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1. KUTATASI KONCEPCIO

A fajdalom tényleges vagy potencialis szovetkarosodast jelzo, kellemetlen €s szubjektiv érzéskvalitas, jelentds
emocionalis komponenssel. A nociceptorok potencialisan szovetkarositd ingerekre (termalis, mechanikai,
kémiai) specifikusan reagald szenzoros idegvégzddések, fajdalomszignalt kozvetitenek a kozponti
idegrendszerbe. A kapszaicin a periférias nociceptorok egy specialis tipusan, az un. kapszaicin-érzékeny
peptiderg afferenseken lokalizalodo Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1) receptoron fejti ki a
hatasat. A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzodések harmas funkcioval rendelkeznek: afferens, lokalis és
szisztémas efferens mitkodéseket kozvetitenek. Szamos betegség patomechanizmusaban a neurogén gyulladas
fontos szerepet jatszik (migrén, asztma, gyulladasos bélbetegséges, reumatoid artritisz), melyet a jelenleg
rendelkezésre all6 gyogyszeres terapia nem képes hatékonyan befolyasolni (Szolcsanyi és mtsai., 1996).
Mindezek alapjan sziikséges 0j hatdsmechanizmussal rendelkezd, elsdsorban az érzdideg-végzddéseken hatd
fajdalomesillapitok, gyulladascsokkentok fejlesztése. A HoS képes aktivalni a kapszaicin-érzékeny peptiderg
érz6ideg-végzodéseket, ezaltal szerepe lehet gyulladas- és fajdalomfolyamatokban. A TRPV1 receptort a
fajdalom farmakologiai befolydsolhatosdganak f6 target molekuldjanak tartjak, az antagonistdk és az
agonistak is analgetikus hatassal birnak. A TRPV1 antagonistak alkalmazhatosagat azonban korlatozzak
sulyos mellékhatasaik (hipertermia, héérzékelési zavar). Alternativ alapkisérletes megkozelitése lehet a
receptormiikodés befolyasolasanak a receptorok hidrofob kapcsolatainak vizsgalata. A TRP receptorok
szamos tagja képez jelatviteli komplexet a lipid raftokban, melyek szerkezeti integritasa hatassal van a
receptorok mikodésére. A migrén patomechanizmusanak leginkabb eclfogadott elmélete a
trigeminovaszkularis tedria (Moskowitz, 1992). A trigeminovaszkularis aktivacié kovetkeztében vazoaktiv
neuropeptidek, mint a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), P-anyag (SP) és vazoaktiv intesztinalis polipeptid
(VIP) szabadulnak fel a végz6désbol, melyek értagulatot, plazmaprotein extravazaciot, hizosejt degranulaciot
okoznak, kialakitva a neurogén gyulladast. A PACAP a trigeminovaszkularis rendszerrel Osszefiiggd
régiokban expresszalodik (Tajti és mtsai.,, 2001). Migrénes rohamok alatt emelkedett PACAP
plazmakoncentraciot detektaltak, valamint a PACAP infuzié migrénszert fejfajast general (Tuka és mtsai.,
2013; Schytz és mtsai.,, 2009). Kutatocsoportunk PACAP génhidnyos egerek felhasznalasaval végzett
komplex magatartsi, funkcionalis €s morfologiai vizsgélatai bizonyitjak, hogy a PACAP jelentds szerepet
jatszik a trigeminovaszkularis rendszer aktivacidjaban (Markovics €s mtsai., 2012). Ezen megfigyelések
alapjan a PACAP receptorok 0j potencidlis terdpids célpontok lehetnek migrénellenes gyogyszerfejlesztés

folyaman.



2. BEVEZETES
2.1 Alipid raft diszrupcié hatasa a TRP receptorok aktivalhatosagara

2.1.1 A TRP receptorok

A Tranziens Receptor Potencial (TRP) receptorok szamos szovetben és sejttipusban expresszald nem-
szelektiv kationcsatornak (Pedersen ¢és mtsai., 2005). A szekvencia és szerkezeti homologia alapjan 6
alcsaladot kiilonboztetiink meg. A TRP receptorok szamos strukturdlis hasonlésagot mutatnak, 6
transzmembran domént tartalmaznak, az 5. és 6. domén kozotti hurok hozza 1étre a csatorna porusat. A TRP
receptorok polimodalisak, fizikai (fesziiltség, hdmérséklet, mechanikai ingerek) és kémiai (endogén, exogén)
ingerek széles skalaja aktivaciohoz vezet. (Nilius és Szallasi 2014).

Dolgozatom fokuszaban a homérséklet-érzékeny TRP receptorok, az un. ,termo TRP receptorok™ alltak,
melyek célpontjai lehetnek j tipust fajdalomcesillapito, gyulladascsokkentd hatdoanyagok fejlesztésének.

A TRPV1 receptor expresszalodik a szenzoros neuronokon, a hasdé gyoki ganglionban és a vékonyan
myelinizalt Ad és C rostokon (Tominaga és mtsai., 1998). A kapszaicin mellett szamos vanilloid struktaraja
vegyiilet (reziniferatoxin (RTX), piperin, zingeron, eugenol) képes aktivalni a receptort. Az endogén agonistak
koz¢é tartozik az anandamid, az N-arachidonoil-dopamin és az N-oleoildopamin (Zygmunt és mtsai., 1999,
Chu és mtsai., 2003). A fajdalmas héinger (> 43 °C) ¢és az alacsony pH (< 6) is receptor aktivaciot valt ki
(Nilius, 2007). Gyulladaskelté mediatorok, mint bradikinin, prosztaglandinok, tumor nekrézis faktor a (TNF
0), idegi novekedési faktor szenzitizaljak a receptort. A receptor aktivacioja soran Na* és Ca?* aramlik a sejtbe,
mely folyamat akcids potencidl kialakulasat, valamint a végzddésben tarolt neuropeptidek exocitdzisat
eredményezi.

TRPAL receptor és a TRPV1 nagymértékben koexpresszalodik a peptiderg afferens Ao és C rostok egy
részében, , szerkezetének jellegzetessége az N-terminalison lokalizal6ddé nagyszamu (14-18) ankirin
ismétl6dés (Story és mtsai., 2003). A TRPAL receptort hideg inger (<17 °C), mechanikai ingerek, exogén és
endogén ligandok is képesek aktivalni. Az exogén agonistak kozé tartozik az AITC, a formaldehid, az allicin
¢s a fahéjaldehid (Bandell és mtsai., 2004; McNamara és mtsai., 2007; Bautista és mtsai., 2005). Gyulladasos
folyamatok, oxidativ stressz ¢és szOvetkarosodas soran felszabaduld endogén mediatorok és endogén
gaztranszmitterek (NO, H.S) is aktivaljak a receptort (Andersson és mtsai., 2008; 2012). Szamos G-protein-
kapcsolt receptor, mint a bradikinin receptor, a proteinaz aktivalt receptor 2 TRPA1 receptor szenzitizaciot
okoz (Bandell és mtsai., 2004; Dai és mtsai., 2007). A TRPA1 receptor hdmérséklettel valo aktivalhatosaga
evolucios kiilonbséget mutat, gerinctelenekben melegre érzékeny, ragcsalokban hideg-érzékeny, mig
foemlésokben homérséklet inszenzitiv (Chen, 2015).

TRPMS8 receptort aktivalja a 26 °C alatti hdmérséklet, a mentol, az icilin és az eukaliptol (Peier és mtsai.,
2002; Bautista és mtsai., 2007). Szerkezetére jellemzd, hogy ellentétben a TRPV1 és TRPA1 receptorokkal,

az N-terminalis nem tartalmaz ankirin-ismétlédéseket. A PIP> kotédése a TRP doménhez receptor



szenzitizaciot okoz. A foszfolipaz C, protein kindz A és protein kindz C a receptor aktivalhatdsagat gatolja.
(Premkumar és mtasi., 2005; Laing és Dhaka, 2016).

A TRPMB3 receptor szamos neuronalis €s nem neuronalis szovetben expresszalodik. A receptor potens
agonistaja a neuroszteroid pregnenolon-szulfat (Wagner és mtsai., 2008). A szulfat-csoport jelenléte és
sztereokémiai helyzete a TRPM3 receptor aktivalo hatads szempontjabdl kulcsfontossagi (Majeed és mtsai.,
2010). Egyéb szteranvazas vegyliletek is képesek aktivalni a receptort. A TRPM3 receptoron specifikus
szteroid kotOhelyet valosziniisitenek és a plazmamembranon vald atjutdsdban alternativ utvonalakat
azonositottak (Drews és mtsai., 2014; Grimm és mtsai., 2005). A TRPM3 receptor részt vesz az akut
hoérzékelésben (homérsékleti aktivacios kiiszobe 40 °C) és a hiperalgézia kialakulasaban, mely alapjan

célpontként szolgalhat analgetikum fejlesztésben (Vriens és mtsai., 2011).

2.1.2 A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések

Az érzéideg-végzodések egy specialis tipusat alkotjak a kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensek, melyek
harmas funkcidval rendelkeznek; klasszikus afferens valamint lokalis és szisztémas efferens mukodéseket
kozvetitenek. A klasszikus afferens miikodés sordn az aktivalt érzdideg-végzddések a kdzponti idegrendszer
felé kozvetitenek idegaktivitast, melynek eredménye a nocicepcio kialakulasa. Emellett aktivacio hatasara az
érzOideg-végz6désbol gyulladaskelté neuropeptidek is felszabadulnak (CGRP, SP), melyek neurogén
gyulladast hoznak létre (Jancsé és mitsai., 1967). Ez az érzdideg-végzddések lokalis efferens funkcidja
(Szolcsanyi, 1984 a; b). Kutatécsoportunk bizonyitotta, hogy az aktivalt érzéideg-végzodésbol a
gyulladaskeltd neuropeptideken kiviil szomatosztatin is felszabadul, mely szisztémas gyulladdsgatld és
fajdalomcsillapito hatast fejt ki. Ez az érzdideg-végzddések szisztémas efferens funkcidja melyet szenzokrin
miitkodésként definialtak (Szolcsanyi, 2004).

2.1.3 A lipid raftok

A Singer és Nicolson-féle folyékony mozaik modell szerint a lipid kett6srétegben a plazma proteinek random
moédon helyezkednek el. Ujabb elmélet szerint a plazmamembranban mikrodomének talalhatoak, melyek
strukturaja, lipid- és fehérje Osszetétele eltér a kornyezetétol. A legismertebb mikrodomének a lipid raftok. A
lipid raftokat magas foku folyadékfazisu rendezettség jellemzi, mig a non-raft régiok a rendezetlen fazist
alkotjak (Rietveld és Simons, 1998). A lipid raftok szamos fizikai-kémiai tulajdonsaga eltér a kdrnyez6
membranra jellemzé paraméterekt6l, siriiségiik alacsonyabb, telitett lipidekben, koleszterinben,
szfingolipidekben és proteinekben gazdagok, 4 °C-on Triton X-100 detergensben oldhatatlanok. A koleszterin
a membran extra- és intracellularis oldalan hasonld aranyban jelenik meg, mely a raftok szerkezetének
kialakitasaban és funkcidjaban kulcsszerepet tolt be (Simons és Ikonen, 1997). Funkcionalis szempontbol a
membran raftoknak szamos alapvetd sejtfiziologiai folyamatban tulajdonitanak fontos szerepet; szabalyozzak
a membrantranszport folyamatokat, valamint eldsegitik a jelatvitel szempontjabol fontos molekularis
kolcsonhatasok kialakulasat (Parton és Richards, 2003). A TRP receptor csalad szamos tagja képez jelatviteli
komplexet a lipid raftokkal (Liu és mtsai., 2006). A lipid raft kutatas fontos momentuma a farmakologiai
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alapkutatasoknak, mert alternativ utat jelent a receptormolekuldk és ezen keresztiil a jelatviteli utak
befolydsolasaban. Szamos mddszerrel tanulméanyozhatjuk a lipid raftok szerepét a receptormiikodésben. A
metil-B-ciklodextrin (MCD) a plazmamembran koleszterin tartalmat depletalja, mely a lipid tutajok szétesését
okozza. A szfingomielindz a plazmamembran szfingomielin tartalmat hidrolizalja, mig a myriocin a

szfingolipidek felépiilését gatolja (Kobayashi mtsai., 2006).
2.2 A hidrogén-szulfid donor vegyiiletek és a DMTS target molekulajanak azonositasa

2.2.1 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok szintézise, metabolizmusa, élettani hatasai

A hidrogén-szulfid a harmadik ismert gdzmediator eml6s szervezetben a szén-monoxid és a nitrogén-monoxid
mellett, mely a sejten beliili jelatviteli folyamatokat vezérlu gaz természetli kismolekulak legfrissebben
felfedezett tagja (Wang és mtsai., 2012). A HoS szintézise L-ciszteinbdl torténik, cisztationin-B-szintaz,
cisztationin-y-liaz, 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz és cisztein-aminotranszferaz enzimek altal katalizalt
reakciok folyaman. Ujabb kutatasok bizonyitjak, hogy a HzS D-ciszteinbél is keletkezhet 3-MST és D-
aminosav-oxidaz hatasara. A H>S metabolizmusa a mitokondriumban elsdsorban szulfid-kinon-reduktaz
enzim altal vezérelt. A poliszulfidok H>S-b6l képzddnek oxigén jelenlétében (Kimura és mtsai., 2013).
Gyulladasos folyamatokban a H2S pro- és antiinflammatorikus hatasokat is kozvetithet, a gyulladas tipusatol
¢és a HoS koncentraciotol fliggen. Karragénnel kivaltott artritisz modellben a H2S-donor vegyiiletek gatoltak
az 6déma kialakulasat (Zanardo és mtsai., 2006). A poliszulfid vegyiilet, a diallil-triszulfid gatolta colitis
ulcerosa gyulladasos folyamatait, mely a TNF o expresszio és a nuklearis faktor kB (NFxB) aktivitas

csOkkentésén keresztiil valosult meg (Bai és mtsai., 2005).

2.2.2 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok molekularis célpontjai

A H:S szignalizaciés utvonalai, hatdsmechanizmusa nem teljesen tisztazott, azonban szamos molekularis
célpontot azonositottak. A vazodilatator hatasért K*atp csatorndk megnyilasa teheté feleldssé. A HaS
nociceptiv hatasdnak hatterében a T-tipusu fesziiltségfliggd kalcium csatorndk indirekt aktivacioja allhat.
Szamos kisérleti elrendezéseben bizonyitottak a HoS és a poliszulfidok TRPA1 receptor aktivald hatasat.
TRPAL receptor-expresszalo kinai horcsdg ovarium (CHO) sejteken végzett in vitro kisérletben Ca?* szignalt
detektaltak H2S hatdsara (Streng és mtsai., 2008). Kutatocsoportunk eredményei alapjan a H2S értagitd hatasat
TRPAT receptor aktivaciot kovetd periférias érzéideg-végz6désbol felszabadulo CGRP okozza. (Pozsgai és
mtsai., 2012). A szervetlen poliszulfid vegyiiletek TRPA1 receptor aktivaciot okoznak asztrocitakon és
szenzoros neuronokon (Kimura és mtsai., 2013; Hatakeyama és mtsai,, 2015). A H2S gyulladdsos

folyamatokra kifejtett hatasa kapcsolatban all az NFkB utvonallal (Chattopadhyay és mtsai., 2012).
2.3 A PACAP receptor agonistak és antagonistak hatasanak vizsgalata

2.3.1 A PACAP elofordulasa szervezetben és élettani hatasai
A hypohysis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) izolalasa 1989-ben tortént birka hypothalamus-bol,
hypohysis-ben kifejtett adenilat-ciklaz stimulalé képessége alapjan. A PACAP a szekretin-glukagon-VIP
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peptidcsaldd tagja (Miyata ¢és mtsai.,, 1989). A szervezetben a PACAP a kozponti- €s periférias
idegrendszerben, valamint nem idegi struktirakban is megtalalhato. A PACAP a kozponti idegrendszerben
legnagyobb mennyiségben a hypothalamus-ban detektalhatd, emellett expresszalodik az agykéregben, a
hippocampus-ban, a thalamus-ban, a hypophysis-ben (Vaudry és mtsai., 2000). A PACAP jelenlétét
kimutattak a fajdalomkozvetit palyarendszerben: a gerincvel6 hatso szarvaban, DRG-ben és TRG-ben és a
kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok periférias végzodéseiben (Moller és mtsai., 1993; Fahrenkrug és
Hannibal, 1998). A PACAP szerteagazo ¢lettani hatasokkal rendelkezik. Az idegrendszeri differencialodasban
is kulcsfontossagu, emellett neuroprotektiv hatassal rendelkezik. Potens vazo- és bronchodilatator,
szabalyozza a neurotranszmitterek felszabadulésat, befolyasolja a gasztrointesztinalis motilitast és szekréciot
(Vaudry és mtsai., 2000). A PACAP fontos szerepet tolt be a fajdalomérzés kozponti és periférias
szabalyozasaban a cirkadidn ritmus- és hdszabalyozasban (Davis-Taber és mtsai., 2008; Helyes és mtsai.,

2007; Hannibal, 2006).

2.3.2 A PACARP receptorok és ligandok

A PACAP hatasat a szervezetben G-protein-kapcsolt receptorok kozvetitik, melyeknek két f6 tipusa a PACI
¢s a VPAC receptorok. A PACI receptorhoz 2-3 nagysagrenddel nagyobb affinitassal kotédik a PACAP, mint
a VIP, mig a két neuropeptid a VPAC receptorokhoz hasonlo6 kotddési hajlamot mutat (Laburthe és Couvineau,
2002). A PACARP receptorok szamos splice variansat identifikaltak, a legnagyobb szamu valtozatot a PAC1
receptor esetében azonositottak, melyek kiilonboz6 jelatviteli tvonalakat generalhatnak. (Arimura, 1998). A
PAC1 ¢és VPAC receptorokon szamos agonistat és antagonistat azonositottak, melyek a PACAP receptorok
vizsgalatara alkalmas farmakologiai eszk6zok. Human neuroblastoma NB-OK-1 sejteken végzett
vizsgalatokkal igazoltak, a PACAP6-38 potens PAC1/VPAC?2 receptor antagonista hatasat (Robberecht és
mtsai., 1992). Ezzel szemben, az antagonista bizonyos sejtekben, szovetekben a PACAP1-38-al megegyez6
hatasokat kozvetitett. Kutatocsoportunk bizonyitotta, hogy a PACAP6-38, a PACAP1-38-hoz hasonl6an
csOkkentette az elektromos téringerléssel, illetve kémiai stimulacioval kivaltott szenzoros neuropeptid
felszabadulast izolalt patkany trachea érzéideg-végzédéseibdl (Reglddi és mtsai, 2008). A 61 aminosavbol
allo potens értagitdo peptid a maxadilan PAC1 receptor szelektiv agonista (Lerner és mtsai.,, 1991). A
maxadilan 65 (M65) specifikus PAC1 receptor antagonista. Az M65 szelektiven gatolta a [1®I]JPACAP27
kotodését PACI receptor-expresszaldé CHO sejtvonalon (Uchida és mtsai., 1998). A VIP analog VIP6-28
VPAC1/VPAC2 receptor antagonista, parcialis agonista hatasat is leirtak (Schuelert és McDougall, 2006). A
VIP szerkezetében a Thr!!, Tyr?2, Asn?® aminosavak helyettesitése alaninnal egy nagyon szelektiv VPACI
receptor agonista peptidet (Alalt?22VIP) eredményezett (Nicole és mtsai., 2000). A 31 aminosavbol 4llo
BAY 55-9837 VPAC?2 receptor szelektiv agonista hatasat receptorkotédési vizsgalatokkal bizonyitottak

(Tsutsumi és mtsai., 2002).



2.3.3 A PACAP szerepe migrénben

A PACAP szerepét migrén patomechanizmusaban napjainkban intenziven kutatjak, mivel expresszalodik az
emberi ¢és allati agy trigeminalis rendszerrel 6sSzefliggd szamos teriiletén, az agytorzs Un. ,,migrén-generator”
érzékeny szenzoros neuronok periférias végzdodésein €s érsimaizomsejteken (Tajti és mtsai., 1999, Vaudry és
mtsai., 2009). A migrénes fajdalom a steril neurogén gyulladas egyik formaja (Moskowitz, 1992). Plazma
protein extravazaciot figyeltek meg patkany TRG elektromos stimulécidja soran (Markowitz és mtsai., 1987).
A PACAP fontos medidtor a trigeminovaszkularis aktivacioban, mely a migrén patomechanizmusaban

szerepet jatszik (Schytz és mtsai., 2010).

3. CELKITUZESEK

A neuropatias fajdalom, illetve a migrén terapiaja nem kielégité, a rendelkezésre all6 hatdanyagok
mellékhatasprofilja nem optimdlis, ezért sziikséges elsdsorban érzdideg-végzddéseken hatod
gyulladascsokkentok, fajdalomcsillapitok fejlesztése. Kisérleteinkben kiilonb6z6 in vitro modszerekkel
célunk volt kulcsmechanizmusok, célmolekuldk azonositdsa, melyek kiindulopontjai lehetnek 1;j
hatadsmechanizmusu gyodgyszerek fejlesztésének. Kutatomunkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

I. A lipid raft diszrupcio hatasanak vizsgalata a TRP receptorok aktivalhatosagara

A TRP receptorok aktivacioja szempontjabol relevans régiokat azonositottak, azonban kevés tudomasunk van
arr6l, hogy a mikrokdrnyezet megvaltoztatdsa milyen hatast gyakorol a TRP receptorok mukodésére. A
dolgozatomban részletezett kutatasunk célja annak megallapitasa volt, hogy a lipid raft diszrupciéo hogyan
befolyasolja a termoszenzitiv TRP receptorok kémiai Gton kivaltott aktivaciojat TRG neuronokon, periférias
érzdideg-végzddéseken és TRPV1 receptor-expresszalé CHO sejteken.

I1. A hidrogén-szulfid donor vegyiiletek és a DMTS target molekuldjanak azonositasa

A TRPALI receptor szerepe napjainkban kiemelkedd fontossdgiiva valt a fajdalomkutatasban. Egyre tobb
agonistat ismeriink meg és szamos antagonistat fejlesztenek a receptormiikodés gatlasara. A HoS in vitro
vizsgalatai bizonyitottdk TRPA1 agonista hatasat. Célul tliztiik ki a DMTS célmolekuldjanak azonositasat
érzOneuronokon.

I11. A PACAP receptorokon haté agonistak és antagonistak hatasanak vizsgalata

Egyértelmiivé valt, hogy a PACAP fontos mediator a trigeminovaszkularis aktivacioban, mely a migrén
kialakulasaban fontos szerepet jatszik. Mivel a trigeminovaszkularis aktivacioban részt vevd TRG neuronok
vizsgalatarol kevés adat all rendelkezésiinkre, célul tiiztiik ki a jelenleg ismert agonistak, antagonistak in vitro
vizsgalatat szenzoros neuronokon. A TRG sejttenyészet transzlacios modellként szolgalhat migrénellenes

gyogyszerfejlesztéshez.



4. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
4.1 Primer sejttenyészet és sejtvonalak

4.1.1 Patkany és egér trigeminalis ganglionsejt tenyészet

1-4 napos Wistar patkanyok és CD1, TRPA1*"*, TRPA1” egerek trigeminalis ganglionjat steril foszfat puffer
oldatban (PBS) kipreparaltuk (Széke és mtsai., 2000). A gangliondarabokat 35 percig 2 % kollagenaz Xl-et
(1 mg/ml), ezt kovetéen 8 percen keresztiil dezoxiribonukleaz I-et (1000 UN/ml) tartalmazé PBS-ben
inkubaltuk (37 °C, 5 % COz). A ganglionokat PBS-sel mostuk, majd trituraltuk. Ezutan a neuronokat poly-D-
lizinnel (100 pg/ml) elékezelt tivegkorongokat tartalmazd, steril 24-lyuku tenyésztdedényekbe helyeztiik. A
sejtkultarakat 37 °C-on 5% CO- jelenlétében tartottuk.

4.1.2 TRPV1, TRPA1 és PACAP receptor-expresszalo sejtvonalak
Vizsgalataink soran patkany TRPV 1, human TRPA1, PAC1, VPACI1 és VPAC2 receptort stabilan expresszalod
CHO sejtvonalakat is hasznaltunk (Sandor és mtsai., 2005; Gaudin és mtsai., 1996; Nicole és mtsai., 2000;

Bourgault és mtsai., 2008).

4.2 Vizsgalati médszerek

4.2.1 Intracellularis Ca?* koncentracié mérés fluoreszcens modszerrel

A sejttenyészeteket fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM) (1 uM) fluoreszcens kalcium indikator festékkel
inkubaltuk (30 perc, 37 °C). A kisérleteket Olympus BX50WI fluoreszcens mikroszképpal végeztiik
extracellularis oldatban. A fluoreszcens képet egy vizimmerzids objektiv és egy szdmitogéphez csatlakoztatott
digitalis kamera segitségével rogzitettiik. A sejtek altal felvett fluoreszcens festék 340 és 380 nm hullamhosszi
fénnyel valo alternald gerjesztését monokromator biztositotta, az emittalt fényt 510 nm-en detektaltuk. A két
hullamhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitds aranyat, az un. raciometrikus értéket (R=F340/F380) az
id6 fiiggvényében Axon Imaging Workbench 2.2 szoftverrel generaltuk. Az eredmények értékelését Microcal

Origin 7.0 szoftverrel végeztiik.

4.2.2 Radioaktiv ©°Ca?* felvétel vizsgalatok

A sejteket 15 ul DMEM tapoldatot tartalamazé 72-lyuka mini tenyésztéedénybe helyeztiik. Masnap a sejteket
10 pl Ca?* mentes Hank’s oldatban oldott tesztoldat és 200 pCi/ml ®ca?t izotop (1,3 Ci/mM) elegyében
inkubaltuk. ECS oldattal tortén6é mosast utan a sejteket tartalmazo tenyésztéedényt 75 °C-ra helyeztiik, majd

15 pl 0,1%-0s natrium-dodecil-szulfattal lizaltuk a sejteket. A lizatum radioaktivitasat 2 ml szcintillacios

folyadékban Packard Tri-Carb 2800 TR szamlaldval mértiik. A “ca?t 1zotop retenciot percenkénti belitésszam
(CPM) értékben adtuk meg.

4.2.3 [*°S] Guanozin-5’-O-[y-tio] trifoszfat ([**S]GTPy S) kotédési teszt
A PACI1, VPACI ¢és VPAC2 receptor-expresszalo CHO sejteket homogenizaltuk és 50 mM Tris-HCI

pufferrrel higitottuk az optimalis proteintartalom eléréséig. A membranfrakciokat Tris-EGTA pufferben
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inkubaltuk, mely 20 MBq/0,05 ml [®*S]GTPyS-t (0,05 nM), emelkedé koncentraciéju PACAP1-38, PACAPG-
38, VIP, VIP6-28, maxadilan, M65, Ala*'?228V|P, BAY 55-9837 (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM és 1 pM)
oldatot és 30 uM GDP-t tartalmazott. A membranhoz kotott és nem kotott [2S]GTPyS-t a mintak Whatman
GF/B filteren valo vakuumsziirésével kiilonitettiik el. A filtereket 5 ml jéghideg Tris-HCI pufferrel mostuk,
a membranfrakciokat tartalmazo6 filterdarabokat UltimaGold F szcintillacios folyadékba helyeztiik, a
radioaktivitast Packard Tri-Carb 2800 TR szcintillacids szamlaloval mértiik. A tesztanyagok altal indukalt G-

protein aktivaciot a ligandum hianyaban megfigyelt specifikus [*>S]GTPyS kotddés szazalékaban adtuk meg.

4.2.4 Patch-clamp modszer

A patch-clamp méréseket TRPA 1-transzfektalt CHO sejtszuszpenzion planar technikaval végeztiik, whole-
cell konfiguracidban négycsatornas Patchliner berendezéssel. A méréshez alkalmazott pulzusprotokoll egy 20
ms-ig tartd -50 mV-os 1épéssel indul, amely utdn 20 ms hosszan visszatériink a -10 mV-0s nyugalmi
potencialra. Ezutan 60 ms hosszi ramp protokoll alkalmazasaval elérjiik az 50 mV-os membranpotencialt. A
sejteket 10 ms-ig tartottuk az 50 mV-os potencialon, majd visszatértink a -10 mV-0s nyugalmi
membranpotencialra. A pulzusfrekvencia 0,2 Hz volt. A sejtek reszuszpendalasa, a seal és a whole-cell
konfiguracio 1étrehozasa a normal kiilsé oldatban tortént. Ezutan a kiils6 oldatot lecseréltiik a méréoldatra. A
kontroll szakasz utdn a mérdoldatban oldott DMTS-t pipettaztuk a sejtekre ndvekvd koncentracidban. A
fesziiltségprotokoll alkalmazéasa sordn 50 mV-on meghatiroztuk az aram nagysagat. Az értékek korrigalasra

keriiltek a kontroll mérésekkel. A két érték kiilonbségét tekintettiik a TRPA1 csatornan atfolyd aramnak.

425 CGRP felszabadulas mérése radioimmunoassay (RIA) modszerrel izolalt patkany trachea
érzéideg-végzodéseibol

A patkany trachedkat thiopentallal (50 mg/kg i.p.) torténd altatas mellett kipreparaltuk. Az izolalt légcsoveket

37 °C-on temperalt, oxigenizalt Krebs oldattal perfundaltuk. Az aramlas leallitasa utan 8 percenként lecserélve

a kamraban 1év0 oldatokat prestimulacids, stimulécids €s posztstimulacios fazisokat nyertiink. A masodik 8

perces szakaszban tortént a trachea afferens idegvégzddéseinek stimulacidja kémiai uton. A szervfiirdokbol

vett 200 pl térfogatt mintakbol RIA modszer segitségével hataroztuk meg a CGRP koncentraciokat, melyet

fmol/mg nedves szovetsulyra vonatkoztatva fejeztiink ki (Németh és mtsai., 1998).

4.2.6 Fluoreszcencia spektroszképia

A lipid raft diszrupcié eléréséhez a TRG neuronokat 10 mM MCD-vel kezeltiik (45 perc, 37 °C), a kontroll
sejteket PBS-ben inkubaltuk. A tenyészeteket 1 puM laurdan oldattal jeloltik (40 perc, 37 °C), majd
membranpreparatumot készitettiink. A méréseket FL3-2iHR spekrofluoriméterrel végeztik. A spektralis
valtozasok szamszerisitésére altalanos polarizacid (GP) értékeket hatdroztunk meg, mind az emisszids mind

a gerjesztési spektrumok esetében.



4.2.7 Filipin fluoreszcens jelolés

Az MCD altal okozott koleszterin deplécio nyomon kovetésére Kkoleszterin-kot6 fluoreszcens festéket
alkalmaztunk a makrofagokon leirt protokoll szerint (Tabas és mtsai., 1994). CHO sejteket és TRG neuronokat
10 mM MCD-vel kezeltiik (45 perc, 37 °C). A sejttenyészeteket PBS-sel mostuk, majd 4% formaldehiddel
fixaltuk. PBS-sel tortén6 mosast kovetéen glicin oldat (1,5 mg/ml) keriilt a sejtekre 10 percre, melyet filipin
oldattal (0,05 mg/ml PBS/10% FBS oldatban) val6 inkubalas kovetett 2 6ran keresztiil. A sejteket Olympus

Fluoview-1000 rendszerrel analizaltuk.

4.3 Statisztikai analizis

Az adatokat atlag = SD, illetve + SEM értékekben adtuk meg, melyek legalabb harom fliggetlen kisérlet
eredményeibdl szarmaztak. A PACAP receptor agonistak €s antagonistak vizsgalata esetén egyutas ANOVA,
Bonferroni post hoc tesztet vagy kétmintas t-probat, mig a lipid raft diszrupcié hatasanak elemzéséhez egyutas
ANOVA, Dunnett post hoc tesztet vagy kétmintas t-probat hasznaltunk. Minden esetben a p<0.05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikansnak. Az ECsp értékek meghatarozasara Graph Pad Prism 5.0 szoftvert,

illetve SigmaPlot programot hasznaltunk.

5. EREDMENYEK
5.1 Alipid raft diszrupcio hatasa a TRP receptorok aktivalhatosagara

5.1.1 Szfingomielinaz kezelés hatasa a TRP receptorok miikodésére TRG neuronokon
A szfingomielinaz kezelés koncentraciofiiggd modon csokkentette az AITC- és az icilin-érzékeny sejtek

aranyat. A kezelés azonban nem csokkentette szignifikansan a pregnenolon-szulfatra reagalo sejtek aranyat.

5.1.2 Szfingomielinaz kezelés hatisa a fesziiltségfiiggé kalcium csatornak miikodésére és a belso
membranok szerkezeti integritasaira TRG neuronokon
A szfingomielindz kezelés nem gatolta a sejtek KCl-érzékenységét, a raciometrikus érték sem valtozott. A

kezelésnek nem volt hatasa a thapsigargin-szenzitiv sejtek aranyara.

5.1.3 Ceramid és szfingozin kezelés hatasa a TRP receptorok miikodésére TRG neuronokon és
TRPV1 receptor-expresszalé CHO sejteken

Az elékezelések (1; 10 uM ceramid/szfingozin, 37 °C, 60 perc) nem gatoltak a kapszaicin ltal kivaltott °Ca?*

akkumulaciét TRPV1 receptor-expresszalo CHO sejteken. Erzéneuronokon a kapszaicin és az AITC-szenzitiv

sejtek aranya nem valtozott szignifikans mértékben a hidrolizistermékek hatasara. A kapszaicin és AITC

hatasata detektalt fluoreszcencia arany értékek ceramid- , illetve szfingozin-kezelést kovetéen sem valtoztak.

5.1.4 Szfingomielinaz, ceramid és szfingozin kezelés hatasa a TRP receptorok miikodésére periférias
érzoideg-végzodéseken
A szfingomielinaz kezelés koncentraciofiiggd modon gatolta a kapszaicin-indukalt CGRP exocitozist és

csokkentette az AITC hatasara felszabadult CGRP mennyiséget. Az icilin, a pregnenolon-szulfat és a
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thapsigargin nem okozott RIA moédszerrel detektalhatdé CGRP felszabadulast. A ceramid és a szfingozin (10
uM) nem befolyasolta a kapszaicin és az AITC altal kivaltott CGRP exocitozist.

5.1.5 MCD kezelés hatasa a TRP receptorok miikodésére TRG neuronokon

A 10 mM MCD kezelés szignifikansan csokkentette az AITC-szenzitiv neuronok aranyat és a raciometrikus
értéket. Az icilinre reagalo kontroll sejtek aranya és a raciometrikus (R) érték szignifikansan csokkent 1 mM
MCD-vel t6rténd inkubaciot kovetéen. A 3 mM MCD kezelés eltorolte a valaszokat. Az el6kezelésnek nem

volt hatasa a a TRPM3 receptor aktivalhatdsagara.

5.1.6 Mpyriocin kezelés hatasa a TRP receptorok miikodésére TRG neuronokon
A myriocin (200 nM) kezelés szignifikansan csokkentette az AITC-, illetve az icilin-szenzitiv neuronok
aranyat, valamint a fluoreszcencia arany emelkedést, azonban a pregnenolon-szulfatra reagalo sejtek aranyara

és az R értékre nem volt hatasa.

5.1.7 MCD Kkezelés hatasa a plazmamembran rendezett és rendezetlen fazisainak aranyara

Az emisszids spektrumbol meghatarozott GPem érték kontroll esetben 0,46 volt, mely az MCD kezelés
hatasara 0,35-re csokkent. A gerjesztési spektrum alapjdn szdmolt GPex érték -0,63-rol, -0,72-re csokkent
MCD kezelés hatasara. A GP értékek ilyen irdnyt valtozasai egyértelmi bizonyitékot szolgéltatnak arra nézve,

hogy a kezelés megvaltoztatta a membran rendezett és rendezetlen fazisainak aranyat.

5.1.8 MCD kezelés koleszterin depletalé hatasanak kimutatasa

Az MCD kezelés (10 mM) erdteljesen csokkentette a plazmamembran filipin jel6l6dését TRG neuronokon és
TRPV1 receptor-expresszal6 CHO sejteken. Kontroll sejtekben a koleszterin a plazmamembranban ¢és a
perinuklearis kompartmentekben is megtalalhato. MCD-kezelt TRPV1 receptor-expresszaldé CHO sejtekben

¢s TRG neuronokban a koleszterin-jelolés eltorlodott.

5.2 A hidrogén-szulfid donor vegyiiletek és a DMTS target molekulajanak azonositasa

5.2.1 A hidrogén-szulfid donor vegyiiletek target molekulajanak azonositasa TRG neuronokon

A H,S donorok pontos koncentraciojat a fluoreszcens [Ca®*]i mérések alatt amperometrias HoS szenzorral
hataroztuk meg. A gaztranszmitter hatisara nagymértékii [Ca?*]i emelkedést detektaltunk TRPA1"* egér TRG
neuronokon, mely 20-30 s latencia utan fejlodott ki. A valaszok kinetikai jellemz6i ioncsatorna aktivaciora
utaltak. A detektalt [Ca**]i emelkedés reprodukalhat6 volt, illetve az NaHS-szenzitiv sejtek a szelektiv TRPA1
agonista AITC-re is érzékenyek voltak. TRPAL” egér TRG sejttenyészeten NaHS és NaoS hatasara sem

detektaltunk [Ca*']; emelkedést.

5.2.2 A DMTS target molekuldjanak azonositasa TRG neuronokon

A DMTS hatasara gyorsan kifejloéds, ismételhetd Ca®" valaszt detektaltunk TRPA'* egér TRG sejteken.
TRPA™ egér érzéneuronokon a DMTS nem valtott ki hatast. A TRPA1 szelektiv antagonista vegyiilet a HC-
030031 gatolta a DMTS-indukalt [Ca?*]i ndvekedést.
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5.2.3 A DMTS hatasa a TRPAL aramokra TRPA1 receptor-expresszalé CHO sejteken

A DMTS 100 uM nagymértékit TRPA1 dramot valtott ki. A HC-030031 (30 uM) gatolta a DMTS (100 pM)
altal indukalt TRPA1 &aramot. A koncentracid-hatas gorbe felvételéhez kiilonbozé koncentracioban
alkalmaztuk a DMTS-t, pozitiv kontrollként AITC szolgalt. Az adatokat Hill egyenlettel illesztve az ECso
értéket 18,46 £ 0,31 uM-nak hataroztuk meg.

5.3 A PACARP receptor agonistak és antagonistak hatasanak vizsgalata

5.3.1 A PACARP receptor agonistak és antagonistak hatiasa TRG neuronokon

Wistar patkdny TRG neuronokon lassan emelkedd [Ca?*]i-t detektaltunk PACAP1-38 alkalmazasakor, mely
kinetika a G-protein-kapcsolt receptor aktivaciora jellemzd. A PAC1/VPAC?2 receptor antagonista PACAP6-
38 jelenlétében nem csokkent az agonistara reagald a neuronpopulacié aranya, valamint az antagonista
onmagaban is [Ca?']i ndvekedést okozott a vizsgalt neuronok jelentés részében. A TRG neuronok PACAP1-
27-re, VIP-re, BAY 55-9837-re, maxadilanra is érzékenységet mutattak. Erdekes modon az antagonistdk
alkalmazasakor (VIP6-28, M65) is detektaltunk Ca®* valaszokat. A VPAC]1 receptor szelektiv Alall2228V/|P-
nek azonban nem volt szamottevé hatasa a [Ca?*]; -re. Ca?" mentes kozegben is detektaltunk reagald sejteket
a PACAP analdgok hatisara. CD1 egér TRG neuronokon a patkdny TRG sejteken maximalis valaszt
eredményez6 koncentracidban alkalmaztuk a peptideket. A vizsgalt neuronok PACAP1-38-, VIP-, BAY 55-
9837-¢érzékenységet mutattak. A patkany TRG neuronokon tapasztalt jelenséget figyeltiik meg PACAP6-38
¢s M65 alkalmazasakor, fluoreszcencia arany novekedést detektaltunk az antagonistak hatdsara. A VPAC1

szelektiv Alal'??28V|P-nek egér TRG neuronokon sem volt szamottevé hatéasa.

5.3.2 A PACAP receptor agonistak és antagonistik hatisa PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-
expresszalé sejtvonalakon

PACI1, VPACI1 és VPAC2 receptor-expresszaldo CHO sejteken harom kiilonbozé modszert alkalmaztunk:
fluoreszcens [Ca®"]i mérést, “°Ca®* felvétel vizsgalatokat és [*°S]GTPyS kotddési tesztet.

A PAC1 receptor-expresszalo CHO sejtek PACAP1-38-ra és maxadilanra mutattak érzékenységet.
Ellentétben a szenzoros neuronokon kapott eredményekkel, a PACAP6-38-nak és a M65 nem okozott
szignifikans mértékii [Ca?*]i emelkedést. Az Alalt?>28VIP és a BAY 55-9837 sem okozott receptor aktivaciot.
A PACAP1-38 és a maxadilan G-protein-kapcsolt receptor aktivaciot okozott, mig a PACAP6-38, VIP6-28
és M65 nem valtott ki hatast.

A VPACI1 receptor-expresszalo CHO sejtek PACAP1-38-ra és Alalt??28VIP-re vilaszoltak. A TRG
neuronokkal ellentétben, a PACAP6-38, a maxadilan és az M65 sem valtott ki hatast. A VPAC2 receptor
agonista BAY 55-9837 sem okozott receptor aktivaciot. A PACAP1-38, a VIP és az Ala't?2?VIP hatasara
G-protein-kapcsolt receptor aktivaciot detektaltunk. mig a PACAP6-38, VIP6-28 és M65 nem valtott ki hatast.
A VPAC?2 receptor-expresszalo CHO sejtek PACAP1-38-ra és BAY 55-9837-re mutattak érzékenységet.
A PACAP6-38, a maxadilan, az M65, és az Ala?*?VIP sem valtott ki hatast. A PACAP1-38, a VIP és a
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BAY 55-9837 ellentétben a PACAP6-38-cal, a VIP6-28-cal és az M65-tel G-protein-kapcsolt receptor

aktivaciot valtott ki.

5.3.3 Radioaktiv “°Ca?* felvétel vizsgalatok TRPV1, PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszalé
sejtvonalakon

Kapszaicin hatasara szignifikdnsan emelkedett CPM értéket hataroztunk meg TRPV1 receptor-expresszald

CHO sejteken, ezzel szemben PACAP receptor-expresszald sejtvonalakon a kapszaicin, a PACAP1-38 és a

PACAPG6-38 sem valtott ki hatést.

6. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

6.1 A lipid raft diszrupcio hatasa a TRP receptorok aktivalhatosagara

Kutatocsoportunk korabbi eredményei bizonyitjak, hogy a lipid raft diszrupcié egyarant gatolta a TRPV1
receptor aktivaciot TRG neuronokon és TRPV 1-transzfektalt sejteken (Széke és mtsai., 2010). Bizonyitottuk,
hogy a lipid raft karosodas szignifikansan és koncentraciofiiggd modon csokkentette a TRPA1 és a TRPM8
ioncsatorna nyitasi valoszinliségét, de nem volt hatassal a TRPM3 receptor miitkddésére. Az MCD kezelés
koleszterin depletald hatasat két kisérleti elrendezésben is bizonyitottuk: koleszterin-kotd fluoreszcens
festékkel és fluoreszcencia spektroszkdpia modszerével membranpolaritas-szenzitiv proba segitségével. Mas
kutatocsoportok eredményei szerint az MCD kezelés csokkent TRPV1 receptor aktivaciot eredményezett
DRG neuronokon, mely egybevag munkacsoportunk megfigyelésével (Liu és mtsai.,, 2006). Egy masik
tanulmany alapjan azonban a koleszterin deplécié nem befolyasolta a h6 hatasara 1étrejové aramokat TRPV1-
transzfektalt HEK293 sejteken (Liu és mtsai., 2003). Mas munkacsoport az MCD kezelést kovetden csokkent
TRPC1 receptor fiiggé Ca?* aramot detektalt (Bergdahl és mtsai., 2003). Bizonyitottuk, hogy a lipid raftok
szerkezeti integritasanak megbontasa csokkenti az icilin-okozta TRPMS receptor aktivaciot. Egy korabbi
tanulmany szerint azonban egér TRG sejteken és TRPMS-transzfektalt sejtvonalon az MCD kezelés novelte
a receptor mentol-érzékenységét (Morenilla-Palao és mtsai., 2009). A TRPMS receptoron az icilin a mentolnal
potensebb agonista, feltételezhetden kiillonbozd alloszterikus kotOhelyek léteznek a ligandumok szamara.
Kimutattuk, hogy a TRPM3 receptor miikodését érzOneuronokon a lipid raft diszrupcié nem befolyasolta,
melynek magyarazataul a receptor specialis szerkezeti jellemz6i szolgalhatnak. A receptoron specifikus
szteroid kotOhelyet karakterizaltak, valamint jelenleg ismeretlen jarulékos fehérjékkel stabil komplexet képes
kialakitani, mely formaban rezisztens a lipid raft karosodasra (Drews és mtsai., 2014). Az eldkezelések koziil
a szfingomielinazra fokuszaltunk, mivel szdmos eldnnyel rendelkezik a masik két lipid raft karosodast okozo
vegylilethez képest: (1) hatdsa gyorsan kifejlodik, (2) lokalis hatast fejt ki a plazmamembranban, (3) ismert
metabolitjainak receptor miikddést befolyasold hatdsa vizsgalhatd. A szfingomielinaz kezelés a reagald
érzéneuronok aranyanak redukalasa mellett csokkentette az AITC hatdsara kifejlédd Ca?* tranzienseket és
megnovelte a valaszok latenciaidejét. A szfingomielindz kezelés a reagald érzéneuronok aranyanak redukalasa

mellett csdkkentette az AITC hatasara kifejlodé Ca?* tranzienseket és megnovelte a valaszok latenciaidejét.
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Kimutattuk, hogy az érzdideg-végzddéseken a szfingomielinaz mar alacsonyabb koncentracioban is képes
gatolni a TRPV1 és a TRPA1 receptorok aktivalhatosagat, mint a sejttesteken. Ezzel a vizsgalattal elsoként
bizonyitottuk, hogy a lipid raftok érzéideg-végzddéseken is fontos szerepet toltenek be a vizsgalt receptorok
aktivalhatosaga tekintetében. KCI és thapsigargin alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy az enzim nem
befolyasolja a fesziiltségfiiggd kalcium csatorndk miikodését, illetve hatdsa a belsé membranokon nem
érvényesiil. Bizonyitottuk, hogy a szfingomielindz TRPV1 és TRPA1 receptor ativaciot gatlé hatasat nem a
hidrolizistermékek okozzdk. Osszefoglalva, az alkalmazott kisérleti rendszereinkben harom
termoszenzitivitast mutato ¢s a fajdalomérzékelésben szerepet jatszo TRP receptor (TRPV1, TRPA1, TRPMS)
mukodése szoros kapcsolatban all a lipid raftok szerkezeti integritasaval. A receptorok és a lipid raftok
hidrofoéb interakcidi befolyasoljak a csatorndk nyitasi valoszinliségét. A lipid raft kutatas, valamint a
receptorok nem-hidrofil kapcsolatainak feltérképezése a fenti eredmények birtokaban nagyobb szerepet

kaphat a receptorok farmakologiai vizsgalataban.

6.2 A hidrogén-szulfid donor vegyiiletek és a DMTS target molekulajanak azonositasa

In vitro vizsgalattal igazoltuk, hogy a H2S TRPAI receptor aktivacidjan keresztiil noveli a [Ca?]i—t TRG
neuronokon. Az in vitro rendszerekben nyert adatok fontos kiindulépontjai az in vivo eredmények
véraramlas fokozodast idézett eld. Az RTX elokezelés, illetve a CGRP és NKi receptor antagonistak
szignifikansan csokkentette a H2S donor vegylilet hatdsara kialakulé mikrocirkulacié fokozodast. H.S a
TRPA1 receptoron keresztil a kapszaicin-érzékeny ¢érzdéideg-végzddéseket aktivalja. A neurogén
vazodilataciot az aktivalt érzéideg-végzddeésbdl felszabadulod gyulladaskeltd neuropeptidek, mint a CGRP ¢és
az SP medidljak CGPR illetve NKi receptorokon keresztiil. Mikrofluorimetrias és elektrofiziologiai
vizsgalatok bizonyitjak a DMTS TRPA1 aktivalo hatasat in vitro. Kutatocsoportunk vizsgalta a DMTS hatasat
a ho-okozta mechanikai hiperalgézia modellben in vivo. DMTS a modellben a TRPA1** és ssts** egereknél
analgetikus hatast kozvetitett, ezzel szemben a TRPA17 és ssts” csoportokban nem volt hatasa a hé okozta
mechanikai hiperalgézia mértékére. A DMTS antinociceptiv hatasaért feltételezhetden az érzdideg-
végz6désekbol TRPAI1 aktivaciot kovetéen felszabaduld Sszomatosztatin ssts receptoron keresztiil

megvalosulo hatasa felel6s. Az in vitro eredményeink is ezt a megallapitast erdsitik.

6.3 A PACARP receptor agonistak és antagonistak hatasanak vizsgalata

TRG neuronokon PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxadilan és BAY 55-9837 hatisara lassan emelkedd
[Ca?*]i-t detektaltunk, mely kinetika az intracellularis raktarakbol torténé Ca?* kidramlas jellemzdje.
Kisérleteinkben érdekes mddon a szamos modellben antagonistaként karakterizalt PACAP6-38, M65 és VIP6-
28 hatasara érzéneuronokon Ca?" valasz jott 1étre. A ligandok szelektivitasat teszteltik PAC1, VPACI és
VPAC?2 receptor-expresszal6 CHO sejtvonalakon. A PACAP1-38 mindharom PACAP receptor-expresszalo
sejtvonalon megnovelte a [Ca?*]i-t és G-protein-kapcsolt receptor aktivaciot okozott. mig a szelektiv agonistak

receptor szelektivitasuknak megfelelden valtottak ki hatast. A Ca?" hianyos kozegben is detektalhato Ca®*
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valaszok bizonyitjak, hogy a [Ca®']i novekedés hatterében specifikus mechanizmus, G-protein-kapcsolt
receptor aktivaciot kovetd intracellularis raktarakbol torténd Ca?* mobilizacié all. PACAP receptor-
expresszald sejtvonalakon végzett ©°Ca?* felvétel vizsgalattal nem detektaltunk szignifikdns #°Ca?* retenciot
PACAP1-38 ¢s PACAP6-38 hatasara. Ezzel tovabbi bizonyitékot szolgaltattunk arra nézve, hogy
intracellularis raktarakbol torténé Ca®* felszabadulas felelds a PACAP receptorokon keresztiil megvalosuld
[Ca?*]i emelkedésért. A PACAP receptor antagonistaként karakterizalt peptidek érzéneuronokon azonositott
érdekes ¢€s ellentmondésos viselkedését mas szovetekben és sejtekben is megfigyelték Egy Gjabb kutatési
eredmény szerint a PACAP6-38 (1 uM) gyenge parcialis agonista Cos-7 sejteken (Walker és mtsai., 2014). A
maxadilan fragmense az M65 PACI receptor specifikus antagonista, melyet ligand kotddési kisérletekkel
bizonyitottak PAC1 receptor-expresszalé CHO sejteken (Uchida és mtsai., 1998). Ujabb kutatasok szerint
azonban az M65 nem gatolta a PACAP1-38-indukalt CGRP felszabadulast TNC-bél. Feltételezik, hogy a
CGRP exocitdzis nem a harom ismert PACAP receptoron keresztiil valosul meg, hanem ismeretlen, eddig
még nem identifikalt receptor 1étezését valdsziniisitik a trigeminovaszkularis rendszerben. (Jansen-Olesen és
mtsai., 2014). Eredményeink ezt a feltételezést erésitik. A PACAP receptorok stimulacidja Gs/Gq-protein
kozvetitésével az adenil-ciklaz és a PLC rendszer aktivaciojahoz vezet (Holighaus és mtsai., 2011). A PACAP
receptorok altal kozvetitett jelatviteli folyamatok komplexitasat a nagyszamu splice varians jelenléte noveli.
A G-protein-kapcsolt receptorokon megvalosulo szignaltranszdukcié komplexitasahoz hozzajarulnak a G-
protein-kapcsolt receptorok kozott kialakulo interakciok. (Dautzenberg és mtsai., 1999; Holighaus és mtsai.,
2011). Emellett a receptorok nem G-protein-kapcsolt receptorokkal is képesek interakcioba 1épni (Couvineau
¢és Laburthe, 2012 a, b). Mindezek alatamasztjak az un. ,,biased agonism” jeleséget, mely szerint a kiillonb6z6
agonistdk eltérd receptor konformaciovaltozast indukalnak, ezzel kiilonbozd jelatviteli folyamatokat
aktivalnak (Kenakin, 2011). A VPACI receptor nem jatszik szerepet a PACAP hatasanak kozvetitésében TRG
sejteken, mivel a VPAC1 receptor szelektiv agonista Ala'??2%VIP-nek nem volt hatdsa. Ennek hatterében
allhat, hogy a VPAC2 és a PACI receptor szamos izoformajanak mRNS expresszidjat kimutattdk RT-PCR
modszerrel patkany TRG sejteken, mig a VPACI receptor jelenlétét nem detektaltdk. Fehérjeszintli
expressziot is csak a PAC1 és VPAC2 receptorok esetén bizonyitottak TRG neuronokon immunhisztokémiai
modszerekkel (Chaudhary és Baumann, 2002).

In vitro kisérletekkel bizonyitékot szolgaltattunk arra nézve, hogy az antagonistaként karakterizalt PACAP
ligandumok potens agonista hatast fejtenek ki TRG neuronokon. Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink,
hogy jelenleg ismeretlen receptorok vagy splice variansok eltéro jelatviteli utakat generalnak TRG sejtekben.
Tovabbi  vizsgéalatok sziikségesek a PACAP-indukalt trigeminovaszkularis aktivacid  pontos

mechanizmuséanak felderitése €s 11j targetmolekuldk azonositasa érdekében.
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7. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Els6ként igazoltuk, hogy szenzoros neuronokon a TRPV1 receptor mellett tovabbi két homérséklet-
érzékeny TRP receptor (TRPA1 és TRPMS) aktivalhatdsagat is csokkenti a lipid raft diszrupcio. Elséként
bizonyitottuk, hogy ez a jelenség TRPV1 és TRPAI receptorok esetében nemcsak a sejttesteken, hanem az
érzéideg-végzodéseken is megvaldsul. A TRPM3 receptor miikddésére azonban nem volt hatassal a lipid raft
karosodas. Eredményeink azt a feltételezést erdsitik, mely szerint a TRPM3 receptort jelenleg ismeretlen
jarulékos fehérjék stabilizaljak, igy aktivalhatosagat nem gatolja a lipid raftok szerkezetének megbontasa.
Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a receptormiikddés szabalyozdsdban fontos szerepet
jatszanak a hidrofob kapcsolatok. Ezen megfigyelések nyoman felmeriil egy alternativ gyogyszerfejlesztési
szemlélet, iranyvonal lehetdsége. A lipid raftok és a TRP receptorok kapcsolatrendszerének tovabbi
tanulmanyozasa fontos alapkisérletes megkozelitése lehet a receptormiikodés befolyasolasanak, mely uj
gyogyszercélpontok azonositasahoz vezethet.

2. Meghataroztuk a DMTS target molekuldjat érzéneuronokon. Elséként bizonyitottuk, hogy a DMTS a H2S
donor vegyiiletekhez hasonléan TRPA1 receptor aktivaciot okoz TRG sejteken és TRPAL receptor-
expresszald sejtvonalon. A célmolekula azonositisa hozzajarul a poliszulfidok hatdsmechanizmusanak
pontosabb megismeréséhez.

3. lgazoltuk a PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxadilan, BAY 55-9837 agonista hatasat TRG neuronokon.
Elsdként irtuk le, hogy az irodalomban szdmos helyen antagonistaként karakterizalt PACAPG6-38, VIP6-28 ¢és
M65 érzéneuronokon az agonistakhoz hatast kozvetitenek. Ezzel a megfigyeléssel ellentétben, PACAP
receptor-expresszald6 CHO sejteken nem mutatnak hasonld viselkedést. Bizonyitottuk, hogy szenzoros
neuronokon a PACAP hatasanak kozvetitésében a PAC1 és VPAC2 receptorok jatszanak szerepet.
Eredményeink alapjan alternativ kotohelyek 1étezését feltételezziik a receptorokon, illetve eddig ismeretlen
receptor izoformak expresszidjat valdsziniisitjiik érzéneuronokon. Megtigyeléseink felvethetik uj, eddig még

ismeretlen receptorok 1étezését.

Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a fajdalomfolyamatban részt vevd receptorokat befolyasolni
képes endogén vegyiiletek gyogyszerfejlesztési potenciallal birhatnak. Emellett fontosnak tartjuk a
receptorokat koriilvevé hidrofob mikrokdrnyezet vizsgalatat. A neuropatias fajdalom, valamint a migrén
patomechanizmusanak  pontos  feltérképezése, célmolekulak azonositasa alapvetd  fontossagu.
Kutatocsoportunk és mas munkacsoportok allatkisérletes és human vizsgalatai is igazoljak a PACAP fontos
szerepét migrén kialakuldsaban. A jelen dolgozatban leirt eredmények a PACAP receptor antagonistak
irodalmi adatoktol eltérd viselkedését bizonyitjak érzoneuronokon. Mivel a PACAP szerepe vitathatatlan a
trigeminovaszkuldris rendszer aktivaciojaban, ezen eredmények birtokdban nagy sziikség van 1j, szelektiv
PAC1 ¢és VPAC2 antagonistak fejlesztésére, melyek fontos szerepet kaphatnak a migrénes fajdalom

csillapitasaban.
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