A lipid raft diszrupcié hatasanak vizsgalata Tranziens Receptor
Potencial ioncsatornak aktivalhatosagara

Egyetemi doktori (PhD) tézis

dr. Horvath Adam

Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola
Neurofarmakologia Program
Doktori Iskola vezetd, Programvezeto: Prof. Dr. Pintér Erika

Témavezeto: Dr. Szoke Eva

Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet
Pécs

2022.



1. KUTATASI KONCEPCIO

A fajdalom csillapitdsa és a fajdalomcsillapité gyogyszerek felfedezése mind a mai
napig igen fontos teriilete az orvosbioldgiai kutatasoknak, hiszen a modern kor egyik
legjelentdsebb gazdasagi és egészségligyi problémajat jelenti a kdzponti és/vagy periférias
idegrendszer diszfunkcidjan alapuld neuropatias fajdalom. Ennek a korallapotnak a kezelése
nagy kihivast jelent, hiszen a klasszikus gyogyszeres terapia, mint a nem-Szteroid
gyulladascsokkent6k (NSAID) — leggyakrabban pl. diklofenak, ibuprofen -, illetve opioidok —
pl. a gyenge opioid hatasu tramadol, vagy az erdsebb morfin, illetve fentanil — nem
rendelkeznek kielégitd terapids hatdssal és/vagy nem alkalmazhatéak hossza tavon a
mellékhatasok (pl. NSAID kivaltotta gyomorfekély, opioid dependencia) miatt. A ma
elfogadott terapias protokollok éppen ezért egyéb indikdcioban alkalmazott gyogyszerekkel —
ugynevezett adjuvans analgetikumok (pl. antiepileptikumok, antidepresszadnsok) - probaljak
enyhiteni a betegek fajdalmat, azonban szamos esetben ezekkel sem érhetd el megfeleld

terapias hatas (1).

Eppen ezért van sziikség 1j teripids megkozelitések kutatasara, amelyek eltérnek a
klasszikus farmakologiai receptor-antagonizmustdl, hiszen a neuropatids fajdalom
kialakuldsédban nagy szerepet jatsz6 Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatornak esetében
ezek koziil tobb probalkozas is elbukott az elmult évtizedekben. Kutatdcsoportunk uj
megkozelitése a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddéseken megtalalhatdé TRP Vanilloid 1
(TRPV1) és TRP Ankyrin 1 (TRPA1) receptorok aktivaciés mechanizmusainak alternativ
befolyasolasan alapul, amelynek lényege a sejtmembranok mikrodoménjeinek — tigynevezett

lipid raftok — és TRP fehérjék kozotti hidrofob kapcsolatok megbontasa.



2. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

2.1.A fajdalomcsillapitas rovid torténete

A fajdalom talan az egyik legmeghatarozobb ¢és legnehezebben megfogalmazhato
emberi érzet, igy nem meglepd, hogy annak csillapitdsa mar az idok kezdete ota foglalkoztatja
az emberiséget. Az ,, International Association for the Study of Pain” legujabb definicidja
szerint ,,egy kellemetlen szenzoros és emocionalis élmény, amely tényleges vagy potencialis
szovetkarosodéassal kapcsolatos, vagy ahhoz hasonlit”. A fijdalomcsillapitds torténetét
dokumentalé emlékek egészen az Okorig nyulnak vissza, és az egyik leghiresebb ezek koziil az
egyiptomi Ebers Papyrus, amelyben szamtalan korabeli betegség, gydgymadd, valamint szamos
a gyogyitast atjard vallasi elem leirasa taldlhaté meg. Tobb oOkori feljegyzés és gylijtemény
szarmazik példaul a Tavol-Keletrdl, amelyekben a korabeli Tradicionalis Kinai Orvoslas
(TCM) alapjairél (pl. Jin és Jang elmélet) valamint a modszereirdl (pl. kopolyozés,
akupunktura), azonban megjegyzendd, hogy a TCM egyes tanai és mddszerei a mai alternativ

medicina gyakorlatanak szerves részét képezik.

A XIV. szazadban késziilt Codex Ayasofya Osszefoglalta a kor orvosi ismereteit,
gyogynovényekkel kapcsolatos informacidkat és a gyodgyitas soran alkalmazott anyagokat. A
kovetkez6 nagy lépést Friedrich Sertlirner munkaja jelentette, aki 1817-ben els6ként izolalta a
makbol (Papaver somniferum) szarmazo épiumbdl a morfiumot, amely késobb teret nyitott a
ma is hasznalatos major analgetikumok fejlesztésének. Szintén még a XIX. szdzadban tortént
ujabb felfedezések inditottak Gitjara az NSAID-ok fejlesztését, hiszen 1897-ben Felix Hoffmann
a Bayer gyogyszergyar munkatarsa kémiai szintézis utjan eldallitotta az acetilszalicilsavat. Ezt
az attorést kovette a tovabbi NSAID-ok fejlesztése az 1950-es évektdl kezdédéen. Manapsag
szamos Uj hatdsmechanizmusti gyogyszerjelolt fejlesztése zajlik, amelyek egy része a
klasszikus farmakologiai megfontoldsokat koveti, azonban egyre inkdbb teret nyernek a
fajdalomérzet kialakuldsaban szerepet jatszd receptorok és érzdideg-végzodések alternativ

befolyasolasi lehetdségei is.



2.2. A fajdalom élettana

A szovetek épségét, mechanikai, kémiai és termikus ingerek karosithatjak, amelyek a
specializalt magas ingerkiiszobti szabad idegvégzddéseket, az tigynevezett nociceptorokat
aktivaljak. Ez az elnevezés Sherringtontol szarmazik és a latin nocere (artani, karositani) igébol
eredeztethetd. A nociceptorok megtalalhatéak a bérben, bdr alatti szovetekben, csontokban,
izmokban, fogbélben, savds hartydkban, illetve szdmos egyéb helyen a szervezetben.
Erzékenységiik alapjan megkiilonboztetiink egyfajta ingerrel aktivalhaté (unimodalis) és
tobbfajta ingerrel aktivalhatdo (polimodalis) nociceptorokat. Mielinizaltsag alapjan pedig
megkiilonboztetjiik az AJ, illetve C-rostokat. Eldbbiek vékony veldshiivellyel rendelkeznek és
lassan vezetd (atlagosan kb. 15 m/s) rostok, amelyek végzddéseit leginkabb intenziv
(fajdalmas) mechanikai behatasok és forr6 homérséklet aktivalja. Utobbiak pedig vékony,
mielinhiivellyel nem rendelkez6 még lassabban (atlagosan 1 m/s) vezet6 rostok. A C-rostok
aktivalhatoak, és egy résziikben proinflammatorikus neuropeptidek termelédnek, mint pl. a P
anyag (Substance P), vagy a kalcitonin gén rokon peptid (CGRP), amelyek aktivaciot kovetden
szabadulnak fel az idegvégzddésbdl €s okoznak lokalisan ugynevezett neurogén gyulladast. Az
aktivalt nociceptorokbol szarmazé ingeriilet az elsérendii fajdalomrostok révén jut be a hatséd
gyoki ganglionokba (Dorsal Root Ganglia — DRG) (I. neuron). Innen a centralis nyalvanyok
belépnek a gerincveld sziirkedllomanyaba, ahol egy résziik atkapcsolodik projekcios
neuronokra (II. neuron) és a lateralis tractus spinothalamicus-ban a thalamus-ig szallitja az
ingeriiletet, ahonnan a IIl. neuronra torténé atkapcsolodas utan a thalamocorticalis idegi

kapcsolatok révén a fajdalomérzet a kéregben tudatosul (2,3).



2.3. A kapszaicin kutatas torténete

A Capsicum fajokbol késziilt alkoholos kivonatok mar évszazadok Ota szerves részét
képezik az etnomedicina gyogyszerkincsének, hiszen tapasztalati iton megszerzett informaciok
alapjan étvagyjavitd, borvordsitd és fajdalomcsillapitd hatdssal rendelkeznek és mindmaig
hasznalatosak a magisztralis gyogyszerkészitésben, mint a VIII. Magyar Gyogyszerkonyvben
hivatalos alapanyag (Capsici tinctura normata Ph. Hg. VIII.). Hégyes Endre 1878-ban igazolta,
hogy a részleges tisztasagu kapszaicin (CAPS) kivonat viszonylag szelektiven képes aktivalni
a szenzoros idegvégzodéseket (4). A CAPS-nel kapcsolatos farmakologiai kutatasok Hogyes
megfigyelését kdvetden hattérbe szorultak a XIX-XX. szdzad vegetativ idegrendszerre hatd
szerekkel kapcsolatos kisérletei miatt, igy csak mintegy bd hetven évvel késbb Jancsd Miklos
foglalkozott wjra a CAPS-nel és irta le, hogy nagyobb doézisokat alkalmazva tartos
deszenzitizaci6 valthato ki kémiai irritansokkal szemben (5). 10 évvel kés6ébb Jancso Miklos
halalat kovetden felesége Jancsd-Gabor Aranka és kozvetlen munkatarsa Szolcsanyi Janos
kozolte azokat az eredményeket, amelyben leirtdk, hogy ortodromos-, vagy antidromos
ingerlést kovetd plazma protein extravazacid gatolhatd idegi denervacidval, illetve CAPS
deszenzitizacidoval. A kisérletek eredményeibdl azt a kovetkeztetést vontdk le, hogy a
gyulladaskeltd anyagok kapszaicin-szenzitiv érzéideg-végz6désekbdl szabadulnak fel (6,7).
Tovabbi kisérleteik nyoman vetddott fel eldszor egy specifikus CAPS receptor 1étezésének az
otlete, amelynek sematikus szerkezetérdl két cikkben szamoltak be (8,9). A kovetkezé néhany
évtizedben sorra jelentek meg a kdzlemények a CAPS-nel kapcsolatban, amelyekben leirtak,
hogy nem-kolinerg nem-adrenerg mechanizmusok jatszanak szerepet a hatasban, valamint
megalkottak a kapszaicin-szenzitiv idegrendszer fogalmat, amely elmélet igazolast nyert a
gyulladaskeltd neuropeptidekkel — pl. CGRP, P anyag - kapcsolatban (10,11). Ujabb fejezetet
nyitott meg az els6 CAPS antagonista vegyliletek szintézise, illetve egy masik vanilloid
szerkezetli anyag, a reziniferatoxin (RTX) hatasanak vizsgalata (12,13). Ekkoriban azt
feltételezték, hogy két vanilloid receptor létezik, azonban Michael Jerry Caterina ¢és
munkatarsai 1997-ben klonoztak a CAPS receptort (14), amelyet eldszor Vanilloid 1
receptornak neveztek el, majd késobb a szerkezet alapjan a TRP ioncsatorna csaladba, azon

beliil a Vanilloid alcsaladba soroltak, mint elso tagot és igy kapta a TRPV1 nevet.



2.4.A kapszaicin érzékeny idegvégzodések miikodése

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzOodések harmas funkcioval rendelkeznek. Az els6
fontos funkcio, hogy aktivalodasakor a klasszikus afferens mechanizmus révén a képz6dott
ingeriilet eljut a kozponti idegrendszerbe, ahol kialakul a nocicepcié. A masodik funkcid egy
lokalis efferens hatas, az aktivaci6 intracellularis Ca?* szint emelkedést eredményez, ami a
tarolt peptidmediatorok (CGRP, P anyag) felszabadulasahoz vezet, amelyek pedig plazma
protein extravazacioval, vazodilaticioval, gyulladasos sejtek aktivaciojaval valtanak Ki
neurogén gyulladast a beidegzett teriileten. A harmadik, egy szisztémas efferens funkcid, az
aktivacid utan az idegvégzddésekbdl ugyanis szomatosztatin is felszabadul, ami a szisztémas
keringésbe jutva a test tdvolabbi pontjain is szisztémas gyulladisgatld és fajdalomesillapitd
hatast fejt ki. Az érzdideg-végzddések e harmas funkciojat szenzokrin mikodésként definialtak

(15).

2.5.A Tranziens Receptor Potencial ioncsatornak

A TRP fehérjék alkotjadk az egyik legnagyobb ioncsatorna csalddot, amelynek eddig
emlésokben 28 tagjat (emberben 27) azonositottak. Az ide tartozo kation csatornakat hét alcsaladba
lehet besorolni a szerkezeti és szekvencia homologia alapjan (16): TRPC (“Canonical”), TRPV
(“Vanilloid”), TRPM (“Melastatin”), TRPP (“Polycystin”), TRPML (“MucoLipin”), TRPA
(“Ankyrin”), és TRPN ("NO-Mechano-Potential C”). Cosens és Manning 1969-ben irta le, hogy
Drosophila melangoster egy mutans torzsében a fotoreceptorok tranziens aktivitast mutatnak,
majd késobb az elektroretinografias vizsgaltok alapjan nevezték el ezeket a fotoreceptorokat
TRP csatorndknak. Ezt kovetden felfedezték, hogy a kérdéses receptor a TRPL alcsaladba
tartozik. Késébb Michael Jerry Caterina és munkatarsai klonoztak és karakterizaltdk a TRPV1
receptort (14). A TRP csalad tagjai tobbnyire nem-szelektiv kationcsatornak, azonban bizonyos
altipusok kiemelt szelektivitast mutatnak foként Ca?*, kisebb részben Mg?" ionok irant. Az
ioncsatorndk hat transzmembran (TM) doménnel rendelkeznek (S1-S6), altalaban funkcionalis
tetramer formaban képeznek miikodési egységet, és az ionok szamadra atjarhatéd porus az 6todik
¢és a hatodik domén kozotti hurok régioban talalhaté. A membranfehérjék N-, illetve a C-
terminalis végzddése intracellularisan helyezkedik el, melyeken jellegzetes funkcidju, jol
ismert molekularis struktardk taldlhatéak meg. Ide soroland6 tobbek kozott az ismétlodo
ankirin domén (Ankyrin Repeated Domain, ARD), a TRP domén, az EF-kéz strukturdk, illetve
egyéb jellemz6 képletek (16).



2.6.A TRPV1 szerkezete és funkcioja

A CAPS receptor néven is ismert fehérje a TRP csalad tobbi tagjahoz hasonldéan hat
transzmembran régioval rendelkezik, az ionok szamara atjarhat6 porus az S5 és S6 szegmens kozott
formalodik, melyhez kapcsolodik az S1-4 TM szakasz. Megtalalhaté benne a 23-25 aminosavbol
allo6 TRP domén, mely az S6 TM régi6 utan helyezkedik el. Intracellularisan talalhato az N- és C-
terminalis vége is, illetve az N-termindlis fontos részét képezi az alcsaladra jellemz6 hatelemu
ARD, amelynek funkcionalis szerepe is van. A TRPVI1 elsOsorban a primer szenzoros
neuronokon expresszalodik, de megtalalhatd szamos extraneurondlis szovetben is, mint pl. a
keratinocitakban, hizosejtekben és a gasztrointesztinalis rendszerben (16). A TRPV1 receptor
mikodését szamos endogén és exogén anyag szabalyozza. Az exogén agonistai koziil a
legfontosabbak a vanilloid szerkezeti elemet tartalmaz6 molekulak - a CAPS illetve a RTX
(13,17) — amelyek az S3 és S4 transzmembran régiok kozotti tigynevezett ,,vanilloid-zsebbe”
(S505-T550) kotédnek. Tovabbi fontos aminosavak a CAPS szempontjabol a T511, S512 és
W549, az RTX szempontjabol pedig az M547. Egy masik novénycsaladbol, az Allium fajok
koz¢ tartoz6 fokhagymabol szarmazo6 allicin is aktivalja a TRPV1-et az N-terminalis C157-€s
pokok mérgei) is TRPV1 aktivaciot valt ki. Az exogén vegyiileteken til szamos endogén anyag,
illetve fizikokémiai valtozas is képes aktivalni a csatornat. Az endokannabinoidok k6zé tartozo
anandamid, N-arachidonil-dopamin valamint a nem kannabinoid N-oleoildopamin aktivaljak a
receptort, akarcsak az arachidonsav és egyéb zsirsav metabolitok. A fizikokémiai paraméterek
koziil az egyik legfontosabb a magas homérséklet (>43 °C), illetve az alacsony pH (<6) (14).
Mindkét paraméter valtozasa az S5-S6 porusformdldo TM régi6 extracelluldris részén aktivalja
a receptort. A hdmérséklet érzékelésében a kritikus aminosavak az N628, N652 ¢s Y653, mig
a protonok érzékelésében az E600 és E648 vesz részt (18). Az agonistakon tal fontos szerep jut
a TRPV1 antagonistdknak is, amelyek koziil emlitésre méltd a ruténium vords, amely nem
specifikus gatloszer, a Tetradium daniellii-bél izolalt pellitorin, valamint a specifikus gatloé —a
CAPS szerkezet alapjan szintetizalt — kapszazepin (19,20). Tovabbi fontos antagonista hatassal

rendelkez6 anyagok az endogénen megtalalhaté lipid mediatorok a rezolvinok (21).



2.7.A TRPAI1 szerkezete és funkcioja

A TRPAI1 receptor els6sorban a DRG-ben és a trigeminalis ganglionban (TG) fordul el
(22), de megtalalhaté extraneuronalisan is a keratinocitakban (23), illetve az enterokromaffin
sejteken (24). A TRPAI1 és TRPV1 kb. 30 %-ban ko-expresszalodik a kapszaicin-szenzitiv
szenzoros idegekben és elsésorban a fajdalom érzékelésben van szerepe (25). A receptor
szerkezetével és a funkcidt befolydsold vegyiiletekkel kapcsolatos kutatdsok sok kihivast
jelentenek, ugyanis a TRPA1 szerkezete fajonként bizonyos mértékben eltérd (26). Jellegzetes
szerkezeti elem a 14-18 elembdl all6 ARD, amely tobb, a csatorna aktivacio szempontjabol
fontos kotddési helyet biztosit (27). A TRPV1-hez hasonléan exogén és endogén ligandok is
képesek aktivalni a TRPA1-et, az exogén agonistak jelentds része kémia irritans, pl. az allil-
izotiocianat, a formaldehid, az allicin, a fahéjaldehid és a mentol (28,29). Az endogén agonistak
koziil szamos vegyiilet gyulladdsos folyamatok eredményeképpen képzddik, pl. a metilglioxal,
hidrogén-peroxid vagy a 4-hidroxi-nonenal (30). Ezeken a ligandumokon kiviil TRPA1
aktivaciot valt ki az alacsony hémérséklet (<17 °C), valamint mechanikai ingerek is, amely
alapjan mechanoszenzitiv receptornak is szoktak nevezni a TRPA1-et (22,31). Az antagonista
hatasu vegyiiletek koziil emlitést kell tenni a HC-030031-r61, az SZV-1287 vegyiiletrdl, amely
egy komplex hatdsmechanizmusu, TRPA1/TPRV1 antagonista és szemikarbazid-szenzitiv

amin-oxidaz hatassal rendelkez6 anyag (32,33).

2.8. A sejtmembran szerkezete és a lipid raft modell

A sejtmembranok klasszikus fluid-mozaik modelljét Singer és Nicolson publikalta
1972-ben (34). Az elmélet szerint a membranok alkotoelemei, pl. a foszfolipidek, glikolipidek
¢és koleszterin a termodinamika torvényszertiségeinek megfeleléen egyenletesen, a fehérjék
pedig random modon helyezkednek el a membranban. A vézat a foszfolipid kettdsréteg alkotja,
amely molekulainak a hidrofil fej része a vizes fazisok felé, a hidrofob farki része pedig a
membran belseje, azaz a masik lipofil réteg felé orientalodik, igy alakitva ki egy a vizoldékony
vegyliletek szamara atjarhatatlan gatat. A membranfehérjék a kiils6, vagy a belsd felszinen
helyezkednek el, egyes esetekben azonban tobbé-kevésbé bemeriilnek a membranba (integrans

membranfehérjék), illetve teljesen at is érhetik (transzmembranfehérjék) azt (35).



Ez a modell igazolast nyert tobb strukturalis és biokémiai vizsgélat altal, azonban azt a
tényszeriiséget nem tudta magyarazni, hogy egyes fehérjék egyenldtleniil oszlanak el a
sejtmembran felszinén. Ennek magyarazatara alkotta meg Simons és Ikonen az ugynevezett
lipid raft elméletet (36), amely szerint a membranokban megtalalhatoak specialis felépitésii és
rendezettségli mikrodomének, az ugynevezett lipid raftok vagy lipid tutajok. Ezek a raft régiok
koleszterinben, szfingolipidekben ¢s gangliozidokban gazdagok, ¢és ezek elhelyezkedése a
membranon  beliil  valtoz6. Az  extracellularis oldal  szfingomielinekben  és
glikoszfingolipidekben gazdag, mig az intracelluldris oldalon inkabb glicerofoszfolipidek
helyezkednek el. A koleszterin — mint a struktira integritasaért felelds f&6 komponens —
egyenletes elosztottsagot mutat (36). Ez a nagy foku strukturalis szervezettség eredményezi azt,
hogy a raft régiok eltér6é fizikai-kémiai tulajdonsagokkal rendelkeznek a membran egyéb
régidihoz képest. Ilyen jellegzetes tulajdonsag pl. az, hogy nem ionos detergensekben (pl. 4 °C-
on Triton-X100 detergensben) oldhatatlanok. Ez a tulajdonsag azonban megsziintethetd a o

alkotdelem a koleszterin depletalasaval, ami a lipid raftok széteséséhez vezet (37).

2.9.A lipid raftok élettani és patologiai szerepe

A lipid raftok szamos funkcidt toltenek be a szervezetben, pl. szabdlyozzak a
membrantranszport folyamatokat, befolyasoljak az immun-, a kardiovaszkularis-, valamint az
idegrendszer megfeleld miikodését (38). Ezen kivill szamos gyulladasos folyamatban is
regulator szereppel birnak, ezért Miller és munkatarsai bevezették az ,,inflammaraft” fogalmat
(39). Bizonyitott tovabba, hogy szamos ioncsatorna, koztik tobb TRP receptor (40-42),
valamint szamos malignus daganattipussal 0sszefiiggésbe hozott fehérje is a raft régiokban
helyezkedik el (38) A lipid raftok egy specialis altipusat alkotjak a kaveolak, amelyek
jellegzetes morfologidju, kaveolin tartalmi membranelemek. A kaveoldknak jelentds szerepiik
van az endocitdzis folyamatdban, amelyrdl leirtdk, hogy tobbek kozott szamos patogén sejtbe
lehetdségeket is rejt a kaveolak miikodése, hiszen akar nagymolekulaju gyogyszeranyagok

célba juttatasa is megvalosithatd ezeken keresztiil (43).



Egy masik specidlis altipusba a ceramidban gazdag régiok tartoznak, amelyek
elsésorban a szfingomielinaz enzim (SMaz) hatasara jonnek 1étre, méretiik valtozatos, néhany
nanométertdl egészen mikrométeres tartomanyig terjed (44). Funkciojukat tekintve a
membranreceptorok klaszterizacidjaban van szerepiik, pl. a CD40/CD40 ligand, illetve
CD95/CD95 ligand jeltatvitali folyamatait szabalyozzak (44). Tovabbi specialis csoportot
képeznek a gangliozidokban gazdag raftok, amelyek tobbek kozott a kiillonbozd toxinok sejtbe
torténd bejutdsaban, valamint az Alzheimer betegség molekularis patomechanizmusdban

jatszanak szerepet (45)

2.10. A lipid raftok farmakoldgiai vizsgalata

A lipid raftok farmakologiai vizsgélata az elmult évtizedben jelentds szerepet toltott be
az alapkutatasokban, és ezek kozéppontjdban a raft régidk integritdsdnak megbontédsa all,
amellyel szdmos jelatviteli ut, valamint receptor aktivacidja vizsgalhatd. A raft régiok
megbontasara alapvetden két mechanizmust kiilonbdztethetiink meg, az egyik az alkotoelemek
lebontédsa, mig a masik a felépiilés gatlasa. A leginkabb tanulmanyozott mechanizmus a lipid
raft kutatasban a koleszterin deplécidja, amelyre altalaban metil-B-ciklodextrint (MCD)
alkalmaznak, amely zarvanykomplexet képez a koleszterinnel. A raftok szfingomielin tartalma
is elbonthatd enzimatikusan SMaz-zal, ami foszfokolinna ¢és ceramidda alakitja a
szfingomielineket. Az alkotoelemek felépitését gatld szerek koziil kisérletesen a szfingolipidek
szintézisét gatlokat alkalmazzak. Ide tartozik a myriocin (Myr), amely a szerin-palmitoil-
transzferaz enzimet — ez a sebességmeghataroz6 1épése a szfingolipid szintézisnek — gatolja. A
lipid raftokkal kapcsolatos kutatasok jelentds része in vitro rendszerek alkalmazasaval tortént,
¢s leginkdbb az MCD hatasat vizsgaltdk, azonban az eredmények tobb esetben is
ellentmondasosak. Liu és munkatarsai leirtdk, hogy az MCD kezelés hatdsara nem modosul a
ho altal kivaltott TRPV1 aktivacid transzfektalt human embrionalis vesesejteken (human
embryotic kidney 293 - HEK293) (46), azonban gatlodnak a protonok és CAPS altal kivaltott
aramok DRG neuronokon (40). Vizsgaltak egyéb ligandok, pl. a [H]RTX TRPV1 receptorhoz
vald kotddését is, azonban ezt nem befolyésolta a koleszterin deplécidja. Az MCD hatasat
vizsgaltak egyéb TRP ioncsatornak aktivacidjara is, Startek és munkatarsai bizonyitottak, hogy
MCD kezelés hatasara csokken a TRPA1 receptornak a hideg ingerek, illetve bakterialis
endotoxin altali aktivacidja, azonban a membranon beliili expresszidja valtozatlan marad

(47,48). Hasonl6 hatasokat irtak le késébb a SMaz enzimmel is (49).
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Kutatocsoportunk is leirta, hogy in vitro korilmények kozott az MCD, SMaz illetve
Myr elokezelés hatasara a CAPS ¢és RXT altal kivaltott TRPV1 aktivacio gatolhato a receptort
stabilan expresszalo kinai horcsog ovarium (Chinese Hamster Ovary - CHO) sejteken, valamint
primer szenzoros neuron tenyészeten egyarant (41,42). Szintén kutatocsoportunk irta le, hogy
egy karboxamido-szteroid vegyiilet (C1) —amit a Pannon Egyetem Szerves Kémiai Intézetében
szintetizaltak szdmunkra — az MCD-hez hasonld gatlo hatast fejt ki a TRPV1 aktivaciojara,
azonban 1000-szer kisebb koncentracioban (50,51). Az in vitro vizsgalatokon til csupan
né¢hany allatkisérletes adat van a lipid raftok fajdalomban betoltott szerepérdl és ezek is
leginkébb a kiilonboz6 ciklodextrin szarmazékokkal foglalkoznak. Sauer és munkatarsai irtak
le, hogy random-metilalt-p-ciklodextrinnel (RAMEB) torténé lokalis vagy szisztémas
elokezelés csokkenti a komplett Freund-adjuvans kivaltotta termalis allodiniat és mechanikai
hiperalgéziat patkanyokban (52). Az MCD hatékonyan csillapitja a hiperalgéziat az RTX altal
kivaltott neuropatia egérmodelljében (53), valamint prosztagalndin E2 adasat kovetden
patkanyokban (54). A gangliozidok szerepét is vizsgaltak in vivo, a gangliozid GT1b
intraplantaris injekcidja nociceptiv valaszokat valtott ki €s fokozta a formalin indukalta
fajdalomreakciot, azonban a szialidiz enzim — amely elbontja szialil rezidumokat a

gangliozidokbol - beadasat kovetden csokkenti a kialakulo fajdalomreakciot (55).
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3. CELKITUZESEK

A neuropatias fajdalom kezelése mindmaig nem kielégitd, hiszen az alkalmazott
gyogyszerek tobbsége hosszu tavi alkalmazas esetén sulyos mellékhatasokat okoz és/vagy nem
biztosit megfeleld klinikai hatékonysagot. Ennek oka, hogy a kapszaicin-érzékeny érzéideg-
végzodések farmakologiai befolydsoldsa szamos nehézségbe litkozik tobbek kozott azért is,
mert a klasszikus receptor-antagonista megkozelitéssel nem tudtak eddig olyan hatéanyagot
kifejleszteni, amelynek a kockazat/mellékhatas (pl. hipertermia, h6érzékelési zavarok), illetve
elény aranya megfeleld klinikai hatékonysaggal tarsult volna. Eppen ezért van sziikség olyan
Uj, alternativ farmakologiai lehetéségek kutatasara, mint pl. a TRP receptorok lipid raftokon

keresztiili befolydsolasa, amely egy 01j iranyt nyithat meg a fajdalomcsillapitok fejlesztésében.
Munkam soran ezért a kdvetkezd altalanos célokat tliztem ki:

1. A lipid raft diszrupcié hatasanak vizsgalata a sejtmembran polaritasara és
fluiditasara

2. Szfingolipid deplécié hatasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAI1 ioncsatornak
aktivalhatosagara in vivo

3. Koleszterin depléciéo hatasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAI1 ioncsatornak

aktivalhatosagara in vivo
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4. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

4.1. Fluoreszcencia spektroszkopia

A 6-dodekanoil-N,N-dimetil-naftilamin (Laurdan) egy széles korben elfogadott és
alkalmazott fluoreszcens festék, amely alkalmas mind biologiai, mind modell membranok
tanulmanyozasara (56). Alkalmazasaval mind a membranok polarizaltsaga, mind a fluiditasa
vizsgalhatd. A mintapreparacié soran nativ CHO sejteket inkubaltunk lipid raft karosito
anyaggal (30 mU SMaz, 100 nM Myr, 10 mM MCD, 100 uM C1 — extracellularis oldatban
(ECS) oldva) vagy ECS-sel 45 percig, illetve a Myr esetében 24 o6raig 37 °C-on. Ezt kovetéen
a sejteket haromszor mostuk steril foszfattal pufterelt fiziologids sooldattal (PBS), majd 40 uM
haromszor mostuk a sejteket steril PBS-sel, majd felvettiik a sejteket 1 ml steril PBS-ben. A
méréseket FL3-2iHR spekrofluoriméterrel (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog) 4 mm-es
uthosszusagu kvarckiivettakban (Hellma 104F-QS) végeztiik rogzitett, 20 °C-os hdmérsékleten.

4.1.1. Membranpolaritas vizsgalata

A membran polaritdsara — ami ellentétben a sejtbioldgiai polaritassal a fluoreszcens
spektroszkopiaban a foszfolipid kettdsrétegbe beépiild polaros vizmolekuldk aranyatol fiigg - a
Laurdan gerjesztési €és emisszios spektrumainak valtozasabol kovetkeztethetiink, amelyek
Osszefliggésben vannak a membran aktudlis hidrataltsagi szintjével, vagyis a rendezett (liquid
ordered — alacsonyabb viztartalmu) és rendezetlen (liquid disordered — magasabb viztartalmu)
fazisok aranyaval (57). A gerjesztési spektrumok felvételekor 300 és 420 nm kozott, mig az

emisszios spektrumok esetén 380 €s 600 nm kozott valtozott a hulldamhossz.

4.1.2. Membranfluiditas vizsgalata

A membranfluiditas vizsgalatdhoz az emisszids spektrum 410-540 nm kozotti
tartomanyanak 14 lecsengési gorbéjét (AL = 10 nm) vettiik fel, amelyekbdl 4 exponencialis
illesztéssel nyertiik ki az élettartam ¢€s pre-exponencialis értékeket. Az igy eldallitott tiszta
lecsengések szolgaltak a tovabbi paraméterek meghatarozdsanak alapjaul. Az elsé vizsgalt
paraméter az altalanositott polarizacié (GP), amely informacioét ad a spektralis (kék és vords

iranyu) eltolodasrol, ami Osszefliggésben van a membranba beépiild vizmolekuldk aranyaval

(58).
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A masodik vizsgalt paraméter GP sulypontjanak valtozasat jellemzd sebességi
komponens (Center of Gravity - CoG), amely az olddszer-relaxaciordl, vagyis a Laurdan koriili
membranban 1év6 vizmolekuldk forgasi mozgékonysagardl ad informaciot, amelyet gyakran a
membranviszkozitassal azonositanak. A harmadik vizsgalt paraméter pedig az emisszid
spektralis maximuman (450 nm) idébontott polarizacidés mérésekkel meghatarozott anizotropia
lecsengésbdl szarmaztatott rotacios élettartam (t,,;) ami pedig Laurdan molekulak foszfolipid
kettés rétegben vald mozgékonysagarol, azaz a membranban vald bezartsagardl nyujt
informaciot (59,60). Ezeknek a paramétercknek a kiilon-kiilon torténd interpretacioja a Laurdan
molekuldk membranban vald viselkedését jellemzik, Osszességében pedig a membran
fluiditasarol adnak informaciot. Megjegyzendd azonban, hogy a fluoreszcens spektroszkopiai
modszer nem alkalmas a plazmamembran szelektiv vizsgélatara, hiszen a belsé és kiilsd
membranrendszerek nem kiilonithetéek el egymastol, azonban a Laurdan molekuldk mindkét
membranrendszerben megjelennek (61). Eppen ezért a kapott eredmények kiértékelését

kvalitativ modon végeztiik el, a valtozas irdnyabol relativ kovetkeztetések vontunk le.

4.2. CAPS-kivaltotta akut kemonociceptiv reakcio modell

Vizsgalatainkban CAPS oldatot (20 pL, 30 pg/mL) cseppentettiink az allatok jobb
szemébe, majd egy ilivegkalitkaba helyezve Oket 1 percen keresztiil szamoltuk a szemtorlések
szamat (62). Az értékelésnél csak az egy manccsal torténd torléseket vettiik figyelembe, a
mosakodo, illetve két manccsal torténd mozdulatok kizarasra keriiltek. A CAPS oldat adasat a

kisérlet méasodik és harmadik 6rdjaban is megismételtiik.

4.3. RTX-indukalta termalis allodinia és mechanikai hiperalgézia modell

Az ultrapotens, szelektiv TRPV1 agonista RTX (20 pL, 0,1 pg/mL) jobb hatso talpba
injektalasaval akut neurogén gyulladdsos valaszt valtottunk ki, amelyben periférids
mechanizmusok révén termalis allodinia, komplex periférias és centralis mechanizmusok révén
pedig mechanikai hiperalgézia alakul ki (63). A mérést megeléz6en két egymast kovetd napon
kondicionald vizsgalatokat végeztiink a hokiiszOb meghatarozasara emelkedd homérsékletti
forro lap segitségével (Hot Plate, IITC Life Science, Woodland Hills, CA, Egyesiilt Allamok),
illetve a mechanikai fajdalomkiiszob meghatdrozasara Dinamikus Plantaris Eszteziométer
(DPA, Ugo Basile, Comerio, Olaszorszag) segitségével. A vizsgalat soran az RTX injektalasat
kovetéen a 10., 20., és 30. percekben hdkiiszob vizsgalat tortént, majd a 30., 60. és 90.

percekben mechanikai fajdalomkiiszob meghatarozasra keriilt sor (64).

14



4.3.1. Emelkedo homérsékletii forro lap (Hot Plate)

A vizsgalando6 allatokat egy melegithetd fém lapra helyeztiik, amelyre egy muiianyag
kalitkat illesztettiink. A kontroll vizsgalatok soran 35 °C-rdl inditva 12 °C/perc sebességgel
emeltiik a hdmérsékletet (maximum 53 °C-ig) addig, amig az allatok nocifenziv viselkedést
mutattak (hatso 1ab nyaldsa, felemelése, razasa), ekkor leallitottuk a késziiléket és feljegyeztiik
a hémérsékletet, amely megfelelt a hokiiszobnek. Az RTX adasat kovetden a mérést 25 °C-rol

inditva 12 °C/perc sebességgel végeztiik.

4.3.2. Dinamikus Plantaris Eszteziométer (DPA)

A vizsgalat soran az allatokat egymastdl elvalasztva, egymas felé atlatszatlan, de a
kisérletez6 felé atlatszo6 miianyag kalitkdkba helyeztiik egy réacsra, ahol az allatok szabadon
mozoghatnak. A DPA egy tompa véglh tlvel felszerelt tiikr6s manipulator, amelynek
segitségével pontosan az allat hatso talpparnajat stimulaltuk, igy fejtve ki mechanikai eréhatést
(max. 10 g, 2,5 g/s sebességii tii emelkedéssel). A mechanonociceptiv kiiszob elérésekor, vagyis
amikor az allat elharito reakciot mutat — tehat elhuizza a 1abat — a digitalis szamlalé megall és
az érték a kijelzOrél grammban leolvashatd. A mérések soran minden esetben az allatok jobb

labat vizsgaltuk, a bal 1ab dnkontrollként szolgalt.

4.4.Formalin-kivaltotta akut gyulladasos fajdalom modell

A modellben a TRPA1 aktivalé formalint (20 pL, 2,5 %) injektaltunk az egerek jobb
hatso ldbaba, majd a kialakul6d fajdalomreakcid (kezelt 1ab ragasa, nyaldsa, emelve tartasa,
razasa) idejét mértiik két fazisban, 0-5 perc kozott, valamint 20 és 45 perc kozott. Az elsd tazis
a TRPA1 receptorok kozvetlen kémiai ingerlése altal kozvetitett fajdalomhoz kotott, amelyet
egy 10-15 perc hosszusadgi fajdalommentes periodus kovet, majd a masodik fazisban a

periférias neurogén gyulladasos folyamatok tartjak fent a fajdalmat (65,66).
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4.5 Etikai vonatkozasok

A CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakcio vizsgalatahoz 12-16 hetes him
C57BL/6, mig az RTX indukalta termalis allodinia és mechanikai hiperalgézia, valamint a
formalin altal kivaltott akut gyullad4sos fajdalom modellhez azonos kort és nemii NMRI
egereket hasznaltunk. Az allatokat a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterdpiai Intézetének allathdzaban tenyésztettilk és tartottuk.
Vizsgalati moddszereink és eljarasaink minden tekintetben megfelelnek az allatkisérletek
végzésérol szold 1998/XXVIIL. szdmu kormanyrendelet eldirdsainak, valamint az Eurdpai
Parlament irdnyelveinek (2010/63). A Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozé
Etikai Bizottsaga a kisérleti protokollokat jovahagyta (Engedélyszam: BA02/2000-45/2020).
Minden kisérlet soran 4 csoportot alkalmaztunk, amelybdl kettd (fiziologias sooldattal/dimetil-
szulfoxiddal (DMSO) kétszer kezelt és anyaggal, majd fiziologias sooldattal kezelt)
kontrollként szolgalt a sziras okozta, illetve az anyag 6nallo hatasaként esetlegesen fellépd
fajdalom vizsgalatara. A statisztikai analizishez a két azon vizsgélati csoportot vettiik alapul,
ahol az allatok fiziologids sooldatot vagy anyagot kaptak elokezelésként, majd kezelésként
irritdns beadasa tortént. A Myr esetében még egy csoportot alkalmaztunk, ahol a DMSO
egyszeri és kétszeri adasat hasonlitottuk dssze annak érdekében, hogy a DMSO eldkezelés

okoz-e barmilyen szignifikans deszenzibilizal6 hatast az allatoknal.

4.6. Statisztikai analizis

Eredményeinket minden esetben atlag + SEM értékben adtuk meg, amelyek legalabb 6-
os elemszamu allatkisérletekbdl kertiltek kiszamitasra. A kiértékeléshez minden vizsgélat
esetén ismételt méréses kétutas varianciaanalizis (ANOVA — analysis of variance) modszert
hasznaltunk Bonferroni post hoc teszttel kiegészitve. Szignifikdnsnak tekintettiink minden
olyan eredményt, amely meghaladta a p<0,05-0s értéket. Az allatkisérletek statisztikai
analizis¢hez a GraphPad Prism 8 szoftvert hasznaltunk. A fluoreszcens spektroszkopiai
vizsgalatok soran 2-es elemszammal dolgoztunk, a mintdkat minden esetben Osszevontuk a

mérési eldirasoknak megfelelden, az adatokat pedig OriginPro 8.5 szoftverrel értékeltiik.
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5. EREDMENYEK

5.1. A lipid raftok integritasvaltozasanak vizsgalata a sejtmembran

polaritasara és fluiditasara

5.1.1. A szfingomielinaz és myriocin hatasa a membranpolaritasra

A membranpolaritas vizsgalatakor felvett gerjesztési (300-420 nm kozott) és emisszids
(380-600 nm kozott) spektrumok a 30 mU SMaz kezelés hatasara csak minimalisan valtoztak.
A 100 nM Myr kezelés azonban jelentdsen és a teljes hullimhossz tartomanyban megvaltoztatta
a gerjesztési és emisszios spektrumokat, amelybdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy megvaltozott
a membranpolaritas és a mikrokornyezet — zartabba valt a membran — a kezeletlen (kontroll)

mintahoz képest.

5.1.2. A lipid raft diszrupcié hatasa a membranfluiditasra

Az altalanos polarizacié meghatarozasdhoz a kezelt (30 mU SMéz, 100 nM Myr, 10
mM MCD és 100 pM C1) és kezeletlen mintakbol nyert fluoreszcencia lecsengés integralasaval
kapott intenzitasértékeket vettiik alapul, minden egyes esetben a sajat kontrollhoz hasonlitva a
kapott eredményeket. A Myr kivételével minden esetben megallapithatd, hogy a kezelés
hatasara a GP fliggvények értéke csokkent, ami a szinkép vords iranyba torténd eltolodasat
jelenti. A vords tartomany felé valo eltolodds pedig egyértelmii bizonyitéka a membran
rendezett (liquid ordered) allapotabol a rendezetlen (liquid disordered) fazisba valo atmenetnek,
vagyis az anyagok Kkisebb-nagyobb mértékben megvaltoztatjidk a membranok
mikrokornyezetét. A SMéz, Myr és C1 esetében a kezeletlen mintdkhoz képest emelkedést
tapasztalhatd a tcog értékekben, amely a spektralis eltolodas lassulasat jellemzi, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy bizonyos mértékben megndvekedett a membran mikroviszkozitasa.
Ezzel szemben az MCD esetén jelentds csokkenés latszik a zcoc értékében, ami egyértelmiien
gyorsabb olddszer-relaxaciot, vagyis csokkent mikroviszkozitast feltételez. Az oldoszer-
relaxacion tal vizsgaltuk a Laurdan molekuldk mobilitasi tulajdonsagat is, amelynek jellemzd
paramétere a trot, amit az idébontott anizotropia spektrumok felhasznéalasaval szamithatunk ki.
A rot értékeinek valtozasa informacidt ad a Laurdan membréanban vald forgési tulajdonsagairol,
vagyis, hogy mennyire van bezarva a molekula a membranban. A SMéaz, MCD ¢és C1 esetében
az értékek csokkentek a kontrollhoz képest, ami gyorsabb forgést, ezaltal a Laurdan molekulak
kisebb mértékli bezartsagat jelenti, azonban a Myr esetében ezzel ellentétesen emelkedés
tapasztalhatd, ami lassuld rotaciodt, ezaltal a membranban bezartabb Laurdan molekulakat

feltételez.
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5.2.8zfingolipid deplécio hatasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAI1

ioncsatornak aktivalhatésagara in vivo

5.2.1. A szfingomielinaz és myriocin hatasa a kapszaicin Kivaltotta akut

kemonociceptiv reakcioban

Az 50 mU SMaz eldkezelés hatisara szignifikdnsan csokkent a CAPS kivaltotta
szemtorlések szama a vizsgalat elsé oOrajaban a fizioloégias sooldattal eldkezelt
kontrollcsoporttal dsszehasonlitva. Az 1 mM Myr eldkezelés hatasara szignifikans csokkenést
mutattunk ki a DMSO-val el6kezelt csoportban a CAPS szembe cseppentését kovetden a
vizsgalat elsé €s masodik orajaban is. A DMSO egyszeri szembe cseppentése nem okozott

deszenzibilizald hatéast.

5.2.2. A szfingomielindz és myvriocin hatasa a reziniferatoxin (RTX) indukalta

akut termalis allodiniara és mechanikai hiperalégziara

Az RTX hataséara kialakuld termalis allodiniat a vizsgalat 10., 20. és 30. percében
szignifikansan csillapitotta az 50 mU SMaz elokezelés a fizioldgias sooldattal szemben.
Tovabbé a kialakulé mechanikai hiperalgézidra is szignifikdns hatast fejtett ki az SMaz a
vizsgalat 30. percében. Az 1 mM Myr-nal torténd elékezelés a DMSO-val elékezelt csoporthoz
viszonyitva szignifikansan gatolta az RTX hatdsara kialakuld hokiiszob csokkenést a 10. és 20.
percekben, azonban a 30. percben mar nem volt hatdsa, tovabba nem befolyasolta egyik
idépontban sem a kialakulé mechanikai hiperalgéziat. A DMSO egyszeri alkalmazisa nem

okozott deszenzibilizald hatast.

5.2.3. A szfingomielinaz és myriocin hatasa a formalin indukalta akut gyulladasos

7o

fajdalomra

Az 50 mU SMaz eldkezelés nem befolyasolta a formalin indukalta akut gyulladdsos
fajdalom I. fazisanak reakcididejét, azonban szignifikdnsan csokkentette a II. fazis id6tartamat
a fizioldgias sooldattal torténd eldkezeléssel Osszehasonlitva. Ezzel szemben az 1 mM Myr
eldkezelés nem befolyasolta egyik fazis idétartamat sem a DMSO elokezeléssel szemben. A

DMSO egyszeri alkalmazasa nem okozott deszenzibilizald hatast.
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5.3.Koleszterin _deplécié hatidsanak vizsgalata a TRPV1 é TRPAI

ioncsatornak aktivalhatésagara in vivo

5.3.1. A metil-B-ciklodextrin és a C1 karboxamido-szteroid hatasa a kapszaicin

Kivaltotta akut kemonociceptiv reakcioban

Az 15 mM MCD eldkezelés hatasara szignifikansan csokkent a CAPS kivaltotta
szemtorlések szama a vizsgalat els6 Orajaban a fiziologids sooldattal eldkezelt
kontrollcsoporttal dsszehasonlitva. A 100 uM C1 eldkezelés hatasara szignifikans csokkenést
mutattunk ki a fiziologias sooldattal elokezelt csoporttal szemben a CAPS szembe cseppentését

kovetden a vizsgalat elsd és masodik ordjaban is.

5.3.2. A metil-B-ciklodextrin é a C1 karboxamido-szteroid hatisa a

reziniferatoxin (RTX) indukalta akut termalis allodiniara és mechanikai

hiperalégziara

A 15 mM MCD elokezelés nem befolyésolta szignifikdnsan az RTX hatasara kialakulo
termalis allodiniat, sem pedig a mechanikai hiperalgéziat a fizioldgias kontrollcsoporttal
Osszehasonlitva. A 100 uM C1 az MCD-hez hasonléan nem volt hatdssal az RTX kivaltotta
hokiiszob csokkenésre, azonban szignifikdnsan csillapitotta a mechanikai hiperalgéziat a
vizsgalat 60. és 90. percében. Ebben a modellben megvizsgaltuk, hogy van-e dozisfiiggd hatasa
a Cl-nek a termalis allodinidra, ezért 500 uM-os koncentraciot is alkalmaztunk. Az 500 pM
Cl-nek azonban szintén nem volt befolyasold hatiasa a hokiiszob valtozasara, azonban

szignifikdnsan gatolta a mechanikai hiperalgézia kialakuldsat az 6sszes vizsgalt iddpontban.

5.3.3. A metil-B-ciklodextrin és a C1 karboxamido-szteroid hatisa a formalin

indukalta akut gyulladasos fajdalomra

A 15 mM MCD elékezelés nem befolyasolta a formalin indukalta akut gyulladdsos
fajdalom I. fazisanak reakcididejét, azonban szignifikdnsan csokkentette a II. fazis id6tartamat
a fiziologias sooldattal torténd elokezeléssel Osszehasonlitva. Az MCD-hez hasonldéan a 100
uM C1 eldkezelés sem befolyasolta az I. fazis iddtartamat, azonban szignifikansan csokkentette

a Il. fazis hosszusagat.
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6. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

A TRPV1 és TRPAI1 ioncsatorndk kiemelt fontossagliak szamos fiziologiai és
patofiziologiai folyamatban egyarant (16), mégis a gydgyszerkutatds szempontjabol a
neuropatids fajdalomban betoltdtt szerepilk a legfontosabb. Multimodalis receptor
tulajdonsaguk miatt rengeteg anyag képes befolydsolni a miikddésiiket, azonban a klasszikus
antagonista hatasu vegyiiletek fejlesztése sok problémaba iitk6zott a mellékhatasok miatt (67).
Egyediili készitményként a 8 % kapszaicin tartalmu tapaszt (Qutenza®) alkalmazzuk terdpidsan
ovsomort koveto, illetve diabetes-es neuropatia kezelésére (68). Ennek a készitménynek a
hatasmechanizmusa a TRPV1 receptor tartoés deszenzibilizalodasan alapul (69). Ugyan sokat
tudunk az ioncsatorndk miikodésérdl, de viszonylag kevés informéacionk van az 6ket koriilvevo

sejtmembrannal val6 kapcsolatukrol.

A membranok szervezettségének €s egyes fehérjék inhomogén elhelyezkedésének uj
megkozelitését nevezzikk a lipid raft elméletnek (36). A lipid tutajok meghatarozott
mikrodomének, amelyek koleszterinben, szfingolipidekben és gangliozidokban gazdagok (36)
¢s bizonyitottan funkciondlis egységet képeznek tobb ioncsatornaval, pl. AMPA glutamat
receptorral, GABA receptorral, nikotinos acetilkolin receptorral, TRP ioncsatornakkal — tobbek
kozott a PhD dolgozatom kdzéppontjaban allo TRPV1 és TRPAT receptorokkal - (41,42,51).
A lipid raftok befolyasolasa alternativ utat nyitott meg a farmakologiai vizsgalatokban,
amellyel mind a membranok mikrokodrnyezetét, mind pedig a benniik elhelyezkedd fehérjék
funkcionalis miikddését vizsgalni lehet. A membranok kornyezetének ¢és fluiditdsanak
kisérletes megkozelitésére alkalmas anyag a Laurdan fluoreszcens festék, amelynek gerjesztési
¢s emisszids spektrumainak valtozasabol kovetkeztethetiink a membran aktualis hidratalsagi
szintjére, vagyis a rendezett (liquid-ordered) és rendezetlen (liquid-disordered) fazisok aranyara
(56). Ezen tal az idébontott emisszids spektrum lecsengési gorbéjének jellemz6 paramétereivel
— GP, CoG és 1ot — jellemezhetjik a fluiditast (58-60). Kutatocsoportunk korabban
bizonyitotta, hogy a koleszterint depletald MCD ¢és C1 megvaltoztatja a sejtmembran
polaritasat (42,51). Jelenlegi vizsgalatainkban a szfingomielinek hidrolizisét végz6 SMaz €s a
szfingolipidek de novo szintézisét gatld Myr hatasait vizsgaltuk a membranpolaritas
valtozasara. A SMdaz esetében elhanyagolhatoan kis mértékli valtozas latszott a Laurdan
gerjesztési €s emisszios spektrumaban, a Myr esetében azonban jelentds véaltozas volt mindkét
spektrum esetében a teljes hullamhossz tartomdnyban. A Myr kezelésnél tapasztalt pozitiv
iranyu spektralis elmozduldas azt jelzi, hogy a Laurdan molekulak zartabb kdrnyezetbe keriiltek,

tehat a membrankornyezet jelentésen megvaltozott.
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A fluidités vizsgalata soran a GP értékek valtozdsa a SMaz, MCD és C1 esetében vords
iranyu eltolédast mutatott, amelybdl megallapithatd, hogy a membranrendezettség a
rendezetlenebb iranyba valtozott. Ez megallapitds dsszhangban van az egyéb moddszerekkel
végzett membranvizsgalatokkal (48). A Myr esetében a GP valtozas a tobbitdl eltérd, kék iranyt
eltérést mutatott, amely Osszhangban az el6z6 méréssel azt feltételezi, hogy a sejtmembran
rendezettebb fazisba keriilt. Ez a megfigyelés ellentétben all azokkal az Ujonnan kozolt
eredményekkel, ahol két foton mikroszkopia segitségével vizsgaltdk a Myr hatasait (70). 5
percig tartd 2,5 uM Myr kezelés hatasara a Laurdan GP értékének jelentds csokkenése volt
tapasztalhatd, azonban a szerz6k megjegyzik, hogy egyéb lipidomikai analizis soran emelkedett
glicerofoszfolipid szintet mértek, amelyek bizonyos mértékben kompenzaltadk a Myr hatasat
(70,71). Az eredmények kiilonbozOsége feltételezhetéen a koncentracio kiilonbségbdl (az
altalunk alkalmazott 100 nM vs. 2,5 uM), a kezelés idétartamabol (az altalunk alkalmazott 24
ora vs. 5 perc), illetve a modszer kiilonboz6ségébdl adodik, hiszen a mérések egyarant CHO
sejtek felhasznalasaval torténtek, azonban a két foton mikroszkopidval szelektiven a
plazmamembran vizsgalhato, mig a fluoreszcens spektroszkopia a sejt teljes

membranrendszerérdl ad informaciot.

A CoG értékek idébeli valtozasanak sebességébdl kdveztethetiink a Laurdant koriilvevo
csokkenés egyértelmli jele a gyorsabb oldoszer-relaxacionak, ami alacsonyabb
mikroviszkozitasra utal. A SMaz, Myr és C1 esetében azonban kisebb-nagyobb mértéki
novekedés volt tapasztalhatd a tcog értékekben a kezelés hatdsara, ami a spektralis eltolodas
lassulasat jelenti, vagyis megndvekedett mikroviszkozitdsra utal. A SMaz esetében a
megfigyelésiink magyardzata lehet, hogy a szfingomielinek hidrolizise sordn képzd6dd
foszfokolin és ceramid a membranban maradva lassitja az oldoszer relaxaciés folyamatokat
(72,73). A Myr esetében a fent emlitett glicerofoszfolipid képzddéssel jard folyamatok
allhatnak a hattérben (70,71), mig a C1 esetében a koleszterinhez hasonlo szerkezettel lehet
magyarazni az oldoszer relaxacio lassuldsat, ugyanis bizonyos szerkezeti hasonlésagok miatt

szubsztitudlhatja a koleszterint a membranban ezzel okozva a spektralis eltolddas lassulasat.
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A 1ot esetében azt tapasztaltuk, hogy a SMéaz, MCD ¢és C1 kezelés hatasara csokkentek
az értékek a kontrollokhoz képest, ami egy kevésbé bezart, tehat gyorsabban forgd Laurdan
molekulat jelent. A Myr esetében itt is ellentétes eredményt kaptunk, amely a Laurdan
bezartabb jelenlétére utal. A magyarazatot a SMaz esetében a szfingomielinek, illetve
foszfokolin és ceramid kozotti szerkezeti kiilonbségek adhatjak meg, a C1 esetében szintén a
szerkezetben keresendd a magyarazat, az MCD esetében a koleszterin zdrvanykomplexebe
vitele egyértelmli magyardzattal szolgal, mig a Myr esetében a glicerofoszfolipidek képzddése

magyarazhatja a megfigyeléseket.

A strukturalis-, és integritas-vizsgalatokon tul nagy jelentdséggel bir a lipid raftok
farmakologiai befolyasolhatésaganak ¢€s ezzel kiillonbozé receptorok ¢€s ioncsatornak
aktivaciojanak tanulmanyozésa, igy a TRP receptorok vizsgalata. Ugyan szamos kutatécsoport
foglalkozik a témaval, a kisérletekben tobbnyire in vitro modszereket alkalmaznak, és az
eredmények tobb esetben is ellentmondasosak. Kutatocsoportunk leirta, hogy a SMaz, Myr,
MCD ¢és C1 TRPVI és TRPAT gatlo hatasokkal rendelkezik in vitro TG tenyészeten, valamint
a receptorokat stabilan expresszaldé CHO sejtvonalon (41,42,51). Dolgozatomban ezt a gatld
hatast in vivo kiilonb6z6 akut fajdalom egérmodelljeiben vizsgaltam. Els6ként irtuk le, hogy a
szfingomielinek lebontasa, illetve a szfingolipidek de novo szintézisének gatlasa TRPV1 és
TRPA1 aktivacio gatld, ezaltal antinociceptiv hatdsokat kozvetit. A SMaz elokezelés hatasara
37 %-kal, mig a Myr el6kezelés hatasara 41 %-kal csokkent a szemtorlések szama a CAPS-
kivaltotta akut kemonociceptiv reakcidoban az elsé 6raban. Tovabba a Myr a masodik éraban is
hatékonynak bizonyult (32%-o0s csokkenés), amihez hozzajarulhat a hosszan tarté és komplex
hatasmechanizmusa is (74). Kisérleteinkben bizonyitottuk azt is, hogy a SMaz elékezelés
szignifikansan csokkenti az RTX altal kivaltott, foleg perfiérids mechanizmusokon alapuld
termalis allodiniat, illetve a periférias €s centralis mechanizmusokat is magéaba foglalo
mechanikai hiperalgéziat (63). Ezzel szemben a Myr csak a hdékiiszob csokkenését tudta
csokkenteni. A TRPA1-et aktivalo formalin esetében a jellemz6 kétfazist reakcioban (65) az
elsd fazis idétartamat — amely a receptorok kozvetlen kémiai ingerlésének eredményeként jon
1étre - egyik anyag sem volt képes befolyasolni, azonban a masodik fazis idejét — amelyet
periférids neurogén gyulladdsos mechanizmusok tartanak fenn - a SMdaz a kontrollcsoporthoz
viszonyitva 64 %-kal leroviditette, a Myr azonban csak gyenge biologiai hatast mutatott, amely

valdsziniileg az alkalmazott oldoszernek, a DMSO irritans hatasanak az eredménye.
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Kutatocsoportunk bizonyitotta, hogy MCD el6kezelés hatdsira a CAPS szembe
cseppentésére kialakul6 szemtorlések szama 32 %-kal csokkent, valamint a formalin indukalta
TRPA1 aktivacio altali fajdalomreakcidé masodik fazisba 51 %-kal rovidilt a
kontrollcsoporthoz  viszonyitva. Az RTX altal kivaltott komplex mechanizmusu
fajdalommodellben egyik paraméter csokkenésére sem fejtett ki szignifikdns gatld hatast az
MCD. Az MCD széles korben alkalmazott vegylilet a lipid raft kutatasban, azonban a
vizsgalatok szinte kivétel nélkiil in vitro rendszerekben zajlottak (40,41). Néhany allatkisérletes
bizonyiték van az MCD és egyéb ciklodextrinek (pl. RAMEB) hatasara (52,54). A sajat
kutatdsom szempontjabol kiemelendd Lin és munkatarsai munkéja, amelyben az MCD RTX-
indukalta mononeuropatia egérmodelljében kifejtett hatasait irjak le (53). A szerz6k kiemelik,
hogy a TRPV1 gatlo hatasban feltételezhetéen a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfat és a

prosztataspecifikus savanyu foszfataz is szerepet jatszik (53).

Korabbi in vitro eredményeinkre alapozva (42,50,51) igazoltuk, hogy a C1 in vivo is
képes gatolni a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivacidjat, ami antinociceptiv hatést
eredményez. C1 elkezelés hatasara a CAPS altal kivaltott szemtorlések szama 45 %-kal
csokken az elsé oraban, illetve 26 %-kal a masodik 6raban a kontrollcsoporthoz viszonyitva.
Bar a C1 nem tudta befolyasolni az RTX indukalta termalis allodiniat, de jelent6sen gatolta a
mechanikai fijdalomkiiszob csokkenését. A TRPA1-et aktivalo formalin hatasara kialakuld
akut gyulladasos fajdalomreakcidban a tobbi anyaghoz hasonloan csak a masodik fazis idejét
csokkentette 36 %-kal a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Szamos szteroid szerkezettel
rendelkez6 vegyiiletrdl irtdk le, hogy képesek befolyasolni a TRP ioncsatorndk funkciojat. A
dehidroepiandroszteron csokkenti a CAPS altal kivaltott &ramokat primer szenzoros neuronon
(75), azonban a pontos mechanizmus nem ismert, igy a szerzok feltételezik a lipid raftok
befolyéasolasat is. A pregnenolon-szulfat, pregnanolon, pregnanolon-szulfat, progesteron és
dihidrotesztoszteron 1-2 perces latenciaidével gatolta a TRP Canonical 5 (TRPCS) ioncsatorna
aktivaciojat, azonban a 17-B-0sztradiol és dehidroepianroszteron-szulfat gyenge gatld hatassal
birt. Ebbdl a vizsgalatbol egyértelmiien levonhat6 az a kdvetkeztetés, hogy az egyes szteroid
vegyiileteknél kiemelt fontossagu a sztereo-szelektivitas (76). Kutatocsoportunk bizonyitotta,

hogy az Osztradiol a tropomiozin receptor kinaz A medialta utvonalon szenzitizalja a TRPV1-
et (77).
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Eredményeink bizonyitjak, hogy mind a szfingolipidek, mind a koleszterin deplécidja a
lipid raftokbol hatékonyan gatolja a TRPV1 és TRPAI ioncsatornak miikodését in vivo
allatkisérletekben. Bar a pontos hatdsmechanizmus jelenleg nem ismert, feltételezhetd, hogy a
lipid raftok integritdsanak megbontdsa a receptorok membranban elfoglalt helyzetének
megvaltozasaval jar, amely bizonyos kotOhelyek elfedését okozza ezaltal gatolva az
ioncsatornak aktivaciojat. Ezt a feltételezést erdsitik a kutatdcsoportunk korabbi vizsgalatai is
(41), amelyekben leirtak, hogy a CAPS és RTX altal kivaltott aktivacio eltéré modon gatolhato
a lipid raftok karositasaval, a TRPV1 receptort expresszalo CHO sejteken, illetve primer
szenzoros neuron sejtkultiran, aminek a hatterében a kotdhelyek szempontjabol kritikus

aminosavak pozicioi, valamint a receptor-expresszié mértéke is szerepet jatszik.

Tovabbi potencidlis mechanizmus lehet a C1 esetében, hogy szerkezete bizonyos
elemekben hasonlit a koleszterinhez, és a koleszterinrdl leirtak, hogy a koleszterin felismerd
aminosav motivum-on (cholesterol recognition amino-acid consensus motif — CRAC) keresztiil

kozvetleniil is képes gatolni a TRPV1 CAPS, ho és fesziiltség altal kivaltott aramait (78).

7. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

PhD munkam soran célul tiztem ki a lipid raft karosité hatasi SMaz, Myr, MCD ¢és C1
sejtmembran paraméterckre kifejtett hatasanak vizsgalatat in vitro, valamint a potencialis
antinociceptiv hatds vizsgalatdit TRPV1-et és TRPA1-et aktivalo akut fajdalommodellekben

egérben. Kisérleteink soran az aldbbi 0j eredményeket irtuk le:

1. Mind a négy lipid raft karositd6 anyag megvaltoztatja a membran jellegzetes
paramétereit — membranpolaritds, GP, tcoc €s ot értékeket. A MCD
egyértelmilen csOkkentette az 0Osszes paraméter értékét, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a membranfluiditas megnétt. A SMaz, Myr és Cl
esetében az értékek valtozdsa inkdbb a membranfluiditas csokkenésére utal.

2. A szfingolipidek depletalasa 50 mU SMaz-zal vagy 1 mM Myr-nal in vivo
antinociceptiv hatidsokkal bir a TRPV1 és TRPAI1 aktivacidjanak gatlasan
keresztiil.

3. A koleszterin deplécidja 15 mM MCD-vel, illetve 100 uM vagy 500 pM C1-el
gatolja a TRPV1 és TRPAI aktivacidjat in vivo ezaltal kozvetitve analgetikus
hatast.
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Formalin-
CAPS-kivaltotta RTX-indukalta | . ,
RTX-indukalta indukalta akut
akut mechanikai ,
Anvag | temdlisaliodini || gvulladisos
€monocicepcio 1peraigezia fa_] dalom
10. perc ****
50 mU SMaz 1. Ora **** 20. perc **** 30. perc *** I1. fazis ****
30. perc ***
1. Ora *** 10. perc ***
1 mM Myr nsz nsz
2. 06ra* 20. perc **
15 mM MCD 1. 6ra * nsz nsz II. fazis ****
1. ()ra Fkokok 60. erc ** .
100 uM C1 nsz P II. fazis **
2. 6ra * 90. perc *
30. perc ****
500 uM C1 nv nsz 60. perc **** nv
90. perc *

In vivo eredmények osszefoglalasa. Nsz: nem szignifikans, nv: nem vizsgaltuk. A szignifikanciaszintek:
*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Vizsgalataink megerdsitik azt a feltételezést, hogy a TRP receptorok miikodését
befolyasold — elsésorban a TRPV1 — antagonistak fejlesztési kudarcai miatt sziikség van az
ioncsatornak  mukodésének  befolydsolasat célzo  alternativ. megoldasok  kutatasa.
Kutatdcsoportunk fontosnak tartja a lipid raftok és TRP receptorok kdzotti hidrofob interakciok
farmakologiai vizsgalatat, hiszen ezek a késdbbiekben, mint potencidlis gyodgyszercélpont
hozzajarulhatnak 0j hatasmechanizmusu — elsésorban topikalis alkalmazast — készitmények

fejlesztéséhez.
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