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1. KUTATÁSI KONCEPCIÓ 

A fájdalom tényleges vagy potenciális szövetkárosodást jelző, kellemetlen és szubjektív érzéskvalitás, jelentős 

emocionális komponenssel. A nociceptorok potenciálisan szövetkárosító ingerekre (termális, mechanikai, 

kémiai) specifikusan reagáló szenzoros idegvégződések, fájdalomszignált közvetítenek a központi 

idegrendszerbe. A kapszaicin a perifériás nociceptorok egy speciális típusán, az ún. kapszaicin-érzékeny 

peptiderg afferenseken lokalizálódó Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1 (TRPV1) receptoron fejti ki a 

hatását. A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések hármas funkcióval rendelkeznek: afferens, lokális és 

szisztémás efferens működéseket közvetítenek. Számos betegség patomechanizmusában a neurogén gyulladás 

fontos szerepet játszik (migrén, asztma, gyulladásos bélbetegséges, reumatoid artritisz), melyet a jelenleg 

rendelkezésre álló gyógyszeres terápia nem képes hatékonyan befolyásolni (Szolcsányi és mtsai., 1996). 

Mindezek alapján szükséges új hatásmechanizmussal rendelkező, elsősorban az érzőideg-végződéseken ható 

fájdalomcsillapítók, gyulladáscsökkentők fejlesztése. A H2S képes aktiválni a kapszaicin-érzékeny peptiderg 

érzőideg-végződéseket, ezáltal szerepe lehet gyulladás- és fájdalomfolyamatokban. A TRPV1 receptort a 

fájdalom farmakológiai befolyásolhatóságának fő target molekulájának tartják, az antagonisták és az 

agonisták is analgetikus hatással bírnak. A TRPV1 antagonisták alkalmazhatóságát azonban korlátozzák 

súlyos mellékhatásaik (hipertermia, hőérzékelési zavar). Alternatív alapkísérletes megközelítése lehet a 

receptorműködés befolyásolásának a receptorok hidrofób kapcsolatainak vizsgálata. A TRP receptorok 

számos tagja képez jelátviteli komplexet a lipid raftokban, melyek szerkezeti integritása hatással van a 

receptorok működésére. A migrén patomechanizmusának leginkább elfogadott elmélete a 

trigeminovaszkuláris teória (Moskowitz, 1992). A trigeminovaszkuláris aktiváció következtében vazoaktív 

neuropeptidek, mint a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), P-anyag (SP) és vazoaktív intesztinális polipeptid 

(VIP) szabadulnak fel a végződésből, melyek értágulatot, plazmaprotein extravazációt, hízósejt degranulációt 

okoznak, kialakítva a neurogén gyulladást. A PACAP a trigeminovaszkuláris rendszerrel összefüggő 

régiókban expresszálódik (Tajti és mtsai., 2001). Migrénes rohamok alatt emelkedett PACAP 

plazmakoncentrációt detektáltak, valamint a PACAP infúzió migrénszerű fejfájást generál (Tuka és mtsai., 

2013; Schytz és mtsai., 2009). Kutatócsoportunk PACAP génhiányos egerek felhasználásával végzett 

komplex magatartási, funkcionális és morfológiai vizsgálatai bizonyítják, hogy a PACAP jelentős szerepet 

játszik a trigeminovaszkuláris rendszer aktivációjában (Markovics és mtsai., 2012). Ezen megfigyelések 

alapján a PACAP receptorok új potenciális terápiás célpontok lehetnek migrénellenes gyógyszerfejlesztés 

folyamán. 
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2. BEVEZETÉS 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

2.1.1 A TRP receptorok 

A Tranziens Receptor Potenciál (TRP) receptorok számos szövetben és sejttípusban expresszáló nem-

szelektív kationcsatornák (Pedersen és mtsai., 2005). A szekvencia és szerkezeti homológia alapján 6 

alcsaládot különböztetünk meg. A TRP receptorok számos strukturális hasonlóságot mutatnak, 6 

transzmembrán domént tartalmaznak, az 5. és 6. domén közötti hurok hozza létre a csatorna pórusát. A TRP 

receptorok polimodálisak, fizikai (feszültség, hőmérséklet, mechanikai ingerek) és kémiai (endogén, exogén) 

ingerek széles skálája aktivációhoz vezet. (Nilius és Szállási 2014). 

Dolgozatom fókuszában a hőmérséklet-érzékeny TRP receptorok, az ún. „termo TRP receptorok” álltak, 

melyek célpontjai lehetnek új típusú fájdalomcsillapító, gyulladáscsökkentő hatóanyagok fejlesztésének.  

A TRPV1 receptor expresszálódik a szenzoros neuronokon, a hásó gyöki ganglionban és a vékonyan 

myelinizált Aδ és C rostokon (Tominaga és mtsai., 1998). A kapszaicin mellett számos vanilloid struktúrájú 

vegyület (reziniferatoxin (RTX), piperin, zingeron, eugenol) képes aktiválni a receptort. Az endogén agonisták 

közé tartozik az anandamid, az N-arachidonoil-dopamin és az N-oleoildopamin (Zygmunt és mtsai., 1999, 

Chu és mtsai., 2003). A fájdalmas hőinger (> 43 °C) és az alacsony pH (< 6) is receptor aktivációt vált ki 

(Nilius, 2007). Gyulladáskeltő mediátorok, mint bradikinin, prosztaglandinok, tumor nekrózis faktor α (TNF 

α), idegi növekedési faktor szenzitizálják a receptort. A receptor aktivációja során Na+ és Ca2+ áramlik a sejtbe, 

mely folyamat akciós potenciál kialakulását, valamint a végződésben tárolt neuropeptidek exocitózisát 

eredményezi.  

TRPA1 receptor és a TRPV1 nagymértékben koexpresszálódik a peptiderg afferens Aδ és C rostok egy 

részében, , szerkezetének jellegzetessége az N-terminálison lokalizálódó nagyszámú (14-18) ankirin 

ismétlődés (Story és mtsai., 2003). A TRPA1 receptort hideg inger (<17 °C), mechanikai ingerek, exogén és 

endogén ligandok is képesek aktiválni. Az exogén agonisták közé tartozik az AITC, a formaldehid, az allicin 

és a fahéjaldehid (Bandell és mtsai., 2004; McNamara és mtsai., 2007; Bautista és mtsai., 2005). Gyulladásos 

folyamatok, oxidatív stressz és szövetkárosodás során felszabaduló endogén mediátorok és endogén 

gáztranszmitterek (NO, H2S) is aktiválják a receptort (Andersson és mtsai., 2008; 2012). Számos G-protein-

kapcsolt receptor, mint a bradikinin receptor, a proteináz aktivált receptor 2 TRPA1 receptor szenzitizációt 

okoz (Bandell és mtsai., 2004; Dai és mtsai., 2007). A TRPA1 receptor hőmérséklettel való aktiválhatósága 

evolúciós különbséget mutat, gerinctelenekben melegre érzékeny, rágcsálókban hideg-érzékeny, míg 

főemlősökben hőmérséklet inszenzitív (Chen, 2015).  

TRPM8 receptort aktiválja a 26 °C alatti hőmérséklet, a mentol, az icilin és az eukaliptol (Peier és mtsai., 

2002; Bautista és mtsai., 2007). Szerkezetére jellemző, hogy ellentétben a TRPV1 és TRPA1 receptorokkal, 

az N-terminális nem tartalmaz ankirin-ismétlődéseket. A PIP2 kötődése a TRP doménhez receptor 
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szenzitizációt okoz. A foszfolipáz C, protein kináz A és protein kináz C a receptor aktiválhatóságát gátolja. 

(Premkumar és mtasi., 2005; Laing és Dhaka, 2016). 

A TRPM3 receptor számos neuronális és nem neuronális szövetben expresszálódik. A receptor potens 

agonistája a neuroszteroid pregnenolon-szulfát (Wagner és mtsai., 2008). A szulfát-csoport jelenléte és 

sztereokémiai helyzete a TRPM3 receptor aktiváló hatás szempontjából kulcsfontosságú (Majeed és mtsai., 

2010). Egyéb szteránvázas vegyületek is képesek aktiválni a receptort. A TRPM3 receptoron specifikus 

szteroid kötőhelyet valószínűsítenek és a plazmamembránon való átjutásában alternatív útvonalakat 

azonosítottak (Drews és mtsai., 2014; Grimm és mtsai., 2005). A TRPM3 receptor részt vesz az akut 

hőérzékelésben (hőmérsékleti aktivációs küszöbe 40 °C) és a hiperalgézia kialakulásában, mely alapján 

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

2.1.2 A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések  

Az érzőideg-végződések egy speciális típusát alkotják a kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensek, melyek 

hármas funkcióval rendelkeznek; klasszikus afferens valamint lokális és szisztémás efferens működéseket 

közvetítenek. A klasszikus afferens működés során az aktivált érzőideg-végződések a központi idegrendszer 

felé közvetítenek idegaktivitást, melynek eredménye a nocicepció kialakulása. Emellett aktiváció hatására az 

érzőideg-végződésből gyulladáskeltő neuropeptidek is felszabadulnak (CGRP, SP), melyek neurogén 

gyulladást hoznak létre (Jancsó és mtsai., 1967). Ez az érzőideg-végződések lokális efferens funkciója 

(Szolcsányi, 1984 a; b). Kutatócsoportunk bizonyította, hogy az aktivált érzőideg-végződésből a 

gyulladáskeltő neuropeptideken kívül szomatosztatin is felszabadul, mely szisztémás gyulladásgátló és 

fájdalomcsillapító hatást fejt ki. Ez az érzőideg-végződések szisztémás efferens funkciója melyet szenzokrin 

működésként definiáltak (Szolcsányi, 2004).  

2.1.3 A lipid raftok 

A Singer és Nicolson-féle folyékony mozaik modell szerint a lipid kettősrétegben a plazma proteinek random 

módon helyezkednek el. Újabb elmélet szerint a plazmamembránban mikrodomének találhatóak, melyek 

struktúrája, lipid- és fehérje összetétele eltér a környezetétől. A legismertebb mikrodomének a lipid raftok. A 

lipid raftokat magas fokú folyadékfázisú rendezettség jellemzi, míg a non-raft régiók a rendezetlen fázist 

alkotják (Rietveld és Simons, 1998). A lipid raftok számos fizikai-kémiai tulajdonsága eltér a környező 

membránra jellemző paraméterektől, sűrűségük alacsonyabb, telített lipidekben, koleszterinben, 

szfingolipidekben és proteinekben gazdagok, 4 °C-on Triton X-100 detergensben oldhatatlanok. A koleszterin 

a membrán extra- és intracelluláris oldalán hasonló arányban jelenik meg, mely a raftok szerkezetének 

kialakításában és funkciójában kulcsszerepet tölt be (Simons és Ikonen, 1997). Funkcionális szempontból a 

membrán raftoknak számos alapvető sejtfiziológiai folyamatban tulajdonítanak fontos szerepet; szabályozzák 

a membrántranszport folyamatokat, valamint elősegítik a jelátvitel szempontjából fontos molekuláris 

kölcsönhatások kialakulását (Parton és Richards, 2003). A TRP receptor család számos tagja képez jelátviteli 

komplexet a lipid raftokkal (Liu és mtsai., 2006). A lipid raft kutatás fontos momentuma a farmakológiai 
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alapkutatásoknak, mert alternatív utat jelent a receptormolekulák és ezen keresztül a jelátviteli utak 

befolyásolásában. Számos módszerrel tanulmányozhatjuk a lipid raftok szerepét a receptorműködésben. A 

metil-ß-ciklodextrin (MCD) a plazmamembrán koleszterin tartalmát depletálja, mely a lipid tutajok szétesését 

okozza. A szfingomielináz a plazmamembrán szfingomielin tartalmát hidrolizálja, míg a myriocin a 

szfingolipidek felépülését gátolja (Kobayashi mtsai., 2006).  

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának azonosítása 

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

A hidrogén-szulfid a harmadik ismert gázmediátor emlős szervezetben a szén-monoxid és a nitrogén-monoxid 

mellett, mely a sejten belüli jelátviteli folyamatokat vezérlú gáz természetű kismolekulák legfrissebben 

felfedezett tagja (Wang és mtsai., 2012). A H2S szintézise L-ciszteinből történik, cisztationin-ß-szintáz, 

cisztationin-γ-liáz, 3-merkaptopiruvát-szulfurtranszferáz és cisztein-aminotranszferáz enzimek által katalizált 

reakciók folyamán. Újabb kutatások bizonyítják, hogy a H2S D-ciszteinből is keletkezhet 3-MST és D-

aminosav-oxidáz hatására. A H2S metabolizmusa a mitokondriumban elsősorban szulfid-kinon-reduktáz 

enzim által vezérelt. A poliszulfidok H2S-ből képződnek oxigén jelenlétében (Kimura és mtsai., 2013). 

Gyulladásos folyamatokban a H2S pro- és antiinflammatorikus hatásokat is közvetíthet, a gyulladás típusától 

és a H2S koncentrációtól függően. Karragénnel kiváltott artritisz modellben a H2S-donor vegyületek gátolták 

az ödéma kialakulását (Zanardo és mtsai., 2006). A poliszulfid vegyület, a diallil-triszulfid gátolta colitis 

ulcerosa gyulladásos folyamatait, mely a TNF α expresszió és a nukleáris faktor κB (NFκB) aktivitás 

csökkentésén keresztül valósult meg (Bai és mtsai., 2005).   

2.2.2 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok molekuláris célpontjai 

A H2S szignalizációs útvonalai, hatásmechanizmusa nem teljesen tisztázott, azonban számos molekuláris 

célpontot azonosítottak. A vazodilatátor hatásért K+
ATP csatornák megnyílása tehető felelőssé. A H2S 

nociceptív hatásának hátterében a T-típusú feszültségfüggő kalcium csatornák indirekt aktivációja állhat. 

Számos kísérleti elrendezéseben bizonyították a H2S és a poliszulfidok TRPA1 receptor aktiváló hatását. 

TRPA1 receptor-expresszáló kínai hörcsög ovárium (CHO) sejteken végzett in vitro kísérletben Ca2+ szignált 

detektáltak H2S hatására (Streng és mtsai., 2008). Kutatócsoportunk eredményei alapján a H2S értágító hatását 

TRPA1 receptor aktivációt követő perifériás érzőideg-végződésből felszabaduló CGRP okozza. (Pozsgai és 

mtsai., 2012). A szervetlen poliszulfid vegyületek TRPA1 receptor aktivációt okoznak asztrocitákon és 

szenzoros neuronokon (Kimura és mtsai., 2013; Hatakeyama és mtsai., 2015). A H2S gyulladásos 

folyamatokra kifejtett hatása kapcsolatban áll az NFκB útvonallal (Chattopadhyay és mtsai., 2012). 

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata 

2.3.1 A PACAP előfordulása szervezetben és élettani hatásai 

A hypohysis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid (PACAP) izolálása 1989-ben történt birka hypothalamus-ból, 

hypohysis-ben kifejtett adenilát-cikláz stimuláló képessége alapján. A PACAP a szekretin-glukagon-VIP 
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peptidcsalád tagja (Miyata és mtsai., 1989).  A szervezetben a PACAP a központi- és perifériás 

idegrendszerben, valamint nem idegi struktúrákban is megtalálható. A PACAP a központi idegrendszerben 

legnagyobb mennyiségben a hypothalamus-ban detektálható, emellett expresszálódik az agykéregben, a 

hippocampus-ban, a thalamus-ban, a hypophysis-ben (Vaudry és mtsai., 2000). A PACAP jelenlétét 

kimutatták a fájdalomközvetítő pályarendszerben: a gerincvelő hátsó szarvában, DRG-ben és TRG-ben és a 

kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok perifériás végződéseiben (Moller és mtsai., 1993; Fahrenkrug és 

Hannibal, 1998). A PACAP szerteágazó élettani hatásokkal rendelkezik. Az idegrendszeri differenciálódásban 

is kulcsfontosságú, emellett neuroprotektív hatással rendelkezik. Potens vazo- és bronchodilatátor, 

szabályozza a neurotranszmitterek felszabadulását, befolyásolja a gasztrointesztinális motilitást és szekréciót 

(Vaudry és mtsai., 2000). A PACAP fontos szerepet tölt be a fájdalomérzés központi és perifériás 

szabályozásában a cirkadián ritmus- és hőszabályozásban (Davis-Taber és mtsai., 2008; Helyes és mtsai., 

2007; Hannibal, 2006).  

2.3.2 A PACAP receptorok és ligandok 

A PACAP hatását a szervezetben G-protein-kapcsolt receptorok közvetítik, melyeknek két fő típusa a PAC1 

és a VPAC receptorok. A PAC1 receptorhoz 2-3 nagyságrenddel nagyobb affinitással kötődik a PACAP, mint 

a VIP, míg a két neuropeptid a VPAC receptorokhoz hasonló kötődési hajlamot mutat (Laburthe és Couvineau, 

2002). A PACAP receptorok számos splice variánsát identifikáltak, a legnagyobb számú változatot a PAC1 

receptor esetében  azonosítottak, melyek különböző jelátviteli útvonalakat generálhatnak. (Arimura, 1998). A 

PAC1 és VPAC receptorokon számos agonistát és antagonistát azonosítottak, melyek a PACAP receptorok 

vizsgálatára alkalmas farmakológiai eszközök. Humán neuroblastoma NB-OK-1 sejteken végzett 

vizsgálatokkal igazolták, a PACAP6-38 potens PAC1/VPAC2 receptor antagonista hatását (Robberecht és 

mtsai., 1992). Ezzel szemben, az antagonista bizonyos sejtekben, szövetekben a PACAP1-38-al megegyező 

hatásokat közvetített. Kutatócsoportunk bizonyította, hogy a PACAP6-38, a PACAP1-38-hoz hasonlóan 

csökkentette az elektromos téringerléssel, illetve kémiai stimulációval kiváltott szenzoros neuropeptid 

felszabadulást izolált patkány trachea érzőideg-végződéseiből (Reglődi és mtsai, 2008). A 61 aminosavból 

álló potens értágító peptid a maxadilan PAC1 receptor szelektív agonista (Lerner és mtsai., 1991). A 

maxadilan 65 (M65) specifikus PAC1 receptor antagonista. Az M65 szelektíven gátolta a [125I]PACAP27 

kötődését PAC1 receptor-expresszáló CHO sejtvonalon (Uchida és mtsai., 1998). A VIP analóg VIP6-28 

VPAC1/VPAC2 receptor antagonista, parciális agonista hatását is leírták (Schuelert és McDougall, 2006). A 

VIP szerkezetében a Thr11, Tyr22, Asn28 aminosavak helyettesítése alaninnal egy nagyon szelektív VPAC1 

receptor agonista peptidet (Ala11,22,28VIP) eredményezett (Nicole és mtsai., 2000). A 31 aminosavból álló 

BAY 55-9837 VPAC2 receptor szelektív agonista hatását receptorkötődési vizsgálatokkal bizonyították 

(Tsutsumi és mtsai., 2002). 



6 

 

2.3.3 A PACAP szerepe migrénben 

A PACAP szerepét migrén patomechanizmusában napjainkban intenzíven kutatják, mivel expresszálódik az 

emberi és állati agy trigeminális rendszerrel összefüggő számos területén, az agytörzs ún. „migrén-generátor” 

régiójában (Tajti és mtsai., 2001). A PACAP és receptorainak jelenlétét kimutatták TRG-n kapszaicin-

érzékeny szenzoros neuronok perifériás végződésein és érsimaizomsejteken (Tajti és mtsai., 1999, Vaudry és 

mtsai., 2009). A migrénes fájdalom a steril neurogén gyulladás egyik formája (Moskowitz, 1992). Plazma 

protein extravazációt figyeltek meg patkány TRG elektromos stimulációja során (Markowitz és mtsai., 1987). 

A PACAP fontos mediátor a trigeminovaszkuláris aktivációban, mely a migrén patomechanizmusában 

szerepet játszik (Schytz és mtsai., 2010).  

3. CÉLKITŰZÉSEK 

A neuropátiás fájdalom, illetve a migrén terápiája nem kielégítő, a rendelkezésre álló hatóanyagok 

mellékhatásprofilja nem optimális, ezért szükséges elsősorban érzőideg-végződéseken ható 

gyulladáscsökkentők, fájdalomcsillapítók fejlesztése. Kísérleteinkben különböző in vitro módszerekkel 

célunk volt kulcsmechanizmusok, célmolekulák azonosítása, melyek kiindulópontjai lehetnek új 

hatásmechanizmusú gyógyszerek fejlesztésének. Kutatómunkám célkitűzései a következők voltak: 

I. A lipid raft diszrupció hatásának vizsgálata a TRP receptorok aktiválhatóságára 

A TRP receptorok aktivációja szempontjából releváns régiókat azonosították, azonban kevés tudomásunk van 

arról, hogy a mikrokörnyezet megváltoztatása milyen hatást gyakorol a TRP receptorok működésére. A 

dolgozatomban részletezett kutatásunk célja annak megállapítása volt, hogy a lipid raft diszrupció hogyan 

befolyásolja a termoszenzitív TRP receptorok kémiai úton kiváltott aktivációját TRG neuronokon, perifériás 

érzőideg-végződéseken és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken.  

II. A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának azonosítása 

A TRPA1 receptor szerepe napjainkban kiemelkedő fontosságúvá vált a fájdalomkutatásban. Egyre több 

agonistát ismerünk meg és számos antagonistát fejlesztenek a receptorműködés gátlására. A H2S in vitro 

vizsgálatai bizonyították TRPA1 agonista hatását. Célul tűztük ki a DMTS célmolekulájának azonosítását 

érzőneuronokon. 

III. A PACAP receptorokon ható agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata  

Egyértelművé vált, hogy a PACAP fontos mediátor a trigeminovaszkuláris aktivációban, mely a migrén 

kialakulásában fontos szerepet játszik. Mivel a trigeminovaszkuláris aktivációban részt vevő TRG neuronok 

vizsgálatáról kevés adat áll rendelkezésünkre, célul tűztük ki a jelenleg ismert agonisták, antagonisták in vitro 

vizsgálatát szenzoros neuronokon. A TRG sejttenyészet transzlációs modellként szolgálhat migrénellenes 

gyógyszerfejlesztéshez.  
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4. KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

 Primer sejttenyészet és sejtvonalak 

4.1.1 Patkány és egér trigeminális ganglionsejt tenyészet 

1-4 napos Wistar patkányok és CD1, TRPA1+/+, TRPA1-/- egerek trigeminális ganglionját steril foszfát puffer 

oldatban (PBS) kipreparáltuk (Szőke és mtsai., 2000). A gangliondarabokat 35 percig 2 % kollagenáz XI-et 

(1 mg/ml), ezt követően 8 percen keresztül dezoxiribonukleáz I-et (1000 UN/ml) tartalmazó PBS-ben 

inkubáltuk (37 °C, 5 % CO2). A ganglionokat PBS-sel mostuk, majd trituráltuk. Ezután a neuronokat poly-D-

lizinnel (100 µg/ml) előkezelt üvegkorongokat tartalmazó, steril 24-lyukú tenyésztőedényekbe helyeztük. A 

sejtkultúrákat 37 °C-on 5% CO2 jelenlétében tartottuk.  

4.1.2 TRPV1, TRPA1 és PACAP receptor-expresszáló sejtvonalak 

Vizsgálataink során patkány TRPV1, humán TRPA1, PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptort stabilan expresszáló 

CHO sejtvonalakat is használtunk (Sándor és mtsai., 2005; Gaudin és mtsai., 1996; Nicole és mtsai., 2000; 

Bourgault és mtsai., 2008). 

 Vizsgálati módszerek 

4.2.1 Intracelluláris Ca2+ koncentráció mérés fluoreszcens módszerrel 

A sejttenyészeteket fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM) (1 M) fluoreszcens kalcium indikátor festékkel 

inkubáltuk (30 perc, 37 °C). A kísérleteket Olympus BX50WI fluoreszcens mikroszkóppal végeztük 

extracelluláris oldatban. A fluoreszcens képet egy vízimmerziós objektív és egy számítógéphez csatlakoztatott 

digitális kamera segítségével rögzítettük. A sejtek által felvett fluoreszcens festék 340 és 380 nm hullámhosszú 

fénnyel való alternáló gerjesztését monokromátor biztosította, az emittált fényt 510 nm-en detektáltuk. A két 

hullámhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitás arányát, az ún. raciómetrikus értéket (R=F340/F380) az 

idő függvényében Axon Imaging Workbench 2.2 szoftverrel generáltuk. Az eredmények értékelését Microcal 

Origin 7.0 szoftverrel végeztük.  

4.2.2 Radioaktív 45Ca2+ felvétel vizsgálatok  

A sejteket 15 μl DMEM tápoldatot tartalamazó 72-lyukú mini tenyésztőedénybe helyeztük. Másnap a sejteket 

10 μl Ca2+ mentes Hank’s oldatban oldott tesztoldat és 200 μCi/ml 
45

Ca2+ izotóp (1,3 Ci/mM) elegyében 

inkubáltuk. ECS oldattal történő mosást után a sejteket tartalmazó tenyésztőedényt 75 °C-ra helyeztük, majd 

15 μl 0,1%-os nátrium-dodecil-szulfáttal lizáltuk a sejteket. A lizátum radioaktivitását 2 ml szcintillációs 

folyadékban Packard Tri-Carb 2800 TR számlálóval mértük. A 
45

Ca2+ izotóp retenciót percenkénti beütésszám 

(CPM) értékben adtuk meg. 

4.2.3  [35S] Guanozin-5’-O-[γ-tio] trifoszfát ([35S]GTPγ S) kötődési teszt 

A PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejteket homogenizáltuk és 50 mM Tris-HCl 

pufferrrel higítottuk az optimális proteintartalom eléréséig. A membránfrakciókat Tris-EGTA pufferben 
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inkubáltuk, mely 20 MBq/0,05 ml [35S]GTPγS-t (0,05 nM), emelkedő koncentrációjú PACAP1-38, PACAP6-

38, VIP, VIP6-28, maxadilan, M65, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837 (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM és 1 µM) 

oldatot és 30 µM GDP-t tartalmazott. A membránhoz kötött és nem kötött [35S]GTPγS-t a minták Whatman 

GF/B filteren való vákuumszűrésével különítettük el. A filtereket 5 ml jéghideg Tris-HCl pufferrel mostuk,   

a membránfrakciókat tartalmazó filterdarabokat UltimaGold F szcintillációs folyadékba helyeztük, a 

radioaktivitást Packard Tri-Carb 2800 TR szcintillációs számlálóval mértük. A tesztanyagok által indukált G-

protein aktivációt a ligandum hiányában megfigyelt specifikus [35S]GTPγS kötődés százalékában adtuk meg. 

4.2.4 Patch-clamp módszer 

A patch-clamp méréseket TRPA1-transzfektált CHO sejtszuszpenzión planár technikával végeztük, whole-

cell konfigurációban négycsatornás Patchliner berendezéssel. A méréshez alkalmazott pulzusprotokoll egy 20 

ms-ig tartó -50 mV-os lépéssel indul, amely után 20 ms hosszan visszatérünk a -10 mV-os nyugalmi 

potenciálra. Ezután 60 ms hosszú ramp protokoll alkalmazásával elérjük az 50 mV-os membránpotenciált. A 

sejteket 10 ms-ig tartottuk az 50 mV-os potenciálon, majd visszatértünk a -10 mV-os nyugalmi 

membránpotenciálra. A pulzusfrekvencia 0,2 Hz volt. A sejtek reszuszpendálása, a seal és a whole-cell 

konfiguráció létrehozása a normál külső oldatban történt. Ezután a külső oldatot lecseréltük a mérőoldatra. A 

kontroll szakasz után a mérőoldatban oldott DMTS-t pipettáztuk a sejtekre növekvő koncentrációban. A 

feszültségprotokoll alkalmazása során 50 mV-on meghatároztuk az áram nagyságát. Az értékek korrigálásra 

kerültek a kontroll mérésekkel. A két érték különbségét tekintettük a TRPA1 csatornán átfolyó áramnak.  

4.2.5 CGRP felszabadulás mérése radioimmunoassay (RIA) módszerrel izolált patkány trachea 

érzőideg-végződéseiből 

A patkány tracheákat thiopentállal (50 mg/kg i.p.) történő altatás mellett kipreparáltuk. Az izolált légcsöveket 

37 °C-on temperált, oxigenizált Krebs oldattal perfundáltuk. Az áramlás leállítása után 8 percenként lecserélve 

a kamrában lévő oldatokat prestimulációs, stimulációs és posztstimulációs fázisokat nyertünk. A második 8 

perces szakaszban történt a trachea afferens idegvégződéseinek stimulációja kémiai úton. A szervfürdőkből 

vett 200 µl térfogatú mintákból RIA módszer segítségével határoztuk meg a CGRP koncentrációkat, melyet 

fmol/mg nedves szövetsúlyra vonatkoztatva fejeztünk ki (Németh és mtsai., 1998). 

4.2.6 Fluoreszcencia spektroszkópia 

A lipid raft diszrupció eléréséhez a TRG neuronokat 10 mM MCD-vel kezeltük (45 perc, 37 °C), a kontroll 

sejteket PBS-ben inkubáltuk. A tenyészeteket 1 µM laurdan oldattal jelöltük (40 perc, 37 °C), majd 

membránpreparátumot készítettünk. A méréseket FL3-2iHR spekrofluoriméterrel végeztük. A spektrális 

változások számszerűsítésére általános polarizáció (GP) értékeket határoztunk meg, mind az emissziós mind 

a gerjesztési spektrumok esetében.  
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4.2.7 Filipin fluoreszcens jelölés 

Az MCD által okozott koleszterin depléció nyomon követésére koleszterin-kötő fluoreszcens festéket 

alkalmaztunk a makrofágokon leírt protokoll szerint (Tabas és mtsai., 1994). CHO sejteket és TRG neuronokat 

10 mM MCD-vel kezeltük (45 perc, 37 °C). A sejttenyészeteket PBS-sel mostuk, majd 4% formaldehiddel 

fixáltuk. PBS-sel történő mosást követően glicin oldat (1,5 mg/ml) került a sejtekre 10 percre, melyet filipin 

oldattal (0,05 mg/ml PBS/10% FBS oldatban) való inkubálás követett 2 órán keresztül. A sejteket Olympus 

Fluoview-1000 rendszerrel analizáltuk.  

 Statisztikai analízis 

Az adatokat átlag ± SD, illetve ± SEM értékekben adtuk meg, melyek legalább három független kísérlet 

eredményeiből származtak. A PACAP receptor agonisták és antagonisták vizsgálata esetén egyutas ANOVA, 

Bonferroni post hoc tesztet vagy kétmintás t-próbát, míg a lipid raft diszrupció hatásának elemzéséhez egyutas 

ANOVA, Dunnett post hoc tesztet vagy kétmintás t-próbát használtunk. Minden esetben a p<0.05 értéket 

tekintettük statisztikailag szignifikánsnak. Az EC50 értékek meghatározására Graph Pad Prism 5.0 szoftvert, 

illetve SigmaPlot programot használtunk. 

5. EREDMÉNYEK 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

5.1.1 Szfingomielináz kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon 

A szfingomielináz kezelés koncentrációfüggő módon csökkentette az AITC- és az icilin-érzékeny sejtek 

arányát. A kezelés azonban nem csökkentette szignifikánsan a pregnenolon-szulfátra reagáló sejtek arányát. 

5.1.2 Szfingomielináz kezelés hatása a feszültségfüggő kalcium csatornák működésére és a belső 

membránok szerkezeti integritására TRG neuronokon 

A szfingomielináz kezelés nem gátolta a sejtek KCl-érzékenységét, a raciometrikus érték sem változott. A 

kezelésnek nem volt hatása a thapsigargin-szenzitív sejtek arányára.  

5.1.3 Ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon és 

TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken 

Az előkezelések (1; 10 µM ceramid/szfingozin, 37 °C, 60 perc) nem gátolták a kapszaicin által kiváltott 45Ca2+ 

akkumulációt TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken. Érzőneuronokon a kapszaicin és az AITC-szenzitív 

sejtek aránya nem változott szignifikáns mértékben a hidrolízistermékek hatására. A kapszaicin és AITC 

hatásáta detektált fluoreszcencia arány értékek ceramid- , illetve szfingozin-kezelést követően sem változtak.  

5.1.4 Szfingomielináz, ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP receptorok működésére perifériás 

érzőideg-végződéseken 

A szfingomielináz kezelés koncentrációfüggő módon gátolta a kapszaicin-indukált CGRP exocitózist és 

csökkentette az AITC hatására felszabadult CGRP mennyiséget. Az icilin, a pregnenolon-szulfát és a 
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thapsigargin  nem okozott RIA módszerrel detektálható CGRP felszabadulást. A ceramid és a szfingozin (10 

µM) nem befolyásolta a kapszaicin és az AITC által kiváltott CGRP exocitózist. 

5.1.5 MCD kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon 

A 10 mM MCD kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC-szenzitív neuronok arányát és a raciometrikus 

értéket. Az icilinre reagáló kontroll sejtek aránya és a raciometrikus (R) érték szignifikánsan csökkent 1 mM 

MCD-vel történő inkubációt követően. A 3 mM MCD kezelés eltörölte a válaszokat. Az előkezelésnek nem 

volt hatása a a TRPM3 receptor aktiválhatóságára. 

5.1.6 Myriocin kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon 

A myriocin (200 nM) kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC-, illetve az icilin-szenzitív neuronok 

arányát, valamint a fluoreszcencia arány emelkedést, azonban a pregnenolon-szulfátra reagáló sejtek arányára 

és az R értékre nem volt hatása. 

5.1.7 MCD kezelés hatása a plazmamembrán rendezett és rendezetlen fázisainak arányára 

Az emissziós spektrumból meghatározott GPEm érték kontroll esetben 0,46 volt, mely az MCD kezelés 

hatására 0,35-re csökkent. A gerjesztési spektrum alapján számolt GPEx érték -0,63-ról, -0,72-re csökkent 

MCD kezelés hatására. A GP értékek ilyen irányú változásai egyértelmű bizonyítékot szolgáltatnak arra nézve, 

hogy a kezelés megváltoztatta a membrán rendezett és rendezetlen fázisainak arányát.  

5.1.8 MCD kezelés koleszterin depletáló hatásának kimutatása 

Az MCD kezelés (10 mM) erőteljesen csökkentette a plazmamembrán filipin jelölődését TRG neuronokon és 

TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken. Kontroll sejtekben a koleszterin a plazmamembránban és a 

perinukleáris kompartmentekben is megtalálható. MCD-kezelt TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejtekben 

és TRG neuronokban a koleszterin-jelölés eltörlődött. 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának azonosítása 

5.2.1 A hidrogén-szulfid donor vegyületek target molekulájának azonosítása TRG neuronokon  

A  H2S donorok pontos koncentrációját a fluoreszcens [Ca2+]i mérések alatt amperometriás H2S szenzorral 

határoztuk meg. A gáztranszmitter hatására nagymértékű [Ca2+]i emelkedést detektáltunk TRPA1+/+ egér TRG 

neuronokon, mely 20-30 s latencia után fejlődött ki. A válaszok kinetikai jellemzői ioncsatorna aktivációra 

utaltak. A detektált [Ca2+]i emelkedés reprodukálható volt, illetve az NaHS-szenzitív sejtek a szelektív TRPA1 

agonista AITC-re is érzékenyek voltak. TRPA1-/- egér TRG sejttenyészeten NaHS és Na2S hatására sem 

detektáltunk [Ca2+]i emelkedést.  

5.2.2 A DMTS target molekulájának azonosítása TRG neuronokon  

A DMTS hatására gyorsan kifejlődő, ismételhető Ca2+ választ detektáltunk TRPA+/+ egér TRG sejteken. 

TRPA-/- egér érzőneuronokon a DMTS nem váltott ki hatást. A TRPA1 szelektív antagonista vegyület a HC-

030031 gátolta a DMTS-indukált [Ca2+]i növekedést. 
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5.2.3 A DMTS hatása a TRPA1 áramokra TRPA1 receptor-expresszáló CHO sejteken 

A DMTS 100 µM nagymértékű TRPA1 áramot váltott ki. A HC-030031 (30 µM) gátolta a DMTS (100 µM) 

által indukált TRPA1 áramot. A koncentráció-hatás görbe felvételéhez különböző koncentrációban 

alkalmaztuk a DMTS-t, pozitív kontrollként AITC szolgált. Az adatokat Hill egyenlettel illesztve az EC50 

értéket 18,46 ± 0,31 μM-nak határoztuk meg.  

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata 

5.3.1 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása TRG neuronokon 

Wistar patkány TRG neuronokon lassan emelkedő [Ca2+]i-t detektáltunk PACAP1-38 alkalmazásakor, mely 

kinetika a G-protein-kapcsolt receptor aktivációra jellemző. A PAC1/VPAC2 receptor antagonista PACAP6-

38 jelenlétében nem csökkent az agonistára reagáló a neuronpopuláció aránya, valamint az antagonista 

önmagában is [Ca2+]i növekedést okozott a vizsgált neuronok jelentős részében. A TRG neuronok PACAP1-

27-re, VIP-re, BAY 55-9837-re, maxadilanra is érzékenységet mutattak. Érdekes módon az antagonisták 

alkalmazásakor (VIP6-28, M65) is detektáltunk Ca2+ válaszokat. A VPAC1 receptor szelektív Ala11,22,28VIP-

nek azonban nem volt számottevő hatása a [Ca2+]i -re. Ca2+ mentes közegben is detektáltunk reagáló sejteket 

a PACAP analógok hatására. CD1 egér TRG neuronokon a patkány TRG sejteken maximális választ 

eredményező koncentrációban alkalmaztuk a peptideket. A vizsgált neuronok PACAP1-38-, VIP-, BAY 55-

9837-érzékenységet mutattak. A patkány TRG neuronokon tapasztalt jelenséget figyeltük meg PACAP6-38 

és M65 alkalmazásakor, fluoreszcencia arány növekedést detektáltunk az antagonisták hatására. A VPAC1 

szelektív Ala11,22,28VIP-nek egér TRG neuronokon sem volt számottevő hatása.  

5.3.2 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-

expresszáló sejtvonalakon 

PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejteken három különböző módszert alkalmaztunk: 

fluoreszcens [Ca2+]i mérést, 45Ca2+ felvétel vizsgálatokat és [35S]GTPγS kötődési tesztet.  

A PAC1 receptor-expresszáló CHO sejtek PACAP1-38-ra és maxadilanra mutattak érzékenységet. 

Ellentétben a szenzoros neuronokon kapott eredményekkel, a PACAP6-38-nak és a M65 nem okozott 

szignifikáns mértékű [Ca2+]i emelkedést. Az Ala11,22,28VIP és a BAY 55-9837 sem okozott receptor aktivációt. 

A PACAP1-38 és a maxadilan G-protein-kapcsolt receptor aktivációt okozott, míg a PACAP6-38, VIP6-28 

és M65 nem váltott ki hatást.  

A VPAC1 receptor-expresszáló CHO sejtek PACAP1-38-ra és Ala11,22,28VIP-re válaszoltak. A TRG 

neuronokkal ellentétben, a PACAP6-38, a maxadilan és az M65 sem váltott ki hatást. A VPAC2 receptor 

agonista BAY 55-9837 sem okozott receptor aktivációt. A PACAP1-38, a VIP és az Ala11,22,28VIP hatására 

G-protein-kapcsolt receptor aktivációt detektáltunk. míg a PACAP6-38, VIP6-28 és M65 nem váltott ki hatást.  

A VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejtek PACAP1-38-ra és BAY 55-9837-re mutattak érzékenységet. 

A PACAP6-38, a maxadilan, az M65, és az Ala11,22,28VIP sem váltott ki hatást. 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 

aktivációt váltott ki. 

5.3.3 Radioaktív 45Ca2+ felvétel vizsgálatok TRPV1, PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló 

sejtvonalakon 

Kapszaicin hatására szignifikánsan emelkedett CPM értéket határoztunk meg TRPV1 receptor-expresszáló 

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

PACAP6-38 sem váltott ki hatást. 

6. MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

Kutatócsoportunk korábbi eredményei bizonyítják, hogy a lipid raft diszrupció egyaránt gátolta a TRPV1 

receptor aktivációt TRG neuronokon és TRPV1-transzfektált sejteken (Szőke és mtsai., 2010). Bizonyítottuk, 

hogy a lipid raft károsodás szignifikánsan és koncentrációfüggő módon csökkentette a TRPA1 és a TRPM8 

ioncsatorna nyitási valószínűségét, de nem volt hatással a TRPM3 receptor működésére. Az MCD kezelés 

koleszterin depletáló hatását két kísérleti elrendezésben is bizonyítottuk: koleszterin-kötő fluoreszcens 

festékkel és fluoreszcencia spektroszkópia módszerével membránpolaritás-szenzitív próba segítségével. Más 

kutatócsoportok eredményei szerint az MCD kezelés csökkent TRPV1 receptor aktivációt eredményezett 

DRG neuronokon, mely egybevág munkacsoportunk megfigyelésével (Liu és mtsai., 2006). Egy másik 

tanulmány alapján azonban a koleszterin depléció nem befolyásolta a hő hatására létrejövő áramokat TRPV1-

transzfektált HEK293 sejteken (Liu és mtsai., 2003). Más munkacsoport az MCD kezelést követően csökkent 

TRPC1 receptor függő Ca2+ áramot detektált (Bergdahl és mtsai., 2003). Bizonyítottuk, hogy a lipid raftok 

szerkezeti integritásának megbontása csökkenti az icilin-okozta TRPM8 receptor aktivációt. Egy korábbi 

tanulmány szerint azonban egér TRG sejteken és TRPM8-transzfektált sejtvonalon az MCD kezelés növelte 

a receptor mentol-érzékenységét (Morenilla-Palao és mtsai., 2009). A TRPM8 receptoron az icilin a mentolnál 

potensebb agonista, feltételezhetően különböző alloszterikus kötőhelyek léteznek a ligandumok számára. 

Kimutattuk, hogy a TRPM3 receptor működését érzőneuronokon a lipid raft diszrupció nem befolyásolta, 

melynek magyarázatául a receptor speciális szerkezeti jellemzői szolgálhatnak. A receptoron specifikus 

szteroid kötőhelyet karakterizáltak, valamint jelenleg ismeretlen járulékos fehérjékkel stabil komplexet képes 

kialakítani, mely formában rezisztens a lipid raft károsodásra (Drews és mtsai., 2014). Az előkezelések közül 

a szfingomielinázra fókuszáltunk, mivel számos előnnyel rendelkezik a másik két lipid raft károsodást okozó 

vegyülethez képest: (1) hatása gyorsan kifejlődik, (2) lokális hatást fejt ki a plazmamembránban, (3) ismert 

metabolitjainak receptor működést befolyásoló hatása vizsgálható. A szfingomielináz kezelés a reagáló 

érzőneuronok arányának redukálása mellett csökkentette az AITC hatására kifejlődő Ca2+ tranzienseket és 

megnövelte a válaszok latenciaidejét. A szfingomielináz kezelés a reagáló érzőneuronok arányának redukálása 

mellett csökkentette az AITC hatására kifejlődő Ca2+ tranzienseket és megnövelte a válaszok latenciaidejét. 
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Kimutattuk, hogy az érzőideg-végződéseken a szfingomielináz már alacsonyabb koncentrációban is képes 

gátolni a TRPV1 és a TRPA1 receptorok aktiválhatóságát, mint a sejttesteken. Ezzel a vizsgálattal elsőként 

bizonyítottuk, hogy a lipid raftok érzőideg-végződéseken is fontos szerepet töltenek be a vizsgált receptorok 

aktiválhatósága tekintetében. KCl és thapsigargin alkalmazásával bizonyítottuk, hogy az enzim nem 

befolyásolja a feszültségfüggő kalcium csatornák működését, illetve hatása a belső membránokon nem 

érvényesül. Bizonyítottuk, hogy a szfingomielináz TRPV1 és TRPA1 receptor ativációt gátló hatását nem a 

hidrolízistermékek okozzák. Összefoglalva, az alkalmazott kísérleti rendszereinkben három 

termoszenzitivitást mutató és a fájdalomérzékelésben szerepet játszó TRP receptor (TRPV1, TRPA1, TRPM8) 

működése szoros kapcsolatban áll a lipid raftok szerkezeti integritásával. A receptorok és a lipid raftok 

hidrofób interakciói befolyásolják a csatornák nyitási valószínűségét. A lipid raft kutatás, valamint a 

receptorok nem-hidrofil kapcsolatainak feltérképezése a fenti eredmények birtokában nagyobb szerepet 

kaphat a receptorok farmakológiai vizsgálatában. 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának azonosítása 

In vitro vizsgálattal igazoltuk, hogy a H2S TRPA1 receptor aktivációján keresztül növeli a [Ca2+]i –t TRG 

neuronokon. Az in vitro rendszerekben nyert adatok fontos kiindulópontjai az in vivo eredmények 

diszkussziójának. Az egérfülön topikálisan alkalmazott NaHS kezelés a mikroerek vazodilatációját okozta, 

véráramlás fokozódást idézett elő. Az RTX előkezelés, illetve a CGRP és NK1 receptor antagonisták 

szignifikánsan csökkentette a H2S donor vegyület hatására kialakuló mikrocirkuláció fokozódást. H2S a 

TRPA1 receptoron keresztül a kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződéseket aktiválja. A neurogén 

vazodilatációt az aktivált érzőideg-végződésből felszabaduló gyulladáskeltő neuropeptidek, mint a CGRP és 

az SP mediálják CGPR illetve NK1 receptorokon keresztül. Mikrofluorimetriás és elektrofiziológiai 

vizsgálatok bizonyítják a DMTS TRPA1 aktiváló hatását in vitro. Kutatócsoportunk vizsgálta a DMTS hatását 

a hő-okozta mechanikai hiperalgézia modellben in vivo. DMTS a modellben a TRPA1+/+ és sst4
+/+ egereknél 

analgetikus hatást közvetített, ezzel szemben a TRPA1-/- és sst4
-/-csoportokban nem volt hatása a hő okozta 

mechanikai hiperalgézia mértékére. A DMTS antinociceptív hatásáért feltételezhetően az érzőideg-

végződésekből TRPA1 aktivációt követően felszabaduló szomatosztatin sst4 receptoron keresztül 

megvalósuló hatása felelős. Az in vitro eredményeink is ezt a megállapítást erősítik.  

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata  

TRG neuronokon PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxadilan és BAY 55-9837 hatására lassan emelkedő 

[Ca2+]i-t detektáltunk, mely kinetika az intracelluláris raktárakból történő Ca2+ kiáramlás jellemzője. 

Kísérleteinkben érdekes módon a számos modellben antagonistaként karakterizált PACAP6-38, M65 és VIP6-

28 hatására érzőneuronokon Ca2+ válasz jött létre. A ligandok szelektivitását teszteltük PAC1, VPAC1 és 

VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejtvonalakon. A PACAP1-38 mindhárom PACAP receptor-expresszáló 

sejtvonalon megnövelte a [Ca2+]i-t és G-protein-kapcsolt receptor aktivációt okozott. míg a szelektív agonisták 

receptor szelektivitásuknak megfelelően váltottak ki hatást. A Ca2+ hiányos közegben is detektálható Ca2+ 
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válaszok bizonyítják, hogy a [Ca2+]i növekedés hátterében specifikus mechanizmus, G-protein-kapcsolt 

receptor aktivációt követő intracelluláris raktárakból történő Ca2+ mobilizáció áll. PACAP receptor-

expresszáló sejtvonalakon végzett 45Ca2+ felvétel vizsgálattal nem detektáltunk szignifikáns 45Ca2+ retenciót 

PACAP1-38 és PACAP6-38 hatására. Ezzel további bizonyítékot szolgáltattunk arra nézve, hogy 

intracelluláris raktárakból történő Ca2+ felszabadulás felelős a PACAP receptorokon keresztül megvalósuló 

[Ca2+]i emelkedésért. A PACAP receptor antagonistaként karakterizált peptidek érzőneuronokon azonosított 

érdekes és ellentmondásos viselkedését más szövetekben és sejtekben is megfigyelték Egy újabb kutatási 

eredmény szerint a PACAP6-38 (1 µM) gyenge parciális agonista Cos-7 sejteken (Walker és mtsai., 2014). A 

maxadilan fragmense az M65 PAC1 receptor specifikus antagonista, melyet ligand kötődési kísérletekkel 

bizonyítottak PAC1 receptor-expresszáló CHO sejteken (Uchida és mtsai., 1998). Újabb kutatások szerint 

azonban az M65 nem gátolta a PACAP1-38-indukált CGRP felszabadulást TNC-ből. Feltételezik, hogy a 

CGRP exocitózis nem a három ismert PACAP receptoron keresztül valósul meg, hanem ismeretlen, eddig 

még nem identifikált receptor létezését valószínűsítik a trigeminovaszkuláris rendszerben. (Jansen-Olesen és 

mtsai., 2014). Eredményeink ezt a feltételezést erősítik. A PACAP receptorok stimulációja Gs/Gq-protein 

közvetítésével az adenil-cikláz és a PLC rendszer aktivációjához vezet (Holighaus és mtsai., 2011). A PACAP 

receptorok által közvetített jelátviteli folyamatok komplexitását a nagyszámú splice variáns jelenléte növeli. 

A G-protein-kapcsolt receptorokon megvalósuló szignáltranszdukció komplexitásához hozzájárulnak a G-

protein-kapcsolt receptorok között kialakuló interakciók. (Dautzenberg és mtsai., 1999; Holighaus és mtsai., 

2011). Emellett a receptorok nem G-protein-kapcsolt receptorokkal is képesek interakcióba lépni (Couvineau 

és Laburthe, 2012 a, b). Mindezek alátámasztják az ún. „biased agonism” jeleséget, mely szerint a különböző 

agonisták eltérő receptor konformációváltozást indukálnak, ezzel különböző jelátviteli folyamatokat 

aktiválnak (Kenakin, 2011). A VPAC1 receptor nem játszik szerepet a PACAP hatásának közvetítésében TRG 

sejteken, mivel a VPAC1 receptor szelektív agonista Ala11,22,28VIP-nek nem volt hatása. Ennek hátterében 

állhat, hogy a VPAC2 és a PAC1 receptor számos izoformájának mRNS expresszióját kimutatták RT-PCR 

módszerrel patkány TRG sejteken, míg a VPAC1 receptor jelenlétét nem detektálták. Fehérjeszintű 

expressziót is csak a PAC1 és VPAC2 receptorok esetén bizonyítottak TRG neuronokon immunhisztokémiai 

módszerekkel (Chaudhary és Baumann, 2002). 

In vitro kísérletekkel bizonyítékot szolgáltattunk arra nézve, hogy az antagonistaként karakterizált PACAP 

ligandumok potens agonista hatást fejtenek ki TRG neuronokon. Eredményeink alapján arra következtetünk, 

hogy jelenleg ismeretlen receptorok vagy splice variánsok eltérő jelátviteli utakat generálnak TRG sejtekben. 

További vizsgálatok szükségesek a PACAP-indukált trigeminovaszkuláris aktiváció pontos 

mechanizmusának felderítése és új targetmolekulák azonosítása érdekében. 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3954490/#b12
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7. ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

1. Elsőként igazoltuk, hogy szenzoros neuronokon a TRPV1 receptor mellett további két hőmérséklet-

érzékeny TRP receptor (TRPA1 és TRPM8) aktiválhatóságát is csökkenti a lipid raft diszrupció. Elsőként 

bizonyítottuk, hogy ez a jelenség TRPV1 és TRPA1 receptorok esetében nemcsak a sejttesteken, hanem az 

érzőideg-végződéseken is megvalósul. A TRPM3 receptor működésére azonban nem volt hatással a lipid raft 

károsodás. Eredményeink azt a feltételezést erősítik, mely szerint a TRPM3 receptort jelenleg ismeretlen 

járulékos fehérjék stabilizálják, így aktiválhatóságát nem gátolja a lipid raftok szerkezetének megbontása. 

Eredményeink alapján arra következtetünk, hogy a receptorműködés szabályozásában fontos szerepet 

játszanak a hidrofób kapcsolatok. Ezen megfigyelések nyomán felmerül egy alternatív gyógyszerfejlesztési 

szemlélet, irányvonal lehetősége. A lipid raftok és a TRP receptorok kapcsolatrendszerének további 

tanulmányozása fontos alapkísérletes megközelítése lehet a receptorműködés befolyásolásának, mely új 

gyógyszercélpontok azonosításához vezethet.  

2. Meghatároztuk a DMTS target molekuláját érzőneuronokon. Elsőként bizonyítottuk, hogy a DMTS a H2S 

donor vegyületekhez hasonlóan TRPA1 receptor aktivációt okoz TRG sejteken és TRPA1 receptor-

expresszáló sejtvonalon. A célmolekula azonosítása hozzájárul a poliszulfidok hatásmechanizmusának 

pontosabb megismeréséhez. 

3. Igazoltuk a PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxadilan, BAY 55-9837 agonista hatását TRG neuronokon. 

Elsőként írtuk le, hogy az irodalomban számos helyen antagonistaként karakterizált PACAP6-38, VIP6-28 és 

M65 érzőneuronokon az agonistákhoz hatást közvetítenek. Ezzel a megfigyeléssel ellentétben, PACAP 

receptor-expresszáló CHO sejteken nem mutatnak hasonló viselkedést. Bizonyítottuk, hogy szenzoros 

neuronokon a PACAP hatásának közvetítésében a PAC1 és VPAC2 receptorok játszanak szerepet. 

Eredményeink alapján alternatív kötőhelyek létezését feltételezzük a receptorokon, illetve eddig ismeretlen 

receptor izoformák expresszióját valószínűsítjük érzőneuronokon. Megfigyeléseink felvethetik új, eddig még 

ismeretlen receptorok létezését.  

Eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy a fájdalomfolyamatban részt vevő receptorokat befolyásolni 

képes endogén vegyületek gyógyszerfejlesztési potenciállal bírhatnak. Emellett fontosnak tartjuk a 

receptorokat körülvevő hidrofób mikrokörnyezet vizsgálatát. A neuropátiás fájdalom, valamint a migrén 

patomechanizmusának pontos feltérképezése, célmolekulák azonosítása alapvető fontosságú. 

Kutatócsoportunk és más munkacsoportok állatkísérletes és humán vizsgálatai is igazolják a PACAP fontos 

szerepét migrén kialakulásában. A jelen dolgozatban leírt eredmények a PACAP receptor antagonisták 

irodalmi adatoktól eltérő viselkedését bizonyítják érzőneuronokon. Mivel a PACAP szerepe vitathatatlan a 

trigeminovaszkuláris rendszer aktivációjában, ezen eredmények birtokában nagy szükség van új, szelektív 

PAC1 és VPAC2 antagonisták fejlesztésére, melyek fontos szerepet kaphatnak a migrénes fájdalom 

csillapításában. 
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segítséget Buzási Ádámné Annának, Disztl Cecíliának, Perkecz Anikónak, Bagoly Teréznek és Ömböli 

Gyulánénak, akik asszisztensi munkájukkal járultak hozzá a kísérleteink sikerességéhez. A PhD 

tanulmányaimhoz nyújtott támogatásért köszönettel tartozom a Richter Gedeon Talentum Alapítványnak. 

Továbbá köszönetemet szeretném kifejezni a Farmakológiai és Farmakoterápiai Inézet minden 

munkatársának. Szeretném megköszönni családom és párom támogatását. 

 

 

 


