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A TRPV1 RECEPTOR, MINT CELMOLEKULA ROVID ISMERTETESE

A kapszaicin érzékeny neuronok és azok harmas funkcidja

A nociceptorok az els6dleges érzd neuronok egy csoportjat képezik. Szerepuk a
karos ingerek feldolgozasa a periférian. A nociceptorok legnagyobb csoportja
polimodalis, amely képes mindharom tipusu fajdalmas ingert (fajdalmas mechanikai,
hd, valamint a karositdé pH, vagy mas kémiai agensek okozta ingerek) érzékelni [1].
Ezekre a polimodalis nociceptorokra jellemzd, hogy egyben kapszaicinre is
érzékenyek [2;3].

A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzédések harmas funkcioval birnak. Az elsé a
klasszikus afferens funkcio, amely a fajdalmas inger érzékelését, ingeriletté vald
atalakitasat és tovabbitasat jelenti a kozponti idegrendszer (KIR) felé. Kapszaicin
hatasara az aktivalt periférids idegvégzédésekbdl tdbb neuropeptid is felszabadul,
amelyek arteridlis vazodilataciét, plazma protein extravazaciét és a gyulladasos
sejtek akkumulaciojat valtjak ki a beidegzett teruleten [4;5]. Ezt a jelenséget hivjuk
neurogén gyulladasnak [6], ami a kapszaicin-érzékeny idegek un. lokalis efferens
funkcidja. Azonban ezekbdl az idegvégzédésekbdl szomatosztatin is felszabadul,
amely bejutva a keringésbe szisztémas gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapitd
hatast fejt ki. Ezt nevezzik a kapszaicin-érzékeny nociceptorok szisztémas efferens
funkcidjanak [7a,b].

A kapszaicin receptor: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV1)
Szerkezet. A TRPV1 cDNS-ét egy ligand-fuggé kation csatornaként klonoztak és
kapszaicin receptornak, vagy 1-es tipusu vanilloid receptornak nevezték el [8]. Majd
a tranziens receptor potencial (TRP) csatornakkal mutatott szerkezeti analégianak
kdszdnhetbéen besoroltak a TRP csaladba és atnevezték tranziens receptor potencial
vanilloid 1 (TRPV1)-nek [9]. A TRPV1 egy politopikus fehérje. Hat transzmembran
(TM) doménbdl épul fel, a C- és N-terminalisai intracellularisan helyezkednek el. Az
otodik és hatodik TM domén kdzott egy rovid, porust formald hidroféb hurok talalhatéd
[8]. A receptor a membranban egy tetramer strukturat vesz fel, négy TM5-porus
hurok-TM6 egymas felé fordulva a csatorna kozéppontjat képezi, amely igy egy
szelektiv kaput alkot [10].

Aktivatorok. A TRPV1 egy integrativ nociszenzor fehérje, mert (1) vanilloidok, (2)
fajdalmas héinger és (3) protonok is képesek aktivalni [11]. A (1) vanilloidok, ugymint
a kapszaicin és annak analdgjai, pl. reziniferatoxin (RTX) lipofilek és atjutva a
sejtmembranon a receptor intracellularis oldaldhoz koétédnek [12]. A vanilloidok
mellett egyéb endogén anyagok is képesek aktivalni a receptort, pl: N-oleoildopamin
(OLDA), anandamid (AEA) és lipoxigenaz termékek [13-15]. Ezek az agonistak mind
lipofilek és hasonléan a vanilloidokhoz a kotéhelylk a TM-ek intracellularis oldalan
talalhato [16]. A TRPV1-rél irtak le els6ként, hogy (2) hével is aktivalhatdé (>43°C)
kation csatorna [11]. Szobahémérsékleten az (3) extracellularis protonok is képesek
a csatorna nyitasara, vagy a fajdalmas hére és egyéb stimulusokra adott valasz
potencirozasara [11;17]. A TRPV1 csatorna alacsony szelektivitasanak
kdszénhetéen egy- és kétértékii kationokat is képes atengedni, igymint Na* és Ca**
[8;18]. Az elbbbi az akcidos potencial és igy a fajdalom kialakulasaért felelés, az
utodbbi pedig féként a neurogén gyulladas |étrejottében jatszik szerepet. Egy hosszan
tartd, vagy magas koncentracioju kapszaicin kezelés soran a csatorna sokaig nyitott
allapotaban megndvekedett mennyiségii Ca®* aramlik be a sejtbe. Ez a pozitiv
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membranpotencial megndvekedését és igy deszenzitizaciét idéz eld, ami a
feszliltség-fliggd Na* csatornak fokozatos inaktivaciojahoz, azaz a fajdalomérzékelés
megszinéséhez vezet [19].

El6fordulas. A TRPV1 receptor elsédlegesen a polimodalis nociceptorokon
talalhato, de kulonb6z6, nem neuronalis sejteken is expresszalodik, mint a
keratinocitakon, uroepitélialis-, simaizom- és endotél sejteken, valamint az
immunrendszer egyes sejtiein  [20]. Kuilénb6zé tanulmanyokban, kulénb6zé
metodikak felhasznalasaval leirtak, hogy a TRPV1 megtalalhaté a KIR-ben is, de
knock-in egerekkel végzett kisérletek a TRPV1 jelenlétét csak a kaudalis
hipotalamuszban és annak kdzvetlen kornyékén erdsitették meg [21].

TRPV1 a fajdalomcsillapitasban. Mivel a TRPV1 az agonistaival deszenzitizalhatd,
igy az antagonistaktol merében eltéré fajdalomcsillapitasi modszert Ilehet
megvalositani. Azonban a TRPV1 agonistak egy atmeneti hipotermiat is kivaltanak,
amely koordinalt héleadas eredményeképpen jon létre, a meleg kornyezet teljes
elkerllése, a vazodilatacié és az anyagcsere lelassulasa révén [22a,b-24]. Ezt a
hatast a Trpv1 knock out (KO) egereknél sem kapszaicinnel, sem pedig RTX-szel
nem lehet el6idézni [25;26]. Az antagonistak a TRPV1 csatorna kapumechanizmusat
gatoljak, és mind a gyulladasos, mind pedig a kronikus neuropatias fajdalom
esetében j6 hatékonysagot mutatnak [27]. A TRPV1 antagonistak vazokonstrikcié és
megnovekedett termogenezis révén hipertermiat valtanak ki. Ez a hatas a Trpv1 KO
egereknél nem figyelheté meg, tehat ez a hatas TRPV1 medialt [26;28].

Egy masik TRP csatorna: ankyrin repeat domain 1 (TRPA1) receptor

A TRPA1 receptor a TRP ioncsatornak csaladjaba tartozé TRPA oldalag egyetlen
tagja eml&sokben [10;29].

A TRPA1 tulnyomoérészt a TRPV1-gyel egyutt expresszalodik a polimodalis
nociceptorokon, de megtaldlhaté a tudében [évé fibroblasztokon és a belséfil
szorsejtjein is [29]. Kapszaicinnel nem aktivalhato, de izotiocianat szarmazékok (pl. a
mustarolajpan megtalalhaté allil-izotiocianat) vagy a formaldehid képesek aktivalni
[30]. A TRPA1 17°C alatti fajdalmas hideggel is aktivalhatd és szenzitizalhato, ezért a
fajdalmas hideg receptoranak is tekintik [29;31]. Aktivacidja soran az érzdideg
végzbédésekben kis foki Ca®'-bedramlas jon létre, ami egyrészt akut fajdalmat,
masrészt a perifériarél felszabadulé neuropeptideknek koészonhetéen neurogén
gyulladast indukal [32].

I. TRPV1 KNOCKDOWN TRANSZGENIKUS EGEREK
LETREHOZASA, JELLEMZESE

1.1 BEVEZETES

RNS interferencia (RNSi). Az RNSi az evolucié soran konzervalodott, szekvencia
specifikus, poszt-transzkripcionalis, dupla szali RNS-ekkel (dsRNS) I[étrejovo
géncsendesité folyamat. Mar tobb, az RNSi-ban résztvevé dsRNS-t azonositottak,
amelyek kozul a legfontosabbak a rovid interferalé RNS-ek (siRNS) és a mikroRNS-
ek (MiRNS).

Az siRNS-ek extragenomialis eredetliek, és feladatuk a genom integritdsanak
megovasa a kulonb6zd idegen, vagy invaziv nukleinsavakkal szemben, mint a
virusok, transzpozonok és transzgének [33]. Az siRNS 21-23 nukleotid (nt) hosszu,



dupla szalu RNS, mindkét 3’ végén 2 nt hosszusagu tulnyuld véggel. A Dicer vagja ki
egy hosszu, komplementer dsRNS-bdl a citoplazmaban. Ezt kévetéen az RNS
induced silencing complexhez (RISC) csatlakozik, ahol kicsavarodik [34-36] és az un.
utazé (sense) szal, amelynek az 5 vége magasabb relativ stabilitassal bir,
degradalédik [35]. A masik, vezetd (antisense) szal a RISC-kel egyultt egy
ribonukleoprotein komplexet képez, és a Watson-Crick bazisparosodasnak
koszonhetbéen felismeri a célul szolgalé komplementer mRNS-t, amelyet a RISC
nukleaz aktivitasanal fogva elvag [34;36]. Végul az elvagott mRNS levalik a
komplexrdl, degradalodik és az igy szabadda valt komplex ujabb mRNS-t képes
magahoz kotni [36].

A miRNS-ek endogén eredetliek és az endogén gének szabalyozasaban van
szereplk. A genomrdl tobb hurkot tartalmazoé pri-miRNS irédik at [33], amelyet a
Drosha elvag és pre-miRNS-eket eredményez [37;38]. Ez a citoplazmaba
exportalédik, ahol a Dicer az érett, kétszalu miRNS-t kivagja beldle [39]. Végul az
érett miRNS antisense szala stabilan kapcsolodika a RISC-hez [38] és megkdéti vagy
tOkéletes, vagy részleges bazisparosodassal a komplementer mRNS-t [36]. Ha a
bazisparosodas tokéletes, a mRNS elvagddik és degradalodik, ha nem, akkor csak a
transzlacidja gatlédik a riboszomakon [40].

Tobb lehetbség is van a knockdown fenotipus Iétrehozasara. Egyrészt siRNS-eket,
amelyek exogén (kémiai vagy enzimatikus) uton szintetizalhatoak, juttathatunk be
sejtekbe vagy allatokba. Ez esetben csak egy atmeneti csendesité hatast tudunk
elérni, mivel nincs az siRNS intracellularis reprodukciojara lehetéség [34]. Masrészt
az interferald RNS-t a sejten belll is megtermeltethetjik miRNS-ek, vagy rovid hurok
alaku RNS-ek (shRNS) segitségével. Az shRNS-ek egy DNS konstrukciordl irédnak
at, amely kodol egy 21-29 nukleotid hosszu, a célszekvenciaval megegyezé (sense)
szalat. Ehhez kapcsolédik egy roévid hurok szekvencia, majd a cél szekvencia
forditott komplementere (antisense szal) és egy rovid (5-6 T) terminator regio [34].
Amikor ez in vivo atirédik, altalaban Pol [l prométerek (U6 vagy H1) iranyitasaval, a
rovid transzkriptum visszahajlik 6nmagara és hurok alakzatot vesz fol. Ezt a Dicer
atalakitja egy dupla szalu siRNS-€, amely a mar korabban leirtak szerint komplexet
alkot a RISC-el [41].

Transzgenezis lentivirusokkal. A lentivirusok, ugymint a Human Immundeficiencia
Virus (HIV) a retrovirusok csaladjaba tartoznak. Képesek megfertézni az oszt6dod, a
nem osztodo és a differencialt sejteket is. Miutan bejutottak a gazdasejtbe, a viralis
RNS genom reverz transzkripcioval atirédik cONS-re és stabilan beépill a gazdaseijt
genomjaba.

A transzgenezishez korlatozott replikacioju virusokat hasznalnak, ugyanis a
genomjukbdl azon géneket, amelyek nem esszencialisak, eltavolitottak. A transzfer
plazmidban talalhaté az un. cis-hatd szekvenciak és a virus két long terminal repeat
(LTR) szekvenciai kozott elhelyezkedd, a transzgén beépitésére szolgald klonozo
hely. Az LTR-ek elengedhetetlenek az altaluk kdzbezart transzgén beépuléséhez a
gazdagenomba. De mivel prométer és enhancer szerepuk is van, képesek a koztes
transzgén transzkripcidjat is befolyasolni. Ezért un. self inactivated (SIN) lentivirus
vektorokat hoztak létre, amelyekben megszintették a viralis prométer aktivitast.
Tovabbi elénye, hogy ez a rendszer kikliszoboli a virdlis LTR-ek és a transzgén
internalis promotere kozott fellépd interferencia lehetéségét is [42]. A transz-hatd
elemek, amelyek feltétlenul szikségesek a virusok eléallitasahoz, az infekcidohoz és
a gazdagenomba torténd beéplléshez, a segédplazmidokban talalhaték. Ezek



tartalmazzak az integrazt, a reverz transzkriptazt, a szerkezeti fehérjéket, valamint a
burok glikoproteineket kodold géneket [43].

Ezeknek a mddositott virusoknak a replikacidja egy ciklusra korlatozodik. A
transzducer sejtekbe bejuttatott transzfer- és segéd plazmidokbdl transzgént
tartalmaz6 virionok jonnek létre, amelyek a gazdasejt megfertézése utan
provirusként stabilan beépllnek a gazdagenomba anélkul, hogy ujabb virusokat
lennének képesek létrehozni. Igy, ha a transzgén egy shRNS-t kddol, az stabilan
beépll a genomba, atirddik, exportalddik a citoplazmaba, végul az endogén RNSI
utvonalba bekapcsolddva a kivant mRNS-t degradalja [41].

A transzgenikus allatok lentivirusokkal torténd el6allitasanak egyik lehetésége, hogy
a virusokat kozvetlenul az egysejtes allapotban lévé zigéta zona pellucidaja ala
injektaljak [44]. Ez az eljaras fuggetlen a sejtmag helyzetétél és annak
lathatésagatdl, tovabba nem karositja sem a sejtmembrant, sem a magmembrant.
Tovabbi elénye, hogy a transzgén csak egy kopidban épul be, igy szerkezetileg
jobban hasonlit egy endogén génhez, ezért kevésbé van kitéve az epigenetikus
csendesités (metilacio, hiszton deacetilacid) veszélyeinek [45;46].

1.2 CELKITUZES

A munkam célja TRPV1 knockdown egerek és patkanyok elGallitasa volt. Ehhez a

kovetkezb Iépéseket kellett megtennunk:

1. a masok altal kdozolt anti-TRPV1 siRNS-ek hatékonysaganak és specificitasanak
in vitro tesztelése.

2. tobb shRNS és miRNS konstrukcié épitése és in vitro validalasa.

3. a legjobban mikddé konstrukcid lentivirdlis plazmid rendszerbe torténd
beépitése, és belbluk lentivirus vektorok gyartasa.

4. alentivirus vektorok mikroinjektalasa egysejtes embridkba.

5. a szlletett transzgenikus allatok tipizalasa, majd egy transzgenikus vonal
felallitasa.

6. transzgenikus allatok tulajdonsagainak vizsgalata kulonb6zdé in vitro és in vivo
modellekben.

1.3 VIZSGALATI MODSZEREK

siRNS oligonukleotidokkal végzett kisérletek

Aramlasi_citométerrel végzett mérések: ND-C és CHO sejtekbe 200 ng patkany-
TRPV1eGFP fuziés fehérjét expresszaldé pZS5 vektort [47] egylttesen
transzfektaltunk a mar masok altal leirt [48] 8 pmol anti-TRPV1 siRNS-sel (VsiR1) ill.
a kontrollként szolgalé VsiR1INV-vel. Egész éjszakas inkubaciét kdvetéen a patkany-
TRPV1eGFP fuziés fehérje fluoreszcenciajat aramlasi citométerrel mértuk és az
eredményeket a csak pZS5-tel transzfektalt sejtekhez hasonlitottuk %-ban kifejezve.

Mikrofluorimetrias mérések: Wistar ujszulott patkanyok TRG-jébdl trigeminalis
ganglionsejt tenyészetet készitettink [49]. A sejttenyészetet egy éjszakan at
el6kezeltuk 50 nM VsiR1, vagy VsiR1INV siRNS-sel, majd a kovetkez6 nap a
sejteket megfestettiik 1 pM fura-2-acetoxy-metilészter (AM) fluoreszcens Ca?*-
indikator festékkel. A sejtekbe bearamlé kalcium mennyiségét fluoreszcens
mikroszkop alatt mértik, ahol a sejteket alternalva 340 és 380 nm hulldamhosszu
fénnyel vilagitottuk meg. Az emittalt fényt 510 nm hulldmhosszusagon detektaltuk és
a fluoreszcencia intenzitds aranyat (R=Fs40/F3s0) folyamatosan mértik. A TRPV1
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receptorok izgatasahoz 330 nM kapszaicint (ECS-ben higitva) hasznaltunk, mig a
TRPA1 receptorokat 100 uM mustarolajjal (ECS-ben higitva) aktivaltuk. Receptort
expresszald sejteknek azokat tekintettik, amelyek agonista kezelés hatasara AR
>0,1 értékkel valaszoltak. Az agonistara reagalé sejteket megszamoltuk, ezt az
siRNS-sel nem el6kezelt, reagald sejtek szamahoz (100%) viszonyitottuk %-ban
kifejezve.

Knockdown transzgenikus allatok létrehozasa

shRNS-ek és miRNS-ek megépitése, tesztelése: 14 shRNS-t terveztiink. Kozuluk hat
(shRNSa, és shRNSc-t6l shRNSg-ig) a patkany TRPV1 mRNS kulénb6zé
szakaszaihoz kotddik, a tovabbiak (shRNSh, és shRNS/-t6l shRNSm-ig) pedig az
shRNSa, amely a VsiR1 siRNS-sel azonos helyre kotédik, kiuldonb6zd variansai. Az
shRNS-eket kodold DNS-eket négy oligonukleotidbdl épitettik meg, amelyeket
klonoztunk a pU6Abase plazmid un. alap szekvenciajaba a human U6 promoter
maoge.

A miRNS-eket hasonlé modon épitettik meg, mint az shRNS-eket, de ezeket a
pDsRedmibase vektorba klénoztuk az 5’ és 3' miRNS szabalyozd szekvenciak kdzeé,
amelyek egy miRNS155-6t kddolnak. Ezt az egész konstrukciot a DsRed fluorescens
fehérje mogé helyeztik el, amely egy CMV prométerrel mikodik.

Végul ezeket az shRNS-eket és miRNS-eket expresszald plazmidokat kulon-kilon a
patkany-TRPV1eGFP fuzios fehérjét expresszalé plazmiddal (pZS5) egyatt
transzfektaltuk ND-C sejtekbe, és a patkany-TRPV1eGFP expresszidjat aramlasi
citométerrel mértik. A kapott eredményeket azon sejtekhez hasonlitottuk, amelyeket
pZS5-tel és pUGAbase-zel, vagy pDsRedmibase-zel transzfektaltunk (100%) és az
eltéréseket %-ban adtuk meg.

A lentivirusok elkészitése: Ezt a munkafolyamatot Kvell Krisztidn végezte a Pécsi
Egyetem Immunoldgiai és Biotechnoldgiai Intézetében. Az shRNSa konstrukciot a
human U6 promoterrel egyitt a p?WPTS-GFP plazmidba atraktuk, az EF1 promaterrel
ellatott eGFP transzkripcidés egységgel azonos iranyultsaggal. Majd ezt a lentiviralis
transzfer plazmidot, amit pLshRNSa-nak neveztink el, psPAX2 és pMD2g segéd
plazmidokkal egyutt transzfektaltuk HEK293T transzducer sejtekbe, CaCl, médszer
alkalmazasaval. A I|étrejott virusokat a sejtek fellluszéjabol OsszegyUijtottik és
tisztitottuk. A viralis titert HeLa sejteken hataroztuk meg, ahol a GFP-t expresszalé
sejtek %-os értékét mértuk aramlasi citométerrel. Végul a virusokat 20%-os
szachar6z oldatban koncentraltuk ultracentrifugalassal, amig a titer elérte a 10°
TU/ml-es koncentracioét.

A lentivirus vektorok bejuttatasa: Ezt a munkafolyamatot Bender Balazs és Bbsze
Zsuzsa veégezte a godolléi Mezégazdasagi Biotechnoldgiai Kutatéintézetben.
Sprague Dawley ndstény patkanyok és FVB/Nhsd néstény egerek szuperovulaciojat
valtottak ki, majd a megtermékenyités utan az egysejtes allapotban lévé embridkat a
petevezetékbdl eltavolitottak. A lentivirusokat egy modositott metodika alapjan a
zona pellucida ala mikroinjektaltak [50]. Az injekcios pipettan [évé ti hegyét atszurtak
a zona pellucidan és finom pozitiv nyomast alkalmazva a koncentralt virusokat
beinjektaltak a zona pellucida és a sejtmembran koézé. Végul a korai stadiumban
Iévd, ép zona pellucidaval rendelkezd embridkat visszalltették alterhes néstények
petevezetékébe.




A transzgenikus allatok azonositasa és jellemzése

Transzgenikus allatok genotipizalasa: A DNS-t farok szdvetbdl izolaltuk
izopropanolos kicsapassal. A transzgén meglétét genomialis PCR-ral hataroztuk meg
GFP specifikus (forward: 5-CTCGTGACCACCCTGACCTAC-3’, reverse: 5'-
CATGATATAGACGTTGTGGCTGTT-3’), és shRNS specifikus (forward: 5'-
GAGGGCCTATTTCCCATGAT-3’, reverse: 5-TAAAGGTACCTCGCGAATGC-3)
primerekkel.

A transzgén beépulés helyének meghatarozasa ligacio-medialta PCR-al (LM-PCR):
A transzgén beépulésének a helyét LM-PCR-ral hataroztuk meg [51]. A genomialis
DNS-t Haelll restrikcios endonukledazzal emésztettik. Ezt kdvetéen az elsé PCR
soran egy a transzgénre specifikus primer no.1-t (5'-
CAGGGTACCTTTAAGACCAATGAC-3’), a masodik PCR soran Y-primer D-t és a
transzgénre specifikus primer no.2-t (5-TTTGCTTGTACTGGGTCTCTCTGG-3’),
végul a harmadik PCR soran Y-primer G-t és transzgén specifikus primer no.3-t
hasznaltunk (5'-TCAAGTAGTGTGTGCCCGTCTG-3’). A végsé PCR termék egy
~500 bp hosszusagu fragment volt, melyet szekvenaltattunk a no.3 és Y-primer G
primerekkel és a virusszekvenciahoz kapcsolodd kromoszdmalis szekvencia alapjan,
BLAST felhasznalasaval meghataroztuk a beépulés helyét. Majd az egész, ~4,5 Kb
hosszu beépult provirust amplifikaltuk a virus szekvencidahoz kapcsolodo
kromoszomalis DNS-re  specifikus  primerekkel, mint a Chr3A (5'-
GCTTTAAATGCCTTCCTTGTTAAA-3) és Chr3B (5'-
TAACTGAGAAGCAAGGTTTTGTTG-3’).  Végul ugyanezen primerekkel a
kromoszomalis részeket szekvenaltattuk.

Mennyiségi PCR (qPCR): Négy hetes egerek TRG sejtjeibdél total RNS-t izolaltunk,
majd oligo-dT primerekkel reverz transzkripciét végeztunk. A TRPV1, TRPA1 és
TRPV3 mRNS-ek mennyiségét qPCR-ral (Mm01246301_m1, Mm00625268 m1 és
MmO00454996_m1 TagMan prébak) hataroztuk meg. A AC; értékeket a hipoxantin
foszforiboziltranszferaz 1 és B2-mikroglobulin  haztartasi génekre tortént
normalizalassal kaptuk meg.

TRPV1 aktivitdsanak mérése TRG sejteken mikrofluorimetriaval: A TRG sejtekbdl
allé sejttenyészetet néhany napos egerekbdl készitettik el. A mérés, a receptorok
aktivalasa kapszaicinnel vagy mustarolajjal, valamint a kiértékelés ugyanazon
metddus szerint tortént, mint az siRNS-sel végzett kisérlet esetében. Az agonistakra
reagaldé sejteket megszamoltuk és a kezeletlen sejtekhez hasonlitottuk 6ket %-ban
kifejezve.

Szemtdrlés teszt: Az egerek szemébe kapszaicint (10 ug/ml) cseppentettink és a
mellsé labakkal végzett szemtdrlések szamat szamoltuk.

Talpon kivaltott nocifenziv viselkedés mérése: Az egerek bal hats6 labanak talpi
részébe kapszaicint (20 pl, 100 pg/ml) vagy annak olddszerét injektaltuk. A kivaltott
nocifenziv viselkedés mértékét pontszamokkal jellemeztik, amely a talpnyalassal
eltoltott idébdl és a talprazasok szamabdl tevédik dssze.

Fulén kivaltott akut neurogén gyulladas mérése: Az egerek fulének mindkét oldalat
30 pl, 2,5%-0s kapszaicinnel (96%-0s etanolban oldva) vagy 3%-0s mustarolajjal
(paraffin olajpan oldva) kentik be. A fll duzzadasanak mértékét egy 5 oras
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intervallumban éranként mértik muiszaki mikrométer segitségével. A duzzadas
mértékét %-ban fejeztlik ki a kezdeti értékhez viszonyitva és az oldoszerrel kezelt
allatokhoz hasonlitottuk.

RTX altal kivaltott hipotermia: Az egerek testhémérsékletét a rektumon keresztul egy
digitalis hémérével mértiuk 20 pg/kg RTX i.p. beadasa elétt és 7,5, 15, 30 és 60
perccel utana.

RTX altal kivaltott periférias vazodilatacid: Transzgenikus, nem transzgenikus és
Trpv1 KO néstény egerek altatast kovetden i.p. 20 pg/kg RTX injekciot kaptak. A
farokban kialakulé véraramas valtozast magas-felbontasu PIM-2 |ézer Doppler
scannerrel mértuk.

Kdérnyezeti hémérséklet-preferencia _meérése: Az egereket egy olyan készulékbe
helyeztiuk el, amelyben azok szabadon, két homérséklet (30°C vs. 35°C) kozott
valaszthattak. 40 percen keresztul, 10 perces intervallumokra bontva mértik az
egyes hémérsékleten eltdltott idét és az eredményeket %-ban adtuk meg. A mérés
elején és végén is megmértik a rektalis hémérseékletet.

1.4 EREDMENYEK

siRNS oligonukleotidokkal végzett kisérletek

siRNS-ek hatdsa ND-C és CHO kotranszfektalt sejteken: VsiR1 siRNS transzfekcid
utan a GFP fluoreszcenciaja szignifikdnsan csokkent az ND-C (15,4 + 3,5%) és CHO
(25,3 £ 6,7%) sejtekben a csak pZS5-tel transzfektalt sejtekhez (100%) viszonyitva.
Ahogy varhato volt, a TRPV1 knockdown hatas nem, vagy csak nagyon kis
mértékben jelentkezett a kontroll VsiR1INV siRNS-sel transzfektalt ND-C (102,4 +
9,4%) és CHO (85,1 + 6,8%) sejtekben.

siRNS-ek hatasa a TRPV1-et természetesen expresszald6 TRG neuronokon: Az
siRNS-sel nem kezelt mintakon a TRG sejtek 49,5%-a (95-bél 47) reagalt (ARF340/380
>0,1) kapszaicin-indukcidra. Ez az érték szignifikdnsan csokkent 6%-ra (134-bél 8)
VsiR1 siRNS-sel valé elbkezelés utan, amig a VsiR1INV siRNS el6kezelés nem
okozott valtozast (48%; 79-bdl 38).

Hogy meger6sitsik a VsiR1 siRNS szelektivitasat és kizarjuk a nem specifikus
hatasokat, a TRPA1 receptor aktivitasat is néztuk. A kezeletlen mintakon a
mustarolaj a TRG sejtek 23%-at (60-bol 14) aktivalta, amely érték nem valtozott a
VsiR1 siRNS-sel valé el6kezelés utan (23%; 66-bol 15). Ezek az eredmények
megerdsitik a VsiR1 siRNS hatasossagat és szelektivitdsat a TRPV1 receptoron.

Knockdown transzgenikus allatok létrehozasa

A Kkulénb6z6 shRNS-ek és miRNS-ek in vitro tesztelése: A kilonb6zé shRNS
konstrukcio pU6Abase kontroll vektorhoz viszonyitott expresszids értéke az 7-es
tablazatban lathato.

A pU6shRNSa, amelyet a VsiR1 siRNS alapjan terveztink, majdnem teljesen gatolta
a patkany-TRPV1eGFP expressziojat. A pU6shRNSc és pU6shRNSe ugyancsak
erbteljes, viszont a pUGshRNSf csak visszafogott gatlohatast fejtett ki. Ezzel
szemben a pU6shRNSd és pU6shRNSg nem befolyasoltak a patkany-TRPV1eGFP
expresszidjat. Erdekes, hogy a pUBshRNSh, amelyet egy hatastalan kontrollnak




terveztlnk, kisebb mértékben, de szignifikansan csokkentette az expressziét. Ennek
az okat nem tisztaztuk és a tovabbiakban nem is vizsgaltuk.

1-es tablazat.

TRPV1eGFP
. kotési hely shRNS szekvencia expresszio
Név : 0
(start:hossz) | (sense-hurok-antisense) (%)
(atlagxSD)
C
_ 5/ GCGCAUCUUCUACUUCAACUUCG -
pshRNSa 1373:21 UUCGCGUAGAAGAUGAAGUUGAA A 241
G
_ 5’ GGACCAACAUGCUCUACUAUACA
pshRNSc 1726:21 UUCCUGGUUGUACGAGAUGAUAU G 112
C
_ 5/ GCCAGGUAACUCUUACAACACG
pshRNSd 1946:20 UUCGGUCCAUUGAGAAUGUUGU A 1005
A
_ 5’ GCAUGUACAACGAGAUCUUGA A
pshRNSe 1000:21 UUCGUACAUGUUGCUCUAGAACU C 843
A
_ 5’ GGAUGCAAGCACUCGAGAUASA
pshRNSf 2471:21 UUCCUACGUUCGUGAGCUCUAU ,C 4316
A
_ 5/ GGAGGCCUGGCUUCUACUUU A
PshRNSg 802:20 UUCCUCCGGACCGAAGAUGAAR C 985
kevert 5/ GCACGAUCAUCGUCUACAAUACA
pshRNSh kontroll UUCGUGCUAGUAGCAGAUGUUAU G 79+4
. C
ellentétes 5’ GAAGUUGAAGUAGAAGAUGCGC ™G
pshRNSb hurok UUCUUCAACUUCAUCUUCUACGCG , A 3749
C
] . 5’ GCGCAaCUUCUACUUCAACUUCG
PshRNSi | mismatch UUCGCGUUGAAGAUGAAGUUGAA , A 9+1
C
. . 5/ GCGCuaCUUCUACUUCAACUUCG
PshRNSj | mismatch UUCGCGauGAAGAUGAAGUUGAA A 403
C
. 5’ GCGCAaCUUCUAGUUCAACUUCG
PshRNSk | mismatch UUCGCGUUGAAGAUCAAGUUGAA A 813
UUAG
5/ GCGCAUCUUCUACUUCAAC C -
pshRNS/ | nagy hurok UUCGCGUAGAAGAUGAAGUUG ;A 412
TUAG
L 5/ GCGCA-CUUCUACUUCAAC C
pshRNSm delécio UUCGCGUAGAAGAUGAAGUUG ;A 1542
forditott 5/ GCAACUUCAUCUUCUACGCGUUCG
pshRNSn 1013
kontroll UUCGUUGAAGUAGAAGAUGCGCAA , A

Tovabba megvizsgaltuk az shRNSa hét valtozatat is (ShRNSb, shRNS/-shRNSn). A
pUG6shRNSb, amely egy antisense-hurok-sense felépitéssel rendelkezik és az elején
egy extra G-t is tartalmaz, nem volt képes oly mértékben csdkkenteni a patkany-
TRPV1eGFP expressziojat, mint a pU6shRNSa. Az egyszeres mismatch-et
tartalmazé pU6shRNS/ varians elég hatékonyan, a tandem mismatch-et hordozé
varians (pU6shRNSj) mérsékelten, mig az elkulonulé dupla mismatch-et hordozo



valtozat (pU6shRNSk) a legkevésbé gatolta az expressziot. A kilenc-bazisu hurokkal
rendelkezé pU6shRNS/ hasonldan jol mikodott, mint a pU6shRNSa. A sense szalon
egy egyszeres deléciot hordozd varidns (pU6shRNSm) esetében a hatékonysag
lecsOkkent, de nem nagymértékben. Veégul a kontroll VsiR1INV-nek megfeleld
pU6shRNSn a vartaknak megfeleléen hatastalan volt.

A leghatékonyabb shRNS-ekkel azonos tdmadaspontu két miRNS-t is terveztink. A
pDsRedmiRNSa kevésbé tudta gatolni a patkany-TRPV1eGFP expresszidjat (24 +
10%), mint a vele megegyez6 tamadaspontu pU6shRNSa. A masik miRNS
(pDsRedmiRNSe) hasonldan alulmulta hatékonysagban (38 + 15%) az shRNS parjat
(pUB6shRNAe).

Az shRNSa volt a leghatékonyabb ebben az in vitro tesztben, ezért ezt hasznaltuk a
tovabbiakban a TRPV1 knockdown allatok létrehozasahoz. Mivel az shRNSa a
MRNS egy olyan szakaszat ismeri fel, ami az egérben és patkanyban is megegyezik,
ezért mindkét allat esetében fel tudtuk hasznalni.

Lentivirussal torténé transzgenezis: 96 lentivirussal injektalt patkany embriobdl 24
szlletett meg, de kozlliuk egy sem mutatott 455-495 nm-es hulldamhosszusagu kék
fény alatt lathatdo GFP expressziot, és nem adott pozitiv GFP-specifikus PCR
eredményt sem.

60 injektalt egér embriobdl 43 szuletett meg. Kettén volt [athaté a GFP expresszio,
de 5 adott pozitiv GFP-specifikus PCR eredményt, amelyek kodzul két alapitoé allatot
(#4 és #11) keresztezve vad tipusu FVB/Nhsd egerekkel transzgenikus utédokat
kaptunk.

Az alapito allatok GFP-PCR-pozitiv utddjainak szemébe kapszaicint cseppentettliink
és a szemtorlések szamat néztlik. A vad tipusu allatok esetében, ill. csak a GFP-t
hordozé transzgenikus egerek esetében ez az érték 14,2 £ 0,9 és 15 £ 0,9 volt. Ezzel
szemben a Trpv1 KO allatok nulla, vagy csak egy szemtdrléssel valaszoltak. A
legtdbb transzgenikus utdd ezen értékek kozti fenotipust mutatott, kevesebb, mint 6t
szemtorléssel.

Ezen eredményekre alapozva a legérzéketlenebb 10-es szamu allatot kivalasztottuk
és szaporitottuk, hogy egy transzgenikus egér vonalat hozzunk létre a tovabbi
kisérletekhez. A lentivirus vektor beépulésének helyét LM-PCR-ral meghataroztuk és
megallapithattuk, hogy egy kopia épult be a 3-as kromoszémaba a 154300070
nukleotidnal a zeta crystalline gén (GenelD 12972) mdgeé.

Elvalasztas utan a 10-es allat minden egyes utddjat PCR-ral és kapszaicinnel
kivaltott szemtorléssel teszteltik. Ezek alapjan az allatokat vagy transzgenikus (tg+)
vagy nem transzgenikus (tg-) csoportba soroltuk. A tovabbi kisérletek soran a tg-
alomtarsakat hasznaltuk kontrollként.

A transzgenikus allatok jellemzése

Egerek TRG neuronjain_expresszalédé TRPV1 analizise: Meghataroztuk TagMan
gPCR-ral a transzgenikus allatok TRG neuronjaiban a TRPV1, TRPV3 és TRPA1
MRNS szinteket. TRPV3 mRNS szintje a tg+ és a tg- allatokban is a detektalasi limit
alatt volt. Viszont a TRPV1 mRNS szintben szignifikans kildnbség mutatkozott a két
allatcsoport kdzott: tg- (AC: = 4,4), tg+ (AC: = 8,1). Az ezekbdl kapott AAC=3,7-es
éerték egy 13X-os TRPV1 mRNS csokkenést mutatott, azaz egy ~8%-0s mRNS
szintet a tg- allatokhoz viszonyitva. A TRPA1 mRNS szintben a tg- és tg+ allatok
kozott nem talaltunk kilonbséget. Ezek az eredmények is joI mutatjak, hogy az
shRNSa transzgén szignifikansan és szelektiven csokkentette a TRPV1
expresszidjat a tg+ egerek TRG-jében.




A TRG neuronokban a funkcionalis TRPV1 és TRPA1 receptorok mennyiségét is
meghataroztuk fura-2 mikrofluorimetriaval. A TRG neuronok 63%-a (123-bdl 77)
reagalt kapszaicinre (AR=1,11 £ 0,16) a tg- allatokban. A tg+ allatokbdl szarmazo
neuronok egyike sem (134-bél 0) adott detektalhato fluoreszcens jelet, mindegyik a
hattérzaj (AR< 0,1) alatt volt. Ugyanakkor mustarolajra a TRG neuronok 23%-a (85-
bdl 20) (AR=0,65 * 0,36) valaszolt a tg- egerekben, és hasonléan 21%-a (81-bél 17)
(AR=0,59 £ 0,35) a tg+ allatokban. Tehat a TRPV1 elleni shRNS transzgén képes
eliminalni a funkcionalis TRPV1 receptorokat, amig a TRPA1 receptor expressziéra
nincs hatassal.

Talpon kivaltott nocifenziv_viselkedés: Tg- allatok esetében a fajdalom nagysagat
megado érték az oldoszerrel végzett kezelés utan 20,2 £ 22,0 volt, amely kapszaicin
intraplantaris beadasa utan szignifikdnsan megnétt (84,5 + 33,2). A tg+ allatokban a
kapszaicines kezelés jelent6sebb fajdalmat nem idézett el6 (24,4 + 26,2), ami
szignifikdnsan nem is volt nagyobb, mint a szolvens altal kivaltott fajdalom mértéke
(12,0 £ 12,7). Ez jol mutatja, hogy a tg+ egerek talpaban lévé polimodalis szenzoros
neuronokon csak nagyon kevés maradvany TRPV1 aktivitas talalhaté.

Fuldén kivaltott akut neurogén gyulladas: A tg- allatokban a kapszaicinnel kivaltott
fulduzzadas mértéke legmarkansabban 2 o6raval a kezelés utan alakult ki (42,6
5,9%), amely a mérés ideje alatt mindvégig megmaradt. A tg+ allatokban nem jott
létre fUlduzzadas, szignifikans novekedés nem volt mérheté az olddészerrel kezelt
csoporthoz hasonlitva.

A mustarolaj-kezelés a tg- és tg+ allatoknal egyarant fulduzzadast valtott ki. A
legnagyobb ndvekedést a kezelés utani masodik éraban mértuk: 28,2 £ 5,5 (tg-) és
31,4 £ 7,5% (tg+). Egyik allatnal sem okozott az olddszer szignifikans valtozast a
fulek vastagsagaban.

Elmondhatjuk, hogy a TRPA1 receptor funkcionalisan nem sérilt a tg+ allatokban és
nem csak a TRPV1-hez kapcsolédd fajdalom-érzékelés, de a neurogén gyulladas
kialakulasa is szelektiven gatlédik bennuk.

RTX hatasa az egerek testhémérsékletére és periférias vérkeringésére: RTX i.p.
adasat kovetbéen a tg- egerekben a testhémérséklet minden mérési pontban
szignifikansan csokkent. A legalacsonyabb hémérsékletet 30 perccel a beadas utan
erték el (33,3 £ 0,1°C, a kezdeti érték 37,2 £ 0,2°C volt). A tg+ egerekben a
testhémérséklet csak némileg, de nem szignifikdnsan csokkent. A legalacsonyabb
értéket 6k is a 30. percnél érték el (36,2 + 0,2°C). Ez is azt tdmogatja, hogy a tg+
egerekben a TRPV1 aktivitas szignifikansan kisebb, de nem tiint el teljesen.

A farok vérataramlasanak valtozasat is vizsgaltuk I|ézer Doppler scanner
segitségével tg-, tg+ és Trpv1 KO egerekben. Az i.p. RTX kezelés szignifikans
vérataramlas-novekedést idézett el6 a tg- egerek farkaban, a legnagyobb értéket a
15. percben érték el (75,8 £ 25,9%, a kezdeti értékhez viszonyitva). A tg+ és Trpv1
KO allatok esetében csak egy kismértékl valtozast figyeltink meg, a maximum
értéket a 27. percben érték el: 35,5 + 2% és 21,9 + 18,5%. Tehat RTX i.p. adasa
kovetkeztében a tg+ egerek farkdban vazodilataciéo nem alakult ki.

Egerek kornyezeti hémeérséklet-preferenciaja: A tg- és tg+ ndstény egerek rektalis
hémérséklete és homérséklet preferenciaja kozott nem volt statisztikailag
szignifikans kulonbség. Bar a tg+ him egerek egy kicsivel tobb idd toltottek 35°C-on,
mint a tg- him egerek, ez a kulonbség csak a masodik mérési pontban volt
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szignifikans (tg-: 21,1 + 2,0%; tg+: 29,0 + 2,7%). Erdekes, hogy a tg+ him egerek egy
kicsivel tobb id6t toltottek a melegebb hémérsékleten, mégis a rektalis hémeérsékletik
szignifikansan alacsonyabb volt a kisérlet végén.

1.5 MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

A dolgozatom els6 részében azt ismertettem, hogy a TRPV1 receptor knockdown
allatokat hogyan allitottuk el és hogyan jellemeztuk.

Els6 lépésben siRNS-sel hatékonyan és szelektiven gatoltuk a TRPV1 expresszidjat
transzfektalt sejteken és patkany izolalt TRG neuronokon. Mivel a tovabbi célunk
TRPV1 knockdown transzgenikus egerek és patkanyok el6allitdsa volt, ezért egy
hatékony TRPV1 elleni shRNS konstrukciot kellett Iétrehoznunk.

Tobb shRNS-t terveztink a patkdny TRPV1 mRNS kilonb6zd helyeit megcélozva. A
leghatékonyabb shRNS (shRNSa) kotédési helye a kordbban mar in vitro tesztelt
VsiR1 siRNS—sel megegyez6 volt. Nem vizsgaltuk, hogy egyes shRNS-ek miért nem
voltak elég hatékonyak, de a mi tapasztalataink is egybecsengenek masok
észrevételeivel, miszerint minden egyes célba vett gén esetében tobb interferald
RNS-t kell tervezni és tesztelni. Tovabba az shRNSa-nak kulénbdzé valtozatait is
elkészitettik. De sem a kilenc-bazisu hurokkal rendelkezé varians (shRNS/), sem az
antisense-hurok-sense szerkezeti varians (ShRNSh) nem volt jobb, mint az shRNSa.
Tovabba az eredményeink azt mutatjak, hogy az egyszeres mismatch csak minimalis
csOkkenést idézett el6 a hatékonysagban, ahogy azt mar masok is leirtdk [52],
viszont a tandem és a kulonallé dupla mismatchek a hatékonysagot jelentésen
visszavetették. Az shRNS-ek mellett egy masik lehetéség a knockdown fenotipus
kialakitasahoz a mesterséges miRNS-ek alkalmazasa. Mivel a mesterséges miRNS-
ek jobban hasonlitanak a RNSi-ban természetesen is megtaldlhaté szubsztratokra,
ezért akar hatékonyabban is muikddhetnek [53]. Bar egyesek szerint a pol Il
promoterekkel atirt  shRNS-ek, mivel nagy mennyiségben expresszaldédnak,
hatékonyabbak, mint a pol Il prométerekkel atirt miRNS-ek [54]. Az altalunk kapott
eredmények is ezt tdmasztjak ala, hiszen a mi miRNS-eink is alulmultak a velik
megegyez6 shRNS-ek hatékonysagat.

Ezek utan az elbkisérletek utan a legjobban mikoédé shRNS-t (shRNSa) hasznaltuk
fel a lentiviralis transzgenezis soran.

Annak ellenére, hogy tdobb tanulmany is irodott patkanyok egysejtes embrdinak
sikeres transzgenezisérdl lentivirus szubzdénalis injekcidozasaval [55;56], sajnalatos
mddon a mi esetliinkben ez a metodika nem volt eredményes.

Masrészrél, mivel az shRNSa tdmadaspontja mind a patkany, mind pedig az egér
TRPV1 mRNS-én megyegyezik, ezért a vele elkészitett virusokat fel tudtuk hasznalni
az egerek esetében is. A transzgenezis hatékonysaga (~12%) alulmaradt a varthoz
képest (80%; [45]), de még mindig a tobbszorése volt, mint amit a pronuklearis
injekciézassal el lehet érni (~2%; [57]). 5 alapitd egér adott pozitiv genomialis GFP-
PCR eredményt, de kozuluk csak ketté§ mutatott lathaté GFP fluoreszcenciat (#4-es
és #11-es alapitok). A provirusok nem aktiv kromatinba torténé beépulése lehet az
oka annak, hogy egyes allatokban a GFP nem expresszalodott. Az alapitd allatok
utédai kozott (F1 generacid) tobb transzgenikus is volt, amelyek GFP-PCR-ra és
GFP fluoreszcenciara is pozitivitast és a kapszaicinnel kivaltott szemtorlés tesztben
er6sen csokkent érzékenységet mutattak. Ez megerésitést adott abban, hogy a
lentivirussal bejuttatott shRNSa konstrukcié a csiravonalba is bejutott, és igy képes
oroklédni. A tovabbiakban kivalasztottuk az F1 generacié kapszaicinre legkevésbé
érzékeny egyedét (#10), hogy tovabbszaporitasaval megalapozzuk a transzgenikus
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eger torzset (tg+). Meghataroztuk LM-PCR-ral, hogy ebben a vonalban a lentiviralis
vektor egyetlen képiaban épult be a genomba.

A tg+ egerek a kapszaicinnel indukalt szemtorlés tesztben csokkent érzékenységet
mutattak (1-5 torlés). Ez annak lehet kdszonhet, hogy van olyan mRNS, amely
elkerilve az RNS interferenciat képes egy minimalis receptorexpressziét
eredményezni. Meghataroztuk qPCR segitségével a TRPV1 mRNS mennyiségét és
azt talaltuk, hogy a tg+ egerekben ez az érték kb. 8% a tg- egerekhez viszonyitva.
Direkt moédon nem tudtuk kimutatni a receptor fehérje jelenlétét, de az intracellularis
Ca?*-mérésekre alapozva, durva szamitasok alapjan kisebb, mint 5%-ra becsiiljiik
azt. Annak ellenére, hogy lehet valamennyi minimalis maradék receptor expresszio a
tg+ egerekben, azok TRPV1 receptor hianyos fenotipust mutattak in vitro, ahol
egyetlen egy TRG neuron sem valaszolt kapszaicin izgatasra, és in vivo is, ahol a
talpban kivaltott nocifenziv tesztben és a fulon eldidézett neurogén gyulladasos
tesztben is a kapszaicin érzékelésének a hianyat lattuk.

A tg+ egerek hdészabalyozasat is vizsgaltuk. A TRPV1 csatorna nagyaranyu
csOkkenését jelzi az is, hogy az i.p. beadott RTX nem valtott ki a tg+ allatokban
hipotermiat, és a farokban sem idézett el6 vazodilataciét. Tovabba, hasonléan a
Trpv1 KO egerekhez [26;58], a tg+ egereknél sem szobahémérsékleten, sem pedig
hének kitéve nem figyeltink meg hipertermiat. Ezek az eredmények nem tdmogatjak
azt az elképzelést, hogy a TRPV1 receptornak van egy tonusos, abdominalis
preferencidju hatasa [26;59] a testhémérséklet szabalyozasara.

Prébaltuk TRG sejtekbdl gPCR-ral meghatarozni a TRPV3 mRNS szintjét [60], de az
a tg+ és tg- allatokban is a detektalasi hatar alatt volt, amely eltér a masok altal
eldallitott tg+ egerekben mértektdl [61].

Allatainkban még megvizsgaltuk a TRPA1 receptor expresszidjat és miikodését is
izolalt TRG neuronokon és mustarolaj-kivaltotta gyulladasos modellben. Mivel a tg+
egerekben sem a TRPA1 mRNS szint, sem a mustarolajra reagald TRG neuronok
szama, sem pedig a neurogén gyulladasos modellben a TRPA1 iranti érzékenység
nem valtozott, elmondhatjuk, hogy a TRPV1 knockdown hatas szelektiv és nem
befolyasolja a TRPA1 receptort. Ugyanakkor a vad tipusu egerekbdl szarmazoé
érz6idegekben a mustarolajjal kivaltott aram nagyobb, mint a Trpv1 KO egerekben,
és a TRPV1 receptor hianya esetén a mustarolajra valaszol6 sejtek szama kevesebb
[62;63]. Tehat lehetséges, hogy létezik egy transzlacidés vagy poszt-transzlaciés
szabalyozas a két receptor kozott, és a TRPV1 knockdown egerekben a kis
mennyiségben megmaraddé TRPV1 receptorok elegendbek, hogy stabilizéljak vagy
szabalyozzak a TRPA1 receptort a plazmamembranban.

Sajnalatos médon nem tudtunk homozigota tg+ egyedeket elballitani, mindig csak
heterozigdta tg+, vagy tg- utddokat kaptunk. Masok kimutattak, hogy az U6
iranyitotta shRNS overexpresszié interferalhat a sejtben expresszaloddé miRNS-
ekkel, ami akar letalis is lehet [64]. Ezért ugy sejtjuk, hogy a homozigdtakban lévé két
kopia U6-shRNS konstrukcid6 mar tul sok shRNS-t termel, és ez eredményezi az
életképtelen homozig6ta embridkat.

A dolgozatomnak ebben a fejezetében bemutattam, hogy hogyan hoztunk Iétre egy
jol  mikédé TRPV1  knockdown transzgenikus  egértorzset lentiviralis
transzgenezissel. A tovabbiakban még tervezzik, hogy a tdrzzsel kapcsolatos
felmerulé kérdéseket megvalaszoljuk, valamint, hogy segitségukkel bévitsik eddigi
tudasunkat a TRPV1 receptorrdl.
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Il. A LIPID RAFT KAROSITASANAK HATASAI
TRPV1 ES TRPA1 CSATORNAK AKTIVITASARA

1.1 BEVEZETES

A lipid raftok szerkezete. A sejtmembran a korabban leirt Singer-Nicholson féle
modelltdl eltéréen nem egységes, hanem rendezettebb strukturaval rendelkezé un.
lipid raftok helyezkednek el benne [65]. A lipid raftok gazdagabbak koleszterolban,
szfingolipidekben (glikoszfingolipidek (GSL-ek) és szfingomielin (SM)) és telitett
glicerofoszfolipidekben (GPL) a nem lipid raft régidkhoz képest. A kett6s lipid
rétegben ezeknek az alkotoelemeknek az elhelyezkedése nem szimmetrikus. A kilsé
rétegben inkabb szfingolipidek helyezkednek el, amig a bels6 rétegben tobb telitett
GPL talalhat6. A koleszterol mindkét rétegben egyenld aranyban van jelen és
szerepe egyrészt a szfingolipidek ,feje” kdzti rész kitoltése, masrészt a zsirsavlancok
kikotése a szemben lév réteghez. A lipid raftok fehérjéket is tartalmaznak a kilsé
vagy a belsd réteghez kihorgonyozva, esetleg transzmembran domének révén a
membranon atnyulva [65;66].

Lipid raftok a receptorkutatasban. Tobb lehetéség is van arra, hogy a lipid raftok
szerepét a receptorok funkcidjaban megvizsgaljuk: a metil-p-cyclodextrin (MgCD)
megnoveli a koleszterol oldékonysagat és eltavolitia azt a membranbdl [67], a
szfingomielinaz (SMaz) hidrolizalja a SM-t [68], a myriocin gatolja a SM bioszintézisét
[69], valamint a D-threo-1-Phenyl-2-decanoylamino-3-morpholino-1-propanol (D-
PDMP) gatolja a GSL-ek szintézisét [67].

Eddig csak kevés és ellentmondé eredményeket hozd kisérlet zajlott annak
érdekében, hogy a TRPV1 csatorna mikodése és a lipid raftok kozti esetleges
kapcsolatot feltarjak. DRG neuronokban MgCD-vel kivaltott koleszterol deplécio a
hével indukalt aramot nem befolyasolta, amig a kapszaicin-aktivalta aram
amplituddja szignifikdnsan csdkkent [70]. Ezzel szemben, korabban kdzoltek szerint,
a koleszterol depléci6 nem befolyasolta a TRPV1 mikoddését patkany C6 glioma
sejteken [71].

1.2 CELKITUZES

Célul tiztik ki annak meghatarozasat, hogy a lipid raftban torténd valtoztatasok

képesek-e a TRPV1 és TRPA1 csatornak aktivalhatosagat modositani:

1. Meg akartuk vizsgalni TRPV1-transzfektalt sejtvonalon, hogy a koleszterol, SM és
GSL-ek deplécidja hogyan valtoztatia meg a csatornan bearamlé Ca?*
mennyiségét kulonbdzé vanilloid és nem vanilloid aktivatorok alkalmazasa esetén.

2. Ugyanez volt a célunk TRPV1-et természetesen expresszald érzd neuronokon is.

3. Végul a TRPA1 kulonb6z6 agonistakkal valo aktivalhatosaganak valtozasat
akartuk megmeérni SM depléciét kdvetben érzé neuronokon.

1.3 VIZSGALATI MODSZEREK

TRPV1-et expresszaldé CHO sejteken végzett kisérletek: TRPV1 receptort stabilan
expresszaldé CHO sejteket el6kezeltink MgCD-vel 30, SMazzal 60 percig, myriocinnal
és D-PDMP-vel egy éjszakan keresztul. A kontrollként szolgal6é sejteket hasonldan
kezeltlk el6, de csak az anyagnak megfelel6 olddészerrel. Majd a sejteket kalcium-
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mentes Hank’s oldattal (pH 7.4) mostuk, és inkubaltuk a receptor egyik agonistajaval
(100 nM kapszaicin, 3 nM RTX, 10 uM AEA, 10 yM OLDA) és 200 pCi/ml *°Ca**
izotoppal. Amikor pH 5.5-tel aktivaltuk a receptort, el6szoér pH 7.4, majd pH 2.05
Hank’s oldatot tettink a sejteket tartalmazé lemezre, hogy a kivant pH értéket
elérjik. Az aktivaciot kdvetben a sejteket tObbszor ECS-sel mostuk, a visszamaradt
puffert elparologtattuk, 0,1%-os SDS-sel a sejtekben felgyllemlett izotopot
felszabaditottuk és szcintillacios folyadékba téve szcintillaciés mérével a
radioaktivitist meghataroztuk. A *°Ca®* felvétel értékét %-ban adtuk meg az
oldészeres kontrollhoz (100%) viszonyitva.

TRG neuronokonon végzett kisérletek: A TRG neuronokbdl allé sejtkulturak
elkészitése és a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivitasanak mérése fura-2
mikrofluorimetriaval az 1/3 fejezetben leirtak alapjan tortént.

A TRG neuronokat kulonb6z6é koncentracidju MgCD-vel 30 percig, SMazzal,
ceramiddal, vagy szfingozinnal 60 percig, myriocinnal, vagy D-PDMP-vel egy
éjszakan keresztul inkubaltuk standard koérilmények kozott. A kontroll esetében a
sejtek az adott vegyulet oldoszerével volt el6kezelve.

A fura-2-AM festést kdvetéen a TRPV1 receptor aktivacioja egy 10 mp-es kapszaicin
(330 nM) vagy RTX (3 nM) adassal tortént. A TRPA1 receptort mustarolajjal (200
uM) vagy formalinnal (0,01%) aktivaltuk 30 mp-ig. A belsd raktarakbdl térténé Ca**
felszabadulashoz a sejteket thapsigarginnal (200 nM) kezeltik 30 mp-ig. A
feszlltség-fliggd csatornak aktivalasa 3 mp-es KCI (50 mM) adassal tortént.

Azokat a sejteket tekintettlik receptort expresszald sejteknek, amelyek AR értéke az
aktivaciot kovetéen >0,1. Az aktivalt és nem aktivalt sejtek aranyat %-ban adtuk meg
és az oldoszerrel kezelt kontrollhoz viszonyitottuk.

1.4 EREDMENYEK

A koleszterol-kivonas hatasa a TRPV1 receptoron

1, 3 és 10 mM MgCD elbkezelées utan TRPV1-et expresszaldé CHO sejtek
kapszaicinre adott valasza dozistdl fuiggéen csokkent 81,7 + 8,8, 72,7 £ 19,4 és 57,5
t 16,6%-ra. Hasonl6 szignifikdns csoOkkenés volt megfigyelheté OLDA aktivaciot
kovetben is (3 mM-os elbkezelés utan 56,9 + 17,6% és 10 mM-os utan 56 + 22,7%).
Mas TRPV1 agonistak, mint az RTX, az endogén ligand AEA és az 5.5 pH altal
kivaltott aktivaciéra a hasonlé el6kezelés nem gyakorolt hatast.

TRG neuronok esetében az elb6kezelés nélkili kontrollokon a kapszaicinnel aktivalt
reagalo sejtek aranya 62% (93-bdl 58) volt, amely 3 és 10 mM MgCD el6kezelést
kovetéen 39%-ra (38-bdl 15) és 10,5%-ra (76-bdl 8) csdkkent. RTX aktivacié esetén
a kontoll érték 57% (70-bél 40) volt és 22%-ra (77-bél 17) valamint 15%-ra (80-bdl
12) csokkent.

A SM-karositas hatasa a TRPV1 és TRPA1 csatornakon

Megvaltozott TRPV1 aktivacio SM-emésztés utan: TRPV1-et expresszalé CHO
sejteken a 1 és 10 mUN SMaz elbkezelés szignifikdnsan csdkkentette a kapszaicin-
kivaltotta “*Ca* -felvételt 42,3 + 15,8 és 19 % 7,7%-ra. A hasonl6 elékezelés az RTX-
kivaltotta aktivaciora nem gyakorolt hatast. Tovabba a kapszaicin-indukalta *°Ca?*-
felvétel 10 és 20 yM D-PDMP elbkezelést kovetbéen a kontroll érték 51,3 és 23,5%-
ara csokkent. Ezek az el6kezelések az RTX aktivacios hatasat is csokkentették (68
és 38%-ra). Hasonld aktivitds csokkenést mutattak az 5 és 50 nM myriocinnel
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el6kezelt sejtek a kapszaicin aktivaciot kovetden (51 és 22%). Az 50 nM-os myriocin
el6kezelés az RTX altal kivaltott aktivaciot is csokkentette 47%-ra.

TRG neuronok esetében a 10 mUN-os SMaz el6kezelés a kapszaicinnel aktivalt
sejtek aranyat 65%-rél (155-bél 101) 56%-ra (75-bél 42), a 30 mUN-os SMaz
el6kezelés szignifikansan 48%-ra (75-b6l 36) csoOkkentette. Az RTX esetében a
valaszol6 sejtek aranya a 10 és 30 mUN-os SMaz el6kezelést kdvetben a kontroll
60,3%-rol (116-bdl 70) 45%-ra (33-bol 15) és 34%-ra (32-bdl 11) valtozott. A
magasabb koncentracioju D-PDMP (50 uM) elbkezelés a kapszaicin (22%; 55-bél
12) és RTX (11%; 47-bdl 5) aktivaciot is szignifikansan csOkkentette. Végul a
magasabb koncentracioju myriocin (200 nM) el6kezelés ugyancsak szignifikans
csokkenést idézett el6 mindkét agonista esetében: kapszaicin 30% (56-bdl 17), RTX
40% (60-bdl 24).

SMaz elbkezelés hatdsa TRPA1 aktivacidjara: SMaz eldkezelés nélkal a
mustarolajra valaszolé TRG neuronok aranya 26,8% (379-bél 98) volt. Ez az érték 10
és 30 mUN-os SMaz elbkezeléssel szignifikdnsan csokkent 16,9 (148-bol 25) és
4.1%-ra (97-bél 4). Formalinos aktivacié esetén a kontroll sejtek 39,7%-a (88-bdl 35)
aktivalodott, ami 10 mUN SMaz el6kezelés utan nem, de 30 mUN SMaz el6kezelés
utan szignifikansan csokkent 26,3%-ra (80-bdl 21).

SMaz elbkezelés nem befolyasolta a bels6 membranokat, sem a feszlltség-fuggd
Ca?"_csatornakat: Thapsigargin hatasara, amely a belsd raktarakban lévé Ca**-ot
szabaditja fel [72], az el6kezeletlen TRG neuronok 48,1%-aban (154-bél 74) mértink
Ca-jelet. Ez az érték nem valtozott szignifikdansan sem a 10 mUN (44,3%; 192-bél
85), sem pedig a 30 mUN (44,9%; 107-bdl 48) SMaz el6kezelést kdvetben. Ez jol
mutatja, hogy az SMaz a bels6 membranokat nem karositotta.

KCl hatasara a kontroll lemezeken a TRG neuronok 96%-a (76-bdl 73) mutatott
aktivaciot és ez az érték nem valtozott 30 mUN SMaz elbkezelés (95,2%; 83-bdl 79)
hatasara sem. Hasonléképpen az SMaz el6kezelés a mért atlagos fluoreszcencia
csucsértékét sem valtoztatta meg a KCI-kivaltott indukcié soran, ami a kontroll
lemezeken AR=1,107 £ 0,496 volt, mig az SMaz el6kezelt lemezeken AR=1,143 +
0,506 volt. Ezzel szemben ez az érték az SMaz el6kezelésnek kdszdnhetben
szignifikansan csdkkent 1,066 £ 0,618-r6l 0,403 + 0,229-re a TRPV1 kapszaicinnel
torténd izgatasa és 0,714 £ 0,316-r6l 0,313 £ 0,120-ra a TRPA1 mustarolajjal valo
aktivalasa soran.

Sem a ceramid, sem a szfingozin nem befolyasolta a TRPV1 receptor aktivitdsat:
TRPV1-et expresszaldo CHO sejteket az SMaz enzim termékeivel, 1 és 10 uM
ceramiddal vagy szfingozinnal el6kezeltink és a TRPV1-et kapszaicinnel aktivaltuk.
Nem talaltunk receptor aktivitdas csokkenést sem az 1 és 10 yM ceramid (120 + 31,2
és 126 £ 33,9%), sem pedig az 1 és 10 yM szfingozin (117 + 29,8 és 115 £ 36,7%)
elb6kezelést kovetden.

MgCD és SMaz egyiittes alkalmazasa megvaltoztatta a TRPV1 receptor
aktivitasat

Amikor TRG neuronokat egyuttesen el6kezeltink alacsony, dnmagaban nem
hatasos koncentracioju MgCD-vel (1 mM) és SMaz-zal (0,1 mUN), nem talaltunk a
kapszaicinre vagy RTX-re szignifikansan kisebb valaszt.

Viszont a TRPV1-et expresszaldo CHO sejtek esetében a kombinalt elékezelés egy
jelentés gatlast idézett el6 a kapszaicinnél (14,5%) és az RTX-nél (18,7%) is.
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1.5 MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Dolgozatomnak ebben a részében azt vizsgaltuk, hogy a lipid raft f6
komponenseinek, mint koleszterol, SM és GSL-ek, deplécidjaval elbidézett
sejtmembran karositas hogyan hat a TRPV1 és TRPA1 kation csatornak nyithatésagi
tulajdonsagaira.

A koleszterol MgCD-vel el6idézett deplécidja a TRPV1-et expresszalé CHO sejteken
gatolta a kapszaicin és OLDA Aaltal kivaltott kalcium valaszt, de az RTX, AEA és az
alacsony pH altali valaszokat nem. Mivel a proton medialta csatorna aktivacioért és
nyitasért a poérust alkotd hurok kulsé részén elhelyezkedé Glu 648 és Glu 600
aminosavak a felel6sek [73], ezért nem meglepd, hogy a lipid raft karositdas nem
befolyasolta ezt a kapufunkciét. A kapszaicin és RTX kapunyito tulajdonsagai kozti
kilonbségek a koleszterol és SM deplécio utan ezen agonistak kulonb6zé
allosztérikus kotéhelyeivel magyarazhatok. Ezek az agonistak intracellularisan
kotédnek a receptorhoz. A vanilloid gyok H-kotd tulajdonsaga nélkulozhetetlen a
kapszaicin hatasaban, de az RTX-ében nem. Az RTX esetében talan a 3a-keto
egyseggel ellatott nagy hidrofob diterpén vaz alapvet6 [74] és elegendd, hogy egy
overexpresszalt sejtvonalon a receptorhoz kotédjon még akkor is, ha a lipid raftbdl a
koleszterol, vagy SM depletalva van. Ezzel szemben a receptort természetesen
expresszalé TRG sejteken a koleszterol és SM deplécié hasonld hatast fejtett ki a
kapszaicin és RTX hatasara. A kllénbségnek részben az lehet az oka, hogy
kllénbség van az ioncsatornat korbevevéd lipid raftban az overexpresszalt és a
természtesen expresszald sejtek kozott. Mindazonaltal, az MgCD és SMaz egyluttes
adasabol fakadoé eredmények, ahol csak a TRPV1-et overexpresszalé sejtvonalon
volt csOkkenés és a TRG-ken nem, abbdl is eredhetnek, hogy a TRPV1 és mas TRP
csatornak kozott interakcid van [62].

A lipid raft SMazzal tortént el6kezelése mindkét TRPA1 agonista hatasat
befolyasolta, de a feszilltség-fliggé Ca** csatornak vagy a thapsigargin hatasat nem.
A ceramid és szfingozin el6kezelés sem befolyasolta a TRPV1 aktivitasat.
Egyuttesen ezen eredményekbdl levonhatjuk, hogy a sejtmembranban Iévé lipid
raftok fontosabb szerepet jatszhatnak a ligand-figgé TRP csatornak aktivacidjaban,
mint azt eddig gondoltak. Tovabba ezek az eredmények megerésitik az SMaz
elb6kezelés, mint alkalmas farmakologiai médszertani eszkd6z megbizhatésagat is.
Tovabbi kisérletekre van szikség annak tisztazasara, hogy az SMaz, SM és GSL-ek
bioszintézisét gatld vegylletek hatasai kozti kulonbségek az RTX kotédésével
vannak-e kapcsolatban, vagy az utébbi vegylletek hosszabb expozicidjaval, amely
jelentésebb eltérést idézhet el a lipid raftban.

Osszegzésképpen elmondhaté, hogy a lipid raft az eddigi elképzeléseken tul
fontosabb szerepet tdlthet be a TRP csatornakon haté anyagok aktivacios
képességében.

OSSZEGZES

A doktori értekezésemben olyan Uj megkdzelitési mdédokat mutattam be, amelyekkel
tobbet megtudhatunk a mar sokat kutatott TRPV1 receptorrdl.

A dolgozatom elsé felében leirtam, hogy hogyan hoztunk Iétre lentivirusokkal
transzgenikus TRPV1 knockdown allatokat.
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Tobb shRNS és miRNS konstrukciot terveztink és teszteltink sejtkulturakon. A
leghatékonyabban mikodé shRNS-t beépitettik egy lentiviralis vektor rendszerbe,
amelybdl virusokat allitottunk elé és szubzdnalis injekciéval patkany és egér
egysejtes allapotban Iévé embridiba juttatuk. Az egerek esetében tobb mddon is
tudtuk bizonyitani a transzgenezis hatékonysagat, és hogy a kialakult TRPV1
fenotipus egy allandd és 6rokl6dé tulajdonsag. Tehat a sajat eredményeink alapjan
csak megerdsiteni tudjuk a lentivirdlis transzgenezis hatékonysagat, és tamogatjuk
azt a nézetet, hogy az RNSi egy alkalmas médszer lehet a fajdalomkutatasban, mind
a validalasban, mind pedig a lehetséges U] targetek leirasaban. Viszont azt szemel6tt
kell tartani, hogy ugyannak a fehériének a hianya, attél fuggdéen, hogy milyen
modszerrel lett kivaltva, mas mellékhatassal birhat, amit a TRPV1 knockout
egerekben a csokkent, a knockdown egerekben a valtozatlan TRPA1 expresszios
szint is jol mutat. Ezért az a személyes véleményem, hogy ezek a technikdk nem
helyettesithet6k egymassal, hanem egyuttes alkalmazasukkal lehet pontosabb képet
alkotni.

A dolgozatom masodik felében a lipid raft depléciojat, mint 0j farmakoldgiai médszert
hasznaltuk, hogy a receptort ne O6nmagaban, mint egy ,maganyos” fehérjét
vizsgaljuk, hanem mint egy komplex membranstruktura elemét. Bemutattuk, hogy a
lipid raft képes befolyasolni a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivaciéjat az
aktivatorok hozzaférhet6ségének megvaltoztatasaval. Ezek a valtozasok attdl is
fugghetnek, hogy a lipid raft megvaltoztatasahoz milyen anyagot hasznalunk, és
hogy milyen receptor-expresszios rendszerben tesszik azt. Eredményeink tobb
bizonyitékot is adnak arra, hogy ez a megkdzelitési mdd egy teljesen Uj modszer
lehet a farmakoldgiai kutatasokban.
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