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BEVEZETES

A lichen és a lichenoid reakcio

Az orélis lichen planus (OLP) és a lichenoid reakciok a szdjnyalkahartya kronikus
gyulladédsos 1€zi6i. A lichen oris a lichen ruber planus szdjnyéalkahartyan megjelend formdja.
A lichen ruber planusban a nyalkahartya érintettség az esetek 50%-aban jelen van, ez lehet
oralis és genitalis. Az esetek 25%-4ban izolalt formaban csak a sz4jnyalkahartyan jelennek
meg tlinetek. A szajtliinetek megeldzhetik az évek mulva kialakulé bdrtiineteket (Sonkodi
1996). Mindkettd gyakoribb ndkén, mint férfiakon, és a betegek tobbsége a 30-60 életév
kozotti korcsoportbdl szarmazik. Pontos eredete ismeretlen, a koéroki tényezdk koziil egyre
inkdbb eldtérbe keriil az autoimmun hatds, T-sejt-medidlta folyamatként irjak le, foként a
Theper] citokinek (interferon gamma: IFNy és tumor nekrézis faktor alfa: TNF-a) fokozott
termelése allhat a hattérben (Scully és mtsai 2000), ami tovabbi folyamatokat general, az
epitelidlis bazalis sejtek apoptozisdhoz vezetve. Sugerman és munkatarsai az antikeratinocita
autocitotoxikus T-sejtek szdvettani mintdkban vald6 megjelenését irtak le, lehetséges
antigénnek pedig a h6-sokk proteint tartjak (Sugerman ¢és mtsai 2000). Az OLP kialakulasa
bizonyos antigének megjelenéséhez kotott, erre utal a T-limfocitdinak v génjének csokkent
expresszidja, ami oligo- vagy monoklondlis aktivaciot jelez (Zhou és mtsai 1996). Ezek a
mechanizmusok vezetnek a tipusos klinikai kép megjelenéséhez, 1étrehozvan az apoptozis és
a sejtproliferaci6 egymashoz viszonyitva kiilonféle ardnyban valé megjelenését. A ham
stratum basale sejtjeinek fokozott apoptdzisit valdszinlileg a szomszédos kornyezetben
elhelyezkedd aktivalt CD8+ sejtek miikodése hozza létre. A keratinocita apoptdzis
elinditasanak feltételezett utjai 1) a makrofdgok altal termelt TNF-o a hamsejtek felszinén

talalhatd6 TNF-oR1 receptorhoz kotédik, 2) CD9SL T-sejtfelszini receptor a hamsejt
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felszinének CD95 receptorahoz kapcsolodik, 3) a T-sejtek altal kivalasztott granzim B a
keratinocitak feliiletén 1év0 pérusokon at a sejtbe jut, elinditva ezzel az apoptozist (Sugerman
¢s Savage 2002). Az apoptdzis mellett azonban sejtproliferaciot kivaltd tényezok is jelen
vannak, ugyanezen CD8+ sejtek makrofag-migraciot gatld faktort és RANTES faktort is
termelnek (Zhao és mtsai 2002). A RANTES faktor indukalja a fokozott sejtproliferaciot,
amely valdsziniileg véalasz a kivaltott bazalis rétegben bekovetkezd degeneraciora. Abban az
esetben, ha az apoptozis ratdja meghaladja a proliferacio ratajat, a klinikai képben atrofia,
majd erdézid jelenik meg; amennyiben viszont a proliferacios rata haladja meg az apoptodzist,
ugy a retikularis, papularis, plakk tipusok alakulnak ki (Zhao és mtsai 2002; Brant ¢s mtsai
2008).

A diabétesz ¢és az OLP kozotti Osszefiiggésre mar 1966-ban Greenspan és munkatarsai
ramutattak (Grinspan és mtsai 1966), ezt kés6bb tobb tanulmany is megerdsitette (Howell €s
Rick 1973; Petrou-Amerikanou és mtsai 1998). A diabéteszes betegek esetében az OLP
atr6fids és eroziv tipusainak megjelenése volt gyakori (Borghelli ¢és mtsai 1993).
Diabéteszben kimutathat6 a fagocita sejtek funkciozavara, valamint egyes citokinek (példaul a
TNF-a) termelddésének emelkedése. A kollagendz aktivitasanak fokozodasa a gyulladasok
kifejezettebbé valasat és a regeneracio csokkenését eredményezi (Tar és Marton 2009).

A pszichés faktorok (neurdzis) szerepe, €s a hipertoénia is hajlamositd tényezd lehet. A
korabban feltételezett bakterialis, virusos eredetet nem sikeriilt egyértelmlien kimutatni, bar
szamos tanulmany utal arra, hogy a humén papilléma virus (HPV), ami egy epiteliotrop DNS
virus, befertdzheti a bér és a nyalkahartya laphamsejtjeit. A papilloma virusos DNS az OLP-
1ézidoban 19,7%-t6l (Campisi és mtsai 2004) 42%-ig (Vesper és mtsai 1997) vagy 65%-ig
(Jontell és mtsai 1990) mutathato ki. A klinikailag normal nyalkahartyan is sikeriilt kimutatni
a HPV-t, 10%-t0] 36%-ig (Sugiyama és mtsai 2003). Ennek ellenére napjainkig nem pontosan

bizonyitott a virus oki szerepe az OLP patogenezisében. A hepatitis C virus szdmos



extrahepatikus tiinetet produkal, melyek ko6zott az OLP is el6fordul (Carrozzo és Gandolfo
2003). A hepatitis C virushoz tarsulo OLP egyes orszagokban (pl. Olaszorszag) a HLA-DR6
allélhoz kotott (Carrozzo €s mtsai 2005). A HCV pozitiv hepatitisz els6sorban az OLP voros
formaival tarsulva fordul eld.

Klinikailag a lichen planus a legtobb esetben kétoldali (Niissalo €s mtsai 1999), mig a
lichenoid reakcid egy oldalon megjelend folyamat, bar ismert a lichen planus egyoldali ¢s a
lichenoid reakcié kétoldali eléforduldsa is. Mindkettore jellemzd a vonalkdzott, papulaval
boritott atrofizald6 vagy eroziv 1€zi6, a két elvaltozas azonban klinikailag élesen nem
elkiilonithetd. Lodi és munkatarsai dsszefoglald cikkiikben oly modon kiilonboztetik meg az
OLP-t az ordlis lichenoid reakciotol, hogy oralis lichenoid reakcionak azokat a 1ézidkat
tekintik, amik szovettanilag csak részlegesen felelnek meg az OLP kritériumainak (Lodi és
mtsai 2005). Oralis lichenoid reakcio kialakulhat egyes gyogyszerek szedése esetén (1.
tablazat), és kiilonbozo fogaszati restauraciés anyagok mellett (amalgam, arany- és eziist-
palladium-6tvozetek, valamint kompozitok) is. A fogédszati anyagok esetében kontakt
allergizalo szerepet feltételeznek. Csontveld-transzplantacio kovetkeztében gyakran alakul ki
graft-versus-host betegség, amelyet az oralis lichenoid reakcié is jellemez (Scully és Carrozzo
2008). Aromaanyagok (fahéj, mentol, borsmenta) kontakt 1ézi6 Utjan szintén kivalthatnak
oralis lichenoid reakciot, ezek altalaban izesité anyagként vannak jelen ragégumikban,

szajvizekben, fogkrémekben.



Gyogyszercsoportok

Hatdanyagok

antimikrobas szerek

ethambutol, griseofulvin, ketokonazol, streptomycin,

tetraciklin, trovafloxacin

antihisztamin szerek

ranitidin, roxatin

kaptopril, enalapril, doxazozin, propranolol, metildopa,
antihipertenziv szerek

prazosin, nifedipin
malariaellenes szerek kloroquin, hidroxi-kloroquin, kinidin
antidepresszansok, amitriptilin, carbamazepin, klorpromazin, imipramin,
antipszichotikumok lorazepam, fenitoin
diuretikumok hidroklorotiazid, furosemid, spironolakton
antidiabetikumok glimepirid, tolazamid,
fémek aranyso, arzénso, bizmut, higany, palladium
nem-szteroid acetilszalicilsav, benoxaprofen, diflunisal, fenclofenac,
gyulladascsokkentok flurbiprofen, ibuprofen, indometacin, naproxen, sulindac
lipidcsokkentdk pravastatin, simvastatin

allopurinol, aminofenazon, cinnarizin, cidnamid, dapson,
gemfibrozil, hidroxiurea, hepatitisz B-vakcina, imatinib,

) immunglobulin, IFNa, L-tiroxin, levamisol, penicillamin,
egyéb szerek o o ) )
procainamid, mesalamin, litium, omeprazol, pyrimetamin,
pyritioxin,  sildenafil,  kinin,  sotalol, sulfasalazin,

trihexifenidil, ursodeoxicholsav

1. tablazat: Oralis lichenoid reakciot okozo gyogyszerek
(Shiohara és Kano 2003 nyom:n)

Az OLP-nek kiilonb6z6 klinikai manifesztacioi léteznek, melyeket eldszor Andreasen
hatarozott meg 1968-ban (Andreasen 1968). A retikularis (lichen oris reticularis) format
klinikailag a finom, mattfehér halozatos vagy pafranyszerii rajzolat jellemzi, ezt leirdjarol
Wickham stridnak nevezziik. A rajzolat egy eritémas vagy valtozatlan szajnyalkahartyan
jelenik meg. Ha a retikularis rajzolat koralakban jelenik meg, akkor annuléris formardél (lichen
oris annularis) beszéliink (Tyldesley 1974). A papullaris forma (lichen oris papulosus)
esetében az apr6é fehér papulladk a szdjnyédlkahartyan Onalldan vagy kisebb-nagyobb
csoportokban helyezkednek el. A fehér plakkszerli formara (lichen oris plaqueforma)

jellemzd, hogy a plakkok sz¢é1ébdl vékony retikularis rajzolatok indulnak. Ez a forma nagyon



gyakran jelentkezik a tobbi formaval ellentétben a nyelvhaton, de eléfordulhat a bukka
nyalkahartyajan is. Az atrofids (lichen planus atrophicus) forma esetében vordses elvaltozast
latunk, ami a halvanytdl a sotétvorosig valtozhat. Amennyiben az atrofias forma a nyelvhaton
jelentkezik, ez mindig a nyelvpapilldk elvesztéséhez, ¢s a nyelven egy vékony sima
nyalkahartya kialakulasahoz vezet. Az er6zios vagy ulcerativ (lichen planus ulcerosus) forma
esetében kis hamhianyok, illetve fekélyek alakulnak ki, amelyeket fibrines alhartya
(pszeudomembran) fed. A ritkdn el6forduld bullozus forma (lichen planus bullosus)
jellegzetessége, hogy a bukka nyalkahartydjan 1-2 mm-t6l 1 cm-ig terjed6 holyag vagy
holyagok jelennek meg. A holyagok felrepedése kovetkeztében eroziv, fajdalmas holyagalap
valik szabadda. A kiilonb6z6 klinikai formak egymdéssal minden varidcioban ¢s
kombinacioban felléphetnek, vagy egymasba atalakulhatnak. Létezik egy nagyon ritkan
eléforduld, pigmentalt forma (lichen oris pigmentosus), ami az etnikailag pigmentacidra
hajlamosabb pacienseknél fordul eld az eroziv formak gyogyulésa utan.

Az Eisen szerinti felosztas (2002) harom csoportot kiilonit el: a retikularis csoportba sorolja
az 0sszes fehér rajzolattal, plakkal és papullakkal jar6 format, a kovetkezd csoportot atrofias
¢és eritémas formak képezik, a harmadik, eroziv csoportba tartoznak az ulcerativ és bullézus
formdk. Klinikai morfologiai megjelenése rendkiviil sokszinii, ezért hatdrozottan el kell
kiiloniteni mas, a szajnyalkahartyan hasonlo tiineteket produkald betegségektdl (2. tablazat).
A lichen planus és a lichenoid reakcid szovettani jellegzetességeit a World Health
Organization (WHO) el0szor 1978-ban, majd 1997-ben gytjtotte dssze és kategorizalta. A
lichen planus hisztologiai képe szalagszerli, szubepitelidlis limfocita infiltracioval
karakterizalhatd. Az epitéliumban az orto- €és parakeratozis megjelenése, valamint az
akantozis fokozodasa jellemzi. A lichen planusra jellemzé a jol definialt, limfocitas
beszlirddéssel jard szubepitelidlis gyulladds, mig a lichenoid reakcidoban kifejezettebb a

mélyre terjedd diffuz gyulladas (1. abra). A lichenoid reakci6é diagnosztikus kritériumai



kozott szerepel a plazmasejtek és az eozinofil sejtek jelenléte. Mindkét 1ézidban fellelhetd a
bazalis sejtréteg elfolydsodasa és az epitél hiperkeratinizacidja. A gyulladasos sejtek €s
szoveti antigének jelenléte megfigyelhetd mindkét elvaltozasban, a neurogén faktorok szerepe

azonban egyelOre vitatott ezekben a betegségekben.

Oralis lichen planus
Differencidldiagnosztika
klinkai formai

Morsicatio buccarum et labiorum

Morsicatio linguae

Retikularis forma szajnyalkahartya epitelialis lizise (fogkrém, szajviz)
discoid lupus erithematodes

Haar leukoplakia

pseudomembranosus candidiasis

Papuléaris forma
Koplik-folt

leukoplakia

leuko-6déma

Plakkszerii forma fehér szajnyalkahartya naevus

szisztémas és diszkoid lupus erithematodes

szajnyalkahartya savartalmai (aszpirin)

erythroplakia

erythremas candidiasis

) szisztémds és diszkoid lupus erithematodes
Eritémas (atrofias) forma ] )
pemphigus vulgaris
pemphigoid betegségcsoport

erithema exsudativum multiforme

pemphigus és pemphigoid betegségcsoport
Ulcerativ forma Crohn-betegség oralis manifesztacidja

gyogyszermellékhatasok (oralis fekély)

pemphigus és pemphigoid betegségcsoport
Bullézus forma ) ) )
linearis IgA dermatdzis

2. tablazat: Az oralis lichen planus differencialdiagnozisa

A krénikus gyulladds modositja a neurotranszmitterek kidramlasat a periférids érzéidegekbdl,

amelyek kapcsolatban allnak a beidegzésben bekovetkezd hosszl tdva valtozasokkal, mint
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amilyen az idegrostok 0sszehuzodasa vagy destrukcioja, illetve sarjadzasa és formalddasa. A
amely az érintett teriilet kifekélyesedését okozza. A gyulladasos sejtek altal termelt helyi
gyulladdsos mediatorok aktivalhatjak az érzdidegeket, ami pozitiv visszacsatolast jelent a

szimpatikusan medialt gyulladas és fajdalom szdmara.
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1. abra: A lichen szovettani képe

A neurogén gyulladas mechanizmusa

A szenzoros idegrendszer f6 feladatai kozé tartozik a kiilsd és belsé kornyezetbdl érkezd
ingerek felvétele a periférids idegvégzodéseken, mely ingereket érzorostokon keresztiil a
kozponti idegrendszer felé tovabbitja. 1876-ban Stricker felfedezte, hogy a gerincveld hatso
gyokerének ingerlésével a bdrben vazodilatacido valthatdo ki; ezt a jelenséget Bayliss
»antidromos vazodilatacidnak™ nevezte el (Bayliss 1901). Az axonreflex tedrian alapuld

elképzelés az volt, hogy az antidromos vazodilaticioért felelés mediatorok egyes primér
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afferensek specializalodott effektor végzodéseibdl szabadulnak fel. Ma mar kisérletesen is
alatamasztottak, hogy egyes ¢€rzé axonterminalisok afferens ¢és efferens funkcioval is
rendelkeznek, azaz inger hatdsdra a vezikuldk forméajaban raktarozott neuropeptideket
kozvetleniil, axonalis vezetés nélkiil is képesek felszabaditani (Szolcsanyi 1984; Maggi és
Meli 1988). A gerincveldi érzoneuronok kozott vannak tisztan afferens, kevert kettds
funkcidju ,,szenzoros-efferens” neuronok, illetve feltételezik, hogy léteznek tisztan lokalis
effektor funkcidét betoltd neuronok is az érzoducban (Holzer 1988). A szenzoros
idegvégzddésekbol felszabaduld neuropeptidek koziil a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP)
vazodilataciot, a tachikininek, mint pl. a P-anyag (substance P: SP) és a neurokinin A (NKA),
illetve neurokinin B (NKB) a beidegzési teriileten plazmakidramlast okoznak, emellett
aktivaljak a hizosejteket, valamint leukocita akkumulaciot idéznek eld. Ezeket a folyamatokat
Oszefoglalva neurogén gyulladasnak nevezzik (2. abra), amely ezen érzdideg-végzodések
lokalis efferens mitkkddésének kovetkezménye (Pintér és Szolcsanyi 1995; Németh és mtsai
1998). Jelentds szerepet tulajdonitanak a neurogén gyulladasos komponensnek szamos
betegség, a reumatoid artritisz, asztma bronchiale, pszoridzis, ekcéma, kontakt dermatitisz,
gyulladésos bélbetegségek és gyulladdsos szembetegségek patomechanizmusiban (Maggi
1995; Szolcsanyi 1996). Jelenleg nincs forgalomban egyetlen olyan gydgyszercsoport
készitménye sem, ami hatékonyan tudna gatolni egy gyulladassal jar6 betegség neurogén
komponensét (Helyes ¢s mtsai 2003).

A Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Karanak Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetében miikodd kutatocsoport munkdja sordn deriilt fény arra, hogy
ugyanezen aktivalt szenzoros idegvégzodésekbdl az elézéekben felsorolt gyulladaskeltd
neuropeptideken kiviil szomatosztatin is felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémas
gyulladasgatlo ¢és fajdalomcsillapité hatasokkal rendelkezik. Ez az érzdideg-végzddések

harmadik, szisztémas efferens funkcidja (Szolcsanyi €s mtsai 1998a,b; Helyes és mtsai 2000,
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2004), amit az endokrin ¢és parakrin hatas mintajara Szolcsdnyi professzor szenzokrin

hatdsnak nevezett el (Szolcsanyi és mtsai 2004).

Kap=zzaicin érzékeny primer Nkt = O Wenulakbol
afferens végzidés rec. o plazmaprotein
= extravazacit

Neuropeptid
felzzabadulas

o Hizosejt
\L = | aktivacio és
0 ] mediator
- HEA, = felzzabadulas
i J./:. () (His,5-HTPGNO)
® 5 o
L

Leukocita
= 3 akkumulacic
CGRP &= mediator
< felzzabadulas
(citokinek, PG
] LT TX N0}
Antidromos elektromos
ingeriés
Ortodromos kémiai
ingeriés
(kapzzaicin, CGRPT Artericla
A rec. e
mustarolaj) dilatacio

2. abra: A neurogén gyulladas folyamata

A kapszaicin

Az erds paprika Amerikdban dshonos ndvény. Az aztékok chilinek hivtak €és ez a név terjedt
el Latin-Amerikaban. Az Ovildg azonban piros paprikinak nevezte el. A chili paprikanak
tudomanyos nevet (Capsicum annuum) de Tournefort, egy francia botanikus adott.

Az er6s paprika aktiv 0Osszetevdjét Thresh izolalta eldszor 1846-ban (Thresh 1846).
Ramutatott arra is, hogy a kapszaicin és a vanillin szerkezete hasonld. 1919-ben azonositottak

eldszor a kapszaicin struktarajat, ami kémiailag 8-metil-N-vanillyl-6-nonénamid (3. abra).
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3. abra: A kapszaicin molekula szerkezete

A komplett szintézisre még 20 évet kellett varni. 1912-ben Wilbur Scowille ,,mérte meg” az
erds paprika ,,csipdss€gét”. Innen szarmazik a Scowille-egység, ami a csipOsség mértékét
fejezi ki. Ha egy paprika 50000 Scowille-egységet tartalmaz, ez azt jelenti, hogy 1: 50000-es
alkoholos higitast oldattal kivalthatd a nyelven a csipds €rzés. A legerdsebb paprika, a
mexikoi habenero 350000 Scowille-egység erdsségt.

A népi gybdgyaszatban mar évszazadok Ota hasznaljdk a kapszaicint iziileti betegségek
kezelésére, illetve fajdalomesillapitasra, a kapszaicines kendcsok, illetve tapaszok enyhithetik
a hatfajast, csillapithatjdk a reumas iziileti gyulladds €s a szenzoros neuropatia tiineteit.
Analgetikus hatdsara mutat ra, hogy az amerikai 6slakosok az erds paprika hiivelyét helyezték
az inyiikre, ha fajt a foguk. 1850-ben a Dublin Free Press-ben megjelent egy cikk a kapszaicin
terapids hasznalatara vonatkozdan, mely szerint fogfajasra erds paprika alkoholos kivonatat

kell alkalmazni (Bevan és Docherty 1993).

A kapszaicin TRPV1 receptor

A kapszaicin receptor létezésének lehetOségét eldszor Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor
Aranka vetették fel egy 1975-0s cikkben, amelyben kapszaicin és mdas vanilloid anal6gok

nociceptiv hatdsat vizsgaltak patkdnyon. A vegyiiletek szerkezete és hatasa kozott tapasztalt

13



Osszefiiggések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kapszaicinnek receptorialis titon
kell hatnia. A receptor hipotetikus modelljét is megszerkesztették ekkor (Szolcsanyi és
Jancs6-Gébor 1975, 1976). A kapszaicin receptort expresszald gén megtalalasa és a receptor
szerkezetének megismerése azonban tobb mint 20 évig varatott még magara, bar 1990-ben
patch clamp vizsgalatokkal sikeriilt bizonyitani, hogy a kapszaicin és a reziniferatoxin
ugyanazt a kation-csatornat nyitja az érzoneuronok plazmamembranjan (Bevan és Szolcsanyi
1990). 1997-ben Julius és munkacsoportja klonozta a kapszaicin receptort, amit a szintén
vanilloid struktirat tartalmazo reziniferatoxinnal valod aktivalhatosdga miatt vanilloid 1
receptornak (VRI1) neveztek el (Caterina és mtsai 1997). Ezt az elnevezést késébb a
receptorok szerkezetén alapuld nemzetk6zi nomenklatira szerint megvaltoztattak, a receptort
a tranziens receptor potencial (TRP) nagycsaladba soroltak, és a vanilloid csalad 1-es szamu
tagjaként tranziens receptor potencial vanilloid 1-nek (TRPV1) nevezték (Gunthorpe és mtsai
2002). Erdekes, hogy a TRPV csalad tobbi receptorara (TRPV2-6) nem hatnak olyan
vanilloid strukturaja vegyiiletek, mint a kapszaicin és reziniferatoxin, ezek ugyanis valdjaban
csak vanilloid receptorszerii struktirak és epitelialis Ca*'-csatorndk, melyeket a régebbi
nomenklatira rendre vanilloid receptor-like (VRL), illetve epithelial Ca*" channel (ECAC)
névvel illetett (Gunthorpe és mtsai 2002).

A késobb klonozott human TRPV1 receptor 92%-os hasonlésdgot mutat a patkany receptor
szerkezetével (Hayes és mtsai 2000; Mclntyre és mtsai 2001). Ez a receptor 838 aminosavbol
allo fehérje, amit 6 B-redd szerkezetli transzmembran domén épit fel. A csatornarégiot az 5. és
6. alegység kozotti intracelluléris, hidrofob hurok alkotja. Ezek a struktirdk a membranban
négy egységbdl allo tetramerré rendezddve ioncsatornat alkotnak, amely kationokra nem
szelektiven érzékeny (4. abra). A receptor aktivalodasakor a sejtbe Na'- és Ca’’-ionok
dramlanak be, melyet K'-ion sejtbdl valo kidramlasa kovet. A Na'-ion féként az akcios

potencial generalasaért felelds, aminek kovetkeztében nocicepcid, fajdalomérzet alakul ki. A
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Ca’"-ion bearamlasa elsésorban a szenzoros neuropeptidek idegvégzdésekbsl vald
felszabadulasdhoz vezet. Tartds vagy ismételt aktivacid hatdsara a sejtben felhalmoz6do
kationok magas koncentracioi a citoplazma ¢és a mitokondrium duzzadasat okozzak, ennek
hosszu tava kovetkezményeként a sejtek energiaforgalma csokken, az idegvégzddés
miuikddésképtelenné valik. Ez a folyamat adja a molekularis hatterét a nagy dozisa
kapszaicinnel torténd elokezelés hatasara kialakulod deszenzitizacidonak (4. abra), ilyenkor az
axonterminalisok miikddése honapokig karosodik (Bevan és Szolcsanyi 1990; Szolcsanyi

1993; Helyes és mtsai 2003).

I_H*_I

|extracellularis tér

|intracellularis tér

[ 12(S)HPETE
kapszaicin sonis  pemes
AEA befelé iranyuld aram
NaCI bl
feszultsegfuggo proteazok depolarizacio
Ca" cslatomék aktivacioja o k
gatlasa mitokondriumo ;
duzzadasa se;td;zadas
CGRP, SPINKA, transzmitter | sejtfunkciok sériilése, || akeiés potencidl
SST felszabadulas felszabadulas gatlasa ‘ idegvégzédes lizise generalasa

4. abra: A TRPV1 receptor felépitése és mikodése

cre

kémiai ingerekkel aktivalhato intra- és extracelluldrisan is. A TRPV1 fajdalmas, 43°C feletti
héingerrel (Tominaga és mtsai 1998; Wang és Woolf 2005), valamint pH 6 alatti proton-

koncentracioval aktivalhatd. Szamos novényi eredetli vanilloid, a kapszaicinen kiviil példaul a
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mexikoi kutyatejfélében (Euphorbia resinifera) talalhaté reziniferatoxin (RTX), a borsban
(Piper nigrum) 1évé piperin, a gyombérben (Zingiber officinale) el6forduld zingeron képes
nyitni az ioncsatornat. Frdekes modon a kapszaicin, lipofil jellegébél addododan, a
sejtmembranon atjutva intracelluldrisan kotddik a receptorhoz, igy aktivalva azt (Oh és mtsai
1996). Ezen kiviil 1éteznek a receptornak endogén ligandjai is, példaul az endokannabinoid N-
arachidonoil-etanol-amin (AEA), vagy mas néven anandamid (Caterina ¢s mtsai 1997), a 12-
hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE), vagy az N-arachidonoil-dopamin (NADA). Az is
ismert, hogy a bradikinin, az egyik legerdsebb fajdalomkelté mediator, a B, receptorokon
hatva szenzitizdlja a TRPVl-et az intracellularisan mikdodé masodlagos messenger
mechanizmusok révén, valamint a lipoxigendz termékek szintézisének szabalyozasaval,
foszfolipaz A, enzim aktivalasan keresztiil (Piomelli és mtsai 2000; Shin és mtsai 2002).
Emellett a csatorna miikddését jelentds mértékben fokozzék a prosztaglandinok, példaul a
gyulladésos folyamatokban kulcsfontossagu prosztaglandin E,, vagy a prosztaciklin néven
ismert prosztaglandin I, (Szallasi és Blumberg 1999; Chuang és mtsai 2001). A receptor
potens, valddi endogén ligandja azonban egyeldre nem ismert.

A kapszaicin-érzékeny idegvégzodések akut gyulladasos és fajdalommodellekben betoltott
szerepének vizsgalatara kapszaicinnel vagy RTX-szel kivaltott deszenzibilizacidt hasznalnak,
amely ismételt, nagy dozisokkal torténd elokezelést jelent. Ezzel a modszerrel a teljes
végzOdés hosszu tava funkcidvesztése, mitkodéskiesése érhetd el (Szallasi és Blumberg 1993;
Acs és mtsai 1994, 1997). A molekularis biologiai modszerek fejlédésével lehetéség nyilt
génhianyos egerek eldallitasara, ezek segitségével adott fehérje szerepe in vivo szelektiven
vizsgalhato.

A neurogén gyulladas a vaszkularis valaszokon kiviil mas reakcidkat is beindit, ilyen a CGRP
hatasara bekovetkezd pozitiv inotrop és kronotrép hatas a szivben, vagy a holyagrelaxacio,

illetve a tachikininek altal kivaltott m. sphincter pupillae €és uréter simaizom 6sszehuzodas,
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vagy a szeromukozus mirigyszekrécid. Tengerimalacban a TRPVI1-et expresszalo
idegvégzddésekbdl felszabadult SP, NKA bronchokonstrikciot, patkdnyban ¢és egérben
viszont nitrogén-monoxid (NO)/prosztanoid medialta bronchodilataciot idéz el6. Emberben a
tengerimalachoz hasonléan bronchokonstrikcio 1ép fel (Bevan és Szolcsanyi 1990).

TRPV1 receptor expressziot leirtak korabban mar a periférias €és a kozponti idegrendszerben
(Caterina és mtsai 1997; Caterina és Julius 2001), azonban csak nemrégiben azonositottak
immunhisztokémiai és PCR technikakkal frissen izolalt normal humén keratinocitan (Inoue ¢és
mtsai 2002; Southall és mtsai 2003), humdn epidermiszben (Denda és mtsai 2001),
hizésejteken (Stander és mtsai 2004), dendritikus sejteken (Basu és Srivastava 2005),
epitelialis sejteken, vaszkularis endotélsejteken, a nazalis mukéza szubmukozus mirigyeiben
(Seki és mtsai 2006), valamint az urotéliumban (Avelino és Cruz 20006), ¢s a gasztrikus

mukozaban (Faussone-Pellegrini és mtsai 2005).
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CELKITUZESEK

I. Munkank soran célul ttztik ki, hogy egészséges onkéntesek €s oralis lichen planusban
szenvedd betegek szdjnyalkahartya kimetszéseibdl immunhisztokémiai modszerekkel
megvizsgaljuk a TRPV1 receptorok jelenlétét, illetve molekularis bioldgiai modszerekkel

kimutassuk a TRPV1 receptor expresszidjanak valtozasait patologias koriillmények kdzott.

II. Szakirodalmi adatokbdl ismeretes, hogy az amalgdmtomés a szajnyalkahartyan lichenoid
reakciot valthat ki. Kisérletsorozatunknak célja volt patkdnymodellben megvizsgalni, hogy a
higany-klorid (HgCl,)-oldattal torténd szajnyalkahartya ecsetelés kivalt-e lichenoid reakciét, a
reakcioban hogyan valtozik a TRPV1 receptorok jelenléte a normal szajnyalkahartydhoz

viszonyitva, illetve, hogy a szenzoros rostok kapszaicinnel torténd deszenzibilizacioja

crer

18



I. FEJEZET:
A TRANZIENS RECEPTOR POTENCIAL VANILLOID 1 (TRPV1) RECEPTOR
EXPRESSZIOJANAK VIZSGALATA ORALIS LICHEN PLANUSBAN

BEVEZETES

Az ordlis lichen planus pontos patomechanizmusa még mindig ismeretlen. Feltételezik, hogy
autoimmun betegségek, stressz, egyéb szisztémas betegségek, mint példaul diabétesz, magas
vérnyomds, malignus betegségek, traumak, fertdzd betegségek, illetve fogéaszati anyagok,
els@sorban az amalgamtomések, szerepet jatszanak a patogenezisben (Niissalo és mtsai 1999).
Neurogén komponensek szintén befolyasolhatjdk a gyulladast. A kapszaicin-érzékeny
érzdidegekbdl a TRPVI1 receptor aktivaciojaval felszabaduldé neuropeptidek kivaltjak az
altalanos bevezetOben részletesen ismertetett neurogén gyulladas folyamatat. A TRPV1
receptorokat nem-neuronalis  sejteken, példaul  keratinocitdkon, gyulladasos ¢és
immunsejteken, illetve érendotéleken is kimutattdk, de ezen receptorok pontos funkcionalis
jelentdségét €s élettani szerepét nem ismerjiik.

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

lichen planusban a mukoza kiillonbozo rétegeinek sejtjeiben.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Mintavétel

Az orélis lichen planust klinikai jelek alapjan diagnosztizaltuk (5. abra), amit rutin
hisztologiai vizsgalatok is alatdmasztottak. A mintavétel eldtt az oradlis mukoézat 1 ml 2%-os
lidokain-adrenalin injekcidval infiltraltuk. Az oralis mukéza biopszigjat 0,5%0,5 cm
nagysagban 18 paciensen végeztiik el, 5 férfin és 13 nén, akiknek életkora 40 és 60 év kdzott
volt. A mintavételt 5 egészséges Onkéntes paciensnél (3 férfi és 2 nd) is elvégeztiik, akiknek

¢letkora 30 és 40 év kozott volt.

5. abra: Lichen oris a bukkalis nyalkahartyan

A betegek tobbségének anamnézisére jellemzo volt, hogy a lichen mellett egyéb szisztémas
alapbetegségben is szenvedtek: magas vérnyomds, alacsony szérum-vas koncentracio,
diabétesz, kronikus bronchitisz, allergia, immunoldgiai hattérbetegség, mélyvénas trombozis,

izlileti problémak, lichen ruber planus. E betegek jelentds részénél nem csak egy, hanem tobb
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alapbetegség is eléfordult. Egy esetben pedig az ordlis lichen planus mellett a bortiineteket

mutato lichen planus is kialakult (3. tablazat).

paciens | életkor alapbetegség
1.n6 51 év | lichen ruber planus
2.nd 60 év | magas vérnyomas

magas vérnyomas, diabétesz, hiperkoleszterinémia,
3. férfi 47 év
alacsony szérumvas

4. no 53 év | Raynaud-szindroma, tiidofibrozis, poliartritisz, hipertonia
5.n6 53 év | hipertoénia, menopauza

6.1n6 59 ¢év | allergia

7. n0 58 év | magas vérnyomas, iziileti gyulladas

8. nd 54 év | alacsony szérumvas, autoimmun betegség

9.n6 41 év | nincs

magas vérnyomas, alacsony szérumvas, enyhén magas
10. férfi | 59 év .
¢hgyomri vércukor

11.n6 52 ¢év | mélyvénas trombozis

12. férfi | 50 ¢év | diabétesz, magas vérnyomas, iziileti panaszok

13. férfi 51 év krénikus bronchitisz

14. nd 40 év | szivritmuszavar, magas vérnyomas

15.nd 52 év | magas vérnyomas, hiperkoleszterinémia, szivérgorcs
16.n6 59 év | magas vérnyomas, asztma, dermatitisz

17.1n6 60 év | magas vérnyomas, neurozis, szivritmuszavar

18. férfi | 59 év | magas vérnyomas, diabétesz, hiperkoleszterinémia

3. tablazat: A paciensek alapbetegségei

A vizsgélatban résztvevo paciensek nem kaptak sem lokalis, sem szisztémas szteroid terapiat.

A lichenes elvaltozast mutatd bukkalis nyalkahartyabol kimetszett szovetmintakat két darabra

vagtuk, az egyik darabot RNAlaterbe tettiik és -80°C-on taroltuk. A masik darabot 4%-os
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paraformaldehiddel fixaltuk, majd parafinos bedgyazas utdn immunhisztokémiai vizsgalatokat
végeztiink.
A vizsgalatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsdga jovahagyta. A vizsgéalatban

résztvevo paciensek irasos beleegyezo nyilatkozatot adtak a kisérletben valo részvétel elott.

2. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A deparaffinizalt és rehidralt szoveti mintdkat pH 6-on citrat pufferben inkubaltuk
mikrohullamu siitdben, 3x5 percig, 750 W-on, antigénfeltaras céljabol. A szovetek endogén
peroxidaz aktivitasat 20 perces 3%-os hidrogén-peroxidban (H,O;) vald inkubacidval
gatoltuk. A masodlagos antitest nem specifikus kotédését megakadalyozandd a mintakat
normal kecske szérumban inkubaltuk 20 percig. Ezutdn a metszeteket elobb 1:1000-es
higitasban nyul poliklonalis anti-TRPV1 antitesttel (Tocris Bioscience Ltd.) inkubaltuk 1 6ran
keresztiil, majd masodlagos torma-peroxidazzal konjugalt EnVision system anti-nyul
szekunder antitesttel (Dako-Cytomation) 30 percig. Végil a TRPV1 receptorok
immunlokalizacidjat diamino-benzidinnel (DAB) hivtuk el6 10 percig, magfestést
hematoxilinnal végeztiink.

A TRPV1 receptorok immunpozitivitasat szemikvantitativ pontozassal hataroztuk meg egy
kisérletektdl fiiggetlen patologus segitségével. Image Pro Plus 4,5-6s szoftverrel analizaltuk a
metszetekrol késziilt képeket, és az immunspecifikus festédés alapjan azonositottuk az

immunpozitiv pixeleket. Az adatokat a vizsgalt régidban szazalékos aranyban adtuk meg.

3. Kvantitativ valos idejii PCR (qQRT-PCR)
A kvantitativ, valos ideji PCR mérést ABI Prism 7000 szekvenciadetektald rendszeren
(Applied Biosystems), 5’ nukledz esszé felhasznalasaval végeztiik el. A teljes RNS tartalom 3

ug-jabol 15 egység AMV reverz transzkriptaz (Promega) és 0,025 pg/ml random primer

22



(Promega) segitségével komplementer DNS-t készitettiink. A PCR amplifikaciot TagMan
primerekkel végeztiik (essz€ azonositdo: Hs00218912 ml humén TRPVI-re). TagMan
univerzalis PCR mastermix protokoll alapjan. Belsé kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat-

dehidrogenaz (GAPDH), illetve -aktin mRNS szintek meghatarozasat hasznaltuk.

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

modositott t- tesztet hasznaltunk.
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EREDMENYEK

A normal bukkalis muk6zus membran kézepes TRPV1 receptor antitest pozitivitast mutatott
intracellularisan az epitélsejtekben, Osszehasonlitva a negativ kontrollal, ahol a primér
antitestet nem tettlik a mintdhoz. Az epitelidlis sejtekben intracitoplazmatikus festddés
latszott. Immunfestddést figyelhettiink meg minden epitelidlis sejtrétegben, a bazalistol a
szuperficialis sejtrétegig, a nyalkahartyaban. Minimalis jelolédés volt az endotél sejteken, a
limfocitak és fibroblasztok negativak voltak (6. abra).

A lichenes mintdkban intenziv immunpozitivitas volt kimutathatdo az epitélium teljes
sz€lességében, ¢és a szubepitelidlis szovetekben. Kifejezett immunfestddés volt a
nyalkahartyaban, az epitelidlis sejtekben, a bazalis, a parabazalis, az intermedier ¢&s
szuperficialis sejtrétegekben. Detektalhatd volt az immunpozitivitds a citoplazmaban, és
néhany sejtben intranukledris pozitivitast is lattunk. Nagy szamban az immigrans limfocitak,
illetve a fibroblasztok is immunpozitivitast mutattak a szubepitelialis régidoban. Intranuklearis
¢és intracitoplazmatikus fest6dés volt kimutathaté a limfocitdkban és a fibroblasztokban.
Sokkal intenzivebb festddés volt lathatd a kapillaris endotélsejtekben és a szubepitelialis

régidban (7. abra), amit a pontozassal kapott eredmények is alatimasztottak (4. tablazat).
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6. abra: Normal nyalkahartya fénymikroszkopos metszete hematoxilin-eozinnal
festve (A, 200x; B, 400x). TRPV1 receptorok immunohisztokémiai jelolése az
epitélsejteken (C, 200x; D, 400x). Gyenge immunfestodés figyelhet6 meg a
keratinocitikon @, kis mértéku pozitivitas latszik az endotélsejteken @, nincs
detektalhaté reakcié a fibroblasztokon @ és a limfocitakon @. A primer antitest
nélkiili negativ kontroll szintén nem mutat immunjelolédést (E, 200x; F, 400x).
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7. abra: Lichen oris szovettani képe fénymikroszkopos metszeten hematoxilin-
eozinnal festve (A: 100x; B: 200x; C: 400x). Intenziv TRPV1 antitest jelolodés
figyelheto6 meg a lichenes bukkalis nyalkahartya mintakban (D: 100x). A @
keratinocitak intenziv immunfestodést mutatnak a mukozus membranban a
bazalistdl a szuperficialis sejtrétegekig. Intranuklearis pozitivitas is megfigyelhet6
néhany sejtben (E: 200x). Nagyszamu @ limfocita, és ® fibroblaszt mutat
immunpozitivitast a szubepitelialis régioban (E: 200x, F: 400x). A @ vaszkularis
endotelialis sejtek szintén jelolodtek (F: 400x).

kapillaris
epitélsejtek limfocitak | fibroblasztok
endotélsejtek
kontroll (n=5) ++ + - -
OLP (n =18) +++ +++ +++ +++

4. tablazat: TRPV1 receptor immunpozitivitas szemikvantitativ szovettani pontozasa

A kvantitativ képanalizis szerint az immunpozitiv pixelek szazalékos aranya 21,2+8,2% volt a
kivéalaszott régioban a kontroll epitéliumban. Ez 61,4+4,7%-ra emelkedett a lichenes
mintakban. Annak ellenére, hogy szamos immunpozitiv sejtet, limfocitat, fibroblasztot és
vaszkularis endotélsejtet lattunk jel6lddni a szubepitelialis kotdszovetben lichenes mintakban,
kvantitativ kiilonbség nem volt kimutathatdo. Az immunpozitiv pixelek szazalékos aranya

14,8+4,9% volt a kontroll mintakban, és 13,9+3,8% a lichenes mintakban. (8. abra).
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8. abra: A kvantitativ képanalizis azt mutatja, hogy az
immunpozitiv pixelek szazalakos aranya szignifikansan
nagyobb volt az epitélium vizsgalt teriiletein oralis lichen
planusban, 6sszehasonlitva a normal human mintakkal. Bar
szamos immunpozitiv sejt (limfocitak, fibroblasztok és
vaszkularis endotélsejtek) szintén jelolodik a lichenes
mintakban a szubepitelialis kotoszovetben, Kkvantitativ
kiilonbség nem mutathaté ki a normal human mukézahoz
viszonyitva. Az eredményeket atlagtatlag standard hibaja
(SEM) formaban fejeztiik ki. **P<0,01 vs. normal epitélium,
n=4-9/csoport.

A TRPVI1 receptor mRNS tartalom, kvantitativ RT-PCR-ral mérve, a lichen oris biopszias
anyagaiban 2,5-szeres emelkedést mutatott az egészséges onkéntesek mintaihoz képest. Belso

kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenaz (GAPDH), illetve -aktin mRNS szintek

meghatarozasat hasznaltuk (9. abra).
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9. abra: A TRPV1 receptor mRNS tartalom a lichen
oris biopszias mintakban kvantitativ RT-PCR
szerint. Az abra a human TRPV1 receptor mRNS
relativ expressziojat mutatja kontroll (fekete
oszlopok) és lichenes (fehér oszlopok) mintakban.
Bels6 kontrollként GAPDH (A), illetve B-aktin (B)
mRNS szintek meghatarozasat hasznaltuk. Az
eredményeket atlagtatlag standard hibaja (SEM)
formaban fejeztiik ki. **P<0,01 vs. normal mukdza,
n=5-18/csoport.
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KOVETKEZTETESEK

Jelen munkdban immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a TRPV1 receptor
expresszidja megnovekszik ordlis lichen planusban a normalis muké6zéhoz hasonlitva.

A szemikvantitativ szdvettani analizis alapjan fokozott specifikus immunpozitivitds volt
kimutathatd az epitélium teljes szélességében, a vaszkularis endotélsejtekben, a
limfocitdkban, a fibroblasztokban, a szubepitelialis szovetben. A kvantitativ képanalizis
megemelkedett immunpozitiv pixelaranyt mutatott az OLP-ben szenvedd paciensek
epitéliumaban, Osszehasonlitva a normalis kontrollokkal, ami a TRPV1 receptor
expresszidjanak fokozdodasat jelenti a gyulladdsos folyamat soran. Limfocitak, fibroblasztok
¢s vaszkularis endotélsejtek szintén festddtek a kotdszovetben, de szignifikans kiillonbség az
immunpozitiv pixelekben a lichenes és a kontroll mintdk kozo6tt nem volt kimutathato. Ez a
latszolagos kiilonbség a szemikvantitativ eredmények és a kvantitativ képanalizis kozott azzal
magyarazhatd, hogy a gyulladéasos teriilet a kotdszovetben tal kicsi a kotdszdvet teljes
kiterjedéséhez képest. Mivel a receptorok lokalis expresszidjat kvantitativ valds idejii RT-
PCR modszer segitségével bizonyitottuk mRNS szinten, feltételezziik, hogy ezen receptorok
extraneuralisan szintetizalodnak, az immunpozitiv sejtek altal.

Bar szamos tanulmany szolgaltatott bizonyitékot arra, hogy a neurogén gyulladas kozrejatszik
gyulladasos betegségek, példaul a Sjogren-szindréma, a pszoriazis, a dermatitisz, az artritisz,
az asztma patomechanizmuséaban, csak nagyon kevés munka emliti a lehetséges neurogén
faktorok szerepét oralis lichen planusban (Niissalo ¢és mtsai 1999). Proinflammacios
neuropeptidek, foként SP és CGRP szabadul fel a szenzoros idegvégzodésekbdl a TRPV1
receptorok stimulédcidjakor. E medidtorok neurogén gyulladasos valtozasokat okoznak, mint

példaul lokalis vazodilatacidt, plazmaprotein extravazaciot, gyulladdsos és immunsejtek
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skalajaban kimutathatd, példaul az epitélsejteken: keratinocitdkon (Denda és mtsai 2001;
Inoue és mtsai 2002), gasztrikus epitelialis sejteken (Faussone-Pellegrini és mtsai 2005),
enterocitakon és pneumocitakon (Gunthorpe és Szallasi 2008). A vaszkularis endotéliumban,
immunsejtekben (Saunders és mtsai 2007), simaizomsejtekben (Gunthorpe €s Szallasi 2008)
¢s fibroblasztokban (Kim és mtsai 2006) is kimutattak TRPV1 immunpozitivitast. A kiterjedt
kutatasok és szamos immunhisztokémiai bizonyiték ellenére a TRPV1 receptorok fizioldgiai
szerepe a nem-neuralis szovetben a mai napig nem bizonyitott (Gunthorpe ¢€s Szallasi 2008).
A TRPV1 immunreaktivitds kimutathato human bérmintaban, epidermiszben, szdrtiiszében,
borfiiggelékekben, dermalis véredényekben, Meissner korpuszkuldkban, fibroblasztokban ¢€s
hizésejtekben (Inoue és mtsai 2002; Kim €és mtsai 2006). Izolalt human keratinocitak szintén
expresszalnak TRPV1 receptort, és kimutattak, hogy a kapszaicin fokozza ezen sejtek Ca*'-
felvételét (Inoue és mtsai 2002; Southall és mtsai 2003). Ezen kiviil ezekben a sejtekben a
kapszaicin-indukélta intracellularis Ca®"-novekedés blokkolhatéo volt TRPV1 antagonista
kapszazepinnel. Van néhany bizonyiték, ami alatdmasztja a TRPV1 receptor funkcionalis
szerepét. Southall és munkatarsai arra a megallapitasra jutottak, hogy a TRPV1 receptor a
fajdalmas stimulacié szenzora keratinocitakban, és tultermelddik a gyulladéds sordn, amely az
epidermalis karosodas miatt jon létre (Southall és mtsai 2003). Kimutattak, hogy a TRPV1
receptorok aktivacidja a keratinocitdkon prosztaglandin E,, illetve interleukin-8 (IL-8)
felszabadulast indukél, tovabbd fokozza a ciklooxigenaz enzim, illetve a matrix-
metalloproteinaz expressziot (Southall és mtsai 2003; Li és mtsai 2007; Gunthorpe és Szallasi
2008).

Vizsgalatainkban az els6 immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattuk arra, hogy a TRPV1
receptorok jelen vannak a human oralis mukoézalis szovetben, €s fokozottan expresszalodnak

human OLP-ben. Az immunpozitiv sejtek szamanak megemelkedése a nem-neuralis sejtekben
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kimutathatd volt az epitélium teljes szélességében és szubepitelialis szovetekben is, oralis
lichen planusban, 6sszehasonlitva az ép mukédzaval. A TRPV1 receptor mRNS szintje a lichen
planusbdl szarmazo biopszids mintdkban szignifikansan emelkedettebb volt kvantitativ RT-
PCR-al megmérve, mint az egészséges Onkéntesek mintdiban. Ezért arra kovetkeztetiink,
hogy a nem-neuralis TRPV1 receptorok az oralis mukozaban valdsziniileg gyulladasos
valtozasokat szabalyoznak az OLP kifejlodése soran. Neuralis €s nem-neuralis TRPV1
receptorok kozott interakciok johetnek 1étre a felszabadul6 gyulladasos mediatorok, citokinek,
prosztaglandinok, ndvekedési faktorok és neuropeptidek altal.

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

illetve limfocita fibroblasztbdl, befolyasolhatja a betegség progresszidjat.
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II. FEJEZET:
A NEONATALIS KAPSZAICIN DESZENZIBILIZACIO HATASANAK
VIZSGALATA HIGANY-KLORIDDAL (HgCl,) KIVALTOTT LICHENOID
REAKCIORA PATKANY ORALIS MUKOZABAN

BEVEZETES

A fogészati szakirodalomban gyakran irnak le szajiiregben kialakuld lichenoid reakciokat
higany-tartalmi amalgamtomések mellett (Dunsche €s mtsai 2003). Felmeriilt a kérdés, hogy
a gyulladésos elvaltozasokat az amalgam higany komponense okozza. A folyamat
patomechanizmusanak pontosabb megismeréséhez allatkisérletes modellt fejlesztettiink ki. A
lichen planus tiinetei nem reprodukalhatok allatokban, viszont korabbi kézlemények arrol
szamoltak be, hogy lichenoid reakcié kivalthat6 higany-kloriddal torténd ecseteléssel (Kinnby
¢s mtsai 1988; Larsson és mtsai 1990).

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

receptorokat, milyen hatést fejt ki a nem-neuralis TRPV1 receptorok expressziojara.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. HgCl,-dal kivaltott lichen oris patkanyban

Mivel az irodalmi adatok arra utaltak, hogy a rendelkezésre allo, kisérletesen hasznalhato
patkanytorzsek koziil a barna-norvég patkanyok reagalnak legérzékenyebben a higany-klorid
kezelésre (Dunsche és mtsai 2003), ezt a torzset hasznaltuk vizsgalatainkban. Ujsziilott (2-3
napos, 10-15 g) barna-norvég (Brown Norway) patkanyokat tenyésztettink a PTE-AOK
Kozponti Allathdzaban klimatizalt kornyezetben, hagyomanyos taplalékkal és vizzel ad

libitum ellatva.

Neonatalis, szisztémas kapszaicin elokezelés

A kisérlet elején szisztémas kapszaicin eldkezelést végeztiink az allatokon, a kapszaicin-
érzékeny primér szenzoros neuronok milkodését ugyanis szelektiven lehet blokkolni a
kapszaicin nagy dozisu adasaval: az 1%-os kapszaicin térzsoldatot, ami 1% etanolt és 1%
Tween-80-at tartalmazé fiziologids sooldat, dimetil-szulfoxiddal (DMSO-val) tovabbhigitva
50 mg/kg dozisu kapszaicint adtunk a patkdnyoknak szubkutan, a nyaki résznél. A kezelések
alkalméaval az allatok az akut hatasbdl ad6do szovodmények kivédésére 0,1 ml/10 g dozisban
injekciokoktélt kaptak intraperitonealisan, aminek 1 millilitere 40 pl Bricanyl-t (0,5 mg/ml
terbutalin-szulfat), 40 ul Diaphyllint (4,8%-o0s teofillin-etilén-diamin), 20 pl atropint (0,1%-o0s
atropinum sulfuricum) és higitoszerként fizioldgias NaCl-ot tartalmaz. A kisérletbe hét hetes

elokezelt és kezeletlen (kontroll) allatokat vontunk be.
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Higany-kloriddal (HgCl;) torténd kezelés

A patkanyok egy csoportjanak bukkalis nyalkahartyat glicerinben oldott 0,5%-o0s HgCl,—
oldattal méasnaponta ecseteltiik 8 héten at. Az allatokbdl négy csoportot képeztiink: 1)
kapszaicinnel nem kezelt ¢s HgCl,-dal nem ecsetelt, 2) kapszaicinnel nem kezelt, de HgCl,-
dal ecsetelt, 3) kapszaicinnel el6kezelt de HgCl,-dal nem ecsetelt, valamint 4) kapszaicinnel
elokezelt és HgCl,-dal is ecsetelt csoportokat.

A kezelés befejeztével az allatokat intravénas pentobarbitallal (Nembutal) talaltattuk és
kimetszettiik a szajnyalkahartyat szovettani és immunhisztokémiai vizsgélat céljara.
Kisérleteink minden esetben megfelelnek az allatkisérletek végzésérdl sz6lo 243/1998. szamu
kormanyrendelet eldirasainak, és igazodnak a fajdalom tanulmanyozasara létrehozott
nemzetkozi tanacs javaslataihoz (Zimmermann 1983). A kisérleti eljarasokat a Pécsi
Tudomanyegyetem  allatkisérletekkel  foglalkozdo  Etikai  Bizottsaga  engedélyezte

(engedélyszam: BA 02/2000-16-2006).

2. Mintak feldolgozasa szovettani vizsgalatokra

A hisztopatologiai valtozdsokat hematoxilin-eozinnal festett metszeteken, szemikvantitativ
pontozassal egy kisérletektdl fiiggetlen patologus vizsgalta. Az Osszetett szdvettani
pontszamokat az alabbi lichenoid szdvettani elvaltozdsok alapjan szadmoltuk, amelyek a
hiperkeratozis, parakeratozis, akantozis, kapillarizacid, fibroblaszt proliferacié és fibrozis

voltak.

A mintak elokészitése: A patkany szajnyalkahartya szOvettani mintakat a tokéletes struktara
megorzése céljabol 4%-os pufferolt formalinban fixaltuk 24 oran keresztiil, és alapos
csapvizes lemosds utan viztelenitettiik az anyagunkat, hogy fénymikroszkopos vizsgalatra

alkalmas metszeteket kapjunk.
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Viztelenité sor: Emelkedd koncentracioji alkoholba (50%, 70%, 96% abszolut alkohol)
raktuk az anyagokat 1-1 orara. Az alkoholos viztelenitd anyag kis mértékben oldodik a

hidrofob beagyazé médiumokban, ezért derité anyagokkal kell kezelni a tovabbiakban.

Derités: Kétszer, valtott edényben xilollal tortént, mely egy jol diffundald vegylilet és a

beagyazd médiummal is jol keveredik.

Bedgyazo médium: 56-58°C-on olvadd paraplaszt. Derités utan alaposan atitattuk az
anyagunkat beagyazd médiummal, kétszer kiilon edényben, majd masnap kis csoénakokba

kiontottiik oket.

Metszés: Szankas mikrotdmmal, egyszerhasznalatos pengével tortént. A targylemezeket

elokezeltiik 3-aminopropil-trietoxiszilannal (APES 2%-o0s, acetonnal higitott oldataval).

A paraffinos metszetek festés elotti kezelése: Mivel a festéskor hasznalt vegyiilet
vizoldékony, ezért a paraffinos metszetekbdl elézetes kezelésekkel el kell tavolitani az
apolaros tulajdonsagu bedgyaz6 anyagot, festésre alkalmas (vizes) fazisba kell hozni. Ez a
deparaffinalas 1épése, mely xilollal 2x5 percig tart. Ezutan az apolaros anyag eltavolitasa, a
metszet fokozatos vizzel telitése a rehidralas, melyhez csokkend toménységii alkoholsorozatot
hasznalunk (abszolut alkohol, 96%-0s, 70%-0s). A metszeteket ezutan desztillalt vizben

aztattuk.

Hematoxilin-eozin festés: Ez a modszer els6sorban a sejtmagok kiemelését, a citoplazmas és

a rostos szovetalkotorészektol valo elkiilonitését szolgalja. Nukleinsav-tartalmuk révén a
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bazofil sejtmagokat ¢és az egyéb bazofil szdvetalkotorészeket kékre festi, mig az egyéb

fehérjetermészetii, acidofil szovetalkotorészeket rozsaszintire.

3. Immunhisztokémiai vizsgalatok

A deparaffinizalt és rehidralt szoveti mintdkat pH 6-on citrat pufferben inkubaltuk
mikrohullamu siitdben, 3x5 percig, 750 W-on, antigénfeltaras céljabol. A szovetek endogén
peroxidaz aktivitasat 20 perces 3%-os hidrogén-peroxidban (H,O;) valdé inkubacidval
gatoltuk. A masodlagos antitest nem specifikus kotodését megakadalyozand6, a mintakat
normal kecske szérumban inkubaltuk 20 percig. Ezutdn a metszeteket elobb 1:1000-es
higitasban nyul poliklonalis anti-TRPV1 antitesttel (Chemicon, cat. Nr. AB5889) inkubaltuk
1 oran keresztiil, majd masodlagos torma-peroxiddzzal konjugalt EnVision system anti-nyul
szekunder antitesttel (Dako-Cytomation) 30 percig. Végil a TRPV1 receptorok
immunlokalizacidjat diamino-benzidinnel (DAB) hivtuk eld 10 percig, magfestést
hematoxilin-eozinnal végeztiink.

A TRPV1 receptorok immunpozitivitasat szemikvantitativ pontozassal hataroztuk meg egy
fliggetlen patologus segitségével. Vizsgaltuk a keratinocitdk, vaszkularis endotélsejtek,

limfocitak és fibroblasztok festodését.

4. Kvantitativ valés idejii PCR (qRT-PCR)

A kvantitativ, valos ideji PCR mérést ABI Prism 7000 szekvenciadetektald rendszeren
(Applied Biosystems), 5’ nukledz esszé felhasznalasaval végeztiik el. A teljes RNS tartalom 3
ug-jabol 15 egység AMV reverz transzkriptaz (Promega) és 0,025 pg/ml random primer
(Promega) segitségével komplementer DNS-t készitettiink. A PCR amplifikaciot TagMan

primerekkel végeztiik (essz€ azonosité: Rn00583117 ml a patkdny TRPVI1-re) a TagMan
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univerzalis PCR mastermix protokoll alapjan. Bels6 kontrollként eukaridta 18S RNS (esszé

azonosité: Hs 99999901 sl a 18S RNS-re) mRNS szintek meghatarozasat hasznaltuk.

5. Statisztikai modszerek

Az eredményeket atlag+éatlag standard hibaja (SEM) formaban fejeztiik ki. A statisztikai
eltérések értékeléséhez egyutas variancia analizist (ANOVA), majd Bonferroni-féle
modositott t- tesztet hasznaltunk. A szemikvantitativ szovettani értékeléssel meghatarozott
pontszamokat boxplot mddszerrel abrazoltuk, ahol az egyes oszlopok a csoportok statisztikai
kozépértékét (mediant25-75), percentilértéket mutatjak, a fliggéleges vonalak pedig a
minimum-maximum értékekre vonatkoznak. A statisztikai értékelésre ebben az esetben
Kruskal-Wallis probat (nem-parametrikus ANOVA-t), majd Dunn-féle poszt-tesztet

alkalmaztunk.
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EREDMENYEK

A kezelések hatasara kiilonb6z0é mértéki lichenoid szoveti reakcid alakult ki. Az eredetileg is
keratotikus patkény szdjnyalkahartya hiperkeratotikussa valt a kezelések hatasara, a stratum
corneum rétege megvastagodott. A HgCl, alkalmazdsa dnmagaban elegendonek bizonyult a
lichenoid keratdzis kialakulasdhoz. Ehhez hasonldan alakult az akantdzis kifejlédése is, a ham
kiszélesedett, a stratum basale rétege aktivalttd valt. Egyes egyedekben pszeudo-
papillomatézus hamhiperplazia volt lathatd. A hamot ért kontakt hatas eredményeképpen
szubepitelialis fibroblaszt aktivacio is kialakult, de csak a higany-kloriddal és kapszaicinnel
egyarant kezelt allatokban. Ezekben az egyedekben szubepitelidlisan kapillaris proliferacio €s
fibroblaszt aktivacid igazolodott, mely enyhe fibrozis kifejlodéséhez vezetett ebben a
rétegben. A nyalkahartyai lichenoid keratozis kapszaicinnel valé deszenzibilizacio, illetve
HgCl, egyediili alkalmazasakor is kialakult, de ezek kombinacioja stlyosbitotta a folyamatot.
A 1ézioban limfoid reakcidé nem latszott, tovabba a bazalis rétegben sejtes hidropikus

degeneracio sem fejlédott ki (10. abra).
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10. abra: Kontroll patkiny bukkalis nyalkahartyajabol késziilt fénymikroszkopos
metszetek hematoxilin-eozinnal festve (a), szisztémas kapszaicin elokezelés utan (b),
HgCl, kezelés hatasara (c), HgCl, kezelés hatasara, kapszaicinnel elokezelt allatban
(d) (100-szoros nagyitas).
Az Osszetett szOvettani pontszam, amelybe a hiperkeratdzis, parakeratozis, akantozis,
kapillarizéacio, fibroblaszt proliferacio és fibrozis mértéke tartozik, azt mutatja, hogy a higany-
klorid kezelés jelentds lichenoid reakciot véltott ki patkany szajnyalkahartyaban. Onmagaban

a kapszaicin minimalis gyulladasos elvaltozast okozott, viszont tovabb fokozta a HgCl,-

kivaltotta gyulladasos tiineteket (11. abra).
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11. abra: Az osszetett szovettani pontszam (hiperkeratozis,

parakeratozis, akantozis, kapillarizacio, fibroblaszt

proliferacio és fibrozis mértéke) azt mutatja, hogy a higany-

klorid kezelés jelentds lichenoid reakciot valtott ki patkany

szajnyalkahartyaban. Onmagaban a Kkapszaicin minimalis

gyulladasos elvaltozast okozott, viszont tovabb fokozta a

HgCl-kivaltotta gyulladasos tiineteket. *P<0,05; **P<0,01,

n=8/csoport.
A TRPVI1 receptor immunhisztokémiai vizsgalatok szerint a receptorfehérje fokozottan volt
kimutathatdé a ham rétegeiben kapszaicin eldkezelés hatasara. A HgCl, csak minimalis
mértékt TRPV1 immunpozitivitast hozott 1étre. A kettds kezelés mar nem fokozta tovabb az
immunpozitivitdst a keratinocitdkban. A kapillaris endotélsejtek a csak HgCl,-dal kezelt
patkanyoknal jol detektalhatd immunpozitivitdst mutattak, ami a kapszaicinnel eldkezelt
csoportokban még intenzivebbnek bizonyult. A nem kezelt, kontroll allatokban a
fibroblasztok negativak voltak. A csak higany-klorid expozicié hatasara a fibroblasztokban a
kontroll csoporthoz képest enyhe festédést lattunk, ami a kapszaicinnel és higany-kloriddal is
kezelt allatoknal tovabb fokozddott. Az akkumulalodott limfocitdk egyik csoportban sem
mutattak TRPV1 receptor immunpozitivitast (12. abra). Az 6sszetett pontszam, ami a TRPV1

receptor immunpozitivitast jelzi a keratinocitdkban, a kapillaris endotélsejtekben, a

limfocitakban ¢és a fibroblasztokban, arra utal, hogy a neonatalis kapszaicin elokezelés
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nagymértékben, a HgCl, ecsetelés minimalisan ndvelte az immunpozitiv sejtek szamat a
nyalkahartyaban. Meglepetés, hogy a neonatalis kapszaicin el6kezelés dnmagaban is fokozta
az immunpozitiv sejtek szdmat. A kettds kezelés az Gsszetett pontszamot tekintve hasonlo

mértéki reakciot valtott ki, mint a kapszaicin egymagaban (13. abra).
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12. abra: TRPV1 receptor immunhisztokémia a patkany bukkalis mukézaban. Az
a) kép mutatja a kontrollt, a b) a szisztémas kapszaicin kezelés hatasat, a c¢) abra a
higany-kloriddal kezelt mukézat, a d) abra pedig a higany-klorid kezelés hatasat
kapszaicin el6kezelés utan (100-szoros nagyitas).
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13. abra: Az oOsszetett pontszam, ami a TRPV1 receptor

immunpozitivitaist mutatja a Kkeratinocitakban, a Kkapillaris

endotélsejtekben, a limfocitakban és a fibroblasztokban, arra utal,

hogy a neonatalis kapszaicin elokezelés nagymértékben, a higany-

kloriddal tortént ecsetelés minimalisan, a Kkettos Kkezelés a

kapszaicin kezeléshez hasonlo mértékben fokozta az immunpozitiv

sejtek szamat a nyalkahartyaban. *P<0,05, n=8/csoport.
Kvantitativ, valés ideji PCR méréseken alapuld vizsgalataink azt bizonyitottdk, hogy a
TRPV1 receptor mRNS-ének relativ expresszidja mintegy Otszords novekedést mutatott a
kapszaicinnel kezelt mintdkban a kontrollhoz képest a barna-norvég patkanyokban.
Onmagaban a HgCl, ecsetelés nem okozott valtozast a mintdk mRNS tartalmaban. A kettds
kezelés hatdsa szinte teljesen azonosnak bizonyult a neonatalis kapszicinnel vald

elokezeléshez, a TRPV1 receptor mRNS szint tekintetében, patkany nyalkahartya mintdkban

(14. abra).
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14. abra: a TRPV1 mRNS relativ mennyisége barna-norvég
patkanyban. Belsé kontrollként glicerinaldehid-3-foszfat-
dehidrogenazt hasznaltunk. Az eredményeket atlagtatlag
standard hibaja (SEM) formaban fejeztiik ki, *P<0,05,
**P<0,01 vs. kontroll, n=5-8/csoport.
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KOVETKEZTETESEK

Barna-norvég patkanyokon végzett kisérleteink azt mutatjak, hogy az irodalomban leirtakhoz
hasonléan (Dunsche ¢és mtsai 2003), ebben az allattorzsben a szajnyalkahartya higany-
kloridos ecsetelésével ki lehet valtani szovettanilag jol jellemezhetd lichenoid reakciot.
Kifejlodott a hiperkeratdzis, parakeratozis, akantozis, s6t egyes egyedekben a
pszeudopapillomatozus hamhiperplazia is. A szubepitelidlis szovetben kapilléaris proliferacié
¢s fibroblaszt aktivacid is igazolhato volt, ami enyhe fibrozishoz vezetett. A hematoxilin-
eozinnal festett mintdkon végzett szovettani analizis alapjan, a szisztémdas kapszaicin
elokezelés sulyosbitotta a HgCl, okozta lichenoid reakcidra jellemzd elvaltozasokat, a
szubepitelialis fibroblaszt aktivacido csak a kombinalt kezelések hatasara fejlodott ki. Jol
ismert, hogy szisztémas neonatdlis kapszaicin eldkezelés neurotoxikus hatasa
deszenzibilizdlja a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokat, ezért ezek funkcioja
szelektiven kiesik, igy szisztémas kapszaicin eldkezelés utan a neuralis TRPV1 receptorok
jelenléte kizarhato. Kisérleti eredményeink alapjan meglepd, hogy a neonatalis kapszaicin
elokezelés jelentésen fokozta a TRPV1 receptor immunpozitivitast a patkany
sz4jnyalkahartya sejtjein, példaul a keratinocitdkon, fibroblasztokon ¢s a kapillaris
endotélsejteken is. Kvantitativ PCR adataink szerint a TRPV1 receptor mRNS tartalom
jelentésen megndtt kapszaicin kezelés hatasdra a nyalkahartya mintdkban. Adatainkbol
nyilvanvalo, hogy a neonatalis kapszaicin eldkezelés a neuralis TRPVI1 receptorokat
deszenzibilizélja, azonban szignifikdnsan nodveli a nem-neurdlis receptorok expressziojat.
Lehetséges, hogy a jelenség a denervacidhoz tarsulé kovetkezményes adaptacios
mechanizmus, ezért megfigyelésiink fontos mérfoldké lehet a nem-neurdlis TRPV1

receptorok élettani funkcidjanak felderitése soran. Az a tény, hogy a szisztémas kapszaicin
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elokezelés, mely a kapszaicin-érzékeny neuronok szelektiv deszenzibilizacidjat okozza,
fokozza a HgCl, altal kivaltott gyulladdsos reakciokat, egyértelmiien arra utal, hogy ezekbdl
az idegsejtekbdl szarmazod neuromediatorok protektiv hatast gyakorolnak a lichenoid
elvaltozasok kialakulasara.

A csak higany-kloriddal tortént ecsetelés hatdsara minimalisan nétt a TRPV1 receptor
immunpozitivitas a mintdkban, az mRNS koncentracié pedig nem valtozott. Megallapithat6,
hogy a HgCl,-dal kivaltott gyulladasban, ellentétben humén lichen planusban kimutatott
szerepével, a nem-neurdlis TRPV1 receptorok expresszidja nem fokozodik szignifikans

meértékben.
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1.

2.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

Oralis lichen planusban szenvedd betegek nyalkahartya mintain végzett vizsgalataink
soran immunhisztokémiai bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a TRPV1 receptor
expresszidja megnovekszik oralis lichen planusban a normalis mukézahoz hasonlitva.
A szemikvantitativ szdvettani analizis alapjan fokozott specifikus immunpozitivitas
volt kimutathatd az epitélium teljes szélességében, a vaszkularis endotélsejtekben,
limfocitdkban, fibroblasztokban, a szubepitelidlis szovetben. A kvantitativ képanalizis
megemelkedett immunpozitiv pixelaranyt mutatott az OLP-ben szenvedd paciensek
epitéliumaban, Osszehasonlitva a normalis kontrollokkal, ami a TRPV1 receptor
expresszidjanak fokozddasat jelenti a gyulladdsos folyamat soran. Limfociték,
fibroblasztok és vaszkularis endotélsejtek szintén festédtek a kotdszovetben, de
szignifikans kiilonbség az immunpozitiv pixelekben a lichenes és a kontroll mintak
kozott nem volt kimutathaté. Ez a latszolagos kiilonbség a szemikvantitativ
eredmények ¢s a kvantitativ képanalizis kozott azzal magyarazhatd, hogy a
gyulladésos teriilet a kotészdvetben tul kicsi a kotdszovet teljes kiterjedéséhez képest.
Mivel a receptorok lokalis expresszidjat kvantitativ valés ideji RT-PCR modszer
segitségével bizonyitottuk mRNS szinten, feltételezziik, hogy ezen receptorok

extraneuralisan szintetizalédnak, az immunpozitiv sejtek altal.

Mivel a kapszaicin-érzékeny érzdidegek deszenzitizacidja neonatdlis, szisztémas
kapszaicin eldkezelés altal fokozta a gyulladdsos tiineteket a HgCl,-dal kivaltott
lichenoid reakcioban patkdny ordlis mukézaban, arra kovetkeztetiink, hogy a

kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok protektiv hatast gyakorolnak a lichenoid
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reakcio kifejlodésében. Meglepd vizsgalati eredmény, hogy a nem-neurdlis TRPV1
receptorok expresszidja mind mRNS, mind fehérje szinten jelentés mértékben megnd

neonatalis kapszaicin elokezelés utan patkany szajnyalkahartyaban.
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