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BEVEZETES

A nociceptiv neuronok

A fajdalmas (azaz potencidlis vagy valds szoveti karositast kivalto fizikai,
kémiai és termadlis) ingerek érzékelése specidlis primer afferens szenzoros
neuronok (Un. nociceptorok) periférids végzOdésein keresztiil torténik. Ezen
afferensek sejttestjeinek elhelyezkedése harom fo reprezenticios teriiletet rajzol
ki: 1) a hats6 gyoki ganglionok (DRG) nociceptorai a végtagok, a torzs €s a
peritoneum parietalis lemezének innervicidjat ellitva a gerincveld hatsé
szarvanak interneuronjaihoz széllitanak érzd informaciot; 2) a trigemindlis
ganglion nociceptorainak periférids nydlvanyai a fej és szdjiireg innervacidjit
biztositjak €s a centrdlis nyulvanyaik az agytorzsi nucleus tractus spinalis nervi
trigemini-be érkeznek érkeznek; 3) ganglion nodosum periférids nyulvéanyai a
viscerdlis szovetek beidegzését biztositjak, mig centralis nyulvanyai szintén az
agytorzsi nucleus tractus spinalis nervi trigemini-be érkeznek érkeznek.

A primer afferens neuronokon beliill a nociceptorok két alcsoportja
kiilonithetd el: 1)a kis atmérdjii C-rosttal rendelkezd idegsejtek (<30 um),
melyek vel6shiively nélkiili lassi vezetésti axonnal rendelkeznek; 2) az Ad-
rosttal rendelkezd nociceptorok sejttestjei kozepes atmérdjliek, axonjuk
gyorsabb konduktancidja, mérsékelten velOshiivelyes. A C-rosttal rendelkezd
neuron alcsoport tagjait polimodélis nociceptoroknak is nevezik, mivel
mindhirom f6 fijdalom ingerre (mechanikai, kémiai és ho) képesek vélaszolni,
mig mas primer érzdsejtek csak ezek egy részére. C-tipusu idegrostokban
gazdag a bOr, a cornea, a szdjnyalkahartya, az izmok, iziiletek, valamint a
kardiovaszkularis, respiratorikus és genitourindlis rendszerek 1is. Ezen
polimodélis (C-tipusu) nociceptorok igen jelentOs €s szelektiv érzékenységet
mutatnak a csipds paprikdbol izoldlhaté alkaloida, a kapszaicin (valamint
szamos egy€b rokon vanilloid vegyiilet) irdnt, igy ezen érzosejteket "kapszaicin-

szenzitiv neuronoknak' nevezték el.



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

A kapszaicin €s rokon vanilloid vegyiiletek cellularis hatdsmechanizmusa
a szenzoros neuronokon hdrom egymadst kovetd, bar gyakran egymastol
fliggetleniil is megjelend, valamint az adott anyag hatdsat individudlisan is
reprezentald folyamattal jellemezhetd. Az elsd a kapszaicin adagoldsa utin
azonnal kifejlddo excitacid. Ennek keretében a kapszaicin az érz0 idegsejtek
membranjat depolarizdlva a sejtek Ca® és Na' ionok irdnti permeabilitdsét
megnoveli, mely ionok sejtbe dramldsa azok depolarizdcidjdhoz vezet, valamint
megviltoztatja a sejt fesziiltség-vezérelt K*-, Na'-, valamint Ca**-csatorndinak
aktivitasat.

A kapszaicin éltal kivéltott aktivicid (excitidcid) sordn in vivo eldszor
nociceptiv ingerekre észlelhetd fokozott érzékenység (hiperalgézia vagy
allodinia) alakul ki. Az aktiviciot tipusosan egy hosszabb refrakter periddus
koveti, melynek sordn in vivo relativ valaszképtelenség alakul ki kapszaicin és
egyéb fajdalomingerek irant. Ezt a mechanizmust deszenzitizacionak nevezziik,
mely a kapszaicin hatasdra bekovetkez6 mésodik cellularis vélasz. A szenzoros
neuronok kapszaicin 4dltal kivaltott deszenzitizdcigjanak két formdjat
kiilonitették el. Az un. farmakoldgiai deszenzitizaciot, ahol Kkapszaicin
hosszantart6 vagy ismételt adagoldsat kovetden a sejtek elvesztik kapszaicin
iranti érzé€kenységiiket (homoldg deszenzitizacid); valamint az un. funkciondlis
deszenzitizaciét vagy defunkcionaliziciot, amely sordn a sejtek nemcsak
kapszaicin, hanem egyéb fajdalomkeltd (kémiai, hd, mechanikai) ingerek irant is
érzéketlenné vdlnak (heteroldg deszenzitizacid). Feltételezték, hogy mig a
homolég deszenzitiziciét a sejten beliill megemelkedett intracelluldris
kalciumkoncentracio ( [Ca2+]i), illetve az altala kivaltott folyamatok hozzdk 1étre,
addig a heterolog deszenzitizaci6 a neuropeptid raktarak kiliriilésének, a
depolarizacio kovetkeztében kialakulé megvaltozott membran sajatossagoknak,

valamint a kalcium 4ltal kivaltott intracellularis karosoddsnak a kovetkezménye.



A kapszaicin celluldris hatdsat tanulmanyozva végezetiil megallapithato,
hogy az alkaloida elég nagy koncentracidban, elég hosszu ideig alkalmazva a
sejteken egy harmadik jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitast valtja ki. Ezen
folyamat leginkabb a megemelkedett intracellularis kalciumszintnek, a
mitokondrialis kalcium-akkumulédcionak és a kalcium-fliggd protedzok fokozott

muikodésének tulajdonithato.

A vanilloid receptor-1 (VRI vagy TRPVI)

A kapszaicin  funkciondlis tdmaddspontja egy nem-specifikus
kationcsatorndnak bizonyult. Kideriilt tovabbd az is, hogy a csatorna nagyfoku
Ca’*-permeabilitist mutat, igy aktiviciéja kovetkezményeként jelentésen
megemelkedik az [Ca*'];.

A molekuldris bioldgiai technikdk robbandsszerli fejlddésének
koszonhetden végiil 1997-ben megtortént az elsé kapszaicin-érzékeny specifikus
molekula, a vanilloid (kapszaicin) receptor-1 (VR1) molekularis karakterizélasa,
elészor patkdny cDNS konyvtardt felhaszndlva. A patkdny VRI1 egy 2514
nukleotid altal koédolt, azaz 838 aminosavbdl allo, 95 kDa tomegl fehérje, mely
6-transzmembran doménnel rendelkezik. Strukturdlis sajatsagai alapjan a VR1
homolo6giat mutat a Drosophila melanogaster retindjdban megtalahat6 TRP
(transient receptor potential) proteinnel, ezért a TRP receptor csaldd egyik
altipusanak tekinthetd, ezért a szakirodalomban a VR1-t TRPV1-nek (transient
receptor potential vanilloid-1) nevezik.

A TRPV1 szerkezetét tanulmanyozva megallapitottdk, hogy a csatorna 6-
transzmembran doménnel, valamint intracellularis N- és C-terminalissal
rendelkezik, és valoszinlileg tetramer formdban van jelen a sejtek kiilso
membranjiban. Kideriilt az is, hogy a molekula szdmos ko6td €s szabalyozo
hellyel bir: ezek az intracelluldris N-termindlis szakaszon megtalalhat6 harom
egymdast kovetd ankyrin-szeri domén (potencidlis protein kindz A foszforilacios

helyek); az ugyancsak az intracelluldrisan elhelyezkedd vanilloid (azaz a



kapszaicint €s ultrapotens anal6gjat, a reziniferatoxint felismerd) kotohely;
valamint az extracellularis oldalon taldlhaté allosztérikus moduldciés helyek.
Bar kezdetben csak a sejtek kiilsO membranjaban feltételezték a TRPV1
jelenlétét, mara mar szadmos bizonyiték szOl amellett, hogy a TRPV1 az
intracelluldris membranokba is beépiil és ott funkciondlis formdban van jelen.
Kimutattdk végiil, hogy hasonléan a szenzoros neuronokon megtalalhato
TRPV1-hez, a klénozott TRPV1 is funkciondlis, nem-specifikus, foként Ca**-
ionokra permedbilis (relativ permeabilitisa Ca**-ra nézve Pc/Px, kozelitéleg 10)

csatornaként mukodik.

A TRPV1 kiozponti integrdtor szerepe a fdjdalomérzés kialakitasdban

A TRPVI1 molekuléris bioldgiai leirasat kovetden elvégzett nagyszdmu
kisérletnek koszonhetOen kideriilt az 1s, hogy ezen receptort nemcsak az exogén
vanilloid vegyiiletek, hanem szdmos, a szervezetben képzodd (azaz endogén),
foként a fajdalom kialakitdsaban kozponti szereppel biré molekula is képes
aktivdlni. Ezek kozil a TRPVI1 Ilegfontosabb endogén aktivatoranak
(,ligandjdnak”™) tekinthetd az alacsony kiiszobli (~43 °C) hdmérsékletemelkedés,
valamint a pH csokkenése (aciddzis). Megallapitottdk ugyanakkor azt is, hogy e
hatdsok mellett szdmos, leginkabb gyulladdsos medidtornak tekinthetd anyag
(pl. bradikinin, extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok, leukotriének,
lipid-peroxidacié termékei, stb.) is képes a TRPV1 muikodését pozitivan
befolyasolni. Ezen 4gensek egyrészt direkt modon (azaz a TRPVl-hez
kozvetleniil kapcsolddva) aktivalhatjak a receptort (pl. hO, aciddzis), masrészt
(foként metabotrdp) sajit receptoraikhoz kotodve, intracellularis jelatviteli
utvonalak (kindz-rendszerek, intracellularis hirvivok) mddositasa révén
szabalyozzdk a TRPV1 mikodését. Ilyen allosztérikus modosito hatas lehet az,
hogy ezek az anyagok a TRPV1 héérzékenységi kiiszobét (43 °C) lecsokkentik,
azaz a receptor mar fiziologids hémérsékleten (37 °C) is aktivalodik és

fajdalomérzést valt ki (termdlis hiperalgézia). A szenzitizdcié mechanizmusinak



koszonhetden igy lehetové valik a fajdalom in vivo percepcidja (azaz az egyed
1étét fenyegetd “noxa” érzékelése), emellett pl. gyulladasos dllapotokban az
effektor sejtek mozgodsitasa is eredményesebb lehet. A TRPV1 szerepét
bizonyitja a fenti folyamatokban a TRPV1 knock-out egerekkel végzett
kisérletek eredménye is, miszerint ezen allatokban (a természetesen hianyzo
vanilloid-érzékenység mellett) fOként a termalis-gyulladdsos hiperalgézia
jelensége hianyzik. Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a TRPV1 szdmos

nociceptiv stimulus egyfajta “kdzponti integratora”.

A tramadol, mint a TRPV1 lehetséges aktivdtora

A tramadol egy szintetikus 6pioid fajdalomcsillapitd, amit széleskorben
alkalmaznak kronikus ¢€s posztoperativ fajdalmak csillapitasdra. Kivalo
hatékonysigat a u-tipusu Opioid receptorok aktivaldsa mellett a szinaptoszomak
noradrenalin és szerotonin visszavételének gatlasa révén éri el. Egyre tobb
tanulmany szdmol be wugyanakkor arr6l, hogy a tramadol ismert
,fajdalomcsillapité mechanizmusai” mellett szdmos mds ioncsatorna mitkodését
is képes befolydsolni. Kimutattdk, hogy gatolja a fesziiltségfiiggd Na'- és a kés6i
egyeniranyit0 K'-csatorndkat, valamint a GABA és NMDA ionotrép
receptorokat. Rdadasul néhiny in vivo tanulméany felvetette, hogy a tramadol
analgetikus képessége mellett, a lokdlis anesztetikumokéhoz hasonld, ,helyi
érzéstelenitO-szertl” hatéssal is rendelkezik.

Kézenfekvonek tlinhet tehat a kérdés, hogy ha a tramadol hatésai ennyire
széleskoriiek és bizonyitottan ilyen sokféle ioncsatorna miikodését képes
befolyasolni, vajon nem lehet-e hatdssal a fajdalom kialakuldasaban kozponti
szereppel bir6 TRPV1-re is. A tramadol esetlegesen TRPV1-en megvaldsulo
lokélis hatasa lehetOséget teremtene az eddigiektdl egészen eltérd klinikai

alkalmazasra, kiilondsen egy olyan teriileten, mint a fogdszat és a szdjsebészet.



TRPV1 kifejezodése nem-neurondlis szoveteken

A TRPVIl1-et vizsgdld kutatdsok egyik izgalmas eredménye volt az is,
amikor kideriilt, hogy a receptor elhelyezkedése €s milkodése nem csupan
neurondlis szovetekre korldtozodik. Bir6 €s munkatarsai péddul kapszaicin
segitségével a hitsd gyoki ganglionokéhoz nagyon hasonld, TRPV1-specifikus
kalcium-bearamléast idéztek eld hizosejteken €s glioma sejteken. Emellett
beszamoltak a kapszaicin specifikus hatédsair6l, tobbek kozott, human
polimorfonukledris sejteken, timocitidkon, bronchidlis epitéliumon €s humén
limfocitdkon. Végezetiil bebizonyosodott, hogy a receptor funkciondlis formdja
expresszalodik epidermalis keratinocitdkon, humin hugyhdlyag epitelidlis és
intersticialis sejtjein, valamint a gasztrointesztindlis traktus epitelidlis elemein is.

Fontos megfigyelés volt tovdbba, hogy a TRP csaldd egyes tagjai (koztiik
a TRPV1) a normdl nem neurondlis szovetek mellett valtozd mértékben
expresszalodnak tumoros sejteken is. Jelentds TRPV1 expressziot mutattak ki
prosztata, vastagbél, hasnydlmirigy €s hdlyag karcindmdkban, illetve LNCaP
and PC-3 humdan prosztata karcinOmabol szarmazd sejtvonalakon. Néhany
tumor esetén pedig az is kideriilt, hogy a TRPV1 protein expresszidjanak
mértéke a tumor gradusdnak novekedésével parhuzamosan nd (prosztata
karcindbma) vagy, éppen ellenkezoleg, csokken (holyag karcindma; glioma).

Bar Tanaka és mtsai mar 2002-ben beszdmoltak arrdl, hogy kapszaicin
etetése szignifikdnsan gétolta a patkdnyokban 4-nitroquinolin 1-oxid-dal
indukdlt nyelvtumorok ndvekedését, mindeziddig senki sem vizsgélta azt, hogy
a tapcsatorna kezdeti szakaszdn, a csipOspaprika elsodleges ,,célpontjaul”
szolgdlo szdjiireget bélelo hamsejteken megtaldlhat6-e ez a receptor, illetve a
szdjireg leggyakoribb rosszindulatd elvaltozdsat jelentd nyelvtumorokban

valtozik-e annak expresszioja.



Szdjiiregi rdkok epidemiologidja

A nyelvtumorok még napjainkban is jelentds egészségiigyi problémat
okoznak vildgszerte. A prekancer6zus ham diszplazia (pl. leukoplakia) talajan
kialakul6 malignus elvaltozas a szdjiiregi rosszindulatid daganatok 30-40 %-at
képviseli, melynek 95 %-a laphambdl kiindulé folyamat. Béar az el6forduldsi
gyakorisdga a vilag egyes tdjain igen kiilonb6z0d, az incidencia és mortalitasi
mutatok sajnos a legtobb orszdgban nodvekvo tendencidjiak. Ezen adatok
vonatkozasaban az eurdpai orszdgok koziil Magyarorszagon a legrosszabb a
helyzet, ugyanis az ajak- €s szdjiiregi rdkok esetében mind a mortalitds, mind az
incidencia listavezetoi vagyunk. A Kozponti Statisztikai Hivatal és a Nemzeti
Rakregiszter adatai alapjan hazankban az ajak- és szdjiiregi rakok (C00-C14)
incidencidja a nagy haldlozasi gyakorisdgi daganatos lokalizacidk sorrendjében
az O0todik helyen all. A szgjiiregi karcindomék okozta haldlozds a mult szdzad
végén 1jesztd novekedési dinamikit mutatva kozel négyszeresére nott. Bar az
ezredforduldra a mortalitasi mutatok dramai emelkedése megsziint, szignifikans
csokkenést ezen a téren az elmult 7 esztendOben sem sikertilt elérniink.

A szgjiiregi laphamrakok kedvezotlen prognosztikaji daganatok. A késon,
elorehaladott stadiumban felismert daganatok 5 éves tulélési ardnya a mutét, a
besugarzas és a kemoterdpia modszereinek elmult évtizedekben elért javuldsa
ellenére sem mozdult el jelentdsen az 50-55%-os értékrol. Sajnos mind a mai
napig viszonylag kevés jol alkalmazhat6 prognosztikai té€nyezd all
rendelkezésiinkre a betegség lefolydsanak, kérjoslatdnak becslésére. fgy a
szlirések és a megelozést segitd programok mellett nagy hangsulyt kell fektetni
olyan diagnosztikus molekuldk, prognosztikai faktorok illetve kemopreventiv
agensek felfedezésére, amelyek segithetnek a daganat korai felismerésében, a
korfolyamat agresszivitisanak megitélésében, valamint a sebészi terapiat

kiegészitd szupportiv kezelés megtervezésében €s kivitelezésében.



CELKITUZESEK

Kisérleteink elsd részében a TRPV1 lehetséges szerepét vizsgiltuk a
sztomatoldgiai gyakorlatban gyakran €s j6 hat€konysaggal alkalmazott tramadol
fajdalomcsillapito hatasanak kifejlodésében.

1. Kezdetben arra voltunk kivancsiak, hogy a tramadol hatdssal van-e a
sejtek intracelluldris kalcium-homeosztazisara TRPV1-t overexpresszalo
heterolog expresszids rendszerben (TRPV1-CHO sejtek).

2. Vizsgdlni kivantuk tovabb4, hogy ez a hatds a TRPVl1-en keresztiil
val6osul-e meg, €s ha igen, akkor aktivalé vagy gatlo jellegt.

3. Elemeztiikk emellett a specifikus TRPVI1-medidlt sejtvalaszok kinetikai
paramétereit, Osszehasonlitva a receptor legismertebb agonistdja, a
kapszaicin altal kivéltott tranziensekkel.

4. Végerzetiil azt vizsgaltuk, hogy a tramadol hatdsa koncentrac6 fliggd
modon alakul-e ki.

Kisérleteink masodik részében a szdjlireg leggyakoribb rosszindulatu
elviltozasat  jelentd  nyelvtumorokban, illetve annak prekancerdzus
elvéltozasaban (leukopldkia) vizsgdltuk a TRPV1 kifejez0dését.

1. Képalkot6 technikdkat felhaszndlva elOszor egészséges humdn nyelv

(dorzdlis és ventralis) hamjaban vizsgaltuk a TRPV1 expresszigjat.

2. Ezt kovetden azt elemeztiik, hogy valtozik-e a receptor kifejez0désének
mértéke prekancer6zus elvaltozdsokban, illetve kiilonbozd malignitasi
foku nyelv laphdmkarcin6méban.

3. Vizsgéltuk emellett azt is, hogy a TRPV1 expresszid véltozdsa a tumoros
szovetekben mutat-e  Osszefiiggést a tumorok hisztopatoldgiai
jellegzetességeivel.

4. Végezetiil, modellt keresve késObbi funkciondlis vizsgélatainkhoz, humén
nyelv laphdmkarcindmébdl szarmazé sejtvonalon (CAL27) elemeztiik a

TRPV1 kifejezodését.

10



ANYAGOK ES MODSZEREK

Sejttenyésztés

A tramadol TRPV1-re kifejtett hatasat TRPV1-CHO sejteken vizsgaltuk.
PUHG102-3 plazmidba szubklonozott patkdny TRPV1 cDNS-t vittiink be pTet
Off regulétor plazmiddal méar stabilan transzfektalt CHO sejtekbe (TRPV1-CHO
sejtek). Ezekben a sejtekben tetraciklin jelenlétében a pUHG plazmid kédolo
régidja nem irodik at mRNS-sé, tehat a TRPVI1 termel6dése gatolt. Ezért a
TRPV1-CHO sejteket 10 % borjusavot, glutamint, antibiotikumokat, valamint
tetraciklint tartalmazé Ham F-12 médiumban tenyésztettiik. A sejteket 48 oraval
a kisérletek kezdete eldtt a tipoldat tetraciklin-mentes Ham F-12 médiumra
véltoztatasaval indukdltuk. Az igy indukalt sejteket egy éjszakan &t 37 °C-on,
majd azt kovetden 35 °C-on tenyésztettiik. Az expresszié hatékonysdganak
ellendrzését Western blot technikdval végeztiik el.

Kisérleteink egy madsik részét humdn nyelv laphdmkarcindmabdl
létrehozott CAL27 sejtvonalon végeztiik. A sejteket 37 °C-on, 5 % CO,
atmoszférdban L-glutamint tartalmazé Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
tipoldatban tenyésztettiik, melyet kiegészitettiink 10 % f6talis borju szérummal,

antibiotikummal €s fungizonnal.

Intracelluldris kalciummérés egyedi sejten

A fedOlemezre szélesztett, elozetesen indukdlt sejteket 5 uM kalcium
érzékeny fluoreszcens fura 2 festék acetoximetilészter formdjaval (fura 2-AM)
90 percig inkubéltuk 35 °C-on, tenyésztooldatban. A fura 2-AM-rel feltoltott
sejteket tartalmaz6 feddlemezeket invertdldé fluoreszcens mikroszkoppal
vizsgaltuk. Az excitacios hullamhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettds
monokromdtor, valamint on-line kapcsolt szdmitogép segitségével (PTI
Deltascan késziilék), majd a fluoreszcens emissziot 510 nm-en fotoelektron-

sokszorozoval detektaltuk, 10 Hz-es mintavételi frekvenciat hasznalva.
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Meghatéaroztuk a 340 (Fsy4) és 380 nm-en (Figy) torténd gerjesztés hatdsara
emittalt fluoreszcenciaintenzitas-hanyadosokat (R=F34¢/F3g).

Kisérleteink sordn a sejteket allandéan mostuk kalciumtartalmi Tyrode-
oldatban, lassu perfuziéval. A vizsgalt anyagokat (kapszaicin, tramadol,
kapszazepin) a sejtek kozvetlen kozelébe helyezett gyors perfuzios rendszerrel
adagoltuk.

A tranziensek kinetikai paramétereit, azaz a kivaltott tranziens maximalis
amplitaddjat, az agonistdk adagoldsdnak kezdetétOl az amplitidé6 maximumaig
eltelt 1d6t és a felszall6 szarra illesztett egyenes meredekségét a DE OEC

Elettani Intézetében kifejlesztett program segitségével hatdroztuk meg.

[Ca’* ] -ban bekovetkezd viltozdsok mikrofluorimetrids mérése

A sejteket a fentebb leirtak szerint elkészitett tetraciklin-mentes Ham F-12
mediumban 40000 sejt/lyuk slriiségben szélesztettiik 96-lyuku fekete falu,
atlatsz6 alju edényekbe, majd az edényeket 48 Oran at 34,5 °C-on tartottuk. A
mérés napjan kalciumérzékeny fluoreszcens fluo 4 festék acetoximetilészter
formdjaval (fluo 4-AM) 40 percig inkubaltuk 34,5 °C-on, tenyésztdoldatban.
Tobbszori mosast kovetden a sejteket 1% borju szérum albumint (BSA) és
Probenecidet tartalmazé Hank-oldatban inkubaltuk 30 percig 34,5 °C-on. A Fluo
4-AM-rel feltoltott sejteken FlexStation II’* (FLIPR) fluoreszcens mikroplate

2+]i—ban bekovetkezo valtozasokat 494 nm

reader segitségével mértik az [Ca
excitidcios €s 516 nm emisszios hulldmhossz mellett. A doézis-hatds gorbe

meghatarozasdhoz Hill-egyenletet alkalmaztunk.

Immuncitokémia és konfokdlis mikroszkopia

A CAL27 sejtek TRPV1 expresszigjat €s szubcellularis lokalizaciojat
immunfestést kovetd konfokdlis mikroszkép technikdval vizsgéltuk. A
sejttenyészeteket acetonnal fixaltuk, majd blokkol6 oldattal torténd kezelést

kovetoen TRPV1 ellen termeltetett antitesttel inkubaltuk. Ezt kOvetoen
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fluoreszcein izotiociandttal (FITC) konjugdlt antitesttel torténd jelolést
hajtottunk végre. A sejtmagokat 4,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI) jeloltiik,
majd a sejtekrol Zeiss LSM 510 konfokalis mikroszkoppal felvételeket
készitettiink. A negativ kontrollok primer antitestek felhaszndldsa nélkiil

késziiltek.

Humdn szovetek

Vizsgdlataink a DE OEC Tudomanyos Bizottsigdnak Regiondlis és
Intézeti Kutatasetikai Bizottsdga engedélyével és valamennyi érintett beteg
irasos beleegyezésével torténtek. Hét, kordbbi anamnézisében minden pre-
illetve malignus elvaltozastdl mentes felnOtt normal (egészséges) nyelvének kis
darab hamszovete keriilt eltavolitasra rutin diagnézis céljabdl (kontroll minta).
Kisérleteinkben — patologus altal elvégzett gondos hisztopatologiai elemzést
kovetben — humdan nyelv nyolc leukopldkids epitéliumat és tizennyolc

laphdmkarcinémajat hasznaltuk fel.

A humdn szoveti mintdk elokészitése

A kapott szoveti mintdkat két részre osztottuk. Az egyik részt
paraformaldehidben torténd fixdlds ¢€s paraffinba 4dgyazast kovetOen
immunhisztokémai eljardsokkal vizsgaltuk. A masik részt Q-PCR és Western
blot analizishez hasznéltuk fel. Elsé 1épésként epitélidlis szovetben gazdag
mintdkat allitottunk eld. Ezt kovetéen mintdinkat folyékony nitrogénben
lefagyasztva taroltuk, mig a kell6 szamu minta 0sszegyUjtését koveten Q-PCR

€s Western blot vizsgalatokat végeztiink.

Immunhisztokémia
Az immunhisztokémiai kisérleteket 5 um vastag, formalinban fixalt,
paraffinba agyazott szovetmintdkon hajtottuk végre. Deparaffinalast kovetoen

antigénfeltarast végeztiink. Az endogén peroxididz blokkot és az aspecifikus

13



kotohelyek lefedését kovetoen a metszeteket TRPV1 ellen termeltetett antitesttel
inkubaltuk, majd polimer-tormaperoxiddiz (HRP) konjugalt masodlagos
antitestettel torténd jelolés utdn adtuk hozza a metszetekhez a diaminobenzidin
(DAB) kromogént. Negativ kontrollként az elsddleges antitestet szintetikus
blokkol6 peptiddel inkubdltuk, illetve elhagytuk a TRPV1 ellenes antitestet.
Humédn borbol és prosztatdbol készitett metszeteken lathato6 TRPV1

immunreaktivitas szolgalt pozitiv kontrollként.

Az immunhisztokémiai képek elemzése

A fent részletezett immunhisztokémiai eljarassal megfestett metszetekrol
felvételeket készitettiink, melyeket a tovabbiakban Image Pro Plus 4.5
képanalizdlo szoftver segitségével elemeztink. A TRPV1 immunreaktivitas
intenzitasat 10 véletlenszerlien elhelyezett egyenld nagysagu teriiletben mértiik,

majd meghataroztuk az immunpozitiv pixelek atlagat.

Western (immuno) blot analizis

A szoveti mintdkat folyékony nitrogénben tO6rténd poritds utin, lizis
pufferben homogenizaltuk, ultrahangos szonikdloval feltardst végeztiink, majd
meghatdroztuk a lizitumok proteintartalmat. Ezutdn SDS poliakrilamid
gélelektroforézist (SDS-PAGE) kovetden a  szétvalasztott fehérjéket
nitrocellul6z membréanra transzferdltuk, €és TRPV1 ellenes elsOdleges illetve
torma-peroxiddzzal = kapcsolt  masodlagos  antitestek  felhasznaldsaval
immunfestést végeztiink. Az immunjelek rogzitése minden esetben
kemilumineszcens kit €s Intelligent Dark Box alkalmazasiaval tortént. Az
expresszi6 kvantitativ meghatdrozasit denzitométer, valamint megfeleld

szoftver segitségével hajtottuk végre.
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Kvantitativ ,,real-time” PCR (Q-PCR)

A Q-PCR kivitelezése az ABI PRISM 7000 Sequence Detection System
segitségével tortént, az 5° nukledz mddszer felhaszndldsdval. A teljes RNS
kivondsara Trizolt hasznaltunk. A teljes RNS 3 pg-jabdl kiindulva AMV reverz-
transzkriptazt €s random primert felhasznilva allitottunk el6 cDNS-t. A PCR
amplifikici6 TagMan primerek €s probak alkalmazdsaval tortént a TagMan
Universal PCR Master Mix Protocol alapjan. Bels6 kontrollként a gliceraldehid
3-foszfat dehidrogendz szolgélt. Az eredmények kiértékelése sordn a TRPV1

transzkiptek mennyiségét a GAPDH-éra normaltuk a ACT mdédszer szerint.
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EREDMENYEK

1. A tramadol hatdsa a TRPV1-re

Indukdlhaté TRPVI-CHO expresszids rendszerben a tramadol Ca’* tranzienst
vdlt ki

Mindenekeldtt megvizsgaltuk, hogy az altalunk hasznalt TRPV1-CHO
expresszios rendszerben a TRPV1 receptor valoban funkciondlis csatornaként
van-¢ jelen. Kordbbi eredményeinkkel Osszhangban megallapitottuk, hogy a
receptort expresszdl6 CHO sejteken 1 uM kapszaicin Ca*'-tartalmd
extracelluldris oldatban [Ca*']; tranzienst hozott létre. Azt is megfigyeltiik, hogy
ezen tranziensek kapszaicin ismételt adasakor (300 s-ként) nem mutattak
tachifilaxist.

Megiéllapitottuk tovdbba, hogy ugyanezen sejteken a TRPV1 antagonista
kapszazepin (5 uM) jelenlétében a kapszaicin nem véltott ki [Ca®];
tranzienseket. Mivel a kapszaicin a receptort nem expresszdlé CHO sejtekben
sem viltotta ki az [Ca®"]; novekedését — bdr a vizsgilt sejtek 73 %-a tranzienssel
valaszolt adenozin-trifoszfat (ATP) adasakor (n=11) — kimondhatjuk, hogy az
altalunk vélasztott expresszids rendszerben a TRPV1 valéban funkcionalisan
aktiv formdban van jelen, és a kapszaicin receptorspecifikus médon képes ezt
aktivalni.

Ezt kovetden arra voltunk kivancsiak, hogy a tramadol befolyasolhatja-e a

kapszaicin 4ltal kivaltott [Ca®"];

tranzienseket. El0szOr a receptort nem
expresszal6 CHO sejteken vizsgaltuk a tramadol hatdsidt kalciumtartalmu
extracelluléaris oldatban. 1 uM tramadol egyetlen esetben sem okozott valtozast
az [Ca**];-ban sem 10, sem 60, sem 600 s-ig tart6 adagolast kdovetden sem, mig
180 uM ATP-re ugyanezen sejtek 73 %-ka vélaszolt tranzienssel. Legnagyobb
meglepetésiinkre az elozoekkel mindenben megegyezd koriilmények kozott a

receptort nagy szdmban expresszdld, indukdlt TRPV1-CHO sejtek 72 %-nél

(n=41/57) 1 uM tramadol énmagdban is megndvelte az [Ca* -t (kiiszobnek a
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fluoreszcens hanyados, az adott anyag alkalmazédsanak kezdetétdl szamitott 60 s
beliil 1étrejott, legaldbb 10 %-os novekedését tekintettikk). Ez a jelenség
tramadol 1smételt alkalmazdsa esetén szintén kivalthat6 volt. Mindezen
eredményeink azt sugalltdk, hogy a tramadol az 4ltalunk alkalmazott expresszids

rendszerben, meglepd médon TRPV1 agonistaként viselkedik.

A tramadol dltal indukdlr [Ca®*]; tranziensek kiilonboznek a kapszaicin dltal
kivdltottaktol és ismételt alkalmazds sordn kifejezett tachifilaxist mutatnak

Valamennyi éltalunk mért tramadol 4ltal kivaltott [Ca®"]; tranziens gyors
tipusu tranziens volt, azaz az amplitidé maximumat [1,2 + 0,1 a fluoreszcencia
értékek hanyadosaval (ratio) jellemezve] gyorsan elért€k. Kinetikai paramétereit
tekintve a maximumig eltelt 1d6 20,9 + 1,2 s, a felszall6 szar meredekségét pedig
0,27 = 0,04 ratio/s volt. Az altalunk regisztralt tramadol tranziensek jol
osszevethetoek voltak a kapszaicin okozta [Ca®']i-ban  bekovetkezd
valtozasokkal. Osszehasonlitva a kapszaicin, illetve a tramadol 4ltal kivéltott
[Ca®™]; véltozdsokat ugyanakkor azt tapasztaltuk, hogy tramadol esetén a
maximdlis amplitido és a meredekség szignifikdnsan kisebbnek, a maximalis
valasz kialakuldsdhoz sziikséges 1d0 pedig ezzel egyidejlileg szignifikdnsan
nagyobbnak adédott. Az [Ca®]; a vélaszok 76 % (kapszaicin) ill. 79 %-nal
(tramadol) visszatért a kiinduldskor jellemzd nyugalmi szintre.

Igen jelentOs kiilonbséget taldltunk tovabba a két anyag hatdsa kozott
ismételt adas esetén. Ismert, hogy a TRPVI-CHO expresszios rendszerben a
masodik kapszaicin adagolds nem okozza a tranziensek maximalis
amplituddjanak szignifikdns csokkenését (tachifilaxis). Ezzel szemben a
tramadol (1 uM, 300 s-ként adagolva) hatdsara kialakult mdsodik tranziens
amplitiddja csak 63,4 + 54 %-a (n = 41) volt az elsOnek, mig a harmadik
tranziens amplitiddjdnak maximuma tovabb csokkent a masodik tranziensének

46,3 +£3,8 %-ra (n =41).

17



A tramadol a TRPVI-t aktivdlva noveli meg a [ Ca**];-t

A kovetkezo 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 hatassal van-e a tramadol
altal kivaltott tranziensekre. Jelen kisérletben — a fent emlitett tachifilaxis
jelensége miatt — a kovetkezd protokoll szerint jartunk el. Az indukalt TRPV1-
CHO sejtekhez egymds utdn haromszor adtunk 1 pM tramadolt (10 s),
ugyanakkor ezesetben 600 s-os 1dokozonként. Erre a viszonylag hosszu
iddintervallumra azért volt sziikség, mert ez pontosan megfelel egy tranziens
kivaltdsa utan sziikséges mosds (300 s) és az altalunk tervezett kapszazepin
elokezelés (300 s) egyiittes idejének. Eredményeink statisztikai elemzését
kovetden meghataroztuk az erre a kisérletes koriilményre jellemzO tramadol-
indukalta tachifilaxis mértékét. Azt talaltuk, hogy a masodik tranziens
maximalis amplitidéja az elsd (kontroll) 76,6 = 7,8 %-ra csokkent, mig a
harmadik tranziens amplitiddja a mésodik 78,2 + 8,4 %-a volt (n = 10). Ezt
kovetben megismételtilk a kisérletet a fenti protokoll szerint ugy, hogy a
harmadik 10 s-os tramadol alkalmazasit egy 300 s-os kapszazepin (5 uM)
kezelés elozte meg. A kapszaicin kompetitiv géatlészere, valamennyi esetben

-ot noveld hatdsat. A

szinte teljes mért€kben kivédte a tramadol [Ca
kapszazepin mellett adott tramadol esetén 1étrejott tranziens amplitiddja csupan
al12,7 £ 2,8 %-a (n= 10) volt annak, amelyet a TRPV1 antagonista jelenléte
nélkiil mértiink. Megallapitottuk azt is, hogy a kapszazepin gitl6 hatdsa a
tramadol altal kivaltott tranziensek esetében is reverzibilis, hiszen 600 s-os
mosast kovetden alkalmazott 1 uM tramadol (negyedik tranziens) ismét képes
volt — a kapszazepin jelenlétében mérthez képest — szignifikdnsan megnovelni az

[Ca**];-ot.
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A tramadol hatdsa koncentrdciofiiggo

A tovabbiakban a tramadol dézis-hatas gorbéjét kivantuk meghatarozni.
Mivel az el6zdekben bemutatott tachifilaxis jelensége miatt az egyedi sejten
torténd  [Ca*]; meghatarozds alkalmatlannak tlint a kiilonb6z0 tramadol

2+]i—ban bekovetkezo valtozasokat

koncentraciok hatdsanak vizsgalatahoz, az [Ca
fluoreszcens mikroplate reader (FLIPR) segitségével mértiik. Azt talaltuk, hogy
mig a tramadol (hasonl6an az egyedi sejten mért eredményeinkhez) a kontroll
(ires vektort expresszdlo) CHO sejteken nem befolyésolta, addig a TRPVI-
CHO sejteken koncentracié fiiggé moédon megnovelte az [Ca**]i-t.
Eredményeink matematikai analizisét kovetden az ECs, ért€k tramadol esetében

0,08 £ 0,03 uM (n = 4), a kapszaicinnél pedig 0,04 £ 0,01 uM volt (n =5).

I1. A TRPVI kifejezodése szdjiiregi korképekben

A TRPVI kifejezodik egészséges humdn nyelv hamszovetében

Az egészséges (kontroll) human nyelv hdmjiban, immunhisztokémiai
eljarassal, igen enyhe TRPV1-specifikus immunreaktivitast (ir) tapasztaltunk. A
nyelv ventrdlis felszinét borit6 hamban fellelhet6 minimalis TRPV1-ir pusztan a
stratum (str.) superficiale legfelszinesebb rétegére lokalizalodott.

Ugyanakkor a nyelv dorzilis oldalat fedo specializalt hdmban a str.
spinosum bazalisan elhelyezkedd sejtjeiben taldltunk intracellularis €s
jellegzetes granularis képet mutatd TRPV1-ir-t. Ezzel ellentétben sem a lamina
propria-ban, sem a szubmukézdban nem lattunk immunreakciét. Az
immunpozitivitds specifikus reakcionak bizonyult, hiszen az elsddleges antitest

elhagyasaval késziilt kontroll vizsgalatok alkalmaval sohasem jelent meg.

19



A TRPVI kifejezodése fokozodik a nyelv premalignus és malignus
elvdltozdsaiban

Meglepetésiinkre a premalignus elvéltozasok kozé sorolt leukopldkidbol
szarmazd ham az egészségeshez képest igen intenziv €s jellegzetes TRPV1
pozitivitdst mutatott. Valamennyi, a str. basaleban €s a str. spinosumban
taldlhat6 sejten egyértelmli membranfestodést figyeltink meg. Ez az
immunpozitivitds megtaladlhat6 volt a str. superficiale kiilonb6z6 mértékben
degenerdlt sejtjeinek membréanjdban, illetve nyomokban fellelhetd volt a
hiperortokeratétikus felszinen is. Az elsOdleges antitest elhagyasdsaval késziilt
metszeteken hasonlé immunreakcid egyetlen esetben sem volt megfigyelhetd.

Ezt kdvetden nyelv laphdmkarcindmabdl szirmazé mintdkon vizsgaltuk a
TRPVI1 expresszidjat. A szubmukodzat infiltralé tumoros epitélidlis sejteken az
egészséges kontrollndl tapasztaltakhoz képest draimai mdédon megnott a TRPV1-
specifikus immunpozitivitds intenzitdsa. A gyenge membrinlokalizacié mellett
foként intracelluldrisnak impondlé festddés — hasonléan a kontroll hdm str.
spinosumdban latottakhoz — szintén granuldlt, szemcsés képet mutatott. Az
elsOdleges antitest elhagydsdval késziilt negativ kontrollon semmilyen
immunreakcié nem volt megfigyelhetd.

Erdekes megfigyelésre jutottunk, amikor megvizsgéltuk a tumorinvaziét
hatarold felszini hamot. Azt taldltuk, hogy a kornyezo, kissé kiszélesedd, de
szerkezetében még az egészséges ham jegyeit viselo epitéliumon eddig nem
latott mértékben ndtt meg a TRPV1 szintje a ham teljes vastagsdgaban. A str.
basale €s a str. spinosum bazdlisabban elhelyezkedd sejtjei a fent leirtaknak
megfeleloen szemcsés intracellularis festddést mutattak. Az apikélisabban fekvo
sejteken az 1mmunpozitivitds ugyanakkor egyértelmiien megjelent a
sejtmembrdnban, melynek intenzitdsa a felszin felé haladva fokozddott és

maximumat a str. superficiale-ban érte el.
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Image analizis softver segitségével (szemi-)kvantifikdlva a képeket a
dorzalis kontrollhoz képest (mivel a kontroll mintdk koziil itt tapasztaltunk
jelentdsebb TRPVI1-ir-t, ezt valasztottuk az 0Osszehasonlitis alapjaul)
szignifikdns kiilonbséget taldltunk a leukopldkia, a tumorfészek és a tumor
kornyezetében talalhato felszini ham esetében. Emellett ugyancsak szignifikans
volt a kiilonbség a prekancer6zus leukopldkia €s a tumoros mintdk, valamint a
tumor kornyezetében talalhato felszini ham kozott.

Bar a nyelv laphdmkarcindbmébdl  szdrmazé  mintdkon az
immunhisztokémiai eredményeink a TRPVI1 kifejez0désének jelentOs
novekedésére utaltak — tekintettel e technika szemi-kvantitativ tulajdonsagéira —
az expresszio-fokozddas mért€kének pontos meghatarozasara Western blot és
Q-PCR technikékat is alkalmaztunk. A TRPV1-specifikus mRNS transzkript és
protein szintje, habar jelentds fluktudciot mutatott az egyes mintdk szintjén, az
0sszes tumoros mintdban magasabb volt, mint a kontroll hdmszovetekben. Az
Osszes laphdmkarcindmibdl szdrmazd minta statisztikai analizise azt mutatta,
hogy a TRPVI1 protein és specifikus mRNS transzkript mennyisége a
kontrollhoz képest szignifikdnsan megemelkedett a Gl és a G2 gradusu
tumorokban. Annak ellenére, hogy legaldbb ilyen mért€kli kiilonbség figyelheto
meg a kontroll mintdkban és a G3 gradusu tumorokban mért értékek kozott, a
nagy malignitdsu csoport alacsony mintaszamdra (n = 2) vald tekintettel, a
szignifikanciat statisztikailag itt nem tudtuk alatdmasztani. Fontos volt
ugyanakkor azon megfigyelésiink, hogy sem protein, sem mRNS szinten nem
taldltunk szignifikdns kiilonbséget akkor, amikor a TRPV1 expresszidjanak

mértékét hasonlitottuk Ossze a kiillonb6zo gradusu csoportok kozott.

A TRPVI kifejezodése  konfluenciafiiggo ~modon né humdn nyelv
laphdmkarcinomdjdbol szdarmazo CAL27 sejtvonalon
Azért, hogy a TRPV1 receptort az egyes sejtek szintjén tudjuk vizsgalni,

human nyelv laphamkarcin6mdjabol szarmazé CAL27 sejtvonalon folytattuk
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kisérleteinket. E16szor immuncitokémiai eljarassal mutattuk ki a TRPV1 protein
jelenlétét ezeken a sejteken. A konfokdlis mikroszkoppal késziilt felvételen jol
megfigyelhetd az intracelluldrisan és a sejtmembranban egyardnt megjeleno igen
intenziv immunpozitivitas.

A TRPV1 mRNS transzkriptek kvantitativ detektdlasa ebben az esetben is
Q-PCR technikaval tortént, mig a protein expressziot Western blottal hataroztuk
meg. Kiilonboz6 konfluencidju mintdkban vizsgdlva a TRPV1 relativ mRNS és
protein szintjét (kvantitativ denzitometrias analizist kovetden) azt tapasztaltuk,
hogy a TRPV1 kifejez0dése a sejtek novekedési iitemének, azaz a tenyészet
konfluencidjanak mértékében mind mRNS, mind protein szinten jelentOsen

fokozodott.
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MEGBESZELES

A tramadol és a TRPV1

Az irodalmi adatok mellett a DE OEC Szgjsebészeti Osztalyan toltott
gyakorlatom tapasztalatai is azt mutatjak, hogy az allcsonttorések miitéti ellatasa
€s a szdjliregi daganatok gyakran radikélis nyaki disszekcidval Osszekotott
sebészi eltavolitisa utdn, a posztoperativ szakban alkalmazott tramadol igen
hatékonyan csillapitja még az ilyen nagy miitéti beavakozassal jard fajdalmakat
is. Ez a kiillondsen eredményes fajdalomcsillapitd képesség (a p-6pioid receptor
aktivalasa mellett) szamos mads, idegsejten 1€vo fesziiltség- és ligand-vezérelt
ioncsatorna egyidejli gatldsaval is magyarazhato.

Kisérleteink elsO részében azt vizsgaltuk, hogy a klinikai gyakorlatban
posztoperativ és kronikus f4ajdalmak csillapitasdra széles korben alkalmazott
tramadol befolydsolja-e a fajdalom kozponti integrator molekuldjaként ismert
TRPV1 miikodését. Legnagyobb meglepetésiinkre (az eldzetesen felallitott
hipotézisiinkkel teljesen ellentétes modon) a TRPV1 heterolég expresszios
rendszerben a (fajdalomcsillapité) tramadol, a kapszaicinhez hasonldan,
koncentréci6 fiiggé médon megnovelte a TRPV1-CHO sejtek [Ca*']; —jat (mig a

receptort nem expresszalé (iires vektor) CHO sejtek [Ca**];

-ban semmilyen
valtozast sem okozott). Megfigyeltik azt is, hogy a TRPVI1 antagonista
kapszazepin hatarozottan, de reverzibilis médon gétolta a tramadol altal indukalt
[Ca’*]i-ban bekovetkezo viltozasokat. Mindezen eredményeink egyértelmiien
arra utaltak, hogy a tramadol képes a TRPV1 specifikus aktivilasara.

Erdekes megfigyelésiink volt az is, hogy mig a kapszaicin ismételt
alkalmazdsa nem eredményezett szignifikdns véltozdst a [Ca®']; tranziensek
amplitudéjaban és kinetikai paramétereiben, addig a tramadol jelentOs
tachifilaxist okozott. Kordbbi vizsgdlatok ugyanebben az expresszids

rendszerben mar kimutattdk, hogy a kiilonb6z6 vanilloid vegyiiletek — eltéro

kémiai adottsdgaik (pl. lipofilicitds) €s a TRPV1-hez val6 kiilonb6zd affinitdsuk
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miatt — mds-méds  tulajdonsdggal  jellemezhetd [Ca®]; tranzienseket
eredményeztek (eltérések voltak megfigyelhetok a maximdlis vélasz, a
hatiser0sség, a valasz latencidjanak mért€kében €s a tachifilaxis jelenségében
is). Eppen ezért azt feltételezziik, hogy a kapszaicin és a tramadol tachifilaxis
kivéltasara gyakorolt kiillonb6z0 hatdsa mogott elsésorban a két anyag szerkezeti
kiilonbozdsége allhat.

A klinikai gyakorlatban éltaldban 50 mg egyszeri dézisban alkalmazott
tramadol plazma szintje 0,1 — 0,3 ug/ml-t ér el (intramuszkularis vagy intravénas
alkalmazds mod;jatol fiiggden), 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 ECs, ért€kkel, ami eredményeink in vivo alkalmazhatésaganak lehetOségét
sugallja.

Mindezen informécidk tiikkrében kisérletes eredményeink azt a kérdést
vetik fel, hogy a tramadol nem vart ,.fajdalom-receptor”’-t (TRPV1) aktivalo
hatdsa hogyan illeszthetd be a tramadol f4jdalomcsillapité hatédsair6l eddig
alkotott képbe? Az egyik kézenfekvO magyardzat az lehetne, hogy a tramadol
altal kivdaltott TRPVI1 aktivaciot azonnal koveti a szenzoros afferensek
deszenzitizacidja. Ezen, a nociceptiv neuronokon vanilloid vegyiiletek estén mar
jol 1ismert jelenség felfiiggeszti az akcids potencidlok tiizelését €s igy a
fajdalomérzés megsziinéséhez vezet. Ezt a feltételezést erdsiti az a tény is, hogy
az altalunk hasznalt expresszios rendszerben a tramadol a kapszaicinhez képest
igen jelentOs tachifilaxist mutatott.

Ugyanakkor az is bizonyitott, hogy a TRPVI1 aktivacidja sordn a
szenzoros neuronok végkésziilékeibol szdmos neuropeptid (pl. P-anyag,
kalcitonin gén-kapcsolt peptid) szabadul fel, amelyek a kornyezd szovetekre,
sejtekre (pl. hizosejtek, keratinocitdk, érfalak simaizomsejtei €s endotéliuma)
hatva olyan lokélis regulatorikus folyamatokat indukdlnak, mint pl. a
vazodilaticié, immunmoduldci6, citokinek felszabaduldsa. Eppen ezért

elképzelhetd, hogy a tramadol, lokalis alkalmazas esetén, a TRPVI-t
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expresszalo afferens neuronokat aktivdlva kivaltja azok ,.efferens” vélaszat, ami
a végkésziilékekbdl kidramlo neuropeptidek révén a fent vazolt lokalis hatést
eredményezi.

Ezen wutébbi feltételezésiink szamos olyan, a tramadol klinikai
alkalmazasa soran megfigyelt €s kozolt jelenséget magyardzna meg, amelyeknek
okat ezidaig nem ismertiik. Tobb publikacid jelent meg ugyanis arrdl, hogy a
tramadol, intradermdlis alkalmazads esetén, a lidokainéhoz hasonl6 ,helyi
érzéstelenit0-szer’” hatds mellett olyan lokdlis reakcidkat valtott ki, mint a
bOrpir, duzzanat, viszketés, sot néhdny esetben még égl-csipd éErzést és
fajdalmat is. Egy munkacsoport az intravéndsan adott tramadol lokélis hatdsat
ugy vizsgalta, hogy rovid ideig tartd (1 perc) vénds pangdst hoztak létre az
alkarban. Kimutattdk, hogy a tramadol a kisérletben részt vevok 31 %-ndl a
lekotéstol disztalisan, a véndk mentén borpirt és ég0, £4j6 érzést okozott. Ezek
az in vivo megfigyelések szintén aldtdmasztjdk a tramadol TRPV1-t aktivalo
hatdsanak valdszinlis€égét, valamint azt, hogy a TRPV1 dltal beinditott
neuropepid-felszabadulas lokalis folyamatokat (és nem vart mellékhatdsokat)
eredményezhet.

Eredményeinket 0sszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy — 6sszhangban a
kordbbi in vivo és in vitro adatokkal —a tramadol az irodalomban leirt
kiillonb6zd 1ioncsatorndkon kifejtett véltozatos hatdsa mellett a TRPV1
wklasszikus” agonistijaként (is) viselkedik. Kezdetben ugyanis (feltehetden
kalciumbedramléds révén) aktivalja a szenzoros neuronokat (in vivo: atmeneti
€g0, f4j6 €rzés), majd neuropeptidek felszabaduldsit okozza (in vivo: borpir,
duzzanat, viszketés), végiil a neuronok deszenzitizacidjat (tachifilaxis) valtja ki
(in vivo: analgetikus hatas). Ez a ,haromlépcsOs” valasz igy egyidejiileg ad
magyarazatot a tramadol fajdalomcsillapitd képességére, valamint a meglepo (és

kellemetlen) lokalis mellékhatdsokra.
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TRPVI lehetséges szerepe humdn nyelv laphdmkarcinomdban

Evtizedeken 4t vita targyat képezte az irodalomban, hogy a csipds paprika
fogyasztasa jotékony modon befolydsolja-e a gyomor-bélrendszer mukodését,
avagy karositja annak nydlkahartydjat. A kordbbi hiedelmekkel szemben ma mar
bizonyitottan leirtdk a kapszaicin protektiv hatdsit még olyan viszonylag
sz€lsOséges esetben 1s, mint amilyen pl. a gyomorfekély. A ,kapszaicin
receptor” TRPV1 jelenlétét kimutattdk emellett a humén gyomor antrumdanak
egyes epitélidlis elemein, a parietdlis sejteken és a bélrendszer mas epitélialis
sejtjein is. Egyre tobben vizsgaljdk tovéabba kiilonbozo gasztrointesztindlis
daganatokbdl szarmazé sejtvonalakon (nyeldcsé epidermoid karcindmabol
létrehozott CE 81T/VGH sejteken, vastagbél daganatbol szarmazo HT-29
sejteken, gyomor adeno-karcindmdbdl szarmazd sejtvonalon) a kapszaicin
tumorellenes hatasat. Ugyanakkor mindeziddig senki sem elemezte a TRPV1
kifejezodését a csipOspaprika fogyasztas elsddleges ,.célpontjan”, az emberi
nyelv epitéliumdn.

Immunhisztokémiai, @ Western blot ¢és  Q-PCR  vizsgdlataink
egybehangzdan alatdmasztottak, hogy az egészséges nyelv epitéliumara jellemzd
viszonylag alacsony TRPVI1 expresszi6 mértéke (amely elsOsorban a nyelv
epit€éliumanak bazdlis rétegeire lokalizaloédott) nyelv laphdmkarcinéméban
minden esetben, a tumor gradusitol fiiggetleniil jelentdsen megemelkedett.
Mindezen eredményeink azt a feltételezést vetitették eld, hogy a TRPVI —
hasonl6an mas epitélidlis sejtekhez, mint amilyenek az emberi bor keratinocitai,
bronchiélis epitélium, illetve az uroepitélium - befolydsolhatja a nyelv
epitéliumanak proliferacios €s differencialédasi folyamatait.

Tovéabb er0Ositheti ezen elképzelésiinket az is, hogy humdén nyelv
laphdmkarcindméabdl szarmazé CAL27 sejtvonalon szintén kimutattuk a sejtek
konfluencidjanak novekedésével parhuzamosan fokoz6dé6 TRPV1 expressziot.
Az értekezés alapjaul szolgdld kozlemény megirdsa 6ta folytatott (és jelenleg is

zajlo) kisérleteink eredményei arra utalnak, hogy a TRPV1 agonista kapszaicin
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valoban befolyasolja a CAL27 sejtek novekedését. MTT alapu kolorimetrids
proliferacids assay segits€gével megallapitottuk, hogy a kapszaicin dozisfiiggd
modon csokkentette a sejtek proliferacigjat, illetve életképességét. Mivel az
fliggd meghatarozasan alapul, feltételezhetd, hogy a TRPV1 aktivacidja a sejtek
halaldhoz vezetett.

Bar annak tisztizdsara, hogy hogyan befolydsolja a TRPV1 a sejtek
novekedésének folyamatait tovabbi (in vitro €s in vivo) vizsgalatok sziikségesek,
eredményeink — a rendelkezésre all6 irodalmi adatokkal egyiitt (Tanaka és mtsai
patkdnyokon végzett kisérletben kapszaicin etetéssel sikeresen gatoltdk a
nyelvtumorok kialakuldsat és csokkentették azok novekedési iitemét) —
eldrevetitik a TRPV1 receptor szerepét, mint a human nyelv laphdmkarcindmék
szupportiv kezelésének egyik lehetséges €s igéretes célmolekuldja.

Erdményeinkbdl azonban az is kiolvashatd, hogy a laphdmkarcindmédkban
megemelkedett TRPV1 expresszi6 mértéke nem korreldl a tumorok
malignitdsdnak fokdval. Ugy tiinik tehdt, hogy ellentétben a prosztata
karcindmdval és a gliomaval, ahol hatarozott Osszefiiggést irtak le a receptor
kifejez0dése és a tumor gradusa kozott, a nyelvtumor esetén a TRPV1
prognosztikai faktorként nem szerepel.

Ellenben, miutdn a TRPV1 expresszi0 mar az alacsony malignitasu
tumorban, a tumorinvaziét hatdrold, mikroszkOpos szerkezet€ben még
egészségesnek tlind felszini hamban €s ami még fontosabb, a prekancerdzus
leukoplakiaban is szignifikdnsan megemelkedett, a TRPV1 a korai stadiumu
nyelvtumor diagnosztikus molekuldja lehet. Aldtamasztja ezt az elképzelésiinket
azon el0zetes eredményiink is, hogy a szdjnyélkahartya egy mdasik — kordbban
prekancer6zus 1€zidnak, ma mar inkdbb prekancer6zus allapotnak tekintett —
elvéltozasaban, az ordlis lichen planusban is fokozdodik a TRPV1 expresszidja (a
kézirat elOkésziiletben). Bér a leukoplédkiaval ellentétben a lichen maligniziciora

valé hajlama az irodalomban jelenleg is vitatott, az eddig rendelkezésre allo
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adataink alapjan azt gondoljuk, hogy a TRPVI1 molekula kifejezddésének
hirtelen novekedése a tumorgenezis egyik korai 1épésének tekinthetd, ezért a
TRPV1 szintjének meghatirozasa igéretes lehet a korai diagnozis felallitasaban.

Végezetiil azt is megfigyeltiik, hogy — hasonléan mds neurondlis és nem-
neurondlis sejttipusokhoz, mint amilyenek a szenzoros neuronok, hizdsejtek, a
bor és borfiiggelékek kiillonbozo sejtjei, hepatoblasztomabol szarmazod sejtek — a
TRPV1-ir nem korldtozédott csak a sejtek plazmamembranjdra, hanem
helyenként jellegzetes intracellularis festodést is megfigyeltiink. SOt azt is
megdllapitottuk, hogy az egészséges (kontroll), a prekancer6zus és tumoros
elvaltozasokbol szarmaz6é mintdkon a TRPV1 lokalizacigjat tekintve egészen
eltérd festési mintazatot adott. A nyelv egészséges epitéliumiban €s a tumoros
ham szubmukdézijaba betort tumorfészkek sejtjeiben foként intracelluléris
TRPVI1-ir domindl, mig leukopldkidban €s laphdmkarcind6mabol szarmazo
mintdk tumort hatdrol6, de szerkezetében még megtartott hamjanak felszines
sejtrétegeiben egyértelmilien a sejtmembran festddott. Bar annak tisztdzasara,
hogy pontosan milyen szereppel bir az intracelluldrisan elhelyezkedo TRPV1 a
nyelvet borité laphamsejtek tumoros transzformdcidjanak folyamataiban, még
tovabbi vizsgalatok sziikségesek, eredményeink egyértelmiien arra utalnak, hogy
a TRPV1 tumorgenezisben betoltott szerepe aligha elhanyagolhat6. Irodalmi
adatok ugyanis azt tdmasztjdk ald, hogy az intracelluldrisan elhelyezkedd
TRPV1 - feltételezhetéen, mint funkciondlis Ca**-csatorna — kulcsszereppel bir
a sejtmorfologia, életképesség és sejtmigracid szabalyozasdban.

Mindezen eredményeink alapjan ugy tlinik tehat, hogy a TRPV1 egy uj,
igéretes célmolekuldja lehet a nyelv laphamkarcindma korai diagnézisanak és

szupportiv kezelésének egyardnt.
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OSSZEFOGLALAS

Kisérleteinkben a tranziens receptor potencidl vanilloid-1 (TRPV1)
ioncsatorna jelent0ségét vizsgaltuk a sztomatoldgiai gyakorlatban. Munkédnk
elsé részében a klinikumban jo hatékonysdggal alkalmazott tramadol TRPV1
mikodésére kifejtett hatdsat elemeztiikk. Megéllapitottuk, hogy az altalunk
alkalmazott heterolog expressziés rendszerben (TRPV1-CHO sejtek) a
tramadol — a kapszaicinhez hasonléan — koncentraci6fiiggdé médon megnovelte a
sejtek [Ca®"]; -jat, mig a receptort nem expresszil6 (iires vektor) CHO sejtek
[Ca’]-jdban semmilyen véltozdst sem okozott. Kimutattuk azt is, hogy a
tramadol, ellentétben a kapszaicin hatdsaval, jelentos tachifilaxist okozott.
Bebizonyosodott emellett, hogy a TRPV1 antagonista kapszazepin hatarozottan,
de reverzibilis médon gétolta a tramadol éltal indukalt [Ca®*]i-ban bekovetkezd
valtozasokat. Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy a fajdalomcsillapito
tramadol képes a TRPV1 specifikus aktivaciojara.

Munkank masodik részében a TRPV1 kifejezodését vizsgaltuk
egészséges, leukopldkids és tumoros nyelv hdmjabol szadrmaz6é mintdkon.
Kimutattuk, hogy a TRPV1 kifejezddik egészséges human nyelv hamjaban.
Megiéllapitottuk ugyanakkor azt is, hogy a receptor expresszidjanak mértéke
szignifikdnsan nott a nyelv prekancer6zus elvéltozasaban és a kiilonbozo
gradusid  laphamkarcinémakban.  Bebizonyosodott  tovdabb4a, hogy a
megemelkedett TRPV1 expresszi6 mértéke nem korreldlt a tumorok
malignitdsanak fokdval. Huméan nyelv laphdmkarcindmébdl sziarmaz6é CAL27
sejtvonalon kimutattuk, hogy a TRPV1 expresszidja a sejtek konfluencidjanak
novekedésével parhuzamosan fokozodik. Mindezen adataink alapjan
feltételezhetd, hogy a TRPVI1 szerepet jatszik a sejtek proliferacidjanak és
tulélésének szabalyozdsaban. Adataink emellett azt sugalljak, hogy a TRPVI
egy uj, igéretes célmolekuldja lehet a nyelv laphdmkarcinéma Kkorai

diagndzisanak és szupportiv kezelésének egyarant.
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