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BEVEZETES

A nociceptiv neuronok

A fajdalmas (azaz potencidlis vagy valds szoveti karositdst kivalt6 fizikai, kémiai és
termdlis) ingerek érzékelése specidlis primer afferens szenzoros neuronok (tin. nociceptorok)
periférias végzodésein keresztiil torténik. Ezen afferensek sejttestjeinek elhelyezkedése harom
fo reprezentaciods teriiletet rajzol ki: 1) a hatsé gyoki ganglionok (DRG) nociceptorai a
végtagok, a torzs és a peritoneum parietalis lemezének innervacidjat ellatva a gerincveld hatsé
szarvanak interneuronjaihoz szallitanak érz0 informdcidt; 2)a trigemindlis ganglion
nociceptorainak periférids nyudlvanyai a fej és a szdjiireg innervicidjat biztositjak és a centrélis
nyulvanyaik az agytorzsi nucleus tractus spinalis nervi trigemini-be érkeznek; 3) ganglion
nodosum periférids nyudlvanyai a viscerdlis szovetek beidegzését biztositjdk, mig centrélis
nyulvanyai szintén az agytorzsi nucleus tractus spinalis nervi trigemini-be érkeznek (Millan,
1999; Snider és Macmahon, 1998).

A primer afferens neuronokon beliil a nociceptorok két alcsoportja kiilonithet6 el: 1) a
kis atmér6jiu C-rosttal rendelkezd idegsejtek (<30 um), melyek veldshiively nélkiili lassd
vezetésii axonnal rendelkeznek; 2) az Ad-rosttal rendelkez6 nociceptorok sejttestjei kdzepes
atmérdjliek, axonjuk gyorsabb konduktancidji, mérsékelten velOshiivelyes. A C-rosttal
rendelkezd neuron alcsoport tagjait polimoddlis nociceptoroknak is nevezik, mivel
mindhdrom f6é fijdalom ingerre (mechanikai, kémiai és hd) képesek vélaszolni, mig mas
primer érzdsejtek csak ezek egy részére (Lang és mtsai, 1990; Lynn és Carpenter 1982). C-
tipusu idegrostokban gazdag a bor (Szolcsanyi, 1977), a cornea, a szdjnydlkahartya
(Szolcsanyi és Jancsd, 1975), az izmok (Kaufman és mtsai, 1982), iziiletek (He és mitsai,
1988), valamint a kardiovaszkuldris, respiratérikus és genitourindlis rendszerek is (Maggi és
mtsai, 1986; Szolcsdnyi, 1993). Mar Jancs6 (Jancsé, 1968) is felismerte, hogy ezen

polimodélis (C-tipusti) nociceptorok igen jelentds és szelektiv érzékenységet mutatnak a



csipOs paprikdbdl izoldlhaté alkaloida, a kapszaicin (valamint szdmos egyéb rokon vanilloid
vegyiilet, lasd aldbb) irant (1. abra), igy ezen érzésejteket '"kapszaicin-szenzitiv
neuronoknak" nevezték el (Bevan és Szolcsanyi, 1990; Holzer, 1991; Szdllasi és Blumberg,

1999).
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1. dbra A kapszaicin szerkezete (8-metil-N-vanillil-trans-6-nonenamid)

A kapszaicin (8-metil-N-vanillil-trans-6-nonenamid) celluldris hatdasmechanizmusa

A kapszaicin €s rokon vanilloid vegyiiletek celluldris hatdismechanizmusa a szenzoros
neuronokon hdrom egymadst kovetd, bar gyakran egymadstdl fiiggetleniil is megjelend,
valamint az adott anyag hatdséat individudlisan is reprezentdld folyamattal jellemezhetd. Az
els6 a kapszaicin adagoldsa utdn azonnal kifejlodd excitacid. Ennek keretében a kapszaicin az
érz6 idegsejtek membranjat depolarizdlva a sejtek Ca”* és Na® ionok irdnti permeabilitdsat
megnoveli, mely ionok sejtbe dramlédsa azok depolarizacidjahoz vezet (Marsh és mtsai, 1987),
valamint megvaltoztatja a sejt fesziiltség-vezérelt K'-, Na'- (Petersen és mtsai, 1987),
valamint Ca**-csatorndinak (Docherty és mtsai, 1991) aktivitdsit. A DRG neuronokon végzet
teljes sejt fesziiltség-clamp kisérletek azt is megmutattdk, hogy a kapszaicin elsdsorban a
divalens kationok bedramlasat segiti el6 (Bevan és Docherty, 1993; Liu és Simon, 1994). A

kifejezett kationpermeabilitds novekedést szdmos egyéb mddszerrel is demonstraltdk, igy



BCa-felvétellel (Wood és mtsai, 1988), valamint Ca**-szenzitiv fluoreszcens festékek
alkalmazasaval is (Bleakman és mtsai, 1990).

A kapszaicin altal kivaltott aktivacid (excitdcid) sordn in vivo el0szOr nociceptiv
ingerekre észlelhetd fokozott érzékenység (hiperalgézia vagy allodinia) alakul ki. Az
aktiviciot tipusosan egy hosszabb refrakter periddus koveti, melynek soran in vivo relativ
valaszképtelenség észlelhetd kapszaicin és egyéb fijdalomingerek irdnt. Ezen mechanizmust
Jancs6 nyomdn mindmadig deszenzitizdcionak nevezziik (Jancsé és mtsai, 1977), mely a
kapszaicin hatasdra bekdvetkez0 masodik cellularis valasz. A szenzoros neuronok kapszaicin
altal kivéltott deszenzitizicidjanak két formdjat kiilonitették el. Az un. farmakoldgiai
deszenzitizcidt, ahol kapszaicin hosszantarté vagy ismételt adagoldsit kovetden a sejtek
elvesztik kapszaicin irdnti érzékenységiiket (homoldg deszenzitizacid) (Szolcsanyi, 1977,
Winter és mtsai, 1990); valamint az un. funkciondlis deszenzitizaciét vagy
defunkcionaliziciét, amely sordn a sejtek nemcsak kapszaicin, hanem egyéb fajdalomkeltd
(kémiai, h6, mechanikai) ingerek irdnt is érzéketlenné vélnak (heterolég deszenzitizcio)
(Holzer, 1991). Feltételezték, hogy mig a homoldg deszenzitiziciét a sejten beliil
megemelkedett intracellularis kalciumkoncentraci6 ([Ca2+]i), illetve az a&ltala kivaltott
folyamatok hozzdk Iétre, addig a heterolég deszenzitizidci6 a neuropeptid raktarak
kitiriilésének, a  depolarizaci6  kovetkeztében kialakulé megvaltozott ~membran
sajatossdgoknak, valamint a kalcium 4ltal kivaltott intracelluldris kéarosoddsnak a
kovetkezménye (Jancsé €s mtsai, 1984; Docherty és mtsai, 1991).

A kapszaicin celluldris hatdsat tanulmanyozva végezetiil megallapithatd, hogy az
alkaloida elég nagy koncentricidban, elég hosszu ideig alkalmazva a sejteken egy harmadik
jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitast valtja ki. Ezen folyamat leginkabb a megemelkedett

intracellularis kalciumszintnek, a mitokondridlis kalciumakkumulacionak és a kalcium-fiiggd



protedzok fokozott mitkodésének tulajdonithaté (Wood €s mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990;

Holzer, 1991).

A vanilloid receptor-1 (VRI vagy TRPV1I)

Jancs6 mar 1968-ban felvetette egy un. "fajdalom-receptor” meglétének
sziikségszerliségét (Jancsd, 1968), melyet a szenzoros neuronok fent bemutatott
populécidjdnak szelektiv kapszaicin-érzékenységével magyardzott. A technikai eszkoztar
fejlodésével (patch-clamp technika, intracelluldris ionmérés) felismerték a kapszaicin
funkciondlis tdmadéspontjat, amely egy nem-specifikus kationcsatorndnak bizonyult (Wood
és mtsai, 1988; Winter és mtsai, 1990; Oh és mtsai, 1996). Kideriilt tovdbba az is, hogy a
csatorna nagyfoku Ca2+—permeabilita’1st mutat, igy aktivicidja kovetkezményeként jelentdsen
megemelkedik az [Ca2+]i (Bleakman és mtsai, 1990; Cholewinski és mtsai, 1993).

A molekuléris bioldgiai technikdk robbandsszerii fejlddésének koszonhetden végiil
1997-ben megtortént az elsd kapszaicin-érzékeny specifikus molekula, a vanilloid
(kapszaicin) receptor-1 (VR1) molekuldris karakterizdldsa (Caterina és mtsai, 1997), el6szor
patkany cDNS konyvtarét felhaszndlva. A patkdny VR1 egy 2514 nukleotid 4ltal kédolt, azaz
838 aminosavbdl 4ll6, 95 kDa tomegili fehérje, mely 6-transzmembrian doménnel rendelkezik
(Caterina és mtsai, 1997) (2. abra). Strukturdlis sajatsagai alapjan a VR1 homoldgiat mutat a
Drosophila melanogaster retindjaban megtaldhat6 TRP (transient receptor potential)
proteinnel, ezért a TRP receptor csaldd egyik altipusanak tekinthetd. Ezen receptorokat a non-
szelektiv kationcsatorndk nagycsalddjaba soroljak, melynek tagjai a TRPV (vanilloid), TRPC
(canonical), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML (mucolipin), TRPA (ankyrin)
csoportok (Montell és mtsai, 2002). Ezen besorolds alapjdn a szakirodalomban a VRI-t
TRPVI1-nek (transient receptor potential vanilloid-1) nevezik (Montell és mtsai, 2002;

Gunthorpe és mtsai, 2002).
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2. dbra A TRPVI sematikus szerkezete (Paus és mtsai, 2006)

A TRPVI1 szerkezetét tanulminyozva megéllapitottdk, hogy a csatorna 6-
transzmembran doménnel, valamint intracellularis N- és C-termindlissal rendelkezik, és
val6szintlileg tetramer formdban van jelen a sejtek kiils6 membranjaban (Kedei és mtsai, 2001;
Kuzhikandhatil és mtsai, 2001). Kideriilt az is, hogy a molekula szdmos kot és szabalyozd
hellyel bir: ezek az intracelluldris N-termindlis szakaszon megtaldlhaté harom egymast kovetod
ankyrin-szeri domén (potencialis protein kindz A foszforildcids helyek) (Caterina és mtsai,
1997; Kwak és mtsai, 2000; Bhave és mtsai, 2002 és 2003); az ugyancsak az intracellularisan
elhelyezkedd wvanilloid (azaz a kapszaicint és ultrapotens analdgjat, a reziniferatoxint
felismerd) kotdhely; valamint az extracelluldris oldalon taldlhaté allosztérikus modulécids
helyek (Garcia-Martinez és mtsai, 2000; Jordt és mtsai, 2000). Bar kezdetben csak a sejtek

kiils6 membranjaban feltételezték a TRPV1 jelenlétét, mara mar szdmos bizonyiték — a



TRPV1-medialt sejtvdlaszok kalciummentes kozegben is kivalthaték (Acs és mtsai, 1997;
Eun és mtsai, 2001; Léazar és mtsai, 2006), az intracelluldrisan elhelyezkedd6 TRPV1
receptorok aktivacidja befolydsolja a sejtek morfoldgidjat és életképességét (Han P és mtsai,
2007) — szol amellett, hogy a TRPV1 az intracelluldris membranokba is beépiil és ott
funkciondlis formdban van jelen. Kimutattdk végiil, hogy hasonléan a szenzoros neuronokon
megtaldlhat6 TRPV1-hez, a klénozott TRPV1 is funkciondlis, nem-specifikus, fOként Ca*-
ionokra permedbilis (relativ permeabilitdsa Ca**-ra nézve Pc./Pna kozelitéleg 10) csatornaként

miikodik (Caterina és mtsai, 1997).

A TRPV1 kozponti integrdtor szerepe a fdjdalomérzés kialakitdsdban

A TRPV1 molekularis bioldgiai leirdsit kovetden elvégzett nagyszdmu kisérletnek
koszonhetden kideriilt az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén vanilloid vegyiiletek,
hanem szdmos, a szervezetben képz0dd (azaz endogén), fOként a fajdalom kialakitdsaban
kozponti szereppel biré molekula is képes aktivdlni. Ezek koziil a TRPV1 legfontosabb
endogén aktivdtordnak (,ligandjdnak™) tekinthetd az alacsony kiiszobli (~43 °C)
homérsékletemelkedés, valamint a pH csokkenése (aciddzis) (Caterina és mtsai, 1997;
Tominaga és mtsai, 1998) (2. abra). Megallapitottdk ugyanakkor azt is, hogy e hatdsok
mellett szamos, leginkdbb gyulladdsos medidtornak tekinthetdé anyag (pl. bradikinin,
extracellularis ATP, arachidonsav-szdrmazékok, leukotriének, lipid-peroxidacié termékei,
stb.) is képes a TRPV1 miikodését pozitivan befolydsolni (Hwang és mtsai, 2000; Tominaga
és mtsai, 2001; Premkumar, 2001). Ezen dgensek egyrészt direkt médon (azaz a TRPV 1-hez
kozvetleniil kapcsolédva) aktivalhatjdk a receptort (pl. ho, aciddzis), mdasrészt (foként
metabotrop) sajat receptoraikhoz kotddve, intracelluldris jelatviteli utvonalak (kindz-
rendszerek, intracelluldris hirvivok) moddositdsa révén szabdlyozzdk a TRPV1 miikodését.

Ilyen allosztérikus médosité hatds lehet az, hogy ezek az anyagok a TRPV1 hdérzékenységi



kiiszobét (43 °C) lecsokkentik, azaz a receptor mdr fiziologids hémérsékleten (37 °C) is
aktivdlodik és fajdalomérzést valt ki (termalis hiperalgézia) (Tominaga és mtsai, 1998;
Caterina és mtsai, 2000). A szenzitizaci6 mechanizmusédnak koszonhetden igy lehetové valik
a fajdalom in vivo percepcidja (azaz az egyed 1étét fenyegetd “noxa” érzékelése), emellett pl.
gyulladasos allapotokban az effektor sejtek mozgdsitasa is eredményesebb lehet. A TRPV1
szerepét bizonyitja a fenti folyamatokban a TRPV1 knock-out egerekkel végzett kisérletek
eredménye is, miszerint ezen allatokban (a természetesen hidnyz6 vanilloid-érzékenység
mellett) foként a termadlis-gyulladdsos hiperalgézia jelensége hidnyzik (Tominaga és mitsai,
1998; Caterina és mtsai, 2000). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a TRPV1 szdmos

nociceptiv stimulus egyfajta “kozponti integratora”.

A tramadol, mint a TRPV1 lehetséges aktivdtora
A tramadol egy szintetikus 6pioid fajdalomcesillapitd, amit széleskorben alkalmaznak
kronikus és posztoperativ fajdalmak csillapitdsara (Gibson, 1996; Pyati és Gan, 2007) (3.

abra).

Me

OH

3. dbra A tramadol szerkezete
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Kivalé hatékonysdgét a p-tipusu Opioid receptorok aktivaldsa (Gibson, 1996; Dayer és mtsai,
1997; Raffa és mtsai, 1992) mellett a szinaptoszOmdk noradrenalin és szerotonin
visszavételének gatldsa (Berrocoso és mtsai, 2006; Ogata és mtsai, 2004; Barkin, 2008) révén
éri el. Egyre tobb tanulmdny szdmol be ugyanakkor arrél, hogy a tramadol ismert
»fdjdalomcsillapité mechanizmusai” mellett szdmos mas ioncsatorna mukodését is képes
befolydsolni. Kimutattdk, hogy gétolja a fesziiltségfiiggd Na*- (Haeseler és mtsai, 2006) és a
késbi egyeniranyité K'-csatorndkat (Tsai és mtsai, 2006), valamint a GABA és NMDA
ionotrop receptorokat (Hara €s mtsai, 2005). Rdadasul néhany in vivo tanulmany felvetette,
hogy a tramadol, analgetikus képessége mellett, a lokdlis anesztetikumokéhoz hasonld, ,,helyi
érzéstelenitd-szerli” hatdssal is rendelkezik (Pang és mtsai, 1998; Acalovschi és mtsai, 2001;
Altunkaya és mtsai, 2003; Pang és mtsai, 1999).

Kézenfekvonek tlinhet tehét a kérdés, hogy ha a tramadol hatdsai ennyire széleskoriiek
és bizonyitottan ilyen sokféle ioncsatorna miitkodését képes befolydsolni, vajon nem lehet-e
hatdssal a fajdalom kialakuldasdban kozponti szereppel bir6 TRPVI-re is. A tramadol
esetlegesen TRPV1-en megvaldsuld lokdlis hatdsa lehetdséget teremtene az eddigiektdl
egészen eltérd klinikai alkalmazdsra, kiilondsen egy olyan teriileten, mint a fogdszat és a

széajsebészet.

TRPV1 kifejezodése nem-neurondlis szoveteken

A TRPV1-et vizsgalo kutatdsok egyik izgalmas eredménye volt az is, amikor kideriilt,
hogy a receptor elhelyezkedése és miikodése nem csupan neuronélis szovetekre korlatozodik.
Biré és munkatdrsai pédaul kapszaicin segitségével a hatsé gyoki ganglionokéhoz nagyon
hasonld, TRPV 1-specifikus kalcium-bedramlast idéztek eld hizdsejteken és glioma sejteken
(Bir6 és mtsai, 1998a és 1998b). Emellett beszamoltak a kapszaicin specifikus hatdsairdl,

tobbek kozott, human polimorfonukledris sejteken (Partsch és Matucci-Cerinic, 1993),

11



timocitdkon (Amantini és mtsai, 2004), bronchidlis epitéliumon (Lundberg, 1993; Chitano és
mtsai, 1994; Ellis és mtsai, 1997; Veronesi és mtsai, 1999) és human limfocitakon (Lai és
mtsai, 1998). Végezetill bebizonyosodott, hogy a receptor funkciondlis formdja
expresszalodik epidermadlis keratinocitidkon (Denda és mtsai, 2001; Inoue és mitsai, 2002;
Southall és mtsai, 2003; Stinder és mtsai, 2004), humdn higyhdlyag epitelidlis és intersticidlis
sejtjein (Birder és mtsai, 2001; Ost és mtsai, 2002; Lazzeri és mtsai, 2004), valamint a
gasztrointesztindlis traktus epitelidlis elemein is (Ward és mtsai, 2003; Faussone-Pellegrini és
mtsai, 2005).

Fontos megfigyelés volt tovabb4, hogy a TRP csaldd egyes tagjai (koztilk a TRPV1) a
normdl nem neurondlis szovetek mellett valtozé mértékben expresszalédnak tumoros sejteken
is (Prevarskaya és mtsai, 2007). Jelentés TRPV1 expressziot mutattak ki prosztata (Sanchez
és mtsai, 2005), vastagbél (Domotor és mtsai, 2005), hasnyalmirigy (Hartel és mtsai, 2006) és
holyag karcindmdkban (Lazzeri és mtsai, 2005), illetve LNCaP and PC-3 humén prosztata
karcinémabdl szarmazé sejtvonalakon (Sanchez és mtsai, 2005). Néhany tumor esetén pedig
az is kideriilt, hogy a TRPVI1 protein expresszidjdnak mértéke a tumor gradusdnak
novekedésével parhuzamosan nd (prosztata karcinoma — Sanchez és mtsai, 2005; Czifra és
mtsai, 2009) vagy, éppen ellenkezdleg, csokken (hdlyag karcindma — Lazzari és mtsai, 2005;
glioma — Amantini és mtsai, 2007).

Bar Tanaka és mtsai mar 2002-ben beszdmoltak arrdl, hogy kapszaicin etetése
szignifikdnsan gatolta a patkanyokban 4-nitroquinolin 1-oxid-dal indukdlt nyelvtumorok
novekedését (Tanaka €s mtsai, 2002), mindeziddig senki sem vizsgdlta azt, hogy a tdpcsatorna
kezdeti szakaszdn, a csipOspaprika elsddleges ,.célpontjdul” szolgdld szdjiireget béleld
hamsejteken megtaldlhat6-e ez a receptor, illetve a szdjiireg leggyakoribb rosszindulatd

elvéltozasit jelentd nyelvtumorokban valtozik-e annak expresszidja.
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Szdjiiregi rakok epidemiologidja

A nyelvtumorok még napjainkban is jelentds egészségiigyi problémat okoznak
vildgszerte. A prekancer6zus hdm diszplazia (pl. leukoplakia) talajan kialakulé malignus
elvaltozas a szdjiiregi rosszindulatd daganatok 30-40 %-at (Chen €s mtsai, 1990; Hindle és
Nally, 1991; Mashberg és mtsai, 1989) képviseli, melynek 95 %-a laphambdl kiinduld
folyamat (Muir és Weiland, 1995; Ramirez-Amador és mtsai, 1995). Bar az el6forduldsi
gyakorisdga a vildg egyes tdjain igen kiilonboz0, az incidencia és mortalitdsi mutatok sajnos a
legtobb orszagban novekvo tendencidjiak (Moore és mtsai, 2000; Davies és Welch, 2006).
Ezen adatok vonatkozdsiban az eurdpai orszdgok koziil Magyarorszagon a legrosszabb a
helyzet, ugyanis az ajak- és szdjiiregi rakok esetében mind a mortalitds, mind az incidencia
listavezetdi vagyunk (Szabolcs és Kasler, 2002; Dobrossy, 2001). A Kozponti Statisztikai
Hivatal és a Nemzeti Rékregiszter adatai alapjdn hazankban az ajak- és szdjiiregi rakok (C0O-
C14) incidencidja a nagy halédlozdsi gyakorisdgu daganatos lokalizaci6k sorrendjében az

6todik helyen all (1. tablazat).

1. tdblazat A felfedezett és a Nemzeti Rdkregiszternek bejelentett leggyakoribb iij
rosszindulatii daganatok szama mindkét nemben (Nemzeti Rdakregiszter)

Daganat tipusa 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007
1 Tido (C33-C34) 11620 11079 10571 10042 10161 10481 10431
2 Boregyéb (C44) 9555 9751 9593 9923 11036 11080 9840
3 Kolorektdlis (C18-C21) 8947 8712 8658 8841 9062 9022 8762
4 Eml6 (C50) 7448 8551 8400 7744 7788 7585 6990
5  Ajak és szdjiireg 3894 3771 3628 3815 3890 3686 3539
(C00-C14)

A szdjiiregi karcindmdk okozta haldlozds a mualt szdzad végén ijeszté novekedési

dinamikat mutatva kozel négyszeresére nétt (4. abra). Bar az ezredforduléra a mortalitasi
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mutatok dridmai emelkedése megsziint, szignifikdns csokkenést ezen a téren az elmult 7
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4. dbra A szdjiiregi karcinomdk okozta haldlozds novekedési dinamikdja hazdnkban 1975-t61
napjainkig (Kozponti Statisztikai Hivatal)

A szgjiregi laphamrdkok kedvezdtlen prognosztikdju daganatok. A késon,
elérehaladott stddiumban felismert daganatok 5 éves tilélési ardnya a miitét, a besugdrzas és a
kemoterdpia mddszereinek elmult évtizedekben elért javuldsa ellenére sem mozdult el
jelentosen az 50-55%-os értékrol (Neville és mtsai, 2002). Sajnos mind a mai napig
viszonylag kevés jOl alkalmazhaté prognosztikai tényez6 4ll rendelkezésiinkre a betegség
lefolydsanak, kérjoslatinak becslésére. Igy a sziirések és a megelézést segité programok
mellett nagy hangsulyt kell fektetni olyan diagnosztikus molekuldk, prognosztikai faktorok,
illetve kemopreventiv &dgensek felfedezésére, amelyek segithetnek a daganat korai
felismerésében, a korfolyamat agresszivitisanak megitélésében, valamint a sebészi terdpidt

kiegészitd szupportiv kezelés megtervezésében és kivitelezésében.
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CELKITUZESEK

Kisérleteink els6 részében a TRPV1 lehetséges szerepét vizsgaltuk a sztomatoldgiai

gyakorlatban gyakran és j6 hatékonysaggal alkalmazott tramadol fajdalomcsillapité hatdsanak

kifejlodésében. Kisérleteinket TRPV1-t overexpresszald heteroldég expresszids rendszerben

(TRPV1-CHO sejtek) végeztiik.

1.

Kezdetben arra voltunk kivancsiak, hogy a tramadol hatdssal van-e a sejtek
intracelluldris kalciumhomeosztizisara.

Vizsgdlni kivantuk tovabbd, hogy ez a hatds a TRPV1-en keresztiil valésul-e meg, és
ha igen, akkor aktival6 vagy gatlé jellegti.

Elemeztiik emellett a specifikus TRPV 1-medialt sejtvdlaszok kinetikai paramétereit,
Osszehasonlitva a receptor legismertebb agonistija, a kapszaicin daltal kivaltott
tranziensekkel.

Végezetiil azt vizsgaltuk, hogy a tramadol hatdsa koncentracé fiiggé modon alakul-e

ki.

Kisérleteink mdsodik részében a szdjiireg leggyakoribb rosszindulatd elvaltozasét

jelentd nyelvtumorokban, illetve annak prekancerdzus elvaltozdsaban (leukoplakia) vizsgéltuk

a TRPV1 kifejezodését.

1.

Képalkoté technikdkat felhaszndlva el0szor egészséges humdn nyelv (dorzdlis és
ventrélis) hdmjdban vizsgédltuk a TRPV1 expresszigjat.

Ezt kovetden azt elemeztilk, hogy véltozik-e a receptor kifejez0désének mértéke
prekancer6zus  elvéltozasokban, illetve kiilonboz6é malignitdsi fokd nyelv

laphdmkarcinéméban.
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3. Vizsgéltuk emellett azt is, hogy a TRPV1 expresszio valtozdsa a tumoros szdvetekben
mutat-e 6sszefiiggést a tumorok hisztopatoldgiai jellegzetességeivel.

4. Végezetiil, modellt keresve késObbi funkciondlis vizsgédlatainkhoz, humén nyelv
laphdmkarcindémabol  szarmazé  sejtvonalon (CAL27) elemeztik a TRPVI1

kifejez6dését.

16



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A tramadol TRPVI-re kifejtett hatdsdt TRPV1-CHO sejteken vizsgaltuk. Az
indukélhat6 expresszios rendszert a mar kordbban leirtaknak megfelelden hoztak létre
kollaboraciés partnereink (Széll4si és mtsai, 1999). A patkdny TRPV1 cDNS-ét pUHG102-3
plazmidba szubklénoztdk (Clontech, Palo Alto, CA, USA) és ezt kovetden pTet Off reguldtor
plazmiddal (Clontech) mar stabilan transzfektdlt CHO sejtekbe vittik be (TRPV1-CHO
sejtek). Ezekben a sejtekben tetraciklin jelenlétében a pUHG plazmid kédol6 régidja nem
irodik 4t mRNS-sé, tehdt a TRPV1 termelddése gitolt. Ezért a TRPV1-CHO sejteket 10 %
borjasavét (Invitrogen, Paisley, UK), 2 mM glutamint, antibiotikumokat (mind Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, USA), valamint 2 pg/ml tetraciklint (Teva, Debrecen, Magyarorsz4g)
tartalmaz6 Ham F-12 médiumban (Sigma-Aldrich) tenyésztettiik. A sejteket 48 oOrdval a
kisérletek kezdete elott a tapoldat tetraciklin-mentes Ham F-12 médiumra véltoztatdsaval
indukdltuk. Az igy indukalt sejteket egy éjszakdn 4t 37 °C-on, majd azt kovetden 35 °C-on
tenyésztettilk. Az expresszi6 hatékonysaganak ellenérzését Western blot technikdval végeztiik
el.

Kisérleteink egy masik részét human nyelv laphdmkarcindmabdl 1étrehozott CAL27
sejtvonalon (Gioanni és mtsai, 1988) végeztik (LGC Promochem, Wesel, Germany). A
sejteket 37 °C-on, 5 % CO, atmoszférdban 2 mM L-glutamint (Sigma-Aldrich) tartalmazé
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Sigma-Aldrich) tdpoldatban tenyésztettiik, melyet
kiegészitettiink 10 % fotdlis borjui szérummal (Invitrogen), S0 U/ml penicillinnel, 50 pg/ml

streptomicinnel €s 1,25 ug/ml fungizonnal (Teva).
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Intracelluldris kalciummérés egyedi sejten

A fedOlemezre szélesztett, el0zetesen indukdlt sejteket 5 puM kalcium érzékeny
fluoreszcens fura 2 festék acetoximetilészter formdjdval (fura 2-AM, Invitrogen) 90 percig
inkubdltuk 35 °C-on, tenyésztdoldatban. A fura 2-AM-rel feltoltott sejteket tartalmazo
feddlemezeket invertdlé fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk (Diaphot, Nikon, Tokyo,
Japan). Az excitacids hullimhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettds monokromator,
valamint on-line kapcsolt szamitégép segitségével (PTI Deltascan késziilék), majd a
fluoreszcens emissziot 510 nm-en fotoelektron-sokszorozéval detektaltuk, 10 Hz-es
mintavételi frekvencidt haszndlva. Meghataroztuk a 340 (Fs40) és 380 nm-en (Fsgp) torténd
gerjesztés hatdsara emittalt fluoreszcenciaintenzitds-hanyadosokat (R=F40/F3g).

Kisérleteink sordn a sejteket dllandéan mostuk kalciumtartalmui Tyrode-oldatban (137
mM NaCl, 54 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g
gliik6z, (mind Sigma-Aldrich) pH 7,4), lasst perfuzioval. A vizsgalt anyagokat [kapszaicin
(Sigma-Aldrich), tramadol (Sigma-Aldrich), kapszazepin (Alexis, San Diego, Ca, USA)] a
sejtek kozvetlen kozelébe helyezett gyors perfizids rendszerrel adagoltuk. Kisérleteinket
szobahOmérsékleten (22-23 °C) végeztiik.

A tranziensek kinetikai paramétereit, azaz a kivaltott tranziens maximalis
amplitidojat, az agonistak adagoldsanak kezdetétdl az amplitidé maximumaig eltelt idot és a
felszalloszarra illesztett egyenes meredekségét a DE OEC Elettani Intézetében kifejlesztett
program segitségével hataroztuk meg. Az igy kapott adatok matematikai analizisét Origin
(Microcal Software, Inc., Northampton, MA, USA) programmal végeztilk. A tranzienseket

bemutatd dbrakon a fluoreszcencia hanyadosokat tiintettiik fel az id6 fiiggvényében.
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[ Cca’t Ji-ban bekovetkezo viltozasok mikrofluorimetrids mérése

A sejteket a fentebb leirtak szerint elkészitett tetraciklin-mentes Ham F-12 mediumban
(Sigma-Aldrich) 40000 sejt/lyuk stirliségben szélesztettiik 96-lyuku fekete fald, atlatsz6 alju
edényekbe (Greiner BioOne, Frickenhausen, Germany), majd az edényeket 48 Ordn at
34,5 °C-on tartottuk. A mérés napjan 2 uM kalciumérzékeny fluoreszcens fluo 4 (Invitrogen)
festék acetoximetilészter formdjaval (fluo 4-AM) 40 percig inkubdltuk 34,5 °C-on,
tenyésztdoldatban. Tobbszori mosast kdvetden a sejteket 1% borji szérum albumint (BSA)
(Sigma-Aldrich) és 2,5 mM Probenecidet (Sigma-Aldrich) tartalmazé Hank-oldatban (136,8
mM NaCl, 5,4 mM KClI, 0,34 mM Na,HPOy, 0,44 mM KH,POy, 0,81 mM MgSQOy, 1,26 mM
CaCly, 5,56 mM gliikkéz, 4,17 mM NaHCOs, pH 7,2, mind Sigma-Aldrich) inkubéltuk 30
percig 34,5 °C-on. A Fluo 4 -AM-rel feltoltott sejteken FlexStation I°** (FLIPR, Molecular
Devices, Sunnyvale, CA, USA) fluoreszcens mikroplate reader segitségével mértiikk az
[Ca2+]i—ban bekovetkezo valtozasokat 494 nm excitacios és 516 nm emisszidés hullamhossz
mellett. A dézis-hatds gdorbe meghatarozdsahoz Hill-egyenletet alkalmaztunk

B/Bmax = [X]"/([ECso]" + [X]")

ahol a B az aktudlis fluoreszcens érték, Bmax a B feltételezett maximalis értéke, ECso a
félhatasos koncentracid, az X a vizsgdlt ligand (tramadol), és az n a Hill koefficiens. A
szamitdsokhoz négy kisérletben mért eredmények atlagat haszndltuk, az értékeket atlag +

SEM formaban tiintettiik fel.

Immuncitokémia és konfokdlis mikroszkopia

A CAL27 sejtek TRPV1 expresszidjat és szubcelluldris lokalizdcigjat immunfestést
kovetd konfokélis mikroszkdp technikdval vizsgaltuk. A sejttenyészeteket tobbszori kalcium-
és magnézium-mentes foszfatpufferrel (PBS) torténd mosas utdn 5 percig 4 °C-os acetonnal

fixaltuk, majd 30 percig blokkoltuk szobahdmérsékleten (1 % BSA és 0,6 % Triton X-100)
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(mind Sigma-Aldrich). Ezt kovetéen 37 °C-on, 60 percen keresztiill TRPV1 ellen nydlban
termeltetett antitesttel (higitds: 1:1000 blokkolé oldatban, Sigma-Aldrich) inkubdltuk. A
masodlagos, kecskében termeltetett fluoreszcein izotiocianattal (FITC) konjugalt nyul ellenes
antitestet szobahdmérsékleten, 60 percig hagytuk a sejteken (higitds: 1:300 PBS-ben, Vector
Burlingame, CA, USA). A sejtmagokat 4,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) (Vector)
jeloltik, majd a sejtekrél Zeiss LSM 510 konfokdlis mikroszképpal (Oberkochen,
Németorszag) felvételeket készitettiink. A negativ kontrollok primer antitestek felhaszndldsa

nélkiil késziiltek.

Humdn szovetek

Vizsgdlataink a DE OEC Tudomdnyos Bizottsigdnak Regiondlis és Intézeti
Kutatasetikai Bizottsdga engedélyével és valamennyi érintett beteg irdsos beleegyezésével
torténtek. Hét, kordbbi anamnézisében minden pre- illetve malignus elvaltozastél mentes
feln6tt normdl (egészséges) nyelvének kis darab hamszovete keriilt eltdvolitdsra rutin
diagnozis c€ljabol (kontroll minta), 4 esetben a nyelv dorzdlis, 3 esetben a ventalis oldalarol.
Kisérleteinkben — patologus éltal elvégzett gondos hisztopatoldgiai elemzést kovetden —
human nyelv nyolc leukoplékids epitéliumat s tizennyolc laphdmkarcinémajat hasznaltuk fel,

melyek adatait a 2. tdbl4azatban tiintettiik fel.

2. tablazat A kisérletben felhaszndlt mintdk klinikai és hisztopatologiai jellemzoi

Hisztopatoldgiai diagnézis Minta Kor Nem
sorszama (atlag) (férfi/no)

Egészséges (kontroll) 1-7 56 év 4/3
(51-60)

Leukoplakia 8-15 48 év 5/3
(42-59)

Jol differencialt laphamkarcindma 16-22 53 év 4/3

(1. gradus) (42-60)

Kozepesen differencidlt laphdmkarcindma 23-31 61 év 6/3

(2. gradus) (49-69)

Rosszul differenciélt laphdmkarcinéma 32-33 58 év 2/0

(3. gradus)
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A humdn szoveti mintdk elokészitése

A kapott szoveti mintdkat két részre osztottuk. Az egyik részt 4%-os
paraformaldehidben (Sigma-Aldrich) torténd fixdlds €s paraffinba dgyazdst kovetden
immunhisztokémai eljarasokkal vizsgaltuk. A mésik részt Q-PCR és Western blot analizishez
hasznaltuk fel. Els6 1épésként epitélidlis szovetben gazdag mintdkat allitottunk eld ugy, hogy
mintdinkat a tumor felszinérdl indulva mikrotommal szeletelni kezdtiik. Egyes szeletekrdl
hematoxilin-eozin (Sigma-Aldrich) festést készitettiink, igy gydzodtink meg arrdl, hogy
mintdink a lehetd legkevesebb kotdszoveti €s izom elemet tartalmazzdk. Erre azért volt
sziikség, mert fibroblasztokon, sima- és hardntcsikolt izmon egyardnt kimutattdk a TRPV1
receptor jelenlétét (Miyamoto és mtsai, 2005; Cavuoto €s mtsai, 2007), mely befolyasolhatta
volna vizsgalataink eredményeit. Ezt kovetden mintdinkat folyékony nitrogénben lefagyasztva
taroltuk, mig a kelld6 szdmd minta Osszegylijtését koveten Q-PCR és Western blot
vizsgalatokat végeztiink. Tekintettel arra, hogy a leukoplakids elvéltozdsokbdl eltavolitott
szovetb0l a patolégiai feldolgozds utin csak nagyon korldtozott mennyiség Aallt
rendelkezésiinkre, ezekben az esetekben csak immunhisztokémiai elemzésre volt

lehetdségiink.

Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai kisérleteket 5 um vastag, formalinban fixalt, paraffinba
agyazott szovetmintidkon hajtottuk végre. Deparaffindldst kovetden antigénfeltdrdst
végeztiink, melynek sordn a szoveti metszeteket 0,1 M citrat-pufferben (pH = 6) foztiik
(mikrohulldmu siitd, 750 W, 10 perc). A TRPV1 kimutatdsira EnVision kitet (DAKO,
Glostrup, Denmark) hasznaltunk. Tiz perces szobahdmérsékleten torténd endogén peroxidaz
blokkot kovetéen (EnVision kit, DAKO), az aspecifikus kotohelyek lefedését 5% BSA-t

(Sigma-Aldrich) és 0.6 % Triton X-100-at (Sigma-Aldrich) tartalmaz6 blokkol6 oldattal
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végeztiik. Elsddleges antitestként nydlban termeltetett TRPV1 ellenes antitestet alkalmaztunk
[higitds 1:1000 5 % BSA-t és 0.6 % Triton X-100-at tartalmaz6 oldatban (mind Sigma-
Aldrich)] 37 °C-on, 90 percig. Ezt kovetden nyul ellenes polimer-tormaperoxiddz (HRP)
konjugalt masodlagos antitesttel (EnVision kit, DAKO) inkubdltuk a metszeteket,
szobahOmérsékleten. Harminc perc elteltével hozzdadtuk a metszetekhez a pufferben oldott
diaminobenzidin (DAB) kromogént (EnVision kit, DAKO) (szobahdmérsékleten, 2 perc),
majd a szinreakcid kifejlodését kovetden vizes bazisi bedgyazd médiummal
(DakoCytomation Faramount Aqueous Mounting Medium, DAKO) fedtiilk a metszeteket.
Magfestésre hematoxilint (Sigma-Aldrich) haszndltunk. Az immunpozitivitas specificitdsdnak
igazolasdra a festési eljarast masik két TRPV1 ellenes elsddleges antitesttel (H-150, sc-20813,
higitas 1:50; és D-20, sc-12502, higit4s 1:50, mindkettd Santa Cruz, Santa Cruz, CA, USA) is
megismételtiik, melyek az elobbiekkel teljesen azonos festési mintazatot mutattak. Negativ
kontrollként az elsddleges antitestet szintetikus blokkold peptiddel (Santa Cruz) inkubaltuk,
illetve elhagytuk a TRPV1 ellenes antitestet. Humén borbdl (Bodo és mtsai, 2004 és 2005) €s
prosztatdbol (Sanchez és mtsai, 2005) készitett metszeteken lathatd6 TRPV1 immunreaktivitas

szolgalt pozitiv kontrollként.

Az immunhisztokémiai képek elemzése

A fent részletezett immunhisztokémiai eljardssal megfestett metszetek vizsgalatihoz
egy Nikon Eclipse 600W tipusi konvenciondlis mikroszkdpot (Nikon, Tokid, Japan)
hasznaltunk. A metszetekrél a mikroszkophoz csatolt CCD kamera (Diagnostic Instruments
Inc., Sterling Heights, MI, USA) és a Spot v3.5 program segitségével felvételeket
készitettiink, melyeket a tovdbbiakban Image Pro Plus 4.5 (Media Cybernetics, Bethesda,
MD, USA) képanalizdl6 szoftver segitségével elemeztiink (Bodo és mtsai, 2004 és 2005). A

TRPV1 immunreaktivitds intenzitdsit 10 véletlenszerlien elhelyezett egyenld nagysiagu
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teriiletben mértiik, majd meghatdroztuk az immunpozitiv pixelek atlagat és az értékeket atlag

+ SEM forméban adtuk meg (Bodé és mtsai, 2005).

Western (immuno) blot analizis

A Western blot technikdt a laboratériumunkban mar kordbban hasznélt protokollnak
megfelelden (Bir6 €s mtsai, 1998a; Boczéan és mtsai, 2000; Papp és mtsai, 2003) alkalmaztuk.
A miutétek soran kioperalt nyelvtumorokbdl lemetszett szovetdarabokat a fent részletezett
elokészitést kovetden -70 °C-on taroltuk a felhaszndldsig. Ekkor a mintdkat folyékony
nitrogénben poritottuk, lizis pufferben (20 mM TRIS-HCl, 5 mM EGTA, 1 mM 4-2(2-
aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, 20 uM leupeptin, pH 7,4, mind Sigma-Aldrich)
homogenizéltuk, végiil jégen ultrahangos sejtfeltarast végeztiink. Az igy nyert lizitumok
proteintartalmdt moédositott BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, 1L, USA) hatdroztuk
meg. A proteinkoncentrdcié meghatdrozdsa utdn elkészitettik a mintdkat (5 % -
merkaptoetanol, 10 % glicerin, 2 % SDS, 0,062 M TRIS, 20 mM ditiotreitol, 0,0025 g
bromfenolkék, mind Sigma-Aldrich), majd 10 perces f6zéssel 100 °C-on denaturdltuk a
fehérjéket. Kisérleteink sordn SDS poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (Laemmli,
1970), mintinként 120 pg proteint vdlasztottunk szét 8 %-os gélen 100 V Kkonstans
fesziiltséggel. Ezutdn a fehérjéket nitrocellul6z membranra (BioRad, Bécs, Ausztria)
transzferdltuk (2 x 45 perc, 100 V konstans fesziiltség). A membrin szabad kotdhelyeit 5 %
sovany tejport tartalmaz6 PBS-ben (5 % tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutin a
membréanokat 5 %-os tej-PBS-ben higitott, nytlban termeltetett TRPV1 ellenes antitesttel
(1:1000, Sigma-Aldrich) inkubdltuk egy éjszakdn at 4 °C-on. A membrdnok 30 perces
mosasit (PBST, 0,1% Tween-20 PBS-ben, Sigma-Aldrich) kévetden azokat mdsodlagos,
nyul-ellenes, torma-peroxiddzzal kapcsolt antitesttel (EnVision kit, DAKO) inkubéltuk 30

percen keresztiil, higitatlan formaban. Ujabb, PBST-ben elvégzett mosist kovetden az
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immunreakciok eredményét kemilumineszcens kit segitségével (ECL; Pierce) tettiik 1lathatova,
a jeleket Intelligent Dark Box (Fujifilm, Tokio, Japan) alkalmazédsaval detektdltuk. A Western
blot analizis pozitiv kontrolljaként TRPV1-et expresszdl6 humdn prosztata szovetet
hasznéltunk (Sanchez és mtsai, 2005). Ezt kovetden — a felvitt mintdk valéban egyenld protein
mennyiségének ellendrzése érdekében — a membranokat 2 % SDS-t és 0,1 % pB-
merkaptoetanolt tartalmazé 200 ml 50 mM TRIS-HCI pufferben (pH 7,5) mostuk 65 “C-on 1
oran 4t, hogy a kordbban bekotddott antitesteket eltdvolitsuk (mind Sigma-Aldrich), majd a
fent ismertetett protokoll szerint megismételtiik az eljarast dgy, hogy ezittal B-aktint
felismerd elsddleges antitestet alkalmaztunk (1:100, Santa Cruz). Az expresszié kvantitativ
meghatdrozasidhoz sziikséges denzitometrids analizist az Image Pro Plus 4.5.0 szoftver (Media
Cybernetics) segitségével végeztiik el. A denzitometrids elemzés folyaman az egyes mintdk
immunjelét normaltuk tobb fliggetlen kisérlet sordan alkalmazott kontroll minta immunjelének
atlagara, majd az értékeket az abrdinkon atlag + SEM forméban tiintettiik fel (Varga és mtsai,

2004; Czifra és mtsai, 2006, 2009).

Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA) segitségével tortént, az 5’ nukledz mddszer
felhaszndldsdval. A teljes RNS kivondsdra Trizolt (Invitrogen) hasznédltunk. A teljes RNS 3
pg-jabol kiindulva 15 U AMYV reverz-transzkriptazt (Promega, Madison, Wisconsin, USA) és
0,025 pg/ul random primert (Promega) felhaszndlva éllitottunk eld cDNS-t. A PCR
amplifikdcié TagMan primerek és probdk alkalmazasaval tortént (Assay ID: Hs00218912_m1
a human TRPV1 esetében, Applied Biosystems) a TagMan Universal PCR Master Mix
Protocol (Applied Biosystems) alapjdn. Bels0 kontrollként a gliceraldehid 3-foszfat

dehidrogenaz szolgdlt (GAPDH, Assay ID: Hs99999905_ml a human GAPDH esetében,
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Applied Biosystems). Az eredmények kiértékelése sordn a TRPV1 transzkiptek mennyiségét a

GAPDH-éra normaltuk a ACT médszer szerint (Bodé és mtsai, 2005).

Statisztikai elemzések
Meérési eredményeinket atlag + SEM formdban adtuk meg. Az adatok statisztikai
kiértékelésére €s Osszehasonlitdsara, az SPSS 13.0 szoftvert (SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

haszndlva, a fliggetlen mintds 7-probét alkalmaztuk, 5 %-os szignifikancia szinttel.
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EREDMENYEK

1. A tramadol hatdsa a TRPV1-re

Indukdlhaté TRPVI1-CHO expresszids rendszerben a tramadol Ca®* tranzienst vdlt ki
Mindenekeldtt megvizsgéltuk, hogy az altalunk haszndlt TRPV1-CHO expresszios
rendszerben a TRPV1 receptor valéban funkciondlis csatornaként van jelen. Korabbi
eredményeinkkel Osszhangban (Lazar és mtsai, 2003) megallapitottuk, hogy a receptort
expresszdlé CHO sejteken 1 pM kapszaicin Ca**-tartalmi extracellulris oldatban [Ca®'];
tranzienst hozott 1étre. Azt is megfigyeltiik, hogy ezen tranziensek kapszaicin ismételt

adasakor (300 s-ként) nem mutattak tachifilaxist (5. A abra, 3. tablazat).
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5. dbra A kapszaicin és a tramadol hatdsa az [ Ca** Ji-ra TRPVI1-CHO sejteken

Az iiveg fed6lemezen tenyésztett TRPV1-CHO sejteket 2 uM fura 2-AM-rel feltoltottiik és 10 Hz
frekvencidval rogzitettiik a 340 és 380 nm-es hulldmhosszakon torténd gerjesztés hatdsara létrejovo
fluoreszcencia intenzitast, majd annak hanyadosat képeztiik (F340/Fsg0). (A) 1 UM kapszaicin és (B) 1
UM tramadol is megnévelte az [Ca®*]i-t a TRPV1-CHO sejteken. A tranziensek kinetikai paramétereit
a 3. tablazatban foglaltuk 6ssze. (C) Az ATP-vel ellentétben (amit pozitiv kontrollként alkalmaztunk)

az lires vektort expresszal6 CHO sejteken sem a kapszaicin, sem a tramadol nem okozott valtozast az
[Ca®*];-ban.
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Megallapitottuk tovabba, hogy ugyanezen sejteken a TRPV1 antagonista kapszazepin
(5 uM) jelenlétében a kapszaicin nem véltott ki [Ca®*); tranzienseket (4brdn nem mutatva).
Mivel a kapszaicin a receptort nem expresszdlo6 CHO sejtekben sem véltotta ki az [Ca™];
novekedését — bar a vizsgilt sejtek 73 %-a tranzienssel vélaszolt adenozin-trifoszfat (ATP)
addsakor (n=11) (5. C abra) — kimondhatjuk, hogy az daltalunk vélasztott expresszids
rendszerben a TRPV1 valoban funkciondlisan aktiv formédban van jelen, és a kapszaicin

receptorspecifikus médon képes ezt aktivalni.

3. tablazat Kapszaicin és tramadol dltal kivdltott tranzienseket jellemzo paraméterek

Kapszaicin Tramadol
(1 pM) (1 pM)
Vilaszol6 sejtek (%) 76 (n = 54/71) 72 (n =41/57)
Amplitddé (ratio) 1,5+0,1 1,2+0,1 *
A maximalis vélasz eléréséhez
145+1,1 20,9 £1,2 =

sziikséges 1do6 (s)
A felszall6 szar meredeksége

0,49 £ 0,05 0,27 £ 0,04 *
(ratio/s)
Tachifilaxis 1.—2. (%-ra valtozott) 105+9 % 634+54% *
Tachifilaxis 2.—3. (%-ra valtozott) 98 +6 % 46,3 +3.8 % *

A bemutatott paramétereket az “Anyagok és moddszerek” fejezetnek megfelelden hatiroztuk meg.
Minden értéket atlag = SEM alakban tiintettiink fel. * p < 0,05 a kapszaicin hatdsdhoz képest.

Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a tramadol befolyasolhatja-e a kapszaicin
dltal kivaltott [Ca*"]; tranzienseket. El8szor a receptort nem expresszdlé CHO sejteken
vizsgaltuk a tramadol hatdsat kalciumtartalmd extracelluldris oldatban. 1 pM tramadol
egyetlen esetben sem okozott valtozast az [Ca2+]i—ban sem 10, sem 60, sem 600 s-ig tartd
ad4st kovetden sem, mig 180 uM ATP-re ugyanezen sejtek 73 %-ka valaszolt tranzienssel (S.
C abra).

Legnagyobb meglepetésiinkre az eldzdekkel mindenben megegyezd koriilmények

kozott a receptort nagy szdmban expresszdld, indukalt TRPVI1-CHO sejtek 72 %-nél
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(n=41/57) 1 uM tramadol 6nmagdban is megndvelte az [Ca®*)i-t (kiiszobnek a fluoreszcens
hanyados, az adott anyag alkalmazdsdnak kezdetétdl szdmitott 60 s beliil 1étrejott, legaldbb
10 %-o0s novekedését tekintettiik). Ez a jelenség tramadol ismételt alkalmazdsa esetén szintén
kivélthaté volt (5. B abra). Mindezen eredményeink azt sugalltdk, hogy a tramadol az
altalunk alkalmazott expressziés rendszerben, meglepé6 moédon, TRPV1 agonistaként

viselkedik.

A tramadol dltal indukdlt [ Ca’* | tranziensek kiilonboznek a kapszaicin dltal kivaltottaktol és,
ismételt alkalmazas sordn kifejezett tachifilaxist mutatnak

Valamennyi éltalunk mért tramadol 4altal kivéltott [Ca®"]; tranziens gyors tipusu
tranziens volt (3. tablazat), azaz az amplitidé maximumat [1,2 + 0,1 a fluoreszcencia értékek
hanyadosaval (ratio) jellemezve] gyorsan elérték. Kinetikai paramétereit tekintve a
maximumig eltelt id6 20,9 £+ 1,2 s, a felszall6 szar meredekségét pedig 0,27 + 0,04 ratio/s volt
(minden érték atlag + SEM). Az altalunk regisztralt tramadol tranziensek jol dsszevethetdek
voltak a kapszaicin okozta [Ca2+]i—ban bekovetkezd viltozasokkal (3. tablazat).
Osszehasonlitva a kapszaicin, illetve a tramadol 4ltal kivaltott [Ca2+]i valtozasokat
ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy tramadol esetén a maximalis amplitid6 €s a meredekség
szignifikdnsan kisebbnek (rendre p = 0,029 és 0,001), a maximdlis valasz kialakuldsdhoz
sziikséges 1d0 pedig ezzel egyidejlileg szignifikdnsan nagyobbnak (p = 0,0002) adddott (3.
tablazat). Az [Ca2+]i a valaszok 76 % (kapszaicin) ill. 79 %-nal (tramadol) visszatért a
kiindul4skor jellemz6 nyugalmi szintre.

Igen jelentds kiilonbséget taldltunk tovabba a két anyag hatdsa kozott ismételt adds
esetén. Ismert, hogy a TRPV1-CHO expressziés rendszerben a mdsodik kapszaicin adagolds
nem okozza a tranziensek maximalis amplitudéjanak szignifikdns csokkenését (tachifilaxis); a

kordbbi publikdciokkal j6 Osszhangban (L4zar €s mtsai, 2003) mi is kb. 5 %-kal nagyobb

28



valaszt regisztraltunk. Ezzel szemben a tramadol (1 uM, 300 s-ként adagolva) hatdséra
kialakult masodik tranziens amplitiddja csak 63,4 + 5,4 %-a (4dtlag + SEM, n = 41) volt az
elsonek (p = 0,0003), mig a harmadik tranziens amplitiddjanak maximuma tovabb csokkent a

masodik tranziensének 46,3 + 3,8 %-ra (p = 0,000004) (atlag + SEM, n = 41) (6. A, B abra,

3. tablazat).
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6. dbra Kapszaicin és tramadol ismételt alkalmazdsdnak hatdsa az [Ca’*]; -ra TRPVI-CHO sejteken
Az iiveg fed6lemezen tenyésztett sejteket 2 uM fura 2-AM-rel feltoltottiik és 10 Hz frekvencidval
rogzitettiik a 340 és 380 nm-es hulldimhosszakon torténd gerjesztés hatdsara 1étrejovd fluoreszcencia

intenzitast, majd annak hanyadosat képeztiik (F340/F3s0). (A, B) 1 uM tramadol ismételt alkalmazasa
soran a kialakult tranziensek amplitiddja egyre kisebb lett.

A tramadol a TRPVI-t aktivdlva noveli meg a [ Ca’* Ji-t

A kovetkez6 kisérletek arra irdnyultak, hogy megtudjuk, hogy a tramadol valéban
receptorspecifikus médon fejti-e ki az [Ca®*]; noveld hatdsat. Ezért azt vizsgaltuk, hogy a
TRPV1 antagonista kapszazepin hatdssal van-e a tramadol éltal kivéltott tranziensekre. Jelen
kisérletben — a fent emlitett tachifilaxis jelensége miatt — a kdvetkezd protokoll szerint jartunk
el. Az indukdlt TRPV1-CHO sejtekhez egymads utdn haromszor adtunk 1 uM tramadolt (10 s),
ugyanakkor ezesetben 600 s-os idOkdzonként. Erre a viszonylag hosszu iddintervallumra azért
volt sziikség, mert ez pontosan megfelel egy tranziens kivaltdsa utdn sziikséges mosds (300 s)
(7. A abra) és az altalunk tervezett kapszazepin el6kezelés (300 s) egyiittes idejének.

Eredményeink statisztikai elemzését kovetden meghataroztuk az erre a kisérletes koriilményre
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jellemzd tramadol-indukélta tachifilaxis mértékét. Azt taldltuk, hogy a mdsodik tranziens
maximalis amplitiddja az els6é (kontroll) 76,6 = 7.8 %-ra csokkent (p = 0,001), mig a
harmadik tranziens amplitiddja a masodik 78,2 + 8,4 %-a (p = 0,000002) volt (minden érték
atlag + SEM, n = 10) (7. B abra). Ezt kovetéen megismételtiik a kisérletet a fenti protokoll
szerint Uigy, hogy a harmadik 10 s-os tramadol alkalmazdsat egy 300 s-os kapszazepin (5 uM)
kezelés eldzte meg. A kapszaicin kompetitiv géitlészere, valamennyi esetben szinte teljes
mértékben kivédte a tramadol [Ca**]i-ot ndveld hatdsat (7. B abra). A kapszazepin mellett
adott tramadol esetén 1étrejott tranziens amplitiddja csupdn a 12,7 + 2,8 %-a (atlag + SEM,
n = 10) (p = 0,00008) volt annak, amelyet a TRPV1 antagonista jelenléte nélkiil mértiink (7. B
abra). Megillapitottuk azt is, hogy a kapszazepin gatlé hatdsa a tramadol altal kivaltott
tranziensek esetében is reverzibilis, hiszen 600 s-os mosést kovetden alkalmazott 1 pM
tramadol (negyedik tranziens) ismét képes volt — a kapszazepin jelenlétében mérthez képest —
szignifikdnsan megndvelni az [Ca®*)i-ot (p = 0,00003) (7. B abra).
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7. dbra A TRPVI antagonista kapszazepin hatdsa a tramadol dltal indukdlt [ Ca2+],- novekedésére
TRPVI-CHO sejteken

Az iiveg fed6lemezen tenyésztett sejteket 2 uM fura 2-AM-rel feltoltottiik és 10 Hz frekvencidval
rogzitettiik a 340 és 380 nm-es hullamhosszakon torténd gerjesztés hatdsara 1étrejovd fluoreszcencia
intenzitast, majd annak hanyadosat képeztik (Fiq/Fsg0). (A, B) 5 UM kapszazepin (CPZ)
szignifikansan, de reverzibilis médon fiiggesztette fel a tramadol [Ca®*]; novel6 hatdsat.
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A tramadol hatdsa koncentrdciofiiggo

A tovibbiakban a tramadol dézis-hatds gorbéjét kivantuk meghatdrozni. Mivel az
eldzéekben bemutatott tachifilaxis jelensége miatt az egyedi sejten torténd [Ca™];
meghatdrozas alkalmatlannak tlint a kiilonbozé tramadol koncentraciok hatdsanak

vizsgdlatihoz, az [Ca™'];

-ban bekovetkezd valtozdsokat fluoreszcens mikroplate reader
(FLIPR) segitségével mértiik. Azt taldltuk, hogy mig a tramadol (hasonldan az egyedi sejten
mért eredményeinkhez) a kontroll (iires vektort expresszald) CHO sejteken nem befolyésolta,
addig a TRPV1-CHO sejteken koncentraci6 fiiggd médon megnovelte az [Ca®*]i-t (8. A, B

abra). Eredményeink matematikai analizisét kovetden az ECsg érték tramadol esetében 0,08 +

0,03 uM (atlag + SEM, n = 4), a kapszaicinnél pedig 0,04 + 0,01 uM volt (atlag + SEM,

n=>5).
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8. dbra A tramadol koncentrdcié fiiggé médon noveli az [Ca’* |-t TRPVI-CHO sejteken

A tramadol dézis-hatas gorbéjének kiméréséhez FLIPR technikdt alkalmaztunk. A sejteket az
»Anyagok és modszerek”-ben leirtak szerint 40000 sejt/lyuk siirtiségben szélesztettiik 96-
lyuku fekete fald, atlatsz6 alju edénybe. (A) A mérés napjan 2 uM Fluo-4 -AM-rel feltoltott
sejteken FlexStation I'®* fluoreszcens mikroplate reader segitségével mértiik a kiilonbdzd
koncentraciéji tramadol hatdsara bekovetkezo [Ca2+]i valtozasokat, 494 nm excitacids és 516
nm emissziés hullimhossz mellett. (B) A pontok négy fiiggetlen mérés atlagat mutatjak; atlag
+ SEM. A Hill egyenlet segitségével illesztett d6zis-hatds gorbe kinetikai paraméterei pedig a
kovetkezok: Bmax=18860 + 1554, EC5,=0.08 £ 0.03 uM.
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I1. A TRPVI kifejezodése szdjiiregi korképekben

A TRPVI kifejezodik egészséges humdn nyelv hamszovetében
Az egészséges (kontroll) humén nyelv hdmjdban, immunhisztokémiai eljardssal, igen
enyhe TRPV1-specifikus immunreaktivitdst (ir) tapasztaltunk. A nyelv ventrélis felszinét

borit6 hdmban fellelhetd minimdlis TRPVI1-ir pusztdn a stratum (str.) superficiale

legfelszinesebb rétegére lokalizalédott (9. A, B abra).

9. dbra A TRPV1 immunlokalizdldja egészséges (kontroll) humdn nyelv hamjdaban
TRPV 1-specifikus immunreaktivitds egészséges human nyelv ventralis(A, B) és dorzilis (C, D)
hamjaban. A kromogén DAB (barna festodés), a sejtmagokat hematoxilinnel jeloltik. A képen
feltlintetett 1épték hossza 50 um. IS: intracellularis fest6dés.

Ugyanakkor a nyelv dorzdlis oldalat fedd specializdlt hdmban a str. spinosum
bazdlisan elhelyezkedd sejtjeiben taldltunk intracelluldris és jellegzetes granuldris képet

mutaté TRPVI1-ir-t (9. C, D abra). Ezzel ellentétben sem a lamina propria-ban, sem a
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szubmukdzdban nem lattunk immunreakciét. Az dbrdn megfigyelhetd immunpozitivitds
specifikus reakcionak bizonyult, hiszen az elsddleges antitest elhagydsaval késziilt kontroll

vizsgalatok alkalmaval sohasem jelent meg (1asd 11.abra).

A TRPVI1 kifejezodése fokozodik a nyelv premalignus és malignus elvdltozdsaiban
Meglepetésiinkre a premalignus elvaltozasok kozé sorolt leukoplakidbdl szarmazoé
hdm az egészségeshez képest igen intenziv és jellegzetes TRPV1 pozitivitdst mutatott (10. A,
B abra). Valamennyi, a str. basaleban és a str. spinosumban taldlhaté sejten egyértelmii
membrénfestddést figyeltink meg. Ez az immunpozitivitds megtaldlhatd volt a str.
superficiale kiilonb6z0 mértékben degenerdlt sejtjeinek membrinjdban, illetve nyomokban
fellelhetd volt a hiperortokeratétikus felszinen is. Az elsddleges antitest elhagydsdsdval
késziilt metszeteken hasonlé immunreakcié egyetlen esetben sem volt megfigyelhetd (lasd

11.abra).

A

10. abra A TRPVI immunlokalizdldja nyelv leukoplakids elvdltozdsdbadl szdrmazo hdmban

(A, B) TRPV1 specifikus immunreaktivitds leukoplakids humén nyelv hdmjaban. A kromogén DAB
(barna fest6dés), a sejtmagokat hematoxilinnel jeloltiik. A képen feltiintetett 1épték hossza 50 pm. MS:
membran festodés.

Ezt kovetden nyelv laphdmkarcindmébdl szarmazé mintdkon vizsgéltuk a TRPV1
expresszidjat. A szubmukoézat infiltralé tumoros epitélidlis sejteken az egészséges kontrollnal

tapasztaltakhoz képest drdmai moédon megnétt a TRPVI1-specifikus immunpozitivitds
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intenzitasa (11. A, B abra). A gyenge membranlokalizacié mellett foként intracelluldrisnak
impondlé festddés — hasonléan a kontroll ham str. spinosumdban latottakhoz — szintén

granuldlt, szemcsés képet mutatott. Az elsOdleges antitest elhagyasdval késziilt negativ

kontrollon semmilyen immunreakcié nem volt megfigyelheté (11. C, D abra).

g TR R i, L Y Sy

s PN R TR

11. abra A TRPVI immunlokalizdldja nyelv laphdmkarcinémdban
(A, B) TRPV1 specifikus immunreaktivitds human nyelv laphdmkarcinéman, a szubmukdzat infiltralt
tumorfészkeken. A kromogén DAB (barna festddés), a sejtmagokat hematoxilinnel jeldltiik. (C, D) Az
elsédleges antitest elhagydsdval késziilt negativ kontroll a tumorfészekrdl késziilt metszeten. A
sejtmagokat hematoxilinnel jeloltiik. A képen feltiintetett 1€pték hossza 50 um. IS: intracelluldris
festodés, MS: membran festodés.

Erdekes megfigyelésre jutottunk, amikor megvizsgiltuk a tumorinvaziét hatérolé
felszini hamot. Azt taldltuk, hogy a kornyezd, kissé kiszélesedd, de szerkezetében még az
egészséges ham jegyeit viseld epitéliumon eddig nem latott mértékben ndtt meg a TRPV1
szintje a ham teljes vastagsiagidban (12. A, B abra). A str. basale és a str. spinosum
bazdlisabban elhelyezkedd sejtjei a fent leirtaknak megfelelden szemcsés intracelluldris

festddést mutattak. Az apikalisabban fekvOo sejteken az immunpozitivitds ugyanakkor
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egyértelmiien megjelent a sejtmembranban, melynek intenzitdsa a felszin felé haladva

fokozodott €s maximumét a str. superficiale-ban érte el.

12. abra A TRPVI immunlokalizdldja nyelv laphdmkarcindmdban

(A, B) TRPV1 specifikus immunreaktivitds human nyelv laphdmkarcinéman a tumorinvaziét hatarol6
felszini hdmon. A kromogén DAB (barna fest6dés), a sejtmagokat hematoxilinnel jeloltiik. A képen
feltlintetett 1épték hossza 50 um. IS: intracellularis festddés, MS: membran fest6dés.

Image analizis softver segitségével (szemi-)kvantifikdlva a képeket a dorzalis

kontrollhoz képest (mivel a kontroll mintdk koziil itt tapasztaltunk jelentésebb TRPV1-ir-t,

ezt valasztottuk az 6sszehasonlitas alapjaul) szignifikans kiilonbséget taldltunk a leukopldkia

(p = 0,002), a tumorfészek (p = 0,0002) és a tumor kornyezetében taldlhat6 felszini hdm (p =

0,001) esetében. Emellett ugyancsak szignifikdns volt a kiilonbség a prekancerézus

leukoplédkia és a tumoros mintdk (p = 0,028), valamint a tumor kornyezetében taldlhat6

felszini ham kozott (p = 0,018) (13. abra).
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13. dbra A TRPVI1 immunpozitivitds
normdl, leukopldkids és tumoros
nyelv epitéliumdban

Szamos metszetrdl (n) készitett
felvételt analizdltunk az ,,Anyagok
és mddszerek”-ben leirtak szerint az
Image Pro Plus 4.5 képanalizal
szoftver segitségével. A TRPV1
immunreaktivitds intenzitisat 10
véletlenszerlien elhelyezett egyenld
nagysagi teriiletben mértik, és
mintdnként  meghatdroztuk  az
immunpozitiv pixelek atlagat (4tlag
+ SEM). A p értékek meghatarozasat
fliggetlen mint4s t-prébaval
végeztiik.
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laphdmkarcindmds human nyelvbdl
szdrmazé mintdkon Western blot és Q-PCR technikdk segitségével meghatiroztuk a TRPV1
kifejez0désének mértékét. A Western blot kisérletben a mintakat triplikalva vittiik fel, a denzitometrids
analizis soran ezek atlagat normdltuk ugyanazon minta B-aktin szintjére. A panel az optikai denzitas
atlag + SEM értékeket mutatja a kontroll mintdk (C1-C7) atlagdhoz képest, amit 1-nek definidltunk. A
Q-PCR mérésekben a TRPV1 mRNS transzkript mennyiségét ugyanazon minta gliceraldehid 3-foszfat
dehidrogendz (GAPDH) mennyiségére normdltuk. A mintdkat triplikdlva vittik fel és minden
kisérletet haromszor ismételtiink. A panelen atlag + SEM értékeket tiintettiink fel. (B) Az A panelen
szerepld0 Western blot és Q-PCR adatok statisztikai analizisének eredménye. A p értékek
meghatarozdsat fiiggetlen mintas t-prébaval végeztiik. (C) Reprezentativ Western blot adatok kontroll
(4. minta; C4), laphdmkarcinémaboél szarmazé 1. gradusd (G1 18, G1 20 minta), 2. gddust (G2 24, G2
27) és 3. gradus (G3 32) mintdkon. Az egyenld mennyiségek felvitelét a [B-aktin expresszié
feltiintetésével demonstréljuk.
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Bar a nyelv laphdmkarcindmdbdl szdrmazé mintdkon az immunhisztokémiai
eredményeink a TRPV1 kifejezddésének jelentds novekedésére utaltak — tekintettel e technika
szemi-kvantitativ tulajdonsdgéra — az expresszid-fokozodas mértékének  pontos
meghatdrozasara Western blot és Q-PCR technikédkat is alkalmaztunk. Amint a 14. abran
lathatd, a TRPV1-specifikus mRNS transzkript és protein szintje, habar jelentds fluktuéciét
mutatott az egyes mintdk szintjén, az dsszes tumoros mintdban magasabb volt, mint a kontroll
hamszovetekben (14. A abra). Az 6sszes laphamkarcindmabdl szarmazé minta statisztikai
analizise azt mutatta, hogy a TRPV1 protein és specifikus mRNS transzkript mennyisége a
kontrollhoz képest szignifikdnsan megemelkedett a G1 (p = 0,003, p = 0,009) és a G2 (p =
0,013, p = 0,018) gradust tumorokban (14. B, C abra). Annak ellenére, hogy legalabb ilyen
mértékll kiillonbség figyelhetd meg a kontroll mintdkban és a G3 gradusu tumorokban mért
értékek kozott, a nagy malignitdsi csoport alacsony mintaszaméra (n = 2) vald tekintettel, a
szignifikanciat statisztikailag itt nem tudtuk aldtdmasztani (14. B abra). Fontos volt
ugyanakkor azon megfigyelésiink, hogy sem protein, sem mRNS szinten nem taldltunk
szignifikdns kiilonbséget akkor, amikor a TRPV1 expresszidjdnak mértékét hasonlitottuk

Ossze a kiilonb6z6 gradust csoportok kozott (14. B abra).

A TRPVI kifejezodése konfluenciafiiggo modon né humdn nyelv laphdmkarcinomdjdbol
szarmazo CAL27 sejtvonalon

Azért, hogy a TRPV1 receptort az egyes sejtek szintjén tudjuk vizsgdlni, human nyelv
laphdmkarcinémdjdbol szdrmazé CAL27 sejtvonalon folytattuk kisérleteinket. Eldszor
immuncitokémiai eljardssal mutattuk ki a TRPV1 protein jelenlétét ezeken a sejteken. A
konfokélis mikroszképpal késziilt felvételen jol megfigyelhetd az intracelluldrisan és a

sejtmembranban egyarant megjelend igen intenziv immunpozitivitds (15. abra).
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15. dbra TRPVI immunpozitivitas CAL27 sejteken

TRPV1 immunreaktivitds (zo6ld fluoreszcencia) CAL27
sejteken, konfokalis mikroszképidval. A sejtmagok 4,6-
diamidino-2-fenilindollal (DAPI) festve (kék fluoreszcencia). A
kis képen (jobb alul) az elsddleges antitest elhagydsaval késziilt
negativ kontroll festés eredménye ldthaté. A kép bal alsé
sarkdban feltiintetett [épték 10 um.

A TRPV1 mRNS transzkriptek kvantitativ detektdldsa ebben az esetben is Q-PCR
technikdval tortént, mig a protein expressziét Western blottal hatdroztuk meg. Kiilonb6zo
konfluencidji mintdkban vizsgdlva a TRPV1 relativ mRNS és protein szintjét (kvantitativ
denzitometrids analizist kovetden) azt tapasztaltuk, hogy a TRPVI1 kifejezddése a sejtek
novekedési iitemének, azaz a tenyészet konfluencidjanak mértékében mind mRNS, mind

protein szinten jelentdsen fokozdédott (16. A, B dbra).

A B
Konfluencia 20-30% 50-60% 70-80% 100 % 0,00016
Optikai denzitas
I TRPV1 mRNS expressziéjd
TRPV1 L - g w p=0,002
p=0,0003
0,00012 -
p =0,00002

I. g !:
pain -

16. dbra A TRPVI protein és mRNS
szinten is kifejezédik humdn nyelv
laphdmkarcinémdbol szdrmazo CAL 27
sejteken, az expresszio mértéke a sejtek
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sejtlizitumon  Western blottal. Az

egyenlé mennyiségek felvitelét a B-aktin expresszié feltiintetésével demonstraljuk. (B) A kiilonb6zo
konfluencidji CAL27 sejttenyészeten végzett Western blot és Q-PCR vizsgédlatok eredményeinek
statisztikai analizise. A Western blot kisérletben a mintdkat triplikdlva vittiikk fel, a denzitometrids
analizis sordn ezek atlagat normaltuk ugyanazon minta B-aktin szintjére. A ,,20-30% konfluencidji”
minta optikai denzitdsdnak értékét definidltuk 1-nek. A Q-PCR mérésekben a TRPV1 mRNS
transzkript mennyiségét ugyanazon minta gliceraldehid 3-foszfat dehidrogenaz (GAPDH)
mennyiségére normaltuk. A mintdkat triplikdlva vittiik fel €és minden kisérletet haromszor ismételtiink.
A panelen dtlag + SEM értékeket tiintettiink fel. A p értékek meghatdrozadsit fiiggetlen mintés t-
probaval végeztiik.
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MEGBESZELES

A tramadol és a TRPV1

Az irodalmi adatok mellett a DE OEC Szdjsebészeti Osztdlyan toltott gyakorlatom
tapasztalatai is azt mutatjak, hogy az allcsonttorések miitéti ellatdsa és a szdjiiregi daganatok
gyakran radikdlis nyaki disszekcidval Osszekotott sebészi eltdvolitdsa utdn, a posztoperativ
szakban alkalmazott tramadol igen hatékonyan csillapitja még az ilyen nagy mitéti
beavakozassal jar6 fajdalmakat is. Ez a kiillonosen eredményes fajdalomcsillapité képesség (a
u-opioid receptor aktivdldsa mellett) szdmos mads, idegsejten 1évo fesziiltség- és ligand-
vezérelt ioncsatorna egyidejii gatldsaval is magyardzhato.

Kisérleteink elsd részében azt vizsgéltuk, hogy a klinikai gyakorlatban posztoperativ
és kronikus fajdalmak csillapitdsara széles korben alkalmazott tramadol befolydsolja-e a
fajdalom kozponti integrator molekuldjaként ismert TRPV1 miikodését. Legnagyobb
meglepetésiinkre (az eldzetesen felallitott hipotézisiinkkel teljesen ellentétesmddon) a TRPV1
heteroldg expresszids rendszerben a (fijdalomcsillapitd) tramadol, a kapszaicinhez hasonldan,
koncentraci6 fiiggd médon megnovelte a TRPVI-CHO sejtek [Ca™); —jat (mig a receptort
nem expresszdlé (iires vektor) CHO sejtek [Ca2+]i -ban semmilyen valtozast sem okozott).
Megfigyeltiikk azt is, hogy a TRPV1 antagonista kapszazepin hatarozottan, de reverzibilis
modon gatolta a tramadol 4ltal indukdlt [Ca2+]i—ban bekovetkezo valtozasokat. Mindezen
eredményeink egyértelmilen arra utaltak, hogy a tramadol képes a TRPV1 specifikus
aktivdlasara.

Erdekes megfigyelésiink volt az is, hogy mig a kapszaicin ismételt alkalmazdsa nem
eredményezett szignifikdns valtozast a [Ca™]; tranziensek amplitiddjaban és kinetikai
paramétereiben, addig a tramadol jelentds tachifilaxist okozott. Korabbi vizsgalatok

ugyanebben az expresszids rendszerben mdr kimutattdk, hogy a kiilonb6z6 vanilloid
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vegyiiletek — eltér6 kémiai adottsdgaik (pl. lipofilicitds) és a TRPVI1-hez val6 kiilonbozo
affinitdsuk miatt — m4s-mds tulajdonsédggal jellemezhetd [Ca™]; tranzienseket eredményeztek
(eltérések voltak megfigyelhetok a maximalis vdlasz, a hatdserdsség, a vélasz latencidjanak
mértékében és a tachifilaxis jelenségében is) (TGth és mtsai, 2005). Eppen ezért azt
feltételezziik, hogy a kapszaicin €s a tramadol tachifilaxis kivéltdsara gyakorolt kiilonbdzo
hatdsa mogott elsésorban a két anyag szerkezeti kiilonb6zosége allhat (1. és 3. abra).

A klinikai gyakorlatban &ltaldban 50 mg egyszeri ddézisban alkalmazott tramadol
plazma szintje 0,1 — 0,3 pug/ml-t ér el (intramuszkuldris vagy intravénds alkalmazas maédjatol
figgben), ami kb. 0,33 — 1 uM koncentracionak felel meg. Ez az érték jol korreldl a kisérletes
koriilményeink sordn 0,08 + 0,03 uM-nak mért ECsy értékkel, ami eredményeink in vivo
alkalmazhatdsdgéanak lehet6ségét sugallja (1asd lentebb).

Mindezen informécidk tiikrében kisérletes eredményeink azt a kérdést vetik fel, hogy a
tramadol nem vart ,,fijdalom-receptor’-t (TRPV1) aktivdlé hatdsa hogyan illeszthetd be a
tramadol fajdalomcsillapit6 hatdsairdl eddig alkotott képbe? Az egyik kézenfekvO magyarazat
az lehetne, hogy a tramadol altal kivéltott TRPV1 aktivaciét azonnal kdveti a szenzoros
afferensek deszenzitizacidja. Ezen, a nociceptiv neuronokon vanilloid vegyiiletek estén mér
jol ismert jelenség (Caterina és mtsai, 1997; Szallasi €és Blumberg, 1999; Holzer, 1991)
felfiiggeszti az akcids potencidlok tiizelését és igy a fajdalomérzés megsziinéséhez vezet. Ezt
a feltételezést erdsiti az a tény is, hogy az 4altalunk hasznalt expresszids rendszerben a
tramadol a kapszaicinhez képest igen jelentds tachifilaxist mutatott.

Ugyanakkor az is bizonyitott, hogy a TRPV1 aktivécidja sordn a szenzoros neuronok
végkésziilékeibdl szamos neuropeptid (pl. P-anyag, kalcitonin gén-kapcsolt peptid) szabadul
fel (Szallasi és Blumberg, 1999; Holzer, 1988; Okajima és Harada, 2006), amelyek a
kornyezd szovetekre, sejtekre (pl. hizdsejtek, keratinocitdk, érfalak simaizomsejtei €s

endotéliuma) hatva olyan lokalis regulatérikus folyamatokat indukalnak, mint pl. a
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vazodilatacié, immunmodulécid, citokinek felszabaduldsa, stb. (Szdllasi és Blumberg, 1999;
Di Marzo és mtsai, 2002; Szolcsanyi, 2004). Eppen ezért elképzelhetd, hogy a tramadol,
lokdlis alkalmazds esetén, a TRPV1-t expresszalo afferens neuronokat aktivédlva kivaltja azok
»efferens” valaszit, ami a végkésziilékekbdl kidramlé neuropeptidek révén a fent vazolt
lokalis hatdst eredményezi.

Ezen utébbi feltételezésiink szdmos olyan, a tramadol klinikai alkalmazasa sordn
megfigyelt és kozolt jelenséget magyardzna meg, amelyeknek okét eziddig nem ismertiik.
Tobb publikacio jelent meg ugyanis arrdl, hogy a tramadol, intradermadlis alkalmazds esetén, a
lidokainéhoz hasonl6 ,,helyi érzéstelenitd-szeri” hatds mellett olyan lokdlis reakcidkat valtott
ki, mint a bOrpir, duzzanat, viszketés (Pang és mtsai, 1998; Acalovschi és mtsai, 2001;
Altunkaya és mtsai, 2003;), s6t néhdny esetben még égl-csipd érzést és fajdalmat is
(Aalovschi és mtsai, 2001; Altunkaya és mtsai, 2003). Egy munkacsoport az intravéndsan
adott tramadol lokdlis hatdsat tgy vizsgélta, hogy rovid ideig tarté (1 perc) vénds pangast
hoztak létre az alkarban. Kimutattdk, hogy a tramadol a kisérletben részt vevok 31 %-nal a
lekotéstdl disztdlisan, a véndk mentén borpirt és ég0, fajo érzést okozott (Pang és mitsai,
1999). Ezek az in vivo megfigyelések szintén aldtdmasztjdk a tramadol TRPVI1-t aktivél6
hatdsdnak valdszinliségét, valamint azt, hogy a TRPV1 dltal beinditott neuropepid-
felszabadulds lokélis folyamatokat (€s nem vart mellékhatdasokat) eredményezhet.

Eredményeinket 0sszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy — 6sszhangban a kordbbi in
vivo és in vitro adatokkal — a tramadol az irodalomban leirt kiillonbdz6 ioncsatorndkon kifejtett
valtozatos hatdsa mellett a TRPV1 ,klasszikus” agonistdjaként (is) viselkedik. Kezdetben
ugyanis (felteheten kalciumbedramlas révén) aktivdlja a szenzoros neuronokat (in vivo:
atmeneti €g0, f4j6 érzés), majd neuropeptidek felszabaduldsit okozza (in vivo: borpir,

duzzanat, viszketés), végiill a neuronok deszenzitizicigjat (tachifilaxis) valtja ki (in vivo:
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analgetikus hatds). Ez a ,haromlépcsos” valasz igy egyidejlileg ad magyarazatot a tramadol

fajdalomcsillapito képességére, valamint a meglepd (és kellemetlen) lokalis mellékhatasokra.

TRPVI lehetséges szerepe humdn nyelv laphdmkarcinomdban

Evtizedeken 4t vita targyat képezte az irodalomban, hogy a csipés paprika fogyasztasa
jotékony modon befolydsolja-e a gyomor-bélrendszer milkodését, avagy karositja annak
nyalkahartydjit. A korabbi hiedelmekkel szemben ma mar bizonyitottan leirtak a kapszaicin
protektiv hatdsat még olyan viszonylag szélsOséges esetben is, mint amilyen pl. a
gyomorfekély (Kang JY és mtsai, 1996; Abdel-Salam és mtsai, 1997; Szolcsanyi és Barthd,
2001). A ,kapszaicin receptor” TRPV1 jelenlétét kimutattidk emellett a humdn gyomor
antrumédnak egyes epitélidlis elemein (Kechagias és mtsai, 2005), a parietdlis sejteken
(Faussone-Pellegrini és mtsai, 2005) és a bélrendszer mas epitélidlis sejtjein is (Ward és
mtsai, 2003; Geppetti és Trevisani, 2004; Domotor €s mtsai, 2005). Egyre tobben vizsgéljak
tovabba kiilonb6zd gasztrointesztindlis daganatokbdl szdrmazd sejtvonalakon [nyeldcsd
epidermoid karcindmébdl 1étrehozott CE 81T/VGH sejteken (Wu és mtsai, 2006), vastagbél
daganatbdl szarmazé HT-29 sejteken (Kim és mtsai, 2004), gyomor adeno-karcindmabdl
szarmazo sejtvonalon (Lo és mtsai, 2005)] a kapszaicin tumorellenes hatasat. Ugyanakkor
mindeziddig senki sem elemezte a TRPVI1 kifejez0dését a csipOspaprika fogyasztds

et

elsddleges ,,célpontjan”, az emberi nyelv epitéliuman.

Immunhisztokémiai, Western blot és Q-PCR vizsgélataink egybehangzdan
alatdmasztottdk, hogy az egészséges nyelv epitéliumara jellemz6 viszonylag alacsony TRPV1
expresszié mértéke (amely elsdsorban a nyelv epitéliumanak bazilis rétegeire lokalizalodott)
nyelv laphdmkarcindmdban minden esetben, a tumor gradusitdl fiiggetleniil jelent6sen

megemelkedett. Mindezen eredményeink azt a feltételezést vetitették eld, hogy a TRPV1 —

hasonléan mads epitélidlis sejtekhez, mint amilyenek az emberi bor keratinocitdi (Denda €és
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mtsai, 2001; Inoue és mtsai, 2002; Southall é€s mtsai, 2003; Bodé és mtsai, 2004 és 2005),
bronchidlis epitélium (Veronesi €s mtsai, 1999), illetve az uroepitélium (Birder és mtsai,
2001; Lazzeri és mtsai, 2004) — befolydsolhatja a nyelv epitéliumdnak proliferacids és
differencidl6dési folyamatait.

Tovébb erdsitheti ezen elképzelésiinket az is, hogy human nyelv laphamkarcin6mébol
szarmazé CAL27 sejtvonalon szintén kimutattuk a sejtek konfluencidjdnak novekedésével
parhuzamosan fokoz6dé TRPV1 expressziot. Az értekezés alapjaul szolgdlé kozlemény
megirdsa Ota folytatott (és jelenleg is zajld) kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy a
TRPV1 agonista kapszaicin valéban befolydsolja a CAL27 sejtek novekedését. MTT alapu
kolorimetrids proliferdcids assay segitségével megallapitottuk, hogy a kapszaicin do6zisfiiggd
modon csokkentette a sejtek proliferacidjat, illetve életképességét (17. abra). Mivel az MTT

assay az ¢él6 sejtek szdmdnak a mitokondridlis dehidrogendz aktivitisatol fliggd

meghatdrozaséan alapul, feltételezhetd, hogy a TRPV1 aktivécidja a sejtek haldldhoz vezetett.
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17. abra A kapszaicin csokkenti a CAL27 sejtek életképességét

A sejteket 5000 sejt/lyuk stirliségben szélesztettiik 96-lyuki edénybe, majd két napon keresztiil
kezeltiik a sejteket kiilonboz6 koncentracidju kapszaicinnel (1,3,10,30 pM). (A) Az éldsejt-szam
véaltozdsdnak meghatirozdsdhoz MTT assay-t végeztiink. 10 és 30 pM kapszaicin szignifikdnsan
csokkentette az €16 sejtek szamat a kezeletlen kontrollhoz képest. Az abran atlag + SEM értékeket
tiintettiink fel; * p< 0,05, ahol p értékek meghatarozasat fiiggetlen mintés t-probaval végeztiik.

Bér annak tisztdzdsara, hogy hogyan befolydsolja a TRPV1 a sejtek novekedésének

folyamatait tovabbi (in vitro és in vivo) vizsgadlatok sziikségesek, eredményeink —a
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rendelkezésre all6 irodalmi adatokkal egyiitt [Tanaka és mtsai patkdnyokon végzett
kisérletben kapszaicin etetéssel sikeresen gatoltdk a nyelvtumorok kialakuldsiat és
csOkkentették azok novekedési iitemét (Tanaka és mtsai, 2002)] — elorevetitik a TRPV1
receptor szerepét, mint a human nyelv laphamkarcindmdk szupportiv kezelésének egyik
lehetséges és igéretes célmolekuldja.

Erdményeinkbdl azonban az is kiolvashatd, hogy a laphdmkarcinémakban
megemelkedett TRPV1 expresszié mértéke nem korreldl a tumorok malignitdsanak fokaval.
Ugy tiinik tehat, hogy ellentétben a prosztata (Sanchez és mtsai, 2005; Czifra és mtsai, 2009)
karcinémaval és a gliomdval (Amantini és mtsai, 2007), ahol hatdrozott dsszefiiggést irtak le a
receptor kifejezddése és a tumor gradusa kozott, a nyelvtumor esetén a TRPV1 prognosztikai
faktorként nem szerepel.

Ellenben, miutin a TRPV1 expresszi6 mar az alacsony malignitdsi tumorban, a
tumorinvaziot hatarold, mikroszkopos szerkezetében még egészségesnek tiind felszini hamban
és ami még fontosabb, a prekancerdzus leukopldkidban is szignifikdnsan megemelkedett, a
TRPVI1 a korai stddiumud nyelvtumor diagnosztikus molekuldja lehet. Aldtdmasztja ezt az
elképzelésiinket azon el6zetes eredményiink is, hogy a szdjnyalkahartya egy masik —
kordbban prekancer6zus 1€ézidnak, ma mér inkdbb prekancerézus éallapotnak tekintett —
elvaltozasdban, az oralis lichen planusban is fokozddik a TRPV1 expresszidja (a kézirat
el0késziiletben). Bar a leukopldkidval ellentétben a lichen malignizdcidra valé hajlama az
irodalomban jelenleg is vitatott, az eddig rendelkezésre 4ll6 adataink alapjdn azt gondoljuk,
hogy a TRPV1 molekula kifejezddésének hirtelen novekedése a tumorgenezis egyik korai
1épésének tekinthetd, ezért a TRPV1 szintjének meghatarozdsa igéretes lehet a korai diagndzis
felallitaséban.

Végezetiil azt is megfigyeltiik, hogy — hasonléan mds neurondlis €s nem-neurondlis

sejttipusokhoz, mint amilyenek a szenzoros neuronok (Eun és mtsai, 2001), hizdsejtek
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(Turner és mtsai, 2003), a bor és borfiiggelékek kiilonbozd sejtjei (Bodd €s mtsai, 2004 és
2005), hepatoblasztomdbol szarmazé sejtek (Vriens és mtsai, 2004; Waning és mtsai, 2007) —
a TRPVI1-ir nem korldtozédott csak a sejtek plazmamembranjira, hanem helyenként
jellegzetes intracelluldris festddést is megfigyeltiink. S6t azt is megéllapitottuk, hogy az
egészséges (kontroll), a prekancerézus és tumoros elvaltozasokbdl szdrmazé mintdkon a
TRPV1 lokaliz4cidjat tekintve egészen eltérd festési mintdzatot adott. A nyelv egészséges
epitéliumaban és a tumoros hdm szubmukézdjaba betort tumorfészkek sejtjeiben foként
intracellularis TRPVI1-ir dominal, mig leukopldkidban és laphamkarcindmabdl szdrmazé
mintdk tumort hatdrold, de szerkezetében még megtartott hdmjinak felszines sejtrétegeiben
egyértelmiien a sejtmembran festddott (9., 10., 11., 12. abra). Bar annak tisztazdsara, hogy
pontosan milyen szereppel bir az intracelluldrisan elhelyezkedd TRPV1 a nyelvet borito
laphdamsejtek tumoros transzformdicidjdnak folyamataiban, még tovédbbi vizsgdlatok
sziikségesek, eredményeink egyértelmlien arra utalnak, hogy a TRPVI1 tumorgenezisben
betoltott szerepe aligha elhanyagolhatd. Irodalmi adatok ugyanis azt tdmasztjak ald, hogy az
intracelluldrisan elhelyezked6 TRPV1 — feltételezhetéen, mint funkciondlis Ca’-csatorna —
kulcsszereppel bir a sejtmorfoldgia, életképesség és sejtmigricié szabdlyozasdban (Vriens és
mtsai, 2004; Han és mtsai, 2007; Nilius és mtsai, 2007; Waning és mtsai, 2007).

Mindezen eredményeink alapjan Ugy tlinik tehdt, hogy a TRPVI1 egy uj, igéretes
célmolekuldja lehet a nyelv laphdmkarcindma korai diagnézisanak és szupportiv kezelésének

egyarant.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a tranziens receptor potencidl vanilloid-1 (TRPV1) ioncsatorna
jelentdségét vizsgéltuk a sztomatoldgiai gyakorlatban. Munkénk elsé részében a klinikumban
jo hatékonysdggal alkalmazott tramadol TRPV1 miikodésére kifejtett hatdsat elemeztiik.
Megallapitottuk, hogy az daltalunk alkalmazott heterolég expresszids rendszerben (TRPV1-
CHO sejtek) a tramadol — a kapszaicinhez hasonléan — koncentraciéfiiggd médon megnovelte
a sejtek [Ca®*]; -jat, mig a receptort nem expresszalé (iires vektor) CHO sejtek [Ca®*];-jaban
semmilyen valtozast sem okozott. Kimutattuk azt is, hogy a tramadol, ellentétben a kapszaicin
hatdsdval, jelentds tachifilaxist okozott. Bebizonyosodott emellett, hogy a TRPV1 antagonista
kapszazepin hatdrozottan, de reverzibilis médon gétolta a tramadol 4ltal indukélt [Ca®*];-ban
bekovetkezd valtozasokat. Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy a fajdalomcsillapitd
tramadol képes a TRPV1 specifikus aktivacidjara.

Munkdnk masodik részében a TRPVI1 kifejezodését vizsgaltuk egészséges,
leukoplédkids és tumoros nyelv hdmjibol szdrmaz6é mintdkon. Kimutattuk, hogy a TRPV1
kifejezddik egészséges humdan nyelv hamjdban. Megéllapitottuk ugyanakkor azt is, hogy a
receptor expresszidjanak mértéke szignifikdnsan nétt a nyelv prekancerdzus elvéltozasaban €s
a kiilonb6zd gradusd laphdamkarcindmédkban. Bebizonyosodott tovdbb4, hogy a
megemelkedett TRPV1 expresszié mértéke nem korreldlt a tumorok malignitdsdnak fokaval.
Humén nyelv laphdmkarcindmabdl szarmazé CAL27 sejtvonalon kimutattuk, hogy a TRPV1
expresszidja a sejtek konfluencidjanak novekedésével parhuzamosan fokozoédik. Mindezen
adataink alapjan feltételezhetd, hogy a TRPV1 szerepet jatszik a sejtek proliferaciéjanak és
tulélésének szabdlyozdsiban. Adataink emellett azt sugalljdk, hogy a TRPV1 egy uj, igéretes
célmolekuldja lehet a nyelv laphdmkarcindma korai diagnézisanak és szupportiv kezelésének

egyarant.
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