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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

[*S|GTH/S:
[Ca?"]i:
3-MST:
AITC:
ANOVA:
CaM:
CAMP:
CBS:
CGRP:

a-CGRP* egér:

0-CGRP" egér:
CHO:
CO:
COX:
CPM:
CSE:
DAG:
DMEM:
DPP IV:
DRG:
EGTA:
ER:
fura-2 AM:
GDP:
GP:
GPI:
IP3:
LPA:
M65:
MAPK:
MCD:
NGF:
NF«xB:

B°S]guanozin-5’-O-f-tio]trifoszfat
intracellularis C& koncentracio
3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferaz
allilizotiocianat
analysis of variance/variancia-analizis
kalcium-kalmodulin

ciklikus adenozin-monofoszfat
cisztationin-3-szintaz

calcitonin gene-related peptide/kalcitayén-rokon peptid
a-kalcitonin gén-rokon peptid vad tipusu egér
a-kalcitonin gén-rokon peptid génhianyos egér
chinese hamster ovary/kinai hércség ovarium
szén-monoxid

ciklooxigenaz

count per minute/percenkeénti beltésszam
cisztationin-liaz

diacilglicerol

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
dipeptidil-peptidaz IV

dorsal root ganglion/hatségyoki ganglion
ethylene-glycol-tetraacetic acid/ etilénkgl-tetraecetsav
endoplazmatikus retikulum

fura-2 acetoxi-metilészter
guanozin-5’-difoszfat

generalised polarisation/altalanos polarizéci
glikozil-foszfatidil-inozitol

inozitol-triszfoszfat

lysophosphatidic acid/ lizofoszfatidsav
maxadilan 65

mitogén-aktivalt protein kinaz
metil-ciklodextrin

nerve growth factor/idegi ndvekedési faktor

nuklearis faktokB



NK1: neurokinin 1

NK1** egér: neurokinin 1 receptor vad tipusu egér

NK1' egér: neurokinin 1 receptor génhianyos egér

NKA: neurokinin A

NMDG: N-metil-D-glukamin

NO: nitrogén-monoxid

NSAID: non-steroidal anti-inflammatory drugs/ neateroid

gyulladasgatlok

PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating ypeptidehypohysis
adenilat-ciklaz aktivalé polipeptid

PACAP’ egér: hypohysisadenilat-ciklaz aktivaloé polipeptid génhianyosregé

PBS: phosphate buffer saline/foszfat puffer blda

PC: foszfatidil-kolin

PIP.: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat

PKA: protein kinaz A

PKC: protein kinaz C

PLC: foszfolipaz C

PLD: foszfolipdz D

PS: pregnenolon-szulfat

RAMP: receptor aktivaciot modosito protein

RIA: radioimmunoassay

ROS: reactive oxygen species/reaktiv oxigén gyok

RTX: reziniferatoxin

SDS: sodium-dodecil-sulfate/natrium-dodecil-&ul

SMaz: szfingomielinaz

SP: substance P/P-anyag

Sst: Szomatosztatin

sst** egér: szomatosztatin 4 receptor vad tipusu egér

sst’ egér: szomatosztatin 4 receptor génhianyos eger

TNC: trigeminus nucleus caudatiatleus caudalis nervi trigemini

TRG: trigeminalis ganglion

Tris-EGTA: tris-ethylene-glycol-tetraacetic acid/

trisz-etilén-glikol-tetraecetsav
Tris-HCI: tris-(hydroxymethyl)-aminomethane-hydhtoride/

trisz-(hidroximetil)-aminometén-hidroklorid
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TRP: Tranziens Receptor Potencial

TRPAL: Tranziens Receptor Potenciél Ankirin 1

TRPAT™* egér: Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 receptor tipdsu egér
TRPA1L" egér: Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1 remegénhianyos egér
TRPM3: Tranziens Receptor Potencial Melasztatin 3

TRPMS: Tranziens Receptor Potencial Melasztatin 8

TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1

VIP: vazoaktiv intesztinalis polipeptid

VR1: Vanilloid 1



2. KUTATASI KONCEPCIO

A fajdalom tényleges vagy potencialis szovetkarasogels, kellemetlen és szubjektiv
erzeskvalitas, jeles emocionalis komponenssel. A nociceptorok potéieaid
szovetkarositd ingerekre (termalis, mechanikai, ig§nspecifikusan reagaldé szenzoros
idegvégddések, fajdalomszignalt kozvetitenek a kozponti gidedszerbe. A
nociceptorok felosztasa tobb szempont szerint rbgé Erzékenységik alapjan
megkulonboztetiink csak egyfajta ingerrel aktivalhamnimodalis, illetve tdbbféle
ingerrel egyarant aktivalhatd polimodalis nocicepkat. Axonjaik mielinizaltsaga
szerint léteznek vékonyan mielinizalt, kozepesegynatmééjii As rostok, melyek a
gyorsan terjed (12—30 m/s), éles, magas ingerkusggirimer (szomatikus) fajdalomért
felelések. A nociceptorok masik nagy csoportja a kis &pe mielinhtvely nélkali,
lassan vezét (0,5-2,0 m/s) C-rostok, melyek a szekunder, diffigmisu fajdalomeért
felelosek. A felszallo nociceptiv palya élseleme a nociceptiv primer afferens neuron (I.
neuron), melynek centralis nytlvanya szinaptizélagsé szarv 1., Il. és V. rétegének
projekcidés neuronjaival. Kétféle felszall6 projedxineuron (Il. neuron) szallitia az
informaciot a hatsé szarvtél taalamusig (spinothalamicugalya), ahol a fajdalom-
bemenet integraciéja megy végbe. Az atkapcsoloti#sairostok egy része a kéreg felé
halad, mas részilk agakat ad lgp@amen a nucleus caudatugs apallidum felé
(subcorticalisfajdalompalya). A lll. neuron thalamusbél a szenzoros kéregbe vezet
(thalamocorticalis palya). A csips paprikaban talalhaté kapszaicin a periférias
nociceptorok egy specialis tipusan, az un. kapseaizékeny peptiderg afferenseken
lokaliz&lodd Tranziens Receptor Potencial VanilldidTRPV1) receptoron fejti ki a
hatasat. A TRPV1 receptort expresszaldé neuronok-808rtalmazza a Tranziens
Receptor Potencial Ankirin 1 (TRPA1) receptort (8tés mtsai., 2003). A TRPV1
receptor farmakoldgiai vizsgalatanak legfontosalszkéze a kapszaicin mellett a
reziniferatoxin (RTX), mely exogén vanilloid strakéju ultrapotens kapszaicin analdg.
A TRPAL receptor fontos exogén agonistaja az adlilocianat (AITC), Ujabb kutatasok
szerint a hidrogén-szulfid @3) is képes aktivalni a receptort. A kapszaicirékeny
erzideg-veégddeések jellegzetessége, hogy harmas funkcidval Hezmteek: afferens,
lokdlis és szisztémas efferens tkiidéseket kozvetitenek. Szamos betegség
patomechanizmusdban fontos szerepet jatszO0 neurapéniladast a jelenleg
rendelkezésre allé gyogyszeres terapia nem képékdmyan befolyasolni. Az opioidok
nagy hatékonysagu és hatéssed analgetikumok, fajdalomcsillapité hatasukban

szerepet jatszik a leszallo gatlopalyak aktivaldsalamint gerincvéli hatasok
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(preszinaptikusan: mediator felszabadulas gatlgsaesztszinaptikusan: membran
hiperpolarizacid). Alkalmazasukat korlatozzak s8lyamellékhatasaik, mint a
légzokozpont-depresszio és a kezelés soran kialakuldidsgdependencia jelensége. A
széles korben alkalmazott nem-szteroid gyulladé&dgafNSAID) a fajdalom- és
gyulladaskeli prosztaglandinokat szintetizald ciklooxigenaz (QQzimet gatoljak.
Az opioidokkal ellentétben nem okoznak dependenaié&inban kisebb hatékonysaggal
rendelkeznek, valamint gasztrointesztinalis, rend@s hematoldgiai mellékhatasokat
okoznak. A mellékhatasok mérséklése céljabdl lagztett COX-2 preferencialis szerek
azonban a nem-szelektiv szerekhez hasonléan aokaszkularis rizikét jeleldsen
novelik. Az adjuvans analgetikumok (triciklikus mlgpresszansok, antiepileptikumok,
helyi érzéstelentk) a neuropatias fajdalmat csokkentik, altalanoslgetikus hatassal
azonban nem rendelkeznek. Mindezek alapjan szigségehatdsmechanizmusu,
elsssorban az éfddeg-vegsddéseken hatd fajdalomcsillapitok, gyulladascsokikent
fejlesztése. A bS5 képes aktivalni a kapszaicin-érzékeny peptidergoideg-
végzidéseket, ezaltal szerepe lehet gyulladas- és dadalyamatokban. Szamos
modellrendszerben bizonyitottak, hogy a gazmediétbra hatast TRPAL receptoron
keresztil fejti ki. A TRPV1 receptort a fajdalonmfaakologiai befolyasolhatosaganak f
target molekuldjanak tartjdk, az antagonistak ésgumistak is analgetikus hatassal
birnak. A TRPV1 antagonistak alkalmazhatésagat lzemon korlatozzak sulyos
mellékhatasaik (hipertermiad@rzékelési zavar). Alternativ alapkisérletes megktise
lehet a receptorfikddés befolyasolasanak a receptorok hidroféb kadgizsoak
vizsgélata. A TRP receptorok szamos tagja képezvjeli komplexet az an. lipid
raftokban, melyek szerkezeti integritasa hatassalareceptorok tikodésére. A migrén
patomechanizmusanak legelfogadottabb elmélete gentinovaszkularis tedria
(Moskowitz, 1992). A trigeminovaszkularis rendszed primer Szenzoros
pszeudounipolaris neuronok és a meningedlis ekekjak. Az érdneuron periférids agai
a kranidlis ereket és a meningeadlis szOveteketrvahék, a sejttestek a trigeminalis
ganglionban (TRG) talalhatok. A centralis rostolagytorzsben, aucleus caudalis nervi
trigeminiben (TNC) és anucleus tractus spinalis nervi trigemiben talalhato
masodrend neuronok tertletére projektalnak. A harmadtenduron athalamusban
lokalizalédik. A migrén generatorként azonositadiplre magbdl,periagueductalis
szurkeallomanybdl éecus coeruleuhol kiinduld leszallé palyak szerepet jatszanak a
trigeminovaszkularis aktivacioban. Az aktivacio ktkeztében vazoaktiv neuropeptidek,
mint a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), P-any8®) és vazoaktiv intesztinalis

polipeptid (VIP) szabadulnak fel a vég#skdl, melyek értagulatot, plazmaprotein
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kiaramlast, hizésejt degranulaciot okoznak, kidlaka neurogén gyulladast. A peptiderg
szenzoros idegvéddéseken expresszalodnak az 5redd receptorok, melyeknek
agonistai a triptdnok migrénes roham kezeléséadralizott szerek. Hatékonyan gatoljak
a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat, a negimgereken vazokonstriktor
hatasuak, azonban nem képesek hatékonyan csokkatrigeminalis hiperexcitabilitast
(Villalon és mtsai., 2003). A profilaktikus kezel@&blokkolok, 5-HT, antagonistak,
triciklikus antidepresszansok) csak a betegek éggemél képes a rohamokat kialakulaséat
gatolni. A migrén patomechanizmusanak tovabbi tadnlyozasa, U] targetek
azonositasa egy hatékonyabb, sikeresebb migréesllgerapia szempontjabdl
elengedhetetlen. A PACAP a trigeminovaszkularisdseerrel dsszeflggrégiokban
expresszalodik (Tajti és mtsai., 2001). Ujabb lagak szerint a PACAP migrénsier
fejfajast general (Schytz és mtsai., 2009). Egyiktasanan megfigyelés szerint migrénes
rohamok alatt a PACAP plazmakoncentracidja megemdelit (Tuka és mtsai., 2013).
Kutatécsoportunk PACAP génhidnyos egerek felhassdahl végzett komplex
magatartasi, funkcionalis és morfoldgiai vizsgalataonyitjak, hogy a PACAP jeletd
szerepet jatszik a trigeminovaszkularis rendszetivaidjaban. A neuropeptid
kozvetlenldl a meningedlis ereken, a TRG és a TNajéa fejti ki aktivald hatasat
(Markovics és mtsai., 2012). Ezen megfigyeléselpjata a PACAP receptorok Uj
potencialis tergpias célpontok lehetnek migrénebegyogyszerfejlesztés folyaman.



3. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

3.1 Alipid raft diszrupcié hatasa a TRP receptorok akivalhatésagara

3.1.1 A kapszaicin torténete

A nociceptiv primer afferens neuronok vizsgalataftarios szerepe van a paprikaban
(Capsicum annuujmeléfordulé vegyiletnek, a kapszaicinnek (8-metil-N-ds6-
nonénamid). A kapszaicin elnevezés Thréshszarmazik, aki 1846-ben izolalta és
feltételezte, hogy struktirgja a vanillinhez haéofithresh, 1846). Pontos szerkezetét
1919-ben azonositottak (Nelson, 1919), szinté4i880-ban irtak le (Spath és Darling,
1930). A magyar kutatok fontos szerepet toltdttekabkapszaicin kutatasban. Azéels
jelentbs megfigyelés Bigyes Endre nevéheziZodik, aki a kapszaicin hatasainak
tanulmanyozasa soran megallapitotta, hogselban éréidegekre hat (Bgyes, 1878).
Kilondsen nagy jeletiséggel birt Jancsé Miklos medfigyelése, mely szarkapszaicin
nagy dozisai kévetkeztében kémiai fajdalomkelyagokkal szemben deszenzibilizacio
alakul ki (Jancs6, 1960). A kapszaicin-érzékeny igegtorok ortodromos vagy
antidromos stimulaciéja a beidegzés terlletén vietédiot és plazma extravazaciot
valtott ki, mely folyamat kialakulasat denervacidletve kapszaicinnel tortén
deszenzibilizacio egyarant gatolta. A kisérletsatioal arra a kdvetkeztetésre jutottak,
hogy a gyulladaskeitmediatorok a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegdégekidl
szabadulnak fel (Jancso és mtsai., 1967, 1968).

Nagy jelenssége volt Szolcsanyi Janos és Jancsé Gabor Arandikegzet-hatas
vizsgalatainak, mely alapjan 8k&nt vetették fel a kapszaicin receptor létezését
(Szolcsanyi és Jancsé Gabor, 1975; 1976). Tobb egptévtizeddel kébb spinalis
hatségyodki neuronok membranjaban specifikus RTXH@lyeket azonositottak (Szallasi
és Blumberg, 1990), valamint kapszaicin anal6g&két fehérjéket is leirtak (James és
mtsai., 1988; Wood és mtsai., 1990). 1992-ben stmdtitak az els kompetitiv
antagonistat a kapszazepint (Bevan és mtsai., 188l)yel lehebveé valt a kapszaicin
receptor élettani szerepének felderitése. Fonta$olikéoveét jelentette a kapszaicin
kutatasnak a kapszaicin receptor klénozasa (Cateé&rsnmtsai., 1997). A receptor a
Vanilloid 1 (VR1) nevet kapta, mivel a kapszaicireltett szamos egyéb vanilloid
szerkezeti elemet tartalmazd vegyulet is aktivaljaeceptort. Kabb a kapszaicin
receptort szerkezete alapjan a TRP csaladdba éstibgamdjanak struktirdja szerint a
Vanilloid alcsalddba soroltak, igy a TRPV1 elnewtkapta (Gunthorpe és mtsai., 2002).
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3.1.2 A TRP receptorok

A Tranziens Receoptor Potencial (TRP) receptor@mss sztvetben és sejttipusban
expresszaldo nem-szelektiv kationcsatornak (Pedésentsai., 2005). A szekvencia és
szerkezeti homoldgia alapjdn 6 alcsaladot kulorgitimk meg: TRPV (Vanilloid),
TRPM (Melasztatin), TRPP (Policisztin), TRPML (Muimn), TRPA (Ankirin), TRPC
(Kanonikus/Klasszikus), TRPN (NOMPC-siiprA TRPN csalad tagjai essokben nem
fordulnak eb. Emiésdkben 28 TRP csatornat azonositottak (27 humayekkozl 10
mutat Bmérséklet-szenzitivitdst: TRPV1-4, TRPAl, TRPM2, PNR3, TRPM4,
TRPM5, TRPM8 (Irving és mtsai., 2011). A TRP reoepk szamos strukturalis
hasonlosagot mutatnak. Szerkezetikre jelierhagy 6 transzmembran domént (S1-S6)
tartalmaznak, az 5. (S5) és 6. (S6) domén kozotbkhhozza létre a csatorna pérusat. A
receptorok homo- vagy heterotetramer formaban a##tofunkciondlis csatornat, illetve
mind az N-, mind a C-termindlis intracellularidaglyezkedik el (Gaudet, 2008). A TRP
receptorok polimodalisak, fizikai (feszlltségynierséklet, mechanikai ingerek) és
kémiai (endogén, exogén) ingerek széles skalajadaikbhoz vezet. (Nieto-Posadas és
mtsai., 2011).

Dolgozatom fokuszaban ammeérséklet-érzékeny TRP receptorok, az un. ,term® TR
receptorok” alltak, melyek célpontjai lehetnek Gjpusu f4jdalomcsillapito,

gyulladascsokkefithatéanyagok fejlesztésenek.
TRPV1 receptor

A TRPV1 receptor nem-szelektiv kationcsatorna,tirelpermeabilitdsa: &/Pna=10
(Caterina és mtsai., 2001). A patkany TRPV1 recep286-0s egyezést mutat a &Bb
klénozott human receptor szerkezetével (Mcintyrmési., 2001). A kapszaicin mellett
szamos novenyi eredetanilloid strukturdju vegyuilet (RTX, piperin, ziegn, eugenol)
képes aktivalni a receptort. Az RTX a kapszaicitraplotens analdgjanak tekinthet
(Blumberg és mtsai., 1993; Szallasi és Blumber§019999). Ujabb kutatasok azt a
feltételezést tamasztjak ald, hogy a kapszaiciaze®TX nem két kilén receptoron
hatnak, hanem a receptor molekulan belll allodatekothelyek Iéteznek a két agonista
szamara. Az exogén aktivatorok mellett endokanmadbik, mint az anandamid
(Zygmunt és mtsai., 1999) és az N-arachidonoil-dopavalamint a nem-kannabinoid
endogeén lipofil vegyileaz N-oleoildopamin (Chu és mtsai. 2003) is TRPV1 agtani
Emellett a 12-S-hidroperoxieikozatetraénsav, a deidn B4, a 9-
hidroxioktadekadiénsav és a lizofoszfatidsav igjalyiaz ioncsatornat. A resolvire@s
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a resolvin k potens endogén lipofil TRPV1 antagonistak (Mordlégaro és mtsai.,
2013). A fajdalmas dinger (> 43 °C) (Tominaga és mtsai., 1998) és aesainy pH (<
6) (Nilius, 2007) is receptor aktivaciot valt ki.y@dladaskeld mediatorok, mint
bradikinin, prosztaglandinok, tumor nekrézis fakigridegi ndvekedési faktor (NGF)
szenzitizaljak a receptort. A bradikinin és a ptaglandinok G-protein-kapcsolt
receptorokon, mig az NGF tirozin kindz A receptokenesztil intracellularis jelatviteli
utak aktivalasaval foszforilacié-indukalt szenztidt okoznak (Szolcsanyi és Sandor
2012).

A TRPV1 receptoron szamos kbielyet azonositottak, a receptor funkcionalisarden
régidit az 1. dbra szemlélteti. Az S3 és S4 traesabman régiokban és az ezeket
0sszekdt hurokrégioban mutattak ki ligandumkotésben szergaeszd aminosav
oldallancokat (Jordt és Julius, 2002). A vanill&dtchely az intracellularis oldalon
talalhatd, a kapszaicin és a vanilloid csoportotabmazé agonistak az un. vanilloid
zsebhez k@dnek, melyet az S3 és S4 transzmembran doménedkaalak ki (Papakosta
és mtsai.,, 2011). A protonok altali, a csatorna tas@t eredményéz
konformaciovaltozasban a porusformalod régidt osstdextracellularis huroknak van
jelensége (Jordt és mtsai., 2000). A porusrégiot alkotkus aminosavak felékek
mind a protonok, mind adinger altal kivaltott aktivacioért. &érzékelés szempontjabol
fontos régiodk a receptormolekulan bellil az N628R5RIT, Y653T aminosavak, melyek
mutacioja rovidebb nyitasi & eredményezdinger hatasara anélkil, hogy befolyasolna
a kapszaicin- , a pH- és a feszlltség-szenzitiviidgolcsanyi és Sandor 2012). Az
extracellularis oldalon alloszterikus modulaciédybken nyilik lehaeiség a csatorna
mukddésének befolyadsoladsara (Welch és mtsai., 2B800RPV1 receptorhoz kédik a
kalcium-kalmodulin (CaM) (Numazaki és mtsai., 20@ a foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat (PIB) (Prescott és Julius, 2003), melyek szerepet gatdz a receptor
aktivacio szabédlyozasaban. A PIROtodése a C-termindlison talalhato &ielyhez
fokozza a TRPV1 receptor aktivalhatosagat (Ufrateénty és mtsai., 2011). A receptor
ligandum-érzékenységének szabalyozdsaban a fdaeionak/defoszforilacionak
fontos szerepe van. A foszforilacié szenzitizall@RPV1 receptort, melyben fontos
szerepet jatszik a protein kinaz A (PKA) (MohapagaNau, 2003; 2005), a protein kinaz
(PKC) (Premkumar és mtsai., 2000; Vellani és mt24i01) és a kalcium-kalmodulin-
fuggd protein kindz 1l (Jung és mtsai., 2004). A reoeptdefoszforilacio
kovetkezményekent kialakuldé deszenzibilizacié mertésdkkenthét a foszfoprotein

foszfatdz 2B gatldsaval (Docherty mtsai., 1996).
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1. &bra: A TRPV1 receptor szerkezete az aktivaciégzenzitizacié és deszenzitizacié szempontjabdl
relevans régiék, aminosavak megjelolésévébzolcsanyi és Sandor, 2012). A: ankirin-isiiuéls domén,
CaM: kalcium-kalmodulin, LPA: lizofoszfatidsav, BRIP foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat, RTX:

reziniferatoxin.

A receptor aktivacioja soran a csatorna megnyilkgaeten Nd és C3&" aramlik a
sejtbe, melyet K kifelé irAnyuld arama kovet. Az intracellularis Neoncentracié
emelkedése a végdés depolarizacidjat, illetve akcidos potencial &kallasat
eredményezi. A Cda végpdésben tarolt neuropeptidek exocitoziséat valtjdduabba
fontos szerepet jatszik a neuronokdt#s deszenzibilizaciéjahoz vesdgelatviteli utak
aktivalédasaban (Koplas mtsai., 1997; Liu és Sim@88) (2. abra).
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2. abra: A TRPV1 receptor mikddése(Helyes és mtsai., 2003 alapjan). CGRP: kalcit@éin-rokon
peptid, SP: P-anyag, NKA: neurokinin A, SST: szayaatatin, EC: extracellularis tér, IC: intracelliga

tér.

A TRPV1 receptor a fajdalom farmakoldgiai befolylastosaganak fontos célpontja. A
TRPV1 receptorral kapcsolatos kutatasok eredmémyekézel 1000 szabadalom
keletkezett, de a legtobb vizsgalati szer nem lémeagfeleb terapias hatékonysagot a
Klinikai vizsgalatok soran. A TRPV1 antagonistidkaiinazhatosagat korlatozzak a
preklinikai vizsgalatok soran bizonyitott mellékisaik (hipertermia, dérzékelési
zavar). Jenleg a terapiaban a TRPV1 agonista kapsztartalmu készitmények
elérhebek. A 8 % kapszaicin tartalmi Qutenza tapasz hatasdeszenzibilizacio
jelenségén alapul (Irving és mtsai., 2011; Web&tantsai., 2010).

TRPAL receptor

A TRPAL és a TRPV1 nagymértékben koexpresszalogikpaiderg afferens #Aés C
rostok egy részében, melyeknek sejttestje a htdd ganglionban (DRG), TRG-ben és
a ganglion nodosurban talalhaté (Story és mtsai., 2003). A TRPAleptor a TRG
neuronok 36,5%-an expresszaldodik (Nagata és mtsaQ05). A receptor
extraneuronalisan is megtalalhatd, tobbek kdzdtrekromaffin sejteken (Nozawa és
mtsai., 2009), keratinocitakon (Atoyan és mts&Q9 és szinoviocitdkon (Kochukov és
mtsai., 2006). A TRPAL receptor szerkezetének geéessége az N-termindlison
lokalizal6dd nagyszamu (14-18) ankirin isnddiéés (Chen, 2015). A TRPA1L receptort

hideg inger (<17 °C), mechanikai ingerek, exogénegdogén ligandok is képesek
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aktivalni. Az exogén agonistak legnagyobb hanyadadszetes eredekémiai irritans,
mint az AITC, a formaldehid, az allicin és a faldghid (Bandell és mtsai., 2004; Jordt
és mtsai., 2004; McNamara és mtsai., 2007; Macpheés mtsai., 2007, Bautista és
mtsai., 2005). A legtdbb TRPAL1 agonista elektrafilajdonsagu, melyek receptor
aktivalo hatasa azon alapul, hogy kovalens kodssitenek a receptor N-terminalisan
elhelyezked nukleofil SH csoportokkal (Hinman és mtsai.,, 200®yulladasos
folyamatok, oxidativ stressz és szdvetkarosodandeiszabadul6 endogén mediétorok
is képesek aktivalni a receptort. Ezen agonistaékartozik a 4-hidroxi-2-nonenal, 4-
oxo-nonenal, 15-dezoxit?>!4prosztaglandin J2, 8-izo-prosztaglandin A2 és ggado
reaktiv molekuldk (EO.) (Taylor-Clark és mtsai., 2008, Andersson és mt24i08).
Endogén gaztranszmitterek (NO.3J is aktivaljak a receptort (Takahashi és mtsai.,
2008; Andersson és mtsai., 2012). A metilglioxatlyrintracellularisan akkumulalodik
diabéteszben és kronikus veseelégtelenségben, AITRIeeptor aktivalasan keresztil
neuropatias fajdalom kialakuldsdhoz vezet (Ebethésd mtsai., 2012). A TRPA1
receptor az oxidativ stressz szenzora, mivel adabixi reakciok folyaman keletké&z
szabad gyokok elektrofil tulajdonsaguk kovetkeztebé&pesek direkt modon aktivalni a
TRPA1 receptort, mely folyamat hozzajarul a gyullsas fajdalom kialakulasahoz. Az
intracellularis C&" moduldlja a TRPAL receptor ikddését, egyrészt direkt modon,
masrészt szenzitizélja a receptort (Chen, 2018)n8s G-protein-kapcsolt receptor, mint
a bradikinin receptor, a proteaz aktivalt rece@arRPAL receptor szenzitizaciot okoz
(Bandell és mtsai., 2004; Dai és mtsai., 2007) eilabfolyamatban a foszfolipaz C (PLC)
enzim fontos szerepet jatszik, mely a gatl6.RiBpletalasaval és inozitol-triszfoszfat
(IPs)-dependens Cafelszabaditassal hozzajarul a TRPAL receptor éradkdéséhez
(Dai és mtsai., 2007, Jordt és mtsai., 2004) (Ba)alh szenzitizacio kialakulasaban a
PKA szerepét is valos4initik (Wang €s mtsai., 2008).

A neuropétias fajdalom, illetve az akut- és krosilgyulladas vizsgalata ravilagitott a
TRPAL receptor potencialis gyégyszercélpontkénd \edkalmazhatéosagara. A TRPAL
szelektiv antagonista HC-030031 gyulladasmodelii#alta a termalis €s a mechanikai
hiperalgézia kialakulasat (da Costa €s mtsai., RBLTRPAL antagonistak preklinikai
vizsgalatabol levonhatd legfontosabb kovetkeztetésyy a transzlacio lehetége
korlatozott, mivel a receptor aminosavszekvenda@anként valtozé. A TRPAL receptor
hémérséklettel valé aktivalhatosaga evollciés kuléges mutat, gerinctelenekben
melegre érzékeny, ragcsalokban hideg-érzékeny, faamissokben KBmérséklet
inszenzitiv. Ezzel szemben az elektrofil vegylletékzékelésének képessége

konzervalddott az evolucio folyaman, a receptordhéarom fajban aktivalhaté kémiai
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irritansokkal (Chen, 2015). Mindezek alapjan nagyast jelentenek a TRPAL receptort
célz6 gydgyszerfejlesztések. Alternativ utat jdlehta human TRPAL receptort
expresszalé transzgenikus &llatok hasznalatanalketotedge az U] analgetikum

fejlesztésére iranyulo preklinikai vizsgalatok sora

Lipid raft & i [ i q 3 Lipid raft
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CA D>=C A DA @ eink
“ " “ ® kilcium
O mentol
CA D ¢ ¢ @ izotiocianatok
H,N @ rir,

3. abra: A TRPAL receptor szerkezete az aktivaciGgzenzitizacié és deszenzitizacié szempontjabdl
relevans régiok, aminosavak megjel6lésévélaing és Dhaka, 2016 alapjari): ankirin-ismétbdés

domén, PIR. foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat.
TRPMS8 receptor

A Tranziens Receptor Potencial Melasztatin 8 (TRIPM8eptort aktivalja a 26 °C alatti
hémérséklet, a mentol, az icilin és az eukaliptoliRé&s Flonta., 2002; McKemy és
mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Bautista éaimR007). TRPM8 receptor a TRG és
DRG neuronok 10-15%-an expresszalodik. Szerkezgpleenz, hogy ellentétben a
TRPV1 és TRPAL receptorokkal, az N-terminalis nartatmaz ankirin-isméiéseket.
Hideg érzékelésért feled szerkezeti egységeket azonositottak a receptem@nalisan
(Laing és Dhaka, 2016). Az S2 régio és a TRP damn@entol- és icilin-érzékenységért
felelés, az S2-S3 kozotti hurok szikséges az icilin dttadltott TRPM8 receptor
aktivaciéhoz (Bandell és mtsai., 2006; Chuang &amt2004). A PIPkotédése a TRP
doménhez receptor szenzitizicidét okoz. A Phrdrolizise PLC altal a receptor
aktivalhatosagat gatolja. A PLC-Blfellett egyéb jelatviteli utak is modulaljak a
TRPMS8 receptort, a PKA és a PKC negativan befolj@lsca TRPM8 receptor
miikodését (Premkumar és mtasi., 2005; Laing és DI24K&) (4. abra).
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4. abra: A TRPMS8 receptor szerkezete az aktivaciészenzitizacio és deszenzitizacié szempontjabél
relevans régiok, aminosavak megjelolésév@laing és Dhaka, 2016 alapjan). RIRbszfatidilinozitol-
4,5-biszfoszfat, PKA: protein kinaz A.

TRPM3 receptor

A Tranziens Receptor Potenciadl Melasztatin 3 (TRPMfeptorral kapcsolatosan a
masik harom termoszenzitiv TRP receptorhoz képmstdbé intenziv kutatasok folytak.
A TRPM3 receptor szamos neuronalis €s nem neusosadlivetben expresszalodik
(Grimm és mtsai., 2003; Oberwinkler és Philipp, 208Az érdneuronok kdzel 80%-an
fejezodik ki a receptor (Vriens és mtsai., 2011). A mesateroid pregnenolon-szulfat a
receptor legpotensebb agonistja, mely szamossxteras hormon prekurzora (Wagner
és mtsai., 2008). A szulfat-csoport jelenléte ésrepkémiai helyzete a TRPM3 receptor
aktivald hatas szempontjabdl kulcsfontossagu (Dreggs mtsai., 2014). Egyéb
szteranvézas vegyuletek, mint az epipregnenololiésas a dihidro-D-eritro-szfingozin
is képes aktivalni a receptort. A TRPM3 receptospecifikus szteroid kdéhelyet
valoszirisitenek (Vriens €s mtsai., 2011; Majeed és m&@L0; Grimm és mtsai., 2005)
és a plazmamembranon valé atjutdsaban alternatbnaitikat azonositottak (Vriens és
mtsai., 2014). A TRPV1 receptorhoz hasonléan, a M&Receptor is fesziltség-
erzekenységet mutat. A TRPM3 receptor részt veakuaztverzekelésben @imersékleti
aktivacios kiuszobe 40 °C) és a hiperalgézia kidémdlban, mely alapjan célpontként

szolgéalhat analgetikum fejlesztésben (Vriens éaimt2011).
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3.1.3 A kapszaicin-érzékeny &imeg-vegddések

Az éerzideg-vegsddeések egy specialis tipusat alkotjak a kapszai@éké&ny peptiderg
afferensek, melyek harmas funkciéval rendelkezklglsszikus afferens valamint lokalis
és szisztémas efferensikddéseket kozvetitenek (5. abra). A klasszikus rexfie
miukodés soran az aktivalt éideg-végddések a kozponti idegrendszer felé
kozvetitenek idegaktivitast, melynek eredményeacepcio kialakulasa. A kapszaicin-
erzékeny neuronok az afferens nociceptiv transzimdisivul efferens funkcioval is
rendelkeznek (Szolcsanyi, 1996). A TRPV1 recepktivacioja soran az intracellularis
Ca&* koncentraci6 emelkedése a védgsben tarolt neuropeptidek (CGRP, SP)
exocitdzisat idézi é| melyek a beidegzés teriiletén vazodilataciot éznphaprotein
extravazaciot valtanak ki. Ez az &deg-végddések lokalis efferens funkcidja
(Szolcsanyi, 1984 a; b; Maggi és Meli, 1988), melyrkovetkeztében kialakul a
neurogén gyulladas (Jancs6 és mtsai., 1967; 1968).a folyamatot a jelenleg
hasznalatos gyulladascsokk@ént nem képesek hatékonyan befolyasolni. Szamos
gyulladasos betegségrigazolédott be (pl. reumatoid artritisz, asztnggulladasos
bélbetegségek), hogy patomechanizmusaban a neukag@ponens fontos szerepet
jatszik (Szolcsanyi 1996). Kutatdécsoportunk bizéotyd, hogy az aktivalt ébmeg-
végzdéstsl a gyulladaskelt neuropeptideken kivil szomatosztatin is felszahaaely
szisztémas gyulladasgatlé és fajdalomcsillapitasideijt ki. Ez az étideg-végbdések
szisztémas efferens funkcidja melyet szenzokritkadésként definialtak (Helyes és
mtsai., 2000; Szolcsanyi és mtsai., 1998; Szolés@®04). Ez a jelenség arnyalja a
TRPV1 receptor ,fajdalom integrator” szereflédalakitott képet.

LOKALIS EFFERENS FUNKCIO=
AFFERENS FUNKCIO=NOCICEPCIO
NEUROGEN GYULLADAS

* Vazodilaticio

|+ Plazmaprotein extravazicid

I NKA V = Gyulladasos sejtek aktiviacioja
CGRP: ‘s" ) »

= Hizdsejt degranulicio

» Gyulladasgatlo hatis

* Fajdalomesillapiti hatas

SZISZTEMAS EFFERENS FUNKCIO

5. abra: A kapszaicin-érzékeny érdideg-végsdések harmas funkciéja.CGRP: kalcitonin gén-rokon
peptid, SP: P-anyag, NKA: neurokinin A.
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3.1.4 A lipid raft modell

A Singer és Nicolson-féle folyékony mozaik modetesnt a lipid ketésrétegben a
plazma proteinek random modon helyezkednek el €8iég Nicolson, 1972). A korszer
biokémiai és morfolégia vizsgalatok eredményeivefeat emlitett modell van a
leginkdbb 6sszhangban, mely a bioldgiai membrarmakkezetének legelfogadottabb
elmélete. A modell azonban nem tudta magyarazagges integrans membran fehérjek
inhomogén eloszlasat a sejtfelszinen. Ujabb elmgterint a plazmamembranban
mikrodomének talalhatéak, melyek struktlraja, Hpiébs fehérje Osszetétele eltér a
kornyezetéil. A legismertebb mikrodomének a kis mér¢l0-200 nm) lipid tutajok
(raftok). A tutaj elnevezés magyarazata, hogy magyflateralis mobilizaciojuk
kovetkeztében a komponensek bizonyos koérulményektkiagyobb aggregatumokat
.platformokat” képezhetnek, mely kisebb mozgasokatgez, ,Uszkal” a
plazmamembréanban. A lipid raft modell szerint &gk nem random helyezkednek el a
plazmamembranban, hanem a fehérjekkel egylutt mégas lokalis rendezettséget
mutatnak, mig a membran egyeéb teriletei a rendezittist alkotjak (Rietveld és mtsai.,
1998). A lipid raftok szamos fizikai-kémiai tulajdséga eltér a kérnyézmembranra
jellemzs paraméterekit, sirtiségik alacsonyabb, telitett lipidekben, koleszhbenn
szfingolipidekben és proteinekben gazdagok. A li@ftok jellegzetes tulajdonsaga,
hogy 4 °C-on Triton X-100 detergensben oldhatatanonen ered a detergens-
oldhatatlan-glikolipid-gazdag komplex elnevezéserttulajdonsaguk alapjan leteé
valt a lipid raftok kivonasa a plazmamembran ndhreaidi kozdl, illetve az itt talalhaté
proteinek és lipidek identifikalasa (Simons és Konl1997; Mishra és Joshi, 2007). A
lipid Kkettésréteg a raftokon belil aszimmetrikus, az extratieis oldal
szfingolipidekben (szfingomielin és glikoszfingadp gazdag, mig az intracellularis
oldalon glicerofoszfolipidek fordulnak &l nagyobb mennyiségben. A Kkoleszterin
eloszlasa szimmetrikus, a membran extra- és illnées oldalan hasonlé aranyban
jelenik meg (Simons és Ikonen, 1997; Kobayashitaim2006). A raftok szerkezetének
kialakitasaban és funkciojaban a koleszterin kaltsissagu (Kannan és mtsai., 2007).
A membran koleszterin tartalmanak csokkentésetakrakzétesését (Brown és London,
2000) és a detergens-oldhatalansag miegs£t okozza. A lipid raft komponensekhez a
proteinek intracellularis proteinként, transzmembraroteinként, vagy glikozil-
foszfatidil-inozitol (GPI)-kapcsolt proteinként Kdthetnek (Simons és Ikonen, 1997;
Mishra és Joshi, 2007) (6. abra).
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A lipid raftok egy specifikus alcsoportjdba tartakna kaveolak, melyek kaveolin
fehérjetartalma, 50-100 nm-es jellegzetes morf@logii rendelkez régiok. A lipid
raftokhoz hasonléan a kaveoldk is szfingolipidekb®n koleszterinben gazdagok,
detergensben  oldhatatlanok  (Ostrom és Insel, 200&eresztmetszeti
elektronmikroszkopos felvételek€halakuak és altaldban csoportosan helyezkednek el
a plazmamembranban (Anderson és Jacobson, 200g)d Aaftokkal 6sszekapcsoldédva
intracellularis jelatviteli utak generalasaban vese részt (Simons és Ikonen, 1997).
Emellett szerepet jatszanak a sejtosztodasbanjtek $@leszterin homeosztazisaban
(Anderson és Jacobson., 2002), valamint részt e&szn patogén baktériumok és

bizonyos virusok feéizési mechanizmusaban (Samuel és mtsai., 2001).

- transzmembran fehérjék

" =l v e

m

—

T

T
GPI-kapcsolt
fehérje

I
LN

acilalt fehérje

prenilalt |

7
fehérje v
raft
GLP GLP
telitetlen szfingolipidek telitett koleszterin
zsirsav- zsirsav-
lancokkal lancokkal

6. abra: A lipid raftok szerkezete(Waheed és Freed, 2010 alapjan). A foszfolipidékétkék, barna) és

a koleszterin (sarga) a membran mindkét oldalan tatédbatéak, mig a szfingolipidek (lila) az
extracellularis oldalon vannak jelen. A raftokonlithea lipidek hosszu lancu és telitett zsirsavakat
tartalmaznak (lila, barna), mig a non-raft doménlgeti zsirsaviancok révidebbek és egyszeresen vagy
tobbszorésen telitetlenek (kék). A raft doméneksi@tesen acilalt (zéld) és GPI-kapcsolt (barna)
proteineket, mig a transzmembran- (vilagoskék) esnifdlt fehérjék altalaban a non-raft régiékhoz

asszocialodnak. GPI-kapcsolt: glikozil-foszfatinibzitol-kapcsolt, GLP: glikoszfingolipid.
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3.1.5 A lipid raftok funkcioi

Funkcionalis szempontbol a membran raftoknak szaralapved sejtfiziologiai
folyamatban tulajdonitanak fontos szerepet; szalaBk a membrantranszport
folyamatokat, patogén baktériumok és virusoléfa¥si mechanizmusat és a sejtmigraciot
(Parton és Richards, 2003, Manes és mtsai., 280B)id raftok fontos szerepet téltenek
be a lipidek és a fehérjék sejtfelszini eloszlak&zabalyozasaban gekgitik a jelatvitel
szempontjabol fontos molekularis kolcsonhataskiklakulasat és hozzajarulnak
kilénb6d molekulak lokalis koncentraciojanak novekedéséBaxr €s mtsai., 2003).

A lipid raftokban lokalizalodo receptorok megfélehiikodése szempontjabdl alapiet
fontossagu a strukturalt szerkdzehembran egységek szerkezeti integritasa. A TRP
receptor csalad szamos tagja képez un. jelatkibeiplexet a lipid raftokban (Lockwich
€s mtsai., 2000; Liu és mtsai., 2006). A TRP remrepibon kivil a 2-amino-3-metil-(3-
hidroxi-5-metil-izoxazol-1-il)-propionsav/AMPA timil glutamét receptor, wamino-
vajsav/GABA receptor, az acetilkolin nikotin recep{Zhu mtsai., 2006) a szinaptikus
lipid raftokban koncentralodik. A raftok fontos sepet téltenek be a neurotranszmitterek
felszabaduldsaban és a szinaptikus funkciokbarrlg@di mtsai., 2004; Hering és mtsai.,
2003).

3.1.6 A lipid raftok farmakoldgiai vizsgalata

A lipid raftok kutatdsa fontos momentuma a farmaka@i alapkutatdasoknak, mert
alternativ utat jelent a receptormolekulak és eZmmesztil a jelatviteli utak
befolyasolasaban. Kéb frany létezik a lipid raft diszrupcié elérésére egyik leheiség

a lipid raft fontos komponenseinek depletalasa, &sikirany a raft komponensek
felépllésének gatlasa. A plazmamembran kolesztarialmanak depletalasa metil-3-
ciklodextrinnel (MCD) széles korben alkalmazott rebere a lipid raft kutatasnak. Az
MCD héta-D-gliikopiran6z egysédi allo ciklikus oligoszacharid, mely koleszterinnel
an. zarvanykomplexet képez. Kutatdocsoportunk bi#ottg, hogy az MCD kezelés
befolyasolja a TRPV1 receptorikbdését (Sike és mtsai., 2010). A szfingomielinaz
enzim a plazmamembran szfingomielin tartalmat gmKoszfokolinna és ceramidda
(Kobayashi mtsai., 2006; Kiyokawa és mtsai., 2085zfingomielinaz hatdsaban harom
részfolyamatot kilonithetlink el: (1) a szfingomidilszabadulasa a raft membranban,
(2) a szfingomielin diffazioja a reakcid helyére3) (az enzimreakcié folyamata,

szfingomielin hidrolizis (Chao és mtsai., 2011).n#yriocin a szfingolipid szintézis
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sebességmeghatarozo Iépését katalizald szerintpadlranszferaz enzimet gatolja. A D-
treo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino-1-propafidlPDMP a glikoszfingolipidek
szintézisében szerepet jatszé ceramid-glukoziltfendz enzim inhibitora (Kobayashi és
mtsai., 2006). A hidroxi-metil-glutaril-koenzim AMIG-CoA-reduktaz inhibitorokkal a
koleszterin szintézis gatolhatd (Miyake és mts#195).

A lipid raftok TRP receptorok tikodésében betdltott szerepének feltérképezéséi célz
kisérletek ellentmondadsos eredményeket szolgdtattaz MCD kezelés nem
befolyasolta a & altal kivaltott aramokat TRPV1-transzfektalt HEK?Sejteken (Liu és
mtsai., 2003), azonban gatlé hatast fejtett ki pskaicin és protonok altal kivaltott
TRPV1 aramokra DRG neuronokon (Liu és mtsai., 200%)°[HJRTX TRPV1
receptorhoz val6 kétlését C6 glioma sejteken nem befolyasolta a kagaztieplécio
(Bari és mtsai., 2005). Az MCD kezelés a TRPMS8 peae hsaktivacios kiszobét
megemelte (Morenilla-Palao és mtsai., 2009). Kedportunk korabbi eredményei
alapjan a lipid raft fontos szerkezeti elemeinekglei&lasa vagy felépllésének gatlasa
szignifikansan csokkentette a kapszaicin-indukdRPV1 receptor aktivalhatosagat

erzéneurokon és TRPV1 receptor-expresszalo sejtvor(@zike €s mtsai., 2010).

3.2 A hidrogén-szulfid donor vegylletek és a DMTS targe

molekulajanak azonositasa

3.2.1 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok szintézisestabolizmusa

A hidrogén-szulfid a harmadik ismert gazmediatotéanszervezetben a szén-monoxid
(CO) és a nitrogén-monoxid (NO) mellett, mely aeejbellli jelatviteli folyamatokat
vezerb gaz termeészétkismolekulak legfrissebben felfedezett tagja (Wasgmtsai.,
2012). A BS szintézise L-ciszteidbtorténik, cisztationin-R3-szintaz (CBS), cisztaiio-
y-lidz (CSE), 3-merkaptopiruvat-szulfurtranszferdz3-MST) és  cisztein-
aminotranszferaz enzimek altal katalizalt reakcfolyaman. A CBS elssorban a
koézponti idegrendszerben lokalizalodiigpocampuskisagy, agykéreg, agytdrzs) mig
a CSE éként a kardiovaszkularis rendszerben expresszal(atkta, mesenterialis
artéria, portalis véna) (Guo és mtsai. 2013; Miyanés mtsai., 2014; 2015). A 3-MST
enzim megtalalhat6 az agyban, a majban, vesébdiheii és a Iépben. Ujabb kutatasok
bizonyitjdk, hogy a bB D-ciszteinBl is keletkezhet 3-MST és D-aminosav-oxidaz
hatasara (Shibuya és mtsai., 2013).28 Irhetabolizmusa a mitokondriumbanssisrban

szulfid-kinon-reduktdz enzim altal vezérelt. A dmliebontas kezdeti lepéseként az
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enzim intramolekuléaris diszulfid csoportjanak recdigka révén szulfid-kinon-reduktaz-
perszulfid koztitermék alakul ki. Ezt kovein a tioszulfat-glutation-szulfurtranszferaz
enzim glutationbdl glutation-perszulfidot képez. keletkezett terméket a szulfur-
dioxigenaz enzim alakitja szulfitta. A szulfitbdlsaulfit-oxidaz enzim révén szulfat,
illetve szulfid-kinon-reduktaz enzim katalizalt keaban tioszulfat kégdik. (Kimura

és mtsai., 2014; Nagy, 2015).

A poliszulfidok HS-b3l képzdnek oxigén jelenlétében az alabbi reakcidegyenlete

szerint (Kimura és mtsai., 2013):

2nH;S +(2n — 1)0p - HzSen +(2n-1)H;0
HS <+ HSS < HSSS« .. &« HS-> &
3.2.2 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok élettani hetth

A H3S biolbgiai szerepének a kutatasa robbanassiegibdést mutatott az elmult
évtizedben, fontos szerepet jatszik a kardiovasziautendszerben, a gasztrointesztinalis
traktusban és gyulladasos folyamatokban.

A kardiovaszkularis rendszerben a3Hrészt vesz a kontraktilitds és a vérnyomas
szabdlyozasaban, a portélis vénat és a meserdeddériat relaxalja. Alacsony
koncentraciéban azonban vazokonstriktor hatasgeligk meg, melynek hatterében a
vazodilatator NO-szint csokkentéseét feltételezikd@s mtsai., 2013). AJd3 protektiv
hatdsat bizonyitottak ateroszkler6zisban, melyagglularis adhéziés molekuldk
expresszidjanak géatlasan keresztil valésul mego(@samtsai., 2010). Neuroprotektiv
hatasanak alapja a reaktiv szabad gyokok megkdtitee a glutation koncentracio
emelése (Qu és mtsai., 2008). Sejtvédtasai kbvetkeztében az iszkémia-reperfazios
karosodast mérsekli. A28 mérsékli gB-amiloid &ltal okozott citotoxicitast. (Liu és
mtsai., 2011). Gyulladasos folyamatokban 2% tgro- és antiinflammatorikus hatasokat
is kozvetithet, a gyulladas tipusatol €58 Fhennyisegét fliggéen. A lipopoliszacharid-
indukalt gyulladast a CSE inhibitor csokkentetieNaHS alkalmazasa emelkedett TNF
a plazmakoncentraciot eredményezett (Li és mtsd@iQ5p Ezzel szemben szamos
kozlemény szdmol be gyulladasgatlé hatasarol. igamael kivaltott artritisz modellben
a HS-donor vegyuletek koncentraciofiigmmodon gatoltak a leukocita infiltraciot, mig
a HS bioszintézist gatlo vegyuletek sulyosbitottakyallgdas folyamatait (Zanardo és
mtsai., 2006). Egy masik kozlemény szerint azonbgyenebben a modellben a CSE
inhibitor dozisfligg modon csokkentette az déma sulyossagat. (Breatiasai., 2005).
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A gasztrointesztinalis rendszerben részletesenlnemyoztdk a bS hatasait. Az
endogén hidrogén-szulfid 6f forrasai a HS termeb bélbaktériumok. A
gasztrointesztindlis motilitast az exogépSHjatolja (Linden és mtsai., 2010). ASH
donor vegylletek szignifikansan csokkentették a itisol sulyossagat és a
proinflammatorikus citokinek expresszidjat (Wallage mtsai., 2009). A ¥ donor
vegylletek kombinacioban valé alkalmazasa NSAIDeltatlyos, mind a terapias hatas,
mind a mellékhatasok tekintetében. ASt felszabaditd naproxen (ATB-346) a
gyulladasgatlé hatas tekintetében a naproxennetgyeds hatékonysaggal rendelkezett,
azonban mérsékeltebb gasztrointesztinalis karoso#égott (Wallace és mtsai., 2010).
Erdekes jelenség a8 alkalmazasat koven kialakuld hipometabolizmus (,suspended
animation”), mely a gaztranszmitter metabolikus abahak kovetkezménye. Az
allatkisérletekben detektéalt allapot tlnetei: a ndawerséklet és a legzésfrekvencia
csokkenése (Blackstone és mtsai., 2005). A pofisauggytiilet, a diallil-triszulfid gatolta
colitis ulcerosagyulladasos folyamatait, mely a TNFexpresszio és az B aktivitas
csokkentésén keresztil valosult meg (Bai és mt3a@d5). Emellett a diallil-triszulfid
protektiv hatast gyakorolt a szivizomsejtekre iszigereperfazios karosodas esetén

(Predmore és mtsai., 2012).

3.2.3 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok molekulari&montjai

A H3S szignalizaciés Utvonalai, hatasmechanizmusa redjesén tisztazott, szamos
molekularis célpontot azonositottak (7. abra).

A H3S egyik legfontosabb hatasa a kontraktilitds szaadlsa, melynek mechanizmusat
intenziven kutatjak. Szamos kézlemény szerint adidatator hatasért ¥rp csatornak
megnyilasa felés. A HS nociceptiv hatasanak hatterében a T-tipusu tssgfiligd
kalcium csatornék indirekt aktivacidja allhat. Ekn@agyarazta, hogy a-B a Zri*
koncentracidjat csokkenti, mely a Cav3.2 inhibitgviatsunami és mtsai., 2011). Szamos
kisérleti elrendezéseben bizonyitottak & tés a poliszulfidok TRPAL receptor aktivald
hatasat. TRPAL receptor-expresszalé kinai horcsagum (CHO) sejteken végzett
vitro kisérletben CH szignalt detektaltak #$ hatasara (Streng és mtsai., 2008). Izolalt
patkany DRG sejteken az NaHS altal kivaltott ingthdaris C&* koncentracio ([CA])
emelkedést gatolta a TRPAL szelektiv antagonisBa@B0031) és az extracellularis’a
koncentracié csokkentése etilén-glikol-tetraecetsa(\EGTA). A TRPV1 szelektiv
antagonista iodoreziniferatoxin és az L-, N- eé$plidu feszultségfliggalcium csatorna

blokkolo vegyuletek sem befolyasoltdk a valaszofddtyamoto és mtsai., 2011).
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Kutatocsoportunk bizonyitotta, hogy a TRPAL antagfarHC-030031 gatolta az NaHS
CGRP exocitézist kivaltd hatasét periférias o@egvegsddéseken, valamint az
antagonista jelenlétében az NaHS vazodilatatorshatéevésbé érvényesiilt. Ezen
eredmények azt a feltételezeéststik, mely szerint a b6 értagitdé hatasat TRPAL
receptor aktivaciot kovétperiférias éréideg-végsddeéstdl felszabadul6 CGRP okozza.
(Pozsgai és mtsai., 2012). Egy masik munkacsommfalt mesenterialis artériak
dilataciojat figyelte meg NaHS alkalmazasa utanlynmek hatterében szintén a TRPAL
receptor aktivacioval 6sszefliiy GRP exocitdzist feltételeztek (White és mtsdl13).

A szervetlen poliszulfid vegyulletek TRPA1 recemktivaciot okoznak asztrocitakon és
szenzoros neuronokon (Kimura és mtsai., 2013; legtka és mtsai., 2015). A.H
gyulladasos folyamatokra kifejtett hatasa kapchalatall a nuklearis faktaB (NFkB)
atvonallal. Human endkarcindma sejtvonalon bizonyitottak, hogy s5H felszabadito
aszpirin ezt a szignaltranszdukcios utat gatolja(®padhyay és mtsai., 2012). ASH
metabolikus hatasa a citokrém c-oxidaz enzimendzeiiéa mitokondrialis Iégzési lanc
gatlasa. Ujabb kutatasok szerint protektiv hatistki a reaktiv oxigén gyokok (ROS)

karositd hatasaival szemben, melynek feltételemetthanizmusa a ROS-sal vald

reakcio.
PRO-PROLIFERACIO PRO-APOPTOZIS
4—‘| T-Ca csatorna | 1~—-_._.___‘_‘____‘_‘_ eeES__ | Jelatviteli kindzok }—»

- I TRP | b HaS | | Proapoptotikus gének

i I
4—{ Oxidativ stressz | 7 % | Oxidativ stressz |—»
— Akt ‘ |

Pulmon:ilis Szivkoszoriér Ateroszklerozis Hipertenzid
hipertenzio betegség
Gyulladas

7. dbra: A H2S molekularis célpontjainak részvétele a kuldnbd hatdsokban (Guo és mtsai., 2013

MAPK |—'

alapjan). NkB: nuklearis faktokB, MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz.
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3.3 A PACAP receptor agonistak és antagonistak hatdsakavizsgalata

3.3.1 A PACAP ebforduladsa szervezetben és élettani hatasai

A hypohysisaadenilat-ciklaz aktivalé polipeptid (PACAP) izadddh 1989-ben tortént birka
hypothalamudl, hypohysisben kifejtett adenilat-ciklaz stimulalé képesséagmjan. A
PACAP a szekretin-glukagon-VIP peptidcsalad taggarkezete 68%-0s egyezést mutat
a VIP strukturajaval (Miyata és mtsai., 1989). efalés szervezetbendabrdulé PACAP
kozel 90%-at a 38 aminosavat tartalmazé PACAP1e38itki, a 27 aminosavbol allo
rovidebb fragmens kisebb mennyiségben van jeleimidma és mtsai., 1991). A PACAP
aminosavszekvencigja nagymértékben konzervalodotevalicio folyamén, mely a
neuropeptid fontos élettani szerepére utal. (Aranés mtsai., 1998; Vaudry és mtsai.,
2000). A peptid metabolizalasaban a dipeptidil-piat IV (DPP 1V) vesz részt, mely az
N-terminalis aminosavakat hasitja. Mivel az N-terafis jelenléte a biolégiai aktivitas
feltétele, de nem szilkséges a receptédérhez, a keletkezett fragmensek bioldgiai
aktivitassal nem rendelkeznek, de képesekddita PACAP receptorokhoz. A DPP IV
termékei antagonistaként viselkednek, ezek kdzéziira PACAP6-38 (Vandermeers
és mtsai., 1992).

A szervezetben a PACAP a kdzponti- és perifériagriendszerben, valamint nem idegi
struktarakban is megtalalhato. A PACAP a koézpodigrendszerben legnagyobb
mennyiségben a hypothalamusdan detektalhatd, emellett expresszalodik az
agykéregben, a kozépagyban, a bazalis ganglionpklhappocampusan, athalamus
ban, ahypophysisen és a kisagyban (Arimura, 1998; Vaudry és mt24i00). A
neuropeptid a human agytérzs un. ,migrén-generategidjanak sejttestjeiben és
idegrostjaiban (Tajti és mtsai., 2001), a TNC-ban,nyaki gerincvél C1-C2-es
szegmentumaiban (Uddman és mitsai., 2002) é&dura mater hizosejtjeiben is
megtalalhaté (Theoharides és mtsai., 2005). A PACARnNIétét kimutattdk a
fajdalomkozvetid palyarendszerben: a gerinavdiatsd szarvdban, DRG-ben és TRG-
ben (Moller és mtsai., 1993; Mulder és mtsai., )¥¥#a kapszaicin-érzékeny szenzoros
neuronok periférias végdéseiben (Fahrenkrug és Hannibal, 1998). Szamos nem
neurondlis szOvetben is expresszalddik, tdbbek tkba@d endokrin- és exokrin
mirigyekben (Vigh és mtsai., 1993; Mikkelsen ésantsl995), a gasztrointesztinalis
traktus teljes hosszaban (Hannibal és mtsai., 1€98)mellékvese chromaffin sejtjeiben
(Ghatei mtsai., 1993).
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A PACAP szerteagazo élettani hatasokkal rendelkexikeuropeptid fontos szerepet
jatszik azadene ésneurohypophysibormontermelésének szabalyozasaban. A PACAP
serkenti a pajzsmirigy tiroxin elvalasztasat, siéja a mellékvese katekolamin
szintézisét, a gonadok szteroid- és a hasnyalmimylin termelését (Vaudry és mtsai.,
2009). Az idegrendszeri differencialédasban is sfalstossagu, emellett antiapoptotikus
tulajdonsaga kovetkeztében neuroprotektiv hatassadelkezik (Vaudry és mitsai.,
1998). Potens vazo- és bronchodilatator, szab&yozz neurotranszmitterek
felszabadulasat (May és mtsai., 2000), befolyasolgasztrointesztinalis- ,valamint a
léguti motilitast és szekréciot (Barthd és mtsz2000; Oh és mtsai., 2005). A PACAP
fontos szerepet tolt be a fajdalomérzés kozponpetdérias szabalyozasaban (Davis-
Taber és mtsai., 2008; Helyes és mtsai., 2007ykadian ritmus- és dszabalyozasban
(Hannibal, 2006; Murck és mtsai.,, 2007; Pataki nassai., 2000). A PACAP
hészabalyozasban bet6ltott szerepét részletesen nmtanybzo kozlemény szerint
nemcsak az exogén PACAP vesz részt a folyamatlzarenin az endogén PACAP is
szerepet jatszik a normal teémhérséklet fenntartasaban, ami a PACAP génhianyos
(PACAP") egerek Bszabalyozasi fenotipusaban is megnyilvanul (Barskinésai.,
2014).

3.3.2 A PACAP receptorok

A PACAP hatasat a szervezetben G-protein-kapceotiptorok kdzvetitik, melyeknek
két 6 tipusa a PAC1 és a VPAC receptorok. A PAC1 rechpin2-3 nagysagrenddel
nagyobb affinitassal kétik a PACAP, mint a VIP, mig a két neuropeptid aAZP
receptorokhoz hasonl6 Kitési hajlamot mutat (Laburthe és Couvineau, 20@Butthe
és mtsai., 2007). A VPAC receptorok két altipusztlvatok, a VPAC1 receptorokhoz a
szekretin nagyobb affinitassal kdik, mig a VPAC2 receptorhoz a helodermin mutat
kifejezettebb kdtdési hajlamot (Vaudry és mtsai., 2000).

A PACAP receptorok szoveti eloszlasat részleteaanlinanyoztak. VPACL receptor
expressziot detektaltak a kdzponti idegrendszenegderileténdortex gyrus dentatus
amygdala, putamemucleus supraopticus, plexus choroideus periférian a majban, a
lépben, a prosztataban, a vesében és a gasztedimédéis traktusban mutattdk ki a
VPACL1 receptor jelenlétét. A VPAC2 receptor exprésadik az alabbi terileteken:
cortex nucleus periventricularimmucleus suprachiasmaticus, thalamhbgpothalamus,
amygdala vastagbél, hasnyalmirigy, mellékvese. A PAC1 peme a kdzponti

idegrendszerhijppocampus, area postrenwortex, hypothalamus, amygdala, thalamus,
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nucleus suprachiasmaticusnellett megtalalhaté a mellékvesében, méhbergbeer,
bélben (Vaudry és mtsai., 2000). Mindharom PACAPBeptor jelenlétét kimutattak
simaizomsejteken, neuronokon és szamos gyulladagies (Joo és mtsai., 2004; Vaudry
€s mtsai., 2000; 2009). A PACAP receptorok szanphises variansat identifikaltak,
melyek kulonboé jelatviteli utvonalakat generalhatnak, a recepofarmakologiai
jellemzsit moédosithatjak. Legnagyobb szamu splice varianBAC1 receptor esetében
azonositottak. A PAC1hip, h@p hop, hip-hop, hip-hop a 3. intracellularis
hurokrégioban talalhato ,hip” €s/vagy ,hop” szekeigkat tartalmazé variansok, mig a
»short” variansban nincsenek jelen ezek a szakagxgkery short” valtozat jellemie,
hogy az N-termindlis végen hianyzik a 21 aminossadhlmazo extracellularis domén,
mely befolyasolja a ligandumok Kiitését és a masodlagos messengerek keletkezését. A
PAC1TM4 varians a ,short” valtozattol a 2. és angzmembran doméneken dév
szakaszokban tér el (Arimura, 1998; Dickson ésalyson, 2009; Vaudry €s mtsai., 2000;
Pantaloni és mtsai., 1996; Dautzenberg és mt€#9;Holighaus és mtsai., 2011).

A VPAC/PAC receptorok Gs-protein-fugg intracellularis ciklikus adenozin-
monofoszfat ([cCAMP) emelkedést, valamint Gg-protein-dependens JPaktivaciot
kozvetitenek (Holighaus és mtsai., 2011). Emekethmos intracellularis jelatviteli
molekula és utvonal jatszik szerepet a PACAP hatds&Ozvetitésében (Vaudry és
mtsai., 2009). A VPAC/PAC receptorok aktivaciojaafdi emelkedéséhez vezet,
valamint modulalja a foszfolipaz D (PLD), tirozimkzok, kalcium csatornak, RhoA
GTP&z, mitogén-aktivalt protein kinaz (MAPK), CO &rc aktivithsat. Ezen
mechanizmusok kozill részletesen tanulmanyoztak B Bt a [C&T]i masodlagos
messengerek altal kdzvetitett jelatviteli utvonatakd PACAP receptorok klbnozasat
megebzéen mar bizonyitast nyert, hogy a VIP és a PACARPnszasejttipusban (PC12
sejtek, hypothalamusneuronok, SK-N-SH humameuroblastomasejtek, patkany
ganglion cervicale superiyisemeli a [C&"i-t. A receptorok klonozasat koven valt
lehetvé a mechanizmus pontosabb felderitése. AJCamelkedés hatterében &8s G-
protein-kapcsolt jelatviteli Utvonalakat azonogéki melyek kozul a g utvonal
megkozelitleg 40%-ban jarul hozzéa a [Eh novekedéséhez VPAC receptor expresszald
sejtvonalakon. Ezzel szemben a PAC1 receptor mediat']i emelkedés hatterében
kizarolag G-protein-kapcsolt szignaltranszdukciot bizonyitott® komplex [C&"]
emelkedéshez vezZetmechanizmusokkal ellentétben, a VPAC és PAClhgpites
varians aktivaciéjat kovetPLD stimulacié ADP-ribozilacios faktor (ARF)-fuggnddon
valosul meg. A PAC1null receptor kozvetitett PLDmstidcio ARF flggetlen, PKC-

dependens atvonalon keresztil jut érvényre (8.)abraG-proteinek olyan jarulékos
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fehérjékkel l1épnek interakciéba, melyek szerepetzgnak a jelatviteli folyamatokban
(Couvineau és Laburthe, 2012 a, b). A VPAC/PAC pem®kon megvaldsuld

szigndltraszdukcids folyamatok komplexitasat fokgzhogy a receptorok képesek
receptor aktivaciot modosito proteinekkel (RAMREgnakcioba Iépni (Vaudry és mtsai.,
2000).

+ PA+kolin
v
Exocitozis
Endocitézis
Proliferacio
* Vezikularis transzport

Protein foszforilacio
csak PAC1 + Génszabalyozas

8. abra: A PACAP receptorokon megvalésulé jelatvite Gtvonalak (Dickson és Finlayson, 2009).
Aktivacio hatasara mindharom PACAP receptor képespBoteinnel kapcsolédni, ezaltal megnovelni az
intracellularis cAMP szintet. Emellett a PACAP rpt@ok Gug proteinen keresztil PlCaktivaciot
okoznak, mely [C#]; emelkedéshez vezet. AuForoteinnel csak a VPAC receptorok képesek inteddec
Iépni. A PLD aktivitast a VPAC receptorok ARF-dedens, mig a PAC1 receptor PKC-fidgggvonalakon
keresztil serkentik. EC: extracellularis tér, IGracellularis tér, PIP foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat,
IPs: inozitol-triszfoszfat, PKC: protein kindz C, PKprotein kinaz A, PLD: foszfolipaz D, PC: foszfakid
kolin, ARF: ADP-ribozilacios faktor, DAG: diacilglerol, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat, AC:
adenil-ciklaz, ATP: adenozin-triszfoszfat, PA: fiadkdsav, PC: foszfatidil-kolin, ER: endoplazmaisk

retikulum.

3.3.3 A PACAP receptor agonistak és antagonistak

A PAC1 és VPAC receptorokon szamos agonistat égjanistat azonositottak, melyek
a PACAP receptorok vizsgdalatdra alkalmas farmakalogszk6zok (1. tdblazat).
Nagyszamu kisérletben igazoltak, tébbek kdzo6tt humauroblastomaNB-OK-1
sejteken veégzett vizsgalatokkal, hogy a PACAP6-8&ms PAC1/VPAC2 receptor
antagonista (Robberecht és mtsai., 1992). A PAC3®@datolta a PACAP agykérqgi
neuronokra kifejtett neuroprotektiv (Shintani ésant 2005), valamint az émzeuronok
differencialédasat serkehhatasat (Nielsen és mtsai., 2004). Ezzel szembrelekes
modon az antagonista bizonyos sejtekben, szoveteBbRACAP1-38-al megegyez
hatdsokat kozvetitett. Kutatocsoportunk bizonydtottogy a PACAP6-38, a PACAP1-
38-hoz hasonldéan csokkentette az elektromos tétéspel, illetve kémiai stimulacioval

kivaltott szenzoros neuropeptid felszabadulast aizopatkany trachea éizleg-
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vegzdéseilsl. A PACAP6-38 a MAPK jelatviteli utvonalakatytothrophoblast
sejtekben a PACAP1-38-al megeg§ea befolyasolta. (Németh és mtsai., 2006; &gl
és mtsai, 2008). A maxadilan egy 61 aminosavbd@l @ditens értagitd peptid, melyet
homoki légy Lutzomyia longipalpisnyalmirigyélsl izolaltak (Lerner és mtsai., 1991).
Annak ellenére, hogy a maxadilan nem mutat nagykiérszekvencia homologiat a
PACAP-pal, PAC1 receptor szelektiv agonista. A 25adninosavak eltavolitasaval
kapott maxadilan fragmens a maxadilan 65 (M65)i§gas PAC1 receptor antagonista.
Az M65 szelektiven gatolta #H]PACAP27 kotdését PACL receptor-expresszaldo CHO
sejtvonalon (Uchida és mtsai., 1998). A VIP analdg6-28 VPAC1/VPAC?2 receptor
antagonista, parcialis agonista hatasét is le(@&kuelert és McDougall, 2006). A VIP
szerkezetében a THy Tyr?2, Asr?® aminosavak helyettesitése alaninnal egy nagyon
szelektiv VPAC1 receptor agonista peptidet {Afa?%/IP) eredményezett (Nicole és
mtsai., 2000). A 31 aminosavbdl all6 BAY 55-9837AG2 receptor szelektiv agonista
hatdsat receptorkédési vizsgalatokkal bizonyitottak. A BAY 55-9837kaimazésa
potencialis terdpias lelieteget jelent a 2-es tipusu diabétesz kezelésélsems(imi €s
mtsai., 2002).

PAC1 VPAC1 VPAC2
agonista PACAP1-38 PACAP1-38 PACAP1-38
pECs0 7,5-10,3 7,4-9,7 7,7-9,3
agonista PACAP1-27 PACAP1-27 PACAP1-27
pECs0 7,4-10,6 7,6-9,9 7,6-9,4
agonista VIP VIP VIP
pECs0 6-8,4 7,9-10 7,3-9,3
szelektiv agonista maxadilan Alatt22.28/|p BAY 55-9837
pECs0 6,2-10,3 7,6-10,2 9,39
antagonista VIP6-28 VIP6-28
plCso 6,15 5,52
antagonista PACAPG6-38 PACAPG6-38
plCso 7,52 7,39
antagonista M6
plCso 6,6-6,8

1. tAblazat: PACAP receptorok farmakoldgiai jellemzése(Dautzenberg és mtsai., 1999; Dickson és
mtsai., 2006; Uchida és mtsai., 1998; Dickinsomésai., 1997, Nicole és mtsai., 2000; Gourlet ésamt
1998; Tsutsumi és mtsai., 2002 alapjan).
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3.3.4 A PACAP szerepe migrénben

A PACAP szerepét migrén patomechanizmusaban n&pjam intenziven kutatjak,
mivel expresszalddik az emberi és allati agy trigeiis rendszerrel 6sszefiigjggzamos
régidjdban, az agytdrzs an. ,migrén-generator” gidian (Tajti és mtsai., 2001,
Christiansen és mtsai., 2003), valamint@a materhizésejtjeiben (Theoharides és
mtsai., 2005). A PACAP és a PAC1 receptor lokali@ac leirtak arteria meningea
media simaizomzataban (Boni és mtsai., 2009). A PACARegégptorainak jelenlétét
kimutattak TRG-n (Nakajima és mtsai., 2013; Tathdtsai., 1999), kapszaicin-érzékeny
szenzoros neuronok periférias védésein é€s érsimaizomsejteken (Mulder és mtsai.,
1994; Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Vaudry és mt8@09). A migrénes fajdalom a
steril neurogén gyulladas egyik formaja (Moskowi@292). Plazma protein extravazaciot
figyeltek meg patkany TRG elektromos stimulaci@aas (Markowitz és mtsai., 1987).
Ujabb kutatasok szerint migrénben szerivieetegekben a PACAP migrénsréjfajast
okoz (Schytz és mtsai., 2009). Egy masik human igggles szerint migrénes rohamok
alatt a PACAP plazmakoncentracioja megemelkedik#&las mtsai., 2013). Ezek alapjan
feltételezik, hogy a PACAP fontos mediator a triggmwaszkularis aktivacioban, mely a
migrén patomechanizmuséban szerepet jatszik (Sébytatsai., 2010).
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4. CELKIT UZESEK

A neuropatias fajdalom, illetve a migrén terapiagan kielégié, a rendelkezésre allé
hatdanyagok mellékhatasprofilja nem optimalis, eséilkséges alsorban érgideg-
vegzidéseken hato gyulladascsokkeqtfajdalomcsillapitok fejlesztése. Kisérleteinkben
kilénb6d in vitro mddszerekkel célunk volt kulcsmechanizmusok, cdkoak
azonositadsa, melyek kiindulopontjai lehetnek (jé&batechanizmusi gyogyszerek

fejlesztésének.
Kutatdmunkém &ltalanos célkitései a kovetkéik voltak:
I. A lipid raft diszrupcié hatasanak vizsgalata a TRP receptorok aktivalhatésagara

A TRP receptorok aktivacidja szempontjabol relevégiokat azonositottdk, azonban
kevés tudomasunk van arrdl, hogy a mikrokérnyezegvaltoztatasa milyen hatast
gyakorol a TRP receptorokitkbdésére. A dolgozatomban részletezett kutataséijeg c
annak megallapitdsa volt, hogy a lipid raft diszidp hogyan befolyasolja a
termoszenzitiv TRP receptorok kémiai uton kivaltaktivacidjat TRG neuronokon,

periférias érgideg-végddéseken és TRPV1 receptor-expresszaldé CHO sejteken.

[I. A hidrogén-szulfid donor vegyiletek és a DMTS targe molekulajanak

azonositasa

A TRPA1l receptor szerepe napjainkban kiemelkedontossaguva valt a
fajdalomkutatasban. Egyre tobb agonistat ismerlrkg nés szamos antagonistat
fejlesztenek a receptoftkddés gatlasara. A8Sin vitro vizsgalatai bizonyitottdk TRPAL
agonista hatdsat. Céliiktik ki a DMTS célmolekuldjanak azonositasatéexironokon.

[ll. A PACAP receptorokon haté agonistak és antagoistdk hatadsanak vizsgélata

Egyértelntivé valt, hogy a PACAP és receptorai a migrén kigkdaban fontos szerepet
jatszanak. Mivel a trigeminovaszkularis aktivacidbaészt ved TRG neuronok
vizsgalatarol keves adat all rendelkezéstinkre] tiétiik ki a jelenleg ismert agonistak,
antagonistakn vitro vizsgalatat szenzoros neuronokon. A TRG sejttergtdsansziacios

modellként szolgélhat migrénellenes gyégyszerfejeshez.
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5. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI
MODSZEREK

5.1 Primer sejttenyészet és sejtvonalak

5.1.1 Patkany és egér trigeminalis ganglionsejt tenyészet

1-4 napos Wistar patkanyok és CD1, TRPAITRPAT" egerek kétoldali trigeminalis
ganglionjat steril foszfat puffer oldatban (PBS)priparaltuk. Az 1 mres
gangliondarabokat 35 percig 2 % kollagenaz Xl-etn@/ml), ezt kdveten 8 percen
keresztil dezoxiribonukleaz I-et (1000 UN/ml) thrtazé PBS-ben inkubaltuk (37 °C, 5
% CQ). A ganglionokat PBS-sel mostuk, majd trituraltizutan a neuronokat poly-D-
lizinnel (100 pg/ml) dlkezelt Uvegkorongokat tartalmazo, steril 24-lyuku
tenyészbedényekbe helyeztik. A tenyészimédium Osszetétele a kovetkewolt:
alacsony gliikoztartalmu Dulbecco’s Modified EagMsdium (DMEM), 5 % |6 szérum,
5 % Ujszulott kecske szérum, 5 % foetalis borjuene 100 UN/mI penicillin, 100 pg/ml
streptomycin, 200 ng/ml idegi ndvekedési faktor fGA sejtkulturakat 37C-on, 5%
CQO jelenlétében tartottuk. A kisérletekhez 1-3 najeoyészeteket hasznaltunk (8e
és mtsai., 2000).

5.1.2 TRPV1, TRPAL, PACAP receptor-expresszalo sejtvdnala

A patkany TRPV1 és a human TRPAL receptort stalahpresszaldé CHO sejtvonalat
Dr. Sandor Zoltan hozta létre egy korabbi kdozlenéden leirt protokollnak megfetan

(Sandor és mtsai., 2005). Vizsgalataink soran hup#dl1, VPACL és VPAC?2 receptort
stabilan expresszald6 CHO sejtvonalakat is hasaméli@Gaudin és mtsai., 1996; Nicole

és mtsai., 2000; Bourgault és mtsai., 2008).

5.2 Vizsgalati modszerek

5.2.1 Intracellularis C& koncentraciéo mérés fluoreszcens modszerrel

Az 1-3 napos primer sejttenyészeteket fura-2 acetetilészter (fura-2 AM) (1uM)
fluoreszcens kalcium indikator festékkel inkubal{@R perc, 37PC). Az inkubald oldat
az alabbi 6sszetéket tartalmazza: 122 mM NacCl, 3,3 mM KClI, 1,3 mMGTa0,4 mM
MgSQy, 1,2 mM KHPQ: ; 25 mM HEPES, 10 mM glikoz, pH 7,3. A festék passz
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diffaziéval az intracellularis térbe jut, ahol agzéerazok lehasitjak a vegyulitiaz
acetoxi-metilészter csoportot, mely ilyen formaképes lesz a szabad®Camegkotésére.

A hidrolizist kéveben a fluoreszcens €dndikator a membranon nem tud atjutni, az
intracellularis térben marad. A mérés azon az eladapul, hogy CH-t kotott
fluoreszcens festék abszorpcios maximuma (340 nitgnkozik a CA-t nem kotott
festékédl (380 nm), igy a két abszorpcidos maximumnak megffddullamhosszon val6
gerjesztést kovéen az emittalt fényintenzitasok hanyadosabol &[Omeghatéarozhato.
A Kkisérleteket szob#&mérsékleten végeztik Olympus BX50WI fluoreszcens
mikroszkoppal. A mérés @t a sejteket 5 percig extracellularis oldattal @ @nostuk,
melynek dsszetétele a kdvetkeA60 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 1 mM Cagl2 mM
MgClz, 10 mM HEPES, 10 mM glikoz, pH 7,3. Az ECS-t,tilea teszt oldatokat 150
um atmeéja 3 kifolyonyildsu csovon keresztil juttattuk a skjg melynek adagolasat
egy gyors l|épés perfuzidos rendszer biztositotta (VC-77SP, Warnestriment
Corporation, Harvard Apparatus GmbH). A fluoreszew@pet egy vizimmerzids
objektiv (Olympus LUMPLAN FI/x20 0,5 W) és egy szébgéphez csatlakoztatott
digitélis kamera (CCD, SensiCam PCO) segitseg@itettiik. A sejtek altal felvett
fluoreszcens festék 340 és 380 nm hullamhosszUyéénralé alternalé gerjesztéseét
monokromator biztositotta (Polychrome I, Till Pboics, Germany). Az 510 nm-es
emittalt fényt interferenciaged alkalmazasaval fotoelektronsokszorozé segitségével
detektaltuk (9. abra). A két hullamhosszon gergs#luoreszcencia intenzitds aranyat,
az un. raciometrikus értéket (R=F340/F380) a& figgvényeben Axon Imaging
Workbench 2.2 szoftverrel generaltuk. Az eredméngm&kelését Microcal Origin 7.0
szoftverrel (Originlab Corp. Northhampton, USA) eggik. A sejtmentes teriletékr
nyert adatok felhasznalasaval hattérlevonast végkz#A sejtekben ECS aramoltatasa
folyaman detektalt raciometrikus értéket tekintet®+0 értéknek, ehhez viszonyitottuk

a tesztoldatok adasa folyaman mért.Fertékeket.
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9. abra: Intracellularis Ca?* koncentracié méwrendszer.

A lipid raft diszrupciéo hatdsat TRG neuronokon galéuk ezzel a modszerrel. A
tenyészeteken MCD (1; 3; 10 mM, 45 perc,°®) szfingomielinaz (10; 30 mUN, 60
perc, 37°C), ceramid /szfingozin (10 uM, 60 perc, ¥7) illetve myriocin (200 nM, egy
éjszakan at, 37C) kezelést alkalmaztunk 5%-o0s g@rtalom mellett. A kisérlet soran a
TRPV1 (330 nM kapszaicin), TRPA1 (200 uM AITC, O0Tormaldehid), TRPMS8 (1
UM icilin) és TRPM3 (50 uM pregnenolon-szulfat) eéptor agonistakat alkalmaztuk.

A PACAP receptor agonistak és antagonistak viz&gfalpatkany és egér TRG
neuronokon, valamint PACAP receptor-expresszaldo Cidfdeken végeztik. Wistar
patkany TRG neuronokon az aldbbi anyagokat alkabmkaPACAP1-38, PACAP6-38
(10; 30; 100; 500 nM és 1 uM), VIP, Al£>2%/IP, BAY 55-9837, maxadilan (100; 500
nM), VIP6-28 (1uM), PACAP1-27 (100; 300 nM; 1 uN#)65 (300; 500 nM). CD1 egér
TRG sejteken 100 nM koncentracioban vizsgaltuk aCRR1-38, PACAPG6-38,
maxadilan, VIP, AI&?22%/|P, BAY 55-9837 hatasat, VIP esetében 500 nM
koncentraciét is hasznaltunk a mérés soran, az dlé&Bmazott koncentracioja 300 nM
volt. PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszaldveaplakon tesztelt peptidek:
PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, At&22%/IP, BAY 55-9837 (100 nM), M65 (300
nM).
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A hidrogén-szulfid donor és poliszulfid vegyuletekdaHS (230 puM; 2,1 mM), N&
(140; 350 puM), DMTS (100 pM) TRPA1l génhianyos (TRPA és vad tipusu
(TRPA1"") egér TRG sejteken teszteltiik.

5.2.2 Radioaktiv' Ca* felvétel vizsgalatok sejtvonalakon

Az kalcium izotoppal végzett kisérletek kivitelegedVood és munkatarsai 1988-as
publikacidja alapjan végeztik (Wood és mtsai., }988mikrofluorimetrias kisérletek
hatranya, a sejtes valaszok nagymérté&terogenitasa kerilléetl ezzel a technikaval,
mely egyszerre képes tobb ezer sejt egylittes igakecount per minutéCPM) értékben
detektalni. A sejteket 72-lyukd mini tenyasadénybe helyeztik (Microwell Minitrays,
Sigma), mely 15ul-es térfogatban tartalmazott DMEM tapoldatot (RB0OO sejt/lyuk).
Masnap a letapadt klonsejteket 6tszér mostuk” @eentes Hank’s oldattal (100 mM
NaCl, 5 mM HEPES, 5 mM KCI, 4 mM NaHGQLO mM glikéz, 30 mM NapPQwH20,

30 mM KHPQy, pH 7,4). Ezt kbvélen 10pul Ca* mentes Hank’s oldatban oldott
tesztoldat és 20QCi/ml Pcat izotép (1,3 Ci/mM, Ammersham) elegyében 2 percig
szobaldmérsékleten inkubaltuk a sejteket. Az 6tszori EQ&attal torté mosast
kovetben a sejteket tartalmazé mini tenyésrényt kiszaritds céljabol 75 °C-ra
helyeztik, majd 1ol 0,1%-0s natrium-dodecil-szulfattal (SDS) lizaltalsejteket, hogy
az altaluk akkumulalt’ce?* izotopot Osszegytsiik. A lizatum radioaktivitasat 2 ml
szcintillaciés folyadékban Packard Tri-Carb 2800 FEamlaléval mértik. ACa*
izotép retenciét CPM értékben adtuk meg.

A lipid rafttal kapcsolatos vizsgalatokhoz a TRP¥teptor-expresszalé CHO sejteket a
kapszaicin (330M) alkalmazasa étt ceramiddal (1; 10 uM), illetve szfingozinnal (1;
10 uM) kezeltuk (37 °C, 60 perc), illetve maradkakeletlen kontrollok.

A PACAP receptor agonistak és antagonis¢iztelése esetén a PAC1, VPAC1, VPAC2
és TRPV1 receptor-expresszalé CHO sejtvonalakatédubi tesztoldatokat alkalmaztuk:
kapszaicin (100 nM), PACAP1-38 (100 nM) és PACARGB uM).

5.2.3 [*S] Guanozin-5’-O-}-tio] trifoszfat (F°S|GTPy S) kotdési teszt

A mobdszer a G-protein-kapcsolt receptor aktivaéirsyalatara alkalmas. A5]GTP/S
nem hidrolizalhat@-foszfatcsoportoi®S izotépot tartalmazé radioaktiv GTP analdg. A
teszt niikbdése a receptoraktivacio folyaman bekovetkagianozin-5'-difoszfat
(GDP)>[**S]guanozin-5-O--tio] trifoszfat (P°S]GTP/S) atalakulason alapul. A
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membranhoz kotétt jelolt GTP analog radioaktivitas@erjiuk. A PAC1, VPAC1 és
VPAC2 receptor-expresszald6 CHO sejteket homogednizédlés 50 mM trisz-
(hidroximetil)-aminometén-hidroklorid (Tris-HCI) fferrrel (pH 7,4) higitottuk az
optimalis proteintartalom eléréséig (10 pug protainta). A membranfrakciokat trisz-
etiléenglikol-tetraecetsav (Tris-EGTA) pufferben M Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM
MgClz, 100 mM NacCl, pH 7,4) inkubaltuk (38C, 60 perc), mely 20 MBg/0,05 ml
[¥S]GTP/S-t (0,05 nM), emelked koncentraciéji PACAP1-38, PACAP6-38, VIP,
VIP6-28, maxadilan, M65, Al&:?22%/|1P, BAY 55-9837 (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 nM
és 1 uM) oldatot és 30 uM GDP-t tartalmazott 1 égterfogatban. A membranhoz kotott
és nem kotott3PS]|GTR/S-t a mintak Whatman GF/B filteren valo vakuuiirésével
kulonitettik el. A filtereket 48-lyuka Slot Blot &bbe fogtuk, ezen keresztil a mintakat
haromszor mostuk 5 ml jéghideg Tris-HCI pufferrB0 (mM, pH 7,4). A filterpapir
szaradasa utan (60 perc,°€) a membranfrakciokat tartalmazo filterdarabokadgtuk,
UltimaGold F szcintillaciés folyadékba helyeztik radioaktivitast Packard Tri-Carb
2800 TR szcintillaciés szamlaloval mértik. A nenegfikus kdtdést 10 uM jeldletlen
GTP/S jelenlétében, a teljes Koést a tesztanyag hidnyaban hataroztuk meg. A
specifikus kéddés a teljes kdétlés és a nem-specifikus &des kilénbsegéh
szamolhat6. A tesztanyagok altal indukalt G-prot@itivaciot a ligandum hianyaban
megfigyelt specifikusPS|GTP/S kotdés szazalékaban adtuk meg (Bojnik és mtsai.,
2009).

5.2.4 Patch-clamp modszer

A méréseket a TRPAL receptor génjével stabilanspf@ktalt CHO sejtvonalon
végeztik. A sejteket 37C-on, 5% CQ szint mellett alacsony glikoztartalmi DMEM
médiumban tenyeésztettik, kiegészitve 10% foetalrgitszérummal, nem esszencialis
aminosavakkal, penicillinnel (100 UN/ml), streptacmnel (100 pg/ml), L-glutaminnal
(4 mM). A médium emellett tartalmazott G418-at 50@/ml koncentraciéban. A
tenyésztési folyamat soran a konfluencia szint reafadta meg a 40-50%-ot. A
meéréseket sejtszuszpenzidon végeztik, melyneMligasahoz a sejteket kétszer mostuk
PBS-sel, majd TrypLE rekombinans enzimet pipettdizttajuk. A felesleges enzimet
azonnal leontottik, az emeésztést a megmaradt vékidnyétegben 2 percig
szobalbmeérsékleten végeztik, majd 1-2 ml Kiilddatban reszuszpendaltuk a sejteket.

Az igy kapott sejtszuszpenzio 1-2 6ran at alkalam#smata patch-clamp vizsgalatokhoz.
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A patch-clamp méréseket szobBatérsékleten planar technikaval végeztik, whole-cell
konfiguraciéban négycsatornas Patchliner (Naniochmelogies GmbH, Minchen,
Németorszag) berendezéssel (11. abra). A patchpclagrésekhez haszndlt kiilés
bel$) oldatokat steril drés utan -20°C-on taroltuk és kozvetlenll a mérésekttel
melegitettik fel szob#@mérsékleire. A patch-clamp mérések sordn az aladbbi oldatokat
hasznaltuk: betsoldat: 10 mM CsCl, 110 mM CsF, 20 mM EGTA, 10 mMPES, 0,3
mM Na-GTP és 5 mM Na-ATP (pH 7,2), kélsldat: 140 mM NaCl, 4 mM KCI, 5 mM
D-glikéz-monohidrat, 10 mM HEPES, 1 mM MgG@ind 3 mM CaCl (pH 7,4), méb
oldat: 140 mM N-metil-D-glukamin (NMDG)-CI, 15 mM& b, 15 mM NMDG-EGTA
and 10 mM HEPES (pH 7,4) 6sszekeverve 240 mM soiddi1:2 aranyban.
A méréshez alkalmazott pulzusprotokoll egy 20 mg&itd -50 mV-os lépéssel indul,
amely utan 20 ms hosszan visszatérink a -10 m\{aogatmi potencialra. Ezutan 60 ms
hosszU ramp protokoll alkalmazasaval elérjik aznd@os membranpotencialt. A
sejteket 10 ms-ig tartottuk az 50 mV-o0s potencialoajd visszatértiink a -10 mV-os
nyugalmi membranpotencialra (10. abra). A pulzksieacia 0,2 Hz volt.
60 -
40 -

20 A

Membranpotencial (mV)
o

0 50 100 150
Id6 (ms)

10. abra: Fesziltségprotokoll.

A sejtek reszuszpendalasa, a seal €s a wholeerdlgkiracio létrehozasa a normal Kiils
oldatban tortént. Ezutan a kéilsldatot lecseréltiik a mgldatra. A kontroll szakasz utan
a méBoldatban oldott DMTS-t pipettaztuk a sejtekre nasekoncentracidoban. Minden
koncentracié 2 percig volt a sejteken. A fesziisétpkoll alkalmazasa soran 50 mV-on
meghataroztuk az aram nagysagat. Az értékek kéasga kertltek a kontroll

mérésekkel. A két értek kilonbségét tekintettUlR&@AL csatornan atfolyd dramnak.
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11. dbra: Automata patch-clamp rendszer (PatchlinerNanion).

5.2.5 CGRP felszabadulas mérése radioimmunoassay (RIA)smedrel

izolalt patkany trachea éidleg-vegsdéseilsl

A trachea a szenzoros neuropeptid felszabadulas mérésérdodivaalkalmas
modellszerv, mivel nagyon gazdag kapszaicin-éragkenervacioval rendelkezik, az
erzideg-végddesek kbnnyen stimulalhatok, mivel kdzel vannaklszinhez, konnyen
stimulalhaték. A patkangracheakathiopentallal (50 mg/kg i.p.) tortéraltatas mellett
az allatok kivéreztetését koven kipreparaltuk, megtisztitottuk a zsirtdl és a
kotdszovetdl. Az izolalt Iégcsdveket 37C-on temperalt, oxigenizalt Krebs oldattal (pH
7,4) 60 perces ekvilibracios periodus alatt perélindk (2-2 szerv/1,8 ml szervfiti(12.
abra). A lipid raft diszrupcio hatdsanak vizsgdiatha trachedkat 10 perc Krebs oldattal
tortérd perfundalast kovéen 30 percig szfingomielindz (5; 10 mUN)/ceramid (1
uM)/szfingozin (10 uM) jelenlétében inkubaltuk, chégmételt Krebs oldat aramoltatas
(20 perc) kovetkezett. Az aramlas leallitasa utprr@enként lecserélve a kamrabard lév
oldatokat prestimulaciés, stimulacids és posztdtinias fazisokat nyertiink. Az ingerlés
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elstti bazalis CGRP felszabadulast aBégperces frakciébdl hataroztuk meg. A masodik
8 perces szakaszban (ingerelt frakcio) tortéritaghea afferens idegvédléseinek
stimuléacioja kémiai uton kapszaicinnel (100 nM)getite AITC-vel (100 pM). A
harmadik periédusban (ingerlés utani frakcié) nérént ingerlés, ez a frakcié az
ingerlés utéhatasaként jelentke2GRP felszabadulast adta meg.

A szervfurdkbol vett 200 pl térfogati mintakbol RIA médszer se@ievel hataroztuk
meg a CGRP koncentraciokat. A neuropeptid menngisiégol/mg nedves szévetsulyra
vonatkoztatva fejeztik ki (Németh és mtsai., 1996élyes és mtsai., 1997; Németh és
mtsai., 1998; Helyes és mtsai., 2001). Az ingehagsara felszabadult telies CGRP
mennyiséget Ugy szamoltuk, hogy a stimulacids éxtptimulacids fazisokban meért
CGRP koncentracio értékedblevontuk a bazdlis értéket és a kapott szdmokat
Osszeadtuk. A szfingomielindz hatasanak vizsgadatahCGRP koncentracidkat kémiai
stimulacio alkalmazasa nélkil is meghataroztuk.

95 % 0,
5% CO,

Kémiai stimulacié

|

L

Perisztaltikus pumpa

37 °C-os vizfiirdé 1 ml/pere
trachea

12. abra: Trachea perfliziés rendszer vazlata.

5.2.6 Fluoreszcencia spektroszképia

A membran struktirék vizsgalatanak széles korbé&alrahzott modszere a laurdan
fluoreszcencia emisszi6janak detektalasa, melyed miodell membranok, mind &l
sejtek esetében hasznalnak (Harris és mtsai., 128 és mtsai., 2003). A mddszer a
membran rendezett (kontroll) és rendezetlen (MCEek} fazisai kozoétti kulonbség
kimutatasan alapul (Golfetto és mtsai., 2013). Abean kulonb6& fazisa doménjeinek

megoszlasat laurdan segitségével detektéltuk, mlelygerjesztési é€s emisszios

40



spekrumat a membran aktudlis hidrataltsagi szbrgfelyasolja. A lipid raft diszrupcié
eléréséhez a TRG neuronokat 10 mM MCD-vel kezeltik perc, 37°C), a kontroll
sejteket PBS-ben inkubaltuk. A tenyészeteket 1 gidan oldattal jel6ltik (40 perc, 37
°C), majd membranpreparatumot készitettink. @A mé&sise FL3-2iHR
spekrofluoriméterrel (HORIBA Jobin-Yvon NanolLog) #m-es kvarckivettakban
(Hellma 104F-QS) végeztik (13. abra). A vizsgahtattmersekletét 20C-ra allitottuk
cirkulacios vizfurd (AC200-A25) segitségével. Az Aaltalanositott palacio széles
korben alkalmazott moédszer a spektralis eltolédgetdémzésére (Sanches és mtsai.,
2007). Ertéke definialhaté emisszios és gerjesapsktrumok esetén egyarant. Az
emisszios spektrum felvétele soran a laurdant 8@m gerjesztettiik és emisszidjat 380
és 600 nm kozti tartomanyban vettik fel. Az emisszspektrum altaldnositott
polarizaciojat az alabbi képlettel szamoltuk:

GR,_= :435; :500

435 500
Magasfoki membran rendezettség csokkenti a pokinog/ezet miatti voros eltolédas
mértékét a laurdan emisszids spektrumaban, mepeetkalapjdn a GP ndvekedését
eredményezi. A gerjesztési spektrum felvétele sardaurdan emissziéjat 432 nm-en
mértik. A gerjesztési hullamhossz 300 és 420 nnmtkdaltozott. A laurdan gerjesztési

spektrumanak altalanositott polarizacidjat az albplettel szamoltuk:

[ 40—
— 410~ 340
GR, =-20 30

X
I410 + I340

13. abra: A spektrofluoriméter (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog) felépitése.
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5.2.7 Filipin fluoreszcens jeldlés

Az MCD altal okozott koleszterin deplécid6 nyomon v&tésére koleszterin-kit
fluoreszcens festéket alkalmaztunk a makrofagolairt protokoll szerint (Tabas és
mtsai.,, 1994). Poly-D-lizinnel kezelt Uvegkorongmkkitapadt TRPV1 receptor-
expresszald CHO sejteket és TRG neuronokat 10 mNDM€ kezeltik (45 perc, 37
°C). A kezeletlen kontrollokat azonos korulmeényetzdétt ECS-ben inkubaltuk. A
sejttenyészeteket PBS-sel mostuk, majd 4% formaldeh fixaltuk 1 oOran at
szobalbmérsékleten. PBS-sel tortemosast kovéen glicin oldat (1,5 mg/ml) kertilt a
sejtekre 10 percre, melyet filipin oldattal (0,0%/ml PBS/10% FBS oldatban) valo
inkubalas kovetett 2 6éran keresztil. A sejtekebimszor mostuk PBS-sel, majd Olympus
Fluoview-1000 rendszerrel analizaltuk (14. abrafludbreszcens képet Olympus 1X81
fluoreszcens mikroszképhoz csatlakoztatott OlympDB70 digitalis kameraval
rogzitettik. A felvételek felbontasa 4080x3072 piae 1ISO érték 200. A vizsgalat soran
hasznalt objektiv: Olympus UPlanFL N 40x/0,75 PhBES 2. A gerjesztés higany
lampaval, DAPI (Hoechst/AMCA): ex 335-375, em 445%Airével tortent.

14. &bra: Az Olympus Fluoview-1000 rendszer felépite.
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5.3 Anyagok

A kisérleteinkhez az aldbbi anyagokat hasznéltoimaldehid (Molar Chemicals Ltd.,
Hungary), icilin, pregnenolon-szulfat, MCD, szfimgelinaz Bacillus cereusol, KCl,
NaHS, NaS (Sigma-Aldrich, Magyarorszag), Ale??&/IP, BAY 55-9837 (Tocris
Bioscience, Egyesult Kirdlysdg). AITC, kapszaickapszazepin, laurdan (Sigma-
Aldrich, Magyarorszag) és HC-030031 (Tocris Bioacis Egyesiilt Kiralysag) esetében
10 mM-os, a Filipin llIStreptomyces filipinensisl (Sigma-Aldrich, Magyarorszag)
esetében 1 mg/ml-es térzsoldatot készitettink DMSi@ma-Aldrich, Magyarorszag)
felhasznalasaval. A DMTS-t (Sigma-Aldrich, Magyaziag) 1 M-os koncentracioban
DMSO-ban oldottuk, majd 100 mM koncentracidig hagtitk 2% Tween80-at tartalmzé
fiziologias sooldattal. A myriocint (Sigma-AldricMagyarorszag) metanolban oldottuk
10 mM koncentraciéban, mig a 10 mM—-os ceramid &gfimgozin (Sigma-Aldrich,
Magyarorszag) torzsoldathoz kloroform:metanol=9r&ngl elegyét hasznaltuk. A
PACAP1-38, a PACAP6-38, a PACAP1-27, a maxadilaazd¥l65 eballitasa a Szegedi
Tudomanyegyetem Orvosi Kémia Intézetében szilardisdd peptid szintézis
modszerével, Fmoc-védsoport stratégiat alkalmazva CEM Liberty autonmaeptid
szintetizalo berendezéssel (CEM Liberty® Microwdeptide Synthetiser) tértént. Az
anyagok oldoszere a kisérleti elrendedédiiggéen ECS (intracellularis Ga
koncentracié mérés), €amentes Hank’s oldat{Ca* felvétel vizsgalatok) vagy Krebs
oldat (CGRP felszabadulas mérés periferiasiéeg-vegsdéesekidl) volt.

A sejttenyésztéshez hasznalt anyagok: kollagenaddxoxiribonukleaz I, poly-D-lizin,
NGF, penicillin, streptomycin, DMEM (Sigma-Aldrichylagyarorszag), 16 szérum,
foetalis borju szérum, Gjszilott kecske szérum ¢GjlGrand Island, NY, USA), PBS
(Life Technologies, Magyarorszag), TrypLE (Thernsdtar). A fura-2 AM (Life
Technologies, Magyarorszag) fluoreszcens festék®lSO-ban oldottuk 1 mg/ml
koncentraciéban. AS|GTR/S koBdési teszben alkalmazott anyagok: GDP, ¢5,P
(Sigma-Aldrich, Magyarorszag)®B]GTP/S (Izotép Intézet, Budapest), Tris-EGTA

(Reanal, Magyarorszag).
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5.4 Statisztikai analizis

Az adatokat atlag = SD, illetve £+ SEM értékekbetukdneg, melyek legalabb harom
fuggetlen kisérlet eredményélbszarmaztak. A PACAP analogok vizsgalata esetén
egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc tesztet vadgdtmintas t-prébatmig a lipid raft
diszrupcié hatasdnak elemzéséhez egyutas ANOVA, Dunnett posttésztet vagy
kétmintas t-probat hasznaltunk. Minden esetben &.08%< értéket tekintettiik
statisztikailag szignifikAnsnak. Az B&£értékeket 4 pontos doézis-hatds gorbe alapjan
hataroztuk meg Graph Pad Prism 5.0 szoftver segisé Patch-clamp vizsgalatokhoz
a dozis-hatas gorbe illesztésere, illetve azoE&Lték meghatarozasara a SigmaPlot

programot hasznaltuk.
5.5 Etikai vonatkozasok

A tenyészéllatok tartasa a PTE AOK FarmakologiaiFésmakoterapiai Intézetének
Allathazaban valdsult meg 24-28-on, normal élelemmel és vizzel korlatlanul ebétv
Kisérleteink minden esetben megfelelnek az allataelmére és kiméletére vonatkozo,
1998/XXVIIl. szamu torvény, valamint az allatkisddk végzésére vonatkoz6 243/1988.
kormanyrendelet 8lrasainak. Vizsgalatainkat jovahagyta a Pécsi Tudgmgyetem

Munkahelyi Allatjoléti Bizottsaga.
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6. EREDMENYEK

6.1 Alipid raft diszrupcié hatasa a TRP receptorok akivalhatésagara

6.1.1 Szfingomielinaz kezelés hatasa a TRP receptongkdonesére TRG

neuronokon

Patkany TRG sejttenyészeten a TRP receptor akfivafiuoreszcens [Cai
méréstechnikaval detektaltuk. Kvantitativ értékedés C4" valaszok maximum értékét
hasznaltuk. A reagal6 sejteket a fluoreszcenciayagéék novekedése (R0,1) alapjan
azonositottuk. A kapszaicin alkalmazasa 2-5 s-itptta mely azonban a valaszok
kinetikai jellem®i és idbtartama szempontjabdl jelést eltéréseket okozott. Hasonlé
gyakorisaggal észleltiink révid tranziens, valaregy kezdeti gyors fazist kovehosszu
platéfazissal rendelkézalasztipusokat. Az AITC valasz jellefien hosszu latencia utan
(15-30 s) fepdott ki. A formaldehid hatasara jelentkefCea']li emelkedés szintén
nagyobb latencia utan jelentkezett (15-20 s) égssztralt gorbe alakja az AITC vélasz
Kinetikai jellem®it mutatta. A plazmamembran szfingomielin tartaladén
depletalasdhoz szfingomielinazzal (10; 30 mUN) b&tuk a tenyészeteket (60 perc, 37
°C).

Kutatocsoportunk korabbi kisérletei igazoltak, heggapszaicin altal kivaltott TRPV1,
illetve az AITC-indukdlt TRPA1l receptor aktivaci@ szfingomielindz kezelés
koncentraciéfig§ modon gatolta. Ezen medfigyeléseket kiegészitetjgken
vizsgalatunkban tovabbi kisérletekkel, tobb sejtdmésaval. Kontroll tenyészeteken a
vizsgalt neuronok 61,46 + 4,9%-a valaszolt kapsasc A 30 mUN szfingomielinaz
elokezelés szignifikansan csokkentette a kapszaiziékény sejtek aranyat (40,36 *
4,6%), mig a 10 mUN enzimmel tértemkubacié nem okozott szignifikans mértiék
géatlast, a sejtek 57,18 + 3,7%-a valaszolt az agana (15. A abra).

A TRPA1 receptor agonista AITC-szenzitiv sejtekngea 26,1 + 2,8% volt, mig
formaldehidre a neuronok 38,6 + 3,36%-a valas2atAITC és a formaldehid receptor
szelektivithsanak meghatarozasa céljabol tovabimdtkoldgiai vizsgalatokat végeztink.
A szelektiv TRPA1 antagonista HC-030031 (50 pMplataz AITC hatdsara kialakult
C&* szignalokat. A formaldehid hatasat a szelektiagmista azonban csak részben
gatolta, a raciometrikus értékeket redukalta, aannd sejtek jelets részében [CH;
novekedést detektaltunk. A formaldehid valaszokiatCa030031 (50 uM) és a TRPV1
antagonista kapszazepin (10 uM) egytttes alkalma#®lte el. A szfingomielinaz
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kezelés szignifikdnsan csokkentette az AITC-érzglsajtek aranyat, 16,67 + 4,7%-ra
10 mUN, illetve 3,99 £ 2,1%-ra 30 mUN koncentracadkalmazésakor. A formaldehid
valaszokat azonban csak a 30 mUN enzimmel tork&zelés géatolta (26,1 + 2%). Az
alacsonyabb koncentracioban alkalmazott szfingandiel (10 mUN) nem okozott
szignifikans csokkenést a formaldehid-szenzitivroeok aranyaban, a kezelés utan
formaldehidre a sejtek 37,97% + 4,8-a valaszolt BL&bra).

A kapszaicin, az AITC és a formaldehid hatédsaraldélt fluoreszcencia aranyértékek
(R=1,06 £ 0,32, R=0,71 % 0,22, R=0,49 * 0,12) gydimielinaz (30 mUN) kezelést
koveben szignifikansan csokkentek (R=0,40 + 0,13, R=&,8112, R=0,27 + 0,11) (16.
abra).

A raciometrikus értékek csokkenése mellett & Gaignalok latenciaideje is valtozott a
kezelés hatasara. Kontroll sejtekben az AITC val&s46 + 4,75 s utan fégdiott ki. A
szfingomielinaz (10; 30 mUN) kezelés megnyujtottaadaszok latenciaidejét (20,4 +
511s,38,1+4,15s)(17. abra).

Kisérleteink masodik fazisaban az icilinre (1 puMagaldé neuronok aranyat hataroztuk
meg kontroll sejteken (14,23 + 3,1%, 14/98). Alincvalasz révid latencia (5-10 s) utan
jelentkezett. A 30 mUN szfingomielindz kezelés sdigansan csokkentette az icilin-
érzékeny sejtek aranyat (6,02 + 2,3%, 5/85), nfi§ mUN enzimmel tortéhinkubaciot
koveten a sejtek 9,8 + 2,9%-a (11/97) reagalt a TRPMBatara (15. C abra).

A tovabbiakban vizsgaltuk a szfingomielinaz hatéaapregnenolon-szulfat-indukalt
TRPM3 receptor aktivaciora. A pregnenolon-szulfél &ivaltott C&* szignal hosszabb
latencia (20-30 s) utan féfott ki. Az icilin esetében kapott eredményekkedrgétben,

a kezelés nem csokkentette szignifikansan a pregmeiszulfatra (50 uM) reagald sejtek
aranyat, mely értékek kontroll kérilmények ko6zo®,25 + 4,5% (43/127), mig
szfingomielinazzal (10; 30 mUN) kezelt tenyészeteB8,11 + 4,2% (28/79), illetve
30,89 + 3,2% (21/67) voltak (15. D 4bra).
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15. &bra: Szfingomielindz kezelés hatdsa TRPV1, TRR, TRPM3 és TRPMS8 receptorok
aktivalhatdsagara TRG neuronokon.(A) Kapszaicin-érzékeny kontroll és szfingomielidézelt (10;

30 mUN) neuronok aranya (%), N=53-67 sejt/csop@]}. AITC- és formaldehid-szenzitiv kontroll és
szfingomielindz-kezelt (10; 30 mUN) neuronok araify@, N=80-379 sejt/csoport. (C) Icilin-érzékeny
kontroll és szfingomielinaz-kezelt (10; 30 mUN) neuwok aranya (%), N=85-98 sejt/csoport. (D)
pregnenolon-szulfat érzékeny kontroll és szfingdiméez-kezelt (10; 30 mUN) neuronok aranya (%),
N=67-127 sejt/csoport. (*p<0,05; **p<0,01;*** p<@Q kontroll vs. szfingomielindz-kezelt csoport,
egyutas ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopa atlag + SD értékeket reprezentdljak. SMaz:
szfingomielindz, PS: pregnenolon-szulfat, FA: folthehid, AITC: allilizotiocianat.
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Kontroll SMaz (30 mUN)-kezelt
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16. abra: Szfingomielinaz kezelés hatasa TRPV1, TRR, TRPM3 és TRPMS8 receptorok
aktivalhatésagara és a feszlltségfiigg kalcium csatorndk mikédésére TRG neuronokon. Az
R=F(340/380) érték valtozasa fura-2 AM-mel feltéiltdeuronokban. Eredeti regisztratumok (A) KCI-) (B
kapszaicin-, (C) icilin- és (D) pregnenolon-szudaenzitiv sejtekil kontroll és szfingomielinaz-kezelt (30

mUN) tenyészeteken. SMaz: szfingomielinaz, PS: meaglon-szulfat.
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A Kontroll B SMaz (10 mUN)-kezelt
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17. abra: Szfingomielinaz kezelés hatdsa a TRPAlaeptor aktivaciot kovets Ca?*szignalok kinetikai
jellemzéire TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték véltozasa fura-2 AM-meldtitt neuronokban.
Eredeti regisztratumok (A) kontroll (B) 10 mUN sujomielindz-kezelt és (C) 30 mUN szfingomielinaz-

kezelt neuronokon. SMaz: szfingomielinaz, AlTCilialbtiocianat.

6.1.2 Szfingomielinaz kezelés hatasa a feszultségdfikgdcium csatornak
mikodésére és a bélsmembranok szerkezeti integrithsara TRG

neuronokon

KCl-indukalt [C&*]i novekedést a kontroll sejtek 95,24 + 4,2%-a mittgR=1,107 +
0,396). A szfingomielinaz (10; 30 mUN) kezelés rgatolta a sejtek KCl-érzékenységét
(97,58 + 2,9%, 94,89 £ 5,7%) (18. abra). A raciaikas értek 30 mUN szfingomielinaz
kezelés hatdsara sem valtozdtanulmanyoztuk tovabba a szfingomielindz hatasat a
thapsigargin-indukalt [G4]i emelkedésre. A thapsigargin (200 nM) képes molhiliz
C&*-t az intracellularis raktarakbol, ezzel novelveeaiten belili C&# koncentraciot.
Thapsigargin hatasara a kontroll tenyészetekejiek<3,26% + 3,9%-aban detektaltunk
[Ca?"]i emelkedést. A szfingomielinaz (10; 30 mUN) kezet&saz aranyt nem valtoztatta
meg szignifikans mértékben (44,59 + 4,5%, 43,67,3%). A kezelés raciometrikus
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ertékeket sem befolyasolta. Kutatdcsoportunk kaaabb tett ilyen megfigyelést, melyet

jelen kisérletben tobb sejt bevonasaval tovablyaiagnk.

[ kontroll
[ SMaz 10 mUN

150 -
I SMaz 30 mUN

100 —— ——

(5]
o
1

reagalé sejtek aranya (%)

o

KCl KCl KCl

18. abra: Szfingomielinaz kezelés hatasa a KCl-szativ neuronok aranyara (%). N=71-192
sejt/csoport. (kontroll vs. szfingomielindz-keze&lyyutas ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopo

az atlag = SD értékeket reprezentaljak. SMaz: gofimelinaz.

6.1.3 Ceramid és szfingozin kezelés hatasa a TRP rec&ptatkodésére
TRG neuronokon és TRPV1 receptor-expresszalo Clit€kse

A kovetked kisérletsorozatban a szfingomielin szfingomielim@asara bekovetk&z
hidrolizise soran keletkézceramid és szarmazéka, a szfingozin hatasat Viakga
TRPV1 és TRPAL receptorok aktivalhatésagara prisegnzoros neuronokon. A
kapszaicin-indukalt valaszokat TRPV1 receptor-esgzald CHO sejteken is
tanulményoztuk.

Az elékezelések (1; 10 uM ceramid/szfingozin, 37 °C, é@pnem gétoltak a kapszaicin
altal kivaltott **Ca* akkumuléaciot TRPV1-expresszalé CHO sejteken, mell@at”
felvétel vizsgalattal bizonyitottunk.

Erzéneuronokon meghatéaroztuk a kapszaicin- és az AWEDHEtv sejtek aranyat
kontroll, ceramid-, illetve szfingozin-kezelt (10M,1 60 perc, 37 °C) tenyészeteken
fluoreszcens [C4]i méréstechnikaval. Kontroll tenyészeteken a vizsgéironok 62,97
+ 5,2%-a (39/62) valaszolt kapszaicinre. Ez az kém@&m csotkkent szignifikans
mértékben ceramid, illetve szfingozibletzelés hataséra (58,18 + 5,4%, 25/43 és 61,2 +
4,9%, 22/36) (19. A abra). Az AITC-szenzitiv newkraranyat (26,58 + 3,3%, 98/379)
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sem redukaltdk az @ezelések (ceramid: 22,86 + 4,2%, 23/97, szfingo2ih23 *
4,05%, 30/145) (19. B abra).

Meghataroztuk a hidrolizistermékek hatasat a raetdkus értékek nagysagara. A
kapszaicin hatasata detektalt fluoreszcencia aggk (R=1,06 + 0,32) ceramid-
(R=1,22 + 0,43), illetve szfingozin-kezelést (R=®,8 0,39) kdveien nem valtozott
szignifikans mértékben. Az AITC kontroll koérulmémkyekozott R=0,71 + 0,22
fluoreszcencia aranyt eredményezett, melyre a liistermékeknek (ceramid: R=0,62
+ 0,23, szfingozin: R=0,83 + 0,34) nem volt hatasa.

A TRPV1 B TRPA1
_ [ kontroll
80 404 [ ceramid 10 pM
- M szfingozin 10 uM
“ —— w1
: 1

204

[
-
I
=
N

reagilo sejtek ardnya (%)
.
—

reagalo sejtek ardanya (%)

=

kapszaicin kapszaicin kapszaicin AITC AITC AITC

19. &bra: Ceramid és szfingozin kezelés hatasa TRBR\¥s TRPAL receptorok aktivalhatosagara TRG
neuronokon. (A) Kapszaicin- (B) AITC-szenzitiv kontroll, cerdln és szfingozin-kezelt (10 puM)
neuronok aranya (%), N=36-379 sejt/csoport (kohtvel ceramid, szfingozin-kezelt csoport, egyutas

ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopok az gtla SD értékeket reprezentéljak. AITC:
allilizotiocianat.

6.1.4 Szfingomielinaz, ceramid és szfingozin kezelés damta TRP

receptorok mkdodésére periférias éirdeg-végddéseken

A periférids érdideg-végddéseken lokalizalodé TRP receptorok vizsgalatans@éa
receptor aktivacio folyaman felszabadult CGRP katréeiokat RIA moddszerrel
hataroztuk meg. A TRPV1 receptorok kapszaicinn@0 (M) torté aktivacioja 1,2 +
0,25 fmol/mg CGRP felszabadulast valtott ki izof#tkany trachea periférias éideg-
végadéseildl. A szfingomielinaz kezelés (10 mUN) gétolta asagicin-indukalt CGRP
exocitézist (0,4 £ 0,09 fmol/mg). A kisebb koncéwioju enzimnek (5 mUN) tortén
inkubacionak azonban nem volt hatasa (1,52 + Qy&1/ing) (20. A abra). AITC (100
UM) hataséra 0,57 = 0,17 fmol/mg CGRP felszabatulétektaltunk, mely a kezelés

hatasara (5; 10 mUN) 0,52 + 0,07 fmol/mg és 0,312 fmol/mg értékekre valtozott
(20. B abra).
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Az elokezelés nem befolyasolta az ingerlégtebazalis CGRP felszabadulast. Ebben a
kisérletsorozatban az icilin (1; 10 uM), illetvepeegnenolon-szulfat (100 uM) nem
okozott RIA modszerrel detektalhaté CGRP felszaldsiua periférias ééadeg-
vegzdésekl. A thapsigargin (200 nM) a periférids éideg-végddésekibl nem
indukalt CGPR exocitozist. A kontroll korilmeényetdétt detektalt CGRP koncentracio
(0,11 £ 0,04 fmol/mg) thapsigargin hatasara nertozétt szignifikAns mértékben (0,116
+ 0,02 fmol/mg).

Vizsgaltuk a hidrolizistermékek hatasat a periegébideg-vegsddéeseken lokalizalédd
TRPV1 és TRPAL1 receptorok aktivalhatosagara. Amoetd10 puM) nem befolyasolta a
kapszaicin (1,26 + 0,28 fmol/mg) és az AITC altatlitott (0,52 + 0,21 fmol/mg) CGRP
felszabadulést. Kapszaicin, illetve AITC alkalmsedéor detektalt szenzoros neuropeptid
koncentracié a szfingozin kezelést kdest (0,97 + 0,19 fmol/mg, 0,61 £+ 0,19 fmol/mg)

sem valtozott (20. C, D abra).
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2.0+ 10- I kontroll
i, ’ [ 8Miz 5 mUN
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0.0 - -
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?"_ ?"_ 0.44
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20. abra: Szfingomielindz, ceramid és szfingozin kelés hatdsa a TRPV1 és TRPAL receptorok
aktivalhatésagara periférias érdideg-végadéseken(A) Kapszaicin és (B) AITC altal kivaltott CGRP
felszabadulas kontroll és szfingomielindz kezel®s 80 mUN) hatdséara. (C) Kapszaicin és (D) AlT@lal

kivaltott CGRP felszabadulas kontroll, ceramid- é&zfingozin-kezelés (10 M) hatasara
(**p<0,01,***p<0,001, kétmintas t-préba, kontrollsy szfingomielinaz-, ceramid-, szfingozin-kezelt
csoport). Az oszlopok az atlag + SD értékeket rmgmiljdk. SMaz: szfingomielinaz,

AITC:allilizotiocianat.
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6.1.5 MCD kezelés hatasa a TRP receptordikduésére TRG neuronokon

Kutatocsoportunk korabbi kisérletei bizonyitottakjogy az MCD kezelés
koncentraciofiiggy modon csokkenti a kapszaicin altal kivaltott {Jieemelkedést TRG
neuronokban, valamint &Ca&" akkumuléaciét TRPV1-expresszaldé CHO sejtekben
(Szoke és mtsai., 2010). A kisérletek jelen szakaszémrMCD kezelés hatasat
vizsgaltuk AITC-re (200 uM), icilinre (1uM), illety pregnenolon-szulfatra (50 uM)
valaszol6 éréneuronok aranyara fluoreszcens{@ianéréstechnikaval. A sejteken MCD
(1; 3; 10 mM) kezelést alkalmaztunk (45 perc’@Y az agonistak alkalmazasétel
Kontroll tenyészeteken a vizsgalt neuronok 28,3232%-a valaszolt AITC-re (R=0,65 +
0,22). A 10 mM MCD kezelés szignifikhnsan csokktataz AITC-szenzitiv neuronok
aranyat (15,3 + 3,9%), a raciometrikus érték 0,381 -re csokkent (21. A abra). Ezzel
szemben az 1 és 3 mM MCD kezelés nem befolyasatiaiametrikus érték nagysagat
(R=0,55 + 0,18, illetve R=0,61 + 0,16) (21. B abra)

Az icilinre reagal6 kontroll sejtek aranya 15,43 8% volt, mely érték 6,41 + 3,1%-ra
csokkent 1 mM MCD-vel torténinkubaciot koveten. A 3 mM MCD kezelés eltorolte a
vélaszokat (21. C abra). Az 1 mM MCD szignifikansaiikkentette a raciometrikus érték
nagysagat, mely kontroll esetben 0,67 + 0,13 adtezelés hatdsara R=0,38 + 0,1 értékre
csokkent (21. D abra).

Pregenenolon-szulfatra a kontroll neuronok 44,Z882%6-a valaszolt. Az ékezelésnek
nem volt hatdsa a TRPM3 receptor aktivalhatosagird,l + 4,7%, 41,29 + 5,9% és
34,99 + 5,9% pregnenolon-szulfat-szenzitiv neudetektaltunk 1; 3; illetve 10 mM
MCD kezelést kovéen (21. E abra). A kezelés nem befolydsolta a maeiokus
ertékeket, kontroll korilmények kdz6tt R=0,53 +6),tig 1; 3 és 10 mM MCD hatasara
0,52 + 0,15; 0,58 + 0,23 és 0,56 + 0,19 értekekéttimk (21. F abra). Eredeti
regisztratumok szemléltetik a kezelés hatdsatodBzcencia arany értékekre (22. abra).
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21. abra: MCD kezelés hatdsa TRPALl, TRPM3 és TRPM8ceptorok aktivalhatésagara TRG
neuronokon. (A) AITC-szenzitiv kontroll és MCD-kezelt (1; 30InM) neuronok aranya (%), N=86-104
sejt/csoport. (C) Icilin-szenzitiv kontroll és MQOf&zelt (1; 3 mM) neuronok aranya (%), N=37-109
sejt/csoport, (E) pregnenolon-szulfat-érzékeny tainés MCD-kezelt (1; 3; 10 mM) neuronok aranyg,(%
N=42-64 sejt/csoport. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,a0 kontroll vs. MCD-kezelt, egyutas ANOVA,
Dunnett post hoc teszt). (A, C, E) Az oszlopok #agat SD értékeket reprezentaljak. (B) AITC, (Bijin

és (F) pregnenolon-szulfat hatasara kontroll és MEEelt (1; 3; 10 mM) neuronokban detektalt
raciometrikus értékek. (*p<0,05, **p<0,01, kontre. MCD-kezelt, kétmintas t-préba). (B, D, F) Az
oszlopok az atlag + SD értékeket reprezentaljakDM@etil-3-ciklodextrin, AITC: allilizotiocianat, &:

pregnenolon-szulfat.
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Kontroll MCD-kezelt myriocin-kezelt

A AITC 10 mM MCD 200 nM myriocin
1,67 1,67 1,64
§114‘ 1,4 14
| o S
%1,2 § 1,21 § 1,24
&Y 3 10| S
T o € 1,04
i1 0.8 5 IT'l'
T os &
0,61 0,8
— AITC 200 pM 0,61 06l
o4 R guATCEOMW . Pl Amca00m
0 50 100 150 200 O 50 100 150 200 250 300 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
t(s) t(s) t(s)
B icilin 1 mM MCD 200 nM myriocin
1,6, 1,67 16
14 1,44 L4
= S 2
812 812 gl2
= g 1 g
& &1,04 ol
T10] i 'T'T
x x 0,81 x 08
o8 AM[“_\\ 064\/\\*
0.6 ——icilin 1 uM 0.6 icilin 1 M o icilin 1 pm
"0 20 40 60 8 100 120 0 20 40 60 80 100 120 140 O 20 40 60 80 100 120 140
t(s) t(s) t(s)
C PS 10 mM MCD 200 nM myriocin
1,34 1,3 1,3
1,2 1,24 1,24
gl,b 5114 =14
210 & 1,0 & 1,04
o o
g 09 3 09 3 09
0,8 0,81 & 0,8
@ 14 14
0,71 0,71 0,7
0,61 0,61 0,61
o5 — oM g5l ——PsSam 05 PoS0M : ,
0 50 100 150 200 250 300 O 20 40 60 80 100 120 140 160 0 50 100 150 200
t(s) t(s) t(s)

22. dbra: MCD és myriocin kezelés hatasa TRPAL, TRW3 és TRPM3 receptorok aktivalhatésagara
TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték valtozdsa fura-2AM-mel fitii neuronokban. Eredeti
regisztratumok (A) AITC-, (B) icilin-és (C) pregnaion-szulfat-szenzitiv kontroll, MCD- (1; 10 mM) és
myriocin (200 nM) -kezelt neuronokon. MCD: metikelldodextrin, AITC: allilizotiocianat, PS:

pregnenolon-szulfat.
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6.1.6 Myriocin kezelés hatasa a TRP receptorokikinésére TRG

neuronokon

Ebben a kisérletsorozatban a szfingolipid biosziasténhibitor myriocin (200 nM)
elokezelést alkalmaztunk (37 °C, egy éjszakan at)ezekés hatasat fluoreszcensifa
méréstechnikaval hataroztuk meg é&euronokon. Kontroll tenyészeteken a vizsgalt
neuronok 28,32 + 5,2%-a valaszolt AITC-re és 15#3,8%-a mutatott icilin-
szenzitivitdst. A myriocin kezelés szignifikansmdkkentette az AITC-, illetve az icilin-
szenzitiv neuronok aranyat (15,12 + 4,2%, 8,19%a), A pregnenolon-szulfatra reagald
kontroll sejtek aranya 44 + 5,6% volt, mely értéaehyriocin kezelés nem csokkentette
szignifikans mértékben, a neuronok 44,66 + 6,2%kazelést kovéen érzékeny volt
pregnenolon-szulfatra (23. A abra).

Kontroll tenyészeteken az AITC, icilin, és pregnieneszulfat alkalmazasakor detektalt
raciometrikus értekek a kovetkidevoltak: R=0,65 + 0,13, R=0,62 + 0,21, R=0,48 ¥0,

A kezelés szignifikansan csokkentette az AITC atikbzott fluoreszcencia arany
emelkedést (R=0,39 + 0,1) és redukélta az icikalahazasakor detektalt R értéket (0,39
+0,12), melynek mértéke azonban nem volt szigaifik A myriocinnek nem volt hatdsa
a pregnenolon-szulfat-indukalt R érték emelked@?re0,43 + 0,15) (23. B abra). Eredeti

regisztratumok szemléltetik a kezelés hatasatomdbrcencia arany értékekre (22. abra).
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23. abra: Myriocin kezelés hatdsa TRPAL, TRPM8 ésRPM3 receptorok aktivalhatésagara TRG
neuronokon. (A) AITC-, icilin- és pregnenolon-szulfat-szenzitikontroll és myriocin-kezelt (200 nM)
neuronok aranya (%). N=86-104 sejt/csoport. (*pS0,Kontroll vs. myriocin-kezelt csoport, egyutas
ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopok az@taSD értékeket reprezentaljak. (B) AITC, icilia €
pregnenolon-szulfat hatasara kontroll és myrio@reit (200 nM) neuronokban detektalt raciometrikus
értékek. (*p<0,05, kontroll vs. myriocin-kezelt ggwt, kétmintds t-proba). Az oszlopok az atlag + SD

értékeket reprezentaljak. AITC: allilizotiocianBS: pregnenolon-szulfat.
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6.1.7 MCD kezelés hatasa a plazmamembran rendezett éezetten
fazisainak aranyara

A laurdan emissziés spektrumanak vizsgalata a @ammbran fluiditdsanak és
rendezettségének meghatarozasara alkalmas moéddaeis(és mtsai., 2002). Jol
hasznalhatdé a rendezett és rendezetlen (MCD-keelithbran fazisok kozti atmenet
jellemzésére (Golfetto és mtsai., 2013). A laurelaunsszids és abszorpcios spektrumanak
befolyasolja. A rendezett fazisban az emissziosimam 435 nm-en detektalhatd, mig a
rendezetlen fazisban a maximum érték 490 nm-ernublak Ez a vords-eltolédas a
nagyobb mérték polarizacié és a dipblus relaxacidé kovetkezmémegerjesztési
spektrumban ez a hatas kék-eltolodast okoz. A sfekivaltozasok szamszsitésére
altaldnos polarizacié (GP) értékeket hataroztunlg,mmaind az emissziés mind a
gerjesztési spektrumok esetében. Az emisszios repeldl meghatarozott GR érték
kontroll esetben 0,46 volt, mely az MCD kezelésibata 0,35-re csokkent. A gerjeszteési
spektrum alapjan szamolt gRérték -0,63-rdl, -0,72-re csokkent MCD kezelésbata
(24. 4bra). A GP értékek ilyen iranyu valtozasglazmamembran rendezettségének
csokkenésére és a vizmolekulak fokozott jelenléiéatnak. MCD-vel vald inkubacio
hatasara olyan membran domének depletalodnak, kirelgea molekulak hidrataltsagi
szintje alacsony. Ez a tulajdonsag a rendezetékolyy doménekre (,liquid ordered
domain”) jellem®, amelyek a lipid raftok megfetél Ezen spektrélis valtozasok

egyertelni bizonyitékot szolgaltatnak arra nézve, hogy a M&Relés (10 mM) a lipid
tutajok diszrupciojat okozza.
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24. abra: MCD kezelés hatasa a laurdan gerjesztésis emissziés spektrumara(A) 340 nm-re

normalizalt gerjesztési spektrutts=432 nm. (B) 435 nm-re normalizalt emissziés spakir Aex=360
nm.
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6.1.8 MCD kezelés koleszterin depletalé hatasanak kirasgat

Az MCD kezelés (10 mM) ételjesen cstkkentette a plazmamembran filipin jelését
TRG neuronokon és TRPV1 receptor-expresszalé CHi®ksa. Kontroll sejtekben a
koleszterin a plazmamembranban és a perinukledngp&rtmentekben is megtalélhato.
MCD-kezelt TRPV1 receptor-expresszaldé CHO sejtekbenTRG neuronokban a

koleszterin-jel6lés eltasdott (25. abra).

25. abra: Filipin fluoreszcens jel6lés(A) Kontroll és (B) MCD-kezelt TRPV1 receptor-eggszalé CHO
sejtek fluoreszcens képe. (C, D) Kontroll és (EMED-kezelt TRG neuronok (C, E) fénymikroszkdpos
és (D, F) fluoreszcens képe (Iépték: 50 um).
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6.1.9 Osszefoglalas

A kilonbod kezelésekkel kapott, azsebekben mar ismertetett eredmeényeket az alabbi
tablazat tartalmazza, kiegészitve kutatdécsoportkmiabbi eredményeivel (8ke és

mtsai., 2010) (2. tablazat).

Receptor | TRPV1 TRPA1 TRPM8 TRPM3

Agonista | kapszaicin| AITC icilin PS
MCD l } l n.s
kezelés 3 mM 10 mM 1 mM h
SMaz } l l ns
kezelés | 30 mUN | 10 mUN | 30 mUN h

Myriocin ! ! l s
kezelés 50 nM 200 nM 200 nM A

2. tblazat: MCD, szfingomielindz és myriocin kezéks hatdsanak dsszefoglalasa a TRP receptorok
aktivalhatésagara TRG neuronokon.|: szignifikansan cstkkent receptor aktivalhatosagzazt kivaltd

n.s.: nizognifikans kildnbség a kontroll értékhez képest.

AITC: allilizotiocianat, PS: pregnenolon-szulfat.

6.2 A hidrogén-szulfid donor vegylletek és a DMTS targe
molekulajanak azonositasa
6.2.1 A hidrogén-szulfid donor vegyilletek (Mg NaHS) target

molekulajanak azonositasa TRG neuronokon

A Kkisérletek els szakaszaban meghataroztuk az.Naés az NaHS-szenzitiv
érzdneuronok aranyat fluoreszcens fa méréstechnikavaMivel a H,S illék[ ny gaz

a bemérést kovetden a

amper [ metrias HoS szenz[tral hatar[ ztuk meg (Nagy és mtsai., 2014). A flulteszcens
[C&?*]i mérések idép[htjaban mért pint[s klhcentraciok: NaHS (230 uM és 2,1 mM),
NaxS (140 uM és 350 uM). A gaztranszmitter hatasara nagyméitfRa’*]i emelkedést
detektaltunkTRPA1"* egér TRG neuronokon, mely 20-30 s latencia utdddéjt ki. A
valaszok kinetikai jellem ioncsatorna aktivaciora utaltakAz NaHS-érzékeny
neur[hlk ardnya 15,38% (4/26), illetve 21,57% (33/153) v[1t 230 uM, illetve 2,1 mM

ki hcentraciok alakalmazéasak(t. A vizsgalt neur[nlk 8,69%-a (2/23), illetve 11,86%-a
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(7/59) valaszolNaSre (140 és 350 puM) (3. tablazat). A detektalt{Gamelkedés

reprodukalhato volt, illetve ddaHS-szenzitiv sejtek a szelektiv TRPAL agonistECAl

re is érzékenyek voltak (26. A, B, C abra). Az AFsgenzitiv érédneuronok relativ
mennyisége 26,27% (31/118) volt, a valaszok kimetilellemzi a HS donor
szignalokhoz hasonléan alakultak. A kisérletek miksszakaszaban TRPAkgér TRG
sejttenyészeten is elvégeztiik a méréseket. A TR&&eptor hianya esetén AITC, NaHS

és NaS hatasara sem detektaltunk {gieemelkedést. KCI (50 mM) adaséaval edlgntiik

a kisérlet végén a sejtek életképességét (26. b abra).

AITC NaHS NazS
Koncentracié 200 uM | 230 uM| 2,1 mM 140 pM| 350 puM
Sejtek szama 118 26 153 23 59
Reagal6 sejtek szama 31 4 33 2 7
Reagal6 sejtek aranya (%) | 26,27 15,38 21,57 8,69 11,86
Minden adat n=3-5 fliggetlen kisérlet eredméyébarmazik.

3. tablazat. AITC- , NaHS- és Na&S-szenzitiv TRPA1** egér TRG neuronok abszollt és relativ

mennyiségeAlTC: allilizotiocianat.

61



w
O

2,4 1,6 14
20 14 1,21
<) =1 0] P
& 16] g e 8 10]
S S 1,04 e
12 3 08l 308
I T T 0,64
0,8 & 0.6 a0
r = 0.4 NaHS 2,1 mM  AITC 200 pM 0.4 NaHS 2,1 mM NaHS 2,1 mM
041 NaS350uM Na,S 350uM K
, X " : o 0,2 -—
0 100 200 300 400 0 50 100 150 200 250 300 350 O 100 200 300 400 500 600
te) t(s) t(s)
D E F
18 2,07 2,0,
164 1,81 18
16| 5 161
~ 1,4 o Q
2 D 1,4 B 1.4
g L2 S1s g
g 10 3 312
& g 1,04 |_|1|_ 1,04
I 0,81 &4 0,81 x 0,8
0,6 0,6{ , | 0,61
041 Na s 350uM KCI 50 mM g’i“ AITC 200 yM KCI 50 mM 04 Tohs 2.1 s 0 MM
0.2 . . . . : 2 . . \ : 0.2 ; . . ,
0 50 100 150 200 250 0 50 100 150 200 0 100 200 300 400
t(s) t(s) t(s)

26. abra: AITC, NaHS és NaS hatdsa TRG neuronokonAz R=F(340/380) érték véltozdsa fura-2 AM-
mel feltéltott neuronokban. Eredeti regisztratungdk NaS, (B) AITC és (C) NaHS hatasarél TRPA1
egér TRG neuronokon. Eredeti regiszratumok (D)SN4E) AITC és (F) NaHS hatasarol TRPA&gér

TRG neuronokon. AITC: allilizotiocianat.

6.2.2 A DMTS target molekulajanak azonositasa TRG nelono

A kisérletek el§ szakaszaban meghataroztuk a DMTS-szenzitiénérronok aranyat
fluoreszcens [CGd]i méréssel. A DMTS (100 uM) a sejtek 11,81%-ab&h1(l0) valtott

ki gyorsan kifejbds, ismételhat Ca* valaszt. Az AITC (200 uM)-érzékeny sejtek aranya
18,00% (9/50) volt. A dialkil-poliszulfid vegyuleikalmazasakor kifejds Ca* szignal
kinetikai jellem®i a TRPAL szelektiv agonista AITC valaszhoz hasakkpltak (27. A
abra).

A DMTS célmolekulajanak meghatarozasa érdekébenIRRgér TRG tenyészeten is
teszteltik a poliszulfid hatasat. TRPAL génhiarggér éréneuronokon a DMTS és az
AITC sem valtott ki hatast. KCI (50 mM) adasavaemdriztik a kisérlet végen a sejtek
életképessegét (27. C abra).

A DMTS TRPAL agonista hatasanak még&ése érdekében egy tovabbi vizsgalatot
végeztink. A TRPAL szelektiv antagonista vegyuld€a030031 (10 uM) gatldé hatasat
teszteltik a DMTS és az AITC valaszokra. A HC-03D83ignifikAnsan csokkentette az
AITC-érzékeny neuronok aranyat, mely érték 2,7%X#86) csokkent. A TRPAl
szelektiv antagonista eltorélte a DMTS-indukalt {¢ianévekedést, nem detektaltunk

reagalo sejtet (27. B abra).
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27. abra: DMTS hatasa TRG neuronokonAz R=F(340/380) érték valtozasa fura-2 AM-mel Gttt
neuronokban. Eredeti regisztratumok a DMTS hatasghp TRPALY* és (C) TRPAT egér TRG
neuronokon. (B) Eredeti regisztratum a TRPAL1 szélekntagonista (HC-030031) gatlé hatasardl

TRPA1"*egér TRG neuronokon. DMTS: dimetil-triszulfid.

6.2.3 A DMTS hatadsa a TRPA1 aramokra TRPAL receptor-esgzado
CHO sejteken

Automata patch-clamp modszerrel TRPAL receptoresgmald CHO sejteken
kilénb6d koncentracioju (10; 20; 30; 100 uM) DMTS oldatokaszteltliink, pozitiv
kontrollként 30 puM AITC-t alkalmaztunk. A DMTS 10@M koncentracidban
nagymértelk TRPAL1 aramot valtott ki, mely azonban a tesztark@gcentracidjanak
novelésével (500 uM) tovabb nem emelkedett. A HGA33 (30 uM) gatolta a DMTS
(100 uM) éltal indukalt TRPAL1 aramot (28. A abr&)TRPA1 aram amplitadojaban a
tesztanyagok hatasédra bekoOvetkezett valtozasékeld kialakuldsat a 28. B abra
szemlélteti. DOzis-hatés gorbét vettiink fel 1Q;3Més 100 uM DMTS alkalmazasaval,
melyen jél latszik a tesztanyag dozisfadoatasa (28. C abra). Az aramokat 100 uM
DMTS hatasara detektalt aram amplitidojdhoz nowmakilik. Az adatokat Hill

egyenlettel illesztve az Eeértéket 18,46 + 0,31M-nak hataroztuk meg.
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28. dbra: A DMTS TRPAL receptoron kifejtett koncentéaciofliggé hatédsa.(A) Eredeti regisztratumok
szemléltetik a 10; 20; 30 és 100 uM DMTS TRPA1l &eamyakorolt hatasat. (B) A TRPAL1 aram
amplitudéjdban a tesztanyagok hatasara bekovetkediébzasok idbeli kialakulasa. A kifelé iranyuld
aramokat a feszultségprotokoll 50 mV-os szakaszdtdrbztuk meg. (C) Koncentracio-hatas gorbe
reprezentalja a DMTS hatasat a TRPAL receptoroméfési pontok 6t DMTS-sel kezelt CHO-TRPAL
sejt atlagt SEM értékeit reprezentéljak. DMTS: dimetil-trifimly AITC: allilizotiocianat.
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6.3 A PACAP receptor agonistak és antagonistak hatdsakavizsgalata

6.3.1 A PACAP receptor agonistak és antagonistak hatB&afdeuronokon

Wistar patkany TRG neuronokon

A Kkisérletek el§ szakaszaban teszteltik a PACAP1-38 hatasat kiénbo
koncentraciokban (10; 30; 100; 500 nM és 1 uM) T&peken fluoreszcens [Eh
méréstechnikaval. Kontrollként ECS-t alkalmaztudk 2-ig, a sejtek 3,25 + 0,58%-nal
spontan C# szignal fejbdott ki. Lassan novekv[Ca']i-t detektaltunk PACAP1-38
alkalmazasakor, mely kinetika a G-protein-kapcsetieptor aktivaciora jellendz A
PACAP1-38-szenzitiv (10; 30; 100; 500 nM és 1uMyrmoeok aranya 12,05 + 1,67%
(14/115), 25,24 + 3,46% (20/80), 38,29 + 3,5% (89/B7,14 * 5,4% (28/74), illetve
43,29 + 2,89% (30/70) volt. Ezt kovein a PAC1/VPAC2 receptor antagonistaval,
PACAPG6-38-al kiséreltik meg a valaszok kialakul@sdolni. EI$ként az antagonistat
onmagaban alkalmaztuk (10; 30; 100; 500 nM és 1My nem vart modon [E§;
novekedeést okozott a vizsgélt neuronok jeélsmészében (3 £ 2,9% (3/83), 8,06 £+ 1,65%
(9/107), 40,76 + 4,67% (40/96), 35,1 £ 5,69% (35/69 43,2 + 10,62% (31/68). Az
antagonista (100 nM) jelenlétében nem csokkent gamiatara (100 nM) reagalé a
neuronpopulacié aranya (37,56 + 6,87%, 22/56) @%bra). A koncentracio-hatas
gorbék alapjan meghataroztuk az sk@rtékeket: 44,9 nM (PACAP1-38), 74,9 nM
(PACAPG6-38) (29. B 4bra). Eredeti regisztratum deéigti a PACAP1-38 hatadsat TRG

neuronokon (29. C abra).
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29. abra: PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa patkany TR@euronokon. (A) PACAP1-38, PACAPG6-
38-szenzitiv neuronok aranya (%), N=56-115 sejposb (*p<0,05; ***p<0,001, ECS vs. PACAP1-38,
PACAPG6-38, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc te§2p<0,05; ##p<0,01, PACAP1-38 vs. PACAP6-
38, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt). Azlopok az atlad: SEM értékeket reprezentaljak. (B)
Koncentracid-hatads gorbe szemlélteti a PACAP1-3®AEAP6-38 hatasat émeuronokon. A mérési
pontok az atlagtx SEM értékeket reprezentaljak. (C) Az R=F(340/38@a¢k véltozasa fura-2-AM-mel

feltdltdtt neuronokban. Eredeti regisztratum a PAQA38 hatasardl ésmeuronokon.

A PACAP1-27-et harom koncentraciéban teszteltGlQ(1Z0 nM; 1 pM), melyre a
neuronok 6,61 + 1,42%-a (4/61), 16,8 £ 2,69%-agQ))/illetve 17,09 * 3,22%-a (8/49)
reagalt (30. A abra). A szelektiv PAC1 agonista adilan-szenzitiv (100; 500 nM) sejtek
relativ mennyisége 24,52 + 3,33% (25/100), illet¥e66 + 4,93% (16/70) volt. A vizsgalt
sejtek 19,72 £ 5,66%-a (13/65), illetve 23,71 £/8/2a (14/60) a PAC1 antagonista M65-
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re (300; 500 nM) is valaszolt. A maxadilan (100 nd8)M65 (300 nM) kombinaciora a
sejtek 19,9 + 3,71%-a (16/82) reagalt (30. B alvighataroztuk a neuronok aranyat,
melyekben megemelkedett a fJal00; illetve 500 nM VIP hataséara (24,56 + 2,94%,
32/126; illetve 28,09 + 4%, 28/82). A vizsgalt neuok 32,11 + 3,65%-a (20/63)
valaszolt VIP6-28-ra (1 uM) (30. C abr&).VPAC2 agonista BAY 55-9837-szenzitiv
(100; 500 nM) sejtek aranya 32,1 + 2,81% (27/88tvie 27,54 + 5,27% (14/50) volt.
Ezzel ellentétben a VPAC1 receptor szelektiviAta?8/IP-nek (100; 500 nM) nem volt
szamotted hatasa a [C4]i -re (2,34 + 2,04%, 2/80; 3,96 + 3,63%, 3/70) BGibra).
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30. dbra: PACAP1-27, maxadilan, M65, VIP, VIP6-28Alatl?22%/|P és BAY 55-9837 hatasa patkany
TRG neuronokon. (A) PACAP1-27-, (B) maxadilan-, M65-, (C) VIP-, VBP28- (D) Ald?22%/IP-, BAY
55-9837-szenzitiv neuronok ardnya (%), N=49-12@/csgjport. (**p<0,01; ***p<0,001, ECS vs.
PACAP1-27, maxadilan, M65, VIP, VIP6-28, Al&%2%/IP, BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni
post hoc teszt. ###p<0,001, Al&2%/IP vs. BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni pdsic teszt).

Az oszlopok az atlagy SEM értékeket reprezentéljak.

A [Ca*"i emelkedés hatterében all6 mechanizmus feldedtéds&ében Camentes ECS
alkalmazasaval is elvégeztik a kisérleteket. PAGRARte, PACAP1-38-ra, illetve
PACAP6-38-ra (100 nM) reagalé neuronok aranyd' @aentes kdzegben az alabbiak
szerint alakult: 17,94% (7/39), 32,55% (42/129)33% (52/156).
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CD1 egér TRG neuronokon

CD1 egér TRG neuronokon a patkany TRG sejteken midid valaszt eredményiez
koncentriciéban alkalmaztuk a peptideket. A vizsg@uronok 19,11 + 3,58%-a
(29/150) valaszolt PACAP1-38-ra (100 nM). A patkdahRG neuronokon tapasztalt
jelenséget figyeltik meg PACAP6-38 (100 nM) alkatdmssakor, fluoreszcencia arany
novekedést detektaltunk a neuronok 20,3 = 2,98%-4b4/70) (31. A abra). Mind a
szelektiv PAC1 receptor agonista maxadilan (100, mMihd az antagonista M65 (300
nM) a patkany TRG neuronokon detektalt értékeklasohl6é valaszokat valtott ki egér
TRG sejteken (17,35 £ 3,2%, 10/62, 22,98 + 4,720643) (31. B abra). A VIP-szenzitiv
(100; 500 nM) neuronok aranya 16,89 + 3,63% (8/dletve 22,12 + 2,81 (9/42) volt
(31. C &bra). A szelektiv VPAC2 agonista BAY 55-B§200 nM) altal kivaltott [CH];
novekedést a sejtek 25,3 + 3,78%-aban (16/643zegltunk, mig a VPAC1 szelektiv

Alal?228/]P-re (100 nM) a neuronok mindossze 6,63 + 3,64¢4/29) reagalt (31. D
abra).
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31. dbra: PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, M65, VIPAlal!:2228/|P és BAY 55-9837 hatasa egér
TRG neuronokon. (A) PACAP1-38-, PACAP6-38-, (B) maxadilan-, M6%c) VIP-, (D) Alatt2228/|P-,
BAY 55-9837-szenzitiv neuronok aranya (%), N=29-Fg{t/csoport. (**p<0,01; ***p<0,001, ECS vs.
PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, M65, VIP, At&2/IP, BAY 55-9837, egyutas ANOVA,
Bonferroni post hoc teszt. ##p<0,01, AIZ?/IP vs. BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni post

hoc teszt). Az oszlopok az atlagSEM értékeket reprezentaljak.
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6.3.2 A PACAP receptor agonistak es antagonistak hatasslPVPAC1

és VPAC2 receptor-expresszalo sejtvonalakon

PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszalé CHO lsmjteharom kilénbdz
moédszert alkalmaztunk: fluoreszcens {Giamérést,*°Ca* felvétel vizsgalatokat és
[3°S]GTP/S koBdési tesztet. A fluoreszcens fa mérés soran a PACAP1-38, a
PACAP6-38, a maxadilan, az Al#>?/IP és a BAY 55-9837 alkalmazott
koncentracidja 100 nM volt, mig az M65-6t 300 nMhkentracidban teszteltik (N=130-
280). Emelked koncentracioban detektaltuk a PACAP1-38, PACAPHY3B, VIP6-28,
maxadilan, M65, Al&?228/|P, BAY 55-9837 (0,001; 0,01; 0,1; 1; 10; 100 nMuM)
hatasatPS|GTRS koBdési tesztben.

PACL1 receptor-expresszalé sejtvonal

A vizsgalt CHO sejtek 89 + 11,1%-a vélaszolt PACAIBtra, a raciometrikus érték
0,196 + 0,203 volt (N=280). Ellentétben a szenzasronokon kapott eredményekkel,
a PACAP6-38-nak nem volt hatasa a{iare. A PAC1 agonista maxadilan-szenzitiv
CHO sejtek relativ mennyisége 93 + 8,77% volt (B26,+ 0,229) (N=198). A PAC1
receptor antagonista M65 nem okozott a kontrollképest a sejtek szignifikansan
nagyobb hanyadanal receptor aktivaciot (15,23 8%,9R=0,256 + 0,166). A VPAC1
receptor szelektiv agonista Alg>?%/IP és a VPAC2 receptor agonista BAY 55-9837
nem okozott receptor aktivaciot. Kontroll méréselydman a CHO sejtek 5,1 + 4,8%-
aban spontan CGaszignalt detektaltunk (32. A abra)*$]|GTR/S kobtdési teszttel
meghataroztuk a PACAP1-38 és a maxadilan hdisségét (E€): 1,24 + 0,1, illetve
0,38 + 0,11 nM. A PACAP6-38, VIP6-28 és M65 nem zilakt G-protein aktivaciot (32.
B &bra).

VPACI1 receptor-expresszal6 sejtvonal

A vizsgalt CHO sejtek 85,23 + 8,6%-a valaszolt Z0AR1-38-ra, a raciometrikus érték
0,806 + 0,420 volt (N=206). A szelektiv VPACL1 ret®pagonista Al&-???%/IP-re a
vizsgalt sejtek 92,65 + 9,92%-a valaszolt (N=172)TRG neuronokkal ellentétben,
VPACL1 receptor-expresszalo sejtvonalon a PACAP6a3Bjaxadilan és az M65 sem
valtott ki hatast. A VPAC2 receptor agonista BAY-8837 sem okozott receptor
aktivaciot. Kontroll korilmények kdzott a CHO s&jtg,23 + 2,23%-ban spontan €a
szignalt detektaltunk (32. A abra)**$|GTP/S koBdési teszttel meghataroztuk a
PACAP1-38, a VIP és az Afa?>28/IP hatasefsségét (E€): 1,21 +0,1, 0,4+ 0,11, 0,26
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+ 0,13 nM. A PACAPG6-38, VIP6-28 és M65 nem okoz@dprotein aktivaciot (32. C
abra).

VPAC2 receptor-expresszal6 sejtvonal

A vizsgalt CHO sejtek 81,9 £ 9,2 %-a valaszolt PATIA38-ra, a raciometrikus érték
0,241 * 0,218 volt (N=113). A TRG neuronokkal etighen, VPAC2 receptor-
expresszald sejtvonalon a PACAPG6-38, a maxadileaz @465 sem valtott ki hatast. A
szelektiv VPAC1 receptor agonista At&?8/IP sem okozott [C4]i emelkedést, mig a
szelektiv VPAC2 receptor agonista BAY 55-9837 memgtté [C&']i-t a CHO sejtek
87,98 £ 12%-anal, R=0,293 + 0,215 (N=175). A koltneerések soran a CHO sejtek
4,87 + 2,36%-anal spontan £azignalt detektaltunk (32. A abra).

[3°S]GTP/S kobBdési teszttel meghataroztuk a PACAP1-38, a VIP BA¥ 55-9837
hatasefsségét (E€): 0,86 + 0,09, 0,476 + 0,1 és 0,2 £ 0,14 nM. A P¥B-38, VIP6-
28 és M65 nem okoztak G-protein aktivaciot (32.khbad
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32. abra: PACAP receptor agonistak és antagonistaRAC1, VPACL és VPAC2 receptor-expresszalé
sejtvonalakra kifejtett hatasa. (A) PACAP1-38-, PACAP6-38-, maxadilan-, M65-, Alg?2%/IP-, BAY
55-9837-szenzitiv CHO sejtek aranya (%), N=130-88f/csoport. (***p<0,001, ECS v®ACAP1-38,
PACAP6-38, maxadilan, M65, Ala?22%/1P, BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni postdi@szt).
Az oszlopok az atlage SEM értékeket reprezentaljak. Specifikd3S[GTPyS-kodés (%) emelkeid
koncentraciéban alkalmazott PACAP agonista és aniatpa vegyuletek hatasara (B) PAC1- (C) VPACL1-

(D) VPAC2 receptor-expresszald sejtvonalakon. Aésigpontok az atlag + SEM értékeket reprezentaljak.
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6.3.3 Radioaktiv#°Ca"* felvétel vizsgalatok TRPV1, PAC1, VPAC1 és

VPAC?2 receptor-expresszald sejtvonalakon

Ebben a kisérletsorozatban validaltuk a PACAP1s3BACAP6-38 specifikus hatasat a
PACAP receptorokon, valamint, hogy a?Caem ioncsatornan keresztiil, nem-specifikus
aton jut a sejtbe. Pozitiv kontrollként a kapszaicatasat vizsgaltuk TRPV1 receptor-
expresszald CHO sejteken, ahol a TRPV1 agonistasat*°Ca" intracellularis
akkumuléacidjat detektaltuk. A kontroll korilményedz6tt (Hank’s oldat) mért 400-500
CPM értékhez képest kapszaicin hatdsara szignfd@emelkedett CPM értéket (9542
+ 342) hataroztunk meg TRPV1 receptor-expressz#i® Gejteken, ezzel szemben
PACAP receptor-expresszalé sejtvonalakon a kapgszésca kontroll hatasa k6zott nem
volt szignifikans eltérés. PACAP1-38 és PACAPG6-3etében sem detektaltunk
szignifikans kilonbséget a kontroll értékhez képé¥ta* retencio tekintetében PACAP

receptor-expresszalé sejtvonalakon (33. abra).
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33. dbra: PACAP1-38 és PACAP6-38 hatasa“‘8Ca?* felvételre PAC1, VPAC1 és VPAC?2 receptor-
expresszaldo CHO sejtvonalakonPACAP1-38 (100 nM) és PACAP6-38 (1 uM) hatasa PAZPAC1L

és VPAC?2 receptor-expresszald CHO sejtvonalakolamiat a kapszaicin hatdsa PAC1, VPACL1 és
VPAC2 és TRPV1 receptor-expresszaldé CHO sejtvonaldiCa* felvétel vizsgalatban. (***p<0,001,
PACAP1-38, PACAPG6-38 vs. kapszaicin, kétmintasdbpl) Az oszlopok az atlag + SEM értékeket

abrazoljak.
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6.3.4 Osszefoglalas

Az elozé fejezetben ismertetett PACAP receptor agonistanésgonistak vizsgalatanak
eredményeit TRG neuronokon és PACAP receptor-expads sejtvonalakon az alabbi

tablazat tartalmazza (4. tdblazat).

PRIMER PACAP RECEPTOR-
SEJTKULTURAK EXPRESSZALO SEJTVONALAK
PATI_E%NY E_%%R PAC1 VPAC1 VPAC2
PACAP1-38 + + + + +
pEGCso0 7,34 8,90 8,91 9,07
PACAP1-27 + n.a. n.a. n.a. n.a.
pECso
PACP6-38 + + - - -
oECs0 7,13
VIP + + n.a. + +
pEGCs0 9,40 9,32
VIP6-28 + n.a. - - -
pECso
maxadilan + + + - -
pEGCso0 9,42
Alall22.28/|p - - - + -
pECso 9,59
BAY 55-9837 + + - - +
pEGCso0 9,70
M65 + + - - -
pECso

4, tablazat: A PACAP agonistak és antagonistdk haséinak 6sszefoglalasat: receptor aktivacio,

- nem tortént receptor aktivacio, n.a.: nincs adat.
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7. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

7.1 Alipid raft diszrupcié hatasa a TRP receptorok akivalhatésagara

A Kkoleszterin depletalo MCD-vel, a szfingolipid bmntézis inhibitor myriocinnel,
valamint a szfingomielint bonté szfingomielinaz enmel Iétrehozott lipid raft
diszrupci6 egyarant gatolta a TRPV1 receptor akidtdaTRG neuronokon és TRPV1-
transzfektalt sejteken (8ke és mtsai.,, 2010). A dolgozatban részletezett
kisérletsorozatban az MCD, a myriocin és a szfingbndz hatasat tovabbi
fajdalomérzékelésben részt vewnomerseklet-szenzitiv  TRP receptorok esetében is
vizsgéltuk. Elgként bizonyitottuk, hogy a fent leirt modszerekiédtehozott lipid raft
diszrupcio (Kobayashi és mtsai., 2006; Kiyokawan#sai., 2005) szignifikdnsan és
koncentraciéfigg modon csokkentette a TRPAL1 és a TRPMS8 ioncsatoxiisi
valosziriségét, de nem volt hatdssal a TRPM3 receptiktoésére. Az ékezelések
gatoltak a kapszaicin (TRPV1), az AITC, a formaldegfTRPAL) és az icilin (TRPM8)
hatasara kialakul6 Gavalaszokat szenzoros neuronokon.

Az MCD kezelés koleszterin depletald hatasat késérketi elrendezésben is
bizonyitottuk: koleszterin-kétfluoreszcens festékkel és fluoreszcencia spektémsa
mabdszerével membranpolaritas-szenzitiv proba segite!l.

Mas kutatocsoportok eredmeényei szerint az MCD Kezekokkent TRPV1 receptor
aktivaciot eredményezett DRG neuronokon, mely egybhe munkacsoportunk
megfigyelésével (Liu és mtsai., 2006). Egy masikubmany alapjan azonban a
koleszterin depléci6 nem befolyasolta & hatasara létrejév aramokat TRPV1-
transzfektalt HEK293 sejteken (Liu €s mtsai., 208&rgdahl és mtsai. az MCD kezelést
koveBen csokkent TRPC1 receptor fidggaktar-vezérelt Ga aramot detektaltak
(Bergdahl és mtsai., 2003). Egy masik kutatocsopabdnyitotta, hogy a membran
koleszterin tartalmanak ndvelése stimulalja a TRRP&3eptor funkciét (Graziani és
mtsai., 2006).

Bizonyitottuk, hogy a lipid raftok szerkezeti intégsanak megbontasa csokkenti az
icilin-okozta TRPM8 receptor aktivaciot. Egy koralnulmany szerint azonban egér
TRG sejteken és TRPMS8-transzfektélt sejtvonaloM&D kezelés ndvelte a receptor
mentol-érzékenységét (Morenilla-Palao és mtsaD9R0A TRPMS8 receptoron az icilin
a mentolnal potensebb agonista, feltételd@retklilonbdad alloszterikus kdthelyek
léteznek a ligandumok szamara. Ehhez hasonlé gendrt le kutatdcsoportunk a

TRPV1 receptor agonista kapszaicin és RTX esetdlSztke és mtsai., 20)0
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Kimutattuk, hogy a TRPM3 receptorikbdését érimeuronokon a lipid raft diszrupcid
nem befolyasolta, melynek magyarazataul a recegpecialis szerkezeti jellerdiz
szolgalhatnak. A TRPM3 a TRP receptorokhoz hasonh@m-szelektiv kationcsatorna,
azonban szamos aspektusban kulonbozik a TRP dsgjadtol (Oberwinkler €s Philipp,
2014; Wagner és mtsai., 2008). A receptoron specfi szteroid kdihelyet
karakterizaltak, igy a pregnenolon-szulfat, az eggpenolon-szulfat és a dihidro-D-
eritro-szfingozin képes aktivalni a receptort (Dseés mtsai., 2014; Majeed és mtsai.,
2010; Grimm és mtsai., 2005). A TRPM3 receptor kldges tulajdonsaga, hogy jelenleg
ismeretlen jarulékos fehérjékkel stabil negyedlesmerkezetet képes kialakitani, mely
forméban rezisztens a lipid raft karosodasra (Drésvetsai., 2014). Korabbi irodalmi
adatok alapjan, ellentétben a masik harom termaghemRP receptorral, a TRPM3
receptor nikddéseét stimulalja az MCD-vel létrehozott kolesmtedeplécié. Ennek
hatterében az allhat, hogy a receptdikédését az endogén koleszterin részben gatolja
(Drews és mtsai., 2014, Naylor és mtsai., 2010).

Az elbkezelések kozul a szfingomielindzra fokuszaltunkyein szamos énnyel
rendelkezik a masik két lipid raft karosodast okeeqyilethez képest: (1) hatasa gyorsan
kifejl6dik, (2) lokalis hatast fejt ki a plazmamembranbéB), ismert metabolitjainak
receptor nikodést befolyasold hatasa vizsgalhatd. A szfingtindiez kezelés a reagald
érzoneuronok aranyanak redukalasa mellett csokkensekapszaicin, az AITC és az
icilin hatasara kifefldé C&* tranzienseket és megnovelte a valaszok latenggaide
Kimutattuk, hogy az éfideg-végddéseken a szfingomielinaz mar alacsonyabb
koncentracidban is képes gatolni a TRPV1 és a TReédptorok aktivalhatosagat, mint
a sejttesteken. Ezzel a vizsgalattabként bizonyitottuk, hogy a lipid raftok éideg-
vegzidéseken is fontos szerepet tbltenek be a vizsgé@kptorok aktivalhatésaga
tekintetében.

KCI és thapsigargin alkalmazaséaval bizonyitottubgynaz enzim nem befolyasolja a
feszulltségflig§ kalcium csatornék tikodését, illetve hatasa a bielmembranokon nem
érvényesiil. A KCl-indukalt [G4]i emelkedés hatterében fesziltségfiigglium és
kalcium csatornék is szerepet jatszanak, ezek k¥adinak olyan csatornak melyekre
gatlé hatast gyakorol a lipid raft diszrupcio, daan szfingomielindz kezelés hataséara a
regisztralt [C&"]i nem valtozik. Korabbi tanulmanyok szerint a kotegn deplécio eltér
hatast gyakorol a kulonbéZeszlltségfligg ioncsatornakra: ndveli a Cav2.1 aramokat
tsA-201 sejtvonalon (Davies és mtsai., 2006), aaargatolja a Kv3.1 aramokat NG108-
15 sejteken (Huang és mtsai., 2011). A szfingoméelialtal nem gatolt ioncsatornakon

megvalosulé C4 aram kiévetkeztében emelkedett {Qiat detektaltunk.
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A thapsigargin a [C4]; gyors novekedését okozza az endoplazmatikus hetik(ER)
Ca*-ATPaz specifikus és potens gatlasan keresztiilstfinaés mtsai., 1990), melyet a
szfingomielinaz kezelés nem befolyasolt. Ezzel yimttuk, hogy a szfingomielinaz a
bels membranok dsszetételét nem valtoztatja meg, hatsaa plazmamembranban
ervéenyesuil. Az eredményeink azt mutatjak, hogyfiagamielin metabolitok (ceramid,
szfingozin) TRG neuronokon, TRPV1 receptor-expr@€sHO sejteken és periférias
érzideg-végddéseken sem befolyasoltdak a TRPAL és TRPV1 recdptoiikodését.
Ezzel bizonyitékot szolgaltattunk arra nézve, haggfingomielinaz TRPV1 és TRPA1
receptor ativaciot gatlé hatasat nem a hidrolimsékek okozzak.

Osszefoglalva, az alkalmazott kisérleti rendsz&bsn harom termoszenzitivitast
mutaté és a fajdalomérzékelésben szerepet jats#® rEReptor (TRPV1, TRPAL,
TRPM8) mikddése szoros kapcsolatban all a lipid raftok szl integritasaval. A
receptorok és a lipid raftok hidrofob interakcideftlyasoljak a csatornak nyitasi
valosziriségét. A lipid raft kutatas, valamint a receptonam-hidrofil kapcsolatainak
feltérképezése a fenti eredmények birtokaban ndpysaerepet kaphat a receptorok

farmakologiai vizsgalataban.

7.2 A hidrogén-szulfid donor vegylletek és a DMTS targe

molekulajanak azonositasa

Mikrofluorimetrias méréssel bizonyitottuk a$%és a DMTS TRPAL receptor agonista
hatasat ékmeuronokon, melyet pach-clamp moddszerrel is nisjettik TRPAL
receptor-expresszaldé CHO sejteken. izvitro rendszerekben nyert adatok fontos
kiindul6pontjai azn vivoeredmények diszkusszidjanak.

Kutatécsoportunk eredményei alapjan az egérfulpikétisan alkalmazott NaHS kezelés
a mikroerek vazodilataciojat okozta, véraramlasofmldast idézett & Az RTX
elokezelés szignifikansan csokkentette aSHdonor vegyulet hatasara kialakulo
mikrocirkulacié fokozédast. A CGRP receptor antagan(BIBN4096) és a neuronikin
1 (NKy) receptor antagonista (CP99994) koncentréciGfirggdon redukalta az NaHS
altal kivaltott vazodilataciot. A-CGRP" és NK1" egerek esetében a$ialtal ebidézett
értagulat kisebb mértékvolt, mint a vad tipusu csoportokban. Aafe csatorna blokkold
(glibenklamid) alkalmazasa esetén mérsékelteblg@gtalakult ki HS donor vegyllet
hatdsara. Ezen eredmények alapjan a kapszaiciaigzeszenzoros neuronok fontos
szerepet toltenek be a$lhatasara kialakulo vazodilatacio mechanizmusdbdaRPAL

receptorok nagy szamban expresszalodnak a kapszamgkeny éfideg-
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végmdéseken. A receptorok B Altali aktivacioja a [Gd]i emelésével szenzoros
neuropeptidek exocitézisat valtja ki a védestdl. A neurogén vazodilataciét az
érzideg-végddéstdl felszabadul6 gyulladaskélheuropeptidek, mint a CGRP és az SP
medialjadk CGPR illetve NK receptorokon keresztil. Emellett a vaszkuléaris
simaizomsejteken a'iKrp csatornak aktivacioja is hozzajarul az értagitasteoz, mig a
pH és ozmotikus hatasok nem jatszanak szerepet.@ \Hizoaktiv hatdsanak
kdzvetitéseben.

Kutatocsoportunk vizsgalta a DMTS hatasat @okozta mechanikai hiperalgézia
modellben. DMTS hatasara TRPA1és sst’* egerek esetében a mechanonociceptiv
hokiszob értékek a kontroll csoportokhoz képest sfigimsan kisebb mértékben
csokkentek. A kialakult mechanikai hiperalgézia téékt azonban nem valtoztatta meg
a DMTS kezelés TRPA1és sst” csoportokban. A DMTS antinociceptiv hatasaért
feltételezheien az éréideg-végsdésekibl TRPAL aktivaciot kovéten felszabadulo
szomatosztatin sstreceptoron keresztil megvalosuld hatadsa dglelAz in vitro
eredményeink is ezt a megallapitastséik. Ezen megfigyelések egybevagnak
kutatdécsoportunk korabbi eredményeivel, melyekj@dafam és gyulladasos folyamatok
ssk receptor-medialt komponensét bizonyitjak (Helygsnésai., 2006). Eredményeink
arra utalnak, hogy a DMTS nem befolyasolja a nymgabxigénfogyasztast és a
maglbmérsékletet. Szabadon mozgd allatoknal azonbételes testimérséklet esést
idézett eb, melynek magyarazataul a csokkent lokomotorowigksi szolgalhat. TRPAL
génhianyos egerek esetében a DMTS ezen hatadab kisertékben érvényestiltek, mely
a TRPAL receptor fontos szerepét jelzi a polisdwéigyulet hipotermiat €s hipokinetikus

valaszt kivaltd hatasanak medialasaban.
7.3 A PACAP receptor agonistak €s antagonistak hatasakavizsgalata

TRG neuronokon PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxaddarBAY 55-9837 hatasara
lassan emelkéd [Ca?*]i-t detektaltunk, mely kinetika az intracellulariaktarakbol
tortérs Ca* kiaramlas jellemgje. Hasonld karakterisztikus G-protein kdzvetitéitaszt
detektaltak korabban mas kutatécsoportok PACAPh&88sardnypophysisejteken és

a szaglogumoO szemcsesejtjein. (Yada és mtsai., ,1998n és mtsai., 2015).
Kisérleteinkben érdekes modon a szamos modellbéag@mstaként karakterizalt
PACAPG6-38, M65 és VIP6-28 hatasaraséeuronokon CH véalasz jott létre. A kontroll
kisérleteket 3 lépésben végeztink 6ként a ligandok szelektivitasat teszteltik PACL,
VPACL1 és VPAC2 receptor-expresszald CHO sejtvormelak PACAP1-38 mindharom

PACAP receptor-expresszald sejtvonalon megnoveltfCa']i-t, mig a szelektiv
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agonistak receptor szelektivitAasuknak megéelel valtottak ki hatast. Az
érzoneuronokon kapott eredményeinkkel ellentétben a A26:38, M65, VIP6-28 a
PACAP receptor-expresszalo sejtvonalakon nem ok¢@et']i emelkedést. A PACI,
VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszalo sejtvonalak lménpreperatuman folytatott
[35S]GTP/S kobvdési teszt a PACAP1-38, maxadilan, AZ°¥IP, VIP és BAY 55-
9837 koncentraciéfudgyg aktivald hatdsat bizonyitotta a receptor szel@ktnak
megfeleb sejtvonalon. Ezzel szemben PACAP6-38, M65 és \A@Glkalmazasakor
nem detektaltunk G-protein aktivaciot. A kisérletekasodik fazisaban a [Eh
emelkedés mechanizmusanak meghatarozasa érdekéb@h mentes ECS-ben is
elvégeztik a vizsgalatokat. A €eahianyos kozegben is detektalhato?Cedlaszok
bizonyitjak, hogy a [C4]i ndvekedés hatterében specifikus mechanizmus, @iprot
aktivaciot kéved intracellularis raktarakbol torténCat* mobilizacié all. A harmadik
fazisban PACAP receptor-expresszald sejtvonalakkgzett > Ca* felvétel vizsgalattal
nem detektaltunk szignifikanSCa* retenciot PACAP1-38 és PACAP6-38 hataséra.
Ezzel tovabbi bizonyitékot szolgaltattunk arra mgziogy intracellularis raktarakbdl
tortérs Ca* felszabadulas felés a PACAP receptorokon keresztil megvalosul&ica
emelkedésért.

A PACAP receptor antagonistaként karakterizalt iolejt érdneuronokon azonositott
érdekes és ellentmondasos viselkedését mas szbgnték sejtekben is megfigyelték. A
PACAP6-38 nem-konvenciondlis hatasat kutatocsopkrtuperiférias eérdideg-
végzidéseken bizonyitotta, emellett ezt a jelenséget KifjdPatviteli utak esetében is
leirtdk humarcytothrophoblastejteken (Regdi és mtsai., 2008). Szadmos élettani és
patofiziologiai folyamatban a PACAP6-38 és a PACAIBlhasonld szerepet tolt be.
Mindkét peptid serkenti a makrofagok fagocitaldatdsat (Ichinose és mtsai., 1995), a
porcképsddést, valamint kondroprotektiv hatadsukat bizontatot oxidativ stressz
folyaméan (Juhasz és mtsai., 2014). Egy Ujabb ksitatédmény szerint a PACAP6-38 (1
uM) gyenge parcialis agonista Cos-7 sejteken (Walkenmtsai., 2014).

A maxadilan fragmense az M65 PAC1 receptor spesfitntagonista, melyet ligand
kotodesi kiserletekkel bizonyitottak PAC1 receptor-esprald CHO sejteken (Uchida
és mtsai., 1998). Ujabb kutatasok szerint azonkakeb nem gatolta a PACAP1-38-
indukalt CGRP felszabadulast TNGtbFeltételezik, hogy a CGRP exocitbézis nem a
harom ismert PACAP receptoron keresztil valosul,rhegem ismeretlen, eddig még
nem identifikalt receptor Iétezését valosxitik a trigeminovaszkularis rendszerben.

(Jansen-Olesen és mtsai., 2014). Eredményeinkfeltételezést ésitik.
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A PACAP receptorok stimulacidja Gs/Gg-protein kdeseével az adenil-ciklaz és a
PLC rendszer aktivacidojahoz vezet (Holighaus ésamt2011). A PACAP receptorok
altal kozvetitett jelatviteli folyamatok komplexd#t a nagyszamu splice varians jelenléte
noveli. A Gg-protein kdzvetitésével megvalosul@fetel jellemzbb a PAC1hop, mint
a hip variansoknal (Lutz és mtsai., 1999). A PLDnatacio mechanizmusa is eltér a
kilonbd® receptor izoformak tekintetében, a PAClhop varsadsRF-fligd, mig a
PAC1null receptorra az ARF-flggetlen utvonal jellm Egyéb intracellularis
messengerek és jelatviteli atvonalak is szereptizagaak a PACAP receptorok
szignalizacios folyamataiban, mint a fJa diacilglicerol (DAG) (Vaudry és mtsai.,
2009), tovabba jarulékos fehérjék szerepét isdleiat jelatvitel folyamataban (Bockaert
és mtsai., 2004, Couvineau és Laburthe 2012 aA BJIP [C&']i novekedést okozd
hatasahoz hozzjarul, hogy a VPAC1 receptorok RAMHRRntreakcidba Iéphetnek, mely
kapcsolat emelkedett inizitol-triszfoszfat {)Bzintet eredményez (Dickson és Finlayson,
2009; Christopoulos és mtsai., 2003).

A G-protein-kapcsolt receptorokon megvalosuld sziganszdukciéo komplexitasahoz
hozzajarulnak a G-protein-kapcsolt receptorok kid@étakulo interakciok. (Pantaloni és
mtsai., 1996; Dautzenberg és mtsai., 1999; Holigh&si mtsai., 2011). A G-protein-
kapcsolt receptorok asszociacibdja révén létiejiomo-és heteromerek (Rozenfeld és
Devi, 2011) képesek egymas jelatviteli Utvonalaatslyozni (Hur és Kim, 2002).
Emellett a receptorok nem G-protein-kapcsolt remebdkal is képesek interakcioba lépni
(Couvineau és Laburthe, 2012 a, b). Mindezek alasatjgk az un. ,biased agonism”
jeleséget, mely szerint a kilénioagonistak eltér receptor konformaciovaltozast
indukalnak, ezzel kulonbézelatviteli folyamatokat aktivalnak (Kenakin, 2Q1Ezt a
jelenséget PACAP receptorok esetén is leirtak (@radk mtsai., 2014).

A VPACI1 receptor szelektiv agonista Atd>?¥IP nem okozott szignifikans [¢§;
emelkedést. Ennek hatterében allhat, hogy a VPAE€2 éAC1 receptor szamos
izoform4janak mMRNS expresszigjat kimutattdk RT-P@Rdszerrel patkany TRG
sejteken, mig a VPAC1 receptor jelenlétét nem délidk. Fehérjeszifitexpressziot is
csak a PACl és VPAC2 receptorok esetén bizonytoff®G neuronokon
immunhisztokémiai modszerekkel (Chaudhary és Banm2002).

In vitro kisérletekkel bizonyitékot szolgaltattunk arravwegzhogy az antagonistaként
karakterizalt PACAP ligandumok potens agonista stdigtenek ki TRG neuronokon.
Eredményeink alapjan arra kodvetkeztetiink, hogynjete ismeretlen receptorok vagy
splice variansok eltérjelatviteli utakat generalnak TRG sejtekben. A \PAreceptorok

nem jatszanak szerepet a PACAP hatasdnak kozedidteseréneuronokon. Tovabbi
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vizsgalatok szikségesek a PACAP-indukalt trigemasakularis aktivacio pontos

mechanizmusénak felderitése és Uj targetmolekzdkasitasa érdekében.
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8. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. EIsként igazoltuk, hogy a TRPV1 receptor mellett tdvidd®et mérséklet-érzékeny
TRP receptor (TRPA1 és TRPMB8) aktivalhatésagasdkkenti a lipid raft diszrupcio.
Elsdként bizonyitottuk, hogy ez a jelenség TRPV1 és ARReceptorok esetében
nemcsak a sejttesteken, hanem adideg-végsddéseken is megvalésul. A TRPM3
receptor nikbdésére azonban nem volt hatassal a lipid raftskétas. Eredményeink azt
a feltételezést ésitik, mely szerint a TRPM3 receptort jelenleg isetlen jarulékos
fehérjék stabilizaljak, igy aktivalhatosagat nentofja a lipid raftok szerkezetének
megbontasa. Eredményeink alapjan arra kovetkeXettingy a receptorfikodés
szabdalyozasaban fontos szerepet jatszanak a Hidkaficsolatok. Ezen megfigyelések
nyoman felmerul egy alternativ gyégyszerfejleszezamlélet, iranyvonal lehiége,
melyhez elengedhetetlen a ligandum-receptor inbgdakn a nemhidrofil kapcsolatok
vizsgalata. A lipid raftok és a TRP receptorok lsapatrendszerének tovabbi
tanulmanyozasa fontos alapkisérletes megkozelitkdeet a receptortikodés
befolyasolasanak, mely Uj gydgyszercélpontok azitééhoz vezethet.

2. Meghataroztuk a DMTS target molekulajaté@euronokon. Ek&ként bizonyitottuk,
hogy a DMTS a kS donor vegyuletekhez hasonloan TRPAL receptovaditt okoz
TRG sejteken. A vegyllet TRPALl agonista hatasat ARPeceptor-expresszald
sejtvonalon is bizonyitottuk. A célmolekula azomésa hozzajarul a poliszulfidok

hatdsmechanizmusanak pontosabb megismeréséhez.

3. lgazoltuk a PACAP1-38, PACAP1-27, VIP, maxadilBAY 55-9837 agonista hatdsat
TRG neuronokon. Et&ént irtuk le, hogy az irodalomban szamos hely¢agamistaként
karakterizalt PACAP6-38, VIP6-28 és M65 @meuronokon az agonistakhoz hasonléan
C&* szignalt indukalnak, azaz hatast kozvetitenekeEazmedfigyeléssel ellentétben,
PACAP receptor-expresszaldé sejtvonalakon nem makathasonlé viselkedést.
Bizonyitottuk, hogy szenzoros neuronokon a PACARRd&ak kozvetitésében a PAC1
és VPAC2 receptorok jatszanak szerepet, a VPACZEptemk azonban nem.
Eredményeink alapjan alternativ &belyek |étezését feltételezzik a receptorokon,
illetve eddig ismeretlen receptor izoformdk expzegat valoszidsitjuk
érzoneuronokon. Medfigyeléseink felvethetik U], eddiggegnismeretlen receptorok

|étezését.
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Eredményeink alapjan megallapithatjuk, hogy a taéolyamatban részt vév
receptorokat befolyasolni képes endogén vegyllgiglgyszerfejlesztési potenciallal
birhatnak. Emellett fontosnak tartjuk a receptotdkaiilvevs hidroféb mikrokérnyezet
vizsgalatat. A neuropatias fajdalom, valamint a nédngpatomechanizmusanak pontos
feltérképezése, célmolekulak azonositasa alégeetossagu. Kutatocsoportunk és mas
munkacsoportok allatkisérletes €s huméan vizsgalatagazoljak a PACAP fontos
szerepét migrén kialakuladsaban. A jelen dolgozaliaineredmények a PACAP receptor
antagonistak irodalmi adatoktol eli@riselkedését bizonyitjak &meuronokon. Mivel a
PACAP szerepe vitathatatlan a trigeminovaszkuléeisdszer aktivacidjaban, ezen
eredmények birtokaban nagy sziikség van Uj, kis kntdgl szelektiv PAC1 és VPAC2
antagonistak fejlesztésére, melyek fontos szer&pphatnak a migrénes fajdalom

csillapitasaban.
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