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II1. Kutatasi koncepcio

Napjainkban széles korben kutatjak a kronikus gyulladasos és fajdalomallapotok kezelésében
potencialisan hasznalhat6 hatdanyagcsoportokat, mivel neuropatias fajdalomra jelenleg nem
allnak rendelkezésiinkre olyan gyogyszerek, melyek jelentdsebb mellékhatdsok nélkiil, tartésan
idegvégzOddéseken talalhatd szenzoros receptorok vizsgalata. A nociceptorok aktivaciojat
szelektiven gatlo anyagok kedvezOobb mellékhatasprofillal rendelkezhetnek, és hatékonyabbak
lehetnek a neuropatias fajdalom kezelésére is, mint a jelenleg neuropatiaban hasznalt szteroid
gyulladascsokkentd gyogyszerek.

A Tranziens Receptor Potencidl (TRP) ioncsatorndk szerepet jatszanak a fajdalom és a
neurogén gyulladas kialakitdsanak mechanizmusaban, az érzdéidegek aktivaciojan keresztiil.
Kutatocsoportunk a TRP ioncsatorndk aktivacidjat vizsgalja trigemindlis és hatsogyoki
érzbideg-sejteken, valamint periférias szenzoros neuronok idegvégzdédésein. Ezek a receptorok
célpontjai lehetnek 10j hatdsmechanizmusti gyulladascsokkentd ¢és fajdalomesillapitd
gyogyszerek fejlesztésének. Ezért fontos tehat ezen receptorok, elsésorban a Tranziens
Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1) és Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 (TRPA1)
ioncsatorndk  fijdalomban ¢és gyulladdsban  betoltott szerepének és  miikodési

mechanizmusuknak minél pontosabb megismerése.



V. Bevezetés, Irodalmi hattér

IV.1. A fajdalom és fajdalomcsillapitas kutatasa

A fajdalom (aktualis vagy potencialis) szoveti karosodas hatasara 1étrejové szubjektiv érzet,
melyet a nociceptorok érzékelnek €s a szenzoros stimulust a test kiillonb6z6 pontjairdl a
kozponti idegrendszerbe juttatjak. A fajdalom érzékelése hasznos, figyelmeztetd funkcioval bir
a jelentkezd kiilsd veszélyre, vagy a szervezetben lezajlo koros folyamatra, betegségre.
Csillapitasanak vagya viszont az emberiséggel egyidds, mar az 6korban is hasznaltak az 6pium
tartalmu makgubo nedvét altatasra és a fajdalom csillapitasara, és az opioid vegyiiletek jelenleg
is széles korben hasznalt analgetikumok.

Napjainkban opioidokat, nem-szteroid gyulladascsokkentoket (NSAID) és adjuvans
analgetikumokat hasznalunk a fajdalom kezelésére. Megkiilonboztetink gyulladasos,
szomatikus (bér, izom, csont), viszceralis (bels6é szervek) és neuropatias eredetii fajdalmat. A
neuropatids fajdalom a periférids vagy kozponti idegi apparatus kéarosodasa vagy
megbetegedése révén jon létre. Az NSAID gyulladascsokkentok és fajdalomcsillapitok a
ciklooxigenaz (COX) enzim gatlasaval csokkentik a prosztaglandin szintézist, és a
gyulladaskelté neuropeptidek kialakulasanak gatlasaval a fajdalom létrejottét. Ezek a
gyogyszerek azonban nem alkalmasak a gyulladas neurogén komponenseinek csokkentésére és
a neuropatias fajdalom teljeskora csillapitasara. Az opioid gyulladascsokkent6k nagy dozisban
ugyan csokkentik a neuropatids fajdalmat, viszont sulyos mellékhatasaik (pl.
gasztrointesztinalis vérzések), valamint a velilkk szemben kialakulo tolerancia miatt nem
alkalmazhatok hossza tavon. Az opioid szarmazékok hatasosak példaul tumoros fajdalom
csillapitasakor, azonban nem megfelelé a hatasuk neuropatiaban. Jelenleg tehat a neuropatias
fajdalom terapiaja nem megoldott, igy nagy igény lenne 01j hatasmechanizmust gyogyszerek
kifejlesztésére. Uj iranyt jelentett a fijdalomcsillapitas kutatdsaban a kapszaicin érzékeny
érzdideg végzOdések jellemzése és a kapszaicin receptoranak azonositasa (Gyires és Fiirst,

2011; Vizi, 2002).

IV.1.1. A kapszaicin és receptoranak torténete

John Clough Thresh 1846-ben a paprikabol izolalta és a Capsicum nemzetség utan nevezte el a
csipdsségért felelés vegyiiletet, a kapszaicint (8-metil-N-vanillil-6-nonénamid), tovabba
feltételezte, hogy a vanillinhez hasonlo szerkezetii vegyiilet (Thresh, 1846). Harminc év multan

Hogyes Endre kisérletsorozataval bizonyitotta, hogy a kapszaicin elsddlegesen az érzo idegekre
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fejt ki hatast (Hogyes, 1878). Strukturajat az 1920-as évek elején azonositottak (Nelson, 1919),
ra tiz évvel sikeriilt véghezvinni a szintézisét (Spath és Darling, 1930). A kapszaicin els6
farmakologiai vizsgalatait magyar kutatok végezték. Jancsdé Miklos irta le, hogy a kapszaicin
nagy dozisainak alkalmazas utan deszenzitizaci6 alakul ki kémiai fajdalomkeltd anyagokkal
szemben (Jancso, 1960). Késébb megfigyelték, hogy a kapszaicin-érzékeny nociceptorok
stimulacidja vazodilataciot és plazma extravazaciot valt ki, amit a kapszaicinnel torténd
deszenzibilizacid és denervacio is gatol. Tovabba feltételezték, hogy a gyulladas kialakulasaért
felelés mediatorok a kapszaicin-érzékeny érzdideg végzddéskbdl szabadulnak fel (Jancso és
mtsai., 1967, 1968). Bizonyitottak, hogy a hosszan tartd6 kapszaicin kezelés karositja a
trigeminalis és hatsogyoki primer szenzoros neuronokat (Joo és mtsai., 1969; Szolcsanyi és
mtsai.,, 1975). Kiemelten fontos Szolcsanyi Janos és Jancsd-Gabor Aranka publikacidja,
melyben tobb vanilloid szerkezetli vegyiilet faijdalomkeltd hatasait vizsgélva, szerkezet-hatas
Osszefiiggések megfigyelése alapjan bizonytottdk, hogy a kapszaicin egy specidlis receptoron
keresztiil szelektiven fejti ki hatasat (Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975; 1976). 1990-ben
leirtdk, hogy a reziniferatoxin (RTX) a kapszaicinnel azonos kation csatorndkat aktivalja
hatségyoki érz6 neuronokon (Bevan és Szolcsanyi, 1990), tovabba specifikus RTX-
kotéhelyeket mutattak ki (Szallasi és Blumberg, 1990). Nagy jelentdséggel birt a
fajdalomkutatasban a kapszaicin receptort expresszald gén azonositdsa €s receptoranak
klonozasa (Caterina €s mtsai., 1997), melyet tobb vanilloid szerkezeti elemet tartalmazé
vegylilettel valé aktivalhatosdga miatt Vanilloid 1 Receptornak neveztek el. Késdbb
molekularis szerkezete alapjan a TRP szupercsaladba soroltdk a receptort, azon beliil pedig a

Vanilloid alcsalad els6 tagja lett a TRPV1 receptor (Gunthorpe és mtsai., 2002).

IV.2. A TRPV1 és a TRPA1 receptorokat expresszaléo kapszaicin-érzékeny érzéideg-

végzédések harmas funkcioja és szerepe a fajdalomban és neurogén gyulladasban

A kapszaicin specifikus receptorat, a TRPV1 receptort expresszald érz6 neuronok a vékony
mielinhiivelyes (Ad-) és a mielinhiively nélkiili (C-) rostokkal rendelkezd neuronok kb. 60 %-
at képezik (Holzer, 1991). A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések harom 6 funkciot
latnak el, a klasszikus afferens funkciojuk mellett lokalis- €s szisztémas efferens funkciokkal is
rendelkeznek. A klasszikus afferens miikodés soran az idegvégzddés inger (pl.: kapszaicin, pH
véltozas, hd) hatisara ingeriiletet tovabbit a kozponti idegrendszerbe, ahol kialakul a
nocicepcid. Ezzel parhuzamosan az aktivalt periférias idegvégzddésekbdl neurotranszmitterek
- kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) és tachykininek (pl. P-anyag, neurokinin A) -
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szabadulnak fel, melynek kovetkeztében vazodilatacié jon létre €s a gyulladasos sejtek
(leukocita, makrofag, hizosejt) felhalmozodasat kovetden plazmaprotein exravazacio 1ép fel, és
neurogén gyulladds alakul ki. Ezt egylittesen nevezziik az idegvégzddés lokalis efferens
mukodésének (Jancsd €és mtsai., 1967; Helyes és mtsai., 2003). Harmadik funkcidja a
kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddéseknek, mikor a beldliikk felszabaduld szomatosztatin a
keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatld és fajdalomcsillapitd hatést fejt ki, ez a szisztémas
efferens funkcio €s ez indokolja ezen érzdideg-végzddésekkel kapcsolatban az un. szenzokrin
jelz6 hasznalatat (Szolcsanyi, 1996) (1. abra).

Ezeken az idegvégzddéseken expresszalddnak elsddlegesen a fajdalom és neurogén gyulladas
kialakulasadban kulcsszerepet jatsz6 TRPV1 és TRPAI1 ioncsatorndk. A TRPV1 és TRPA1
receptorok koexpresszioja jelentds, a TRPV1-et expresszalé neuronok 30-50%-a tartalmaz
TRPAL receptort, TRPAT ritkdn fordul el neuronokon TRPV1 receptor nélkiil (Story és mtsai.,
2003; Kobayashi és mtsai.,, 2005). A TRPAI és TRPVI1 funkcionalis dimerként vald
miikodésére szamos kutatdcsoport hivta fel a figyelmet. Leirtak egylittes szerepiiket gyulladas
¢s fajdalom kialakuldsdban. Bizonyitottdk, hogy a TRPAIl receptoron keresztiili
deszenzitizaciot szenzoros neuronokban a TRPV1-iranyitott internalizacié szabalyozza
(Akopian és mtsai., 2007), valamint hogy a TRPV1 receptor regulalja a TRPA1 aktivaciojat és
medialta neurondlis valaszok sokszor a TRPA1 ¢€s TRPVI1 receptor koexpresszidja miatt

jelennek meg, a TRPA1 receptort 6nmagéban expresszalod sejtvonalon nem (Salas és mtsai.,
2009).



Afferens funkcid

!

NOCICEPCIO

Vazodilatacio

4 .:
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|

NEUROGEN GYULLADAS

ITRPAI o

e
" T

Szisztémas efferens funkcid

GYULLADASGATLO.
FAIDALOMCSILLAPITO HATAS

1. abra: Kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzédések harmas funkcidja.
CGRP: Kalcitonin gén-rokon peptid, SP: P-anyag, NK: neurokinin A, SST: szomatosztatin

IV.3. A Tranziens Receptor Potencial (TRP) receptorok

A TRP receptorok polimodalis, membranban jelenlévé, Ca®* és Mg?* preferenciaju nem-

szelektiv kation csatorndk. Fontos szerepet toltenek be a sejtek ion homeosztazisaban, a

membranon keresztiili iontranszport ¢és az intracellularis organellumok funkcidjanak

szabalyozasa révén. Igy a TRP csatornafunkcio jelentSs hatassal lehet szamos cellularis és

szisztémas folyamatra (Nilius, 2007). Kiilonb6z6 kémiai (endogén és exogén lingandok) és

fizikai (homérséklet, fesziiltség, kémhatds, nyomas) hatisokat kovetden Ca?*-bearamlas

kovetkeztében aktivaldodnak a receptorok, melyet depolarizacio kovet (Nilius és Szallasi, 2014).

A TRP receptorok szamos neuronalis €s nem neuronalis szdvetben és sejttipusban is

kifejezédnek (Pedersen és mtsai., 2005).
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A TRP receptorokat szerkezeti homologiajuk €s szekvencia kiilonbségeik alapjan alcsaladokba
soroljuk: TRPV (Vanilloid), TRPA (Ankirin), TRPC (Kanonikus/Klasszikus), TRPM
(Melasztatin), TRPML (Mukolipin), TRPP (Policisztin), TRPN (NOMPC-szer(i). Emlés6kben
28 tagjat azonositottak (Clapham és mtsai., 2001). TRPNI1 csak az alsobbrendii gerincesekben,
példaul a zebrahalban van jelen, mig TRPC2 emberben egy pszeudogén (2. abra). Szamos
hasonldsag figyelheté meg az alcsaladok kozott, valamennyi hat transzmembran alegységbdl
épul fel (S1-S6), a két utolsd6 domén kozott alakult ki a porusformaldé hurok. N- és C-
terminalisaik intracellularisan helyezkednek el, mely végz6dések elétt valtozatos szekvenciajh
¢s hosszisaghh aminosav lancok jottek létre. Ezek az intracelluldris régiok szabdlyozzik
els6sorban a csatorna mitkodését (Gaudet, 2008).

Szamos TRP ioncsatorna vesz részt a sejtproliferacio és novekedés szabalyozasaban, melynek
diszfunkcidja megvaltozott organogenezishez és novekedési zavarokhoz, vagy akar daganat
kialakulasahoz is vezethetnek. Képesek ingerelhetd sejtek elektromos aktivitasanak
modulalasara, példaul az agyban és a szivben (Nilius, 2007). A szervezetben vald széleskori
jelenlétiink, és szamos funkcidjuk révén a TRP ioncsatornak szerepe szamos betegségben
bizonyitast nyert. Parat kiemelve: 1éguti betegségek (TRP-V1, V4, Al, C1, C3, C4, C5, C6),
szivbetegségek (TRP-C1, C3, C5, C6, V2, P2), immunvalasz sériilése (TRP-C1, M3, M4),
daganatos betegségek bizonyos tipusai (TRP-M1, M5, V5, MS; mellrak — TRP-C4, V1, V3;
M5, M8; prosztatadaganat — V2, V6, M8; tiidérak- C6, M5, M8), hiperalgézia (TRP-V1, V4,
MB8), gasztrointesztinalis betegségek (TRP-V1, Al, V5), diabétesz (TRP-V1, V3, M4, M5),
hipertenzié (TRP-C1, C2, C6, V4, M7), borbetegségek (TRP-A1, V1, C4), vesebetegségek
(TRP-V5, V6, P2, P3, P5), neurodegenerativ betegségek (TRP-AL, V1, C1, C5, C6, M2, M3,
M6, M7, P3) (Nilius és mtsai., 2005; Nilius, 2007; Kaneko és Szallasi, 2014). Mindez felhivja
a figyelmet a TRP ioncsatornak fontossagara, és pontos tanulmanyozasanak sziikségességére.
Tézisem kozéppontjadban a TRPV1 és TRPAL receptorok aktivacios és  gatld

mechanizmusainak vizsgalata all.
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TRPV3
TRPV4
TRPV2
TRPP2
TRPV1
TRPPI
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TRPCS
TRPMS
TRPCI
TRPM?2
TRPC3
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TRPC7
TRPM4 e
TRPM7? - S
TRPM6 rpmz o

2. abra: A TRP csatornak szekvencia homilogia alapjan létrehozott filogenetikai faja
(Nilius és Owsianik, 2011).

IV.3.1. TRPV1 és TRPAI receptorok felépitése és funkcidja

A TRPV1 receptor tehat a TRP szupercsalad hat Vanilloid (TRPV1-6) tipust receptora koziil
az elsoként felfedezett és jellemzett, a TRPAT receptor pedig az Ankirin alcsalad egyetlen
képviseldje. Ezek a receptorok elsdsorban hatsé gyoki és a trigemindlis ganglionokban
elhelyezkedd nociceptiv primer szenzoros neuronokon, valamint ezek periférias érzdideg-
végzddésein (Story ¢€s mtsai.,, 2003; Nagata és mitsai.,, 2005), tovabba asztrocitdkon
expresszalodnak (Lee és mtsai.,, 2016). Szerkezetiiket tekintve hat B-red felépitési
transzmembran doménbdl allnak, melybdl a két utolso alegység tetramerizalodva alakitja Ki a
nem-szelektiv kation csatornat. Aktivacié hatasara a csatorna megnyilik és Ca2*, valamint Na*
aramlik a sejtbe, mellyel egyidében K* aramlik ki, depolarizacio jon 1étre és az igy keletkezd
akcios potencial terjed végig a neuronalis afferensen (Liu és Simon, 1998). Ezek az
intracellularis folyamatok jelentds szereppel birnak a fajdalomkeltd neuropeptidek
felszabadulasaban és igy a fajdalom és a neurogén gyulladas modulacidja szempontjabol

(Geppetti és mtsai., 2008). Mindkét receptor C-terminalisan egy ,,TRP-box” figyelhet6 meg,
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mely egy konzervalt aminosav régid, TRPV ¢és TRPA csalad mellett a TRPC ¢és TRPM
csaladokban is (Choi és mtsai., 2014). Jelentds kiilobséget okoz a két receptor felépitésében a
TRPA1 receptor N-terminalisan létrejott nagyszamu (14-19) ankirin ismétlédés, mely
egyediilallo az élévilagban (Bessac és Jordt, 2008; Chen, 2015) (3. abra). A receptort is err6l
nevezték el, ez az ismétlodés okozza feltételezhetden a receptor mechanikai érzékenységét
(Kwan és mtsai., 2006; Nilius és mtsai., 2012).

A TRPV1 ¢és TRPAI receptorok aktivacidjaban szamos endogén és novényi eredetli exogén
kémiai anyag vesz részt, melyek kiemelt részét a 1. tablazat foglalja 6ssze. TRPV1 agonistak
koziil kiilon emlitendd a kapszaicin ultrapotens analdgja az RTX (Széllasi és Blumberg, 1990;
1999; Raisinghani ¢és mtsai., 2005). A TRPV receptort tovabba a fajdalmas héinger (> 43 °C)
¢s az alacsony pH (< 6) is aktivalja (Tominaga és mtsai., 1998; Welch és mtsai., 2000; Bianchi
¢és mtsai., 2006; Nilius, 2007; Szolcsanyi 2008; Gavva 2008; Cao és mtsai., 2013). TRPAL
receptor aktivacidjaban a mechanikai ingerek és fajdalmas hideg inger (<17 °C) is részt vesznek
(Story ¢és mitsai.,, 2003), bar feltételezik, hogy emberben csak hozzajarul a hidegérzet
kialakulasahoz, a hidegallodinia kialakitasan keresztiil (Kwan és mtsai., 2006, Katsura és
mtsai., 2006). Kiemelendd a TRPAT1 receptor irritdnsai koziil a mustarolajban eléfordul6 allil-
izotiocianat (AITC), mivel képes szelektiven ingerelni a receptort, €s igy neurogén
mechanizmussal gyulladast 1étrehozni (Inoue és mtsai., 1997; Jordt és mtsai., 2004). Az
intracellularis Ca?*-szint novekedést kovetden a Ca?* az N-terminalisan jelenlévé EF-hand
doménen keresztiil direkt modon képes aktivalni a TRPAT receptort (Zurborg és mtsai., 2007).
Ujabb kutatasok bizonyitjak, hogy szovetkarosodas soran és oxidativ stressz hatasara keletkez6
szabad gyokok elektrofil tulajdonsaguk miatt szintén direkt modon képesek aktivalni a TRPAI
receptort (Andersson és mtsai., 2008). Fontos gyulladas folyaman felszabadulé endogén
agonistak a szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz (SSAQO) termékei: hidrogén-peroxid,
formaldehid és a metilglioxal (Sawada és mtsai., 2008; McNamara és mtsai., 2007; Eberhardt
¢s mtsai.,, 2012). Kimutattak, hogy hidrogén-szulfid, valamint poliszulfid vegyiiletek is
aktivaljak a receptort (Kimura, 2014; Pozsgai és mtsai., 2016). Csatornanyitast okoznak a
zsirsav metabolizmus termékei, melyek COX enzim hatdséara képzddnek gyulladasos szignal
kovetkeztében (Blair, 2006; Taylor-Clark és mtsai., 2008). Jol ismert, hogy a TRPV1 receptor
mellett a TRPAT receptorok jelentds szerepet jatszanak az akut és kronikus neurogén gyulladés

¢és a neuropatias fajdalom kialakulasaban (Bautista és mtsai., 2006; Nilius és mtsai., 2012).
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3. abra: TRPAL1 receptor felépitése és funkcioért felelés domének, foszforilaciés helyek

és ligandkoto zsebek (Choi és mtsai., 2014).
TM: transzmembran domén, LPO: lipid peroxidacio, ANK: ankirin domén, CaM binding: kalmodulin kot6 hely,

PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat, PKC: protein kinaz C szubsztrat régioja, TRP box: konzervalt aminosav

régiod, Voltage: feltételezett fesziiltségszenzitiv domén.

A TRPV1 receptoron szamos kotéhelyet azonositottak (4. abra), aktivaciojara jellemzd, hogy a
lipofil vegyiilet a membranon atjutva az S3 és S4 transzmembran domének és az ezeket
0sszekotd hurokrégid altal kialakitott intracellularis vanilloid zsebbe kotodik (Jordt és Julius,
2002; Papakosta és mtsai., 2011). A hdérzékelésben fontos aminosavak - N628K, N652T,
Y653T - mutécioja fajdalmas hdingerre a porus régid rovidebb ideig tartd nyitasat eredményezi
(Szolcsanyi és Sandor, 2012). Egyes irodalmi adatok alapjan a TRPV1 f6 aktivatora a magas
hémeérséklet, és a receptorhoz kotddd agonistak jelentds része csak a receptor megnyilasahoz
szlikséges hokiiszobot csokkenti (Ryu és mtsai., 2008). A csatornarégiot alkoté aminosavak
felelosek a hoinger és a protonok altal kivaltott aktivacidért. A porusformalo régiot 6sszekotd
extracellularis hurkok szerepet jatszanak a protonok hatasara bekdvetkezd, csatornanyitast
eredményez6 konformacidvaltozasban (Jordt és mtsai., 2000; Myers és mtsai., 2008). Fontos
megjegyezni, hogy a TRPV1 porus két szilikiiletet tartalmaz: egy tolcsérszerti extracellularis
porus alkotja a szelektiv sziir6t, és felsé kapuként miikddik, mig az als6 kapu az S6 hélix
kozepén helyezkedik el. Mindkét kapunak egyidejiileg nyitottnak kell lennie, hogy
permedbilissé valjon az ionok szamara. Az RTX ¢és a kapszaicin az als6 kaput is miikodteti, és

az S5-S6 linkerrel is interakcioba 1ép.
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A TRPV1 receptorok és a membran lipid raftjainak hidrofob kdlcsonhatasa szintén modulalja
a csatornak nyitasi tulajdonsagait. A receptort koriilvevo lipid kornyezet eltavolitasat kovetden
szelektiv modon csokkent a TRPV1 agonistak hatdsa (Szoke és mtsai, 2010; Saghy és mtsai.,
2015).
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4. abra: A TRPV1 receptor szerkezete és aktivacios mechanizmusai szempontjabdl
kiemelt régiok (Szolcsanyi és Sandor, 2012).
S1-S6: tanszmembran alegységek, A: ankirin domén, CaM: kalcium-kalmodulin, PIP.: foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat, RTX: reziniferatoxin, LPA: lizofoszfatidsav.
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TRPV1

TRPA1

Exogén agonistak

novényi eredetli vanilloidok:
kapszaicin (Capsicum annuum)

reziniferatoxin (Euphorbia resinifera)
piperin (Piper nigrum)

eugenol (Eugenia caryophyllata)

zingerol (Zingiber officinale)

(Szallasi és Blumberg, 1990; 1999)

novényi eredetli vegyiiletek:
allicin (Allium sativum)

allil-izotiocianat (Brassica)

fahéjaldehid (Cinnamomum verum)
(Bandell és mtsai., 2004; Macpherson és
mtsai., 2005, 2007)
gingerol (Zingiber officinale)
mentol (Mentha x piperita)
timol (Thymus vulgaris)
karvakrol (Carum carvi)

tetrahidrokannabinol (Cannabis sativa subs. indica)

nikotin (Nicotiana tabacum)
(Talavera és mtsai., 2009)

Endogén agonistak

endokannabioidok:
anandamid
N-arachidonoil-dopamin
(Zygmunt és mtsai., 1999; Smart és
mtsai., 2000)

nem-kannabioidok:
12-hidroperoxi-eikozatetraénsav

N-oleoikdopamin
(Chu és mtsai., 2003)

szemikarbazid szenzitiv amin oxidaz termékei:
hidrogén-peroxid
formaldehid
metilglioxal

ROS: szuperoxid
(Andersson és mtsai., 2008).

kénhidrogén (H2S)

poliszufidok (H2Sn)

(Kimura, 2014; Pozsgai és mtsai., 2016)
zsirsav metabolizmus termékei:
4-oxo-nonenal, 4-hidroxi-2-nonenal,
hidroxinonenal
(Taylor-Clark és mtsai., 2008; Trevisani és
mtsai., 2007)

gyogyszerhatdbanyagok:

izofluran, ketoprofén, glibenkalmid,
apomorfin, diklofenak, lidokain

kdrnyezetszennyezd anyagok:

acetaldehid, akrolein, ammonium-klorid,
nehézfémek (Zn, Cu, Cd)

1. tablazat: TRPA1 ¢és TRPV1 agonistak
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A TRPV1 és TRPAI receptorok szenzitizaciojat okozza szamos gyulladaskelté mediator, mint
példaul a prosztaglandinok és a bradikinin, melyek G-protein-kapcsolt receptorokon keresztiil
fejtik ki hatasukat, illetve az idegi ndvekedési faktor (NGF) €s tumor nekrozis faktor a (TNFa),
melyek tropomiozin receptor kinaz A (TrkA) receptoron keresztiili foszforilacid révén hatnak
(Bandell és mtsai., 2004; Zhang és mtsai., 2005; Dai ¢és mtsai., 2007; Szolcsanyi és Sandor,
2012; Fernandes és mtsai., 2011). A receptorokat érzékenyitik bizonyos protein kinazok (PK)
is, melyek kiilonb6zé mértékben foszforilaljak a receptort, igy befolyasolva a receptor
szerepet jatszik az N- és a C- terminalison a kalcium-kalmodulin (CaM) (Numazaki és mtsai.,
2003), mig a foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat (PIP;) C-terminalison talalhatd kotdhelyhez
valo kotdédése okoz aktivacio fokozodast (Ufret-Vincenty és mitsai., 2011). A receptor
deszenzitizacidjat befolyasolja a foszfoprotein foszfataz 2B (PP2B) gatlasa is (Docherty és
mtsai., 1996).

17



IV.4. Gyogyszerfejlesztési lehetoségek

A jelenleg rendelkezésre allo analgetikumok két &6 mechanizmus révén fejtik ki hatdsukat,
egyrész a COX enzimek gatldsdval, masrészt az opioid receptorok utjan. Ezek a gydgyszerek
jo hatasspektrummal birnak a gyulladés €s laz, valamint a traumas és posztoperativ fajdalom
kezelésében. Azonban nem mérséklik kelloképp a kiilonboz6 eredetli kronikus neuropatias
fajdalomallapotokat, illetve tartdés alkalmazasukkor sulyos mellékhatasok — NSAID:
kardiovaszkularis, gasztrointesztindlis és renalis betegeségek kialakuldsa, opioid szerek:
1égzésdepresszio, pszichés és fizikai dependencia, tolerancia, obstipacio - 1éphetnek fel. Ilyen
esetekben jelenleg az adjuvans analgetikumok — pl.: antiepileptikumok, triciklikus
antidepresszansok, helyi érzéstelenitOk - alkalmazasa jelenthet alternativat, bar hosszitava
alkalmazasuk a jelentkezé mellékhatdsok miatt nem lehetséges. A neuropatias fajdalom
kezelésére igy 0j gyogyszerek, s6t mas tdmadasponti €s 0j hatdsmechanizmusu vegyiiletek
fejlesztése valt sziikségessé. A fajdalom csillapitdsanak legszelektivebb mddja a nociceptorok
gatlasa, és igy a fajdalomszignal kialakuldasdnak megakadalyozasa lehetne. A TRPVI és
TRPAI1 receptorok kiemelkedd fontossaguva valtak a fajjdalomkutatasban. Egyre tobb agonistat
ismeriink meg és szamos antagonistat fejlesztenek jelenleg is a receptormiikodés gatlasara.

A TRPVI receptor agonistdk fejlesztésének két irdnya koziil az elsé a deszenzitizacid
kialakuldsat veszi alapul — melyet mar a kapszaicin tanulmanyozasakor megfigyeltek -, a masik
irdny a receptor ligandkdtésének befolydsolasara iranyuld fejlesztéseket foglalja magaba. Az
agonistak koziil eddig elsédlegesen a kapszaicin kiilséleges alkalmazasat lehetové tevd krémek
¢s tapaszok tortek be a gyogyszerpiacra. Ilyen a Qutenza tapasz (8% kapszaicin hatéanyag),
melyet olyan betegek fajdalmanak enyhitésére alkalmaznak, akiknél példaul posztherpetikus
neuralgia, illetve HIV-fertdzés vagy diabétesz kovetkovetkeztében neuropatia alakult ki, vagy
bizonyos gyogyszerek alkalmazasakor a borfelszini idegek karosodnak és emiatt neuropatias
fajdalmuk van (Wallace és Pappagallo, 2011). Tovabba fazis II klinikai vizsgalatban az AlgrX-
4975 (Adlea) vegyiilet egyetlen injekcidja szignifikansan csokkentette oszteoartritiszben
szenvedo betegek fajdalomszintjét (Walton, 1991; Remadevia és Szallasi, 2008). A Civamid
vagy masnéven Zucapsaicin krém forméjaban szintén alkalmasnak bizonyult az oszteoartritisz
¢€s a neuropatias fajdalom bizonyos szintli csokkentésére (Salat és mtsai., 2014; Schnitzer és
mtsai., 2012). Azonban mindezen agonistak alkalmazésa soran a deszenzitizacio kialakulasaig
jelentds fajdalmat kell a betegeknek elszenvedni, igy cél volt a fajdalmat kivaltd hatasok
csokkentése molekularis farmakologiai megoldasokkal, illetve a fajdalom kialakulasat

megakadalyoz6 antagonistak fejlesztése keriilt el6térbe. A kapszazepin (CZP) a TRPV1
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receptor elsoként leirt kompetitiv antagonistdja (Bevan és mtsai., 1992), mely nem megfeleld
farmakokinetikai tulajdonsdgai miatt nem keriilt klinikai vizsgalatba, 4m molekularis
szerkezete - pontosabban az 1,3-di(arilalkil)tiourea csoportja - alapot adott a tovabbi
antagonistak fejlesztéséhez (Walker és mtsai., 2003), melyek java részt urea szarmazékok és
amidok. Azonban a gyodgyszerfejlesztésben a TRPV1 receptoron keresztiil hato vegyiiletek és
készitmények f6 veszélye, hogy konnyen hipertermia kialakulasahoz vezetnek, illetve
termoszenzitivitasi zavarok alakulhatnak ki hasznalatuk soran, tovabba a legtobb vizsgalt
vegyiilet nem érte el a kivant terapias hatast. igy manapsag el6térbe keriiltek a TRPAL receptor
gatlasat célzo szerek fejlesztése (Baraldi és mtsai., 2010), mely receptor jelent6s elénye, hogy
bar szerepe van a héérzékelésben, de csak mint érzékenyitd target vesz részt a 17 °C alatti
hémérséklet érzetének kialakitasaban (Kwan és mtsai., 2006; Katsura és mtsai., 2006). Tovabba
ujabb kutatasok kimutattak, hogy a TRPA1 receptoron masodlagos jelatviteli molekulak, mint
példaul a Ca?* nélkiil, kozvetleniil hidegre és a kémiai anyagok hatdsara is Kialakul a
konformacio valtozas és az aktivacid. Human TRPA1 hidegérzékeld tulajdonsagai azonban
nem az N-termindalison jelenlévd nagyszamu ankirin ismétlédésen keresztiil, hanem azon kiviil
jonnek létre (Moparthi és mtsai., 2014). A csatorna kapuzasi mechanizmusanak ilyen fajta — N-
terminalis ankirin ismétlédéseken kiviili - befolyasolasa lehetdséget ad a TRPA1 alapu
gyogyszerterapidk finomhangolasara.

A TRPALI receptor szelektiv antagonistdja a HC030031, mely bizonyitottan gatolja a gyulladas
¢s a mechanikai, valamint termalis hiperalgézia létrejottét (Eid és mtsai., 2008). Kisérleteink
soran ez a vegyiilet kivalo kontrollként szolgalt. TRPAL receptoron haté gyogyszeres terapia

igéretes Uj iranyt jelenthet a neuropatias fajdalom csillapitasaban.
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IV.5. A szemikarbazid-szenzitiv amin-oxidaz szerepe a gyulladasban

A szemikarbazid-szenzitiv amin-oxidaz (SSAO) enzim szamos szdvetben €és sejttipusban jelen
van, membranhoz kotott és plazmaban oldott formaban (Lyles, 1996). Az enzimet emberben az
AOC3 gén kédolja, mely a 17. kromoszoéman van jelen
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/8639). Expresszidjat eddig foként vaszkularis simaizom
¢s endotél sejtekben, valamint adipocitdkban mutattak ki (Salmi és Jalkanen, 2001; Andrés és
mtsai., 2001). Az SSAO enzim egyik f6 funkcidja, hogy részt vesz endogén és xenobiotikus
aminok metabolizmusaban réz ¢és kinon kofaktor jelenlétében, az aminok oxidativ
dezaminacidjanak katalizaldsdval, mely folyamat sordn szamos gyulladéaskeltd szolubilis
melléktermék — példaul formaldehid, metilglioxal, ammoénium és hidrogén-peroxid (H20.) -
keletkezik (Yu és mtsai, 2003). A H202 az adhézidos molekuldk, példaul a P-szelektin
expresszidjat képes emelni (Johnston és mtsai.,, 1996), az aldehidek pedig koézvetlen
keresztkotéseket tudnak létrehozni az endotél sejtek és a leukocitak kozott (Bogdan és mtsai.,
2000). Szerepe van tovabba exogén aminok detoxifikalasaban (Magyar ¢s mtsai., 2001).

A vaszkularis adhéziés protein-1 (VAP-1) kloénozasakor igazoltak, hogy szekvenciaja
megegyezik az SSAO enzimével (Smith €s mtsai., 1998), mindezek alapjan elmondhat6, hogy
a gyulladasban leukocita adhézios és enzimatikus feladatokat egyarant ellat a molekula. A
leukocita extravazacid sordn iranyitja a leukocitdk interakcigjat vaszkulais endotélsejtekkel
(Stolen és mtsai., 2005; O'Sullivan és mtsai., 2004), tovabba enzimatikus funkcidja révén részt
vesz a leukocita-transzmigracio iranyitasaban (Salmi és mtsai., 1993; Salter-Cid, 2005).
Szerepet jatszik a vaszkularis simaizomsejt, az adipocita és a kondrocita differenciaciéban, a
gliikéz transzport szabalyozasan keresztiil (El Hadri és mtsai., 2002; Filip és mtsai., 2016),
valamint in vitro kutatasok alapjan leirtak, hogy részt vesz a kotészoveti matrix 1étrehozasaban
és a vaszkularis struktira fenntartasaban (Langford és mtsai., 1999; Buffoni és Ignesti, 2000).

Szamos, féleg gyulladasos eredetii betegségben szamoltak be az SSAO enzim emelkedett
mennyiségérdl és aktivitasrol. Ilyenek példaul a diabétesz (Garpenstrand és mtsai., 1999),
gyulladasos szem- és majbetegség (Almulki és mtsai., 2010; Luo és mtsai., 2013; Kurkijarvi és
mtsai., 1998), veseelégtelenség (Lin és mtsai., 2008), kongenitalis szivelégtelenség (Boomsma
¢és mtsai., 2002), Alzheimer-kor (Unzeta és mtsai., 2007; Valente és mtsai., 2012), szklerdzis
multiplex (Airas és mtsai., 2006) és az elhizas (Kobarova ¢s mtsai., 2017). Tovabba az SSAO
enzim biomarkerként valo alkalmazasanak lehetdségét mar leirtak bizonyos betegségekben, igy
példaul diabétesz (Yoshikawa ¢és mtsai., 2013), hiperglikémia (Li és mtsai., 2009), stroke

(Hernandez-Guillamon ¢és mtsai., 2012), ateroszklerdzis (Aalto és mtsai., 2012), bizonyos
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tumorok (Li és mtsai., 2014), kronikus szivbetegség (Pannecoeck és mtsai., 2015) és epetti
gyulladas (Trivedi és mtsai., 2017) esetében. Mindezen klinikai és in vivo kisérletes adatok
alapjan feltételezhetd, hogy az enzimnek citotoxikus metabolitok képzddése révén szerepe lehet
a fent emlitett patologias allapotok kialakulasaban vagy annak kdvetkezményeiben (Dunkel és
mtsai., 2008). Tehat az SSAO enzimmiikodés gatlasaval gyulladascsokkentd hatast érhetiink el,
igy az SSAO-gatloknak és azok fejlesztésének terapids értéke lehet (Salter-Cid és mtsai., 2005).
Az SSAO enzim nevét add gatloszere, a szemikarbazid, és més karbonil aktiv vegyiiletek az
enzim elsddlegesen leirt, bar enyhe gatloi. Korai kisérletekkel kimutattak, hogy a 2-butanon
oxim hatdsos inhibitora a human szérum SSAO enzimnek (Hiraoka és mtsai., 1988). Az SSAO
enzim irreverzibilis gatloszerei az oxim vegyiiletek, hidrazinszarmazékok ¢€s allilaminok koziil
kertilnek ki.

Intenziv kutatdsok folynak olyan kis molekulds SSAO gatlok kifejlesztésére, melyek vezetd
molekulava valhatnak a gyulladascsokkentd gyogyszerek korében. Az 01j hatdsmechanizmusu
gyulladascsokkentok iranti fokozddod igényt jelzi, hogy egyre novekszik az SSAO enzim
gatlasat célzo vegyiiletek szabadmainak szdma (Wang és mtsai., 2006). Tobb SSAO gatlorol
bizonyitottdk mar, hogy rendelkeznek gyulladasgéatldo hatdssal (Hiraoka és mtsai., 1988;
Mlickova és mtsai., 2001; Salter-Cid és mtsai, 2005; Marttila-Ichihara és mtsai., 2006), azonban
klinikai vizsgalatokig ezidaig csak nagyon kevés gyulladasgatlasban hatdsosnak tiind vegytilet
juthatott el, mivel tobbségiikrdl kideriilt, hogy nem teljesiti a gyogyszerfejlesztés alapvetd
kritériumait. Igy példaul toxikusak - LJP-1207 és BTT-2052 hidrazinok -, nehezen oldhatdk -
LJP-1586 allilamin -, vagy széles hatasspektrumunak - PXS-4159A - bizonyultak (O’Rourke
¢s mtsai., 2008; Foot és mtsai., 2013).

A BTT-1023 vagy timolumab elnevezési human monoklonalis SSAO-ellen termeltetett
antitestrdl preklinikai radioaktiv izotopos vizsgalatok alapjan leirtak a becsiilt human hatésos
dozisat (Autio és mtsai., 2013), ezt kdvetden klinikai vizsgalatig jutott. A kozelmultban zarultak
le fazis 11 vizsgalatai, és az ,,arva drogot” a primer szklerotizal6 kolangitisz kezelésére alkalmas
vegyiletként jellemezték (https://www.acorda.com/products/research-development/btt1023,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT02239211). fgéretes gyogyszerjelolt a mult év elejére
szintén fazis Il vizsgalatig jutott PXS-4728A jelii vegyiilet, melyrdl leirtak, hogy kulcsmolekula
lehet a kronikus obstuktiv tiidébetegség, valamint intersticidlis vesefibrozis kezelésében
(Jarnicki és mtsai., 2016; Katagiri és mtsai., 2016). Egyszeri oralis dozisa tobb mint 90%-0san
gatolja a célenzimét, magas oralis biohasznosuldsunak ¢és jol toleralhatonak bizonyult
(Jarolimek és Charlton, 2015), tovabba a vizsgalatok kimutattdk, hogy alacsony ddzisai (3-10

mg) hatékonyak az enzim hosszu ideig tartd gatlasaban, tehat kielégiti a kronikus kezelésre
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szant  gyogyszerek  idealis  kovetelményeit  (http://www.pharmaxis.com.au/product-
pipeline/amine-oxidase-platform/ssao-inhibitor-pxs4728a/).

Tampontot jelenthet a tovabbi SSAO enzim inhibitorainak tervezésekor az enzim topakinon
kofaktora, mely a katalitikus folyamatok medialasaban jatszik kulcsszerepet. Tovabbi elonyt
jelent az inhibitor tervezésében, hogy mar rendelkezésre all a humén enzim kristalyszerkezete

(Kaitaniemi és mtsai., 2009).

IV.5.1. Egy 1j igéretes SSAO gatlé oxim vegyiilet, az SZV-1287

A Semmelweis Egyetem Szerves Vegytani Intézetének kémikusai kifejlesztettek egy
potencialis SSAO gatld vegyiiletet, az SZV-1287 kodnevii, 3-(4,5-diphenyl-1,3-oxazol-2-
yl)propanal oximot (5. abra), mely szelektiven hatd, tobb tamadasponta gyulladascsokkentévé
vallhat (Matyus és mtsai., 2010; Matyus és Chai, 2016). Egy olyan ,,aktiv prodrugot” hoztak
1étre, melynek specifikus szerkezetébdl adodd egyedi tulajdonsdga, hogy az dnmagaban is
gyulladascsokkenté SSAO inhibitorbol a szervezetbe keriilve metabolikus bioaktivacio Gtjan a
COX enzim gatld oxaprozin oxim analdgja képzddik (Matyus és Chai, 2016).
Gyulladascsokkentd hatasat mar leirtak akut és kronikus in vivo modellrendszerekben és
feltételezik, hogy a gyulladas korai fazisdban a leukocita extravatzacio gatlasaval fejti ki hatasat
(Helyes és mtsai., 2014; Tabi és mtsai., 2013), de pontosabb in vitro hatasmechanizmusarol
ismereteink még hianyosak voltak. Az SZV-1287 szerkezeti képlete nagy mértékben hasonlit
olyan oxim vegyliletek szerkezeti képletéhez, amelyekrdl mar lirtdk, hogy TRP ioncsatornak
aktivaciojat gatoljak (Perner és mtsai, 2009; DeFalco és mtsai, 2010). Igy tehat mindenképpen
indokolt volt a vegyiilet TRPV1 és TRPAI aktivaciora kifejtett hatasat in vitro koriilmények
kozott is megvizsgalni. Jelen dolgozatban leirt eredményeinket alapul véve kutatdcsoportunk
szabadalmat nyujtott be az SZV-1287 vegyiiletre, gyulladasgatld hatasa mellett bizonyitottak
analgetikus hatasat kronikus artritisz modellben, majd megkezdtiik preklinikai vizsgalatat egy
GINOP palyazat keretei kozott (Horvath és mtsai., 2017).

5. abra: SZV-1287 szerkezeti képlete
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IV.6. Az 6sztradiol szerepe a fajdalomban

A fajdalom szexualszteroidok altal modulalt (Holdcroft és Berkley 2006), és jol kimutathatd
nemi kiilonbségek figyelhetok meg a kronikus fajdalom koérképében (Ruau és mtsai., 2012).
Szamos klinikai tanulméany bizonyitja a n6k magasabb szenzitivitasat kronikus fajdalomban
(Riley és mtsai., 1998; Hurley ¢s Adams, 2008; Fillingim €s mtsai., 2009; Von Korff és mtsai.,
1988). Magasabb fajdalomkiiszob és tolerancia figyelheté meg néknél a follikularis fazisban,
mint a lutedlis fazisban (Riley és mtsai., 1999). Tovabba kisérleti adatok bizonyitjak, hogy
ragcsalokndl magasabb szenzitivitas figyelhetd meg ndstényeknél, ami szintén fiigg az 6sztrusz
ciklustol (Lacroix-Fralish és mtsai., 2006) (6. abra). Leirtak, hogy az 6sztrogének kiilonb6z6
pro- és antinociceptiv hatast valtanak ki neurondlis ¢s nem-neuronalis mechanizmusok révén,
lassu genomikus uton (Kumar és mtsai., 2015). Az 6sztrogén receptorok (ER) expresszalddnak
a nocicepcidt kozvetitd teriileteken, mind a centralis, mind a periférids idegrendszer teriiletén.
Az ERa és ERp receptorok expresszalddnak a primer szenzoros neuronokon, elsédlegesen a kis
¢s kdzepes atmérdji nociceptorokon (Papka és mtsai., 2002). A 17B-0sztradiol (E2) hatast fejt
ki szenzoros neuronok ERa receptorain, a fajdalom kozvetités modulalasan keresztiil (Bereiter
és mtsai., 2005). A klasszikus nuklearis ER-ok mellett a membranban lokalizalodott G protein-
kapcsolt dsztrogén receptor (GPER1) szintén jelen van a primer szenzoros neuronokon (Dun és
mtsai., 2009; Lu ¢és mtsai., 2013), és bizonyitottak, hogy a gerincveldi szomatoszenzoros
rendszeren keresztlil gyors, nem-genomikus E2 szignalizacioji fajdalom modulaciot

eredményez (Takanami és mtsai., 2010).

.............. ".’-.......n-o---"--.'::‘::. .“‘.
............................................ o Progesterone
............ '.“".-...-.n-.n..“" Estradiol
Metestrus Diestrus Proestrus Estrus

6. abra: Osztradiol és progeszteron szint valtozasa ragcsaléban az 6sztrusz ciklus soran

(Miller és Takahashi, 2014).

Primer szenzoros neuronokon kimutattak ER és TRPV1 receptorok kozotti kdlcsonhatasokat,

mely mechanizmus potencidlis magyarazat lehet a nemek kozti fajdalomérzet kiillonbségekre.
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Az E2 kozvetleniil ndveli a nociceptor ingerlékenységét, csokkentve az akcids potencial
kiiszobértékét, és eldsegiti a TRPV1 aktivaciot primer szenzoros neuronokon (Flake és mtsai.,
2005; Diogenes és mtsai., 2006). Szamos faktor - mint példaul az NGF - TRPV1 szenzitizald
hatasat kimutattak, mely a TrkA receptor szignalizacidjan keresztiil hat (Zhang és mtsai., 2005).
Klinikai tanulmanyok kimutattak, hogy a ndk a kapszaicin altal kivaltott fajdalmat
intenzivebbnek érzik, mint a férfiak (Gazerani és mtsai., 2005). Tovabba a TRPV1 receptorok
szama jelent6sen csokkent ERa és ERP génhianyos egerekben (Cho és Chaban, 2012), ami arra
utal, hogy az 0sztrogén részt vesz a TRPV1 receptor expresszidjanak szabalyozasaban is.

Ezek az adatok arra utalnak, hogy az E2 fontos szabalyozoja lehet a TRPV1 medialta
nocicepcionak, mindezidaig azonban kevés figyelmet szenteltek a nemi kiilonbségekre és az E2

TRPV1 receptoron keresztiili mechano- és termonociceptiv hatasaira.
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V. Célkituzés

A neurogén gyulladés csokkentése €és a neuropatias fajdalom terapidja mindmaig nem kielégito,
mivel nem all rendelkezésiinkre olyan szer, mely analgetikus hatdsdt mar kifejtve nem
befolyasolja a tobbi érzékeld funkciot és nem okoz szedaciot vagy euforiat, illetve ne alakulna
ki vele szemben tolerancia. Ezért fontos uj targetek felkutatisa és olyan molekulacsoportok
vizsgalata, melyek potencialis célpontjai és hatdanyagai lehetnek j mechanizmussal hatd
gyogyszerek fejlesztésének. Igy TRP csatornak befolyasoldsan keresztiil hato j molekulak
vizsgalatat tiztik ki célul, melyekkel szemben tolerancia nem alakul ki és mellékhatasok
tekintetében is kedvezdbbek lehetnek a jelenlegi terapias szereknél. Tovabba vizsgalni kivantuk
a fajdalomban jelentkez6 nemi kiilonbségek okat €s mechanizmusat a TRPV1 receptor

miikodésének pontosabb megismerése érdekében.

Ezért kutatdmunkam célkitiizései a kovetkezok voltak:

1. Az SZV-1287 vegyiilet TRPA1 és TRPV1 receptor aktivicidjara kifejtett
hatasanak vizsgalata primer szenzoros neuronok sejttestjein és periférias
idegvégzddésein, valamint TRPA1 és TRPV1 receptor-expresszalé CHO
sejteken in vitro modszerekkel.

2. Az osztradiol TRPV1 receptor miikodését befolyasolo hatasanak vizsgalata in
vivo allatkisérletes modellekben C57BL/6J vad tipusti és TRPV 17 egereken.

3. Az osztradiol TRPV1 receptorok miikodésére kifejtett hatasanak vizsgalata,
szenzoros neuron tenyészeten in vitro modszerekkel.
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V1. Kisérleti modellek és vizsgalati modszerek

VI1.1. Kisérleti modellek

VI1.1.1. Kisérleti allatok és kezelésiik

A kisérleteinkben 20-30 g sulyu, 8-10 hetes néstény és him C57BL/6J vad tipust (WT) egereket
és TRPV1 génhianyos (TRPV1”) egereket hasznaltuk (Jackson Laboratories, Egyesiilt
Allamok). Az allatokat a Pécsi Tudoményegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar,
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetének allathazaban tenyésztettiik €s tartottuk (5-10
egér/ketrec) standard méretli (160x137x330 mm) miianyag ketrecekben 23-25°C-on, 12 6ras
sotét-vilagos ciklusban, a taplalék és az ivoviz ellatasuk ad libitum.

A ndstények egyik csoportjan bilateralis ovariektomizalast (OVX, n=8) végeztiink avertin
anesztéziaban 1,9% tribromoethanol és 1,2% amyl-hydrate fiziologias séoldatban oldva; 0,1 ml
10 g teststlyra). Az egerek 14 nappal a miitétet kovetéen E2 (33 ng/g s.c.; 0.1 ml etil-oleatban
oldva; Sigma, Budapest, Magyarorszag) kezelést kaptak. Korban megfelelé almiitott egerek
szolgaltak kontrollként.

Minden vizsgalat és kisérleti eljaras eleget tett az allatok védelmérdl és kiméletes
felhasznalasardl szolo 1998. évi XXVIIL torvénynek és az allatkisérletek végzésérdl szolod
40/2013 (II. 14.) szamu korményrendelet eldirdsainak, valamint a Nemzetkozi Fajdalom

Térsasadg (IASP) ajanlésainak.

V1.1.2. Primer szenzoros neuron kultira hatségyoki ganglionbél (DRG) és trigeminalis

ganglion (TRG) sejtjeibol

A primer szenzoros neuron tenyészet 2-4 napos C57BL/6J WT egerek DRG-jabdl illetve 1-4
napos Wistar patkanyok TRG-jabol készitettiik. A ganglionokat steril, hideg foszfat-pufferben
(PBS) preparaltuk, majd 37 °C-on 35 percig kollagenazt (Type XI, 1 mg/ml) tartalmazo PBS
oldatban, majd 8 percig dezoxiribonukleaz I-et (1000 units/ml) tartalmaz6 PBS oldatban
inkubaltuk. A Ca?* és Mg?* mentes PBS oldattal val6 mosast kovetden trituralassal
szétvalasztottuk az idegducok sejtjeit. A sejtkultarat poly-D-lizinnel (100 pg/ml) bevont iiveg
feddlemezekre szélesztettiik, és a kdvetkezd tapoldatban novesztettiik: 180 ml alacsony
gliikoztartalmu Dulbecco’s-Modified Eagle Medium (D-MEM), 20 ml 16szérum, 20 ml

szarvasmarha albumin, 2 ml inzulin-transzferrin-szelenium-S, 3,2 ml putreszcin-dihidroklorid
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(100 pg/ml), 20 ul trijod-tironin (0,2 mg/ml), 1,24 ml progeszteron (0,5 mg/ml), 100 UN/ml
penicillin, 100 pg/ml sztreptomicin, 200 ng/ml idegi novekedési faktor (NGF).

A tenyészetet 37 °C-os termosztatban, 5%-0s CO> tartalmu kozegben tartottuk fenn, és minden
masnap NGF-et adtunk a sejtekre (200 ng/ml). A kisérletekhez 1-3 napos tenyészeteket
hasznaltunk (Sz6ke és mtsai., 2000).

VI1.1.3. TRPV1 és TRPAL1 receptor-expresszalé sejtvonalak

Vizsgalataink soran TRPV1 és TRPAL receptort stabilan expresszalé CHO sejtvonalakat
hasznaltunk, melyeket Dr. Sandor Zoltan Aallitott el6 egy korabbi kozleményében leirt

protokollnak megfeleléen (Sandor és mtsai., 2005).
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V1.2. Vizsgalati modszerek

V1.2.1. Intracellularis Ca%?* koncentracié mérés mikrofluorimetriaval

Az egy-két napos TRG és DRG sejttenyészetet 30 percig 37 °C-on 1 uM fluoreszcens Ca?
indikator fura-2-acetoxi-metilészter (fura-2-AM) (Molecular Probes) festékkel inkubaltuk. A
fluoreszcens festék, miutan az intracellularis térben nem specifikus észterazok lehasitjak rola
az acetoxi-metilészter csoportot, képessé valik a szabad Ca®* megkotésére. A mérés alapelve,
hogy a Ca®* kotott festék abszorpciés maximuma 340 nm, mig a szabad festéké 380 nm, igy
ezen két hullamhosszon gerjesztve a mért teriileten a sejteket, az emittalt fényintenzitdsok
percig extracellularis oldattal (ECS) mostuk a tenyészetet, melynek Osszetevéi (mM-ban
kifejezve): NaCl (160), KCI (2,5), CaClz (1), MgCl: (2), HEPES (10), gliikkoz (10); pH 7,3. Az
ECS és a tesztoldat kiilon csdvekbdl vald adagolasa a tenyészetre egy harmas kivezetési
gravitacios gyors perfizios csérendszeren keresztiil tortént (VC-77SP, Warner Instrument
Corporation, Harvard Apparatus GmbH, Németorszag). A sejtmentes teriiletekrdl nyert adatok
felhasznalasdval meghataroztuk a hatteret. A sejtekben ECS dramoltatasa folyaman detektalt
raciometrikus értéket nullanak vettiik, majd ehhez viszonyitottuk a tesztoldatok adasa folyaman
mért raciometrikus maximum (Rmax) értékeket.

Ezzel a technikaval hataroztuk meg a kapszaicin- (CAPS) és mustarolaj (AITC)-kivaltotta
kalcium aramokat TRG és DRG neuronokon (Széke és mtsai., 2000). A vizsgalatokat Olympus
BX50WI fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik, a felvételeket Olympus LUMPLAN F1/x20 0.5
W vizimmerzids objektivvel és szamitogéphez kapcsolt digitalis kameraval (CCD, SensiCam
PCO, Germany) készitettiik. Minden latotérrél maximalisan 12, jol fest6dott sejtet
valasztottunk ki a fluorszcenciajuk egyedi megfigyelésére. A sejteket tehat felvaltva 340 és 380
nm hulldmhosszt fénnyel vilagitottuk meg, melyet monokromatorral (Polychrome 11., Till
Photonics, Németorszag) allitottunk eld, Axon Imaging Workbench 2.1 (AIW, Axon
Instruments, CA) rendszer iranyitasaval. Az emittalt fényt 510 nm hulliamhosszon detektaltuk,
és a raciometrikus értéket (R=F340/F380), azaz a két hullamhosszon gerjesztett fluoreszcencia
intenzitds ardnyat folyamatosan monitoroztuk. Az R értéket az AIW 2.1 szoftver generalta, az
adatokat Microcal Origin 7.0 szoftver hasznalataval dolgoztuk fel (Originlab Corp.
Northampton, USA).

A kisérletek sordan CAPS (330 nM) és AITC (200 uM), TRPV1 és TRPA1 receptor agonistakat
alkalmaztuk. Az els6 kisérletsorozatban SZV-1287 (100, 500 ¢és 1000 nM) és LJP 1207 (1000
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nM) hatasat vizsgaltuk a CAPS és az AITC aktivaciora. Az els6 kisérleti elrendezésben a
perfuzios berendezéssel kozvetlenil a sejtekre juttattuk a vizsgdlt vegyiiletiinket 1 percen
keresztlil, majd ezt kovetden alkalmaztuk a megfeleld agonistait. A masodik kisérleti
elrendezésben egy oran 4t inkubaltuk az SZV-1287 fent leirt koncentracidival a TRG
tenyészetet €s ezutan a mérOkamraba helyezve vizsgaltuk az agonistak trigeminalis
neuronsejteken kifejtett hatasat. Tovabba a tradicionalis TRPA1 antagonista HC030031 (10
uM) és a TRPV1 antagonista CZP (10 uM) hatasat is vizsgaltuk.

A masodik kisérletsorozatban a neuronokat 100 pM, illetve 1 nM E2-vel inkubaltuk egy
¢jszakan at (14 ora) 37 °C-0s termosztatban 5 % CO- tartalom mellett, illetve kezeletlen
kontrollokat is hasznaltunk. Otszor ismételt CAPS (330 nM) stimulaciét (10 sec) alkalmaztunk
¢s az egyes stimulusok kozott 10 perces mosasi periodust tartottunk. Masik vizsgalat soran
rovid, 10 percig tartd E2 kezelést, illetve E2 és AG879 kettds kezelést alkalmaztunk a 3. CAPS

adast kovetden. A reagald sejtek ardnyat, valamint a kalcium valaszok nagysagat is vizsgaltuk.

V1.2.2. Radioaktiv **Ca?*-felvétel vizsgalatok

A radioaktiv *Ca?*-felvétel vizsgalatok elénye a mikrofluorimetrias Ca?* mérésekkel szemben,
sejtreakciok heterogenitasat. A kalcium izotdppal végzett kisérletekhez Wood és munkatérsai
1988-ban megjelent cikkét vettiik alapul (Wood és mtsai., 1988).

A TRPATI ¢és TRPV1 receptor-expresszald CHO sejteket 72-lyuku plate-en tenyésztettiik 15 pl
DMEM tapoldatban, egy lyuk koriilbeliil 4000 sejtet tartalmazott. A kezelést megel6zden a
sejttenyészetet Stszor Ca2*-mentes Hank féle oldattal (100 mM NaCl, 5 mM HEPES, 5 mM
KCI, 4 mM NaHCOs3, 10 mM gliikoz, 30 mM NaH2PO4.H>0, 30 mM KH2PO4; pH 7,4) mostuk.
Ezt kovetéen 200 pCi/ml “°Ca?* izotoppal (1,3 Ci/mM) és Hank féle oldatban oldott
tesztoldattal inkubaltuk a sejteket. Majd ECS oldattal torténd 6tszori mosast kvetden a plate-t
75 °C-os termosztatba helyeztiikk, a folyadék maradéktalan eltavolitasa érdekében. Ezutan
natrium-dodecil-szulfattal lizaltuk a sejteket, az altaluk akkumulalt izotop koncentralasa
érdekében. A lizatumot szintillacios folyadékba helyeztiik, majd Packard Tri-Carb 2800 TR
szamlaloval mértiik a radioaktivitasat, percenkénti beiitésszamban kifejezve.

TRPA1 expresszal6 CHO sejtvonalon SZV-1287 100 nM ¢és 500 nM, 1, 5 és 10 uM-os
koncentracidjaval 60 percig 37 °C-on inkubaltuk a sejteket, majd 200 uM AITC-vel valtottuk
Ki a sejtek izotop felvételét. Az SZV-1287 el6bbiekben leirt koncentracioit alkalmaztuk TRPV1
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expresszalo CHO sejteken is, ahol az aktivalast CAPS-nel végeztiik (330 nM). Az igy kapott

értékeket kezeletlen kontrollok izotop felvételéhez hasonlitottunk.

V1.2.3. CGRP felszabadulis mérése radioimmunoassay (RIA) médszerrel izolalt patkany

trachea érzoideg-végzodéseibol

A trachea nagymértékben innervalt kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodésekkel, és mivel
ezek kozel helyezkednek el a felszinhez, kivaldan alkalmas modellszerv a periférias szenzoros
neuropeptidek stimuléciora torténd felszabadulasanak mérésére (Helyes és mtsai, 2001).

A patkdny trachedkat thiopentdl (50 mg/kg i.p.) altatast kovetden kipreparaltuk, majd
oxigenizalt 37 °C-os Krebs oldatot (pH 7,2) tartalmazo szervfiirddben egy 6ran at perfundaltuk,
a neuropeptid szint egyensulyi allapotanak elérése érdekében (7. abra). Majd az oldatot
lecserélve 8 perces Kerbs oldatos inkubalast alkalmaztunk, mely az els6, prestimulacios
frakciot képezte, mely kontrollként szolgalt a kovetkezd fazishoz. Ezt kdvette a 8 perces
stimulacios periddus, mely soran SZV-1287 illetve LIP 1207 (100, 500 és 1000 nM), vagy ezek
oldoszerét alkalmaztuk. A mésodik 8 perces inkubdlas alatt - melybdl a stimulacios frakciot
nyertiik - a kémiai aktivalast a TRPA1 agonista AITC-vel (100 uM) illetve a szelektiv TRPV1
agonista CAPS-nel (100 nM) végeztiik. A harmadik 8 perces inkubacid soran ismét Krebs oldatot
onmagaban alkalmazva kaptuk meg a posztstimulacios frakcidt, azaz ingerlés hatasaként utdlag
jelentkez6 CGRP felszabadulast (Németh és mtsai., 1996, Helyes és mtsai., 1997; Németh és
mtsai., 1998; Helyes és mtsai., 2001).

A CGRP koncentracidkat a szervfiirdokbol vett 200 ul térfogati mintakbol RIA modszerrel
meghataroztuk. A légcsoveket lemérve a CGRP felszabadulas mértékét fmol/mg nedves
szovetsulyra vonatkoztatva fejeztiik ki. Az abszolut peptidfelszabadulds meghatarozasahoz a
stimulalcids és a posztstimulalcio frakciokban mért CGRP-felszabadulas egyiittes értékébdl
kivontuk a bazélis prestimulacios frakciobol mért CGRP koncentraciot (Németh €s mitsai.,

1998). Minden csoport méréseit harom fiiggetlen kisérletben ismételtiik meg (n=18/csoport).
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7. abra: Trachea perfuzios rendszer vazlata.
(forras: Saghy Eva, PhD tézis 2016)

V1.2.4. mRNS expresszié vizsgalat valds-idejii kvantitativ polimeraz lancreakcioval
(gPCR)

A total RNS izolalasa kezelt és kezeletlen DRG sejtekb6l TRI reagenssel (Molecular Research
Centre. Inc., Cincinatti, OH, USA) ¢és Direct-Zol RNS Kkittel tortén, a gyartd utasitasainak
megfeleléen. Az RNS mintakat Dnasel (Zymo Research, Irvine, CA, USA) kezelést kdvetden
kvantifikaltuk spektrométerrel (NanoDrop ND-1000, NanoDrop Technologies Inc.,
Wilmington DE, USA). 1 g tisztitott RNS-t reverz transzkripcioval komplementer DNS-sé
(cDNS) alakitottuk (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) Maxima™ First Strand cDNA
Synthesis Kit hasznalataval (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA). A qPCR-t Stratagene
Mx3000P QPCR System-mel végeztiik (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA),
referencia génként glicerinaldehid-3-foszfat-dehidrogenazt (GAPDH) hasznaltunk. Minden
reakcioban 20 ng cDNS-t hasznaltunk, 1x Luminaris HiGreen Low ROX qPCR Master Mix
(Thermo Scientific)-et alkalmaztunk és 0,3 uM-t mindegyik primerb6dl. A qPCR ciklusok a
kovetkezok voltak: 95°C 10 perc, melyet 40-szer 95°C 30 masodperces ciklus kovetett, majd
30 masodpercig 60 °C, majd 72°C 1 percig. A qPCR rekcidokhoz a kdvetkezd primereket
hasznaltuk: Gapdh (sense): 5'-TGCACCACCAACTGCTTAGC-3' és (antisense): 5'-
GGCATGGACTGTGGTCATGAG-3’; Trpvl (sense) 5-ATGCTGGGTCATTTCTCCCC-3'
és (antisense) 5'-~AGCGTACCCCCACTTTCTCT-3'; G protein-kapcsolt dsztrogén receptor 1
(GPER1)  (sense):  5-CACCTGGATGAGCTTCGACA-3" ¢és  (antisense):  5'-
TGCACCGCTGTGAAGGG-3';  dsztrogén  receptor alfa  (ERa)  (sense):  5'-
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AGCTGTCTCCTTTCCTGCAC-3" and (antisense): 5'-TTAGACCTGTAGAAGGCGGGA-
3'; osztrogen receptor B (ERp) (sense) 5'-TGTTACTAGTCCAAGCGCCAA-3' és (antisense)
5'-ACCAGACACCGTAATGATACCC. Valamennyi valos-idejii PCR kisérletet haromszoros
ismétlésben végeztiik, és az atlagértékeket haszndltuk az mRNS expresszido szintjének a
meghatarozasdhoz. A mérések tartalmaztak a disszocidcios gorbe analizist, az amplifikacio
specifitasanak igazoldsdra. A relativ génexpresszids ratait a AACt érték kiszamitdsaval
allapitottuk meg, amihez a kezeletlen allatok mintajat vettiik alap értéknek. A génexpresszios
arany kiszamitasanal a primer hatasfokot vettiik figyelembe (Pfaffl és mtsai., 2001). A kisérlet
soran a neuronokat egy ¢éjszakan at 37 °C-on inkubaltuk 100 pM vagy 1 nM E2-vel, 5% CO>
tartalom mellett, illetve kezeletlen kontrollokat hasznaltunk.

V1.2.5. Mechanonociceptiv kiiszobérték mérése eszteziométerrel

A mechanonociceptiv
kiiszobértéket a hats6 labak
talpi felszinének érintési
érzékenységével hataroztuk
- meg, dinamikus plantéris
L eszteziométer (DPA, Ugo
Basile 37400, Comerio,

Olaszorszag) hasznalataval

(8. abra). Az allatok egy

8. 4bra: Dinamikus plantaris eszteziométer (Ugo Basile)  alul lyukacsos racslapon,
plexi dobozokban szabadon mozoghatnak, a stimulus igy alulrél éri a talpukat. Egy 30 perces
habituaciés peridodust kdvetden, a mechanikai ingerlést az elharitd reakcidig (lab elrantdsa)
noveltiik, majd a védekezd reakciokor mért mechanonociceptiv kiiszobértéket grammban
rogzitettiik. Az egereket maximalisan 10 g er6hatasnak tettiik ki, egy tompa hegyii fokozatosan
emelkedd (2g/s) er6hatést kifejtd stimulalod egységgel.
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V1.2.6. Termonociceptiv Kiiszobérték mérése emelkedé homérsékletii forro lappal

A termonociceptiv kiiszobértéket a hatso labak talpi
felszinének hdérzékenységével hatdroztuk meg, emelkedd
hémérsékleti forro lap (IITC Life Science Woodland Hills,
CA, Egyesiilt Allamok) hasznalatiaval (9. &bra). A
fajdalomérzetet kivalto homérséklet elérésekor az Aallat
megrazza, majd megnyalja a hatsdo végtagjait. Ekkor a
hémérséklet emelkedést rogton ledllitjuk, ¢és azt a
homérsékletet °C-ban rogzitjiik, mikor az allat nocifenziv
reakciot mutatott (hatsod talp megnyaldsa, megrazasa). A
veégsd kikapcsolasi érték 53 °C.

14 napon keresztil minden reggel, ugyanabban az
idészakban mértik a  mechanonociceptiv- és a
termonociceptiv kiiszobértékeket, a WT és TRPV 17 him és

néstény egerek csoportjain (n=8/csoport).

9. abra: Emelkedo homérsékletii
forré lap (IITC Life Sciences)
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V1.2.7. Kenetminta meghatarozasa

A mechano- és termonociceptiv kiiszobérték méréseket kovetden az Osztrusz ciklus fazisait
hiivelyi kenetvétellel hatdroztuk meg a kisérlet 14 napjan keresztiil, azonos idépontokban. Az
az Osztrusz ciklus négy fazisdnak elkiilonitésekor a kovetkezd publikaciokat vettiik alapul:

Mettus és Rane, 2003; Caligioni, 2009; Byers és mtsai., 2012 (10. abra).

10. abra: Az osztrusz ciklus 4 fazisat reprezentalé mikroszkopos kenetmintak.
Harom sejttipus azonosithat6: nuklearis epithélsejtek (fehér nyil) elszarusodott epithélsejtek (fekete nyil) és
leukocitak (kor). A fazisok sorrendben: prodsztrusz (A), dsztrusz (B), metdsztrusz (C), didsztrusz (D). (Byers és
mtsai., 2012)

V1.2.8. TRPV1 agonista RTX indukalta gyulladasos hiperalgézia vizsgalata

Akut neurogén gyulladast és ennek kovetkeztében 1étrejovo hiperalgéziat hoztunk 1étre jobb
hats6 mancsban, TRPV1 agonista RTX (0,01 pg/ml) intraplantaris adasaval (Helyes és mtsai.,
2003). Egy csoportban az RTX injektalast megel6zéen E2 kezelést alkalmaztunk (33 ng/g s.c.).
Egy el6z6 tanulmanyunkban kutatocsoportunk leirta, hogy 33 ng/g E2 gyorsan (15 percen
beliil) indukalja a CREB foszforilaciot a kozponti idegrendszerben (Abraham és mtsai., 2003),
igy a mechanociceptiv kiiszobérték mérését 10 perc, 30 perc, 1 ora és 2 Ora utan végeztiik az

intraplantaris RTX adast kdvetden.
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V1.3. Statisztikai analizis

A statisztikai analizishez GraphPad Prism 5.0 (GraphPad, La Jolla, CA) szoftvert hasznaltunk.
Az SZV-1287 és LIP 1207 vegyiiletek mikrofluorimetrias vizsgalata esetén Fisher-egzakt
tesztet alkalmaztunk. *°Ca®" izotop felvételt mérd vizsgalatuknal Dunnett féle post hoc tesztel
kiegészitett egyutas ANOVA-t végeztink. Ezen vegyliletek RIA eredményeinek
kiértékelésekor Student t-tesztet hasznaltunk.

Az E2 hatést vizsgalo kalcium mérés eredményeit és a qPCR adatokat atlag=SEM értékkel
fejeztiik ki, harom fiiggetlen kisérlet eredményibdl. A génexpresszid és az E2 hatdsanak
mikrofluorimetrids meghatirozasara Bonferroni féle post hoc teszttel kiegészitett egyutas
ANOVA-t hasznaltunk.

Az in vivo tesztek eredményeit csoportonként 8 allat eredményeibdl kapott atlagtSEM értékeit
egyutas ANOVA-val analizaltuk, melyet szintén Bonferroni féle post hoc teszttel egészitettiink
ki. A mechanikai hiperalgézia vizsgalatakor a csoportok kozti kiilonbségeket kétutas ANOVA-
val fejeztiik ki, Bonferroni féle post hoc tesztel kiegészitve. A szignifikancia szintek: * p <0,05,
** p <0,01 és *** p <0,001.
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VIl. Eredmények

VII.1. SZV-1287 TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak aktivaciojara kivaltott

hatasanak vizsgalatai eredményei

VII1.1.1. Az SZV-1287 gatolja a TRPA1 receptor altal kozvetitett Ca>*-bearamlast TRG

sejttenyészet neuronjaiba

A TRPAL1 agonista AITC-re (200 uM) reagalo neuronok szazalékos aranyat fluoreszcens Ca®*-
bearamlas mérésével hataroztuk meg a kontroll plate-eken. Az AITC-re adott valasz koriilbeliil
fél percig tartott, és hosszabb latencia (30 sec) utan alakult ki. Kontroll koriilmények kozott az
AITC altal kivaltott Ca®*-influxot a sejtek 27,38+3,99%-4nal (213 neuronbdl 58 reagalo)
detektaltuk (11. A dbra). Az SZV-1287 hatdsara koncentracio—fiiggd modon ¢€s szignifikdnsan
csokkent a Ca®*-bedramldas TRG neuronok citoplazmajaba. A reagalo sejtek ardnya AITC
hatasara az SZV-1287 100, 500 és 1000 nM koncentraciojanak jelenlétében 18,95+3,67% (51-
b6l 10), 18,7+4,39% (55-bdl 10), és 1,93+2,2% (165-bdl 3) volt (11. A abra).

Annak megerdsitésére, hogy a TRPA1 részt vesz a Ca®*-bearamlas létrejottében, egy TRPAL
szelektiv antagonistat, a HC030031-et hasznaltunk 10 uM koncentracidban. Az AITC a
neuronok 25,36+3,88%-4anal (74-bél 19 sejt) okozott Ca**-beramlast, a HC030031 és AITC
egylittes alkalmazasakor szignifikansan csokkent az AITC hatasara kialakuld valasz, 3 sejt
reagalt 69-bol, ami csupan 4,35% (11. B és D abra). A Ca?* mérés soran készitett eredeti
regisztratumok a 11. abra D, E és F részén lathatok.

A kisérlet masodik részében egy szerkezetében jelentdsen eltérd referencia SSAO gatld
vegyliletet, az LJP 1207-et alkalmaztuk annak felderitésére, hogy az SZV-1287 hatdsa a TRPAL
aktivaciora az SSAO gatlo hatasahoz kapcsolodik-e. Az LIP 1207 (1000 nM) azonban nem volt
hatassal a TRPAT1 aktivaciora. Az elsé AITC-expozicio utan a sejtek 20,25+2,52% (113-bol 23)
vélaszolt Ca?*-bearamlassal, és ez az érték kozel azonos volt 19,24+3,96% -kal (113-bol 22),
az AITC és LIP 1207 egyiittes adasat kovetéen (11. B és F abra). Az SZV-1287 ¢és LIJP 1207
oldészerei nem okoztak valtozast a Ca?*-bearamlasban. A vélaszold sejtek szazalékos ardnya

az AITC és az oldoszerek egyiittes adasakor 24,01+4,3% volt (41-b6l 10).

36



>
w

10 skt

ANTC AITC+
HC030031

Rk

ch

AITC +100nM +500nM +1000nM SZV-1287

reagdld sejtek ardnya (%)
s
reagald sejtek aranya (%)
B

=

4JAITC  LJP 1207

RuF(340/380)

T T T T
1} 200 400 600

ts)

11. abra: SZV-1287 hatasa TRPAI1 receptor aktivaciéjara, TRG neuron tenyészeten.
(A) SZV-1287 (100, 500 és 1000 nM) hatasa AITC (200 uM) altal kivaltott TRPA1 receptor aktivaciora,
***p<0,001 (vs. AITC; Fisher-egzakt teszt), n=51-213 sejt/csoport.

(B) HC030031 (10 uM) és LIP 1207 (1000 nM) hatasa AITC (200 pM) altal kivaltott TRPA1 receptor aktivaciora,
***n<0,001 (vs. AITC; Fisher-egzakt teszt), n=44-113 sejt/csoport.

(C) Fura-2-AM festékkel feltoltdtt TRG neuron tenyészet képei intracellularis Ca?*-mérés soran, AITC kezelés
el6tt (feliil) és utan (alul).

(D-F) Eredeti regisztratumok, (D) AITC és AITC+HC030031-, (E) AITC+SZV-1287 (1000 nM)- és (F) AITC+
LJP 1207 (1000 nM) -indukélta Ca?*-bedramlas trigemindlis neuronokon. A két hullimhosszon gerjesztett

fluoreszcencia intenzitds aranyat az id6 fiiggvényében mértiik.
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Hasonlo6 csokkenés volt megfigyelhetd az aktivalodott sejtek aranyaban 60 perces SZV-1287
eldinkubalast kovetden. Az AITC alkalmazasa utan az emelkeddé SZV-1287 koncentracidval
torténd eldinkubaléas csokkenést okozott a reagald sejtek aranyaban (27,93+4,98% (51-bol 14),
9,67+1,23% (56-bol 6) és 7,23+2,19% (56-bol 4)) (12. abra).
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12. abra: Az SZV-1287 el6inkubalasanak hatasa az AITC altal kivaltott Ca?*-

bearamlasra.
Az SZV-1287 100, 500 és 1000 nM-janak 60 perces eldinkubacidjat kdvetden 200 uM AITC kivaltotta Ca®* -

bearamlas. ** p <0,01, *** p <0,001 (AITC vs. AITC + 500 és 1000 nM SZV-1287, reagal6 sejtek vs. nem reagalo
sejtek, Fisher-egzakt teszt).
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VI1.1.2. Az SZV-1287 gatolja a TRPV1 receptor altal kozvetitett Ca?*-bearamlist TRG

sejttenyészet neuronjaiba

A hosszabb ideig tartd és hosszabb id6 alatt kialakuld AITC hatassal ellentétben, a CAPS (330
nM) adasat kovetéen rdvid idén beliil (10 sec) Ca®*-bedramlas volt megfigyelhets. Kontroll
koriilmények kozott a CAPS-nel kivaltott Ca?*-bearamlast a sejtek 60,83+3,87%-aban (89-bél
55) detektaltuk. A CAPS és a 100, 500 és 1000 nM koncentracidju SZV-1287 egyiittes adasakor
a kalciumvalasz koncentracio-fiiggd csokkenést mutatott. A reagald sejtek aranya:
46,82+7,66% (51-bol 24), 29,3245,48% (53-bol 16) és 0% (87-bdl 0) volt (13. A abra). A
TRPA1 szelektiv antagonista HC030031 nem volt hatassal a CAPS altal kivaltott
kalciumvalaszra, mig a CZP gatolta a valaszt.

Hasonloan ahhoz, mint amit a TRPA1 stimulaciokor megfigyeltiink, az LJP 1207 nem volt
hatassal a TRPV1 aktivaciora. Az els§ CAPS altal okozott fluoreszcencia valtozas az idegsejtek
55,49 + 3,95%-4anal (47-bdl 26) volt megfigyelhetd, és ez az érték nem valtozott az LJP 1207
adasa utan sem (13. B 4bra). A Ca?" mérés soran készitett eredeti regisztratumok a 13. dbra D,
E és F részén lathatok.

Az SZV-1287 és LIP 1207 oldoszerei nem okoztak valtozast a Ca?*-bearamlasban. A CAPS és

az oldoszer egyiittes adasara reagalo sejtek szazalékos aranya 55,814+4,25% volt (43-bol 24).
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13. abra: SZV-1287 hatiasa TRPV1 receptor aktivaciéjara, TRG neuron tenyészeten.
(A) SZV-1287 (100, 500 és 1000 nM) hatasa CAPS (330 nM) altal kivaltott TRPV1 receptor aktivaciora,
**p<0,01; ***p<0,001 (vs. CAPS; Fisher-egzakt teszt), n=51-89 sejt/csoport.

(B) CZP (10 uM), HC030031 (10 uM) és LIP 1207 (1000 nM) hatasa CAPS (330 nM) altal kivaltott TRPV1
receptor aktivaciora, **p<0,01 (vs. CAPS; Fisher-egzakt teszt), n=47-81 sejt/csoport.

(C) Fura-2-AM festékkel feltoltott TRG neuron tenyészet képei intracellularis Ca?*-mérés soran, CAPS kezelés
el6tt (feliil) és utan (alul).

(D-F) Eredeti regisztratumok, (D) CAPS és CAPS+HC030031-, (E) CAPS+1000 nM SzZV-1287- és (F)
CAPS+1000 nM LJP 1207-indukalt Ca?*-be4ramlas trigeminalis neuronokon. A két hullimhosszon gerjesztett

fluoreszcencia intenzitas aranyat az id6 fiiggvényében mértiik.
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Az SZV-1287 azonos koncentracidival torténd 60 perces eldinkubalasat kdvetden az
intracellularis Ca?*-bearamlas koncentracio-fliiggé csokkenést okozott, a CAPS-re valaszold
sejtek ardnya 100 és 500 nM SZV-1287 kezelés utan: 38,54+4,58% (55-b6l 21 és, 3,53+3,32%
(51-bél 2), 1000 nM a valaszt eltorolte (14. abra).
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14. abra: Az SZV-1287 eléinkubalasanak hatasa a CAPS altal Kkivaltott Ca?*-

bearamlasra.
Az SZV-1287 100, 500 és 1000 nM-janak 60 perces eldinkubacidjat kovetéen 330 nM CAPS-kivaltotta Ca?* -

bearamlas. * p <0,05, *** p <0,001 (CAPS vs. CAPS + 100, 500 és 100 nM SZV-1287, reagalo sejtek vs. nem
reagalo sejtek, Fisher-egzakt teszt).
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Az SZV-1287 szelektivitasat a TRPA1 és TRPVI1 csatornakra ugy teszteltik, hogy
megvizsgaltuk az SZV-1287 fesziiltségfliggd kalciumaramokra gyakorolt hatasat 50 mM KCl
alkalmazasaval. A neuronok 98,33+2,88%-anal (50-bdl 49-nél) KCI hatasara fluoreszcens jelet

detektaltunk, és ez az érték nem valtozott 1000 nM SZV-1287 adasat kovetden sem (15. abra).
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15. abra: Az SZV-1287 hatasa a KCI altal kivaltott Ca?*- bearamlasra.
Ca?*-csucsok KCI (50 mM), majd KCL és SZV-1287 (1000 nM) egyiittes adasat kovetden, fura-2-AM festékkel

feltoltott trigeminalis neuronok tenyészetén.
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VIIL.1.3. Az SZV-1287 csokkenti a TRPAl-indukalta CGRP-felszabadulast periférias

érzoideg végzodésekbol

A CGRP felszabadulasa 100 uM AITC-stimulaciora novekedett a bazalis felszabadulasi
értékhez képest, 0,10+0,06-r61 0,52+0,09-re fmol/mg szovetstlyra vonatkoztatva. Az SZV-
1287 szignifikansan és koncentracio-fliggd modon gatolta az AITC aktivacid altal kivaltott
CGRP felszabadulast a magasabb koncentraciokban. SZV-1287 100, 500 és 1000 nM-o0s
alkalmazasat kovetden a CGRP felszabadulasa 0,39+0,11, 0,37+0,09 és 0,23+0,06 fmol/mg
értékre csokkent (16. A abra).

A TRPV1 aktivalasa 100 nM CAPS-nel 0,68+0,16 fmol/mg CGRP-felszabadulast indukalt,
amelyet az SZV-1287 nem csokkentett jelentésen. Az értékek 100, 500 és 1000 nM SZV-1287
alkalmazasat kovetéen: 0,74+0,16, 0,66+0,16 ¢és 0,55+£0,13 fmol/mg nedves szovetre
vonatkoztatva (16. C abra).

Az SZV-1287 oldbészere nem befolyasolta a CGRP-felszabadulast, sem pedig az AITC és CAPS
oldészerei. Tovabba az SZV-1287 dnmagaban nem befolyasolta a bazalis, nem stimulalt peptid
kiaramlast.

Az LJP 1207 nem volt szignifikans hatassal a TRPA1 és a TRPV1 aktivacio altal kivaltott
CGRP felszabadulasra (16. B és D abra).
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16. abra: SZV-1287 és LJP 1207 (100, 500 és 1000 nM) hatiasa TRPA1 és TRPV1 receptor

aktivacion keresztiil torténé CGRP felszabadulasra.
(A) SZV-1287 és (B) LIP 1207 hatasa, AITC (100 pM) altal kivaltott CGRP felszabadulasra. **p<0,01;
***p<0,001 ( (A) vs. 1000 nM SZV-1287 kontroll, ill. (B) olddszeres kontroll; Student t-teszt), ##p<0,01 (vs.
AITC, Student t-teszt), n=6 preparatum/csoport.
(C) SZV-1287 és (D) LJP 1207 hatasa, CAPS (100 nM) altal kivaltott CGRP felszabadulasra. ***p<0,001 ( (C)
vs. 1000 nM SZV-1287 kontroll, ill. (D) oldoszeres kontroll; Student t-teszt) n=6 preparatum/csoport.
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VI1.1.4. Az SZV-1287 gatolja az AITC- és a kapszaicin altal indukalt Ca?*-bearamlast és
4SCa?* izotop felvételt TRPA1 és TRPV1 expresszalo CHO sejtekbe

Kontroll kériilmények kozott 200 pM AITC altal kivaltott Ca®*-influxot a TRPAL receptor
expresszalo sejtek 96%-aban (544-b6l 523) detektaltunk. SZV-1287 1, 5 és 10 uM
intracellularis kalciumbearamlas koncentracid fliggé modon csokkent: 57,63+3,72% (491-bdl 283),
43,31+1,9% (260-bol 110) és 15,66+2,23% (415-bb1 65) (17. A abra).

A kontroll lemezeken 330 nM CAPS-nel kivaltott TRPV1 receptoron keresztiili Ca®*-bearamlast a
sejtek 97%-aban (205-bdl 199) figyeltiink meg. Az SZV-1287 1, 5 és 10 uM koncentracidjanak 60
perces eléinkubalasat kovetéen a TRPV1 expresszalo CHO sejtek stimulacio hatasara torténd Ca*
felvétele mindharom koncentracid esetetében hasonldan jelentds mértékben csokkent
(60,51+3,28%-ra (248-bol 160), 58,51 6,08% -ra (323-bol 189-) és 64,7+3,52%-ra (221-bdl 143)
(17. B abra).

Az SZV-1287 100 nM, 500 nM, 1, 5 és 10 pM-ja a *°Ca?* izotop felvételét koncentracio-fiiggd
modon, szignifikansan csokkentette (17. C és D abra). A hatéanyag ICso értéke TRPAL receptorra
2,39 uM, mig TRPV1 receptorra 8,64 uM, a radioaktiv “°Ca?* felvételt mérd kisérletek alapjan.
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17. abra: SZV-1287 hatasa AITC- és CAPS-indukalta CaZ*-bearamlasra ill. “°Ca?*-felvételre,

TRPA1 és TRPV1 expresszalo CHO sejtvonalakon.
(A-B) SZV-1287 (1, 5 és 10 uM) hatasa, AITC (200 uM) és CAPS (330 nM) 4ltal kivaltott Ca?*-bearamlésra,
intracellularis Ca?*-méréssel. **p<0,01, ***p<0,001 ((A) vs. AITC, (B) vs. CAPS, reagalo sejtek %-os aranya;
Fisher ekzat-teszt), n=205-544 sejt/csoport.
(C-D) SZV-1287 (100 nM, 500 nM, 1, 5 és 10 uM) hatésa, (C) AITC (200 uM) és (D) CAPS- (330 nM) indukalta
45Ca?*-felvételre. *p<0.05, **p<0,01; ***p<0,001 (vs. 0 M SZV-1287, Egyutas ANOVA, Dunnett féle post hoc

teszt).
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VI11.1.5. Eredmények osszefoglalasa

1. Az SZV-1287 hatasara koncentracio—fiiggd €s szignifikans modon csokken a TRPV1

¢s TRPA1 receptorok aktivacidja TRG neuronok tenyészetében.

2. TRPAI és TRPV1 receptort expresszalo CHO sejtvonalakon az SZV-1287 kiilénb6zo
koncentracioi jelentdsen csokkentették mindkét receptor stimuldcid hatasara létrejovo
aktivacidjat, mind mikrofluorimetridas Ca®* méréssel, mind pedig radioaktiv *°Ca?*

felvétel méréssel vizsgalva.

3. Periférias érzdideg-végzddéseken a TRPV1 receptor aktivaciot kovetd neuropeptid
felszabadulast nem, de TRPA1 aktivaciot kovet6 CGRP felszabadulast az SZV-1287

legnagyobb alkalmazott koncentracidja szignifikansan csokkentette (2. tablazat).

4. TRG neurontenyészetet az SZV-1287 kiilonb6z6 koncentracidival eldinkubalva

mindkét vizsgalt receptor aktivacidja szignifikansan csokkent (3. tablazat).

5. Az eltérd szerkezetii, de szintén SSAO gatlo vegylilet, az LJIP 1207 nem volt hatdssal a
TRPAT és TRPV1 receptorok aktivacidjara, sem a szenzoros neuronok sejttestjein, sem

pedig az érzdideg-végzddéseken.

6. Az SZV-1287 nem gatolta a fesziiltségfliggd kalciumcsatorndk aktivitasat.
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SZV/-1287 eredmény aktivaciora
modszer kisérleti modell koncentracio
TRPA1 TRPV1
(M)
0,1 - -
TRG neuronok 0,5 - J
mikrofluorimetrias 1 N2 N2
Ca®* mérés 1 J J
TRPAL/V1 exp.
CHO sejtek 2 v v
10 N2 N
0,1 - -
RIA - CGRP trachea 05 i -
felszabadulas mérés | idegvégzodések i n
0,1 N N%
0,5 N N%
Radioaktiv *°Ca?* TRPA1/V1 exp. 1 0 0
felvétel vizsgalat CHO sejtek
5 NE N
10 N% N%

2. tablazat: SZV-1287 kiilonboz6 koncentracidinak hatdsa TRPA1 és TRPV1 receptorok
aktivitasara, kiilonbozo kisérleti modellekben.

| szv-1287 credmeny
, kisérleti ., aktivaciora
modszer modell koncentracid

(LM) TRPA1l | TRPV1
60 min eldinkubalas

mikrofluorimetrias TRG 01 - N%

Ca?* mérés
neuronok 0.5 v v
1 NY NY

3. tablazat: SZV-1287 kiilonbozo6 koncentracidinak 60 perces eldinkubalasanak hatasa
TRPA1 és TRPV1 receptorok aktivitasara, mikrofluorimetrias Ca®" méréssel vizsgalva.
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VIL.2. Az E2 TRPV1 ioncsatorna aktivaciora kivaltott hatasanak vizsgalati

eredményei

VI1.2.1. Nemi hormon fiiggé kiilonbségek az egerek mechano- és termonociceptiv

kiiszobértékében

A fajdalomérzetben mutatkozd esetleges nemi kiilonbségek vizsgalatdhoz mindkét nem
mechanonociceptiv €s a termonociceptiv kiiszobértékeit megmeértiik.

Megfigyeltiik, hogy a prodsztrusz fazisban 1évé C57BL/6J WT néstény egerek hatsdé mancs
talpi felszinén mérve mind a mechano-, mind a termonociceptiv kiiszobértékek szignifikansan
alacsonyabbak, mint az §sztrusz fazisban 1évd ndstény, valamint a him egerek kiiszobértékei.
A prodsztusz fazisban a legmagasabb az egerek sztrogén szintje, mig Osztrusz fazisban ez a
szint hirtelen lecsokken. Mechanonociceptiv kiiszobértékek: prodsztrusz ndstény: 7,62+0,15,
Osztrusz ndstény: 8,31+0,04, him: 8,47+0,14; termonociceptiv kiiszobértékek: prodsztrusz

ndstény: 44,51+0,53, 6sztrusz ndstény: 46,76+0,31, him: 46,79+0,54 (18. abra).
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18. abra: A nemi kiilonbségek hatasa WT egerek mechanonociceptiv- és hokiiszobére.
Egyutas ANOVA statisztikai analizist alkalmaztunk, Bonferroni féle multiplex dsszehasonlito post hoc teszttel,
értékek feltiintetése: atlag=SEM, n=8/csoport. WT, 0sztrusz €s prodsztrusz fazisban 1év0 ndstények és himek

mechanonociceptiv (A) és termonociceptiv kiiszobértéke (B) (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001).

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az 0Osztrogén expozicid ¢lettani hatdsait a
fajdalomérzetre, a kiilonb6z0 0Osztrusz fazisban 1évo intakt ndstény egerek termo- ¢&s
mechanonociceptiv ~ kiiszobértékeit  Osszehasonlitottuk  bilateralisan OVX  egerek

kiiszobértékeivel. Ezek a kiiszobértékek magasabbak voltak OVX egereknél, és szignifikansan
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alacsonyabbak almittt egereknél prodsztrusz és Osztrusz fazisban. A fajdalomkiiszob értékei
magasabbak voltak Osztrusz, mint prodsztrusz fazisban. Mechanonociceptiv kiiszobértékek:
almutott prodsztrusz ndstény: 7,3+0,17, almitott Osztrusz ndstény: 7,9+0,12, OVX: 8,6+0,09.
Termonociceptiv kiiszobértékek: almiitott prodsztrusz ndstény: 45,62+0,44, almitdtt Osztrusz

néstény: 46,99+0,35, OVX: 49,57+0,15 (19. 4bra).
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19. abra: OVX és almiitott egerek mechanonociceptiv- és hékiiszobértékei osztrusz

ciklus kiillonb6z6 fazisaiban.
Egyutas ANOVA statisztikai analizist alkalmaztunk, Bonferroni féle multiplex 6sszehasonlité post hoc teszttel,

értékek feltlintetése: atlag£SEM, n=8/csoport. OVX, almutott Osztrusz és prodsztrusz fazisban 1évo egerek
mechanonociceptiv (A) és termonociceptiv kiiszobértéke (B) (***p<0,001 (vs. OVX), #p<0,05; ##p<0,01 (vs.

almutott Osztrusz fazist ndstények).
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VI11.2.2. Nemi hormon fiiggé kiilonbségek nem figyelheték meg a nocicepcioban TRPV1

génhianyos egereknél

A TRPV1 receptor szerepének vizsgalatahoz meghataroztuk TRPV1 génhidnyos (TRPV1™)
egerek mechano- és termonociceptiv kiiszobértékét. TRPV17 egereknél is hasonld mechano-
¢és termonociceptiv kiiszobértékeket mértiink, mint a WT himek és Osztrusz fazisban 1évé
nostények esetén (WT egerek - mechanonociceptiv kiiszobérték: Osztrusz ndstények:
8,31+0,04, himek: 8,47+0,14, termonociceptiv kiiszobérték: 0sztrusz noéstények: 46,76+0,3,
himek: 46,79+0,54 és TRPV1" egerek - mechanonociceptiv kiiszobérték: 6sztrusz nostények:
8,57+0,7, himek:8,98+0,07, termonociceptiv kiiszobérték: Osztrusz ndstények: 47,92+0,44,
himek: 48,52+0,39). TRPV1™ egerek esetén azonban a nociceptiv paraméterekben dsztrusz és
prodsztrusz fazis kozott nem volt megfigyelheté kiilonbség, ugyanakkor a himek
mechanonociceptiv kiiszobértéke magasabb volt a ndstényekénél. A prodsztrusz néstények, az
Osztrusz ndstények €és a himek mechanonociceptiv kiiszobértékei: 8,49+0,08, 8,57+0,07 és
8,98+0,07 voltak, mig a termonociceptiv kiiszobértékek 48,11+0,38, 47,921+£0,45 ¢és
48,52+0,39 (20. abra).
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20. abra: A nemi kiilonbségek hatiasa TRPV1 génhianyos egerek mechanonociceptiv és

hokiiszobére.
Egyutas ANOVA statisztikai analizist alkalmaztunk, Bonferroni féle multiplex dsszehasonlitd post hoc teszttel,

értékek feltiintetése: atlag=SEM, n=8/csoport. TRPV1” himek és ndstények (8sztrusz és prodsztrusz fazisban)

mechanonociceptiv (A) és termonociceptiv kiiszobértéke (B) (**p<0,01; ***p<0,001).
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VI11.2.3. TRPV1 aktivaciéo-indukalta mechanikai hiperalgézia fokozédas E2 hatasara

Az E2 TRPV1 receptorok aktivacidjara kifejtett hatasanak in vivo vizsgalatara TRPV1 agonista
RTX adast alkalmaztunk OVX egereken, melyet az egyik csoportban E2 adés el6zott meg.
Jelentés mechanikai hiperalgézia alakult ki intraplantaris RTX (0,01 ng/ml) beadast kovetden,
mind az E2 el6kezelt, mind a kezeletlen allatok csoportjainal, a fiziologias séoldatot kapott
allatokhoz képest. Az E2 el6kezelt csoportban a beadas utan 10 perccel az 52,8%-0s mechanikai
kiiszobérték csokkenési maximumot kdvetden fokozatos emelkedés volt megfigyelhetd a 120
perces vizsgalati id6szak soran. Szignifikans kiilonbség volt azonban megfigyelhetd E2
elokezelt és kezeletlen, majd RTX injektalt allatok csoportjai kozott, az E2 kezelés megndvelte
a nociceptiv valaszt 30 perc utan, amint azt a hiperalgézia gorbe lefelé torténd eltolasa mutatja,
ami E2-indukalt TRPV1 szenzibilizalot sugall. A s6oldat talpba térténd injektalasa nem okozott

mechanikai hiprealgéziat (21. abra).

-©- fiziolégias sdoldat

3 0 - E2+fiziolégias séoldat
” © RTX
2 ¥ E2+RTX
Q
X 0 ...........................................................
i4
He]
3
2 -101
8
1 59
‘O
;'8 -204 $
N
3
< -30- $5$
\2
I
) $$$
o -407 o Kk
S it Hith
[
o 504 t
c A
-g *%*

v HH
o 604 : : :
= ) 30 60 90 120

t (min)

21. abra: TRPV1 aktivacio indukalta mechanikai hiperalgézia OVX egerekben.
Kétutas ANOVA statisztikai analizist alkalmaztunk, Bonferroni féle multiplex dsszehasonlité post hoc teszttel,
értékek feltlintetése: atlag+SEM, n=8/csoport. **p<0,01; ***p<0,001 (RTX kezelt vs. E2 elékezelt, majd RTX
kezelt csoport). ### p<0,001 (E2 el6kezelt, majd fizioldgids sooldattal kezelt vs. RTX kezelt csoport). $p<0,01
$$$p<0,001 (fizioldgias sdoldattal kezelt vs. RTX kezelt csoport).
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VI11.2.4. ERa, ERB, GPER1 és TRPV1 mRNS expresszio primer szenzoros neuronokon

Annak tisztazasa érekében, hogy a primer szenzoros neuronok expresszalnak-e 0sztrogén
receptorokat (ER) megvizsgaltuk ERa, ERB és GPER1 mRNS expresszidjat WT egerekbol
készitett hatsd gyoki ganglion (DRG) kultirdkban (n=3 sejtkulturabdl készitve). Mindharom

mRNS tipust kimutattuk a kultaraban (22. abra).

A
1.5
3 ERa
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1.0 == ER GPER1
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22. abra: ERa, ERp és GPER1 mRNA expresszié egér uteruszban és DRG-ben.
(A) ERo, ERPB és GPER1 mRNA expresszidjanak szintje egér uterusban és DRG-ben. (B) ERo, ERp és GPER1

MRNA expresszi6 DRG-ben gRT-PCR-ral.
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crer

expresszio-novekedést okozott, mig az 1 nM-os koncentracié nem volt hatdssal a TRPV1

mRNS mennyiségére (23. dbra).
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23. abra: Az E2 hatasa TRPV1 relativ génexpressziojara primer szenzoros neuron

tenyészetben.
Statisztikai analizisként kétutas ANOVA-t alkalmaztunk, Bonferroni féle multiplex 6sszehasonlitd post hoc

teszttel. Az értékeket atlag+SEM tiintettiik fel, n=8/csoport, ***p<0,001 (vs. kontroll).

VI1.2.5. Az E2 fokozza a kapszaicin altal kivaltott TRPV1 aktivaciot primer szenzoros

neuron tenyészetben

Az E2 TRPVI receptorok aktivaciojara gyakorolt hatasanak in vitro vizsgalatara DRG
neuronokbdl készitett primer tenyészetet CAPS-nel kezeltiink, és a CAPS altal kivaltott
kalcium-bearamlast fluoreszcens intracellularis kalcium koncentracié méréssel vizsgaltuk.

A TRPV1 agonista CAPS (330 nM) nagy mértékii tranziens Ca?*-bearamlast okoz a sejtekbe
(64 reagald sejt a 120-bol; 53%, R-érték atlaga: 0,59+0,06), amit deszenzitizacido kovet
(masodik CAPS adast kovetden a cstics: R=0,31+0,05, majd egyre cokken) (24. abra A, B). Az
oldoszeres kontroll 5nmagaban nem okozott Ca2*-bearamlast. A DRG neuronok egy napos 100
pM-os E2 elokezelése megsziintette a CAPS éltal kivaltott TRPV1 receptorok

deszenzitizaciojat (24. abra C).
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24, abra: Egy napos E2 kezelés hatasa kapszaicin indukalta TRPV1 aktivaciora.
(A) Fura-2 festékkel feltoltott neuronok CAPS adés elétt (bal) és utan (jobb). Reprezentativ Ca-imaging képek
(karikdzva — a mérés helye). (B) Két DRG neuron reprezentativ regisztratuma, melyen a CAPS (330 nM) adasok
sora lathatok (nyilakkal jelezve). (C) Két DRG neuron reprezentativ regisztratuma, melyen a CAPS (330 nM)
adasok sora lathatok (nyilakkal jelezve) 100 pM E2 jelenlétében.
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Egy masik kisérleti elrendezésiinkben 0t egymast kovetd stimulaciot ugyanazon
neurontenyészeten alkalmaztunk, egy 50 perces periddus alatt. E10szor 10 masodperces CAPS
(330 nM) stimulaciét alkalmaztunk, mely tranziens Ca?*-akkumlaciot okozott a citoszolban,
melyet a fluoreszcens jel novekedésével detektaltunk (R=0,55+0,06), majd a CAPS adasat egy
10 perces kimosasi periddust kovetden ismételtiik meg. A masodik és a harmadik valasz
mértéke fokozatosan csokkent (R=0,33+0,06 and R=0,27+0,06), a TRPV1 receptor
utan a negyedik CAPS adaskor megfigyeltiik, hogy az E2 megakadalyozza a deszenzitizacot
(R=0,46+0,05), de egy kovetkezd, E2 nélkiili CAPS adas szignifikansan kisebb valaszt
eredményezett (R=0,2+0,04) (25. abra A, B).

A kisérletsorozat harmadik részében az elso és a masodik CAPS adast kovetoen (R=0,82+0,06
¢s R=0,61+0,05) 10 perces E2 kezelést egyiitt alkalmaztuk egy TrkA receptor gatld szer
(AG8T79, 5uM) adasaval. Ebben az esetben a harmadik CAPS okozta valasz szignifikdnsan
kisebb volt (R=0,34+0,06), mely a TRPV1 deszenzitizacié fennmaradasara utal (25. abra C, D).
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25. abra: Kapszaicin okozta TRPV1 aktivacio primer szenzoros neuron kulturaban,

raciometrikus kalcium koncentracio méréssel.
(A) E2 hatasa CAPS indukaélta Ca®*-bedramlasra. Az R=340/380 érték emelkedését a fura-2 fluoreszcens festékkel

feltoltott neuronokon mértiik. ***p<0,001; NS=nem szignifikans (vs. capsl, egyutas ANOVA, Bonferroni féle
multiplex Gsszehasonlitd post hoc teszt, n=20) ###p<0,001 (vs caps+E2, egyutas ANOVA, Bonferroni féle
multiplex 6sszehasonlitd post hoc teszt, n=20). (B) E2 hatdsa CAPS indukalta Ca®'-bedramlasra. Eredeti
intracellularis Ca?*-mérés regisztratum, ahol a CAPS adésok (nyilakkal jeldlve) és E2 inkubacio hatdsa (vonallal
jeldlve) lathato. (C) E2 és AG879 hatasa CAPS indukalta Ca?*-bearamlasra. Az R=340/380 érték emelkedését a
fura-2 fluoreszcens festékkel felt61tott neuronokon mértiik. ***p<0,001 (vs. capsl, egyutas ANOVA, Bonferroni
féle multiplex dsszehasonlité post hoc teszt, n=20). (D) E2 és AG879 hatasa CAPS-indukalta Ca?*-bearamlésra.
Eredeti intracellularis Ca%*-mérés regisztratum, ahol a CAPS adasok (nyilakkal jeldlve) és E2+AG 879 inkubacio

hatasa (vonallal jelolve) lathato.
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VI11.2.6. Eredmények 0sszefoglalasa

In vivo eredmények:
1. A vad tipusu prodsztrusz fazisban 1évé ndstények mechano- és termonociceptiv
kiiszobértéke alacsonyabb a himekénél, és az Osztrusz fazisban 1évé ndstények

kiiszobértékeinél egyarant.

2. OVX ndstények mechano- és termonociceptiv kiiszobértékei magasabbak voltak mind

Osztrusz, mind prodsztrusz fazisban 1évd almiitdtt ndstények értékeinél.

3. A TRPV1” himek mechanikai fajdalomkiiszob értékei magasabbnak mutatkoztak,
viszont érdekes moédon a TRPV1 génhidnyos ndstények és a himek hémérsékleti

fajdalomkiiszob értékei kozott nem mutatkozott kiilonbség.

4. OVX dllatoknal exogén Osztradiol hatdsara mechanikai hiperalgézia jon 1étre.

In vitro eredmények:
5. ERa, ERPB ¢és GPERI1 06sztrogén receptorok expresszalodnak primer szenzoros

neuronokon.

novekedést okozott, mig a magasabb (1 nM) koncentracidé nem volt hatassal a TRPV1

mRNS mennyiségére.

E2-vel torténé mind hosszutava (1 napos), mind pedig rovidtava (10 perces) kezelés

megsziintette a stimulacioval kivaltott TRPV1 deszenzitizaciot.

8. TRPVI receptor deszenzitizaciojat az E2 megsziintette, ezt a hatast TrkA receptor

antagonista adasa felfliggesztette.
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VIII. Megbeszélés, kovetkeztetések

VIII.1. Az SZV-1287 TRPV1 és TRPA1 antagonista hatasa

Az eredetileg az SSAO enzim gatlasara kifejlesztett 3-(4,5-difenil-l, 3-oxazol-2-yl)propanal
oxim vegyiilet, az SZV-1287 hatasat vizsgaltuk a TRPA1 és TRPV1 receptorok aktivaciojara,
$zenzoros neuronok sejttestjein és a periférias idegvégzodésein. Elséként bizonyitottuk, hogy
az SZV-1287 mindkét kationcsatorndra potens antagonista hatdst fejt ki. JelentOsen ¢és
koncentracio fliggd modon csdkkentette az AITC és a CAPS 4ltal indukalt Ca®*-bearamlast a
trigeminalis neuronokba, de nem volt hatassal a fesziiltségfiiggd kalciumaramokra. A referencia
SSAO gatlo LIP 1207 vegyiilet, melynek szerkezete nagyban eltér az SZV-1287 szerkezetétdl,
nem valtoztatta meg a TRPA1 és a TRPV1 receptorok aktivaciojat, ami azt mutatja, hogy az
SZV-1287 hatasai fliggetlenek az SSAO gatlo hatasatol.

A trachea kivalé modellrendszer a periférias idegvégzddéseken a TRPA1 és TRPV1 receptorok
aktivaciés mechanizmusainak vizsgalatdhoz, mivel slirlin beidegzett és az idegvégzddések
kozel helyezkednek el a felszinhez, igy konnyen aktivalhatok kémiai anyagokkal. Az ennek
hatasara felszabadulé neuropeptidek kivald indikatorai az aktivacionak (Helyes és mtsai.,
2001). Az SZV-1287 szignifikansan és koncentraciofiiggé modon gatolta a TRPAT receptor
aktivacio altal indukalt CGRP-felszabaduldst, azonban ellentétben a sejttesteken kapott
eredményekkel, ez a gatlas nem volt szignifikans TRPV 1 receptor aktivacio esetén. Bar tovabbi
vizsgalatokra van sziikség a TRPV1 receptor neuronalis sejttesteken és idegvégzodéseken
mutatkozd aktivacids kiilonbségek pontos molekularis mechanizmusainak feltarasara,
feltételezziik, hogy a sejttest és az idegvégzddések eltérd felépitése all a hattérben. A sejttesten
ugyan a CAPS elinditott egy kisebb mértékii Ca?*-bearamlast, de az endoplazmatikus retikulum
gyorsan akkumulalta a citoplazma szabad kalcium-ionjait. Az idegvégzddéseken viszont
ugyanilyen mértékili receptor aktivacié elegendé lehet a CGRP felszabadulas kivaltasahoz,

mivel itt nincs jelen endoplazmatikus retikulum és Golgi-késziilék (Messlinger, 1996). Ezt
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alatamasztjak kutatocsoportunk korabbi kisérletei is, ahol a TRPV1 receptorok kapuzé
mechanizmusait ismertettiik ezeken a strukturakon (Szdéke és mtsai., 2010).

A TRPA1 antagonistak tobbsége kovalens kotés révén modositja a cisztein-szarmazékokat a
csatorna amino-terminalis tartomanyaban (Cebi és Koert, 2007). T6bb oxim szarmazék TRPAL
receptor aktivaciot gatlo hatasarol szamolt mar be az irodalom. Az AP18 ((Z)-4-(4-klorofenil)-
3-metil-but-3-én-2-oxim) példaul gatolta a human és egér TRPAI1 receptor aktivalodasat, de
nem blokkolta a TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4 ¢s TRPMS receptorokat (Petrus és mtsai.,
2007). DeFalco és munkatarsai leirtak, hogy az AP18 egyik szarmazéka, a 3-metil-4-fenilbut-
3-én-2-one-oxim a TRPAT1 ioncsatornadk kovalens modulatoraként miikodik és igy a TRPA1
receptor antagonistaja (DeFalco és mtsai., 2010). Perner és munkatarsai kisérleteik soran
(heteroaril)alkenon-oxim szarmazékokat (pl. (Z)-4-(4-klorofenil)-3-metilbut-3-én-2-oxim)
alkalmaztak TRPA1 antagonistaként tobb betegségmodellben (Perner és mtsai., 2009). Emellett
vizsgaltdk TRPA1 antagonistak szerepét kemoterapia indukalt neuropatids fiajdalomban és
diabéteszes neuropatiaban (Barriére és mtsai., 2012; Vander Jagt, 2008). A TRPA1 ioncsatorna
szerepét szamos  betegségmodellben dokumentaltdk, ¢és mint fajdalomcsillapito
gyogyszercélpont egyértelmiien azonositott (Garrison €s mtsai., 2011). Garrison és Stucky
beszamolt a TRPA1 receptor szerepérdl kronikus fajdalom kialakuldsdban, komplett Freund-
adjuvans altal indukalt iziileti gyulladasos modellben (Garrison és Stucky, 2014). Kimutattak,
hogy a TRPA1 receptornak szerepe van a migrén (Benemei és mtsai., 2013), az asztma és a
kronikus obstruktiv tiidobetegség (Nesuashvili €s mtsai., 2013; Grace és mtsai., 2014), a kolitis
(Yang ¢és mtsai., 2008; Kun és mtsai.,, 2014), az Otvar (Lieu és mtsai., 2014) és a
holyaggyulladas (DeBerry €s mtsai., 2014) kialakulasaban is. A TRPA1 receptort, mint targetet
¢s a TRPAI1 antagonistakat, mint a gyogyszerfejlesztés potencialis jeloltjeit tehat alaposan

vizsgaltak.
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Szamos tanulmany irja le, hogy a TRPAI jelentds koexpressziot mutat a TRPV1 receptorral
szovetekben is, tovabba szamos tanulmany szerint a TRPV1 és a TRPA1 receptorok integrativ
szerepet jatszanak a nociceptor funkcid szabalyozasaban (Akopian és mtasi., 2007; Salas és
mtsai., 2009; Patil és mtsai., 2010; Nilius és Szallasi, 2014). Ez a szinergikus funkcid vezetett
minket a két csatorna egyiittes vizsgalatara ugyanazon modellrendszeren.

Osszefoglalva, az 0j oxim komponensiink, az SZV-1287 egy potens TRPA1 és TRPV1
antagonista, primer szenzoros neuronokon, valamint receptorokat expresszald sejtvonalakon.
Ezért igéretes 1j jeloltje lehet neuropatias fajdalomra, migrénre ¢€s iziileti gyulladasra fokuszalod

gyogyszerfejlesztésnek.
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VIIIL.2. Az osztradiol fajdalomban betoltott szerepe

Els6ként szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy az E2 érzékenyiti a TRPV1 receptort kdzvetlen
mechanizmusok révén, valamint a TrkA receptor utjan indirekt modon, tovabba a TRPV1
receptor expressziojanak megndvelésével. Ezek az eredmények magyarazzak a nemi
kiilonbségeket a nocicepcioban, valamint a hormonciklus fiiggd fajdalomérzet valtozast.
Kozismert, hogy a TRPV1 receptor kulcsszerepet jatszik a fajdalom kozvetitésében (Bolcskei
¢s mtsai., 2005; Pogatzki-Zhan és mtsai., 2005; Nilius és Szallasi, 2014) és egyes adatok
kapcsolatot mutatnak az E2 hatdsok és a TRPV 1 receptor kozott. Ezek a tanulmanyok a TRPV1
receptor aktivacidjanak fokozodasat mutattdk ki exogén E2 adast kovetden, de ezt a
kolecsonhatast nem vizsgaltak még atfogd kisérleti megkdzelitéssel, és a mechanizmusa sem
volt tisztazott.

Elektrofiziologiai adatokat prezentaltak mar arra vonatkozoan, hogy az Gsztrogén elésegiti a
TRPV1 kozvetitette ionaramokat patkdny szenzoros neuronokban (Chen és mtsai., 2004).
Tovabba a TRPV1 kivaltott nocifenziv valaszok kifejezettebbek voltak ndstény patkdnyokban,
mint himekben, mely nemi kiilonbséget az E2 kozvetitésének tulajdonitjdk (Lu €s mtsai., 2009).
Ezt tAmasztjak ald eredményeink is, melyek szerint szignifikdnsan nd az RTX altal kivaltott
hiperalgézia OVX egerekben, exogén E2 adasanak hatdsara. Osszhangban a kutatési
eredményekkel a klinikai adatok szintén leirjak, hogy a nék a CAPS altal kivaltott fajdalmat
intenzivebbnek érzik, mint a férfiak, feltehetéen a TRPV1 receptor nemi hormonok altali eltérd
fokozza a nociceptorok excitabilitasat, csokkenti az akcios potencial kialakulasdhoz sziikséges
kiiszobot, valamint eldsegiti a TRPV1 aktivaciojat szenzoros neuronokban (Flake és mtasi.,
2005; Diogenes és mtsai., 2006). Kisérleteinkkel kimutattuk, hogy primer szenzoros neuron
kultara E2-vel (100 pM) vald egy €jszakéan keresztiili inkubalasa nemcsak az érzékenységét,

hanem az expresszidjat is ndvelte a TRPV1 receptoroknak, hasonléan az endometrium
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sejtekéhez (Pohoczky és mtsai., 2016). Valamint a primer szenzoros neuronok expresszaljak az
ERa, ERP és GPERI &sztrogén receptorokat. Bar ebben a mechanizmusban résztvevé ER-0k
tipusa nem meghatarozott, valészinli, hogy az E2 valtoztatja meg a TRPV1 expesszidjat a
primer szenzoros neuronokban, az 0sztrogén receptorokon keresztiil. Bar az egy napos 1 nM-
os E2 kezelés tekinthetd farmakoldgiai kezelésnek, ennek a koncentracionak nem volt hatasa a
kisérletiinkben. Szamos publikécié irja le, hogy az E2 farmakoldgiai dozisa csokkenti az ER-
ok kifejezodését a neuronokban (Martins €s mtsai., 2015; Treen és mtsai., 2016). Feltételezheto,
hogy az ER-ok expresszido csokkenése hozzajarul az E2 csokkent hatdséhoz TRPVI
receptorokon, ami a megfigyelt inverz koncentracio-fliggd hatdsokhoz vezet. A kulturakban
megtalalhaté gliasejtek medialhatjdk az E2 bizonyos hatdsait, de csak kevés tanulmany
foglalkozik a szatellita sejtek és az 6sztrogén receptorok kapcsolataval. Szatellita gliasejtekben
eddig csak ERo-t figyeltik meg, ERB-t nem (Puri és mtsai., 2011). Ezeket az in vitro
eredményeket alatamasztja, hogy E2 adéas noveli az éllkapocs iziileti fajdalmat, a TRPV1
expressziojanak novelésével az iziileti hartyaban, elsdsorban ndstény egereknél (Wu és mtsai.,
2015). Hasonloképpen az exogén E2 adisa ndveli a TRPV1 expressziojat OVX patkanyok
szenzoros neuronjaiban, mig E2-hatas hianya ERaKO és ERBKO egerekben TRPV1 expresszio

csokkenést eredményez (Cho és Chaban, 2002).

VIIL.2.1. Az E2 lehetséges hataismechanizmusa fajdalomban

Koréabbi vizsgalatokhoz hasonléan (Dun és mtsai., 2009; Lu és mtsai., 2013; Takanami ¢és
mtsai., 2010) mi is kimutattuk, hogy mindhdrom 6sztrogén receptor (ERa, ERP és GPERI)
expresszalodik primer szenzoros neuronokon. Mind a 10 perces, mind az egy napos E2 kezelés
eltorolte a CAPS-okozta TRPV1 deszenzitizaciot. Ezek alapjan az E2-nek a TRPV1-re
gyakorolt hatdsa valdszinlileg magaban foglalja a klasszikus genomikus és a gyors, nem

klasszikus GPER1 altal kozvetitett hatast a protein kindz C (PKC) jelatviteli utvonalon
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keresztiil. Eredményeink bizonyitjak, hogy 30 perccel az E2 beadasa utan a TRPV1 aktivacio
altal indukalt mechanikai hiperalgézia ndvekedés figyelheté meg, ami GPER1 altal kozvetitett
gyors szenzitizacio révén jon létre. Ezen eredményiinket egy nemrégiben megjelent publikéacio
is alatdmasztja, miszerint OVX patkanyokban 20 perccel exogén E2 adast kovetéen mechanikali
hiperalgézia kialakulasa figyelheté meg (An és mtsai., 2014). Kimutattak, hogy az E2 szint
szabalyozza a GPERI1 expresszidjat, és patkanyok szenzoros neuronjaiban ovariektomizalas
utdn csokkent expresszidjat figyelték meg, amit E2 visszajuttatdsaval helyreallitottak
(Takanami €és mtsai., 2010).

Az E2 éltal kivaltott GPER1 aktivaci6 szenzoros neuronokban gyors, perceken vagy akar
méasodperceken beliili intracellularis cAMP és Ca?*-szint ndvekedést eredményez (Craft, 2007;
Mannino és mtsai., 2007; Dennis és mtsai., 2009; Hucho és mtsai., 2006, 2007; Kuhn és mtsai.,
2008), az intracellularis Ca?*-szint novekedés pedig stimulalja a PKCe-t és fijdalomérzetet valt
ki (Goswami és mtsai., 2004, 2007). PKCe-on keresztiili foszforilacio célpontja a TRPV1 C-
terminalisan megtalalhato szerin 800 régidé. Goswami és munkatarsai a TRPV1 receptor C-
terminalisat jelolik meg, mint az Osztrogén és a PKCe jelatviteli eszkozét, amely a
mikrotubulus-stabilitast és a mikrotubulus fliggd fajdalomérzékelést szabalyozza (Goswami és
mtsai., 2011). Beszamoltak arrol is korabbi kézleményekben, hogy az E2 kivaltotta nociceptor
excitabilitas és TRPV1 szenzitizdci6 a szenzoros neuronokban hasonlé az NGF TrkA
receptoron keresztiili hatdsahoz (Flake ésmtsai., 2005; Diogenes és mtsai., 2006). Az NGF
olyan jelatviteli utat aktival, melyben a foszfoinozitol-3-kindz az Src kinazzal egyiitt
foszforilalja a TRPV1 receptort. Az NGF gyors hatasat a TRPV1 receptorokon leginkdbb a
tirozin szarmazék foszforilacidja magyarazhatja.

membranon. Tiz perces NGF kezelés 1,6-szorosara noveli a membranban megtalalhato TRPV1

expressziojat, TrkA és TRPV1-el transzfektalt HEK293 sejtekben (Zhang €és mtsai., 2005).
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Azon eredménylink, hogy a TrkA gatlo alkalmazasa eltordlte az E2-indukalt TRPV1
szenzitizacidt szenzoros neuron tenyészetben azt bizonyitja, hogy NGF-szeri mechanizmus
jatszik kozre az E2 hatdasmechanizmusaban. Ez valdsziniileg magyarazatot szolgaltat a
magasabb fajdalomérzékenységre a ndknél, és Osszefliggésben van az E2-indukalta fokozott
TRPV1 aktivacié molekularis mechanizmusaval az érzé neuronokban. Ezek a mechanizmusok
nem csak az elsédleges szenzoros neuronokon €s azok periférids végzodésein mennek végbe,
hanem a kozponti idegrendszer nem neurondlis sejtjeiben is. Szinoviocitdk primer
tenyészetében szintén kimutattak, hogy az E2 és az NGF TRPV1 expresszi6 ndvekedést
eredményez, és a NGF antitestek teljesen blokkoljak az E2-kivaltotta TRPV1 expresszid
emelkedést (Jezierski és mtsai., 2001).

A hippokampusz kiemelt szerepet jatszik a nemek kozti kiilonbségekben a fajdalomérzékelés
tekintetében. A hippokampélis NGF, akarcsak a szinovialis NGF és a TRPV1, emelkedett
expressziot mutatott patkdnyoknal temporomandibularis gyulladasban, amit az E2 tovabb
potencirozott. A centralis NGF ¢és a TrkA jelatviteli titvonal blokkolasa részben visszaforditja
a temporomandibuldris iziilet (TMJ) gyulladasat (Wu és mtsai., 2010). Ezért az E2 medialta
TRPV1 szenzitizaci6 mellett egy NGF-medialt mechanizmus is valosziniisithetd. Az 6sztrogén
noveli a TMJ afferensek ingerlékenységét, és fokozza a szenzoros neuronok gyulladas-okozta
érzékenységét (Flake és mtsai., 2005). Sajat eredményink is alatdmasztjdk a TRPV1 receptor
szerepét a gyulladasos érzékenység-fokozodasok hatterében. Ezért feltételezziik, hogy szelektiv
Osztrogén receptor modulatorokkal blokkolva az Gsztrogén hatdsat a szenzoros neuronokon
olyan analgetikus hatast érhetlink el, amely foként a ndéknél el6forduld kronikus

fajdalomallapotokban megfeleld fajdalomcsillapitd hatassal birna.
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VIIIL.2.2. Klinikai jelentéség

A Kkisérletes eredmények mellett a klinikai tanulméanyok is egyértelmiien leirjak, hogy a ndk
szamos kronikus fajdalomallapotban érzékenyebbek a férfiakndl (Ruau és mtsai.,, 2012).
Legtobb adatot arra vonatkozdan taldlni, hogy a nék menopauza sordn nagyobb érzékenységet
mutatnak, és gyakrabban alakul ki naluk kronikus fajdalomallapot (Hurley és mtsai., 2008;
Fillingim és mtsai., 2009; Berkley és mtsai., 1997; Von Korff és mtsai., 1988, 1998; Riley ¢és
mtsai., 1998). Altalaban a néknél nagyobb a prevalencidja a muszkuloszkeletalis rendszer
degenerativ megbetegedésének, ami sulyos fajdalommal jar, akarcsak a diszkopatia és a
lumbago6. Azonban az is ismert, hogy a menopauzan atesett ndék fajdalomérzete magasabb
csOkkent 0sztrogén szint mellett is (Ganderton és mtsai., 2016; Wang és mtsai., 2016), ami
ellentmond az E2 altal indukélt fajdalomérzékenységnek. Az konnyen belathatd, hogy a
csontokban és a muszkuloszkeletalis rendszerben, valamint a jelentésebb posztmenopauzalis
degenerativ folyamatok soran az E2 altal kivaltott védd hatds hidnya miatt figyelhetd meg
intenzivebb fajdalomérzés.

Mivel szamos befolyasolo tényezdt (genetikai és epigenetikai hattér, pszichologia, testmozgas,
oktatas, geografia, stb.) figyelembe vevd tanulményok sem voltak alkalmasak az 6sztrogén
fajdalommodulélo hatasanak pontos leirasara (Kozinoga és mtsai., 2015; Frange és mtsai.,
2016), kiterjedt klinikai vizsgalatokra lenne sziikség a mechanizmusok feltdrasahoz.

Cikkiink az els6 atfogd megkdzelités arra vonatkozoan, hogy in vivo és in vitro bizonyitékot
szolgaltasson az E2-indukélta TRPV1 receptor expresszid novekedésére és szenzitizaciojara,
mind a klasszikus genomidlis, mind a gyors, nem-genomidlis sztrogén hatas révén, amelyet a
TrkA jelatviteli Utvonal kozvetit. Az E2-indukélta TRPVI1 szenzitizacid és a szenzoros
neuronokban leirt megndvekedett expresszid6 ~magyardzhatjia a ndk nagyobb

fajdalomérzékenységét.
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IX. Uj eredmények ésszefoglalisa

Bizonyitottuk, hogy az SSAO gatld vegyiiletiink, az SZV-1287 koncentracio—
fliggé modon és szignifikdnsan csokkenti a TRPV1 és TRPAI1 receptorok
aktivaciojat szenzoros neuronokon, periférids érzdideg-végzddéseken pedig a
TRPAL receptort aktivacidjat gatolja. In vitro kisérleteink alapjaul szolgalnak az
SZV-1287 mint fijdalomcsillapitdé gyodgyszerjelolt preklinikai dossziéjanak
Osszeallitasahoz, mely egy GINOP palyazat keretei kozott zajlik.

Az SZV-1287-0] eltérd szerkezetli, de szintén SSAO gatlo vegyiilet, az LJP 1207
nem volt hatassal a TRPA1 és TRPV1 receptorok aktivaciojara egyik kisérleti
modellben sem, igy az SZV-1287 ezen receptorokon vald gatld hatasa fiiggetlen
az SSAO gatld tulajdonsagatol.

In vivo allatkisérletes modellekben bizonyitottuk, hogy a néstény egerek
mechano- és termonociceptiv kiiszobértéke az Osztrusz ciklus prodsztrusz
fazisaban - mikor legmagasabb az Osztrogénszint — jelentdsen alacsonyabb, a
himek és Osztrusz fazisban 1évd ndstények fajdalomkiiszob értékeinél. Elsként
irtuk le, hogy TRPV1 génhidnyos ndstények és a himek hdémérsékleti

fajdalomkiiszob értékei kozott nem mutatkozott kiilonbség.

Szintén allatkisérletekkel bizonyitottuk, hogy ovariektomizalt egerek esetében

exogén E2 hatdsara a mechanikai hiperalgézia fokozodik.

In vitro intracellularis kalciummérés vizsgalatainkkal, valamint kvantitativ PCR
vizsgalatokkal alatamasztottuk, hogy az E2 fokozza a TRPVI1 receptor
aktivaciojat, valamint E2 kezelés hatdsdra megnovekszik a TRPV1 expresszidja.
Bizonyitottuk tovabba, hogy képes a TRPVI1 receptor deszenzitizacidjanak
megsziintetésére, és bizonyitékot szolgaltattunk a mechanizmusra is, mely TrkA
receptor medidlta jelatviteli uton keresztiil torténik. Bizonyitottuk tehat, hogy az
E2-indukalta TRPV1 receptor expresszid ndvekedése €és szenzitizacidja mind a
klasszikus genomidlis, mind a gyors, nem-genomialis Osztrogén hatds révén

1étrejon.
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Klaudianak a kisérleteim folyaman nyujtott segitségét. Koszonetet szeretnék mondani Dr.
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Zsofianak és Draskoczi Lillanak, akik kitlind asszisztensi munkdjukkal jarultak hozza a
kisérleteim sikerességéhez. Koszonetet szeretnék mondani a Farmakologiai és Farmakoterapiai
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