen patologus vizsgalta. Az Osszetett szdvettani
pontszamokat az alabbi lichenoid szovettani elvaltozasok alapjan szamoltuk: hiperkeratdzis,

parakeratdzis, akantozis, kapillarizacio, fibroblaszt proliferacio €s fibrozis.

Immunhisztokémiai vizsgalatok

A metszeteket elobb nyul poliklonalis anti-TRPV1 antitesttel, majd masodlagos torma-
peroxidazzal konjugalt EnVision system anti-nyul szekunder antitesttel inkubaltuk. A TRPV1
receptorok immunlokalizaciojat diamino-benzidinnel (DAB) hivtuk eld, magfestést
hematoxilin-eozinnal végeztiink.

A TRPVI1 receptorok immunpozitivitdsat szemikvantitativ pontozassal hataroztuk meg egy
fliggetlen patologus segitségével. Vizsgaltuk a keratinocitdk, vaszkularis endotélsejtek,

limfocitak és fibroblasztok festodését.
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Kvantitativ valos idejii PCR (gqRT-PCR)

A kvantitativ, valos idejii PCR mérést ABI Prism 7000 szekvenciadetektald rendszeren 5’
nukledz essz¢é felhasznédldsaval végeztik el. A PCR amplifikdciot TagMan primerekkel
végeztik, a TagMan univerzalis PCR mastermix protokoll alapjan. Belsé kontrollként

eukariota 18S RNS mRNS szintek meghatarozasat hasznaltuk.

Statisztikai modszerek

Az eredményeket atlagtatlag standard hibaja (SEM) forméban fejeztiik ki. A statisztikai
eltérések értékeléséhez egyutas variancia analizist (ANOVA), majd Bonferroni-féle
modositott t- tesztet hasznaltunk. A szemikvantitativ szovettani értékeléssel meghatarozott
pontszamokat boxplot mddszerrel abrazoltuk. A statisztikai értékelésre ebben az esetben

Kruskal-Wallis probat, majd Dunn-féle poszt-tesztet alkalmaztunk.
EREDMENYEK

A kezelések hatasara kiillonb6zé mértéki lichenoid szdveti reakcio alakult ki. Az eredetileg is
keratotikus patkdny szdjnyalkahartya hiperkeratotikussa valt. A HgCl, alkalmazasa
onmagéban elegenddnek bizonyult a lichenoid keratdzis kialakuldsahoz. Ehhez hasonldan
alakult az akantdzis kifejlodése is, a ham kiszélesedett, a stratum basale rétege aktivaltta valt.
Egyes egyedekben pszeudo-papillomatdézus hamhiperplazia volt lathaté. A hamot ért kontakt
hatds eredményeképpen szubepitelialis fibroblaszt aktivacioé is kialakult, de csak a higany-
kloriddal ¢és kapszaicinnel egyarant kezelt allatokban. Ezekben az egyedekben
szubepitelidlisan kapillaris proliferacio, fibroblaszt aktivacid és enyhe fibrozis igazolodott. A
nyalkahartya lichenoid keratozisa kapszaicin deszenzibilizacid esetén és HgCl, egyediili
alkalmazasakor is kialakult, de ezek kombinacioja stlyosbitotta a folyamatot. A 1ézidban
limfoid reakcio, illetve a bazalis rétegben sejtes hidropikus degeneracié nem fejlodott ki.

Az Osszetett szOvettani pontszam, amelybe a hiperkeratdzis, parakeratdzis, akantozis,
kapillarizéacio, fibroblaszt proliferacio és fibrozis mértéke tartozik, azt mutatja, hogy a higany-
klorid kezelés jelentds lichenoid reakciot valtott ki patkany szajnyalkahartyaban. Onmagaban
a kapszaicin minimalis gyulladasos elvaltozast okozott, viszont tovabb fokozta a HgCl,-
kivaltotta gyulladasos tiineteket.

Immunhisztokémiai vizsgalatok szerint a TRPV1 receptorfehérje fokozottan volt kimutathato
a ham rétegeiben kapszaicin eldkezelés hatasara. A HgCl, csak minimalis mértékii TRPV1
immunpozitivitast hozott 1étre. A kettds kezelés mar nem fokozta tovabb az immunpozitivitast

a keratinocitakban. A kapillaris endotélsejtek a csak HgCl,-dal kezelt patkanyoknal jol



14

detektalhatdé immunpozitivitast mutattak, ami a kapszaicinnel eldkezelt csoportokban még
intenzivebbnek bizonyult. A nem kezelt, kontroll allatokban a fibroblasztok negativak voltak.
A csak higany-klorid expozicid hatisara a fibroblasztokban a kontroll csoporthoz képest
enyhe festddést lattunk, ami a kapszaicinnel és higany-kloriddal is kezelt allatoknal tovabb
fokozodott. Az akkumulalodott limfocitdk egyik csoportban sem mutattak TRPV1 receptor
immunpozitivitast. Az dsszetett pontszdm, ami a TRPV1 receptor immunpozitivitast jelzi a
keratinocitakban, a kapillaris endotélsejtekben, a limfocitakban és a fibroblasztokban, arra
utal, hogy a neonatalis kapszaicin eldkezelés nagymértékben, a HgCl, ecsetelés minimalisan
novelte az immunpozitiv sejtek szdmat a nyalkahartyaban. Meglepetés, hogy a neonatalis
kapszaicin eldokezelés 6nmagaban is fokozta az immunpozitiv sejtek szamat. A kettds kezelés
az Osszetett pontszamot tekintve hasonlé mértékli reakciot valtott ki, mint a kapszaicin
egymagaban.

Kvantitativ, valés ideji PCR méréseken alapuld vizsgalataink azt bizonyitottdk, hogy a
TRPVI1 receptor mRNS-ének relativ expresszidja mintegy 6tszords novekedést mutatott a
kapszaicinnel kezelt mintakban a kontrollhoz képest a barna norvég patkdnyokban.
Onmagaban a HgCl, ecsetelés nem okozott valtozast a mintdk mRNS tartalméban. A kettés
kezelés hatdsa szinte teljesen azonosnak bizonyult a neonatalis kapszicinnel vald

eldkezeléshez a TRPV1 receptor mRNS szint tekintetében, patkany nyalkahartya mintakban.
KOVETKEZTETESEK

Barna norvég patkanyokon végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy az irodalomban leirtakhoz
hasonloan [18], ebben az allattdrzsben a szdjnyalkahartya higany-kloridos ecsetelésével ki
lehet valtani szovettanilag jol jellemezhetd lichenoid reakciot. Kifejlodott a hiperkeratdzis,
parakeratdzis, akantozis, sOt egyes egyedekben a pszeudopapillomatdézus hamhiperplazia is. A
szubepitelidlis szovetben kapilléris proliferacio és fibroblaszt aktivacio is jelentkezett, ami
enyhe fibrézishoz vezetett. A hematoxilin-eozinnal festett mintdkon végzett szovettani
analizis alapjan, a szisztémas kapszaicin eldkezelés sulyosbitotta a HgCl, okozta lichenoid
reakciora jellemz6 elvaltozasokat, a szubepitelialis fibroblaszt aktivacid csak a kombindlt
kezelések hatasara fejlodott ki. Jol ismert, hogy szisztémas neonatalis kapszaicin elékezelés
neurotoxikus hatasa deszenzibilizalja a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokat, ezek
funkcioja szelektiven kiesik. Kisérleti eredményeink alapjan meglepd, hogy a neonatalis
kapszaicin el6kezelés jelentésen fokozta a TRPVI1 receptor immunpozitivitdst a patkény

szajnyalkahartya sejtjein (keratinocitdkon, fibroblasztokon ¢és kapillaris endotélsejteken).
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Kvantitativ PCR adataink szerint a TRPV1 receptor mRNS tartalom jelentdsen megnott
kapszaicin kezelés hatasara a nyalkahartya mintdkban. Adatainkbo6l nyilvanvald, hogy a
neonatalis kapszaicin eldékezelés a neurdlis TRPV1 receptorokat deszenzibilizalja, azonban
szignifikansan noveli a nem-neuralis receptorok expresszidjat. Lehetséges, hogy a jelenség a
denervaciohoz tarsulo kovetkezményes adaptaciés mechanizmus, ezért megfigyelésiink fontos
mérfoldkd lehet a nem-neurdlis TRPV1 receptorok élettani funkciojanak felderitése soran. Az
a tény, hogy a szisztémas kapszaicin eldkezelés, mely a kapszaicin-érzékeny neuronok
szelektiv deszenzibilizacidjat okozza, fokozza a HgCl, altal kivaltott gyulladasos reakciokat,
egyértelmiien arra utal, hogy ezekbdl az idegsejtekbdl szarmazd neuromediatorok protektiv
hatast gyakorolnak a lichenoid elvaltozasok kialakulasara.

A csak higany-kloriddal tortént ecsetelés hatdsdra minimalisan nétt a TRPV1 receptor
immunpozitivitds a mintdkban, az mRNS koncentracio pedig nem valtozott. Megallapithato,
hogy a HgCl,-dal kivaltott gyulladasban, ellentétben humén lichen planusban kimutatott
szerepével, a nem-neuralis TRPV1 receptorok expresszidja nem fokozodik szignifikans

mértékben.
UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Oralis lichen planusban szenvedd betegek nyalkahdrtya mintdin végzett vizsgalataink
soran immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a TRPVI1 receptor
expresszioja megndvekszik oralis lichen planusban a normalis muk6zdhoz hasonlitva. A
szemikvantitativ szOvettani analizis alapjan fokozott specifikus immunpozitivitds volt
kimutathatd az epitélium teljes szélességében, a vaszkularis endotélsejtekben,
limfocitakban, fibroblasztokban, a szubepitelidlis szévetben. A kvantitativ képanalizis
megemelkedett immunpozitiv pixelardnyt mutatott az OLP-ben szenvedd paciensek
epitéliumaban, Osszehasonlitva a normalis kontrollokkal, ami a TRPV1 receptor
expressziojanak fokozodasat jelenti a gyulladasos folyamat soran. Limfocitak,
fibroblasztok ¢és vaszkularis endotélsejtek szintén festddtek a kotdszovetben, de
szignifikans kiilonbség az immunpozitiv pixelekben a lichenes és a kontroll mintdk
kozott nem volt kimutathato. Ez a latszolagos kiilonbség a szemikvantitativ eredmények
¢s a kvantitativ képanalizis kozott azzal magyarazhat6, hogy a gyulladasos teriilet a
kotészovetben tul kicsi a kotdszovet teljes kiterjedéséhez képest. Mivel a receptorok

lokalis expressziojat kvantitativ valds idejii RT-PCR moddszer segitségével bizonyitottuk
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mRNS szinten, feltételezziik, hogy extraneurdlisan szintetizdlédnak az immunpozitiv
sejtekben.

Mivel a kapszaicin-érzékeny ¢érzdidegek deszenzitizacidja neonatalis, szisztémas
kapszaicin elokezelés altal fokozta a gyulladasos tiineteket a HgCl,-dal kivaltott lichenoid
reakcioban patkany oralis mukozaban, arra kovetkeztetlink, hogy a kapszaicin-érzékeny
szenzoros neuronok protektiv hatast gyakorolnak a lichenoid reakcio kifejlédésében.
Meglepd vizsgalati eredmény, hogy a nem-neuralis TRPV1 receptorok expresszidja mind
mRNS, mind fehérje szinten jelentds mértékben megnd neonatélis kapszaicin eldkezelés

utan patkany szajnyalkahartyaban.
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