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Altalinos bevezetés

1. Fajdalom, neurogén gyulladas és a kapszaicin-érzékeny peptiderg idegek

“A fajdalom kellemetlen szenzoros és emocionalis ¢élmény, amely tényleges vagy potencialis
szovetkarosodassal jar" [1]. Ezért fontos figyelmeztetd és védekez6 mechanizmus egyben, de a
hosszabb ideig fennallo fijdalom kronikussa vélhat, és negativan befolyasolja a betegek
¢letmindségét [2]. A fajdalom lehet nociceptiv fajdalom, amely altaldban gyulladasos
betegségekkel jar egyiitt, példaul iziileti gyulladéassal [3], vagy neuropatids fajdalom, amely
idegkarosodassal tarsul, mint példaul a cukorbetegség [4]. A gyulladas a szervezet valasza a
karos ingerekre, példaul fert6zésre és szovetkarosodasra, amely fontos a homeosztazis
helyreallitdsa szempontjabol. A tartésan fennalldo gyulladds krénikus fajdalomallapotokhoz
vezet ¢€s kronikus gyulladasos betegségeket okoz [5]. A gyulladdsos vélasz Osszetettségét a
sejttipusok széles skaldja kozvetiti, beleértve az immunsejteket, neuronokat és nem neurondlis

sejteket [6].

A fajdalom mint inger aktivalja a gyulladasban részt vevd periférids nociceptiv szenzoros
neuronok egy alosztalyat, amelyeket "kapszaicin-érzékeny érzdidegvégzodésekként" irnak le,
mivel a chilipaprika csipds Osszetevije, a kapszaicin aktivalja oket [7]. Az aktivaciot a
Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 1 (TRPV1) kozvetiti. A TRPV1 kiilonb6z6 fizikai és
kémiai ingerek, példdul 43 °C feletti hdmérséklet, savas extracellularis koriilmények (pH <6)
¢s vanilloidok hatasara is aktivalodhat [8]. Ezenkiviill megéllapitottak, hogy ezeket a
kapszaicin-érzékeny afferenseket a TRPV 1-gyel egylittesen expresszalodd Tranziens Receptor
Potencial Ankyrin 1 (TRPA1) ioncsatornak is kivalthatjdk [9]. Aktivacié sordn a TRPV1-en
keresztiil Ca** és Na* ionok bearamlaa indul el, ami az idegvégzédés depolarizaciojidhoz és
akcios potencidl kialakulasdhoz vezet. A nocicepcid mellett a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzddések ugynevezett "neurogén gyulladast" indukdlnak, amelyet olyan pro-
inflammatorikus neuropeptidek kozvetitenek, mint a tachykininek és a kalcitonin gén rokon
peptid, amelyek vazodilataciot és plazmaextravaziét okoznak. Ezek a neuronok olyan
neuropeptideket is felszabadithatnak, mint a szomatosztatin, amely a gyulladasos
mediatorokkal egyiitt lokélis és szisztémas gyulladdscsokkentd hatast fejt ki, ezt a jelenséget

definialhatjuk "szenzokrin" funkcionak.



A jelenlegi terapidk, beleértve a nem-szteroid gyulladascsokkentdket, az opioidokat, az
adjuvank analgetikumokat, példaul az antikonvulziv szereket és antidepresszansokat, a helyi
fajdalomcsillapitokat, példaul a lidokaint és a kapszaicint, korlatozott hatékonysagtiak és szamos
mellékhatassal jarnak. Ezért oriasi sziikség van 1j, eltérd hatdsmechanizmussal rendelkezd

gyogyszerek kifejlesztésére.

2. TRPA1 és TRPV1 ioncsatornak a fajdalomban és a tumorban

A TRPA1 ¢és TRPVI ioncsatorndkat leginkabb az érz6 neuronokban nociceptorként és
kemoszenzorként kifejtett hatasuk miatt tanulményoztdk. Mindkét csatorna a kis Ad- és a
myelinhiively nélkiili szenzoros C-rostokban expresszalodik, ahol a fajdalmat és a neurogén
gyulladast kozvetitik [12]. A TRPV1 nagymértékben expresszalodik a nociceptorokon, ezért a
neuropatids ¢és gyulladdsos fijdalomban betoltott szerepe a TRP-csatorndk koziil intenziv
érdeklddésre tarthat szamot. Emellett a TRPAI-r6l megéllapitottak, hogy gyulladasos
koriilmények kozott gyulladdsos mechanikai hiperalgéziat, valamint hideg hiperalgéziat kdzvetit

[13], [14].
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neuronalis sejtekben, példaul szinoviocitdkban, kondrocitdkban, tiidohamsejtekben és
simaizomsejtekben [15], [16]. Ezen tulmenden ezek az ioncsatorndk nagymértékben
expresszalodnak kiilonbozé daganatokban, példaul a TRPV1 expresszidjat igazoltdk human
hasnyalmirigyrakban és az emberi sz4jnyalkahartya laphdmsejtes karcindmajaban, prosztata
karcinomédban ¢és emldrakban [17]. A TRPA1 nagymértékben expresszalodik olyan
daganatokban, mint a hasnydlmirigy adenokarcindma, az orrgarat karcindma ¢és a

prosztatardkhoz kapcsolodo fibroblaszt sejtkultirdkban.

Jol ismert, hogy mind a TRPA1, mind a TRPV1 aktivacidja Ca>* bearamlasat indukalja a
sejtekben. Ez aktivalja a Ca**-fiiggé jelatviteli ttvonalakat, példaul a mitogén-aktivélt protein-

kin4z/extracellularis szignal szabalyozott kindz és a foszfatidil-inozitol-3-kindz/Akt protein-
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3. Szomatosztatin receptor 4

A szomatosztatin, mas néven szomatotropin-felszabadulast gatlé faktor egy neuropeptid,
amely 14-28 aminosavbdl allo aktiv formaiban az egész szervezetben kifejezddik, és tobbféle
bioldgiai hatassal rendelkezik a kiilonb6zd sejtekben €s szervekben. A szomatosztatin sajat,
membranhoz kotott gatlé Gi -kapcesolt receptorain (SSTi, SST2, SST3, SST4, SSTs) keresztiil
fejti ki hatasat. Az SST4 receptor kozvetiti endokrin hatdsok nélkiill az antinociceptiv és
gyulladascsokkentd hatasokat. A szomatosztatin receptor aktivalasa gatolja az adenil-ciklaz

enzimet, ami viszont csdkkenti a cAMP és az intracellularis Ca®" szintet, ami a sejtproliferacio
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Kutat6écsoportunk kimutatta, hogy a szomatosztatin az aktivalt kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzddésekbdl a szisztémas keringésbe keriil, ahol gyulladdscsokkentd és
fajdalomesillapité hatast fejthet ki [7], [19]. Mind az SST>, mind az SSTs4 receptor
expresszalodik a fajdalom jelatviteli utvonalakban, és részt vesz a szomatosztatin altal kivaltott
analgézidban [20]. Mindazonaltal az SST> aktivalasa szdmos mellékhatassal jar, mint példaul a
novekedési hormon felszabaduldsanak gatlasa [21], [22] és az inzulinszekrécio [23]. Szamos
tanulmany szamolt be az SSTs jelentdségérdl, mint az Uj, endokrin hatds nélkiili
gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapito terapia potencidlis célpontjardl. A szomatosztatinnak
azonban nagyon rovid a felezési ideje, igy gyogyszerfejlesztésre alkalmatlan. Ezért jelenleg

nagy erdfeszitések tesznek egy hosszabb felezési idejii, szelektiv SSTs-agonista kifejlesztésére.

4. CELKITUZESEK

Ez a disszertacid harom kiilonb6z0 vizsgalatot tartalmaz, amelyekben altalanosan hasznalt in
vitro sejtes vizsgéalatokat alkalmaztunk a kiilonb6z6 szintetikus vegyiiletek fajdalomra és
tumorra gyakorolt toxicitasa és/vagy hatékonysdga mogott allé komplex mechanizmusok

vizsgélatara és megértésére. Doktori munkam f6 céljai a kovetkezok voltak:

I. Az 1 retinsav-szarmazékok citotoxikus és  genotoxikus potencidljanak
(biztonsagossaganak) in vitro értékelése, mint elozetes vizsgalat a TRPV1 és/vagy

TRPAT ioncsatornakat aktivalo képességiik jovobeli vizsgalataihoz.



II. A TRPAI1, TRPV1 expresszidjanak ¢és funkcidjanak (agonistdik hatdsara) vizsgalata
egér és human osteosarcoma szovetekben és K7M2 osteosarcoma sejteken potencialis
Uj terapias célpontok meghatarozasa érdekében.

III. Az SST4 receptor aktivacidjanak és cAMP-hoz kapcsolodo jelatvitelének vizsgalata a
csoportunk altal szabadalmaztatott potencialis 0j analgetikus és gyulladascsokkentd
jeloltekkel, amelyekrdl feltételezték, hogy az SSTs receptoron keresztiil hatnak,

Osszehasonlitva két referencia SST4 agonistaval, a J-2156 és a TT-232-vel.

I. Uj difenil-acetilén alapu retinoidok altal kivaltott DNS-karosodas kinai horcsog ovarium

sejtekben

1. Bevezetés

Az all-transz-retinsav (ATRA), az A-vitamin aktiv metabolitja, fontos szerepet jatszik a
sejtdifferencidlodasban, a proliferacidban €s az embrionalis fejloédésben. Ezért Snmagaban vagy
fenntartd terapiaként alkalmazzak kiillonboz6 borbetegségek kezelésében ¢és tumorellenes
gyogyszerként. Az ATRA azonban hajlamos az izomerizéciora és oxidaciora, ami
befolyasolhatja aktivitasat és szelektivitasat. E problémak lekiizdéséhez stabilabb szintetikus
szarmazékokra van szilikség, amelyek alacsonyabb toxicitast gyodgyszeripari hatéanyagként

potencialisan értékes alternativakat kinalnak.

A retinoidok sulyos mellékhatasprofilja korlatozta klinikai alkalmazasukat, kiilondsen
szisztémas alkalmazasukat. Ezenkiviil a retinoidok genotoxicitdsa is vizsgalat targya.
Kiilonb6zd retinoidok, koztiik a 13-cisz-retinsav, kromatid-cserét okoztak human diploid
fibroblasztokban [24]. Ezenkiviil a retinol kromoszoma-aberracidokat idézett elé6 human
limfocitakban [25], és egyszalu DNS toréseket, fragmentaciot €s oxidativ DNS-karosodast
okozott tenyésztett Sertoli-sejtekben [26], [27]. Az ATRA ¢és egy szteroid analég EA-4 kettOs
szalit DNS-fragmentaciot indukalt C2C12 egérsejtekben és HL-60 human akut myeloid
leukémia sejtekben [28].

A stabilitas novelése érdekében 0j difenilacetilén-alapi ATRA-szarmazékokat szintetizaltak

tobb szerkezeti varidcioval. A DC360 lathato fény hatasara fluoreszkal, a DC324 egy nem aktiv



fluoreszcens retinoid [29]. Az EC23, DC525, DC540, DC645 és DC712 fokozott receptorkotd
képességgel €s bioaktivitassal rendelkezik [29]-[31]. Ezek a szintetikus szarmazékok nagy
potenciallal rendelkeznek, mint terapias szerek szamos daganatos és neurodegenerativ

betegségben, beleértve az amyotrofias lateralis szklerézist [32].

2. Modszerek
2.1 Sejttenyé€sztés
2.2 ATP-sejt-¢letképességi vizsgalat
2.3 Comet-teszt (Egysejtes gélelektroforézis)

2.4 Statisztikai elemzés és az adatok bemutatasa

3. Eredmények

A citotoxicitas néhany genotoxicitasi vizsgalatban hamis pozitiv eredményekhez vezethet. Ha
egy vegylletet nagy koncentracidban vizsgalunk, egy nem genotoxikus szer DNS-
fragmentaciot €s sejthalalt okozhat, ezért vizsgdlatunkban nem citotoxikus koncentraciot
vélasztottunk a difenilacetilén alapti retinoidok DNS-kérosodasra gyakorolt kozvetlen
hatasanak vizsgalatdhoz. A vizsgalt (100 nM-10 uM) koncentraciokban az ATRA és a
szintetikus analégok nem csokkentettek a sejtek ¢€letképességét, kivéve a DC324-et, amely
statisztikailag szignifikans viabilitds csokkenést okozott. Az életképesség-gatlas azonban csak
13%-o0s volt, ami kevesebb, mint a comet-tesztre vonatkoz6 éltalanosan elfogadott irdnyelv,
amely 25%-o0s kéarosodast fogad el mint kiiszob érték a hamis pozitiv eredmények elkertilése
érdekében. Tehat valamennyi vegyiiletet tovabb lehetett vizsgalni a genotoxicitast vizsgald

comet-teszttel.

Vizsgalatunk azt is kimutatta, hogy az 0sszes szintetikus ATRA-szdrmazék az ATRA-hoz
hasonlé DNS-kérosité hatast okozott, de a leginkabb hidrofob vegytiletek, a DC324, DC360 és
EC23 toxikusabbak voltak az ATRA-nal, kiilondsen a magasabb koncentraciokban. Ezeknek a
vegyiileteknek magas log P szerkezetiik van, ezért erdsebb off-target kolcsonhatasokat
mutathatnak mas fehérjékkel és DNS-sel. A DC360 valtotta ki a legerésebb genotoxikus hatast
a tobbihez képest, ami a dihidrokinolin hidroféb régio jelenlétével magyarazhatd, amely

bizonyos koriilmények kozott a sejtkomponensekkel szemben is reaktiv lehet.



4. Kovetkeztetés

Ez a vizsgélat azt mutatja, hogy az 1j szintetikus difenilacetilén-alapt ATRA-analogok nem
citotoxikusak, de DNS-fragmentaciot €s migraciot valtanak ki DNS-szalszakaddsok miatt, ami
genotoxicitashoz és genom-instabilitadshoz vezethet. A mi fluoreszcens vegyiiletiink, a DC360
indukalja a legkifejezettebb DNS-karosodast. Ugy véljiik, hogy ezek a vegyiiletek retinoid
receptorfliggetlen genotoxicitdst mutatnak, €s ezt figyelembe kell venni a késobbi fejlesztések
¢s alkalmazasok soran. Tovabbi vizsgalatokra van sziikség a mogottes molekularis
mechanizmusok azonositasahoz és e vegyiiletek komplex bioldgiai aktivitdsanak tisztazadsdhoz.
Jol megfigyelhetd, hogy a retinoidok helyi alkalmazéasa gyakran sulyos helyi irritdcidhoz,
viszketéshez vezet [33], [34]. Emellett a szisztémésan alkalmazott retinoidok csontfijdalmat és
sulyos fejfajast is okoznak [33], [35]. A legljabb vizsgalatok arrdl szamoltak be, hogy a
retinoidok szelektiven szenzitizaljadk a TRPV1 ioncsatornat és szenzoros tulérzékenységet
okoznak [36]. Tovabba a LE135 szelektiv RAR receptor antagonista aktivalta mind a TRPAI,
mind a TRPV1 ioncsatorndkat, és fajdalommal kapcsolatos viselkedést valtott ki [37]. A
legijabb tanulményok arrél szamoltak be, hogy a TRP ioncsatorndk kiilonbozo tagjai fontos
szerepet jatszanak a sejtkdrosodashoz vezetd oxidativ stresszben. A TRPV1 Gsszefiiggésbe
hozhat6 az oxidativ stressz altal kivéltott fajdalommal és neuronalis karosodassal [38]. Igy a
TRPV1 ¢és TRPAI1 csatorndk aktivalasanak vizsgalata, mint e hatds és a retinoidokkal
kapcsolatos irritaciok és fajdalmas mellékhatdsok lehetséges molekularis mechanizmusanak

vizsgalata jovobeli kutatasainkban szerepel.

II. A TRPAI1 ioncsatornak funkcionalis expresszioja egér K7M?2 oszteoszarkoma sejtekben

1. Bevezetés

Az oszteoszarkdéma a leggyakoribb primer rosszindulati csontdaganat, amely heterogén és
elkeriilhetetlentil kapcsolodik a mikrokdrnyezetéhez, amely kozvetiti a tumorsejtek talélését és
novekedését [39]. A kutatds és a klinikai kezelés terén elért fejlodés ellenére az attétes
osteosarcoma betegek tulélési ardnya még mindig 20% alatt van [39], [40]. Olyan 11j szerekre
van sziikség, amelyek képesek elnyomni az oszteoszarkoma sejtek novekedését és novelni a

tulélést, hogy terapias elényoket nyudjtsanak.



Szadmos tanulmany irta le, hogy mind a TRPV1, mind a TRPA1 ioncsatornék fontos szerepet
jatszanak a tumor progresszidjaban. Eddig azonban egyetlen tanulmény sem azonositotta a
TRPA1 funkciondlis expresszidjat és/vagy intracellularis lokalizacidjat oszteoszaromaban.
szabalyozasaban is fontos, de nincs elegendd adat a TRPV1 funkcionalis expressziojara és

lokalizaciojara vonatkozdan az oszeoszarkdéma esetében.

2. Modszerek
2.1 Sejttenyésztés, egér oszteoszarkoma modell, human oszeoszarkdéma mintadk
2.2 RNS izolalas és polimeraz lancreakcio (PCR) gélelektroferizis
2.3 Szovetgylijtés, valamint minta- és sejtelékészités az RNAscope vizsgalathoz
2.4 RNAscope
2.5 Radioaktiv 45Ca2+ felvétel kisérletek K7M2 sejteken
2.6 ATP sejt-életképességi vizsgalat

2.7 Statisztikai elemzés és az adatok bemutatasa

3. Eredmények

Azt talaltuk, hogy az AITC Ca?" bearamlast indukal a K7M2 sejtekben, és dozisfiiggé modon
csokkenti az életképességiiket, ami a TRPAI1 funkcionalis kifejez6dését mutatja, ahol az
aktivacié altal kivaltott hatds Ca’*-kozvetitett mechanizmusokon keresztiil feltételezhets. A
TRPA1 antagonista HC-030031 részben visszaforditotta mind a Ca®" bearamléast, mind a sejtek
¢letképességének csokkenését. Ezek az eredmények Osszhangban vannak a kordbban leirt
eredményekkel, amelyek szerint az AITC nagy dozisa csokkentette a sejtek életképességét,
novelte a DNS-karosodast és gatolta a sejtmigraciot. Eredményeink azt mutatjak, hogy az AITC

gatolhatja az oszeoszarkoma sejtek tal¢lését a TRPA1-fliggd utvonalon keresztiil.

Azt is megallapitottuk, hogy a 48 oOrds kapszaicin kezelés jelentds koncentraciofiiggd
¢letképesség-csokkenést okozott a K7M2 sejtekben. A kapszaicin azonban nem volt hatassal a
Ca®" bearamlasra. A TRPV1 antagonista kapszazepin nem volt képes megsziintetni a sejtek
¢letképességének kapszaicin-okozta csokkenését. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a
kapszaicin TRPV1-fiiggetlen ttvonalakon keresztiil fejti ki citotoxikus hatasat ezekre a

sejtekre.



4. Kovetkeztetés
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oszteoszarkémaban, valamint ezen ioncsatornaknak a tumoros sejtek életképességét csokkentd
potencialjarél. Azt is bizonyitottuk, hogy a TRPV1 expresszidja az oszteoszarkomaban
alatdmasztja azokat a korabbi eredményeket, amelyek a kapszaicin huméan oszteoszarkéma
sejtekre gyakorolt citotoxikus hatdsara utalnak. Azonban receptor miikodését csak az egér
K7M2 sejtvonalban vizsgaltuk, amely nem rendelkezik az sszes oszteoszarkoma jellemzdvel,
ezért nehéz hatdrozottan arra kovetkeztetni, hogy a TRPA1 agonistaknak potencidlis terapias
alkalmazasai lehetnek. Az oszteoszarkéma azonban rendkiviil rosszindulati daganat, amely
rezisztens a terapidval szemben és rossz progndzisu, igy a TRPA1 modulédladsa igéretes

molekularis eszk6z lehet a tovabbi szélesebb korii vizsgalatokhoz.

II. Uj fajdalomesillapité és gvulladiascsokkenté svogyszerjeloltek tesztelése az SSTa
receptoron és a cAMP jelatviteli uton

1. Bevezetés

Kutatocsoportunk a TT-232 szintetikus heptapeptid agonista hatdsat mutatta ki az SSTs
receptoron. A TT-232 az SSTi és SST4 receptorokhoz kotddik, amelyek mind az
immunsejteken, mind a primer szenzoros neuronokon taldlhatok [11], [41]. A TT-232
intravénds beadéasa antinociceptiv hatast mutatott, amelyet az oktreotiddal nem figyeltek meg
[10]. Emellett a TT-232 csokkentette a mechanikus hiperalgéziat diabéteszes neuropatidban
[42] és artritisz modellekben [11]. A J-2156 egy ismert erds és szelektiv nem-peptid SST4
szuperagonista csokkentette a nozifesziv viselkedést a formalin teszt masodik fazisdban, az
ildideg ligacio altal kivaltott neuropatias mechanikai hiperalgéziat és az adjuvans altal kivaltott
kronikus gyulladdsos mechanikai allodiniat [43]. A J-2156 csokkentette a pro-inflammatorikus
neuropeptid felszabadulast a peptiderg szenzoros neuronokbodl, és mérsékelte a neurogén és
nem neurogén gyulladast kronikus arthritisz modellben [44], [45]. SOt, az SST4 knockout
egerek sulyosabb neuropatias hiperalgéziat és gyulladdsos fajdalmat mutattak a vad tipusa
tarsaikhoz képest [46]. Ezért az SSTs-et a gyulladas és a kronikus fajdalom kezelésére szolgald
uj gyogyszerjeloltek kifejlesztésének egyik érdekes célpontjdnak tekintik.



Egyértelmii, hogy az SSTs igéretes célpont a gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapito
gyogyszerek fejlesztéséhez. Csoportunk 1j pirrolo-pirimidin molekuldkat szintetizalt és
szabadalmaztatott (vegyiilet 1-4), és kimutatta, hogy a J-2156-hoz hasonldan ezek a vegyiiletek
a nagy affinitdsu kotdzseb aminosavaival kdlcsonhatasba Iépnek, és G-protein aktivaciods
tesztben hatasosak voltak. Ezenkiviil e vegyiiletek egyszeri oralis alacsony dézisti beadasa
gatolta a kronikus neuropatidas mechanikai hiperalgéziat egerekben [47]-[49]. Jelen
disszertacidban ezen vegyiiletek SSTs-hez vald kotddési adatait mutatjuk be az SSTs-et
expresszalo CHO sejtekben a cAMP szint gatlasdval. Az 01 pirrolo-pirimidin vegyiileteinket a
referencia agonistakkal, a J-2156 és TT-232-vel 0Osszehasonlitva teszteltiilk, tovabba a

lehetséges szelektiv SSTs-hatast a CHO-SST; sejteken valo hatas kizarasaval teszteltiik.

2. Médszerek
2.1 Sejttenyésztés és kezelések
2.2 cAMP-akkumulécios vizsgalat

2.3 Statisztikai elemzés és az adatok bemutatasa

3. Eredmények

A J-2156 és a TT-232 az SSTs-et expresszalo CHO-sejtekben a cAMP-termelés dozisfiiggd
gatlasat mutatta 10 pM - 10 uM koncentracid tartomanyban. A pirrolo-pirimidin molekuldk
altal kivaltott dozis-hatason alapuldo cAMP-gatlas vizsgéalata azonban azt mutatta, hogy ezek az
Uj ligandumok nem képesek gatolni a cAMP-t az SSTy4-et expresszald CHO sejteken. Ezen
talmendéen a cAMP-gatlast nem figyeltik meg egyik referencia- vagy vizsgalt vegyiilet
esetében sem az SSTr-expresszdldo CHO-sejteken, ami az SSTs-re vald szelektivitasukat

bizonyitja.

4. Kovetkeztetés

Sikeresen felallitottuk és validaltuk az SST4 receptor aktivaciot a cAMP in vitro mérésén
keresztiil, amelyet laboratoriumainkban tovabb lehet folytatni az j SST4 agonistak mint
fajdalomcsillapitd ¢és gyulladascsokkentd jeloltek sziirésére, mas SST receptorok 4altal
kozvetitett mellékhatasok nélkiil. A J-2156 és TT-232 referencia vegyiiletek hatdsa alapjan
standardizaltunk egy viszonylag nagy ateresztOképességl sziirdvizsgalatot 96 lyukl lemezen a

tovabbi ligandumok teszteléséhez.



Uj pirrolo-pirimidin vegyiileteink képesek a neuropatias és gyulladasos fajdalom
szabalyozasara, de a pontos molekularis mechanizmus ¢és a lehetséges jelatviteli utvonalak

tovabbi vizsgalatokat igényelnek.

Az uj eredmények osszefoglalasa

o Eloszor az 1) difenilacetilén alapit ATRA-szarmazékokat vizsgaltuk a sejtek
¢letképességére és genotoxicitdsdira CHO-sejtvonalon. A DC360 egy fluoreszcens analdg,
a DC324 pedig a DC360 nem aktiv analdgja. Az EC23, DC712, DC645, DC540 és DC525
stabilabb, igéretes ATRA-analogok. Ezeknek a vegyiileteknek nincs citotoxikus hatasuk,
azonban mindegyik vegyiilet DNS-migraciot indukal. A DC360 a legtoxikusabb szer, ami
a magas Log P szerkezetnek tudhatdo be. Eredményeink RAR- vagy RXR-fliggetlen
genotoxicitast mutatnak, ezért a TRPV1 és TRPAI csatorndk aktivalasanak vizsgalata,
mint e hatds és/vagy a retinoidokkal kapcsolatos irritaciok €s fajdalmas mellékhatdsok

potencialis sejtmechanizmusanak vizsgalata szerepel jelenlegi és jovobeli kutatdsainkban.

e Megvizsgaltuk a TRPA1 funkciondlis expresszidjat humén oszteoszarkoma szovetekben,
valamint egérszovetekben ¢és sejtvonalon. A TRPAI1 kifejez6dik human és egér
szovetekben, valamint egér K7M2 oszteoszarkoma sejtekben. A TRPA1 agonista AITC
radioaktiv kalciumfelvételt indukal és csokkenti a sejtek életképességét. Ezt a hatast a HC-
030031 TRPA1 antagonista blokkolja. A TRPAI1 és a TRPV1 mind neuronalis, mind nem
neuronalis sejtekben egylittesen expresszalodik, ahol befolyasolhatjak egymas mitkodését.
Ezért megvizsgaltuk a TRPV1 expressziojat ezekben az oszteoszarkdma modellekben. A
TRPV1 expressziot mutat a human és egér szovetekben, de nagyon alacsony expressziot a
K7M2 sejtekben, ez a szovetek és a sejtvonalak kozotti tumoros mikrokdrnyezet
kiilonbségével magyardzhatd. A kapszaicin nem indukal jelentds kalciumfelvételt, de
csokkentette a K7M2 sejtek életképességét, és a TRPV1 antagonista kapszazepin nem
blokkolja ezt a hatéast. Ezek az eredmények az oszteoszarkoma sejtek ndvekedésének és
tulélésének TRPA1-fiiggd és TRPVI-fliggetlen Utvonalak altali csokkentésére utalnak.
Kiilonb6z6 apoptozisvizsgalatokat terveziink elvégezni, hogy feltarjuk ezen hatasok

mogott 4llo lehetséges molekularis mechanizmusokat
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e Megerdsitettiikk, hogy az SSTs4 receptor igéretes célpont a gyulladdscsokkentd és
fajdalomcsillapitd gyogyszerek kifejlesztéséhez. Mind a J-2156, mind a TT-232 gatolta a
cAMP-szintet, a pirrolo-pirimidin vegyiiletek azonban ezt nem befolyasoltak. Ez arra utal,
hogy gyulladascsokkentd és fajdalomcsillapitd hatasukat kiilonbozo jelatviteli utvonalon
keresztiil fejthetik ki. E vegyiiletek pontos mechanizmusat még tovabb kell vizsgélni,

mikdzben laboratoriumunkban tovabbi 0j molekulak szintézise és értékelése folyik.
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