
 
 
 
 

TRANZIENS RECEPTOR POTENCIÁL ÉS HIPOFÍZIS 

ADENILÁT-CIKLÁZ AKTIVÁLÓ POLIPEPTID RECEPTOROK 

AKTIVÁCIÓS ÉS GÁTLÓ MECHANIZMUSAINAK VIZSGÁLATA 

IN VITRO RENDSZEREKBEN 

 

EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ÉRTEKEZÉS 
 
 

 

dr. Sághy Éva 

 

Gyógyszertudományok Doktori Iskola 

Neurofarmakológiai Program 

Doktori Iskola vezetője, Programvezető: Prof. Dr. Pintér Erika  

Témavezető: Dr. Szőke Éva 

 

Pécsi Tudományegyetem, Általános Orvostudományi Kar 

Farmakológiai és Farmakoterápiai Intézet 

Pécs 

2016 

  



1 
 

TARTALOMJEGYZÉK 

1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE .............................................................................. 4 

2. KUTATÁSI KONCEPCIÓ .................................................................................. 7 

3. BEVEZETÉS, IRODALMI ÁTTEKINTÉS .................... ................................. 10 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára ........... 10 

3.1.1 A kapszaicin története ............................................................................... 10 

3.1.2 A TRP receptorok ..................................................................................... 11 

3.1.3 A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések ........................................... 18 

3.1.4 A lipid raft modell ..................................................................................... 19 

3.1.5 A lipid raftok funkciói .............................................................................. 21 

3.1.6 A lipid raftok farmakológiai vizsgálata .................................................... 21 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának 

azonosítása ................................................................................................................. 22 

3.2.1 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok szintézise, metabolizmusa ............ 22 

3.2.2 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok élettani hatásai .............................. 23 

3.2.3 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok molekuláris célpontjai .................. 24 

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata .......... 26 

3.3.1 A PACAP előfordulása szervezetben és élettani hatásai .......................... 26 

3.3.2 A PACAP receptorok ................................................................................ 27 

3.3.3 A PACAP receptor agonisták és antagonisták .......................................... 29 

3.3.4 A PACAP szerepe migrénben ................................................................... 31 

4. CÉLKIT ŰZÉSEK ............................................................................................... 32 

5. KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK ........ ............. 33 

 Primer sejttenyészet és sejtvonalak ................................................................. 33 

5.1.1 Patkány és egér trigeminális ganglionsejt tenyészet ................................. 33 

5.1.2 TRPV1, TRPA1, PACAP receptor-expresszáló sejtvonalak .................... 33 

 Vizsgálati módszerek ........................................................................................ 33 

5.2.1 Intracelluláris Ca2+ koncentráció mérés fluoreszcens módszerrel ............ 33 



2 
 

5.2.2 Radioaktív 
45

Ca2+ felvétel vizsgálatok sejtvonalakon .............................. 36 

5.2.3 [35S] Guanozin-5’-O-[γ-tio] trifoszfát ([35S]GTPγ S) kötődési teszt ........ 36 

5.2.4 Patch-clamp módszer ................................................................................ 37 

5.2.5 CGRP felszabadulás mérése radioimmunoassay (RIA) módszerrel izolált 

patkány trachea érzőideg-végződéseiből ................................................................. 39 

5.2.6 Fluoreszcencia spektroszkópia ................................................................. 40 

5.2.7 Filipin fluoreszcens jelölés ....................................................................... 42 

 Anyagok ............................................................................................................. 43 

 Statisztikai analízis ........................................................................................... 44 

 Etikai vonatkozások .......................................................................................... 44 

6. EREDMÉNYEK .................................................................................................. 45 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára ........... 45 

6.1.1 Szfingomielináz kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG 

neuronokon .............................................................................................................. 45 

6.1.2 Szfingomielináz kezelés hatása a feszültségfüggő kalcium csatornák 

működésére és a belső membránok szerkezeti integritására TRG neuronokon ...... 49 

6.1.3 Ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG 

neuronokon és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken ................................... 50 

6.1.4 Szfingomielináz, ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP receptorok 

működésére perifériás érzőideg-végződéseken ....................................................... 51 

6.1.5 MCD kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon ... 53 

6.1.6 Myriocin kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon .  

  .................................................................................................................. 56 

6.1.7 MCD kezelés hatása a plazmamembrán rendezett és rendezetlen fázisainak 

arányára  .................................................................................................................. 58 

6.1.8 MCD kezelés koleszterin depletáló hatásának kimutatása ....................... 59 

6.1.9 Összefoglalás ............................................................................................ 60 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának 

azonosítása ................................................................................................................. 60 



3 
 

6.2.1 A hidrogén-szulfid donor vegyületek (Na2S, NaHS) target molekulájának 

azonosítása TRG neuronokon .................................................................................. 60 

6.2.2 A DMTS target molekulájának azonosítása TRG neuronokon ................ 62 

6.2.3 A DMTS hatása a TRPA1 áramokra TRPA1 receptor-expresszáló CHO 

sejteken  .................................................................................................................. 63 

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata .......... 65 

6.3.1 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása TRG neuronokon .. 65 

6.3.2 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása PAC1, VPAC1 és 

VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalakon ........................................................... 69 

6.3.3 Radioaktív 45Ca2+ felvétel vizsgálatok TRPV1, PAC1, VPAC1 és VPAC2 

receptor-expresszáló sejtvonalakon ......................................................................... 71 

6.3.4 Összefoglalás ............................................................................................ 72 

7. MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK ..................................................... 73 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára ........... 73 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target molekulájának 

azonosítása ................................................................................................................. 75 

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata .......... 76 

8. ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA ..................................................... 80 

9. IRODALMI HIVATKOZÁSOK ............................. .......................................... 82 

10. PUBLIKÁCIÓS JEGYZÉK ............................................................................... 96 

 Az értekezés alapját képező publikációk ........................................................ 96 

 Egyéb eredeti publikációk ................................................................................ 96 

 Idézhető absztraktok ........................................................................................ 97 

 Kongresszusi poszter prezentációk ................................................................. 98 

 Kongresszusi szóbeli előadások ..................................................................... 101 

11. KÖSZÖNETNYILVÁNÍTÁS........................................................................... 102 

 

  



4 
 

1. RÖVIDÍTÉSEK JEGYZÉKE 

[35S]GTPγS:   [35S]guanozin-5’-O-[γ-tio]trifoszfát  

[Ca2+] i:   intracelluláris Ca2+ koncentráció 

3-MST:  3-merkaptopiruvát-szulfurtranszferáz  

AITC:    allilizotiocianát 

ANOVA:  analysis of variance/variancia-analízis 

CaM:   kalcium-kalmodulin 

cAMP:   ciklikus adenozin-monofoszfát 

CBS:   cisztationin-ß-szintáz 

CGRP:   calcitonin gene-related peptide/kalcitonin gén-rokon peptid 

α-CGRP+/+ egér: α-kalcitonin gén-rokon peptid vad típusú egér 

α-CGRP-/- egér: α-kalcitonin gén-rokon peptid génhiányos egér 

CHO:   chinese hamster ovary/kínai hörcsög ovárium 

CO:   szén-monoxid 

COX:   ciklooxigenáz 

CPM:   count per minute/percenkénti beütésszám 

CSE:   cisztationin-γ-liáz  

DAG:   diacilglicerol 

DMEM:  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium  

DPP IV:  dipeptidil-peptidáz IV 

DRG:   dorsal root ganglion/hátsógyöki ganglion 

EGTA:   ethylene-glycol-tetraacetic acid/ etilén-glikol-tetraecetsav 

ER:   endoplazmatikus retikulum 

fura-2 AM:  fura-2 acetoxi-metilészter 

GDP:   guanozin-5’-difoszfát 

GP:   generalised polarisation/általános polarizáció 

GPI:   glikozil-foszfatidil-inozitol 

IP3:    inozitol-triszfoszfát 

LPA:    lysophosphatidic acid/ lizofoszfatidsav 

M65:   maxadilan 65 

MAPK:   mitogén-aktivált protein kináz 

MCD:    metil-β-ciklodextrin 

NGF:    nerve growth factor/idegi növekedési faktor  

NFκB:   nukleáris faktor κB 
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NK1:    neurokinin 1 

NK1+/+ egér:  neurokinin 1 receptor vad típusú egér 

NK1-/- egér:  neurokinin 1 receptor génhiányos egér 

NKA:   neurokinin A 

NMDG:  N-metil-D-glukamin  

NO:    nitrogén-monoxid 

NSAID:   non-steroidal anti-inflammatory drugs/ nem-szteroid 

gyulladásgátlók 

PACAP:   pituitary adenylate-cyclase activating polypeptide/hypohysis 

adenilát-cikláz aktiváló polipeptid 

PACAP-/- egér: hypohysis adenilát-cikláz aktiváló polipeptid génhiányos egér 

PBS:    phosphate buffer saline/foszfát puffer oldat  

PC:    foszfatidil-kolin 

PIP2:    foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát   

PKA:    protein kináz A 

PKC:    protein kináz C 

PLC:    foszfolipáz C 

PLD:    foszfolipáz D 

PS:    pregnenolon-szulfát 

RAMP:   receptor aktivációt módosító protein 

RIA:    radioimmunoassay 

ROS:    reactive oxygen species/reaktív oxigén gyök 

RTX:    reziniferatoxin 

SDS:    sodium-dodecil-sulfate/nátrium-dodecil-szulfát 

SMáz:    szfingomielináz 

SP:    substance P/P-anyag 

sst:   szomatosztatin 

sst4+/+ egér:  szomatosztatin 4 receptor vad típusú egér 

sst4-/- egér:  szomatosztatin 4 receptor génhiányos egér 

TNC:    trigeminus nucleus caudalis/nucleus caudalis nervi trigemini 

TRG:    trigeminális ganglion 

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

 trisz-etilén-glikol-tetraecetsav  

Tris-HCl:   tris-(hydroxymethyl)-aminomethane-hydrochloride/ 

 trisz-(hidroximetil)-aminometán-hidroklorid  
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TRP:    Tranziens Receptor Potenciál 

TRPA1:   Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1  

TRPA1+/+ egér: Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 receptor vad típusú egér 

TRPA1-/- egér: Tranziens Receptor Potenciál Ankirin 1 receptor génhiányos egér 

TRPM3:   Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 3  

TRPM8:   Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 8  

TRPV1:   Tranziens Receptor Potenciál Vanilloid 1  

VIP:    vazoaktív intesztinális polipeptid 

VR1:   Vanilloid 1 
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2. KUTATÁSI KONCEPCIÓ 

A fájdalom tényleges vagy potenciális szövetkárosodást jelző, kellemetlen és szubjektív 

érzéskvalitás, jelentős emocionális komponenssel. A nociceptorok potenciálisan 

szövetkárosító ingerekre (termális, mechanikai, kémiai) specifikusan reagáló szenzoros 

idegvégződések, fájdalomszignált közvetítenek a központi idegrendszerbe. A 

nociceptorok felosztása több szempont szerint történhet. Érzékenységük alapján 

megkülönböztetünk csak egyfajta ingerrel aktiválható unimodális, illetve többféle 

ingerrel egyaránt aktiválható polimodális nociceptorokat. Axonjaik mielinizáltsága 

szerint léteznek vékonyan mielinizált, közepesen nagy átmérőjű Aδ rostok, melyek a 

gyorsan terjedő (12–30 m/s), éles, magas ingerküszöbű, primer (szomatikus) fájdalomért 

felelősek. A nociceptorok másik nagy csoportja a kis átmérőjű, mielinhüvely nélküli, 

lassan vezető (0,5–2,0 m/s) C-rostok, melyek a szekunder, diffúz típusú fájdalomért 

felelősek. A felszálló nociceptív pálya első eleme a nociceptív primer afferens neuron (I. 

neuron), melynek centrális nyúlványa szinaptizál a hátsó szarv I., II. és V. rétegének 

projekciós neuronjaival. Kétféle felszálló projekciós neuron (II. neuron) szállítja az 

információt a hátsó szarvtól a thalamus-ig (spinothalamicus pálya), ahol a fájdalom-

bemenet integrációja megy végbe. Az átkapcsolódás után a rostok egy része a kéreg felé 

halad, más részük ágakat ad le a putamen, a nucleus caudatus és a pallidum felé 

(subcorticalis fájdalompálya). A III. neuron a thalamus-ból a szenzoros kéregbe vezet 

(thalamocorticalis pálya). A csípős paprikában található kapszaicin a perifériás 

nociceptorok egy speciális típusán, az ún. kapszaicin-érzékeny peptiderg afferenseken 

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

hatását. A TRPV1 receptort expresszáló neuronok 30%-a tartalmazza a Tranziens 

Receptor Potenciál Ankirin 1 (TRPA1) receptort (Story és mtsai., 2003). A TRPV1 

receptor farmakológiai vizsgálatának legfontosabb eszköze a kapszaicin mellett a 

reziniferatoxin (RTX), mely exogén vanilloid struktúrájú ultrapotens kapszaicin analóg. 

A TRPA1 receptor fontos exogén agonistája az allilizotiocianát (AITC), újabb kutatások 

szerint a hidrogén-szulfid (H2S) is képes aktiválni a receptort. A kapszaicin-érzékeny 

érzőideg-végződések jellegzetessége, hogy hármas funkcióval rendelkeznek: afferens, 

lokális és szisztémás efferens működéseket közvetítenek. Számos betegség 

patomechanizmusában fontos szerepet játszó neurogén gyulladást a jelenleg 

rendelkezésre álló gyógyszeres terápia nem képes hatékonyan befolyásolni. Az opioidok 

nagy hatékonyságú és hatáserősségű analgetikumok, fájdalomcsillapító hatásukban 

szerepet játszik a leszálló gátlópályák aktiválása, valamint gerincvelői hatások 
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(preszinaptikusan: mediátor felszabadulás gátlása, posztszinaptikusan: membrán 

hiperpolarizáció). Alkalmazásukat korlátozzák súlyos mellékhatásaik, mint a 

légzőközpont-depresszió és a kezelés során kialakuló opioid-dependencia jelensége. A 

széles körben alkalmazott nem-szteroid gyulladásgátlók (NSAID) a fájdalom- és 

gyulladáskeltő prosztaglandinokat szintetizáló ciklooxigenáz (COX) enzimet gátolják. 

Az opioidokkal ellentétben nem okoznak dependenciát, azonban kisebb hatékonysággal 

rendelkeznek, valamint gasztrointesztinális, renális és hematológiai mellékhatásokat 

okoznak. A mellékhatások mérséklése céljából kifejlesztett COX-2 preferenciális szerek 

azonban a nem-szelektív szerekhez hasonlóan a kardiovaszkuláris rizikót jelentősen 

növelik. Az adjuváns analgetikumok (triciklikus antidepresszánsok, antiepileptikumok, 

helyi érzéstelenítők) a neuropátiás fájdalmat csökkentik, általános analgetikus hatással 

azonban nem rendelkeznek. Mindezek alapján szükséges új hatásmechanizmusú, 

elsősorban az érzőideg-végződéseken ható fájdalomcsillapítók, gyulladáscsökkentők 

fejlesztése. A H2S képes aktiválni a kapszaicin-érzékeny peptiderg érzőideg-

végződéseket, ezáltal szerepe lehet gyulladás- és fájdalomfolyamatokban. Számos 

modellrendszerben bizonyították, hogy a gázmediátor ezt a hatást TRPA1 receptoron 

keresztül fejti ki. A TRPV1 receptort a fájdalom farmakológiai befolyásolhatóságának fő 

target molekulájának tartják, az antagonisták és az agonisták is analgetikus hatással 

bírnak. A TRPV1 antagonisták alkalmazhatóságát azonban korlátozzák súlyos 

mellékhatásaik (hipertermia, hőérzékelési zavar). Alternatív alapkísérletes megközelítése 

lehet a receptorműködés befolyásolásának a receptorok hidrofób kapcsolatainak 

vizsgálata. A TRP receptorok számos tagja képez jelátviteli komplexet az ún. lipid 

raftokban, melyek szerkezeti integritása hatással van a receptorok működésére. A migrén 

patomechanizmusának legelfogadottabb elmélete a trigeminovaszkuláris teória 

(Moskowitz, 1992). A trigeminovaszkuláris rendszert a primer szenzoros 

pszeudounipoláris neuronok és a meningeális erek alkotják. Az érzőneuron perifériás ágai 

a kraniális ereket és a meningeális szöveteket innerválják, a sejttestek a trigeminális 

ganglionban (TRG) találhatók. A centrális rostok az agytörzsben, a nucleus caudalis nervi 

trigemini-ben (TNC) és a nucleus tractus spinalis nervi trigemini-ben található 

másodrendű neuronok területére projektálnak. A harmadrendű neuron a thalamus-ban 

lokalizálódik. A migrén generátorként azonosított raphe magból, periaqueductalis 

szürkeállományból és locus coeruleus-ból kiinduló leszálló pályák szerepet játszanak a 

trigeminovaszkuláris aktivációban. Az aktiváció következtében vazoaktív neuropeptidek, 

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

polipeptid (VIP) szabadulnak fel a végződésből, melyek értágulatot, plazmaprotein 
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kiáramlást, hízósejt degranulációt okoznak, kialakítva a neurogén gyulladást. A peptiderg 

szenzoros idegvégződéseken expresszálódnak az 5-HT1B/D receptorok, melyeknek 

agonistái a triptánok migrénes roham kezelésére alkalmazott szerek. Hatékonyan gátolják 

a szenzoros neuropeptidek felszabadulását, a meningeális ereken vazokonstriktor 

hatásúak, azonban nem képesek hatékonyan csökkenteni a trigeminális hiperexcitabilitást 

(Villalón és mtsai., 2003). A profilaktikus kezelés (β-blokkolók, 5-HT2 antagonisták, 

triciklikus antidepresszánsok) csak a betegek egy részénél képes a rohamokat kialakulását 

gátolni. A migrén patomechanizmusának további tanulmányozása, új targetek 

azonosítása egy hatékonyabb, sikeresebb migrénellenes terápia szempontjából 

elengedhetetlen. A PACAP a trigeminovaszkuláris rendszerrel összefüggő régiókban 

expresszálódik (Tajti és mtsai., 2001). Újabb kutatások szerint a PACAP migrénszerű 

fejfájást generál (Schytz és mtsai., 2009). Egy másik humán megfigyelés szerint migrénes 

rohamok alatt a PACAP plazmakoncentrációja megemelkedett (Tuka és mtsai., 2013). 

Kutatócsoportunk PACAP génhiányos egerek felhasználásával végzett komplex 

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

szerepet játszik a trigeminovaszkuláris rendszer aktivációjában. A neuropeptid 

közvetlenül a meningeális ereken, a TRG és a TNC szintjén fejti ki aktiváló hatását 

(Markovics és mtsai., 2012). Ezen megfigyelések alapján a PACAP receptorok új 

potenciális terápiás célpontok lehetnek migrénellenes gyógyszerfejlesztés folyamán. 



10 
 

3. BEVEZETÉS, IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

3.1.1 A kapszaicin története 

A nociceptív primer afferens neuronok vizsgálatában fontos szerepe van a paprikában 

(Capsicum annuum) előforduló vegyületnek, a kapszaicinnek (8-metil-N-vanillil-6-

nonénamid). A kapszaicin elnevezés Thresh-től származik, aki 1846-ben izolálta és 

feltételezte, hogy struktúrája a vanillinhez hasonló (Thresh, 1846). Pontos szerkezetét 

1919-ben azonosították (Nelson, 1919), szintézisét 1930-ban írták le (Spath és Darling, 

1930). A magyar kutatók fontos szerepet töltöttek be a kapszaicin kutatásban. Az első 

jelentős megfigyelés Hőgyes Endre nevéhez fűződik, aki a kapszaicin hatásainak 

tanulmányozása során megállapította, hogy elsősorban érzőidegekre hat (Hőgyes, 1878). 

Különösen nagy jelentőséggel bírt Jancsó Miklós megfigyelése, mely szerint a kapszaicin 

nagy dózisai következtében kémiai fájdalomkeltő anyagokkal szemben deszenzibilizáció 

alakul ki (Jancsó, 1960). A kapszaicin-érzékeny nociceptorok ortodrómos vagy 

antidrómos stimulációja a beidegzés területén vazodilatációt és plazma extravazációt 

váltott ki, mely folyamat kialakulását denerváció, illetve kapszaicinnel történő 

deszenzibilizáció egyaránt gátolta. A kísérletsorozatból arra a következtetésre jutottak, 

hogy a gyulladáskeltő mediátorok a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégződésekből 

szabadulnak fel (Jancsó és mtsai., 1967, 1968). 

Nagy jelentősége volt Szolcsányi János és Jancsó Gábor Aranka szerkezet-hatás 

vizsgálatainak, mely alapján elsőként vetették fel a kapszaicin receptor létezését  

(Szolcsányi és Jancsó Gábor, 1975; 1976). Több mint egy évtizeddel később spinális 

hátsógyöki neuronok membránjában specifikus RTX kötőhelyeket azonosítottak (Szállási 

és Blumberg, 1990), valamint kapszaicin analógokat kötő fehérjéket is leírtak (James és 

mtsai., 1988; Wood és mtsai., 1990). 1992-ben szintetizálták az első kompetitív 

antagonistát a kapszazepint (Bevan és mtsai., 1992), mellyel lehetővé vált a kapszaicin 

receptor élettani szerepének felderítése. Fontos mérföldkövét jelentette a kapszaicin 

kutatásnak a kapszaicin receptor klónozása (Caterina és mtsai., 1997). A receptor a 

Vanilloid 1 (VR1) nevet kapta, mivel a kapszaicin mellett számos egyéb vanilloid 

szerkezeti elemet tartalmazó vegyület is aktiválja a receptort. Később a kapszaicin 

receptort szerkezete alapján a TRP családba és ismert ligandjának struktúrája szerint a 

Vanilloid alcsaládba sorolták, így a TRPV1 elnevezést kapta (Gunthorpe és mtsai., 2002). 
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3.1.2 A TRP receptorok 

A Tranziens Receoptor Potenciál (TRP) receptorok számos szövetben és sejttípusban 

expresszáló nem-szelektív kationcsatornák (Pedersen és mtsai., 2005). A szekvencia és 

szerkezeti homológia alapján 6 alcsaládot különböztetünk meg: TRPV (Vanilloid), 

TRPM (Melasztatin), TRPP (Policisztin), TRPML (Mukolipin), TRPA (Ankirin), TRPC 

(Kanonikus/Klasszikus), TRPN (NOMPC-szerű). A TRPN család tagjai emlősökben nem 

fordulnak elő. Emlősökben 28 TRP csatornát azonosítottak (27 humán), melyek közül 10 

mutat hőmérséklet-szenzitivitást: TRPV1-4, TRPA1, TRPM2, TRPM3, TRPM4, 

TRPM5, TRPM8 (Irving és mtsai., 2011). A TRP receptorok számos strukturális 

hasonlóságot mutatnak. Szerkezetükre jellemző, hogy 6 transzmembrán domént (S1-S6) 

tartalmaznak, az 5. (S5) és 6. (S6) domén közötti hurok hozza létre a csatorna pórusát. A 

receptorok homo- vagy heterotetramer formában alkotnak funkcionális csatornát, illetve 

mind az N- , mind a C-terminális intracellulárisan helyezkedik el (Gaudet, 2008). A TRP 

receptorok polimodálisak, fizikai (feszültség, hőmérséklet, mechanikai ingerek) és 

kémiai (endogén, exogén) ingerek széles skálája aktivációhoz vezet. (Nieto-Posadas és 

mtsai., 2011). 

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

receptorok” álltak, melyek célpontjai lehetnek új típusú fájdalomcsillapító, 

gyulladáscsökkentő hatóanyagok fejlesztésének.  

TRPV1 receptor 

A TRPV1 receptor nem-szelektív kationcsatorna, relatív permeabilitása: PCa/PNa=10 

(Caterina és mtsai., 2001). A patkány TRPV1 receptor 92%-os egyezést mutat a később 

klónozott humán receptor szerkezetével (McIntyre és mtsai., 2001). A kapszaicin mellett 

számos növényi eredetű vanilloid struktúrájú vegyület (RTX, piperin, zingeron, eugenol) 

képes aktiválni a receptort. Az RTX a kapszaicin ultrapotens analógjának tekinthető 

(Blumberg és mtsai., 1993; Szállási és Blumberg, 1990; 1999). Újabb kutatások azt a 

feltételezést támasztják alá, hogy a kapszaicin és az RTX nem két külön receptoron 

hatnak, hanem a receptor molekulán belül alloszterikus kötőhelyek léteznek a két agonista 

számára. Az exogén aktivátorok mellett endokannabinoidok, mint az anandamid 

(Zygmunt és mtsai., 1999) és az N-arachidonoil-dopamin, valamint a nem-kannabinoid 

endogén lipofil vegyület az N-oleoildopamin (Chu és mtsai. 2003) is TRPV1 agonista. 

Emellett a 12-S-hidroperoxieikozatetraénsav, a leukotrién B4, a 9-

hidroxioktadekadiénsav és a lizofoszfatidsav is nyitják az ioncsatornát.  A resolvin D2 és 
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a resolvin E1 potens endogén lipofil TRPV1 antagonisták (Morales-Lázaro és mtsai., 

2013). A fájdalmas hőinger (> 43 °C) (Tominaga és mtsai., 1998) és az alacsony pH (< 

6) (Nilius, 2007) is receptor aktivációt vált ki. Gyulladáskeltő mediátorok, mint 

bradikinin, prosztaglandinok, tumor nekrózis faktor α, idegi növekedési faktor (NGF) 

szenzitizálják a receptort. A bradikinin és a prosztaglandinok G-protein-kapcsolt 

receptorokon, míg az NGF tirozin kináz A receptoron keresztül intracelluláris jelátviteli 

utak aktiválásával foszforiláció-indukált szenzitizációt okoznak (Szolcsányi és Sándor 

2012). 

A TRPV1 receptoron számos kötőhelyet azonosítottak, a receptor funkcionálisan fontos 

régióit az 1. ábra szemlélteti. Az S3 és S4 transzmembrán régiókban és az ezeket 

összekötő hurokrégióban mutattak ki ligandumkötésben szerepet játszó aminosav 

oldalláncokat (Jordt és Julius, 2002). A vanilloid kötőhely az intracelluláris oldalon 

található, a kapszaicin és a vanilloid csoportot tartalmazó agonisták az ún. vanilloid 

zsebhez kötődnek, melyet az S3 és S4 transzmembrán domének alakítanak ki (Papakosta 

és mtsai., 2011). A protonok általi, a csatorna nyitását eredményező 

konformációváltozásban a pórusformáló régiót összekötő extracelluláris huroknak van 

jelentősége (Jordt és mtsai., 2000). A pórusrégiót alkotó kritikus aminosavak felelősek 

mind a protonok, mind a hőinger által kiváltott aktivációért. Hőérzékelés szempontjából 

fontos régiók a receptormolekulán belül az N628K, N652T, Y653T aminosavak, melyek 

mutációja rövidebb nyitási időt eredményez hőinger hatására anélkül, hogy befolyásolná 

a kapszaicin- , a pH- és a feszültség-szenzitivitást (Szolcsányi és Sándor 2012). Az 

extracelluláris oldalon alloszterikus modulációs helyeken nyílik lehetőség a csatorna 

működésének befolyásolására (Welch és mtsai., 2000). A TRPV1 receptorhoz kötődik a 

kalcium-kalmodulin (CaM) (Numazaki és mtsai., 2003) és a foszfatidilinozitol-4,5-

biszfoszfát (PIP2) (Prescott és Julius, 2003), melyek szerepet játszanak a receptor 

aktiváció szabályozásában. A PIP2 kötődése a C-terminálison található kötőhelyhez 

fokozza a TRPV1 receptor aktiválhatóságát (Ufret-Vincenty és mtsai., 2011). A receptor 

ligandum-érzékenységének szabályozásában a foszforilációnak/defoszforilációnak 

fontos szerepe van. A foszforiláció szenzitizálja a TRPV1 receptort, melyben fontos 

szerepet játszik a protein kináz A (PKA) (Mohapatra és Nau, 2003; 2005), a protein kináz 

(PKC) (Premkumar és mtsai., 2000; Vellani és mtsai., 2001) és a kalcium-kalmodulin-

függő protein kináz II  (Jung és mtsai., 2004). A receptor defoszforiláció 

következményeként kialakuló deszenzibilizáció mértéke csökkenthető a foszfoprotein 

foszfatáz 2B gátlásával (Docherty mtsai., 1996).  
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1. ábra: A TRPV1 receptor szerkezete az aktiváció, szenzitizáció és deszenzitizáció szempontjából 

releváns régiók, aminosavak megjelölésével (Szolcsányi és Sándor, 2012). A: ankirin-ismétlődés domén, 

CaM: kalcium-kalmodulin, LPA: lizofoszfatidsav, PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát, RTX: 

reziniferatoxin. 

A receptor aktivációja során a csatorna megnyílását követően Na+ és Ca2+ áramlik a 

sejtbe, melyet  K+ kifelé irányuló árama követ. Az intracelluláris Na+ koncentráció 

emelkedése a végződés depolarizációját, illetve akciós potenciál kialakulását 

eredményezi. A Ca2+ a végződésben tárolt neuropeptidek exocitózisát váltja ki, továbbá 

fontos szerepet játszik a neuronok későbbi deszenzibilizációjához vezető jelátviteli utak 

aktiválódásában (Koplas mtsai., 1997; Liu és Simon, 1998) (2. ábra). 

  

 



14 
 

 
2. ábra: A TRPV1 receptor működése (Helyes és mtsai., 2003 alapján). CGRP: kalcitonin gén-rokon 

peptid, SP: P-anyag, NKA: neurokinin A, SST: szomatosztatin, EC: extracelluláris tér, IC: intracelluláris 

tér. 

A TRPV1 receptor a fájdalom farmakológiai befolyásolhatóságának fontos célpontja. A 

TRPV1 receptorral kapcsolatos kutatások eredményeként közel 1000 szabadalom 

keletkezett, de a legtöbb vizsgálati szer nem ért el megfelelő terápiás hatékonyságot a 

klinikai vizsgálatok során. A TRPV1 antagonisták alkalmazhatóságát korlátozzák a 

preklinikai vizsgálatok során bizonyított mellékhatásaik (hipertermia, hőérzékelési 

zavar). Jenleg a terápiában a TRPV1 agonista kapszaicin tartalmú készítmények 

elérhetőek. A 8 % kapszaicin tartalmú Qutenza tapasz hatása a deszenzibilizáció 

jelenségén alapul (Irving és mtsai., 2011; Webster és mtsai., 2010).  

TRPA1 receptor 

A TRPA1 és a TRPV1 nagymértékben koexpresszálódik a peptiderg afferens Aδ és C 

rostok egy részében, melyeknek sejttestje a hátsó gyöki ganglionban (DRG), TRG-ben és 

a ganglion nodosum-ban található (Story és mtsai., 2003). A TRPA1 receptor a TRG 

neuronok 36,5%-án expresszálódik (Nagata és mtsai., 2005). A receptor 

extraneuronálisan is megtalálható, többek között enterokromaffin sejteken (Nozawa és 

mtsai., 2009), keratinocitákon (Atoyan és mtsai., 2009) és szinoviocitákon (Kochukov és 

mtsai., 2006). A TRPA1 receptor szerkezetének jellegzetessége az N-terminálison 

lokalizálódó nagyszámú (14-18) ankirin ismétlődés (Chen, 2015). A TRPA1 receptort 

hideg inger (<17 °C), mechanikai ingerek, exogén és endogén ligandok is képesek 
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aktiválni. Az exogén agonisták legnagyobb hányada természetes eredetű kémiai irritáns, 

mint az AITC, a formaldehid, az allicin és a fahéjaldehid (Bandell és mtsai., 2004; Jordt 

és mtsai., 2004; McNamara és mtsai., 2007; Macpherson és mtsai., 2007, Bautista és 

mtsai., 2005). A legtöbb TRPA1 agonista elektrofil tulajdonságú, melyek receptor 

aktiváló hatása azon alapul, hogy kovalens kötést létesítenek a receptor N-terminálisán 

elhelyezkedő nukleofil SH csoportokkal (Hinman és mtsai., 2006). Gyulladásos 

folyamatok, oxidatív stressz és szövetkárosodás során felszabaduló endogén mediátorok 

is képesek aktiválni a receptort. Ezen agonisták közé tartozik a 4-hidroxi-2-nonenal, 4-

oxo-nonenal, 15-dezoxi-Δ12,14-prosztaglandin J2, 8-izo-prosztaglandin A2 és endogén 

reaktív molekulák (H2O2) (Taylor-Clark és mtsai., 2008, Andersson és mtsai., 2008). 

Endogén gáztranszmitterek (NO, H2S) is aktiválják a receptort (Takahashi és mtsai., 

2008; Andersson és mtsai., 2012). A metilglioxál, mely intracellulárisan akkumulálódik 

diabéteszben és krónikus veseelégtelenségben, a TRPA1 receptor aktiválásán keresztül 

neuropátiás fájdalom kialakulásához vezet (Eberhardt és mtsai., 2012). A TRPA1 

receptor az oxidatív stressz szenzora, mivel az oxidatív reakciók folyamán keletkező 

szabad gyökök elektrofil tulajdonságuk következtében képesek direkt módon aktiválni a 

TRPA1 receptort, mely folyamat hozzájárul a gyulladásos fájdalom kialakulásához. Az 

intracelluláris Ca2+ modulálja a TRPA1 receptor működését, egyrészt direkt módon, 

másrészt szenzitizálja a receptort (Chen, 2015). Számos G-protein-kapcsolt receptor, mint 

a bradikinin receptor, a proteáz aktivált receptor 2 TRPA1 receptor szenzitizációt okoz 

(Bandell és mtsai., 2004; Dai és mtsai., 2007). Ebben a folyamatban a foszfolipáz C (PLC) 

enzim fontos szerepet játszik, mely a gátló PIP2 depletálásával és inozitol-triszfoszfát 

(IP3)-dependens Ca2+ felszabadítással hozzájárul a TRPA1 receptor érzékenyítődéséhez 

(Dai és mtsai., 2007, Jordt és mtsai., 2004) (3. ábra). A szenzitizáció kialakulásában a 

PKA szerepét is valószínűsítik (Wang és mtsai., 2008). 

A neuropátiás fájdalom, illetve az akut- és krónikus gyulladás vizsgálata rávilágított a 

TRPA1 receptor potenciális gyógyszercélpontként való alkalmazhatóságára. A TRPA1 

szelektív antagonista HC-030031 gyulladásmodellben gátolta a termális és a mechanikai 

hiperalgézia kialakulását (da Costa és mtsai., 2010). A TRPA1 antagonisták preklinikai 

vizsgálatából levonható legfontosabb következtetés, hogy a transzláció lehetősége 

korlátozott, mivel a receptor aminosavszekvenciája fajonként változó. A TRPA1 receptor 

hőmérséklettel való aktiválhatósága evolúciós különbséget mutat, gerinctelenekben 

melegre érzékeny, rágcsálókban hideg-érzékeny, míg főemlősökben hőmérséklet 

inszenzitív. Ezzel szemben az elektrofil vegyületek érzékelésének képessége 

konzerválódott az evolúció folyamán, a receptor mindhárom fajban aktiválható kémiai 
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irritánsokkal (Chen, 2015). Mindezek alapján nagy kihívást jelentenek a TRPA1 receptort 

célzó gyógyszerfejlesztések. Alternatív utat jelenthet a humán TRPA1 receptort 

expresszáló transzgenikus állatok használatának lehetősége az új analgetikum 

fejlesztésére irányuló preklinikai vizsgálatok során. 

 

3. ábra: A TRPA1 receptor szerkezete az aktiváció, szenzitizáció és deszenzitizáció szempontjából 

releváns régiók, aminosavak megjelölésével (Laing és Dhaka, 2016 alapján). A: ankirin-ismétlődés 

domén, PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát.  

TRPM8 receptor  

A Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 8 (TRPM8) receptort aktiválja a 26 °C alatti 

hőmérséklet, a mentol, az icilin és az eukaliptol (Reid és Flonta., 2002; McKemy és 

mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Bautista és mtsai., 2007). TRPM8 receptor a TRG és 

DRG neuronok 10-15%-án expresszálódik. Szerkezetére jellemző, hogy ellentétben a 

TRPV1 és TRPA1 receptorokkal, az N-terminális nem tartalmaz ankirin-ismétlődéseket. 

Hideg érzékelésért felelős szerkezeti egységeket azonosítottak a receptor C-terminálisán 

(Laing és Dhaka, 2016). Az S2 régió és a TRP domén a mentol- és icilin-érzékenységért 

felelős, az S2-S3 közötti hurok szükséges az icilin által kiváltott TRPM8 receptor 

aktivációhoz (Bandell és mtsai., 2006; Chuang és mtsai., 2004). A PIP2 kötődése a TRP 

doménhez receptor szenzitizációt okoz. A PIP2 hidrolízise PLC által a receptor 

aktiválhatóságát gátolja. A PLC-PIP2 mellett egyéb jelátviteli utak is modulálják a 

TRPM8 receptort, a PKA és a PKC negatívan befolyásolják a TRPM8 receptor 

működését (Premkumar és mtasi., 2005; Laing és Dhaka, 2016) (4. ábra). 
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4. ábra: A TRPM8 receptor szerkezete az aktiváció, szenzitizáció és deszenzitizáció szempontjából 

releváns régiók, aminosavak megjelölésével (Laing és Dhaka, 2016 alapján). PIP2: foszfatidilinozitol-

4,5-biszfoszfát, PKA: protein kináz A. 

TRPM3 receptor  

A Tranziens Receptor Potenciál Melasztatin 3 (TRPM3) receptorral kapcsolatosan a 

másik három termoszenzitív TRP receptorhoz képest kevésbé intenzív kutatások folytak. 

A TRPM3 receptor számos neuronális és nem neuronális szövetben expresszálódik 

(Grimm és mtsai., 2003; Oberwinkler és Philipp, 2014). Az érzőneuronok közel 80%-án 

fejeződik ki a receptor (Vriens és mtsai., 2011).  A neuroszteroid pregnenolon-szulfát a 

receptor legpotensebb agonistája, mely számos szteránvázas hormon prekurzora (Wagner 

és mtsai., 2008). A szulfát-csoport jelenléte és sztereokémiai helyzete a TRPM3 receptor 

aktiváló hatás szempontjából kulcsfontosságú (Drews és mtsai., 2014). Egyéb 

szteránvázas vegyületek, mint az epipregnenolon-szulfát és a dihidro-D-eritro-szfingozin 

is képes aktiválni a receptort. A TRPM3 receptoron specifikus szteroid kötőhelyet 

valószínűsítenek (Vriens és mtsai., 2011; Majeed és mtsai., 2010; Grimm és mtsai., 2005) 

és a plazmamembránon való átjutásában alternatív útvonalakat azonosítottak (Vriens és 

mtsai., 2014). A TRPV1 receptorhoz hasonlóan, a TRPM3 receptor is feszültség-

érzékenységet mutat. A TRPM3 receptor részt vesz az akut hőérzékelésben (hőmérsékleti 

aktivációs küszöbe 40 °C) és a hiperalgézia kialakulásában, mely alapján célpontként 

szolgálhat analgetikum fejlesztésben (Vriens és mtsai., 2011). 
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3.1.3 A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések  

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

afferensek, melyek hármas funkcióval rendelkeznek; klasszikus afferens valamint lokális 

és szisztémás efferens működéseket közvetítenek (5. ábra). A klasszikus afferens 

működés során az aktivált érzőideg-végződések a központi idegrendszer felé 

közvetítenek idegaktivitást, melynek eredménye a nocicepció kialakulása.  A kapszaicin-

érzékeny neuronok az afferens nociceptív transzmisszión kívül efferens funkcióval is 

rendelkeznek (Szolcsányi, 1996). A TRPV1 receptor aktivációja során az intracelluláris 

Ca2+ koncentráció emelkedése a végződésben tárolt neuropeptidek (CGRP, SP) 

exocitózisát idézi elő, melyek a beidegzés területén vazodilatációt és plazmaprotein 

extravazációt váltanak ki. Ez az érzőideg-végződések lokális efferens funkciója 

(Szolcsányi, 1984 a; b; Maggi és Meli, 1988), melynek következtében kialakul a 

neurogén gyulladás (Jancsó és mtsai., 1967; 1968). Ezt a folyamatot a jelenleg 

használatos gyulladáscsökkentők nem képesek hatékonyan befolyásolni. Számos 

gyulladásos betegségről igazolódott be (pl. reumatoid artritisz, asztma, gyulladásos 

bélbetegségek), hogy patomechanizmusában a neurogén komponens fontos szerepet 

játszik (Szolcsányi 1996). Kutatócsoportunk bizonyította, hogy az aktivált érzőideg-

végződésből a gyulladáskeltő neuropeptideken kívül szomatosztatin is felszabadul, mely 

szisztémás gyulladásgátló és fájdalomcsillapító hatást fejt ki. Ez az érzőideg-végződések 

szisztémás efferens funkciója melyet szenzokrin működésként definiáltak (Helyes és 

mtsai., 2000; Szolcsányi és mtsai., 1998; Szolcsányi, 2004). Ez a jelenség árnyalja a 

TRPV1 receptor „fájdalom integrátor” szerepéről kialakított képet.  

 
5. ábra: A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések hármas funkciója. 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 modell szerint a lipid kettősrétegben a 

plazma proteinek random módon helyezkednek el (Singer és Nicolson, 1972). A korszerű 

biokémiai és morfológia vizsgálatok eredményeivel a fent említett modell van a 

leginkább összhangban, mely a biológiai membránok szerkezetének legelfogadottabb 

elmélete. A modell azonban nem tudta magyarázni az egyes integráns membrán fehérjék 

inhomogén eloszlását a sejtfelszínen. Újabb elmélet szerint a plazmamembránban 

mikrodomének találhatóak, melyek struktúrája, lipid- és fehérje összetétele eltér a 

környezetétől. A legismertebb mikrodomének a kis méretű (10-200 nm) lipid tutajok 

(raftok). A tutaj elnevezés magyarázata, hogy nagyfokú laterális mobilizációjuk 

következtében a komponensek bizonyos körülmények között nagyobb aggregátumokat 

„platformokat” képezhetnek, mely kisebb mozgásokat végez, „úszkál” a 

plazmamembránban. A lipid raft modell szerint a lipidek nem random helyezkednek el a 

plazmamembránban, hanem a fehérjékkel együtt magas fokú lokális rendezettséget 

mutatnak, míg a membrán egyéb területei a rendezetlen fázist alkotják (Rietveld és mtsai., 

1998). A lipid raftok számos fizikai-kémiai tulajdonsága eltér a környező membránra 

jellemző paraméterektől, sűrűségük alacsonyabb, telített lipidekben, koleszterinben, 

szfingolipidekben és proteinekben gazdagok. A lipid raftok jellegzetes tulajdonsága, 

hogy 4 °C-on Triton X-100 detergensben oldhatatlanok, innen ered a detergens-

oldhatatlan-glikolipid-gazdag komplex elnevezés. Ezen tulajdonságuk alapján lehetővé 

vált a lipid raftok kivonása a plazmamembrán non-raft régiói közül, illetve az itt található 

proteinek és lipidek identifikálása (Simons és Ikonen, 1997; Mishra és Joshi, 2007). A 

lipid kettősréteg a raftokon belül aszimmetrikus, az extracelluláris oldal 

szfingolipidekben (szfingomielin és glikoszfingolipid) gazdag, míg az intracelluláris 

oldalon glicerofoszfolipidek fordulnak elő nagyobb mennyiségben. A koleszterin 

eloszlása szimmetrikus, a membrán extra- és intracelluláris oldalán hasonló arányban 

jelenik meg (Simons és Ikonen, 1997; Kobayashi és mtsai., 2006). A raftok szerkezetének 

kialakításában és funkciójában a koleszterin kulcsfontosságú (Kannan és mtsai., 2007). 

A membrán koleszterin tartalmának csökkentése a raftok szétesését (Brown és London, 

2000) és a detergens-oldhatalanság megszűnését okozza. A lipid raft komponensekhez a 

proteinek intracelluláris proteinként, transzmembrán proteinként, vagy glikozil-

foszfatidil-inozitol (GPI)-kapcsolt proteinként kötődhetnek (Simons és Ikonen, 1997; 

Mishra és Joshi, 2007) (6. ábra). 
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A lipid raftok egy specifikus alcsoportjába tartoznak a kaveolák, melyek kaveolin 

fehérjetartalmú, 50-100 nm-es jellegzetes morfológiával rendelkező régiók.  A lipid 

raftokhoz hasonlóan a kaveolák is szfingolipidekben és koleszterinben gazdagok, 

detergensben oldhatatlanok (Ostrom és Insel, 2004). Keresztmetszeti 

elektronmikroszkópos felvételeken Ω alakúak és általában csoportosan helyezkednek el 

a plazmamembránban (Anderson és Jacobson, 2002). A lipid raftokkal összekapcsolódva 

intracelluláris jelátviteli utak generálásában vesznek részt (Simons és Ikonen, 1997). 

Emellett szerepet játszanak a sejtosztódásban, a sejtek koleszterin homeosztázisában 

(Anderson és Jacobson., 2002), valamint részt vesznek a patogén baktériumok és 

bizonyos vírusok fertőzési mechanizmusában (Samuel és mtsai., 2001). 

 

6. ábra: A lipid raftok szerkezete (Waheed és Freed, 2010 alapján). A foszfolipidek (sötétkék, barna) és 

a koleszterin (sárga) a membrán mindkét oldalán megtalálhatóak, míg a szfingolipidek (lila) az 

extracelluláris oldalon vannak jelen. A raftokon belül a lipidek hosszú láncú és telített zsírsavakat 

tartalmaznak (lila, barna), míg a non-raft doménben lévő zsírsavláncok rövidebbek és egyszeresen vagy 

többszörösen telítetlenek (kék). A raft domének kétszeresen acilált (zöld) és GPI-kapcsolt (barna) 

proteineket, míg a transzmembrán- (világoskék) és prenilált fehérjék általában a non-raft régiókhoz 

asszociálódnak. GPI-kapcsolt: glikozil-foszfatidil-inozitol-kapcsolt, GLP: glikoszfingolipid. 
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3.1.5 A lipid raftok funkciói 

Funkcionális szempontból a membrán raftoknak számos alapvető sejtfiziológiai 

folyamatban tulajdonítanak fontos szerepet; szabályozzák a membrántranszport 

folyamatokat, patogén baktériumok és vírusok fertőzési mechanizmusát és a sejtmigrációt 

(Parton és Richards, 2003, Manes és mtsai., 2003). A lipid raftok fontos szerepet töltenek 

be a lipidek és a fehérjék sejtfelszíni eloszlásának szabályozásában, elősegítik a jelátvitel 

szempontjából fontos molekuláris kölcsönhatások kialakulását és hozzájárulnak 

különböző molekulák lokális koncentrációjának növekedéséhez (Bini és mtsai., 2003).  

A lipid raftokban lokalizálódó receptorok megfelelő működése szempontjából alapvető 

fontosságú a strukturált szerkezetű membrán egységek szerkezeti integritása. A TRP 

receptor család számos tagja képez ún. jelátviteli komplexet a lipid raftokban (Lockwich 

és mtsai., 2000; Liu és mtsai., 2006). A TRP receptorokon kívül a 2-amino-3-metil-(3-

hidroxi-5-metil-izoxazol-1-il)-propionsav/AMPA típusú glutamát receptor, a γ-amino-

vajsav/GABA receptor, az acetilkolin nikotin receptor (Zhu mtsai., 2006) a szinaptikus 

lipid raftokban koncentrálódik. A raftok fontos szerepet töltenek be a neurotranszmitterek 

felszabadulásában és a szinaptikus funkciókban (Guirland mtsai., 2004; Hering és mtsai., 

2003).  

3.1.6 A lipid raftok farmakológiai vizsgálata 

A lipid raftok kutatása fontos momentuma a farmakológiai alapkutatásoknak, mert 

alternatív utat jelent a receptormolekulák és ezen keresztül a jelátviteli utak 

befolyásolásában. Két fő irány létezik a lipid raft diszrupció elérésére, az egyik lehetőség 

a lipid raft fontos komponenseinek depletálása, a másik irány a raft komponensek 

felépülésének gátlása. A plazmamembrán koleszterin tartalmának depletálása metil-ß-

ciklodextrinnel (MCD) széles körben alkalmazott módszere a lipid raft kutatásnak. Az 

MCD hét α-D-glükopiranóz egységből álló ciklikus oligoszacharid, mely koleszterinnel 

ún. zárványkomplexet képez. Kutatócsoportunk bizonyította, hogy az MCD kezelés 

befolyásolja a TRPV1 receptor működését (Szőke és mtsai., 2010). A szfingomielináz 

enzim a plazmamembrán szfingomielin tartalmát alakítja foszfokolinná és ceramiddá 

(Kobayashi mtsai., 2006; Kiyokawa és mtsai., 2005). A szfingomielináz hatásában három 

részfolyamatot különíthetünk el: (1) a szfingomielin felszabadulása a raft membránban, 

(2) a szfingomielin diffúziója a reakció helyére, (3) az enzimreakció folyamata, 

szfingomielin hidrolízis (Chao és mtsai., 2011). A myriocin a szfingolipid szintézis 
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sebességmeghatározó lépését katalizáló szerin-palmitoiltranszferáz enzimet gátolja. A D-

treo-1-fenil-2-decanoilamino-3-morfolino-1-propanol/D-PDMP a glikoszfingolipidek 

szintézisében szerepet játszó ceramid-glükoziltranszferáz enzim inhibitora (Kobayashi és 

mtsai., 2006). A hidroxi-metil-glutaril-koenzim A/HMG-CoA-reduktáz inhibitorokkal a 

koleszterin szintézis gátolható (Miyake és mtsai., 1995). 

A lipid raftok TRP receptorok működésében betöltött szerepének feltérképezését célzó 

kísérletek ellentmondásos eredményeket szolgáltattak. Az MCD kezelés nem 

befolyásolta a hő által kiváltott áramokat TRPV1-transzfektált HEK293 sejteken (Liu és 

mtsai., 2003), azonban gátló hatást fejtett ki a kapszaicin és protonok által kiváltott 

TRPV1 áramokra DRG neuronokon (Liu és mtsai., 2006). A 3[H]RTX TRPV1 

receptorhoz való kötődését C6 glioma sejteken nem befolyásolta a koleszterin depléció 

(Bari és mtsai., 2005). Az MCD kezelés a TRPM8 receptor  hőaktivációs küszöbét 

megemelte (Morenilla-Palao és mtsai., 2009). Kutatócsoportunk korábbi eredményei 

alapján a lipid raft fontos szerkezeti elemeinek depletálása vagy felépülésének gátlása 

szignifikánsan csökkentette a kapszaicin-indukált TRPV1 receptor aktiválhatóságát 

érzőneurokon és TRPV1 receptor-expresszáló sejtvonalon (Szőke és mtsai., 2010).  

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target 

molekulájának azonosítása 

3.2.1 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok szintézise, metabolizmusa 

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

(CO) és a nitrogén-monoxid (NO) mellett, mely a sejten belüli jelátviteli folyamatokat 

vezérlő gáz természetű kismolekulák legfrissebben felfedezett tagja (Wang és mtsai., 

2012). A H2S szintézise L-ciszteinből történik, cisztationin-ß-szintáz (CBS), cisztationin-

γ-liáz (CSE), 3-merkaptopiruvát-szulfurtranszferáz (3-MST) és cisztein-

aminotranszferáz enzimek által katalizált reakciók folyamán. A CBS elsősorban a 

központi idegrendszerben lokalizálódik (hippocampus, kisagy, agykéreg, agytörzs) míg 

a CSE főként a kardiovaszkuláris rendszerben expresszálódik (aorta, mesenterialis 

artéria, portális véna) (Guo és mtsai. 2013; Miyamoto és mtsai., 2014; 2015). A 3-MST 

enzim megtalálható az agyban, a májban, vesében, tüdőben és a lépben. Újabb kutatások 

bizonyítják, hogy a H2S D-ciszteinből is keletkezhet 3-MST és D-aminosav-oxidáz 

hatására (Shibuya és mtsai., 2013). A H2S metabolizmusa a mitokondriumban elsősorban  

szulfid-kinon-reduktáz enzim által vezérelt. A szulfidlebontás kezdeti lépéseként az 
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enzim intramolekuláris diszulfid csoportjának redukciója révén szulfid-kinon-reduktáz-

perszulfid köztitermék alakul ki. Ezt követően a tioszulfát-glutation-szulfurtranszferáz 

enzim glutationból glutation-perszulfidot képez. A keletkezett terméket a szulfur-

dioxigenáz enzim alakítja szulfittá. A szulfitból a szulfit-oxidáz enzim révén szulfát, 

illetve szulfid-kinon-reduktáz enzim katalizált reakcióban tioszulfát képződik. (Kimura 

és mtsai., 2014; Nagy, 2015).  

A poliszulfidok H2S-ből képződnek oxigén jelenlétében az alábbi reakcióegyenletek 

szerint (Kimura és mtsai., 2013): 

2nH2S +
�

�
(2n – 1)O2 → H2S2n +(2n-1)H2O 

 

HS- ↔ HSS- ↔ HSSS- ↔ . . .↔ HS7
-→ S8 

3.2.2 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok élettani hatásai 

A H2S biológiai szerepének a kutatása robbanásszerű fejlődést mutatott az elmúlt 

évtizedben, fontos szerepet játszik a kardiovaszkuláris rendszerben, a gasztrointesztinális 

traktusban és gyulladásos folyamatokban.  

A kardiovaszkuláris rendszerben a H2S részt vesz a kontraktilitás és a vérnyomás 

szabályozásában, a portális vénát és a mesenterialis artériát relaxálja. Alacsony 

koncentrációban azonban vazokonstriktor hatását figyelték meg, melynek hátterében a 

vazodilatátor NO-szint csökkentését feltételezik (Guo és mtsai., 2013). A H2S protektív 

hatását bizonyították ateroszklerózisban, mely intracelluláris adhéziós molekulák 

expressziójának gátlásán keresztül valósul meg (Qiao és mtsai., 2010). Neuroprotektív 

hatásának alapja a reaktív szabad gyökök megkötése, illetve a glutation koncentráció 

emelése (Qu és mtsai., 2008). Sejtvédő hatásai következtében az iszkémia-reperfúziós 

károsodást mérsékli. A H2S mérsékli a β-amiloid által okozott citotoxicitást. (Liu és 

mtsai., 2011). Gyulladásos folyamatokban a H2S pro- és antiinflammatorikus hatásokat 

is közvetíthet, a gyulladás típusától és a H2S mennyiségétől függően. A lipopoliszacharid-

indukált gyulladást a CSE inhibitor csökkentette, az NaHS alkalmazása emelkedett TNF 

α plazmakoncentrációt eredményezett (Li és mtsai., 2005). Ezzel szemben számos 

közlemény számol be gyulladásgátló hatásáról. Karragénnel kiváltott artritisz modellben 

a H2S-donor vegyületek koncentrációfüggő módon gátolták a leukocita infiltrációt, míg 

a H2S bioszintézist gátló vegyületek súlyosbították a gyulladás folyamatait (Zanardo és 

mtsai., 2006). Egy másik közlemény szerint azonban ugyenebben a modellben a CSE 

inhibitor dózisfüggő módon csökkentette az ödéma súlyosságát. (Bhatia és mtsai., 2005). 
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A gasztrointesztinális rendszerben részletesen tanulmányozták a H2S hatásait. Az 

endogén hidrogén-szulfid fő forrásai a H2S termelő bélbaktériumok. A 

gasztrointesztinális motilitást az exogén H2S gátolja (Linden és mtsai., 2010). A H2S 

donor vegyületek szignifikánsan csökkentették a colitis súlyosságát és a 

proinflammatorikus citokinek expresszióját (Wallace és mtsai., 2009). A H2S donor 

vegyületek kombinációban való alkalmazása NSAID-dal előnyös, mind a terápiás hatás, 

mind a mellékhatások tekintetében. A H2S-t felszabadító naproxen (ATB-346) a 

gyulladásgátló hatás tekintetében a naproxennel megegyező hatékonysággal rendelkezett, 

azonban mérsékeltebb gasztrointesztinális károsodást okozott (Wallace és mtsai., 2010). 

Érdekes jelenség a H2S alkalmazását követően kialakuló hipometabolizmus („suspended 

animation”), mely a gáztranszmitter metabolikus hatásának következménye. Az 

állatkísérletekben detektált állapot tünetei: a maghőmérséklet és a légzésfrekvencia  

csökkenése (Blackstone és mtsai., 2005). A poliszulfid vegyület, a diallil-triszulfid gátolta 

colitis ulcerosa gyulladásos folyamatait, mely a TNF α expresszió és az NFκB aktivitás 

csökkentésén keresztül valósult meg (Bai és mtsai., 2005).  Emellett a diallil-triszulfid 

protektív hatást gyakorolt a szívizomsejtekre iszkémia-reperfúziós károsodás esetén 

(Predmore és mtsai., 2012). 

3.2.3 A hidrogén-szulfid és a poliszulfidok molekuláris célpontjai 

A H2S szignalizációs útvonalai, hatásmechanizmusa nem teljesen tisztázott, számos 

molekuláris célpontot azonosítottak (7. ábra). 

A H2S egyik legfontosabb hatása a kontraktilitás szabályozása, melynek mechanizmusát 

intenzíven kutatják. Számos közlemény szerint a vazodilatátor hatásért K+ATP csatornák 

megnyílása felelős. A H2S nociceptív hatásának hátterében a T-típusú feszültségfüggő 

kalcium csatornák indirekt aktivációja állhat. Ennek magyarázta, hogy a H2S a Zn2+ 

koncentrációját csökkenti, mely a Cav3.2 inhibitora (Matsunami és mtsai., 2011). Számos 

kísérleti elrendezéseben bizonyították a H2S és a poliszulfidok TRPA1 receptor aktiváló 

hatását. TRPA1 receptor-expresszáló kínai hörcsög ovárium (CHO) sejteken végzett in 

vitro kísérletben Ca2+ szignált detektáltak H2S hatására (Streng és mtsai., 2008). Izolált 

patkány DRG sejteken az NaHS által kiváltott intracelluláris Ca2+ koncentráció ([Ca2+] i) 

emelkedést gátolta a TRPA1 szelektív antagonista (HC-030031) és az extracelluláris Ca2+ 

koncentráció csökkentése etilén-glikol-tetraecetsavval (EGTA). A TRPV1 szelektív 

antagonista iodoreziniferatoxin és az L-, N- és T-típusú feszültségfüggő kalcium csatorna 

blokkoló vegyületek sem befolyásolták a válaszokat (Miyamoto és mtsai., 2011). 
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Kutatócsoportunk bizonyította, hogy a TRPA1 antagonista HC-030031 gátolta az NaHS 

CGRP exocitózist kiváltó hatását perifériás érzőidegvégződéseken, valamint az 

antagonista jelenlétében az NaHS vazodilatátor hatása kevésbé érvényesült. Ezen 

eredmények azt a feltételezést erősítik, mely szerint a H2S értágító hatását TRPA1 

receptor aktivációt követő perifériás érzőideg-végződésből felszabaduló CGRP okozza. 

(Pozsgai és mtsai., 2012). Egy másik munkacsoport izolált mesenterialis artériák 

dilatációját figyelte meg NaHS alkalmazása után, melynek hátterében szintén a TRPA1 

receptor aktivációval összefüggő CGRP exocitózist feltételeztek (White és mtsai., 2013). 

A szervetlen poliszulfid vegyületek TRPA1 receptor aktivációt okoznak asztrocitákon és 

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

gyulladásos folyamatokra kifejtett hatása kapcsolatban áll a nukleáris faktor κB (NFκB) 

útvonallal. Humán emlőkarcinóma sejtvonalon bizonyították, hogy a H2S-t felszabadító 

aszpirin ezt a szignáltranszdukciós utat gátolja (Chattopadhyay és mtsai., 2012). A H2S 

metabolikus hatása a citokróm c-oxidáz enzimen keresztül a mitokondriális légzési lánc 

gátlása. Újabb kutatások szerint protektív hatást fejt ki a reaktív oxigén gyökök (ROS) 

károsító hatásaival szemben, melynek feltételezett mechanizmusa a ROS-sal való 

reakció.  

 

7. ábra: A H2S molekuláris célpontjainak részvétele a különböző hatásokban (Guo és mtsai., 2013 

alapján). NFκB: nukleáris faktor κB, MAPK: mitogén-aktivált protein kináz. 
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 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata 

3.3.1 A PACAP előfordulása szervezetben és élettani hatásai 

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

hypothalamus-ból, hypohysis-ben kifejtett adenilát-cikláz stimuláló képessége alapján. A 

PACAP a szekretin-glukagon-VIP peptidcsalád tagja, szerkezete 68%-os egyezést mutat 

a VIP struktúrájával (Miyata és mtsai., 1989).  Az emlős szervezetben előforduló PACAP 

közel 90%-át a 38 aminosavat tartalmazó PACAP1-38 teszi ki, a 27 aminosavból álló 

rövidebb fragmens kisebb mennyiségben van jelen (Arimura és mtsai., 1991). A PACAP 

aminosavszekvenciája nagymértékben konzerválódott az evolúció folyamán, mely a 

neuropeptid fontos élettani szerepére utal. (Arimura és mtsai., 1998; Vaudry és mtsai., 

2000). A peptid metabolizálásában a dipeptidil-peptidáz IV (DPP IV) vesz részt, mely az 

N-terminális aminosavakat hasítja. Mivel az N-terminális jelenléte a biológiai aktivitás 

feltétele, de nem szükséges a receptorkötődéshez, a keletkezett fragmensek biológiai 

aktivitással nem rendelkeznek, de képesek kötődni a PACAP receptorokhoz. A DPP IV 

termékei antagonistaként viselkednek, ezek közé tartozik a PACAP6-38 (Vandermeers 

és mtsai., 1992). 

A szervezetben a PACAP a központi- és perifériás idegrendszerben, valamint nem idegi 

struktúrákban is megtalálható. A PACAP a központi idegrendszerben legnagyobb 

mennyiségben a hypothalamus-ban detektálható, emellett expresszálódik az 

agykéregben, a középagyban, a bazális ganglionokban, a hippocampus-ban, a thalamus-

ban, a hypophysis-ben és a kisagyban (Arimura, 1998; Vaudry és mtsai., 2000). A 

neuropeptid a humán agytörzs ún. „migrén-generátor” régiójának sejttestjeiben és 

idegrostjaiban (Tajti és mtsai., 2001), a TNC-ben, a nyaki gerincvelő C1-C2-es 

szegmentumaiban (Uddman és mtsai., 2002) és a dura mater hízósejtjeiben  is 

megtalálható (Theoharides és mtsai., 2005). A PACAP jelenlétét kimutatták a 

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

ben (Moller és mtsai., 1993; Mulder és mtsai., 1994) és a kapszaicin-érzékeny szenzoros 

neuronok perifériás végződéseiben (Fahrenkrug és Hannibal, 1998). Számos nem 

neuronális szövetben is expresszálódik, többek között az endokrin- és exokrin 

mirigyekben (Vígh és mtsai., 1993; Mikkelsen és mtsai., 1995), a gasztrointesztinális 

traktus teljes hosszában (Hannibal és mtsai., 1998) és a mellékvese chromaffin sejtjeiben 

(Ghatei mtsai., 1993). 
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A PACAP szerteágazó élettani hatásokkal rendelkezik. A neuropeptid fontos szerepet 

játszik az adeno- és neurohypophysis hormontermelésének szabályozásában. A PACAP 

serkenti a pajzsmirigy tiroxin elválasztását, stimulálja a mellékvese katekolamin 

szintézisét, a gonádok szteroid- és a hasnyálmirigy inzulin termelését (Vaudry és mtsai., 

2009). Az idegrendszeri differenciálódásban is kulcsfontosságú, emellett antiapoptotikus 

tulajdonsága következtében neuroprotektív hatással rendelkezik (Vaudry és mtsai., 

1998). Potens vazo- és bronchodilatátor, szabályozza a neurotranszmitterek 

felszabadulását (May és mtsai., 2000), befolyásolja a gasztrointesztinális- ,valamint a 

légúti motilitást és szekréciót (Barthó és mtsai., 2000; Oh és mtsai., 2005). A PACAP 

fontos szerepet tölt be a fájdalomérzés központi és perifériás szabályozásában (Davis-

Taber és mtsai., 2008; Helyes és mtsai., 2007), a cirkadián ritmus- és hőszabályozásban 

(Hannibal, 2006;  Murck és mtsai., 2007; Pataki ás mtsai., 2000). A PACAP 

hőszabályozásban betöltött szerepét részletesen tanulmányozó közlemény szerint 

nemcsak az exogén PACAP vesz részt a folyamatban, hanem az endogén PACAP is 

szerepet játszik a normál testhőmérséklet fenntartásában, ami a PACAP génhiányos 

(PACAP-/-) egerek hőszabályozási fenotípusában is megnyilvánul (Bánki és mtsai., 

2014). 

3.3.2 A PACAP receptorok 

A PACAP hatását a szervezetben G-protein-kapcsolt receptorok közvetítik, melyeknek 

két fő típusa a PAC1 és a VPAC receptorok. A PAC1 receptorhoz 2-3 nagyságrenddel 

nagyobb affinitással kötődik a PACAP, mint a VIP, míg a két neuropeptid a VPAC 

receptorokhoz hasonló kötődési hajlamot mutat (Laburthe és Couvineau, 2002; Laburthe 

és mtsai., 2007). A VPAC receptorok két altípusra oszthatók, a VPAC1 receptorokhoz a 

szekretin nagyobb affinitással kötődik, míg  a VPAC2 receptorhoz a helodermin mutat 

kifejezettebb kötődési hajlamot (Vaudry és mtsai., 2000).  

A PACAP receptorok szöveti eloszlását részletesen tanulmányozták. VPAC1 receptor 

expressziót detektáltak a központi idegrendszer számos területén (cortex, gyrus dentatus, 

amygdala, putamen, nucleus supraopticus, plexus choroideus). A periférián a májban, a 

lépben, a prosztatában, a vesében és a gasztrointesztinális traktusban mutatták ki a 

VPAC1 receptor jelenlétét. A VPAC2 receptor expresszálódik az alábbi területeken: 

cortex, nucleus  periventricularis, nucleus suprachiasmaticus, thalamus, hypothalamus, 

amygdala, vastagbél, hasnyálmirigy, mellékvese. A PAC1 receptor a központi 

idegrendszer (hippocampus, area postrema, cortex, hypothalamus, amygdala, thalamus, 
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nucleus suprachiasmaticus) mellett megtalálható a mellékvesében, méhben, herében, 

bélben (Vaudry és mtsai., 2000). Mindhárom PACAP receptor jelenlétét kimutatták 

simaizomsejteken, neuronokon és számos gyulladásos sejten (Joo és mtsai., 2004; Vaudry 

és mtsai., 2000; 2009). A PACAP receptorok számos splice variánsát identifikáltak, 

melyek különböző jelátviteli útvonalakat generálhatnak, a receptorok farmakológiai 

jellemzőit módosíthatják. Legnagyobb számú splice variánst a PAC1 receptor esetében 

azonosítottak. A PAC1hip, hop1, hop2, hip-hop1, hip-hop2 a 3. intracelluláris 

hurokrégióban található „hip” és/vagy „hop” szekvenciákat tartalmazó variánsok, míg a 

„short” variánsban nincsenek jelen ezek a szakaszok. A „very short” változat jellemzője, 

hogy az N-terminális végen hiányzik a 21 aminosavat tartalmazó extracelluláris domén, 

mely befolyásolja a ligandumok kötődését és a másodlagos messengerek keletkezését. A 

PAC1TM4 variáns a „short” változattól a 2. és 4. transzmembrán doméneken lévő 

szakaszokban tér el (Arimura, 1998; Dickson és Finlayson, 2009; Vaudry és mtsai., 2000; 

Pantaloni és mtsai., 1996; Dautzenberg és mtsai., 1999; Holighaus és mtsai., 2011). 

A VPAC/PAC receptorok Gs-protein-függő intracelluláris ciklikus adenozin-

monofoszfát ([cAMP]i) emelkedést, valamint Gq-protein-dependens PLCβ aktivációt 

közvetítenek (Holighaus és mtsai., 2011). Emellett számos intracelluláris jelátviteli 

molekula és útvonal játszik szerepet a PACAP hatásának közvetítésében (Vaudry és 

mtsai., 2009). A VPAC/PAC receptorok aktivációja [Ca2+] i emelkedéséhez vezet, 

valamint modulálja a foszfolipáz D (PLD), tirozin-kinázok, kalcium csatornák, RhoA 

GTPáz, mitogén-aktivált protein kináz (MAPK), CO és Src aktivitását. Ezen 

mechanizmusok közül részletesen tanulmányozták a PLD és a [Ca2+] i másodlagos 

messengerek által közvetített jelátviteli útvonalakat. A PACAP receptorok klónozását 

megelőzően már bizonyítást nyert, hogy a VIP és a PACAP számos sejttípusban (PC12 

sejtek, hypothalamus neuronok, SK-N-SH humán neuroblastoma sejtek, patkány 

ganglion cervicale superius) emeli a [Ca2+] i-t. A receptorok klónozását követően vált 

lehetővé a mechanizmus pontosabb felderítése. A [Ca2+] i emelkedés hátterében Gi- és Gq-

protein-kapcsolt jelátviteli útvonalakat azonosítottak, melyek közül a Gq útvonal 

megközelítőleg 40%-ban járul hozzá a [Ca2+] i növekedéséhez VPAC receptor expresszáló 

sejtvonalakon. Ezzel szemben a PAC1 receptor mediált [Ca2+] i emelkedés hátterében 

kizárólag Gq-protein-kapcsolt szignáltranszdukciót bizonyítottak. A komplex [Ca2+] i 

emelkedéshez vezető mechanizmusokkal ellentétben, a VPAC és PAC1hop1 splice 

variáns aktivációját követő PLD stimuláció ADP-ribozilációs faktor (ARF)-függő módon 

valósul meg. A PAC1null receptor közvetített PLD stimuláció ARF független, PKC-

dependens útvonalon keresztül jut érvényre (8. ábra). A G-proteinek olyan járulékos 
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fehérjékkel lépnek interakcióba, melyek szerepet játszanak a jelátviteli folyamatokban 

(Couvineau és Laburthe, 2012 a, b). A VPAC/PAC receptorokon megvalósuló 

szignáltraszdukciós folyamatok komplexitását fokozza, hogy a receptorok képesek 

receptor aktivációt módosító proteinekkel (RAMP) interakcióba lépni (Vaudry és mtsai., 

2000). 

 

8. ábra: A PACAP receptorokon megvalósuló jelátviteli útvonalak (Dickson és Finlayson, 2009). 

Aktiváció hatására mindhárom PACAP receptor képes Gαs-proteinnel kapcsolódni, ezáltal megnövelni az 

intracelluláris cAMP szintet. Emellett a PACAP receptorok Gαq proteinen keresztül PLCß aktivációt 

okoznak, mely [Ca2+] i emelkedéshez vezet. A Gαi-proteinnel csak a VPAC receptorok képesek interakcióba 

lépni. A PLD aktivitást a VPAC receptorok ARF-dependens, míg a PAC1 receptor PKC-függő útvonalakon 

keresztül serkentik. EC: extracelluláris tér, IC: intracelluláris tér, PIP2: foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát, 

IP3: inozitol-triszfoszfát, PKC: protein kináz C, PKA: protein kináz A, PLD: foszfolipáz D, PC: foszfatidil-

kolin, ARF: ADP-ribozilációs faktor, DAG: diacilglicerol, cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfát, AC: 

adenil-cikláz, ATP: adenozin-triszfoszfát, PA: foszfatidsav, PC: foszfatidil-kolin,  ER: endoplazmatikus 

retikulum. 

3.3.3 A PACAP receptor agonisták és antagonisták 

A PAC1 és VPAC receptorokon számos agonistát és antagonistát azonosítottak, melyek 

a PACAP receptorok vizsgálatára alkalmas farmakológiai eszközök (1. táblázat). 

Nagyszámú kísérletben igazolták, többek között humán neuroblastoma NB-OK-1 

sejteken végzett vizsgálatokkal, hogy a PACAP6-38 potens PAC1/VPAC2 receptor 

antagonista (Robberecht és mtsai., 1992). A PACAP6-38 gátolta a PACAP agykérgi 

neuronokra kifejtett neuroprotektív (Shintani és mtsai., 2005), valamint az érzőneuronok 

differenciálódását serkentő hatását (Nielsen és mtsai., 2004). Ezzel szemben, érdekes 

módon az antagonista bizonyos sejtekben, szövetekben a PACAP1-38-al megegyező 

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

38-hoz hasonlóan csökkentette az elektromos téringerléssel, illetve kémiai stimulációval 

kiváltott szenzoros neuropeptid felszabadulást izolált patkány trachea érzőideg-
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végződéseiből. A PACAP6-38 a MAPK jelátviteli útvonalakat cytothrophoblast 

sejtekben a PACAP1-38-al megegyezően befolyásolta. (Németh és mtsai., 2006; Reglődi 

és mtsai, 2008). A maxadilan egy 61 aminosavból álló potens értágító peptid, melyet 

homoki légy  (Lutzomyia longipalpis) nyálmirigyéből izoláltak (Lerner és mtsai., 1991). 

Annak ellenére, hogy a maxadilan nem mutat nagymértékű szekvencia homológiát a 

PACAP-pal, PAC1 receptor szelektív agonista. A 25-41 aminosavak eltávolításával 

kapott maxadilan fragmens a maxadilan 65 (M65) specifikus PAC1 receptor antagonista. 

Az M65 szelektíven gátolta a [121I]PACAP27 kötődését PAC1 receptor-expresszáló CHO 

sejtvonalon (Uchida és mtsai., 1998). A VIP analóg VIP6-28 VPAC1/VPAC2 receptor 

antagonista, parciális agonista hatását is leírták (Schuelert és McDougall, 2006). A VIP 

szerkezetében a Thr11, Tyr22, Asn28 aminosavak helyettesítése alaninnal egy nagyon 

szelektív VPAC1 receptor agonista peptidet (Ala11,22,28VIP) eredményezett (Nicole és 

mtsai., 2000). A 31 aminosavból álló BAY 55-9837 VPAC2 receptor szelektív agonista 

hatását receptorkötődési vizsgálatokkal bizonyították. A BAY 55-9837 alkalmazása 

potenciális terápiás lehetőséget jelent a 2-es típusú diabétesz kezelésében (Tsutsumi és 

mtsai., 2002). 

                                        PAC1 VPAC1 VPAC2 
agonista PACAP1-38 PACAP1-38 PACAP1-38 

pEC50 7,5-10,3 7,4-9,7 7,7-9,3 

agonista PACAP1-27 PACAP1-27 PACAP1-27 

pEC50 7,4-10,6 7,6-9,9 7,6-9,4 

agonista VIP VIP VIP 

pEC50 6-8,4 7,9-10 7,3-9,3 

szelektív agonista maxadilan Ala11,22,28VIP BAY 55-9837 

pEC50 6,2-10,3 7,6-10,2 9,39 

antagonista   VIP6-28 VIP6-28 

pIC50   6,15 5,52 

antagonista PACAP6-38   PACAP6-38 

pIC50 7,52   7,39 

szelektív 
antagonista 

M65     

pIC50 6,6-6,8     
1. táblázat: PACAP receptorok farmakológiai jellemzése (Dautzenberg és mtsai., 1999; Dickson és 

mtsai., 2006; Uchida és mtsai., 1998; Dickinson és mtsai., 1997, Nicole és mtsai., 2000; Gourlet és mtsai., 

1998; Tsutsumi és mtsai., 2002 alapján).  
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3.3.4 A PACAP szerepe migrénben 

A PACAP szerepét migrén patomechanizmusában napjainkban intenzíven kutatják, 

mivel expresszálódik az emberi és állati agy trigeminális rendszerrel összefüggő számos 

régiójában, az agytörzs ún. „migrén-generátor” régiójában (Tajti és mtsai., 2001; 

Christiansen és mtsai., 2003), valamint a dura mater hízósejtjeiben (Theoharides és 

mtsai., 2005). A PACAP és a PAC1 receptor lokalizációját leírták arteria meningea 

media simaizomzatában (Boni és mtsai., 2009). A PACAP és receptorainak jelenlétét 

kimutatták TRG-n (Nakajima és mtsai., 2013; Tajti és mtsai., 1999), kapszaicin-érzékeny 

szenzoros neuronok perifériás végződésein és érsimaizomsejteken (Mulder és mtsai., 

1994; Fahrenkrug és Hannibal, 1998; Vaudry és mtsai., 2009). A migrénes fájdalom a 

steril neurogén gyulladás egyik formája (Moskowitz, 1992). Plazma protein extravazációt 

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

Újabb kutatások szerint migrénben szenvedő betegekben a PACAP migrénszerű fejfájást 

okoz (Schytz és mtsai., 2009). Egy másik humán megfigyelés szerint migrénes rohamok 

alatt a PACAP plazmakoncentrációja megemelkedik (Tuka és mtsai., 2013). Ezek alapján 

feltételezik, hogy a PACAP fontos mediátor a trigeminovaszkuláris aktivációban, mely a 

migrén patomechanizmusában szerepet játszik (Schytz és mtsai., 2010).  
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4. CÉLKIT ŰZÉSEK 

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

hatóanyagok mellékhatásprofilja nem optimális, ezért szükséges elsősorban érzőideg-

végződéseken ható gyulladáscsökkentők, fájdalomcsillapítók fejlesztése. Kísérleteinkben 

különböző in vitro módszerekkel célunk volt kulcsmechanizmusok, célmolekulák 

azonosítása, melyek kiindulópontjai lehetnek új hatásmechanizmusú gyógyszerek 

fejlesztésének. 

Kutatómunkám általános célkitűzései a következők voltak: 

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

A TRP receptorok aktivációja szempontjából releváns régiókat azonosították, azonban 

kevés tudomásunk van arról, hogy a mikrokörnyezet megváltoztatása milyen hatást 

gyakorol a TRP receptorok működésére. A dolgozatomban részletezett kutatásunk célja 

annak megállapítása volt, hogy a lipid raft diszrupció hogyan befolyásolja a 

termoszenzitív TRP receptorok kémiai úton kiváltott aktivációját TRG neuronokon, 

perifériás érzőideg-végződéseken és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken.  

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

azonosítása 

A TRPA1 receptor szerepe napjainkban kiemelkedő fontosságúvá vált a 

fájdalomkutatásban. Egyre több agonistát ismerünk meg és számos antagonistát 

fejlesztenek a receptorműködés gátlására. A H2S in vitro vizsgálatai bizonyították TRPA1 

agonista hatását. Célul tűztük ki a DMTS célmolekulájának azonosítását érzőneuronokon. 

III. A PACAP receptorokon ható agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata  

Egyértelművé vált, hogy a PACAP és receptorai a migrén kialakulásában fontos szerepet 

játszanak. Mivel a trigeminovaszkuláris aktivációban részt vevő TRG neuronok 

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

antagonisták in vitro vizsgálatát szenzoros neuronokon. A TRG sejttenyészet transzlációs 

modellként szolgálhat migrénellenes gyógyszerfejlesztéshez.  
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5. KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI 

MÓDSZEREK 

 Primer sejttenyészet és sejtvonalak 

5.1.1 Patkány és egér trigeminális ganglionsejt tenyészet 

1-4 napos Wistar patkányok és CD1, TRPA1+/+, TRPA1-/- egerek kétoldali trigeminális 

ganglionját steril foszfát puffer oldatban (PBS) kipreparáltuk. Az 1 mm3-es 

gangliondarabokat 35 percig 2 % kollagenáz XI-et (1 mg/ml), ezt követően 8 percen 

keresztül dezoxiribonukleáz I-et (1000 UN/ml) tartalmazó PBS-ben inkubáltuk (37 °C, 5 

% CO2). A ganglionokat PBS-sel mostuk, majd trituráltuk. Ezután a neuronokat poly-D-

lizinnel (100 µg/ml) előkezelt üvegkorongokat tartalmazó, steril 24-lyukú 

tenyésztőedényekbe helyeztük. A tenyésztő médium összetétele a következő volt: 

alacsony glükóztartalmú Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM), 5 % ló szérum, 

5 % újszülött kecske szérum, 5 % foetalis borjú szérum, 100 UN/ml penicillin, 100 µg/ml 

streptomycin, 200 ng/ml idegi növekedési faktor (NGF). A sejtkultúrákat 37 °C-on, 5% 

CO2 jelenlétében tartottuk. A kísérletekhez 1-3 napos tenyészeteket használtunk (Szőke 

és mtsai., 2000). 

5.1.2 TRPV1, TRPA1, PACAP receptor-expresszáló sejtvonalak 

A patkány TRPV1 és a humán TRPA1 receptort stabilan expresszáló CHO sejtvonalat 

Dr. Sándor Zoltán hozta létre egy korábbi közleményében leírt protokollnak megfelelően 

(Sándor és mtsai., 2005). Vizsgálataink során humán PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptort 

stabilan expresszáló CHO sejtvonalakat is használtunk (Gaudin és mtsai., 1996; Nicole 

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

 Vizsgálati módszerek 

5.2.1 Intracelluláris Ca2+ koncentráció mérés fluoreszcens módszerrel 

Az 1-3 napos primer sejttenyészeteket fura-2 acetoxi-metilészter (fura-2 AM) (1 µM) 

fluoreszcens kalcium indikátor festékkel inkubáltuk (30 perc, 37 °C). Az inkubáló oldat 

az alábbi összetevőket tartalmazza: 122 mM NaCl, 3,3 mM KCl, 1,3 mM CaCl2, 0,4 mM 

MgSO4, 1,2 mM KH2PO4 ; 25 mM HEPES, 10 mM glükóz, pH 7,3. A festék passzív 
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diffúzióval az intracelluláris térbe jut, ahol az észterázok lehasítják a vegyületről az 

acetoxi-metilészter csoportot, mely ilyen formában képes lesz a szabad Ca2+ megkötésére. 

A hidrolízist követően a fluoreszcens Ca2+ indikátor a membránon nem tud átjutni, az 

intracelluláris térben marad. A mérés azon az elven alapul, hogy Ca2+-t kötött 

fluoreszcens festék abszorpciós maximuma (340 nm) különbözik a Ca2+-t nem kötött 

festékétől (380 nm), így a két abszorpciós maximumnak megfelelő hullámhosszon való 

gerjesztést követően az emittált fényintenzitások hányadosából a [Ca2+] i meghatározható. 

A kísérleteket szobahőmérsékleten végeztük Olympus BX50WI fluoreszcens 

mikroszkóppal. A mérés előtt a sejteket 5 percig extracelluláris oldattal (ECS) mostuk, 

melynek összetétele a következő: 160 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 1 mM CaCl2, 2 mM 

MgCl2, 10 mM HEPES, 10 mM glükóz, pH 7,3. Az ECS-t, illetve a teszt oldatokat 150 

µm átmérőjű 3 kifolyónyílású csövön keresztül juttattuk a sejtekre, melynek adagolását 

egy gyors lépésű perfúziós rendszer biztosította (VC-77SP, Warner Instrument 

Corporation, Harvard Apparatus GmbH). A fluoreszcens képet egy vízimmerziós 

objektív (Olympus LUMPLAN FI/x20 0,5 W) és egy számítógéphez csatlakoztatott 

digitális kamera (CCD, SensiCam PCO) segítségével rögzítettük. A sejtek által felvett 

fluoreszcens festék 340 és 380 nm hullámhosszú fénnyel való alternáló gerjesztését 

monokromátor biztosította (Polychrome II, Till Photonics, Germany). Az 510 nm-es 

emittált fényt interferenciaszűrő alkalmazásával fotoelektronsokszorozó segítségével 

detektáltuk (9. ábra). A két hullámhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitás arányát, 

az ún. raciómetrikus értéket (R=F340/F380) az idő függvényében Axon Imaging 

Workbench 2.2 szoftverrel generáltuk. Az eredmények értékelését Microcal Origin 7.0 

szoftverrel (Originlab Corp. Northhampton, USA) végeztük. A sejtmentes területekről 

nyert adatok felhasználásával háttérlevonást végeztünk. A sejtekben ECS áramoltatása 

folyamán detektált raciómetrikus értéket tekintettük R=0 értéknek, ehhez viszonyítottuk 

a tesztoldatok adása folyamán mért Rmax értékeket. 



35 
 

 

9. ábra:  Intracelluláris Ca2+ koncentráció mérőrendszer. 

A lipid raft diszrupció hatását TRG neuronokon vizsgáltuk ezzel a módszerrel. A 

tenyészeteken MCD (1; 3; 10 mM, 45 perc, 37 °C) szfingomielináz (10; 30 mUN, 60 

perc, 37 °C), ceramid /szfingozin (10 µM, 60 perc, 37 °C) illetve myriocin (200 nM, egy 

éjszakán át, 37 °C) kezelést alkalmaztunk 5%-os CO2 tartalom mellett. A kísérlet során a 

TRPV1 (330 nM kapszaicin), TRPA1 (200 µM AITC, 0,01% formaldehid), TRPM8 (1 

µM icilin) és TRPM3 (50 µM pregnenolon-szulfát) receptor agonistákat alkalmaztuk. 

A PACAP receptor agonisták és antagonisták vizsgálatát patkány és egér TRG 

neuronokon, valamint PACAP receptor-expresszáló CHO sejteken végeztük. Wistar 

patkány TRG neuronokon az alábbi anyagokat alkalmaztuk: PACAP1-38, PACAP6-38 

(10; 30; 100; 500 nM és 1 µM), VIP, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837, maxadilan (100; 500 

nM), VIP6-28 (1µM), PACAP1-27 (100; 300 nM; 1 µM), M65 (300; 500 nM). CD1 egér 

TRG sejteken 100 nM koncentrációban vizsgáltuk a PACAP1-38, PACAP6-38, 

maxadilan, VIP, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837 hatását, VIP esetében 500 nM 

koncentrációt is használtunk a mérés során, az M65 alkalmazott koncentrációja 300 nM 

volt. PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalakon tesztelt peptidek: 

PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837 (100 nM), M65 (300 

nM).  
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A hidrogén-szulfid donor és poliszulfid vegyületeket, NaHS (230 µM; 2,1 mM), Na2S 

(140; 350 µM), DMTS (100 µM) TRPA1 génhiányos (TRPA1-/-) és vad típusú 

(TRPA1+/+) egér TRG sejteken teszteltük.  

5.2.2 Radioaktív 
45

Ca2+ felvétel vizsgálatok sejtvonalakon 

Az kalcium izotóppal végzett kísérletek kivitelezését Wood és munkatársai 1988-as 

publikációja alapján végeztük (Wood és mtsai., 1988). A mikrofluorimetriás kísérletek 

hátránya, a sejtes válaszok nagymértékű heterogenitása kerülhető el ezzel a technikával, 

mely egyszerre képes több ezer sejt együttes reakcióját count per minute (CPM) értékben 

detektálni. A sejteket 72-lyukú mini tenyésztőedénybe helyeztük (Microwell Minitrays, 

Sigma), mely 15 μl-es térfogatban tartalmazott DMEM tápoldatot (kb. 4000 sejt/lyuk). 

Másnap a letapadt klónsejteket ötször mostuk Ca2+ mentes Hank’s oldattal (100 mM 

NaCl, 5 mM HEPES, 5 mM KCl, 4 mM NaHCO3, 10 mM glükóz, 30 mM NaH2PO4
.H2O, 

30 mM KH2PO4, pH 7,4). Ezt követően 10 μl Ca2+ mentes Hank’s oldatban oldott 

tesztoldat és 200 μCi/ml 
45

Ca2+ izotóp (1,3 Ci/mM, Ammersham) elegyében 2 percig 

szobahőmérsékleten inkubáltuk a sejteket. Az ötszöri ECS oldattal történő mosást 

követően a sejteket tartalmazó mini tenyésztőedényt kiszárítás céljából 75 °C-ra 

helyeztük, majd 15 μl 0,1%-os nátrium-dodecil-szulfáttal (SDS) lizáltuk a sejteket, hogy 

az általuk akkumulált 
45

Ca2+ izotópot összegyűjtsük. A lizátum radioaktivitását 2 ml 

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

Ca2+ 

izotóp retenciót CPM értékben adtuk meg. 

A lipid rafttal kapcsolatos vizsgálatokhoz a TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteket a 

kapszaicin (330 nM) alkalmazása előtt ceramiddal (1; 10 µM), illetve szfingozinnal (1; 

10 µM) kezeltük (37 °C, 60 perc), illetve maradtak kezeletlen kontrollok.  

A PACAP receptor agonisták és antagonisták tesztelése esetén a PAC1, VPAC1, VPAC2 

és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejtvonalakon az alábbi tesztoldatokat alkalmaztuk: 

kapszaicin (100 nM), PACAP1-38 (100 nM) és PACAP6-38 (1 µM). 

5.2.3 [35S] Guanozin-5’-O-[γ-tio] trifoszfát ([35S]GTPγ S) kötődési teszt 

A módszer a G-protein-kapcsolt receptor aktiváció vizsgálatára alkalmas. A [35S]GTPγS 

nem hidrolizálható γ-foszfátcsoporton 35S izotópot tartalmazó radioaktív  GTP analóg. A 

teszt működése a receptoraktiváció folyamán bekövetkező guanozin-5’-difoszfát 

(GDP)→[35S]guanozin-5’-O-[γ-tio] trifoszfát ([35S]GTPγS) átalakuláson alapul. A 
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membránhoz kötött jelölt GTP analóg radioaktivitását mérjük. A PAC1, VPAC1 és 

VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejteket homogenizáltuk és 50 mM trisz-

(hidroximetil)-aminometán-hidroklorid (Tris-HCl) pufferrrel (pH 7,4) higítottuk az 

optimális proteintartalom eléréséig (10 µg protein/minta). A membránfrakciókat trisz-

etilénglikol-tetraecetsav (Tris-EGTA) pufferben (50 mM Tris-HCl, 1 mM EGTA, 3 mM 

MgCl2, 100 mM NaCl, pH 7,4) inkubáltuk (30 °C, 60 perc), mely 20 MBq/0,05 ml 

[35S]GTPγS-t (0,05 nM), emelkedő koncentrációjú PACAP1-38, PACAP6-38, VIP, 

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

és 1 µM) oldatot és 30 µM GDP-t tartalmazott 1 ml végtérfogatban. A membránhoz kötött 

és nem kötött [35S]GTPγS-t a minták Whatman GF/B filteren való vákuumszűrésével 

különítettük el. A filtereket 48-lyukú Slot Blot szűrőbe fogtuk, ezen keresztül a mintákat 

háromszor mostuk 5 ml jéghideg Tris-HCl pufferrel (50 mM, pH 7,4). A filterpapír 

száradása után (60 perc, 37 °C) a membránfrakciókat tartalmazó filterdarabokat kivágtuk, 

UltimaGold F szcintillációs folyadékba helyeztük, a radioaktivitást Packard Tri-Carb 

2800 TR szcintillációs számlálóval mértük. A nem-specifikus kötődést 10 µM jelöletlen 

GTPγS jelenlétében, a teljes kötődést a tesztanyag hiányában határoztuk meg. A 

specifikus kötődés a teljes kötődés és a nem-specifikus kötődés különbségéből 

számolható. A tesztanyagok által indukált G-protein aktivációt a ligandum hiányában 

megfigyelt specifikus [35S]GTPγS kötődés százalékában adtuk meg (Bojnik és mtsai., 

2009).  

5.2.4 Patch-clamp módszer 

A méréseket a TRPA1 receptor génjével stabilan transzfektált CHO sejtvonalon 

végeztük. A sejteket 37 °C-on, 5% CO2 szint mellett alacsony glükóztartalmú DMEM 

médiumban tenyésztettük, kiegészítve 10% foetalis borjú szérummal, nem esszenciális 

aminosavakkal, penicillinnel (100 UN/ml), streptomycinnel (100 µg/ml), L-glutaminnal 

(4 mM). A médium emellett tartalmazott G418-at 500 µg/ml koncentrációban. A 

tenyésztési folyamat során a konfluencia szint nem haladta meg a 40-50%-ot. A 

méréseket sejtszuszpenzión végeztük, melynek előállításához a sejteket kétszer mostuk 

PBS-sel, majd TrypLE rekombináns enzimet pipettáztunk rájuk. A felesleges enzimet 

azonnal leöntöttük, az emésztést a megmaradt vékony filmrétegben 2 percig 

szobahőmérsékleten végeztük, majd 1-2 ml külső oldatban reszuszpendáltuk a sejteket. 

Az így kapott sejtszuszpenzió 1-2 órán át alkalmas automata patch-clamp vizsgálatokhoz. 
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A patch-clamp méréseket szobahőmérsékleten planár technikával végeztük, whole-cell 

konfigurációban négycsatornás Patchliner (Nanion Technologies GmbH, München, 

Németország) berendezéssel (11. ábra). A patch-clamp mérésekhez használt külső és 

belső oldatokat steril szűrés után -20 °C-on tároltuk és közvetlenül a mérések előtt 

melegítettük fel szobahőmérsékletűre. A patch-clamp mérések során az alábbi oldatokat 

használtuk: belső oldat: 10 mM CsCl, 110 mM CsF, 20 mM EGTA, 10 mM HEPES, 0,3 

mM Na-GTP és 5 mM Na-ATP (pH 7,2), külső oldat: 140 mM NaCl, 4 mM KCl, 5 mM 

D-glükóz-monohidrát, 10 mM HEPES, 1 mM MgCl2 and 3 mM CaCl2 (pH 7,4), mérő 

oldat: 140 mM N-metil-D-glukamin (NMDG)-Cl, 15 mM BaCl2, 15 mM NMDG-EGTA 

and 10 mM HEPES (pH 7,4) összekeverve 240 mM szorbitollal 1:2 arányban.  

A méréshez alkalmazott pulzusprotokoll egy 20 ms-ig tartó -50 mV-os lépéssel indul, 

amely után 20 ms hosszan visszatérünk a -10 mV-os nyugalmi potenciálra. Ezután 60 ms 

hosszú ramp protokoll alkalmazásával elérjük az 50 mV-os membránpotenciált. A 

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

nyugalmi membránpotenciálra (10. ábra). A pulzusfrekvencia 0,2 Hz volt.  

 
10. ábra: Feszültségprotokoll. 

 

A sejtek reszuszpendálása, a seal és a whole-cell konfiguráció létrehozása a normál külső 

oldatban történt. Ezután a külső oldatot lecseréltük a mérőoldatra. A kontroll szakasz után 

a mérőoldatban oldott DMTS-t pipettáztuk a sejtekre növekvő koncentrációban. Minden 

koncentráció 2 percig volt a sejteken. A feszültségprotokoll alkalmazása során 50 mV-on 

meghatároztuk az áram nagyságát. Az értékek korrigálásra kerültek a kontroll 

mérésekkel. A két érték különbségét tekintettük a TRPA1 csatornán átfolyó áramnak.  
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11. ábra: Automata patch-clamp rendszer (Patchliner, Nanion). 

5.2.5 CGRP felszabadulás mérése radioimmunoassay (RIA) módszerrel 

izolált patkány trachea érzőideg-végződéseiből 

A trachea a szenzoros neuropeptid felszabadulás mérésére kiválóan alkalmas 

modellszerv, mivel nagyon gazdag kapszaicin-érzékeny innervációval rendelkezik, az 

érzőideg-végződések könnyen stimulálhatók, mivel közel vannak a felszínhez, könnyen 

stimulálhatók. A patkány tracheákat thiopentállal (50 mg/kg i.p.) történő altatás mellett 

az állatok kivéreztetését követően kipreparáltuk, megtisztítottuk a zsírtól és a 

kötőszövettől. Az izolált légcsöveket 37 °C-on temperált, oxigenizált Krebs oldattal (pH 

7,4) 60 perces ekvilibrációs periódus alatt perfundáltuk (2-2 szerv/1,8 ml szervfürdő) (12. 

ábra). A lipid raft diszrupció hatásának vizsgálatához a tracheákat 10 perc Krebs oldattal 

történő perfundálást követően 30 percig szfingomielináz (5; 10 mUN)/ceramid (10 

µM)/szfingozin (10 µM) jelenlétében inkubáltuk, majd ismételt Krebs oldat áramoltatás 

(20 perc) következett. Az áramlás leállítása után 8 percenként lecserélve a kamrában lévő 

oldatokat prestimulációs, stimulációs és posztstimulációs fázisokat nyertünk. Az ingerlés 
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előtti bazális CGRP felszabadulást az első 8 perces frakcióból határoztuk meg. A második 

8 perces szakaszban (ingerelt frakció) történt a trachea afferens idegvégződéseinek 

stimulációja kémiai úton kapszaicinnel (100 nM), illetve AITC-vel (100 µM). A 

harmadik periódusban (ingerlés utáni frakció) nem történt ingerlés, ez a frakció az 

ingerlés utóhatásaként jelentkező CGRP felszabadulást adta meg.  

A szervfürdőkből vett 200 µl térfogatú mintákból RIA módszer segítségével határoztuk 

meg a CGRP koncentrációkat. A neuropeptid mennyiségét fmol/mg nedves szövetsúlyra 

vonatkoztatva fejeztük ki (Németh és mtsai., 1996, Helyes és mtsai., 1997; Németh és 

mtsai., 1998; Helyes és mtsai., 2001). Az ingerlés hatására felszabadult teljes CGRP 

mennyiséget úgy számoltuk, hogy a stimulációs és posztstimulációs fázisokban mért 

CGRP koncentráció értékekből levontuk a bazális értéket és a kapott számokat 

összeadtuk. A szfingomielináz hatásának vizsgálatához a CGRP koncentrációkat kémiai 

stimuláció alkalmazása nélkül is meghatároztuk. 

 

12. ábra: Trachea perfúziós rendszer vázlata. 

5.2.6 Fluoreszcencia spektroszkópia 

A membrán struktúrák vizsgálatának széles körben alkalmazott módszere a laurdan 

fluoreszcencia emissziójának detektálása, melyet mind modell membránok, mind élő 

sejtek esetében használnak (Harris és mtsai., 1996, Gaus és mtsai., 2003). A módszer a 

membrán rendezett (kontroll) és rendezetlen (MCD-kezelt) fázisai közötti különbség 

kimutatásán alapul (Golfetto és mtsai., 2013). A membrán különböző fázisú doménjeinek 

megoszlását laurdan segítségével detektáltuk, melynek gerjesztési és emissziós 
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spekrumát a membrán aktuális hidratáltsági szintje befolyásolja. A lipid raft diszrupció 

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

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

°C), majd membránpreparátumot készítettünk. A méréseket FL3-2iHR 

spekrofluoriméterrel (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog) 4 mm-es kvarcküvettákban 

(Hellma 104F-QS) végeztük (13. ábra). A vizsgált minta hőmérsékletét 20 °C-ra állítottuk 

cirkulációs vízfürdő (AC200-A25) segítségével. Az általánosított polarizáció széles 

körben alkalmazott módszer a spektrális eltolódások jellemzésére (Sanches és mtsai., 

2007). Értéke definiálható emissziós és gerjesztési spektrumok esetén egyaránt. Az 

emissziós spektrum felvétele során a laurdant 360 nm-en gerjesztettük és emisszióját 380 

és 600 nm közti tartományban vettük fel. Az emissziós spektrum általánosított 

polarizációját az alábbi képlettel számoltuk: 
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Magasfokú membrán rendezettség csökkenti a poláros környezet miatti vörös eltolódás 

mértékét a laurdan emissziós spektrumában, mely a képlet alapján a GP növekedését 

eredményezi. A gerjesztési spektrum felvétele során a laurdan emisszióját 432 nm-en 

mértük. A gerjesztési hullámhossz 300 és 420 nm között változott. A laurdan gerjesztési 

spektrumának általánosított polarizációját az alábbi képlettel számoltuk: 
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13. ábra: A spektrofluoriméter (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog) felépítése. 
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5.2.7 Filipin fluoreszcens jelölés 

Az MCD által okozott koleszterin depléció nyomon követésére koleszterin-kötő 

fluoreszcens festéket alkalmaztunk a makrofágokon leírt protokoll szerint (Tabas és 

mtsai., 1994). Poly-D-lizinnel kezelt üvegkorongokra kitapadt TRPV1 receptor-

expresszáló CHO sejteket és TRG neuronokat 10 mM MCD-vel kezeltük (45 perc, 37 

°C). A kezeletlen kontrollokat azonos körülmények között ECS-ben inkubáltuk. A 

sejttenyészeteket PBS-sel mostuk, majd 4% formaldehiddel fixáltuk 1 órán át 

szobahőmérsékleten. PBS-sel történő mosást követően glicin oldat (1,5 mg/ml) került a 

sejtekre 10 percre, melyet filipin oldattal (0,05 mg/ml PBS/10% FBS oldatban) való 

inkubálás követett 2 órán keresztül. A sejteket háromszor mostuk PBS-sel, majd Olympus 

Fluoview-1000 rendszerrel analizáltuk (14. ábra). A fluoreszcens képet Olympus IX81 

fluoreszcens mikroszkóphoz csatlakoztatott Olympus DP70 digitális kamerával 

rögzítettük. A felvételek felbontása 4080x3072 pixel, az ISO érték 200. A vizsgálat során 

használt objektív: Olympus UPlanFL N 40x/0,75 Ph2 UIS 2. A gerjesztés higany 

lámpával, DAPI (Hoechst/AMCA): ex 335-375, em 440-500 szűrővel történt. 

 

14. ábra: Az Olympus Fluoview-1000 rendszer felépítése. 
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 Anyagok 

A kísérleteinkhez az alábbi anyagokat használtuk: formaldehid (Molar Chemicals Ltd., 

Hungary), icilin, pregnenolon-szulfát, MCD, szfingomielináz Bacillus cereus-ból, KCl, 

NaHS, Na2S (Sigma-Aldrich, Magyarország), Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837 (Tocris 

Bioscience, Egyesült Királyság). AITC, kapszaicin, kapszazepin, laurdan (Sigma-

Aldrich, Magyarország) és HC-030031 (Tocris Bioscience, Egyesült Királyság) esetében 

10 mM-os, a Filipin III Streptomyces filipinensis-ből (Sigma-Aldrich, Magyarország) 

esetében 1 mg/ml-es törzsoldatot készítettünk DMSO (Sigma-Aldrich, Magyarország) 

felhasználásával. A DMTS-t (Sigma-Aldrich, Magyarország) 1 M-os koncentrációban 

DMSO-ban oldottuk, majd 100 mM koncentrációig higítottuk 2% Tween80-at tartalmzó 

fiziológiás sóoldattal. A myriocint (Sigma-Aldrich, Magyarország) metanolban oldottuk 

10 mM koncentrációban, míg a 10 mM–os ceramid és a szfingozin (Sigma-Aldrich, 

Magyarország) törzsoldathoz kloroform:metanol=9:1 arányú elegyét használtuk. A 

PACAP1-38, a PACAP6-38, a PACAP1-27, a maxadilan és az M65 előállítása a Szegedi 

Tudományegyetem Orvosi Kémia Intézetében szilárd fázisú peptid szintézis 

módszerével, Fmoc-védőcsoport stratégiát alkalmazva CEM Liberty automata peptid 

szintetizáló berendezéssel (CEM Liberty® Microwave Peptide Synthetiser) történt. Az 

anyagok oldószere a kísérleti elrendezéstől függően ECS (intracelluláris Ca2+ 

koncentráció mérés), Ca2+ mentes Hank’s oldat (45Ca2+ felvétel vizsgálatok) vagy Krebs 

oldat (CGRP felszabadulás mérés perifériás érzőideg-végződésekből) volt. 

A sejttenyésztéshez használt anyagok: kollagenáz IX, dezoxiribonukleáz I, poly-D-lizin, 

NGF, penicillin, streptomycin, DMEM (Sigma-Aldrich, Magyarország), ló szérum, 

foetalis borjú szérum, újszülött kecske szérum (Gibco, Grand Island, NY, USA), PBS 

(Life Technologies, Magyarország), TrypLE (ThermoFisher). A fura-2 AM (Life 

Technologies, Magyarország) fluoreszcens festéket DMSO-ban oldottuk 1 mg/ml 

koncentrációban. A [35S]GTPγS kötődési teszben alkalmazott anyagok: GDP, GTPγS, 

(Sigma-Aldrich, Magyarország), [35S]GTPγS (Izotóp Intézet, Budapest), Tris-EGTA 

(Reanal, Magyarország).  
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 Statisztikai analízis 

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

független kísérlet eredményeiből származtak. A PACAP analógok vizsgálata esetén 

egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc tesztet vagy kétmintás t-próbát, míg a lipid raft 

diszrupció hatásának elemzéséhez egyutas ANOVA, Dunnett post hoc tesztet vagy 

kétmintás t-próbát használtunk. Minden esetben a p<0.05 értéket tekintettük 

statisztikailag szignifikánsnak. Az EC50 értékeket 4 pontos dózis-hatás görbe alapján 

határoztuk meg Graph Pad Prism 5.0 szoftver segítségével. Patch-clamp vizsgálatokhoz 

a dózis-hatás görbe illesztésére, illetve az EC50 érték meghatározására a SigmaPlot 

programot használtuk. 

 Etikai vonatkozások 

A tenyészállatok tartása a PTE ÁOK Farmakológiai és Farmakoterápiai Intézetének 

Állatházában valósult meg 24-25 °C-on, normál élelemmel és vízzel korlátlanul ellátva. 

Kísérleteink minden esetben megfelelnek az állatok védelmére és kíméletére vonatkozó, 

1998/XXVIII. számú törvény, valamint az állatkísérletek végzésére vonatkozó 243/1988. 

kormányrendelet előírásainak. Vizsgálatainkat jóváhagyta a Pécsi Tudományegyetem 

Munkahelyi Állatjóléti Bizottsága. 
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6. EREDMÉNYEK 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

6.1.1 Szfingomielináz kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG 

neuronokon 

Patkány TRG sejttenyészeten a TRP receptor aktivációt fluoreszcens [Ca2+] i 

méréstechnikával detektáltuk. Kvantitatív értékelésre a Ca2+ válaszok maximum értékét 

használtuk. A reagáló sejteket a fluoreszcencia arány érték növekedése (R ≥ 0,1) alapján 

azonosítottuk. A kapszaicin alkalmazása 2-5 s-ig tartott, mely azonban a válaszok 

kinetikai jellemzői és időtartama szempontjából jelentős eltéréseket okozott. Hasonló 

gyakorisággal észleltünk rövid tranziens, valamint egy kezdeti gyors fázist követő hosszú 

platófázissal rendelkező választípusokat. Az AITC válasz jellemzően hosszú latencia után 

(15-30 s) fejlődött ki. A formaldehid hatására jelentkező [Ca2+] i emelkedés szintén 

nagyobb latencia után jelentkezett (15-20 s) és a regisztrált görbe alakja az AITC válasz 

kinetikai jellemzőit mutatta. A plazmamembrán szfingomielin tartalmának 

depletálásához szfingomielinázzal (10; 30 mUN) inkubáltuk a tenyészeteket (60 perc, 37 

°C).  

Kutatócsoportunk korábbi kísérletei igazolták, hogy a kapszaicin által kiváltott TRPV1, 

illetve az AITC-indukált TRPA1 receptor aktivációt a szfingomielináz kezelés 

koncentrációfüggő módon gátolta. Ezen megfigyeléseket kiegészítettük jelen 

vizsgálatunkban további kísérletekkel, több sejt bevonásával. Kontroll tenyészeteken a 

vizsgált neuronok 61,46 ± 4,9%-a válaszolt kapszaicinre. A 30 mUN szfingomielináz 

előkezelés szignifikánsan csökkentette a kapszaicin-érzékeny sejtek arányát (40,36 ± 

4,6%), míg a 10 mUN enzimmel történő inkubáció nem okozott szignifikáns mértékű 

gátlást, a sejtek 57,18 ± 3,7%-a válaszolt az agonistára (15. A ábra). 

A TRPA1 receptor agonista AITC-szenzitív sejtek aránya 26,1 ± 2,8% volt, míg 

formaldehidre a neuronok 38,6 ± 3,36%-a válaszolt. Az AITC és a formaldehid receptor 

szelektivitásának meghatározása céljából további farmakológiai vizsgálatokat végeztünk. 

A szelektív TRPA1 antagonista HC-030031 (50 µM) gátolta az AITC hatására kialakult 

Ca2+ szignálokat. A formaldehid hatását a szelektív antagonista azonban csak részben 

gátolta, a raciometrikus értékeket redukálta, azonban a sejtek jelentős részében [Ca2+] i 

növekedést detektáltunk. A formaldehid válaszokat a HC-030031 (50 µM) és a TRPV1 

antagonista kapszazepin (10 µM) együttes alkalmazása törölte el. A szfingomielináz 
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kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC-érzékeny sejtek arányát, 16,67 ± 4,7%-ra 

10 mUN, illetve 3,99 ± 2,1%-ra 30 mUN koncentrációk alkalmazásakor. A formaldehid 

válaszokat azonban csak a 30 mUN enzimmel történő kezelés gátolta (26,1 ± 2%). Az 

alacsonyabb koncentrációban alkalmazott szfingomielináz (10 mUN) nem okozott 

szignifikáns csökkenést a formaldehid-szenzitív neuronok arányában, a kezelés után 

formaldehidre a sejtek 37,97% ± 4,8-a válaszolt (15. B ábra). 

A kapszaicin, az AITC és a formaldehid hatására detektált fluoreszcencia arányértékek 

(R=1,06 ± 0,32, R=0,71 ± 0,22, R=0,49 ± 0,12) szfingomielináz (30 mUN) kezelést 

követően szignifikánsan csökkentek (R=0,40 ± 0,13, R=0,31 ± 0,12, R=0,27 ± 0,11) (16. 

ábra). 

A raciometrikus értékek csökkenése mellett a Ca2+ szignálok latenciaideje is változott a 

kezelés hatására. Kontroll sejtekben az AITC válasz 18,46 ± 4,75 s után fejlődött ki. A 

szfingomielináz (10; 30 mUN) kezelés megnyújtotta a válaszok latenciaidejét (20,4 ± 

5,11 s, 38,1 ± 4,1 s) (17. ábra). 

Kísérleteink második fázisában az icilinre (1 µM) reagáló neuronok arányát határoztuk 

meg kontroll sejteken (14,23 ± 3,1%, 14/98). Az icilin válasz rövid latencia (5-10 s) után 

jelentkezett. A 30 mUN szfingomielináz kezelés szignifikánsan  csökkentette az icilin-

érzékeny sejtek arányát (6,02 ± 2,3%, 5/85), míg a 10 mUN enzimmel történő inkubációt 

követően a sejtek 9,8 ± 2,9%-a (11/97) reagált a TRPM8 agonistára (15. C ábra). 

A továbbiakban vizsgáltuk a szfingomielináz hatását a pregnenolon-szulfát-indukált 

TRPM3 receptor aktivációra. A pregnenolon-szulfát által kiváltott Ca2+ szignál hosszabb 

latencia (20-30 s) után fejlődött ki. Az icilin esetében kapott eredményekkel ellentétben, 

a kezelés nem csökkentette szignifikánsan a pregnenolon-szulfátra (50 µM) reagáló sejtek 

arányát, mely értékek kontroll körülmények között 33,25 ± 4,5% (43/127), míg 

szfingomielinázzal (10; 30 mUN) kezelt tenyészeteken 33,11 ± 4,2% (28/79), illetve 

30,89 ± 3,2% (21/67) voltak (15. D ábra). 
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15. ábra: Szfingomielináz kezelés hatása TRPV1, TRPA1, TRPM3 és TRPM8 receptorok 

aktiválhatóságára TRG neuronokon. (A) Kapszaicin-érzékeny kontroll és szfingomielináz-kezelt (10; 

30 mUN) neuronok aránya (%), N=53-67 sejt/csoport. (B) AITC- és formaldehid-szenzitív kontroll és 

szfingomielináz-kezelt (10; 30 mUN) neuronok aránya (%), N=80-379 sejt/csoport. (C) Icilin-érzékeny 

kontroll és szfingomielináz-kezelt (10; 30 mUN) neuronok aránya (%), N=85-98 sejt/csoport. (D) 

pregnenolon-szulfát érzékeny kontroll és szfingomielináz-kezelt (10; 30 mUN) neuronok aránya (%), 

N=67-127 sejt/csoport. (*p<0,05; **p<0,01;*** p<0,001 kontroll vs. szfingomielináz-kezelt csoport, 

egyutas ANOVA, Dunnett  post hoc teszt). Az oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. SMáz: 

szfingomielináz, PS: pregnenolon-szulfát, FA: formaldehid, AITC: allilizotiocianát. 
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16. ábra: Szfingomielináz kezelés hatása TRPV1, TRPA1, TRPM3 és TRPM8 receptorok 

aktiválhatóságára és a feszültségfüggő kalcium csatornák működésére TRG neuronokon. Az 

R=F(340/380) érték változása fura-2 AM-mel feltöltött neuronokban. Eredeti regisztrátumok (A) KCl-, (B) 

kapszaicin-, (C) icilin- és (D) pregnenolon-szulfát-szenzitív sejtekről kontroll és szfingomielináz-kezelt (30 

mUN) tenyészeteken. SMáz: szfingomielináz, PS: pregnenolon-szulfát. 

0 50 100 150 200
0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

KCl 50 mM

R
=

F
(3

40
/3

80
)

t(s)

A KCl 

B kapszaicin 

C icilin 

D PS 

0 20 40 60 80 100 120

1,6

0,2

1,4

1,2

1,0

0,8

0,6
icilin 1  µMR
=

F
(3

40
/3

80
)

t(s)

0,4

0 50 100 150 200

1,2

1,0

0,8

0,6

0,4

R
=

F
(3

40
/3

80
)

t(s)

icilin 1 µM
0,2

0 20 40 60 80 100 120 140 160

R
=

F
(3

40
/3

80
)

0,9

0,8

0,7
0,6

0,5
0,4

0,3
0,2
0,1 PS 50 µM

t(s) 0 10 20 30 40 50 60 70
0,4
0,5
0,6
0,7
0,8
0,9
1,0
1,1
1,2
1,3

PS 50 µM

t(s)

R
=

F
(3

40
/3

80
)

0 50 100 150 200

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

R
=

F
(3

40
/3

80
)

 t(s)

kapszaicin 330 nM

0 20 40 60 80
0,0

0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

kapszaicin 330 nM

R
=

F
(3

40
/3

80
)

t(s)

0 50 100 150 200
0,4

0,8

1,2

1,6

2,0

2,4

t(s)

R
=

F
(3

40
/3

80
)

KCl 50 mM



49 
 

A Kontroll    B SMáz (10 mUN)-kezelt   

 

 

 

 

 

    C SMáz (30 mUN)-kezelt 

 

 

 

 

 

17. ábra: Szfingomielináz kezelés hatása a TRPA1 receptor aktivációt követő Ca2+ szignálok kinetikai 

jellemzőire TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték változása fura-2 AM-mel feltöltött neuronokban. 

Eredeti regisztrátumok (A) kontroll (B) 10 mUN szfingomielináz-kezelt és (C) 30 mUN szfingomielináz-

kezelt neuronokon. SMáz: szfingomielináz, AITC: allilizotiocianát. 

6.1.2 Szfingomielináz kezelés hatása a feszültségfüggő kalcium csatornák 

működésére és a belső membránok szerkezeti integritására TRG 

neuronokon 

KCl-indukált [Ca2+] i növekedést a kontroll sejtek 95,24 ± 4,2%-a mutatott (R=1,107 ± 

0,396).  A szfingomielináz (10; 30 mUN) kezelés nem gátolta a sejtek KCl-érzékenységét 

(97,58 ± 2,9%, 94,89 ± 5,7%) (18. ábra). A raciometrikus érték 30 mUN szfingomielináz 
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[Ca2+] i emelkedést. A szfingomielináz (10; 30 mUN) kezelés ezt az arányt nem változtatta 
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értékeket sem befolyásolta. Kutatócsoportunk korábban is tett ilyen megfigyelést, melyet 

jelen kísérletben több sejt bevonásával tovább vizsgáltunk. 

 

18. ábra: Szfingomielináz kezelés hatása a KCl-szenzitív neuronok arányára (%). N=71-192 

sejt/csoport. (kontroll vs. szfingomielináz-kezelt, egyutas ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopok 

az átlag ± SD értékeket reprezentálják. SMáz: szfingomielináz. 

6.1.3 Ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP receptorok működésére 

TRG neuronokon és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken 

A következő kísérletsorozatban a szfingomielin szfingomielináz hatására bekövetkező 

hidrolízise során keletkező ceramid és származéka, a szfingozin hatását vizsgáltuk a 

TRPV1 és TRPA1 receptorok aktiválhatóságára primer szenzoros neuronokon. A 

kapszaicin-indukált válaszokat TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken is 

tanulmányoztuk.  

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

által kiváltott 45Ca2+ akkumulációt TRPV1-expresszáló CHO sejteken, melyet 45Ca2+ 

felvétel vizsgálattal bizonyítottunk.  

Érzőneuronokon meghatároztuk a kapszaicin- és az AITC-szenzitív sejtek arányát 

kontroll, ceramid-, illetve szfingozin-kezelt (10 µM, 60 perc, 37 °C) tenyészeteken 

fluoreszcens [Ca2+] i méréstechnikával. Kontroll tenyészeteken a vizsgált neuronok 62,97 

± 5,2%-a (39/62) válaszolt kapszaicinre. Ez az érték nem csökkent szignifikáns 

mértékben ceramid, illetve szfingozin előkezelés hatására (58,18 ± 5,4%, 25/43 és 61,2 ± 

4,9%, 22/36) (19. A ábra). Az AITC-szenzitív neuronok arányát (26,58 ± 3,3%, 98/379) 
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sem redukálták az előkezelések (ceramid: 22,86 ± 4,2%, 23/97, szfingozin: 21,23 ± 

4,05%, 30/145) (19. B ábra). 

Meghatároztuk a hidrolízistermékek hatását a raciometrikus értékek nagyságára. A 

kapszaicin hatásáta detektált fluoreszcencia arány érték (R=1,06 ± 0,32) ceramid- 

(R=1,22 ± 0,43), illetve szfingozin-kezelést (R=0,98 ± 0,39) követően nem változott 

szignifikáns mértékben. Az AITC kontroll körülmények között R=0,71 ± 0,22 

fluoreszcencia arányt eredményezett, melyre a hidrolízistermékeknek (ceramid: R=0,62 

± 0,23, szfingozin: R=0,83 ± 0,34) nem volt hatása.  

 

19. ábra: Ceramid és szfingozin kezelés hatása TRPV1 és TRPA1 receptorok aktiválhatóságára TRG 

neuronokon. (A) Kapszaicin- (B) AITC-szenzitív kontroll, ceramid- és szfingozin-kezelt (10 µM) 

neuronok aránya (%), N=36-379 sejt/csoport (kontroll vs. ceramid, szfingozin-kezelt csoport, egyutas 

ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. AITC: 

allilizotiocianát. 

6.1.4 Szfingomielináz, ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRP 

receptorok működésére perifériás érzőideg-végződéseken 

A perifériás érzőideg-végződéseken lokalizálódó TRP receptorok vizsgálata során a 

receptor aktiváció folyamán felszabadult CGRP koncentrációkat RIA módszerrel 

határoztuk meg. A TRPV1 receptorok kapszaicinnel (100 nM) történő aktivációja 1,2 ± 

0,25 fmol/mg CGRP felszabadulást váltott ki izolált patkány trachea perifériás érzőideg-

végződéseiből. A szfingomielináz kezelés (10 mUN) gátolta a kapszaicin-indukált CGRP 

exocitózist (0,4 ± 0,09 fmol/mg). A kisebb koncentrációjú enzimnek (5 mUN) történő 

inkubációnak azonban nem volt hatása (1,52 ± 0,24 fmol/mg) (20. A ábra). AITC (100 

µM) hatására 0,57 ± 0,17 fmol/mg CGRP felszabadulást detektáltunk, mely a kezelés 

hatására (5; 10 mUN) 0,52 ± 0,07 fmol/mg és 0,34 ± 0,12 fmol/mg értékekre változott 

(20. B ábra).  
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Az előkezelés nem befolyásolta az ingerlés előtti bazális CGRP felszabadulást. Ebben a 

kísérletsorozatban az icilin (1; 10 µM), illetve a pregnenolon-szulfát (100 µM) nem 

okozott RIA módszerrel detektálható CGRP felszabadulást a perifériás érzőideg-

végződésekből. A thapsigargin (200 nM) a perifériás érzőideg-végződésekből nem 

indukált CGPR exocitózist. A kontroll körülmények között detektált CGRP koncentráció 

(0,11 ± 0,04 fmol/mg) thapsigargin hatására nem változott szignifikáns mértékben (0,116 

± 0,02 fmol/mg).  

Vizsgáltuk a hidrolízistermékek hatását a perifériás érzőideg-végződéseken lokalizálódó 

TRPV1 és TRPA1 receptorok aktiválhatóságára. A ceramid (10 µM) nem befolyásolta a 

kapszaicin (1,26 ± 0,28 fmol/mg) és az AITC által kiváltott (0,52 ± 0,21 fmol/mg) CGRP 

felszabadulást. Kapszaicin, illetve AITC  alkalmazásakor detektált szenzoros neuropeptid 

koncentráció a szfingozin kezelést követően (0,97 ± 0,19 fmol/mg, 0,61 ± 0,19 fmol/mg) 

sem változott  (20. C, D ábra). 

 

20. ábra: Szfingomielináz, ceramid és szfingozin kezelés hatása a TRPV1 és TRPA1 receptorok 

aktiválhatóságára perifériás érzőideg-végződéseken. (A) Kapszaicin és (B) AITC által kiváltott CGRP 

felszabadulás kontroll és szfingomielináz kezelés (10; 30 mUN) hatására. (C) Kapszaicin és (D) AITC által 

kiváltott CGRP felszabadulás kontroll, ceramid- és szfingozin-kezelés (10 µM) hatására 

(**p<0,01,***p<0,001, kétmintás t-próba, kontroll vs. szfingomielináz-, ceramid-, szfingozin-kezelt 

csoport). Az oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. SMáz: szfingomielináz, 

AITC:allilizotiocianát. 
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6.1.5 MCD kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG neuronokon 

Kutatócsoportunk korábbi kísérletei bizonyították, hogy az MCD kezelés 

koncentrációfüggő módon csökkenti a kapszaicin által kiváltott [Ca2+] i emelkedést TRG 

neuronokban, valamint a 45Ca2+ akkumulációt TRPV1-expresszáló CHO sejtekben 

(Szőke és mtsai., 2010). A kísérletek jelen szakaszában az MCD kezelés hatását 

vizsgáltuk AITC-re (200 µM), icilinre (1µM), illetve pregnenolon-szulfátra (50 µM) 

válaszoló érzőneuronok arányára fluoreszcens [Ca2+] i méréstechnikával. A sejteken MCD 

(1; 3; 10 mM) kezelést alkalmaztunk (45 perc, 37 oC) az agonisták alkalmazása előtt.  

Kontroll tenyészeteken a vizsgált neuronok 28,32 ± 4,3%-a válaszolt AITC-re (R=0,65 ± 

0,22). A 10 mM MCD kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC-szenzitív neuronok 

arányát (15,3 ± 3,9%), a raciometrikus érték 0,38 ± 0,11-re csökkent (21. A ábra). Ezzel 

szemben az 1 és 3 mM MCD kezelés nem befolyásolta a raciometrikus érték nagyságát 

(R=0,55 ± 0,18, illetve R=0,61 ± 0,16) (21. B ábra).  

Az icilinre reagáló kontroll sejtek aránya 15,43 ± 1,8% volt, mely érték 6,41 ± 3,1%-ra 

csökkent 1 mM MCD-vel történő inkubációt követően. A 3 mM MCD kezelés eltörölte a 

válaszokat (21. C ábra). Az 1 mM MCD szignifikánsan csökkentette a raciometrikus érték 

nagyságát, mely kontroll esetben 0,67 ± 0,13 volt, a kezelés hatására R=0,38 ± 0,1 értékre 

csökkent (21. D ábra).  

Pregenenolon-szulfátra a kontroll neuronok 44,28 ± 5,8%-a válaszolt. Az előkezelésnek 

nem volt hatása a TRPM3 receptor aktiválhatóságára, 45,11 ± 4,7%, 41,29 ± 5,9% és 

34,99 ± 5,9% pregnenolon-szulfát-szenzitív neuront detektáltunk 1; 3; illetve 10 mM 

MCD kezelést követően (21. E ábra). A kezelés nem befolyásolta a raciometrikus 

értékeket, kontroll körülmények között R=0,53 ± 0,16, míg 1; 3 és 10 mM MCD hatására 

0,52 ± 0,15; 0,58 ± 0,23 és 0,56 ± 0,19 értékeket mértünk (21. F ábra). Eredeti 

regisztrátumok szemléltetik a kezelés hatását a fluoreszcencia arány értékekre (22. ábra). 
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21. ábra: MCD kezelés hatása TRPA1, TRPM3 és TRPM8 receptorok aktiválhatóságára TRG 

neuronokon. (A) AITC-szenzitív kontroll és MCD-kezelt (1; 3; 10 mM) neuronok aránya (%), N=86-104 

sejt/csoport. (C) Icilin-szenzitív kontroll és MCD-kezelt (1; 3 mM) neuronok aránya (%), N=37-109 

sejt/csoport, (E) pregnenolon-szulfát-érzékeny kontroll és MCD-kezelt (1; 3; 10 mM) neuronok aránya (%), 

N=42-64 sejt/csoport. (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001, kontroll vs. MCD-kezelt, egyutas ANOVA, 

Dunnett post hoc teszt). (A, C, E) Az oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. (B) AITC, (D) icilin 

és (F) pregnenolon-szulfát hatására kontroll és MCD-kezelt (1; 3; 10 mM) neuronokban detektált 

raciometrikus értékek. (*p<0,05, **p<0,01, kontroll vs. MCD-kezelt, kétmintás t-próba). (B, D, F) Az 

oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. MCD: metil-ß-ciklodextrin, AITC: allilizotiocianát, PS: 

pregnenolon-szulfát. 
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Kontroll   MCD-kezelt   myriocin-kezelt 

A AITC    10 mM MCD   200 nM myriocin 

 

 

 

 

B icilin    1 mM MCD   200 nM myriocin 

 

 

 

 

C PS    10 mM MCD   200 nM myriocin 

 

 

 

 

22. ábra: MCD és myriocin kezelés hatása TRPA1, TRPM8 és TRPM3 receptorok aktiválhatóságára 

TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték változása fura-2AM-mel feltöltött neuronokban. Eredeti 

regisztrátumok (A) AITC-, (B) icilin-és (C) pregnenolon-szulfát-szenzitív kontroll, MCD- (1; 10 mM) és 

myriocin (200 nM) -kezelt neuronokon. MCD: metil-ß-ciklodextrin, AITC: allilizotiocianát, PS: 

pregnenolon-szulfát. 
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6.1.6 Myriocin kezelés hatása a TRP receptorok működésére TRG 

neuronokon 

Ebben a kísérletsorozatban a szfingolipid bioszintézis inhibitor myriocin (200 nM) 

előkezelést alkalmaztunk (37 °C, egy éjszakán át). A kezelés hatását fluoreszcens [Ca2+] i  

méréstechnikával határoztuk meg érzőneuronokon. Kontroll tenyészeteken a vizsgált 

neuronok 28,32 ± 5,2%-a válaszolt AITC-re és  15,43 ± 1,8%-a mutatott icilin- 

szenzitivitást.  A myriocin kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC-, illetve az icilin-

szenzitív neuronok arányát (15,12 ± 4,2%, 8,19 ± 2,9%). A pregnenolon-szulfátra reagáló 

kontroll sejtek aránya 44 ± 5,6% volt, mely értéket a myriocin kezelés nem csökkentette 

szignifikáns mértékben, a neuronok 44,66 ± 6,2%-a a kezelést követően érzékeny volt 

pregnenolon-szulfátra (23. A ábra).  

Kontroll tenyészeteken az AITC, icilin, és pregnenolon-szulfát alkalmazásakor detektált 

raciometrikus értékek a következők voltak: R=0,65 ± 0,13, R=0,62 ± 0,21, R=0,48 ± 0,17. 

A kezelés szignifikánsan csökkentette az AITC által okozott fluoreszcencia arány 

emelkedést (R=0,39 ± 0,1) és redukálta az icilin alkalmazásakor detektált R értéket (0,39 

± 0,12), melynek mértéke azonban nem volt szignifikáns. A myriocinnek nem volt hatása 

a pregnenolon-szulfát-indukált R érték emelkedésre (R= 0,43 ± 0,15) (23. B ábra). Eredeti 

regisztrátumok szemléltetik a kezelés hatását a fluoreszcencia arány értékekre (22. ábra). 
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23. ábra: Myriocin kezelés hatása TRPA1, TRPM8 és TRPM3 receptorok aktiválhatóságára TRG 

neuronokon. (A) AITC-, icilin- és pregnenolon-szulfát-szenzitív kontroll és myriocin-kezelt (200 nM) 

neuronok aránya (%). N=86-104 sejt/csoport. (*p<0,05, kontroll vs. myriocin-kezelt csoport, egyutas 

ANOVA, Dunnett post hoc teszt). Az oszlopok az átlag ± SD értékeket reprezentálják. (B) AITC, icilin és 

pregnenolon-szulfát hatására kontroll és myriocin-kezelt (200 nM) neuronokban detektált raciometrikus 

értékek. (*p<0,05, kontroll vs. myriocin-kezelt csoport, kétmintás t-próba). Az oszlopok az átlag ± SD 

értékeket reprezentálják. AITC: allilizotiocianát, PS: pregnenolon-szulfát. 
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6.1.7 MCD kezelés hatása a plazmamembrán rendezett és rendezetlen 

fázisainak arányára 

A laurdan emissziós spektrumának vizsgálata a plazmamembrán fluiditásának és 

rendezettségének meghatározására alkalmas módszer (Harris és mtsai., 2002). Jól 

használható a rendezett és rendezetlen (MCD-kezelt) membrán fázisok közti átmenet 

jellemzésére (Golfetto és mtsai., 2013). A laurdan emissziós és abszorpciós spektrumának 

pozícióját és formáját a dipólus relaxáció sebessége és a mikrokörnyezet polaritása 

befolyásolja. A rendezett fázisban az emissziós maximum 435 nm-en detektálható, míg a 

rendezetlen fázisban a maximum érték 490 nm-en alakul ki. Ez a vörös-eltolódás a 

nagyobb mértékű polarizáció és a dipólus relaxáció következménye. A gerjesztési 

spektrumban ez a hatás kék-eltolódást okoz. A spektrális változások számszerűsítésére 

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

gerjesztési spektrumok esetében. Az emissziós spektrumból meghatározott GPEm érték 

kontroll esetben 0,46 volt, mely az MCD kezelés hatására 0,35-re csökkent. A gerjesztési 

spektrum alapján számolt GPEx érték -0,63-ról, -0,72-re csökkent MCD kezelés hatására 

(24. ábra). A GP értékek ilyen irányú változásai a plazmamembrán rendezettségének 

csökkenésére és a vízmolekulák fokozott jelenlétére utalnak. MCD-vel való inkubáció 

hatására olyan membrán domének depletálódnak, melyekben a molekulák hidratáltsági 

szintje alacsony. Ez a tulajdonság a rendezett folyékony doménekre („liquid ordered 

domain”) jellemző, amelyek a lipid raftok megfelelői. Ezen spektrális változások 

egyértelmű bizonyítékot szolgáltatnak arra nézve, hogy a MCD kezelés (10 mM) a lipid 

tutajok diszrupcióját okozza. 

 

24. ábra: MCD kezelés hatása a laurdan gerjesztési és emissziós spektrumára. (A) 340 nm-re 

normalizált gerjesztési spektrum, λEm=432 nm. (B) 435 nm-re normalizált emissziós spektrum,  λEx=360 

nm. 
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6.1.8 MCD kezelés koleszterin depletáló hatásának kimutatása 

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

TRG neuronokon és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken. Kontroll sejtekben a 

koleszterin a plazmamembránban és a perinukleáris kompartmentekben is megtalálható. 

MCD-kezelt TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejtekben és TRG neuronokban a 

koleszterin-jelölés eltörlődött (25. ábra). 

 

25. ábra: Filipin fluoreszcens jelölés. (A) Kontroll és (B) MCD-kezelt TRPV1 receptor-expresszáló CHO 

sejtek fluoreszcens képe. (C, D) Kontroll és (E, F) MCD-kezelt TRG neuronok (C, E) fénymikroszkópos 

és (D, F) fluoreszcens képe (lépték: 50 µm). 
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6.1.9 Összefoglalás 

A különböző kezelésekkel kapott, az előzőekben már ismertetett eredményeket az alábbi 

táblázat tartalmazza, kiegészítve kutatócsoportunk korábbi eredményeivel (Szőke és 

mtsai., 2010) (2. táblázat). 

Receptor TRPV1 TRPA1 TRPM8 TRPM3 

Agonista kapszaicin AITC icilin PS 

MCD 
kezelés 

↓ ↓ ↓ 
n.s. 

3 mM 10 mM 1 mM 

SMáz 
kezelés 

↓ ↓ ↓ 
n.s. 

30 mUN 10 mUN 30 mUN 

Myriocin 
kezelés 

↓ ↓ ↓ 
n.s. 

50 nM 200 nM 200 nM 
 

2. táblázat: MCD, szfingomielináz és myriocin kezelés hatásának összefoglalása a TRP receptorok 

aktiválhatóságára TRG neuronokon. ↓: szignifikánsan csökkent receptor aktiválhatóság és az azt kiváltó 

legalacsonyabb koncentrációjú kezelés,  n.s.: nincs szignifikáns különbség a kontroll értékhez képest. 

AITC: allilizotiocianát, PS: pregnenolon-szulfát. 

 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target 

molekulájának azonosítása 

6.2.1 A hidrogén-szulfid donor vegyületek (Na2S, NaHS) target 

molekulájának azonosítása TRG neuronokon  

A kísérletek első szakaszában meghatároztuk az Na2S- és az NaHS-szenzitív 

érzőneuronok arányát fluoreszcens [Ca2+] i  méréstechnikával. Mivel a  H2S illékony gáz 

a bemérést követően a  H2S donorok pontos koncentrációját a mérések alatt 

amperometriás H2S szenzorral határoztuk meg (Nagy és mtsai., 2014). A fluoreszcens 

[Ca2+] i mérések időpontjában mért pontos koncentrációk: NaHS (230 µM és 2,1 mM), 

Na2S (140 µM és 350 µM). A gáztranszmitter hatására nagymértékű [Ca2+] i emelkedést 

detektáltunk TRPA1+/+ egér TRG neuronokon, mely 20-30 s latencia után fejlődött ki. A 

válaszok kinetikai jellemzői ioncsatorna aktivációra utaltak. Az NaHS-érzékeny 

neuronok aránya 15,38% (4/26), illetve 21,57% (33/153) volt 230 µM, illetve 2,1 mM 

koncentrációk alakalmazásakor. A vizsgált neuronok 8,69%-a (2/23), illetve 11,86%-a 
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(7/59) válaszolt Na2S-re (140 és 350 µM) (3. táblázat).  A detektált [Ca2+] i emelkedés 

reprodukálható volt, illetve az NaHS-szenzitív sejtek a szelektív TRPA1 agonista AITC-

re is érzékenyek voltak (26. A, B, C ábra). Az AITC-szenzitív érzőneuronok relatív 

mennyisége 26,27% (31/118) volt, a válaszok kinetikai jellemzői a H2S donor 

szignálokhoz hasonlóan alakultak. A kísérletek második szakaszában TRPA1-/- egér TRG 

sejttenyészeten is elvégeztük a méréseket. A TRPA1 receptor hiánya esetén AITC, NaHS 

és Na2S hatására sem detektáltunk [Ca2+] i emelkedést. KCl (50 mM) adásával ellenőriztük 

a kísérlet végén a sejtek életképességét (26. D, E, F ábra).  

 AITC NaHS Na2S 

Koncentráció 200 µM 230 µM 2,1 mM 140 µM 350 µM 

Sejtek száma 118 26 153 23 59 

Reagáló sejtek száma 31 4 33 2 7 

Reagáló sejtek aránya (%) 26,27 15,38 21,57 8,69 11,86 

Minden adat n=3-5 független kísérlet eredményéből származik. 

3. táblázat. AITC- , NaHS- és Na2S-szenzitív TRPA1+/+ egér TRG neuronok abszolút és relatív 

mennyisége. AITC: allilizotiocianát. 
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26. ábra: AITC, NaHS és Na2S hatása TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték változása fura-2 AM-

mel feltöltött neuronokban. Eredeti regisztrátumok (A) Na2S, (B) AITC és (C) NaHS hatásáról TRPA1+/+ 

egér TRG neuronokon. Eredeti regiszrátumok (D) Na2S, (E) AITC és (F) NaHS hatásáról TRPA1-/- egér 

TRG neuronokon. AITC: allilizotiocianát. 

6.2.2 A DMTS target molekulájának azonosítása TRG neuronokon  

A kísérletek első szakaszában meghatároztuk a DMTS-szenzitív érzőneuronok arányát 

fluoreszcens [Ca2+] i  méréssel. A DMTS (100 µM) a sejtek 11,81%-ában (13/110) váltott 

ki gyorsan kifejlődő, ismételhető Ca2+ választ. Az AITC (200 µM)-érzékeny sejtek aránya 

18,00% (9/50) volt. A dialkil-poliszulfid vegyület alkalmazásakor kifejlődő Ca2+ szignál 

kinetikai jellemzői a TRPA1 szelektív agonista AITC válaszhoz hasonlóak voltak (27. A 

ábra). 

A DMTS célmolekulájának meghatározása érdekében TRPA1-/- egér TRG tenyészeten is 

teszteltük a poliszulfid hatását. TRPA1 génhiányos egér érzőneuronokon a DMTS és az 

AITC sem váltott ki hatást. KCl (50 mM) adásával ellenőriztük a kísérlet végén a sejtek 

életképességét (27. C ábra). 

A DMTS TRPA1 agonista hatásának megerősítése érdekében egy további vizsgálatot 

végeztünk. A TRPA1 szelektív antagonista vegyület a HC-030031 (10 µM) gátló hatását 

teszteltük a DMTS és az AITC válaszokra. A HC-030031 szignifikánsan csökkentette az 

AITC-érzékeny neuronok arányát, mely érték 2,7%-ra (1/36) csökkent. A TRPA1 

szelektív antagonista eltörölte a DMTS-indukált [Ca2+] i növekedést, nem detektáltunk 

reagáló sejtet (27. B ábra). 
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27. ábra: DMTS hatása TRG neuronokon. Az R=F(340/380) érték változása fura-2 AM-mel feltöltött 

neuronokban. Eredeti regisztrátumok a DMTS hatásáról (A) TRPA1+/+ és (C) TRPA1-/- egér TRG 

neuronokon. (B) Eredeti regisztrátum a TRPA1 szelektív antagonista (HC-030031) gátló hatásáról  

TRPA1+/+ egér TRG neuronokon. DMTS: dimetil-triszulfid. 

6.2.3 A DMTS hatása a TRPA1 áramokra TRPA1 receptor-expresszáló 

CHO sejteken 

Automata patch-clamp módszerrel TRPA1 receptor-expresszáló CHO sejteken 

különböző koncentrációjú (10; 20; 30; 100 µM) DMTS oldatokat teszteltünk, pozitív 

kontrollként 30 µM AITC-t alkalmaztunk. A DMTS 100 µM koncentrációban 

nagymértékű TRPA1 áramot váltott ki, mely azonban a tesztanyag koncentrációjának 

növelésével (500 µM) tovább nem emelkedett. A HC-030031 (30 µM) gátolta a DMTS 

(100 µM) által indukált TRPA1 áramot (28. A ábra). A TRPA1 áram amplitúdójában a 

tesztanyagok hatására bekövetkezett változások időbeli kialakulását a 28. B ábra 

szemlélteti.  Dózis-hatás görbét vettünk fel 10; 20; 30 és 100 µM DMTS alkalmazásával, 

melyen jól látszik a tesztanyag dózisfüggő hatása (28. C ábra). Az áramokat 100 µM 

DMTS hatására detektált áram amplitúdójához normalizáltuk. Az adatokat Hill 

egyenlettel illesztve az EC50 értéket 18,46 ± 0,31 μM-nak határoztuk meg.  
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28. ábra: A DMTS TRPA1 receptoron kifejtett koncentrációfüggő hatása. (A) Eredeti regisztrátumok 

szemléltetik a 10; 20; 30 és 100 µM DMTS TRPA1 áramra gyakorolt hatását. (B) A TRPA1 áram 

amplitúdójában a tesztanyagok hatására bekövetkezett változások időbeli kialakulása. A kifelé irányuló 

áramokat a feszültségprotokoll 50 mV-os szakaszán határoztuk meg. (C) Koncentráció-hatás görbe 

reprezentálja a DMTS hatását a TRPA1 receptoron. A mérési pontok öt DMTS-sel kezelt CHO-TRPA1 

sejt átlag ± SEM  értékeit reprezentálják. DMTS: dimetil-triszulfid, AITC: allilizotiocianát. 
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 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata 

6.3.1 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása TRG neuronokon 

Wistar patkány TRG neuronokon 

A kísérletek első szakaszában teszteltük a PACAP1-38 hatását különböző 

koncentrációkban (10; 30; 100; 500 nM és 1 µM) TRG sejteken fluoreszcens [Ca2+] i 

méréstechnikával. Kontrollként ECS-t alkalmaztunk 240 s-ig, a sejtek 3,25 ± 0,58%-nál 

spontán Ca2+ szignál fejlődött ki. Lassan növekvő [Ca2+] i-t detektáltunk PACAP1-38 

alkalmazásakor, mely kinetika a G-protein-kapcsolt receptor aktivációra jellemző. A 

PACAP1-38-szenzitív (10; 30; 100; 500 nM és 1µM) neuronok aránya 12,05 ± 1,67% 

(14/115), 25,24 ± 3,46% (20/80), 38,29 ± 3,5% (39/99), 37,14 ± 5,4% (28/74), illetve 

43,29 ± 2,89% (30/70) volt. Ezt követően a PAC1/VPAC2 receptor antagonistával, 

PACAP6-38-al kíséreltük meg a válaszok kialakulását gátolni. Elsőként az antagonistát 

önmagában alkalmaztuk (10; 30; 100; 500 nM és 1µM), mely nem várt módon [Ca2+] i 

növekedést okozott a vizsgált neuronok jelentős részében (3 ± 2,9% (3/83), 8,06 ± 1,65% 

(9/107), 40,76 ± 4,67% (40/96), 35,1 ± 5,69% (36/99) és 43,2 ± 10,62% (31/68). Az 

antagonista (100 nM) jelenlétében nem csökkent az agonistára (100 nM) reagáló a 

neuronpopuláció aránya (37,56 ± 6,87%, 22/56) (29. A ábra). A koncentráció-hatás 

görbék alapján meghatároztuk az EC50 értékeket: 44,9 nM (PACAP1-38), 74,9 nM 

(PACAP6-38) (29. B ábra). Eredeti regisztrátum szemlélteti a PACAP1-38 hatását TRG 

neuronokon (29. C ábra). 
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29. ábra: PACAP1-38 és PACAP6-38 hatása patkány TRG neuronokon. (A) PACAP1-38, PACAP6-

38-szenzitív neuronok aránya (%), N=56-115 sejt/csoport. (*p<0,05; ***p<0,001, ECS vs. PACAP1-38, 

PACAP6-38, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt. (#p<0,05; ##p<0,01, PACAP1-38 vs. PACAP6-

38, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt). Az oszlopok az átlag ± SEM értékeket reprezentálják. (B) 

Koncentráció-hatás görbe szemlélteti a PACAP1-38 és PACAP6-38 hatását érzőneuronokon. A mérési 

pontok az átlag  ± SEM értékeket reprezentálják. (C) Az R=F(340/380) érték változása fura-2-AM-mel 

feltöltött neuronokban. Eredeti regisztrátum a PACAP1-38 hatásáról érzőneuronokon. 

A PACAP1-27-et három koncentrációban teszteltük (100; 300 nM; 1 µM), melyre a 

neuronok 6,61 ± 1,42%-a (4/61), 16,8 ± 2,69%-a (10/60), illetve 17,09 ± 3,22%-a (8/49) 

reagált (30. A ábra). A szelektív PAC1 agonista maxadilan-szenzitív (100; 500 nM) sejtek 

relatív mennyisége 24,52 ± 3,33% (25/100), illetve 21,66 ± 4,93% (16/70) volt. A vizsgált 

sejtek 19,72 ± 5,66%-a (13/65), illetve 23,71 ± 5,27%-a (14/60) a PAC1 antagonista M65-
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re (300; 500 nM) is válaszolt. A maxadilan (100 nM) és M65 (300 nM) kombinációra a 

sejtek 19,9 ± 3,71%-a (16/82) reagált (30. B ábra). Meghatároztuk a neuronok arányát, 

melyekben megemelkedett a [Ca2+] i 100; illetve 500 nM VIP hatására (24,56 ± 2,94%, 

32/126; illetve 28,09 ± 4%, 28/82). A vizsgált neuronok 32,11 ± 3,65%-a (20/63) 

válaszolt VIP6-28-ra (1 µM) (30. C ábra). A VPAC2 agonista BAY 55-9837-szenzitív 

(100; 500 nM) sejtek aránya 32,1 ± 2,81% (27/83), illetve 27,54 ± 5,27% (14/50) volt. 

Ezzel ellentétben a VPAC1 receptor szelektív Ala11,22,28VIP-nek (100; 500 nM) nem volt 

számottevő hatása a [Ca2+] i -re (2,34 ± 2,04%, 2/80; 3,96 ± 3,63%, 3/70) (30. D ábra). 

 
30. ábra: PACAP1-27, maxadilan, M65, VIP, VIP6-28, Ala11,22,28VIP és BAY 55-9837 hatása patkány 

TRG neuronokon. (A) PACAP1-27-, (B) maxadilan-, M65-, (C) VIP-, VIP6-28- (D) Ala11,22,28VIP-, BAY 

55-9837-szenzitív neuronok aránya (%), N=49-126 sejt/csoport. (**p<0,01; ***p<0,001, ECS vs. 

PACAP1-27, maxadilan, M65, VIP, VIP6-28, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni 

post hoc teszt. ###p<0,001, Ala11,22,28VIP vs. BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt). 

Az oszlopok az átlag ± SEM értékeket reprezentálják. 

A [Ca2+] i emelkedés hátterében álló mechanizmus felderítése érdekében Ca2+ mentes ECS 

alkalmazásával is elvégeztük a kísérleteket. PACAP1-27-re, PACAP1-38-ra, illetve 

PACAP6-38-ra (100 nM) reagáló neuronok aránya Ca2+ mentes közegben az alábbiak 

szerint alakult: 17,94% (7/39), 32,55% (42/129), 33,33% (52/156).  
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CD1 egér TRG neuronokon 

CD1 egér TRG neuronokon a patkány TRG sejteken maximális választ eredményező 

koncentrációban alkalmaztuk a peptideket. A vizsgált neuronok 19,11 ± 3,58%-a 

(29/150) válaszolt PACAP1-38-ra (100 nM). A patkány TRG neuronokon tapasztalt 

jelenséget figyeltük meg PACAP6-38 (100 nM) alkalmazásakor, fluoreszcencia arány 

növekedést detektáltunk a neuronok 20,3 ± 2,98%-ában (14/70) (31. A ábra). Mind a 

szelektív PAC1 receptor agonista maxadilan (100 nM), mind az antagonista M65 (300 

nM) a patkány TRG neuronokon detektált értékekhez hasonló válaszokat váltott ki egér 

TRG sejteken (17,35 ± 3,2%, 10/62, 22,98 ± 4,72%, 10/45) (31. B ábra). A VIP-szenzitív 

(100; 500 nM) neuronok aránya 16,89 ± 3,63% (8/46), illetve 22,12 ± 2,81 (9/42) volt 

(31. C ábra). A szelektív VPAC2 agonista BAY 55-9837 (100 nM) által kiváltott [Ca2+] i 

növekedést a sejtek 25,3  ±  3,78%-ában (16/64) regisztráltunk, míg a VPAC1 szelektív 

Ala11,22,28VIP-re (100 nM) a neuronok mindössze 6,63  ±  3,64%-a (2/29) reagált (31. D 

ábra). 

 

31. ábra: PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, M65, VIP, Ala11,22,28VIP és BAY 55-9837 hatása egér 

TRG neuronokon. (A) PACAP1-38-, PACAP6-38-, (B) maxadilan-, M65-, (C) VIP-, (D) Ala11,22,28VIP-, 

BAY 55-9837-szenzitív neuronok aránya (%), N=29-150 sejt/csoport. (**p<0,01; ***p<0,001, ECS vs. 

PACAP1-38, PACAP6-38, maxadilan, M65, VIP, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837, egyutas ANOVA, 

Bonferroni post hoc teszt. ##p<0,01, Ala11,22,28VIP vs. BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni post 

hoc teszt). Az oszlopok az átlag ± SEM értékeket reprezentálják. 
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6.3.2 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatása PAC1, VPAC1 

és VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalakon 

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

módszert alkalmaztunk: fluoreszcens [Ca2+] i mérést, 45Ca2+ felvétel vizsgálatokat és 

[35S]GTPγS kötődési tesztet. A fluoreszcens [Ca2+] i mérés során a PACAP1-38, a 

PACAP6-38, a maxadilan, az Ala11,22,28VIP és a BAY 55-9837 alkalmazott 

koncentrációja 100 nM volt, míg az M65-öt 300 nM koncentrációban teszteltük (N=130-

280). Emelkedő koncentrációban detektáltuk a PACAP1-38, PACAP6-38, VIP, VIP6-28, 

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

hatását [35S]GTPγS kötődési tesztben.  

PAC1 receptor-expresszáló sejtvonal 

A vizsgált CHO sejtek 89 ± 11,1%-a válaszolt PACAP1-38-ra, a raciometrikus érték 

0,196 ± 0,203 volt (N=280). Ellentétben a szenzoros neuronokon kapott eredményekkel, 

a PACAP6-38-nak nem volt hatása a [Ca2+] i-re. A PAC1 agonista maxadilan-szenzitív 

CHO sejtek relatív mennyisége 93 ± 8,77% volt (R=0,325 ± 0,229) (N=198). A PAC1 

receptor antagonista M65 nem okozott a kontrollhoz képest a sejtek szignifikánsan 

nagyobb hányadánál receptor aktivációt (15,23 ± 8,98%, R=0,256 ± 0,166). A VPAC1 

receptor szelektív agonista Ala11,22,28VIP és a VPAC2 receptor agonista BAY 55-9837 

nem okozott receptor aktivációt. Kontroll mérések folyamán a CHO sejtek 5,1 ± 4,8%-

ában spontán Ca2+ szignált detektáltunk (32. A ábra). [35S]GTPγS kötődési teszttel 

meghatároztuk a PACAP1-38 és a maxadilan hatáserősségét (EC50): 1,24 ± 0,1, illetve 

0,38 ± 0,11 nM. A PACAP6-38, VIP6-28 és M65 nem okoztak G-protein aktivációt (32. 

B ábra). 

VPAC1 receptor-expresszáló sejtvonal 

A vizsgált CHO sejtek 85,23 ± 8,6%-a válaszolt a PACAP1-38-ra, a raciometrikus érték 

0,806 ± 0,420 volt (N=206). A szelektív VPAC1 receptor agonista Ala11,22,28VIP-re a 

vizsgált sejtek 92,65 ± 9,92%-a válaszolt (N=172). A TRG neuronokkal ellentétben, 

VPAC1 receptor-expresszáló sejtvonalon a PACAP6-38, a maxadilan és az M65 sem 

váltott ki hatást. A VPAC2 receptor agonista BAY 55-9837 sem okozott receptor 

aktivációt. Kontroll körülmények között a CHO sejtek 5,23 ± 2,23%-ban spontán Ca2+ 

szignált detektáltunk (32. A ábra). [35S]GTPγS kötődési teszttel meghatároztuk a 

PACAP1-38, a VIP és az Ala11,22,28VIP hatáserősségét (EC50): 1,21 ± 0,1, 0,4 ± 0,11, 0,26 
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± 0,13 nM. A PACAP6-38, VIP6-28 és M65 nem okoztak G-protein aktivációt (32. C 

ábra). 

VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonal 

A vizsgált CHO sejtek 81,9 ± 9,2 %-a válaszolt PACAP1-38-ra, a raciometrikus érték 

0,241 ± 0,218 volt (N=113). A TRG neuronokkal ellentétben, VPAC2 receptor-

expresszáló sejtvonalon a PACAP6-38, a maxadilan és az M65 sem váltott ki hatást. A 

szelektív VPAC1 receptor agonista Ala11,22,28VIP sem okozott [Ca2+] i emelkedést, míg a 

szelektív VPAC2 receptor agonista BAY 55-9837 megnövelte [Ca2+] i-t a CHO sejtek 

87,98 ± 12%-ánál, R=0,293 ± 0,215 (N=175). A kontroll mérések során a CHO sejtek 

4,87 ± 2,36%-ánál spontán Ca2+ szignált detektáltunk (32. A ábra).  

[35S]GTPγS kötődési teszttel meghatároztuk a PACAP1-38, a VIP és a BAY 55-9837 

hatáserősségét (EC50): 0,86 ± 0,09, 0,476 ± 0,1 és 0,2 ± 0,14 nM. A PACAP6-38, VIP6-

28 és M65 nem okoztak G-protein aktivációt (32. D ábra).  

32. ábra: PACAP receptor agonisták és antagonisták PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló 

sejtvonalakra kifejtett hatása. (A) PACAP1-38-, PACAP6-38-, maxadilan-, M65-, Ala11,22,28VIP-, BAY 

55-9837-szenzitív CHO sejtek aránya (%), N=130-280 sejt/csoport. (***p<0,001, ECS vs. PACAP1-38, 

PACAP6-38, maxadilan, M65, Ala11,22,28VIP, BAY 55-9837, egyutas ANOVA, Bonferroni post hoc teszt). 

Az oszlopok az átlag ± SEM értékeket reprezentálják. Specifikus [35S]GTPγS-kötődés (%) emelkedő 

koncentrációban alkalmazott PACAP agonista és antagonista vegyületek hatására (B) PAC1- (C) VPAC1- 

(D) VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalakon. A mérési pontok az átlag ± SEM értékeket reprezentálják. 
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6.3.3 Radioaktív 45Ca2+ felvétel vizsgálatok TRPV1, PAC1, VPAC1 és 

VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalakon 

Ebben a kísérletsorozatban validáltuk a PACAP1-38 és PACAP6-38 specifikus hatását a 

PACAP receptorokon, valamint, hogy a Ca2+ nem ioncsatornán keresztül, nem-specifikus 

úton jut a sejtbe. Pozitív kontrollként a kapszaicin hatását vizsgáltuk TRPV1 receptor-

expresszáló CHO sejteken, ahol a TRPV1 agonista hatására 45Ca2+ intracelluláris 

akkumulációját detektáltuk. A kontroll körülmények között (Hank’s oldat) mért 400-500 

CPM értékhez képest kapszaicin hatására szignifikánsan emelkedett CPM értéket (9542 

± 342) határoztunk meg TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken, ezzel szemben 

PACAP receptor-expresszáló sejtvonalakon a kapszaicin és a kontroll hatása között nem 

volt szignifikáns eltérés. PACAP1-38 és PACAP6-38 esetében sem detektáltunk 

szignifikáns különbséget a kontroll értékhez képest a 45Ca2+ retenció tekintetében PACAP 

receptor-expresszáló sejtvonalakon (33. ábra). 

 

33. ábra: PACAP1-38 és PACAP6-38 hatása a 45Ca2+ felvételre PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptor- 

expresszáló CHO sejtvonalakon. PACAP1-38 (100 nM) és PACAP6-38 (1 µM) hatása PAC1, VPAC1 

és VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejtvonalakon, valamint a kapszaicin hatása PAC1, VPAC1 és 

VPAC2 és TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejtvonalakon 45Ca2+ felvétel vizsgálatban. (***p<0,001, 

PACAP1-38, PACAP6-38 vs. kapszaicin, kétmintás t-próba) Az oszlopok az átlag ± SEM értékeket 

ábrázolják. 
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6.3.4 Összefoglalás 

Az előző fejezetben ismertetett PACAP receptor agonisták és antagonisták vizsgálatának 

eredményeit TRG neuronokon és PACAP receptor-expresszáló sejtvonalakon az alábbi 

táblázat tartalmazza (4. táblázat). 

 

4. táblázat: A PACAP agonisták és antagonisták hatásának összefoglalása. +: receptor aktiváció,              

-: nem történt receptor aktiváció, n.a.: nincs adat. 

  

   

PRIMER 
SEJTKULTÚRÁK 

PACAP RECEPTOR-
EXPRESSZÁLÓ SEJTVONALAK 

PATKÁNY 
TRG 

EGÉR 
TRG PAC1 VPAC1 VPAC2 

PACAP1-38 + + + + + 
pEC50 7,34   8,90 8,91 9,07 

PACAP1-27 + n.a. n.a. n.a. n.a. 
pEC50           

PACP6-38 + + - - - 
pEC50 7,13         

VIP + + n.a. + + 
pEC50       9,40 9,32 

VIP6-28 + n.a. - - - 
pEC50           

maxadilan + + + - - 
pEC50     9,42     

Ala11,22,28VIP - - - + - 
pEC50       9,59   

BAY 55-9837 + + - - + 
pEC50         9,70 

M65 + + - - - 
pEC50           
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7. MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 

 A lipid raft diszrupció hatása a TRP receptorok aktiválhatóságára 

A koleszterin depletáló MCD-vel, a szfingolipid bioszintézis inhibitor myriocinnel, 

valamint a szfingomielint bontó szfingomielináz enzimmel létrehozott lipid raft 

diszrupció egyaránt gátolta a TRPV1 receptor aktivációt TRG neuronokon és TRPV1-

transzfektált sejteken (Szőke és mtsai., 2010). A dolgozatban részletezett 

kísérletsorozatban az MCD, a myriocin és a szfingomielináz hatását további 

fájdalomérzékelésben részt vevő hőmérséklet-szenzitív TRP receptorok esetében is 

vizsgáltuk. Elsőként bizonyítottuk, hogy a fent leírt módszerekkel létrehozott lipid raft 

diszrupció (Kobayashi és mtsai., 2006; Kiyokawa és mtsai., 2005) szignifikánsan és 

koncentrációfüggő módon csökkentette a TRPA1 és a TRPM8 ioncsatorna nyitási 

valószínűségét, de nem volt hatással a TRPM3 receptor működésére. Az előkezelések 

gátolták a kapszaicin (TRPV1), az AITC, a formaldehid (TRPA1) és az icilin (TRPM8) 

hatására kialakuló Ca2+ válaszokat szenzoros neuronokon.  

Az MCD kezelés koleszterin depletáló hatását két kísérleti elrendezésben is 

bizonyítottuk: koleszterin-kötő fluoreszcens festékkel és fluoreszcencia spektroszkópia 

módszerével membránpolaritás-szenzitív próba segítségével. 

Más kutatócsoportok eredményei szerint az MCD kezelés csökkent TRPV1 receptor 

aktivációt eredményezett DRG neuronokon, mely egybevág munkacsoportunk 

megfigyelésével (Liu és mtsai., 2006). Egy másik tanulmány alapján azonban a 

koleszterin depléció nem befolyásolta a hő hatására létrejövő áramokat TRPV1-

transzfektált HEK293 sejteken (Liu és mtsai., 2003). Bergdahl és mtsai. az MCD kezelést 

követően csökkent TRPC1 receptor függő raktár-vezérelt Ca2+ áramot detektáltak 

(Bergdahl és mtsai., 2003). Egy másik kutatócsoport bizonyította, hogy a membrán 

koleszterin tartalmának növelése stimulálja a TRPC3 receptor funkciót (Graziani és 

mtsai., 2006).  

Bizonyítottuk, hogy a lipid raftok szerkezeti integritásának megbontása csökkenti az 

icilin-okozta TRPM8 receptor aktivációt. Egy korábbi tanulmány szerint azonban egér 

TRG sejteken és TRPM8-transzfektált sejtvonalon az MCD kezelés növelte a receptor 

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

a mentolnál potensebb agonista, feltételezhetően különböző alloszterikus kötőhelyek 

léteznek a ligandumok számára. Ehhez hasonló jelenséget írt le kutatócsoportunk a 

TRPV1 receptor agonista kapszaicin és RTX esetében (Szőke és mtsai., 2010). 
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Kimutattuk, hogy a TRPM3 receptor működését érzőneuronokon a lipid raft diszrupció 

nem befolyásolta, melynek magyarázatául a receptor speciális szerkezeti jellemzői 

szolgálhatnak. A TRPM3 a TRP receptorokhoz hasonlóan nem-szelektív kationcsatorna, 

azonban számos aspektusban különbözik a TRP család tagjaitól (Oberwinkler és Philipp, 

2014; Wagner és mtsai., 2008). A receptoron specifikus szteroid kötőhelyet 

karakterizáltak, így a pregnenolon-szulfát, az epipregnenolon-szulfát és a dihidro-D-

eritro-szfingozin képes aktiválni a receptort (Drews és mtsai., 2014; Majeed és mtsai., 

2010; Grimm és mtsai., 2005). A TRPM3 receptor különleges tulajdonsága, hogy jelenleg 

ismeretlen járulékos fehérjékkel stabil negyedleges szerkezetet képes kialakítani, mely 

formában rezisztens a lipid raft károsodásra (Drews és mtsai., 2014). Korábbi irodalmi 

adatok alapján, ellentétben a másik három termoszenzitív TRP receptorral, a TRPM3 

receptor működését stimulálja az MCD-vel létrehozott koleszterin depléció. Ennek 

hátterében az állhat, hogy a receptor működését az endogén koleszterin részben gátolja 

(Drews és mtsai., 2014, Naylor és mtsai., 2010).  

Az előkezelések közül a szfingomielinázra fókuszáltunk, mivel számos előnnyel 

rendelkezik a másik két lipid raft károsodást okozó vegyülethez képest: (1) hatása gyorsan 

kifejlődik, (2) lokális hatást fejt ki a plazmamembránban, (3) ismert metabolitjainak 

receptor működést befolyásoló hatása vizsgálható. A szfingomielináz kezelés a reagáló 

érzőneuronok arányának redukálása mellett csökkentette a kapszaicin, az AITC és az 

icilin hatására kifejlődő Ca2+ tranzienseket és megnövelte a válaszok latenciaidejét. 

Kimutattuk, hogy az érzőideg-végződéseken a szfingomielináz már alacsonyabb 

koncentrációban is képes gátolni a TRPV1 és a TRPA1 receptorok aktiválhatóságát, mint 

a sejttesteken. Ezzel a vizsgálattal elsőként bizonyítottuk, hogy a lipid raftok érzőideg-

végződéseken is fontos szerepet töltenek be a vizsgált receptorok aktiválhatósága 

tekintetében.  

KCl és thapsigargin alkalmazásával bizonyítottuk, hogy az enzim nem befolyásolja a 

feszültségfüggő kalcium csatornák működését, illetve hatása a belső membránokon nem 

érvényesül. A KCl-indukált [Ca2+] i emelkedés hátterében feszültségfüggő kalium és 

kalcium csatornák is szerepet játszanak, ezek között vannak olyan csatornák melyekre 

gátló hatást gyakorol a lipid raft diszrupció, azonban szfingomielináz kezelés hatására a 

regisztrált [Ca2+] i nem változik. Korábbi tanulmányok szerint a koleszterin depléció eltérő 

hatást gyakorol a különböző feszültségfüggő ioncsatornákra: növeli a Cav2.1 áramokat 

tsA-201 sejtvonalon (Davies és mtsai., 2006), azonban gátolja a Kv3.1 áramokat NG108-

15 sejteken (Huang és mtsai., 2011). A szfingomielináz által nem gátolt ioncsatornákon 

megvalósuló Ca2+ áram következtében emelkedett [Ca2+] i-t detektáltunk. 
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A thapsigargin a [Ca2+] i gyors növekedését okozza az endoplazmatikus retikulum (ER) 

Ca2+-ATPáz specifikus és potens gátlásán keresztül (Thastrup és mtsai., 1990), melyet a 

szfingomielináz kezelés nem befolyásolt. Ezzel bizonyítottuk, hogy a szfingomielináz a 

belső membránok összetételét nem változtatja meg, hatása csak a plazmamembránban 

érvényesül. Az eredményeink azt mutatják, hogy a szfingomielin metabolitok (ceramid, 

szfingozin) TRG neuronokon, TRPV1 receptor-expresszáló CHO sejteken és perifériás 

érzőideg-végződéseken sem befolyásolták a TRPA1 és TRPV1 receptorok működését. 

Ezzel bizonyítékot szolgáltattunk arra nézve, hogy a szfingomielináz TRPV1 és TRPA1 

receptor ativációt gátló hatását nem a hidrolízistermékek okozzák. 

Összefoglalva, az alkalmazott kísérleti rendszereinkben három termoszenzitivitást 

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

TRPM8) működése szoros kapcsolatban áll a lipid raftok szerkezeti integritásával. A 

receptorok és a lipid raftok hidrofób interakciói befolyásolják a csatornák nyitási 

valószínűségét. A lipid raft kutatás, valamint a receptorok nem-hidrofil kapcsolatainak 

feltérképezése a fenti eredmények birtokában nagyobb szerepet kaphat a receptorok 

farmakológiai vizsgálatában. 

 A hidrogén-szulfid donor vegyületek és a DMTS target 

molekulájának azonosítása 

Mikrofluorimetriás méréssel bizonyítottuk a H2S és a DMTS TRPA1 receptor agonista 

hatását érzőneuronokon, melyet pach-clamp módszerrel is megerősítettük TRPA1 

receptor-expresszáló CHO sejteken. Az in vitro rendszerekben nyert adatok fontos 

kiindulópontjai az in vivo eredmények diszkussziójának. 

Kutatócsoportunk eredményei alapján az egérfülön topikálisan alkalmazott NaHS kezelés 

a mikroerek vazodilatációját okozta, véráramlás fokozódást idézett elő. Az RTX 

előkezelés szignifikánsan csökkentette a H2S donor vegyület hatására kialakuló 

mikrocirkuláció fokozódást. A CGRP receptor antagonista (BIBN4096) és a neuronikin 

1 (NK1) receptor antagonista (CP99994) koncentrációfüggő módon redukálta az NaHS 

által kiváltott vazodilatációt. A α-CGRP-/- és NK1-/- egerek esetében a H2S által előidézett 

értágulat kisebb mértékű volt, mint a vad típusú csoportokban. A K+
ATP csatorna blokkoló 

(glibenklamid) alkalmazása esetén mérsékeltebb értágulat alakult ki H2S donor vegyület 

hatására. Ezen eredmények alapján a kapszaicin-szenzitív szenzoros neuronok fontos 

szerepet töltenek be a H2S hatására kialakuló vazodilatáció mechanizmusában. A TRPA1 

receptorok nagy számban expresszálódnak a kapszaicin-érzékeny érzőideg-
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végződéseken. A receptorok H2S általi aktivációja a [Ca2+] i emelésével szenzoros 

neuropeptidek exocitózisát váltja ki a végződésből. A neurogén vazodilatációt az 

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

mediálják CGPR illetve NK1 receptorokon keresztül. Emellett a vaszkuláris 

simaizomsejteken a K+ATP csatornák aktivációja is hozzájárul az értágító hatáshoz, míg a 

pH és ozmotikus hatások nem játszanak szerepet a H2S vazoaktív hatásának 

közvetítésében. 

Kutatócsoportunk vizsgálta a DMTS hatását a hő-okozta mechanikai hiperalgézia 

modellben. DMTS hatására TRPA1+/+ és sst4+/+ egerek esetében a mechanonociceptív 

hőküszöb értékek a kontroll csoportokhoz képest szignifikánsan kisebb mértékben 

csökkentek. A kialakult mechanikai hiperalgézia mértékét azonban nem változtatta meg 

a DMTS kezelés TRPA1-/- és sst4-/- csoportokban. A DMTS antinociceptív hatásáért  

feltételezhetően az érzőideg-végződésekből TRPA1 aktivációt követően felszabaduló 

szomatosztatin sst4 receptoron keresztül megvalósuló hatása felelős. Az in vitro 

eredményeink is ezt a megállapítást erősítik. Ezen megfigyelések egybevágnak 

kutatócsoportunk korábbi eredményeivel, melyek a fájdalom és gyulladásos folyamatok 

sst4 receptor-mediált komponensét bizonyítják (Helyes és mtsai., 2006). Eredményeink 

arra utalnak, hogy a DMTS nem befolyásolja a nyugalmi oxigénfogyasztást és a 

maghőmérsékletet. Szabadon mozgó állatoknál azonban erőteljes testhőmérséklet esést 

idézett elő, melynek magyarázatául a csökkent lokomotoros aktivitás szolgálhat. TRPA1 

génhiányos egerek esetében a DMTS ezen hatásai kisebb mértékben érvényesültek, mely 

a TRPA1 receptor fontos szerepét jelzi a poliszulfid vegyület hipotermiát és hipokinetikus 

választ kiváltó hatásának mediálásában. 

 A PACAP receptor agonisták és antagonisták hatásának vizsgálata  

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

lassan emelkedő [Ca2+] i-t detektáltunk, mely kinetika az intracelluláris raktárakból 

történő Ca2+ kiáramlás jellemzője. Hasonló karakterisztikus G-protein közvetített választ 

detektáltak korábban más kutatócsoportok PACAP1-38 hatására hypophysis sejteken és 

a szaglógumó szemcsesejtjein. (Yada és mtsai., 1993, Irwin és mtsai., 2015). 

Kísérleteinkben érdekes módon a számos modellben antagonistaként karakterizált 

PACAP6-38, M65 és VIP6-28 hatására érzőneuronokon Ca2+ válasz jött létre.  A kontroll 

kísérleteket 3 lépésben végeztünk. Elsőként a ligandok szelektivitását teszteltük PAC1, 

VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló CHO sejtvonalakon. A PACAP1-38 mindhárom 

PACAP receptor-expresszáló sejtvonalon megnövelte a [Ca2+] i-t, míg a szelektív 



77 
 

agonisták receptor szelektivitásuknak megfelelően váltottak ki hatást. Az 

érzőneuronokon kapott eredményeinkkel ellentétben a PACAP6-38, M65, VIP6-28 a 

PACAP receptor-expresszáló sejtvonalakon nem okozott [Ca2+] i emelkedést. A PAC1, 

VPAC1 és VPAC2 receptor-expresszáló sejtvonalak membránpreperátumán folytatott 

[35S]GTPγS kötődési teszt a PACAP1-38, maxadilan, Ala11,22,28VIP, VIP és BAY 55-

9837 koncentrációfüggő aktiváló hatását bizonyította a receptor szelektivitásnak 

megfelelő sejtvonalon. Ezzel szemben PACAP6-38, M65 és VIP6-28 alkalmazásakor 

nem detektáltunk G-protein aktivációt. A kísérletek második fázisában a [Ca2+] i  

emelkedés mechanizmusának meghatározása érdekében  Ca2+ mentes ECS-ben is 

elvégeztük a vizsgálatokat. A Ca2+ hiányos közegben is detektálható Ca2+ válaszok 

bizonyítják, hogy a [Ca2+] i növekedés hátterében specifikus mechanizmus, G-protein 

aktivációt követő intracelluláris raktárakból történő Ca2+ mobilizáció áll. A harmadik 

fázisban PACAP receptor-expresszáló sejtvonalakon végzett 45Ca2+ felvétel vizsgálattal 

nem detektáltunk szignifikáns 45Ca2+ retenciót PACAP1-38 és PACAP6-38 hatására. 

Ezzel további bizonyítékot szolgáltattunk arra nézve, hogy intracelluláris raktárakból 

történő Ca2+ felszabadulás felelős a PACAP receptorokon keresztül megvalósuló [Ca2+] i 

emelkedésért. 

A PACAP receptor antagonistaként karakterizált peptidek érzőneuronokon azonosított 

érdekes és ellentmondásos viselkedését más szövetekben és sejtekben is megfigyelték. A 

PACAP6-38 nem-konvencionális hatását kutatócsoportunk perifériás érzőideg-

végződéseken bizonyította, emellett ezt a jelenséget MAPK jelátviteli utak esetében is 

leírták humán cytothrophoblast sejteken (Reglődi és mtsai., 2008). Számos élettani és 

patofiziológiai folyamatban a PACAP6-38 és a PACAP1-38 hasonló szerepet tölt be. 

Mindkét peptid serkenti a makrofágok fagocitáló aktivitását (Ichinose és mtsai., 1995), a 

porcképződést, valamint kondroprotektív hatásukat bizonyították  oxidatív stressz 

folyamán (Juhász és mtsai., 2014). Egy újabb kutatási eredmény szerint a PACAP6-38 (1 

µM) gyenge parciális agonista Cos-7 sejteken (Walker és mtsai., 2014).  

A maxadilan fragmense az M65 PAC1 receptor specifikus antagonista, melyet ligand 

kötődési kísérletekkel bizonyítottak PAC1 receptor-expresszáló CHO sejteken (Uchida 

és mtsai., 1998). Újabb kutatások szerint azonban az M65 nem gátolta a PACAP1-38-

indukált CGRP felszabadulást TNC-ből. Feltételezik, hogy a CGRP exocitózis nem a 

három ismert PACAP receptoron keresztül valósul meg, hanem ismeretlen, eddig még 

nem identifikált receptor létezését valószínűsítik a trigeminovaszkuláris rendszerben. 

(Jansen-Olesen és mtsai., 2014). Eredményeink ezt a feltételezést erősítik. 



78 
 

A PACAP receptorok stimulációja Gs/Gq-protein közvetítésével az adenil-cikláz és a 

PLC rendszer aktivációjához vezet (Holighaus és mtsai., 2011). A PACAP receptorok 

által közvetített jelátviteli folyamatok komplexitását a nagyszámú splice variáns jelenléte 

növeli. A Gq-protein közvetítésével megvalósuló jelátvitel jellemzőbb a PAC1hop, mint 

a hip variánsoknál (Lutz és mtsai., 1999). A PLD stimuláció mechanizmusa is eltér a 

különböző receptor izoformák tekintetében, a PAC1hop variánsra ARF-függő, míg a 

PAC1null receptorra az ARF-független útvonal jellemző. Egyéb intracelluláris 

messengerek és jelátviteli útvonalak is szerepet játszanak a PACAP receptorok 

szignalizációs folyamataiban, mint a [Ca2+] i, diacilglicerol (DAG) (Vaudry és mtsai., 

2009), továbbá járulékos fehérjék szerepét is leírták a jelátvitel folyamatában (Bockaert 

és mtsai., 2004, Couvineau és Laburthe 2012 a, b). A VIP [Ca2+] i növekedést okozó 

hatásához hozzájárul, hogy a VPAC1 receptorok RAMP-pal intreakcióba léphetnek, mely 

kapcsolat emelkedett inizitol-triszfoszfát (IP3) szintet eredményez (Dickson és Finlayson, 

2009; Christopoulos és mtsai., 2003). 

A G-protein-kapcsolt receptorokon megvalósuló szignáltranszdukció komplexitásához 

hozzájárulnak a G-protein-kapcsolt receptorok között kialakuló interakciók. (Pantaloni és 

mtsai., 1996; Dautzenberg és mtsai., 1999; Holighaus és mtsai., 2011). A G-protein-

kapcsolt receptorok asszociációja révén létrejövő homo-és heteromerek (Rozenfeld és 

Devi, 2011) képesek egymás jelátviteli útvonalait szabályozni (Hur és Kim, 2002). 

Emellett a receptorok nem G-protein-kapcsolt receptorokkal is képesek interakcióba lépni 

(Couvineau és Laburthe, 2012 a, b). Mindezek alátámasztják az ún. „biased agonism” 

jeleséget, mely szerint a különböző agonisták eltérő receptor konformációváltozást 

indukálnak, ezzel különböző jelátviteli folyamatokat aktiválnak (Kenakin, 2011). Ezt a 

jelenséget PACAP receptorok esetén is leírták (Walker és mtsai., 2014).  

A VPAC1 receptor szelektív agonista Ala11,22,28VIP nem okozott szignifikáns [Ca2+] i 

emelkedést. Ennek hátterében állhat, hogy a VPAC2 és a PAC1 receptor számos 

izoformájának mRNS expresszióját kimutatták RT-PCR módszerrel patkány TRG 

sejteken, míg a VPAC1 receptor jelenlétét nem detektálták. Fehérjeszintű expressziót is 

csak a PAC1 és VPAC2 receptorok esetén bizonyítottak TRG neuronokon 

immunhisztokémiai módszerekkel (Chaudhary és Baumann, 2002). 

In vitro kísérletekkel bizonyítékot szolgáltattunk arra nézve, hogy az antagonistaként 

karakterizált PACAP ligandumok potens agonista hatást fejtenek ki TRG neuronokon. 

Eredményeink alapján arra következtetünk, hogy jelenleg ismeretlen receptorok vagy 

splice variánsok eltérő jelátviteli utakat generálnak TRG sejtekben. A VPAC1 receptorok 

nem játszanak szerepet a PACAP hatásának közvetítésében érzőneuronokon. További 
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vizsgálatok szükségesek a PACAP-indukált trigeminovaszkuláris aktiváció pontos 

mechanizmusának felderítése és új targetmolekulák azonosítása érdekében. 
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8. ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

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

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

Elsőként bizonyítottuk, hogy ez a jelenség TRPV1 és TRPA1 receptorok esetében 

nemcsak a sejttesteken, hanem az érzőideg-végződéseken is megvalósul. A TRPM3 

receptor működésére azonban nem volt hatással a lipid raft károsodás. Eredményeink azt 

a feltételezést erősítik, mely szerint a TRPM3 receptort jelenleg ismeretlen járulékos 

fehérjék stabilizálják, így aktiválhatóságát nem gátolja a lipid raftok szerkezetének 

megbontása. Eredményeink alapján arra következtetünk, hogy a receptorműködés 

szabályozásában fontos szerepet játszanak a hidrofób kapcsolatok. Ezen megfigyelések 

nyomán felmerül egy alternatív gyógyszerfejlesztési szemlélet, irányvonal lehetősége, 

melyhez elengedhetetlen a ligandum-receptor interakcióban a nemhidrofil kapcsolatok 

vizsgálata. A lipid raftok és a TRP receptorok kapcsolatrendszerének további 

tanulmányozása fontos alapkísérletes megközelítése lehet a receptorműködés 

befolyásolásának, mely új gyógyszercélpontok azonosításához vezethet.  

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

hogy a DMTS a H2S donor vegyületekhez hasonlóan TRPA1 receptor aktivációt okoz 

TRG sejteken. A vegyület TRPA1 agonista hatását TRPA1 receptor-expresszáló 

sejtvonalon is bizonyítottuk. A célmolekula azonosítása hozzájárul a poliszulfidok 

hatásmechanizmusának pontosabb megismeréséhez. 

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

TRG neuronokon. Elsőként írtuk le, hogy az irodalomban számos helyen antagonistaként 

karakterizált PACAP6-38, VIP6-28 és M65 érzőneuronokon az agonistákhoz hasonlóan 

Ca2+ szignált indukálnak, azaz hatást közvetítenek. Ezzel a megfigyeléssel ellentétben, 

PACAP receptor-expresszáló sejtvonalakon nem mutatnak hasonló viselkedést. 

Bizonyítottuk, hogy szenzoros neuronokon a PACAP hatásának közvetítésében a PAC1 

és VPAC2 receptorok játszanak szerepet, a VPAC1 receptorok azonban nem. 

Eredményeink alapján alternatív kötőhelyek létezését feltételezzük a receptorokon, 

illetve eddig ismeretlen receptor izoformák expresszióját valószínűsítjük 

érzőneuronokon. Megfigyeléseink felvethetik új, eddig még ismeretlen receptorok 

létezését. 
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Eredményeink alapján megállapíthatjuk, hogy a fájdalomfolyamatban részt vevő 

receptorokat befolyásolni képes endogén vegyületek gyógyszerfejlesztési potenciállal 

bírhatnak. Emellett fontosnak tartjuk a receptorokat körülvevő hidrofób mikrokörnyezet 

vizsgálatát. A neuropátiás fájdalom, valamint a migrén patomechanizmusának pontos 

feltérképezése, célmolekulák azonosítása alapvető fontosságú. Kutatócsoportunk és más 

munkacsoportok állatkísérletes és humán vizsgálatai is igazolják a PACAP fontos 

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

antagonisták irodalmi adatoktól eltérő viselkedését bizonyítják érzőneuronokon. Mivel a 

PACAP szerepe vitathatatlan a trigeminovaszkuláris rendszer aktivációjában, ezen 

eredmények birtokában nagy szükség van új, kis molekulájú szelektív PAC1 és VPAC2 

antagonisták fejlesztésére, melyek fontos szerepet kaphatnak a migrénes fájdalom 

csillapításában. 
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