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BEVEZETES

Kapszaicin-szenzitiv neuronok

A primer szenzoros neuronok egy meghatdrozott alcsoportja, melyek sejtteste
a spinalis hatsé gyoki (DRG) és trigeminalis szenzoros ganglionokban helyezkedik el,
a kapszaicin (Holzer, 1991, Szallasi és Blumberg, 1999) és rokon vegyiileteikkel (pl.:
reziniferatoxin (RTX), melyet az FEuphorbia resinifera tejnedvébdl izolaltak
(Hergenhahn és mtsai, 1975)) szemben mutatott szelektiv érzékenysége alapjan a
"kapszaicin-szenzitiv neuronok" elnevezést kapta (Szolcsanyi, 1982). A sejteknek
kettds funkcidjuk van. Afferensként, centrdlis nyalvanyaikon keresztiil szenzoros
informaciot szallitanak a kozponti idegrendszerbe, mig efferens miikodésiikként
(aktivalédasuk utan) periférids nyalvanyaikban raktarozott neuropeptideket (mint pl. a
P-anyag (SP), a kalcitonin génkapcsolt peptid (CGRP) és egyéb neuroaktiv peptidek
(Holzer, 1988)) szabaditanak fel lokalisan. A felszabadult anyagok mas sejteken — pl.
keratinocytdkon, hizosejteken, makrofdgokon, glia sejteken hatva — résztvesznek a
lokalis tréfikus, vazoregulatérikus és immunomodulatorikus folyamatokban, amelyek
koros, kaszkad-szert felerdsodése neurogén gyulladas kifejlédéséhez vezet (Geppeti

¢s Holzer, 1996).

A kapszaicin cellularis hatasmechanizmusa

A kapszaicin €s rokon vegyiiletek cellularis hatdsmechanizmusa a szenzoros
neuronokon harom egymast kovetd, bar gyakran egymastol fliggetleniil is megjelend,
tovabba az adott anyag hatasat individudlisan is reprezentdldo folyamattal
jellemezhetd. Az els6 a kapszaicin adagolasa utan azonnal kifejlédd excitacid. Ennek
keretében a kapszaicin megndveli a sejtmembran permeabilitasat elsésorban Ca*’ra

Ie + . . r 7 s s sy , .
¢s Na -ra, mely ionok sejtbe dramlasa azok depolarizacidjdhoz vezet (Bevan €s mtsai,



1993), tovabba megvaltoztatja a sejt fesziiltség-vezérelt K'-, Na'- (Petersen és mtsai,
1987), valamint a Ca”**-csatorndinak (Docherty és mtsai, 1991) aktivitasat. A sejtek
ezen valtozasait koveti a kapszaicin altal kivaltott masodik jellemzd folyamat, a
deszenzitizacid, melynek két formdja kiilonithetd el a szenzoros neuronokon. Az els6
az un. farmakoldgiai deszenzitizacid, ahol kapszaicin hosszantartd vagy ismételt
adagolasat kovetden a sejtek elvesztik kapszaicin iranti érzékenységiiket (homolog
deszenzitizacio) (Szolcsanyi, 1977; Winter és mtsai, 1990). A masodik az un.
funkciondlis deszenzitizacid vagy defunkcionalizacid, amely soran a sejtek nemcsak
kapszaicin, hanem egyéb fajdalomkeltdé (kémiai, hd, mechanikai) ingerek irant is
érzéketlenné valnak (heteroldg deszenzitizacid) (Jancso, 1960, Holzer, 1991).
Feltételezik, hogy mig a homoldg deszenzitizaciét a sejten beliil megemelkedett
intracellularis kalciumkoncentracié ([Ca®'];), illetve az altala kivéltott folyamatok
hozzak létre, addig a heterolog deszenzitizacid a neuropeptid raktarak kitirtilésének, a
depolarizacid kovetkeztében kialakuld megvaltozott membran sajatossagoknak,
valamint a kalcium altal kivaltott intracellularis karosodasnak koszonhetd (Jancsé és
mtsai, 1984, Docherty ¢és mtsai, 1991, James ¢és mtsai, 1993). Fontos megemliteni,
hogy a kapszaicin elég nagy koncentracidban, valamint elég hosszu ideig alkalmazva,
a sejteken a harmadik jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitast valtja ki, mely
leginkdbb a megemelkedett intracellularis kalciumszintnek, valamint ennek
kovetkeztében kalcium-fiiggd protedzok fokozott miikodésének tulajdonithatdo (Wood

¢s mtsai, 1988, Winter és mtsai, 1990, Holzer, 1991).

A vanilloid receptor (VRI)
Miar Jancso (1968) is felvetette olyan, ugynevezett "fajdalom receptor"

meglétének sziikségszeriiségét, mely bizonyitand a szenzoros neuronok kapszaicin-



szelektivitasat. A vizsgalatokhoz sziikséges technikai eszkoztar fejlodése (patch-
clamp technika, intracellularis ionmérés) késobb lehetdvé tette, hogy meghatarozzak a
kapszaicin funkciondlis tdmaddspontjat, amely egy nem-specifikus, fesziiltség-
fiiggetlen kationcsatorndnak bizonyult (Wood és mtsai, 1988, Winter ¢s mtsai, 1990,
Oh ¢s mtsai, 1996). Kideriilt tovabba az is, hogy a csatorna nagyfoku Ca®’
permeabilitast mutat, igy aktivacidja kovetkezményeként jelentdsen megemelkedik az
[Ca2+]i (Bleakman és mtsai, 1990, Cholewinski és mtsai, 1993).

A molekuldris bioldgiai technikdk robbanasszerii fejlodésének koszonhetden
végiil 1997-ben megtortént az elsé kapszaicin-érzékeny specifikus molekula, a
vanilloid (kapszaicin) receptor (VR1) molekularis karakterizalasa (Caterina és mtsai,
1997), eloszor patkdny species cDNS konyvtarat felhasznalva. A patkany VRI1 egy
2514 nukleotidbdl, azaz 838 aminosavbol 4allo, 95 kDa tomegii fehérje, mely 6-
transzmembran doménnel rendelkezik (Caterina €s mtsai, 1997) (1. abra). Strukturalis
sajatsagai alapjan a VR1 homologiat mutat a Drosophila melanogaster retindjaban
megtaldhato TRP (tranziens receptor potencial) proteinnel, ezért a TRP receptor
csalad egyik altipusanak tekinthetd (Caterina és Julius, 2001). Ezen receptorokat a
non-szelektiv kationcsatorndk nagycsaladjdba soroljak, melynek tagjai a TRP és
vanilloid csalddon (TRPC, TRPM és TRPV) kiviil a hiperpolarizacié aktivalt
csatornak (HCN) és ciklikus-nukleotid kapuzott csatornak (CNG) is. Ezen besorolas
alapjan a VR1-t a szakirodalomban TRPV1 receptornak nevezik. K6zos jellemzdjiik,
hogy mind 6- transzmembran doménnel, valamint intracellularis N- €s C-terminalissal
rendelkeznek, és valoszintileg tetramer formaban vannak jelen a membranban (Kedei
¢s mtsai, 2001, Benham ¢és mtsai, 2002). A VRI1 szerkezetét tanulmdnyozva
megallapitottak, hogy szamos ko6to és szabalyozohellyel bir, mint pl. az intracellularis

N-terminalis szakaszon megtaldlhatd 3 db ankyrin-szeri domén (mint potencidlis



protein kindz A foszforilacids helyek) (Caterina és mtsai, 1997, Kwak és mtsai, 2000,
Kedei és mtsai, 2001), az ugyancsak az intracelluldrisan elhelyezked6 vanilloid (azaz
a kapszaicint és ultrapotens analogjat,a RTX-t felismerd) kotdhely, vagy az
extracellularis oldalon talalhat6 allosztérikus modulaciés helyek (Garcia-Martinez ¢és
mtsai, 2000, Jordt és mtsai, 2000, Welch és mtsai, 2000). Kimutattak, hogy hasonléan
a szenzoros neuronokon megtalalhatdé VR-hoz, a klénozott VR1 is funkcionalis, nem-
specifikus, féként Ca®"-ionokra permeabilis (relativ permeabilitisa Ca®"-ra nézve

Pca/Pna kozelitdleg 10) csatornaként miikodik (Caterina €s mtsai, 1997).
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1. abra 4 VR szerkezete és miikodését befolyasolo molekuldak

A VRI-medidlt sejtvalaszok kalciumfiiggése — a VRI szubcellularis lokalizacioja
A VRI aktivéalddasa utan kialakuld komplex sejtfolyamatsor vizsgalata soran

az egyik legfontosabb cél, a kiilonféle vanilloid vegyiiletek heterogenitasanak



megallapitasan til (Szallasi és Blumberg, 1999, Acs és mtsai, 1997), a VR1-medialt
jelenségek extracellularis kalciumkoncentraciotol ([Ca*]e) valo fiiggésének elemzése
volt. Foéként a patch-clamp technika alkalmazéasa soran kiderilt, hogy a vanilloid
vegyliletek altal kivéltott membranaramok jellegzetességei csak kismértékben
(Tominaga ¢s mtsai, 1998, Vellani ¢és mtsai, 2001), mig a tachyphylaxis
(deszenzitizacio) tulajdonsagai, a legtobb kisérletes elrendezésben, jelentdsen fiiggtek
[Ca2+]e-tél (Koplas ¢€s mtsai, 1997, Docherty és mtsai, 1996, Liu és mtsai, 1998).

Ezen nagyszamu kisérlet ugyanakkor nem szolgaltatott egyértelmti valaszt a
VR1-medialt [Ca’]; emelkedés [Ca’"]-tol valo fuggését illetben. Szamos
munkacsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a nociceptiv neuronokban talalhato
VRI1 kizardlag a sejtek felszini membranjdba épiil be; azaz a kapszaicin csak az
extracellulris térben 16v6 kalcium jelenlétében képes az [Ca®’]; megemelésére
(Cholewinski és mtsai, 1993, Garcia-Hirschfeld és mtsai, 1995, Savidge és mtsai,
2001). Ezzel szoges ellentétben, a legujabb eredmények azt sugalljdk, hogy a
receptor-csatorna  nemcsak a  felszini, hanem  kiilonféle, intracelluléris
kalciumraktarakként mikodd strukturdk (pl. endoplazmatikus retikulum, ER)
membranjadba is (funkciondlisan) beépiilhet, azaz a VRI1-medidlt sejtvalaszok
kalciummentes koézegben is kivalthatok (Olah €s mtsai, 2001a, Olah és mtsai, 2001b,
Eun és mtsai, 2001).

A VRI molekularis biologiai leirasa megsokszorozta azon erdfeszitéseket,
melyek a VRI, mint ioncsatorna karakterizaldsat tiizték ki célul. Szamos eltérd
heteroldg expresszids rendszert hasznaltak a kutatok a receptor molekularis és
farmakologiai tulajdonsagainak feltérképezéséhez, valamint a receptor aktivalodas
altal kivaltott cellularis mechanizmusok leirasara annak érdekében, hogy megfeleld

eszkozt talaljanak a VRI-t célzd gyogyszerkutatasokhoz. Ezen rendszerekben nyert



adatok ugyanakkor —azon tilmenden, hogy nem adtak valaszt az intracellularis
kalcium-vélasz  fent bemutatott kalcium fliggésével kapcsolatban — eltérd
eredményeket szolgaltattak a receptor vanilloid vegyiiletek iranti érzékenységét és
sejten beliili lokalizaciojat illetden. Példaul a kapszaicin [Ca®']i-t nvelé hatasa VRI-
et expresszald kinai horcség ovarium (CHO) és embriondlis human vesesejteken
(HEK) nagymértékben fiiggott az [Ca*"]-tol (Caterina és mtsai, 1997, Savidge és
mtsai, 2001, Jerman ¢s mtsai, 2000). Ezzel szemben Oldh ¢és mtsai (2001a, 2001b)
kimutattédk, hogy a zold fluoreszcens proteinnel jelolt VR1-et (VR1eGFP) expresszalo
sejteken az RTX alkalmazasa az [Ca”'; novekedését és intracellularis organellumok
(ER ¢és magmembran) karosodasat idézte eld kalcium-mentes kozegben is.
Bebizonyitottak azt is, hogy a VR1eGFP nemcsak a plazmamembranban, hanem az

ER membranban is megtalalhatd, melyet Wisnowskey és mtsai (2003) is igazoltak.

A VRI kozponti integrator szerepe a fajdalomérzés kialakitdsaban

A VRI molekularis bioldgiai leirdsat kovetden elvégzett nagyszamu
kisérletnek koszonhetden kideriilt az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén
vanilloid vegyiiletek, hanem szdmos, a szervezetben képz6do (azaz endogén), foként a
fajdalom kialakitdsdban kozponti szereppel bird molekula is képes aktivalni. Ezek
koziil a VRI legfontosabb endogén aktivatoranak (,,ligandjanak™) tekinthetdé az
alacsony kiiszobli (~43°C) hOmérséklet emelkedés, valamint a pH csokkenése
(acidozis) (Caterina ¢és mtsai, 1997, Tominaga ¢és mtsai, 1998) (1. 4&bra).
Megallapitottdk ugyanakkor azt is, hogy ezen hatdsok mellett szamos, leginkabb
gyulladdsos medidtornak tekinthet6é anyag (pl. bradikinin, extracellularis ATP,
arachidonsav-szarmazékok, leukotriének, lipid-peroxidacié termékei, stb.) is képes a

VR1 mikodésének pozitiv befolyasolasara (Hwang és mtsai, 2000, Tominaga és



mtsai, 2001, Premkumar, 2001, Hwang és Oh, 2002, Di Marzo ¢s mtsai, 2002). Ezen
agensek egyrészt direkt mddon (azaz a VRI1-hez kozvetleniil kapcsoldodva)
aktivalhatjdk a receptort (pl. hd, acidézis), masrészt (foként metabotrdp) sajat
receptoraikhoz kotddve intracellularis jelatviteli utvonalak (kinaz-rendszerek,
intracellularis hirvivok) modositdsa révén szabalyozzak a VR1 mikodését. Ilyen
allosztérikus mddositdo hatds lehet az, hogy ezen anyagok a VR1 hdérzékenységi
kiiszobét csokkentik, azaz a VR1 mar fiziolégids homérsékleten is aktivalodik és
fajdalomérzést valt ki (termalis hyperalgesia) (Tominaga és mtsai, 1998, Caterina ¢s
mtsai, 2000). A VR1 szerepét bizonyitja a fenti folyamatokban a VR1 knock-out
egerekkel végzett kisérletek eredménye is, miszerint ezen allatokban (a természetesen
hidnyzé vanilloid-érzékenység mellett) foként a termdlis hyperalgesia jelensége
hianyzik (Caterina ¢s mtsai, 2000). Mindezek alapjan a VR1 a kiilonféle (pl. kémiai,
termalis) nociceptiv ingerek hatdsara kialakuld folyamatok egyik koézponti integrator

molekuldjanak tekinheto.

A neurotrophinok és jelentoségiik

A neurotrophinok csalddjaba szdmos anyag tartozik, igy az idegi novekedési
faktor (NGF), az agyi eredetii novekedési faktor (BDNF), valamint a kiilonféle
neurotrophinok (NT3, NT4) (Lewin és Barde, 1996). Ezen faktorokat leginkabb a
kiilonféle neuronféleségek termelik, azonban megtaldlhato egyéb non-neuralis
sejttipusban is, mint pl. a lymphoid sejtekben, keratinocytdkban, glia sejtekben,
hizésejtekben (Acheson és mtsai, 1991, Lewin és Barde, 1996, Botchkarev ¢s mtsai,
1999). A neurotrophinok eltérd érzékenységgel kotddhetnek membranreceptoraikhoz,
igy a tirozin kinaz aktivitassal biré TrkA, -B és -C, valamint a p75 neurotrophin

receptorokhoz (Kaplan és Miller, 1997) (2. abra). Mig a p75 receptorhoz mindegyik



neurotrophin nagyon hasonlé érzékenységgel kotddhet, addig a novekedési faktorok
kapcsolodésa a Trk receptorokhoz eltérd affinitast mutat: az NGF leginkabb a TrkA, a
BDNF és az NT4 a TrkB, az NT3 pedig a TrkC receptorhoz kotédik (Hefti, 1997,

Kaplan és Miller, 1997, Huang és Reichardt, 2003). A Trk receptorok aktivalodasa a

BDNF BDNF
NT3 NGF NT4 NT3
NT4

p75 TrkA TrkB TrkC

2. abra A neurotrophin receptorok és ligandjaik

tirozin-kindz receptorhoz kapcsolt intracellularis enzimkaszkadot indit be, mig a p75
receptor aktivaléddsa megemeli a sejten beliili ceramid szintet, igy transzkripcids
faktorok (pl. NFkB) mikodését szabalyozza (Dobrowsky és mtsai, 1994, Kaplan és
Miller, 1997). Megallapitottak azt is, hogy az adott neurotrophin celluldris hatasait
nagymértékben megszabja a célsejtek (azaz neuronok és egyéb sejtek) membranjaban
talalhatd neurotrophin receptorok mintazata (Lewin és Barde, 1996, Kaplan és Miller,
1997).

Szamos neuronféleség (szenzoros neuronok, motoneuronok, vegetativ
neuronok) embrionalis fejlodéséhez, valamint neurondlis differencidlédasdhoz
elengedhetetleniil sziikséges a trofikus faktorként viselkedé neurotrophinok

(leginkdbb az NGF és a BDNF) jelenléte (Snider, 1994, Davies, 1996, Lewin és
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Barde, 1996). Kimutattdk, hogy ezen faktorok szabdlyozd szerepe a posztnatalis
¢letben kozponti jelentdségli a neuronalis taléléshez, ezen kiviil a periférids axonok
sériilését kovetd regeneracidhoz, specifikus markerek expresszidjahoz, valamint az
adott neurontipusra jellemz6 funkcionalis tulajdonsagok kialakulasahoz (Snider, 1994,
Davies, 1996, Lewin és Barde, 1996). Megallapitottdk emellett, hogy szamos
neurotrophin  képes egyéb, non-neuralis szovettipus (pl. sziv, vese, bor)
morfogenezisét, Ujraéptilését, valamint az adott szovetben taldlhatd sejtek

crer

mtsai, 1996, Botchkarev és mtsai, 1999).

A neurotrophinok és a szenzoros neuronokon expresszalodo VRI kapcsolata

A szenzoros neuronok, igy a kapszaicin-érzékeny nociceptiv neuronok in vivo
¢s in vitro fejlodéséhez ugyancsak sziikséges a neurotrophinok jelenléte (Kirstein és
Farinas, 2002). NGF-knock out egerekben példaul (Snider, 1994, Crowley €s mtsai,
1994) jelentdsen lecsokkent a hd- €s fajdalomérzd szenzoros afferens neuronok szama
(a szimpatikus ganglionok csokkent szama mellett). Bebizonyosodott az is, hogy
DRG szenzoros neuron kultirdkban a kapszaicin-érzékenység, valamint a VRI1
kifejez6dése ugyancsak jelentés mértékben fligg a neurotrophinok (meglehetdsen
magas koncentracioban vald) jelenlététol (Winter €s mtsai, 1988, Crowley €s mtsai,
1994, Winston és mtsai, 2001).

A legujabb kutatasi eredmények ugyanakkor a neurotrophinok egy ujabb, a
trofikus hatdssal parhuzamosan érvényesiilo, de attdl sokkal gyorsabban (perceken
beliil) kialakulé akut hatasat is feltételezik a nociceptiv szenzoros afferens neuronok
vonatkozasdban (Shu ¢és Mendell, 1999a). Amint azt a kordbbi fejezetekben

bemutattuk, a szoveti gyulladds folyamata a szenzoros neuronok szenzitizacidjat
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okozza, mely a leginkabb hdingerekre vonatkozé gyulladasos hyperalgesia jelenségét
valtja ki. Bebizonyosodott, hogy az NGF szisztémas vagy bdrbe injektalasa szenzoros
hyperalgesiat valt ki (Lewin és mtsai, 1993), valamint az is, hogy szdmos
neurotrophin (pl. NGF, BDNF) szintje lokalisan megemelkedik a gyulladasos
teriileteken (Weskamp ¢és Otten, 1987, Shu és Mendell, 1999a). Mivel a gyulladés
soran kialakult hyperalgesia jelentds mértékben kivédhetdé NGF-ellenes blokkold
antitestekkel (Lewin ¢&s mtsai, 1994), szamos munkacsoport feltételezte a
neurotrophinok kozponti szerepét a gyulladasos hyperalgesia mechanizmusaban, mely
hatds (a tréfikus hatdsnal sokkal gyorsabban) a nociceptiv neuronok aktivalasan
keresztiil valosulhat meg. Ezen hipotézist alatimaszto kisérletekben kimutattak, hogy
pl. a bérben a gyulladas soran a kiilonféle sejtekbdl (keratinocytak, fibroblasztok)
felszabaduld neurotrophinok (Woolf és mtsai, 1997) vagy kozvetett mddon (azaz pl.
hizésejtek degranulacidja révén) (Mazurek és mtsai, 1986, Shu és Mendell, 1999a)
vagy kozvetleniil (azaz ezen neuroncsoporton kifejez6dd TrkA receptoraikhoz
kotédve) (McMahon és mtsai, 1994, Shu és Mendell, 1999b, Shu és mtsai, 1999,
Chuang és mtsai, 2001) valthatjdk ki a nociceptiv szenzitizacid jelenségét. Ezen
utdbbi feltételezést igazolja az a megfigyelés is, miszerint tenyésztett patkany DRG
neuronokon az NGF jelentés mértékben felerdsitette a kapszaicin altal kivaltott
sejtfolyamatokat (Shu és Mendell, 1999b, Shu és Mendell, 2001). Ugy tiinik tehat,
hogy a fajdalom kialakulasanak egyik kozponti integrator molekulaja (azaz a VR1),
valamint a neurotrophinok, mint potencialis gyulladasos mediatorok akut (azaz

szenzitizald) hatdsa kozott szoros kapcesolat lehetséges.
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PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

Mint azt fentebb bemutattuk, a VRI molekularis biologiai leirdsa — habar
megsokszorozta azon erdfeszitéseket, melyek a VRI ioncsatorna karakterizalasat
tizték ki célul —nem adtak vélaszt a VRI1-medidlt intracelluldris kalciumvalasz
kalcium-fiiggését, a VRI1 kiilonféle vanilloid vegyliletek irdnti érzékenységét,
valamint a receptor sejten beliili lokalizacigjat illetden.

Ezért munkank sordn eldszor harom kiillonb6zd heterolég expresszios
rendszert (tranziens, indukalhatd, stabil) hoztunk létre a patkdny VR1 miikodésének
vizsgélatara. Ezen rendszerek 6sszehasonlitasa sordn:

— Vizsgalni kivantuk kiilonféle vanilloid vegyiiletek (kapszaicin, RTX) hatasat a
sejtek intracellularis kalciumhomeosztazisara;
— Elemeztiik tovabba a specifikus VR1-medialt sejtvalaszok kinetikai paramétereit,
valamint [Ca®"].-t6] valo fiiggését;
— Tanulméanyoztuk emellett a VR1 szubcellularis lokalizacigjat, valamint a kiilonféle
sejtkompartmentekbe beépiilt receptorok funkcionalis jellemzdit.

Munkank masodik részében kiilonféle neurotrophin vegyiiletek (NGF, BDNF,
NT-3, NT-4) hatasat elemeztilk a VR1 miikodésére VR1/C6 sejtes rendszerben:
— A sejtek neurotrophin receptor készletének meghatdrozdsa utan vizsgaltuk a
vegyliletek hatasat (szenzitizacid, aktivacid) a kapszaicin 4ltal kivaltott [Ca®"];
valaszra;
— Tanulményoztuk tovdbba a neurotrophinok hatdsaban potencidlisan résztvevo

jelatviteli itvonalak szerepét.
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ANYAGOK ES MODSZEREK

A patkany VR -t expresszalo heterolog expresszios rendszerek elkészitése

A tranziens expresszids rendszer eldallitasahoz tiveg feddlemezen tenyésztett
cos-7 sejteket transzfektaltunk 1-2 pg VR1eGFP plazmiddal vagy kontrollként
hasznalt tires vektorral (peGFP plazmid), Lipofect AMINE (Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) transzfekcios reagens felhasznaldsaval, a gyartd 4ltal javasolt protokollnak
megfeleloen (VR1eGFP/cos-7 sejtek). A vektort a mar korabban leirt médon (Oléh és
mtsai, 2001) készitettiik: a VRI1 receptort kodol6 mRNS-t patkanyok hatsoégyoki
ganglionjabdl nyertiik, majd RT-PCR felhasznéldsaval kettsszala DNS-t allitottunk
elo, melyet pEGFP-N3 vektorba (Clontech, Palo Alto, CA, USA) inzertaltunk
kiilonboz6 restrikcids enzimek felhasznéaldsaval. A transzfektalt sejteket tovabbi 48
ordn at 10% borjusavoval, 2 mM glutaminnal és antibiotikumokkal (50 U/ml
penicillin, 50 pg/ml streptomicin, 1,25 pg/ml fungizon; mind Biogal, Debrecen,
Magyarorszag) kiegészitett Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Sigma,
St. Louis, MO, USA) tapoldatban, a VR1 hdaktivaciojat elkeriilendd, 35 °C-on
(Caterina és mtsai,. 1997, Oldh és mtsai, 2001) tenyésztettiik, majd a sejteken
intracellularis kalciummérést végeztiink.

Az indukélhaté expresszids rendszert a mar korabban leirtaknak megfeleléen
hoztuk 1étre (Szallasi és mtsai, 1999). A patkany VR1 cDNS-ét szubklénoztuk
pUHG102-3 plazmidba (Clontech) és ezt kovetden pTet Off regulator plazmiddal
(Clontech) mar stabilan transzfektalt CHO sejtekbe vittilkk be (VRI/CHO sejtek).
Ezekben a sejtekben tetraciklin jelenlétében a pUHG plazmid kddolo régidja nem
irddik 4t mRNS-sé, tehat a VR1 termelddése gatolt. Ezért a VR1/CHO sejteket 10%
borjusavét, 2 mM glutamint, antibiotikumokat, valamint 2 pg/ml tetraciklint

tartalmazd Ham F-12 médiumban tenyésztettiik (mind Sigma). A sejteket 48 oraval a
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kisérletek kezdete elott indukaltuk a tapoldat tetraciklin-mentes Ham F-12 médiumra
valtoztatasaval. Az igy indukalt sejteket egy éjszakan at 37 °C-on, majd azt kdvetden
35 °C-on tenyésztettik. Az expresszié hatékonysaganak vizsgalatait Western blot
technikaval végeztiik (lasd 3. 4bra).

A stabil expresszids rendszer eldallitasdhoz a kordbban eldallitott
metallothionein promotert tartalmazé6 peMTH vektorba (Olah és mtsai, 1994)
inzertaltuk a rekombinans patkdny VR1 DNS-ét (Olah és mtsai, 2001). Ezt a vektort
(2-4 pg) transzfektaltuk ezutan C6 patkdny glioma sejtekbe (VR1/C6 sejtek). A
transzfekciot kovetden a sejteket 10 % FCS-t és 750 pg/ml G418-t (Geneticin, Gibco,
Parsley, UK) tartalmaz6 DMEM tapoldatban szelektaltuk 12-18 napon at, majd
kiilonalld kolonidkat szedtiink, melyeket 500 pg/ml G418-t tartalmazo6 DMEM
oldatban tenyésztettiikk tovabb 35 °C-on. A rekombindns expresszié hatékonysagat

szintén Western blottal ellenoriztiik (1asd 3. abra).

Antitestek

A sejteken talalhatd neurotrophin receptorok kimutatdsahoz specifikus, nyalban
termeltetett elsddleges antitesteket alkalmaztunk. A nyutlban termeltetett anti-TrkA, -
B és -C a Santa Cruz (Santa Cruz, CA, USA), mig az anti-p75 a Sigma terméke. A
Western blot alkalmazasa soran masodlagos antitestként kecskében termeltetett nytl
IgG-ellenes, torma-peroxiddzzal konjugalt antitestet (Bio-Rad, Miinchen,
Németorszag), mig az immunhisztokémiai jelolés soran nyul IgG-ellenes, ugyancsak
kecskében termeltetett fluoreszcein-izotiocianat (FITC)-konjugalt masodlagos

antitestet (Vector Laboratories Inc., CA, USA) hasznaltunk.
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Western (immuno) blot analizis

A Western blot analizist a laborunkban mar régota alkalmazott protokollnak
megfelelden (Bird és mtsai, 1998, Boczan és mtsai, 2000, Papp ¢€s mtsai., 2003) a
kovetkezd modon végeztikk. A sejteket hideg foszfat-pufferrel (PBS) mostuk, majd
lizis-pufferben (20 mM TRIS-HCl, 5 mM EGTA, 1 mM 4-(2-aminoetil)-
benzénszulfonil-fluorid, 20 pM leupeptin, pH 7.4 (Sigma)) homogenizaltuk, végiil
jégen ultrahangos feltdrast végeztink. Az igy nyert lizdtum proteintartalmat
modositott BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA) hataroztuk meg, a
fehérjetartalmat 2 mg/ml-re allitottuk be (a minta végtérfogatdban 5 % [3-
merkaptoetanol, 10 % glicerin, 2% SDS, 0.062 M TRIS, 20 mM ditiothreitol, 0.002%
bromfenolkék volt; mind Sigma), majd 10 perces fOzéssel denaturaltuk, végiil
felhasznalasig 20 °C-on taroltuk. Kisérleteink sordn SDS poliakrilamid
gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), mintanként 20-30 pg proteint,
valasztottunk szét 7,5 %-os gélen 100 V konstans fesziiltséggel. Ezutan a fehérjéket
nitrocelluléz membranra (BioRad, Wien, Austria) transzferaltuk, 2x45 percen
keresztiil, 100 V konstans fesziiltséggel. A membran szabad kotohelyeit 5 % sovany
tejport tartalmazo PBS-ben (5 % tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutdn a
membranokat 5 %-os tej-PBS-ben higitott elsddleges, patkany VR1 (1:500) (3. 4bra)
vagy neurotrophin receptor (1:250) ellenes antitestekkel inkubaltuk egy ¢éjszakan at. A
membranok 30 perces mosasat (PBST, 0,1 % Tween-20 PBS-ben Sigma) kovetden
azokat kecskében termeltetett nyul ellenes, masodlagos, torma-peroxidézzal kapcsolt
antitesttel (1:1000) 45 percen keresztiil végeztikk az inkubélast. Ujabb, PBST-ben
elvégzett mosast kovetden az immunreakcidk eredményét kemilumineszcens
mddszerrel, ECL Western blot detektald kittel (Amersham, Little Chalfont, UK) tettiik

lathatova, amit rontgenfilmen rogzitettiink (AGFA, Brussels, Belgium).
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A 3. ébra indukéalhatdo é&s stabil rendszerben a VRI expressziojanak
reprezentativ eredményét mutatja. A Western blot analizishez VR1/CHO sejtekbdl 0,
12, 24, és 48 oraval az indukcio utdn, azaz a tetraciklin tapoldatbol toérténd elvonasa
utan, gytjtottiink mintakat. A 3. dbra A részén lathatd, hogy a VRI expresszidja
1dofiiggden novekedett a teraciklin elvonast kovetden, ezért a sejteket az indukco utan

48 oraval hasznaltuk a kalciumméréshez. Szintén Western blot-ot végeztiink

A

VR1/CHO
0 12 24 48 (6ra)

VR] ™ v s was oy

B

VR1/C6
C6 cl-1 cl-6 cl-9

VR1 . . — —

3.abra A VRI expresszios fokanak meghatarozasa VR1/CHO és VRI1/C6 sejtekben.

A sejteket lizispufferben learattuk, majd azonos protein mennyiségeket valasztottunk szét
SDS-PAGE-sel. A Western immuno blottot kecskében termeltetett VR1 ellenes antitesttel
végeztik az “Anyagok és Modszerek” fejezetben leirtaknak megfeleléen. 4 panel: a
VR1/CHO sejteket tetraciklin-mentes tapoldatban indukaltuk és az indukcidt koveto 0, 12, 24,
€s 48 ordban gyljtott mintdkat Western blot vizsgalatnak vetettik ald. B panel: VRI1
expressziédt tires vektorral transzfektalt C6 sejtekben (C6) ¢€s harom kiilonb6z6 nagy VR1
szintii VR1/C6 klénban (cl) vizsgaltuk.
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VR1/C6 sejteken és tires pcMTH vektorral transzfektalt sejteken. Lathato a 3. abra B
részén, hogy a VRI1 expresszidja tobbszorose a kldnokban, mint a kontroll C6

sejtekben.

Immuncitokémia

A VR1/C6 sejteket feddlemezen szélesztettiik, a megfeleld konfluencia elérése
utan PBS-el négyszer mostuk €s 4 °C-os acetonnal 6t percig fixaltuk. Ezt kovetéen a
sejteket szobahdmérsékletli blokkold oldattal (0,6 % Triton X-100 (Sigma), 1 % borja
szérum albumin (Sigma) PBS-ben oldva, pH 7,4) 30 percig permeabilizaltuk ¢&s
blokkoltuk, majd a megfeleld, neurotrophin receptor ellenes (1:50 ardnyban blokkolo
oldatban higitott) antitesttel két oran keresztil nedveskamraban inkubaltuk
szobahdmérsékleten. A lemezeket haromszor mostuk PBS-ben, majd a kovetkezd
Iépésben FITC-konjugalt nyul IgG-ellenes antitesttel (higitds 1:460 PBS-ben)
végeztiik az immunreakcidt. Végiil a mintdkra 4°, 6 diaminido-2-fenilindol-t (DAPI)
tartalmazd feddanyagot (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) helyeztiink,
majd a sejtekrdl fluoreszcens mikroszkop (Nikon, Tokyo, Japan) segitségével

felvételeket készitettiink.

Intracellularis kalciummérés

A feddlemezre szélesztett sejteket 5 uM kalcium érzékeny fluoreszcens Fura-2
festék acetoximetilészter formajaval (fura 2-AM) 90 percig inkubaltuk 35 °C-on,
tenyésztdoldatban. A fura 2-AM-rel feltoltott sejteket tartalmazo feddlemezeket
invertald fluoreszcens mikroszkop (Diaphot, Nikon, Tokyo, Japan) targyasztalara
helyeztik. Az excitaciés hullimhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk kettds

monokromator, valamint on-line kapcsolt szamitogép segitségével (PTI Deltascan
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késziilék), majd a fluoreszcens emissziot 510 nm-en detektaltuk 10 Hz-es mintavételi

2+]i-ban bekovetkezett

frekvenciat hasznalva egy fotoelektron-sokszorozoval. Az [Ca
valtozasokat Grynkiewicz és mtsai (1985) altal kidolgozott modszerrel vizsgaltuk.
Meghataroztuk a 340 (Fs40) és 380 nm-en (Figg) torténd gerjesztés hatdsara emittalt
fluoreszcenciaintenzitds-hanyadosokat (R=F340/F3s0). Felhasznalva a disszocidcios
konstans (Kp), a minimalis (Ryn) és maximalis (Rp.x) racio értékeket, valamint az
emittalt fluoreszcencia héanyados értékeit nulla (Fs30[0]) és a festéket szaturald
(Fis0[Ca]) kalciumkoncentracioknal, a [Ca’’]; az aldbbi képlet segitségével
szdmolhat6:
[Ca™ i = Kp*(R - Rnin) / (Rinax - R)*(F350[0]/Faso[Cal).

Kalibracios kisérleteinkben a Kp-t 76 nmol/l-nek talaltuk Ry =0,42, Rpax = 8,6 és
F350[0]/F3s0[Ca] = 15,3 értékek mellett.

Kisérleteink soran a sejteket allandéan mostuk kalcium tartalmt (137 mM
NaCl, 5,4 mM KCI, 0,5 mM MgCl,, 1,8 mM CaCl,, 11,8 mM HEPES-NaOH, 1 g
gliikoz, (mind Sigma) pH 7,4) vagy kalcium mentes (CaCl, helyett 1 mM EGTA
(Sigma)) Tyrode oldatban, lassu perfuziéval. A vizsgalt anyagokat (kapszaicin
(Sigma), RTX és kapszazepin (Alexis, San Diego, Ca, USA), thapsigargin (Tocris,
Ballwin, Mo, USA), NGF (Upstate, Lake Placid, NY, USA), BDNF, NT-3 és NT-4
(Promega, Madison, WI, USA)) a sejtek kozvetlen kozelébe helyezett gyors perfuzios
rendszerrel adagoltuk. Kisérleteinket szobahdmérsékleten (22-23 °C) végeztiik.

A tranziensek kinetikai paramétereit, azaz: a kivaltott tranziens maximalis
amplitudojat, az agonistak adagolasanak kezdetét6l az amplitidé6 maximumaig eltelt
1d6t (time to peak, TTP) és a felszalloszarra illesztett egyenes meredekségét (rate of
rise, ROR) az intézetben kifejlesztett program segitségével hataroztuk meg. Az igy

kapott adatok matematikai analizisét Origin (Microcal Software, Inc., Northampton,
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MA, USA) tablazatkezel6 programmal végeztiik. A tranzienseket bemutatd abrakon a

fluoreszcencia hanyadosokat tiintettiik fel az id6 fiiggvényében.

Valos idejii konfokalis mikroszkopia

Az 1-2 pg VR1eGFP plazmiddal transzfektalt iveg fedélemezen tovabbi 48
orat tenyésztett cos-7 sejteket MRC-1024 Bio-Rad konfokalis mikroszkdppal
vizsgaltuk (Olah és mtsai, 2001a, Olah és mtsai, 2001b). A kivalasztott sejteket az x-y
sikban szkenneltiik 1 mésodpercen at 30 s-onként, 0,2 um-es 1épésekkel, a z tengely

mentén.
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EREDMENYEK

I. A VR1 funkcionalis tulajdonsagainak 6sszehasonlitasa kiilonb6z6 expresszios
rendszerekben

A VRIeGFP/cos-7 tranziens expresszios rendszerben a kapszaicin hatékonyabb 1,8
mM extracellularis kalcium oldatban.

Elészor a kapszaicinnek a sejtek kalciumhdaztartdsdra gyakorolt hatasat
vizsgaltuk Ca*’-tartalmu és -mentes extracellularis oldatban. A kontroll (iires pEGFP
vektorral transzfektalt) cos-7 sejtek nem valaszoltak kapszaicin adagolasara
semmilyen tipusu [Ca®]; emelkedéssel sem Ca®’-mentes, sem 1,8 mM [Ca®']-0
Tyrode-oldatban (nem mutatva). Ezzel szemben, amint az 4. 4bran lathato, a
kapszaicin 1 pM-os koncentricioban megnovelte az [Ca’')-t a VR1eGFP/cos-7
sejtekben mind 1,8 mM és 0 mM [Ca®"]. oldatban. Szignifikins kiilonbségeket
taldltunk azonban mind a valaszold sejtek szamdban, mind pedig a vdlasz
kinetik4jaban a kiilonb6z6 kalciumkoncentracidju kiilsé oldatokban.

1,8 mM [Ca’']. oldatban a VR1eGFP/cos-7 sejtek 79 %-a (n = 42/53)
vélaszolt szignifikans [Ca®]; emelkedéssel kapszaicin kezelésre (I. tablazat). Ezek a
tranziensek kinetikai paramétereik alapjan két csoportba sorolhaték. Az elsé
csoportba — “gyors” tranziensek (4. abra A és D) — a kapszaicinre valaszolo sejtek 69
%-a (n = 29/42) tartozott. Ezek a tranziensek az amplitidé maximumat gyorsan
elérték (124 £ 29 nM a nyugalmi szint felett), a maximumig eltelt id6 (time to peak,
TTP) 14,9 £ 1 s, illetve a felszalloszar meredeksége (rate of rise, ROR) 16,6 £ 5 nM/s
volt (minden érték atlag + SEM). A “gyors” valaszok 66 %-anal (n = 19/29) a
kapszaicin adagolas befejezése utan a tranziens visszatért a kiindulasi szint kozelébe

(a maximum elérése utan az [Ca']; a kialakult amplitad6 30%-a ald csokkent vissza),
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4. abra Kapszaicin hatdsa a VR1eGFP/cos-7 sejtek [Ca’" ]-ra.

Az iveg feddlemezen tenyésztett sejteket 5 uM fura 2-AM-el feltoltottik és 10 Hz
frekvenciaval rogzitettilk a 340 és 380 nm-es hullamhosszakon torténd gerjesztés hatasara
létrejovo fluoreszcencia intenzitast, majd annak hanyadosat képeztiik (Fs40/F3g0). Az 1 uM
kapszaicin (CAPS) hatasat 1,8 mM [Ca®]. (4 és B panel) és kalcium mentes (C panel)
oldatban mértiikk. A kiilonb6z6 oldatokban kapszaicinnel kivaltott tranziensek eltérd
paramétereinek jobb osszehasonlithatdsiga végett az A-C paneleken szerepld elsé [Ca*';
novekedéseket ugyanazon az idé és hanyados tengelyeken mutatjuk be a D panelen. Az E
panel az 5 uM kapszazepin (ZEP) kapszaicinre kifejtett szignifikdns és kimoshatd gatld
hatasit mutatia 1,8 mM [Ca’]. oldatban. A tranziensek kinetikai paramétereit az I.
tablazatban foglaltuk 6ssze.
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Kapszaicin (1 pM)

RTX (1 nM)

[Ca™ e 1,8 mM 0 mM 1,8 mM 0 mM
Vilaszolo sejtek 79% 46% 42% 48%
Tranziens tipusa | gyors lassu lassu lasst gyors lassu

(69%) (31%) (100%) | (100%) (33%) (67%)
Amplitudo

124 £29 | 3111 28,616 68 16 65122 | 44+14
(nM)
Maximumig
eltelt id6 14,911 63 10 6611 | 133+23 | 15,743 16621
(TTP, s)
Meredekség

16,6£5 1,1+1 0,4+0,1 1,9+1 7,1£3 | 0,3610,2
(ROR, nM/s)
Tachyphylaxis

24 +11 40,8+8 44 +12 100 41 +11 100
(% csokkenés)
Atlagos

27,319 % N/A N/A 79 £13 %

tachyphylaxis

I. tablazat. Kapszaicinnel és RTX-nal VR1eGFP/cos-7 sejteken kivdltott [Ca’];

tranziensek kinetikai paramétereinek dsszefoglaldasa

A bemutatott paramétereket az “Anyagok és modszerek” fejezetnek megfelelden hataroztuk
meg. Minden értéket szamos mérésbol szamitott atlag = SEM alakban tuntettiink fel. N/A

nem alkalmazhatd.

mig 34 %-anal (n = 10/29) csak kismértékili volt a csokkenés. A sejteken vizsgéltuk az

ismételt kapszaicin adagolds hatasara kialakult valasz csokkenést (tachyphylaxis) is.

A statisztikai szamitasokat elvégezve kideriilt, hogy ismételt adagolds hatdsira a

masodik tranziens amplitaddja 24 + 11 %-kal (atlag £ SEM) kisebb, mint az elsd volt.

23




A masodik csoportba — “lassi” tranziensek — a kapszaicinre valaszold
VR1eGFP/cos-7 sejtek 31%-a (n = 13/42) tartozott (4. dbra B és D). Ezek a
tranziensek sokkal kisebb amplitaddjuak (31 £ 11 nM) és lassabbak voltak (TTP: 63 +
10 s és ROR: 1,1 + 1 nM/s (minden érték atlag + SEM)). A “gyors” tranziensekhez
hasonloan, a kapszaicinre valaszold sejtek kb. 2/3-4nél (62%, n = 8/13) visszatért az
[Ca®"); valtozas a nyugalmi érték kozelébe. Ugyanakkor a “lasst” tranziensek esetén
sokkal kifejezettebb tachyphylaxist tapasztaltunk (40,8 + 8 %, atlag £+ SEM).

Megvizsgaltuk a kapszaicin vanilloid receptoron kifejtett hatasdnak
specifikussadgat kapszazepinnel, mely a kapszaicin kompetitiv gatloszere a VR1-on
(Bevan és mtsai, 1992, Kwak és mtsai, 1998). Amint azt a 4. dbra E része mutatja, 5
uM kapszazepin jelentdsen és egyben reverzibilis modon gétolta a kapszaicinnel
kivaltott [Ca®']; valaszokat. A kapszaicin hatiasira VRI1eGFP/cos-7 sejteken
megfigyelhetd 27,3 £ 9 %-os atlagos tachyphylaxissal szemben, a kapszazepin 91,6 +
4 %-kal (atlag = SEM, n = 15) gatolta az ismételt kapszaicin adagoldssal kivaltott
[Ca®"); tranziensek amplitudéjat.

Ca’"-mentes oldatban a kapszaicin csak a VR1eGFP/cos-7 sejtek 46 %-an (n =
25/54) (L. tablazat) hozott 1étre [Ca*']; novekedést, ugyanakkor mindegyik lassu és kis
tranziens volt (4. dbra C és D rész) a kovetkez6 paraméterekkel: maximalis amplitadd
28,6 £ 6 nM, TTP: 66 £ 11 s és az ROR: 0,4 £ 0.1 nM/s (minden érték atlag = SEM).
A vanilloid kezelés befejezése utan a tranziensek nagy tobbsége (84 %, n = 21/25)
visszatért a nyugalmi szint kozelébe, ugyanakkor a kapszaicin ismételt alkalmazasa
jelentds csokkenést okozott az amplitidé maximumdban (44 = 12 % csokkenés az
els6 kapszaicin adagolas hatdsara 1étrejott tranzienshez képest, atlag £+ SEM).

Miér korabban kimutattdk (Olah és mtsai, 2001a), hogy VRI1eGFP-t

expresszalo cos-7 sejtekben az RTX alkalmazasa specialis morfoldgiai valtozasokat
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hoz létre a kiillonb6zo intracellularis membranokban. Ezért az eGFP jelolés nyujtotta
lehetdséget kihaszndlva tanulmanyoztuk a kapszaicin hatdsanak hasonlésagait és
kiilonbségeit Ca*'-t tartalmazé és -mentes oldatban valos idejii konfokalis

mikroszkopiaval (5. 4bra).

0 perc 10 perc

CAPS
+[Ca’],

CAPS
- [C82+]e

CAPS
+ ZEP

5. abra. 4 kapszaicin hatasa a VR1eGFP/cos-7 sejtek membranstrukturajara.

A VRI1eGFP/cos-7 sejteket z6ld fluoreszcenciajuk alapjan azonositottuk konfokalis
mikroszkoppal. A felvételeket ezutan az “Anyagok €s moddszerek” fejezetben leirtaknak
megfeleloen készitettiikk el. Az 1 uM kapszaicin (CAPS) adagolasa a 0. percben kezd6dott és
a kisérlet alatt folyamatosan zajlott. A kapszaicin hatasat 1,8 mM [Ca™"]. (felsd sor) és Ca*'-
mentes (kozépso sor), mig az 5 uM kapszazepin (ZEP) 5 perces eldkezelésének hatasat (also
sor) vizsgaltuk. Jol lathato a kapszaicin erSteljesebb hatasa 1,8 mM [Ca*']. oldatban. A
bemutatott reprezentativ abrak t6bb megegyezo eredményti kisérletbodl szarmaznak.

Amint a felvételeken lathato, jelentos kiilonbségek tapasztalhatok a kapszaicin
hatdsdban az [Ca’']. fiiggvényében. Ca’’-tartalmi oldatban 1 uM kapszaicin az
intracellularis membranok, mint pl. ER és magmembran hdlyagosodasat &s

feldarabolddasat okozza (5. abra felsd sor) VR1eGFP/cos-7 sejteken. Mint ahogy

varhat6 volt (Olah és mtsai, 2001a), a hatés kifejlodéséhez 5-10 percre van sziikség,
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ugyanis a vanilloid vegyiiletek indukalta sejtszintli valtozasok sokkal lassabb
kinetikajuak (perces hatds), mint a kalcium valaszok (masodperces hatas). Ca'-
mentes oldatban a kapszaicin (5. ébra kozépsd sor) sokkal kevésbé kifejezett
intracellularis elvaltozasokat okozott, bar az ER roncsoldédasa szembetiind volt, a
magmembran karosodasa alig lathato. VR1eGFP/cos-7 sejtek 10 perces eldinkubalasa
5 puM kapszazepinnel (ami Onmagiban nem okozott valtozdsokat a sejtek
integritdsdban, nincs mutatva) hatékonyan kivédte az 1 pM kapszaicin okozta
sejtszintli valtozasokat (5. dbra also sor). Megallapithatttuk tehat, hogy a konfokalis
mikroszkdpos felvételek azt a feltételezést erdsitették, hogy a kapszaicin hatdsa

VR1eGFP/cos-7 sejteken jelentdsen fligg az extracelluléris kalcium koncentraciotol.

A VRIeGFP/cos-7 tranziens expresszios rendszerben az RTX altal kivaltott
sejtvalaszok nagyon hasonléak 1,8 mM és 0 mM [Ca’”]. oldatokban

A kovetkezo kisérletekben a kapszaicin ultrapotens analogjanak, az RTX-nek
a calcium-homeosztazisra €¢s morfoldgiai tulajdonsagokra kifejtett hatasat vizsgaltuk.
Amint a 6. dbra mutatja, 1 nM RTX, a kapszaicinhez hasonléan novelte a sejtek
[Ca®]i-t mind 0 mM, mind 1,8 mM [Ca®"]. oldatban, bar jelentés kiilonbségek voltak
az RTX altal kivaltott tranziensek esetében is a kiilonféle Ca*" tartalmu oldatokban.

1,8 mM [Ca®"]. oldatban az RTX a vizsgalt VR1eGFP/cos-7 sejtek 42%-4ban
(n = 27/64) novelte meg az [Ca’']; koncentraciét. Ellentétben a kapszaicin
alkalmazasakor kapott adatokkal (5. abra), az Gsszes kivaltott tranziens lassu (6. abra
A és D) és a kovetkezd paraméterekkel volt jellemezhetd (I. tdblazat): maximalis
amplitadd 68 + 16 nM, TTP: 133 £23 s és ROR: 1,9 £ 1 nM/s (az Osszes érték atlag +

SEM). Habér a sejtek 52%-aban (n = 14/27) az RTX adagolast kdvetSen az [Ca®'];
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6. abra RTX hatdsa a VR1eGFP/cos-7 sejtek [ Ca’'Jrra.

Uveg feddlemezen tenyésztett sejteket 5 uM fura 2-AM-el feltoltsttiik és 10 Hz frekvenciaval
rogzitettik a 340 és 380 nm-es hullamhosszakon torténd gerjesztés hatasara létrejovo
fluoreszcencia intenzitast €s annak hanyadosat képeztiik (F340/F3g0). Az 1 nM RTX hatasat 1,8
mM [Ca®*"]. (4 panel) és kalcium mentes (B és C panel) oldatban mértiik. A kiilonboz
oldatokban RTX-nal kivaltott tranziensek eltérd paramétereinek jobb Osszehasonlithatosaga
végett az A-C paneleken szereplé elsé [Ca®']; ndvekedéseket ugyanazon az idé és hanyados
tengelyeken mutatjuk be a D panelen. A tranziensek kinetikai paramétereit az I. tablazatban
foglaltuk 6ssze.
visszatért a nyugalmi érték kozelébe, egy sejten sem tudtunk kivaltani ujabb valaszt
RTX ismételt alkalmazasaval (100 %-os tachyphylaxis).

Ca”*"-mentes oldatban a VR1eGFP/cos-7 sejtek mintegy felében (48%) (n =
33/69) volt az RTX képes [Ca®']; tranzienst 1étrehozni. Kinetikai adatok alapjan a

tranzienseket két csoportra lehetett itt is osztani (I. tablazat). Az elsé csoportba, az
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ugynevezett “gyors” tranziensek k6z¢, az RTX-re valaszold sejtek 33 %-a (n = 11/33)
volt sorolhato (6. abra B €s D panel); a maximalis amplitdd6 65 + 22 nM, a TTP: 15,7
+ 3 s és a ROR: 7,1 £ 3 nM/s (Gsszes érték atlag = SEM) volt. Azon sejtek esetén,
ahol a tranziens visszatért a nyugalmi szint kozelébe (55% a “gyors” tipusu
tranziensekbdl, n = 6/11), az ismételt RTX adagolas jelentds tachyphylaxist okozott
(41 £ 11 % csokkenés az elsé adagolas hatasara I1étrejott tranzienshez képest, atlag +
SEM).

A masodik csoportba az RTX adagolasra “lassi” tranzienssel (67 %, n =
22/33) valaszold sejtek tartoztak (6. abra C és D rész), a valaszok maximalis
amplitiddja 44 + 14 nM, TTP: 166 £ 21 s és ROR: 0,36 £ 0,2 nM/s (6sszes érték atlag
+ SEM) volt (I. tablazat). Habar ebben a csoportban a sejtek nagy részénél az [Ca”'];
visszatért a kiindulési érték kozelébe, az ismételt RTX adagoldssal egyaltalan nem
tudtunk kivaltani tranzienst, tehat a tachyphylaxis maximalisnak bizonyult.

Az intracellularis kalciumraktarakba beépiilt VRI1eGFP fuziés protein
funkciondlis szerepének tisztdzdsa érdekében vizsgaltuk az intracelluldris
kalciumraktérak kitiritésének hatasat az RTX indukalta véalaszokra thapsigargin (TG)
felhasznalasaval, mely az ER Ca-ATP-az molekula gatldoszere (Thastrup, 1990).
Mivel az RTX altal létrehozott tranziensek Ca’’-mentes oldatban jelentds
tachyphylaxist mutattak (79 = 13 % atlagos tachyphylaxis az RTX adagoléasra
valaszold sejteken, atlag + SEM, 1. tablazat), ezért nem tudtuk mérni a TG hatésat
RTX-nal ismételten kivaltott tranziensen. Osszehasonlitottuk tehat az RTX-nal
kivalthatd tranziensek amplituddjat kontroll, valamint 50 nM TG-nal 5 percig
elokezelt sejteken. Megallapitottuk, hogy mig a vizsgalt sejtek 57,4 £ 14 nM (atlag
SEM) éatlagos amplitadoju [Ca®"]; emelkedéssel valaszoltak RTX kezelésre kontroll

koriilmények kozott, addig a TG elokezelés utan csak minimalis valaszt kaptunk
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(atlagos amplitaddo 3,6 £ 2 nM, atlag = SEM, n = 20). Ennek megfeleléen
megallapitottuk, hogy az ER Ca”" tartalméanak kiiiritése jelentésen, mintegy 93 %-kal
gatolta az RTX-nal kivélthato [Ca”'; tranziens amplitidojat Ca**-mentes oldatban.
Hasonldan a kapszaicinhez, megvizsgaltuk az RTX adagolds morfologiai
hatasat VR1eGFP-t expresszald cos-7 sejteken. Ahogy az a 7. dbran lathatd (felso és
kozépso sorok), 1 nM RTX hasonld hatassal hozta 1étre az intracelluldris membranok
felbomlasat Ca*"-mentes és Ca”*-ot tartalmaz6 Tyrode oldatban, mely jelentdsen eltér
a kapszaicin esetén kapott eredménytdl. Meg kell jegyezni, hogy az RTX sokkal

lassabban fejtette ki hatasat, mint a kapszaicin (maximalis hatas csak 15-20 perc

0 perc 10 perc 20 perc
RTX
+[Ca*'],
RTX
- [C82+]e
RTX
+ TG

7. abra Az RTX hatdsa a VRI1eGFP/cos-7 sejtek membranstrukturdjara.

A VRI1eGFP/cos-7 sejteket zold fluoreszcencidjuk alapjan azonositottuk konfokalis
mikroszkoppal. A felvételeket ezutan az “Anyagok és moddszerek” fejezetben leirtaknak
megfelelden készitettiik el. Az 1 nM RTX adagolésa a 0. percben kezdddott és a kisérlet alatt
folyamatosan zajlott. Az RTX hatasat 1,8 mM [Ca®']. (felsé sor) és Ca*"-mentes (kozépso
sor), mig az 50 nM thapsigargin (TG) 5 perces elokezelésének hatasat (alsé sor) szintén
Ca*"-mentes oldatban vizsgaltuk. Jol lathatdo az RTX hasonld hatasa mindkét oldatban. A
bemutatott reprezentativ abrak tobb, megegyezd eredményii kisérletbdl szarmaznak.



elteltével lathato). Ugyanakkor megallapitottuk azt is, hogy a sejtek 5 perces
eléinkubalasa 50 nM TG-nal (tehat az intracellularis kalciumraktarak Kkiiiritése)
nagymértékben — de nem teljesen — meggatolta az RTX 4altal kivaltott intracellularis
morfoldgiai valaszokat (7. bra alsé sor). A részleges hatas valosziniileg a TG [Ca®']i-
ra kifejtett hatasaval magyarazhatd (Thastrup €s mtsai, 1987). A kalciumkoncentracio
mérésekkel megegyezden, ezek az adatok szintén a VRI1eGFP intracellularis
kalciumraktéarakba épiilését s mitkodését tamasztjak ald cos-7 sejtekben. Ezen kiviil
ugy tlinik, hogy a kapszaicin kezelésnél tapasztaltakkal szemben az RTX hatisa

sokkal kevésbé fiigg az [Ca*"]o-tol.

Az indukalhato VR1/CHO expresszios rendszerben az RTX hatastalan kalcium mentes
extracellularis oldatban

Ca*-tartalmu oldatban 1 pM kapszaicin a VR1/CHO sejtek 66%-aban (n =
66/100) (IL. tablazat) hozott 1étre [Ca®']; tranzienseket. Az dsszes tranziens “gyors”
volt és a cos-7 sejtekhez viszonyitva nagy maximalis amplitidoval — 183 £ 29 nM —
rendelkezett, a tobbi kinetikai paraméter TTP: 12,9 £ 3 s és ROR: 59 £+ 12 nM/s volt
(6sszes érték atlag + SEM) (8. abra A és D). Ezzel szemben Ca®’-mentes oldatban a
sejteknek csak 25%-a vélaszolt (n = 15/60) (II. tdblazat) kapszaicin adagolasra. Ezek
is mind “lassu” tranziensek voltak, melyek a kovetkezd paraméterekkel rendelkeztek:
a maximalis amplitadd 28 + 4 nM, TTP: 49 £ 14 s és ROR: 7,5 £ 1 nM/s (6sszes érték
atlag + SEM) (8. abra B ¢és D). Mindkét kiils6 oldatban a sejtek tobbségében a
tranziensek teljesen visszatértek a kezdeti értékre (8. dbra A és B); igy vizsgéalhato
volt az ismételt kapszaicin adagolds hatasa. Szemben a VRI1eGFP/cos-7 sejtek

esetében tapasztaltakkal (4. abra), a VR1/CHO sejteknél egyik oldatban sem kaptunk
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8. abra. Kapszaicin és RTX hatdsa a VR1/CHO sejtek [Ca’ ]-ra.

Az tveg feddlemezen tenyésztett sejteket 5 uM fura 2-AM-el feltoltottik és 10 Hz
frekvenciaval rogzitettiik a 340 és 380 nm-es hullimhosszakon torténd gerjesztés hatasara
létrejovo fluoreszcencia intenzitast €s annak hanyadosat képeztilk (Fis0/Fig0). Az 1 uM
kapszaicin (CAPS) hatasat 1,8 mM [Ca*]. (4 panel) és kalcium mentes (B panel),
Ugyanakkor az 1 nM RTX hatasat 1,8 mM [Ca®]. (C panel) oldatban mértiik. A kiilonboz6
oldatokban kapszaicinnel és RTX-nal kivaltott tranziensek eltéré paramétereinek jobb
osszehasonlithatosiga végett az A-C paneleken szerepl elsd [Ca®]; novekedéseket
ugyanazon az id6 ¢s hanyados tengelyeken mutatjuk be a D panelen. Az E panel az 5 uM
kapszazepin (ZEP) kapszaicinre kifejtett szignifikans és kimoshato gatlo hatasat mutatja 1,8
mM [Ca®"]. oldatban. A tranziensek kinetikai paramétereit a II. tdblazatban foglaltuk dssze.
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Kapszaicin (1 uM) RTX (1 nM)
[Ca’"]. 1,8 mM 0 mM 1,8 mM
Vilaszolo sejtek 66% 25% 16%
Tranziens tipusa gyors lassu lassu
(100%) (100%) (100%)
Amplitado
183 £29 28 +4 47 £19
(nM)
Maximumig
eltelt id6 12,943 49 £14 144428
(TTP, s)
Meredekség
59 +12 7.5¢1 3,5¢1
(ROR, nM/s)
Tachyphylaxis
-23 £13* 4,5+6 N/A
(% csokkenés)
IL. tablazat. Kapszaicinnel és RTX-nal VR1/CHO sejteken kivdltott [Ca’'];

A bemutatott paramétereket az “Anyagok és mddszerek” fejezetnek megfelelden hataroztuk
meg. Az RTX hatéstalan volt 0 mM [Ca®"]. oldatban. A csillaggal jelslt negativ tachyphylaxis
a masodik kapszaicin altal kivaltott tranziens novekedését jelzi az els6hdz viszonyitva (lasd
még a szoveget). Minden értéket szdmos mérésbol szamitott atlag £ SEM alakban tiintettiink

tranziensek kinetikai paramétereinek dsszefoglaldsa

fel. N/A nem alkalmazhato.

tachyphylaxist ismételt kapszaicin adagolasra (II. tablazat). Inkdbb, kiilonosen 1,8
mM [Ca®"]. oldatban, a masodik kapszaicin adagolis nagyobb Ca-valaszokat hozott

Iétre (a masodik kapszaicin alkalmazas hatdsara létrejott valasz mintegy 20%-kal

nagyobb volt az els6hoz képest, I1. tablazat).
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Erdekes volt az a jelenség (és eltért a VR1eGFP/cos-7 tranziens expresszios
rendszerben tapasztaltaktdl, 6. abra és I. tablazat), hogy a VR1/CHO indukalhato
expresszids rendszerben 1 nM RTX teljesen hatastalannak tiint Ca*"-mentes oldatban
(II. tablazat). S6t még 1,8 mM [Ca®"]. oldatban is csak a sejtek 16%-a (n = 8/50)
vélaszolt RTX-re [Ca*']; emelkedéssel. Az Gsszes ilyen tranziens “lassi” tipustinak
bizonyult, az atlagos maximalis amplitddd 47 = 19 nM, a TTP: 144 + 28 s és az ROR:
3,5 £ 1 nM/s volt (6sszes érték atlag = SEM) (8. abra C és D), ugyanakkor nem tudtuk
vizsgalni az ismételt RTX adagolds hatasat, mivel a kivaltott tranziensek soha nem
tértek vissza a kiindulési érték kozelébe.

A VRI kompetitiv antagonistdjanak, a kapszazepinnek az adagolasaval
vizsgaltuk a kapszaicin és RTX specifikussagat az indukalhaté rendszerben. A sejtek
2 perces eloinkubalasa 5 uM kapszazepinnel teljesen kivédte a kapszaicin tovabbi
adagolasanak hatasat Ca®"-tartalmu oldatban (a gatloszer reverzibilis hatasa lathaté a
8. abra E részén). Mivel RTX-nal nem tudtunk ismételt valaszt kivaltani, ezért
meghataroztuk az RTX valaszok amplitiddjat kontroll és kapszazepin elokezelt
esetben. Ekkor a kontroll sejteken a maximalis amplitadé 47 £ 19 nM (atlag £ SEM,
II. tablazat) volt, mig kapszazepin elokezelt sejteken az RTX-nek praktikusan nem

volt hatasa (3,8 £ 3 nM, atlag + SEM, n = 8).

A VRI/C6 stabil expressziés rendszerben, a kapszaicin és az RTX csak Ca’* -tartalmii
extracellularis oldatban volt hatasos.

Ca*’-tartalmu oldatban vizsgalva a VRI/C6 sejteket a kapszaicin hatasa
hasonldnak bizonyult a VR1/CHO sejtek vizsgéalatakor tapasztaltakhoz (III. tablazat).
Az Ssszes vizsgalt sejt (n = 99) “gyors” [Ca®']; tranzienssel valaszolt 1 pM kapszaicin

adagolasara (maximalis amplitado 117 + 19 nM, TTP: 12,1 £ 8 s és ROR: 25,7 £ 5
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nM/s, az Osszes érték atlag + SEM) (9. abra A és C), melyek mind visszatértek a
nyugalmi kalciumszintre a kapszaicin adagolds befejezése utan. Hasonloan a
VR1/CHO sejtekhez, a VRI1/C6 sejteken sem tapasztaltunk tachyphylaxist a

kapszaicin ismételt alkalmazasa soran (III. tablazat). Ugyanakkor ellentétben a
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9. abra Kapszaicin és RTX hatdsa a VR1/C6 sejtek [Ca’ ] -ra.

Az iiveg fedblemezen tenyésztett sejteket 5 uM fura 2-AM-el feltoltottik és 10 Hz
frekvenciaval rogzitettiik a 340 és 380 nm-es hullamhosszakon torténd gerjesztés hatasara
1étrejovo fluoreszcencia intenzitast és annak hanyadosat képeztikk (Fis/Fsg). Az 1 uM
kapszaicin (CAPS, 4 panel) és az 1 nM RTX (B panel) hatasat 1,8 mM [Ca’"], oldatban
mértiik. A kapszaicinnel és RTX-nal kivaltott tranziensek eltér6 paramétereinek jobb
osszehasonlithatosiga végett az A-B paneleken szerepld elsd [Ca®]; novekedéseket
ugyanazon az id0 és hanyados tengelyeken a C panel mutatjuk be. Az 5 uM kapszazepin
(ZEP) kapszaicinre kifejtett szignifikans és kimoshat6 gatlo hatasat mutatja 1,8 mM [Ca”'],
oldatban a D panel. A tranziensek kinetikai paramétereit a II1. tdblazatban foglaltuk ossze.
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VR1/CHO indukalhat6 rendszernél tapasztaltakkal, a VR1/C6 sejteken kapszaicinnel
nem tudtunk semmilyen valaszt kivaltani Ca®"-mentes oldatban (n = 56).
Az RTX hatasanak vizsgalata VR1/C6 sejteken feltinden hasonld eredményt

hozott, mint a VR1/CHO indukalhat6 rendszer esetén (III. tablazat). Vagyis 1 nM

Kapszaicin (1 uM) RTX (1 nM)

[Ca’']. 1,8 mM 1,8 mM
Valaszolo sejtek 100% 28%
Tranziens tipusa gyors lasst

(100%) (100%)
Amplitado

117 £19 29,244
(nM)
Maximumig
eltelt ido6 12,148 75 £13
(TTP, s)
Meredekség

25,745 7,32
(ROR, nMY/s)
Tachyphylaxis

-9,5+5% N/A
(% csokkenés)

I11. tablazat. Kapszaicinnel és RTX-nal VR1/C6 sejteken kivdltott [Ca’" ]; tranziensek
kinetikai paramétereinek osszefoglaldsa

A bemutatott paramétereket az “Anyagok és mddszerek” fejezetnek megfelelden hataroztuk
meg. A kapszaicin és az RTX hatastalan volt 0 mM [Ca’"]. oldatban. A csillaggal jelslt
negativ tachyphylaxis a masodik kapszaicin altal kivaltott tranziens novekedését jelzi az
els6hoz viszonyitva (lasd még a szoveget). Minden értéket szamos mérésbol szamitott atlag +
SEM alakban tiintettiink fel (N/A nem alkalmazhato).
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RTX csak kalcium tartalmu kiilsé oldatban volt hatasos €s a sejteknek csak mintegy
28 %-aban (n = 19/68) valtott ki “lassu” és kis tranzienseket a kovetkezd
paraméterekkel: maximalis amplitudd 29,2 + 4 nM, TTP: 75 £ 13 s és ROR: 7,3 £ 2
nM/s (az Osszes érték atlag = SEM) (9. dbra B és C panel). A 9. abra B részén is
lathatd, hogy az RTX ismételt adagolasa nem hozott 1étre tovabbi valtozast az
[Ca®"]i.-ban. Mivel ezen tranziensek csak részben tértek vissza (ha egyaltalan
visszatértek) a kiindulasi [Ca®"]; szintjére, ezért az els§ RTX alkalmazas utan nem
tudtuk vizsgalni a tachyphylaxis jelenségét és elvégezni annak statisztikai jellemzését.
A kapszazepin hatdsat szintén vizsgaltuk ebben a rendszerben. Az indukalhato
rendszernél tapasztaltakhoz hasonléan az 5 uM kapszazepinnel 2 percig folytatott
elékezelés teljesen, ugyanakkor visszafordithatban meggatolta a kapszaicin hatasat (9.
abra D rész). Mivel ezen sejteken az RTX ismételt adagoldsdnak hatdsa nem
vizsgalhatd, ezért meghataroztuk az RTX-nal kivaltott valaszok maximalis
amplitaddjat kontroll és kapszazepin el6kezelt sejteken. Mig a gatloszerrel nem kezelt
VR1/C6 sejteken a kivaltott Ca-valasz atlagos maximalis amplituddja 29,2 £ 4 nM
(atlag + SEM, II. tablazat), addig a gatloszerrel eldkezelt sejteken az RTX teljesen

hatastalan maradt (n = 10).

A VRI1eGFP/cos-7 tranziens és a VRI/CHO indukalhato expresszios rendszerekben a
membranba épiilt VRI részben nyitott allapotban lehet

A kontroll és VRI1 receptort expresszaldo sejtek kiilonbozé tulajdonsagait
megvizsgalva 1,8 mM [Ca*"]. oldatban egy ujabb érdekes jelenségre lettiink
figyelmesek. Eredményeink alapjan gy tlinik, hogy a VR1eGFP/cos-7 (tranziens) €s
VR1/CHO (indukélhato) rendszerekben, de nem a VRI1/C6 stabil rendszerben a

felszini membranba épiilt VRI1 részben nyitott allapotban lehet. Azt tapasztaluk
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ugyanis, hogy az iires peGFP vektorral transzfektalt sejtek nyugalmi [Ca®J;-ja 60,2 +
5nM (n = 15), mig ez az érték a VR1eGFP/cos-7 sejtekben 148 £+ 24 nM (n = 53) (az
Osszes érték atlag + SEM) volt. Az eldbbi megfigyeléshez hasonléan a VR1/CHO
sejtek nyugalmi [Ca*'Ji-ja is sokkal magasabb (185 + 29 nM, atlag + SEM, n = 100)
volt a kontroll CHO sejtekéhez képest (76 + 15 nM, atlag £+ SEM, n = 25).
Ugyanakkor a stabil rendszerben nem tapasztaltunk ilyen eltéréseket a nyugalmi
[Ca®"]i-ban, kontroll C6 sejtekben 46 + 5 nM (atlag + SEM, n = 17), mig VR1/C6
sejtekben 52,2 + 8§ nM (atlag £ SEM, n = 99).

A VRI receptor szerepét tamasztja ald a nyugalmi [Ca®’]; emelkedése esetén
VR1eGFP/cos-7 és VRI1/CHO sejtekben a kapszazepin adagolassal tapasztalt
jelenség. Amint a 4. és 8. abrak E részein lathatd, a kapszazepin, az 1 uM kapszaicin
hatasanak gatlasan kiviil, jelentdsen csokkentette a nyugalmi [Ca*']i-t a
VR1eGFP/cos-7 tranziens €¢s a VR1/CHO indukalhat6 expresszios rendszerekben. Az
adatok statisztikai analizise bebizonyitotta, hogy ez a csokkenés VR1eGFP/cos-7
sejteken 78 + 13 nM (atlag £ SEM, n = 15), mig VR1/CHO sejteken 110 =+ 13 nM
(atlag £ SEM, n = 8) volt. Hasonlo kapszazepin kezelés a VR1/C6 sejteken csak 7,8 +
2 nM (4tlag + SEM, n = 17) csokkenést okozott a nyugalmi [Ca® Ji-ban (9. dbra D),
mégis hatékonyan gatolta a kapszaicin hatdsat. Fontos megjegyezniink, hogy a
kontroll, tires vektorral transzfektalt cos-7, CHO, vagy C6 sejtek 2 perces inkubaldsa
5 uM kapszazepinnel soha nem hozott létre 10 nM-nal nagyobb [Ca®']; csokkenést (az

adat nincs bemutatva).
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I1. A VR1 miikddésének szabalyozasa Kiilonb6zo neurotrophinokkal
A rVRI1/C6 sejtek neurotrophin receptor készlete

Az el6ébb ismertetett kisérleteinkben mar megéllapitottuk, hogy a VR1/C6
sejtek azért is kiillonlegesen jo vizsgalati alanyok, mert 1 uM kapszaicin rovid idejii
adagoldsa soran, 1,8 mM kalcium koncentracidju Tyrode-oldatban, gyors,
ismételhetd, és ami a szamunkra legfontosabb, tachyphylaxist (azaz ismétlés hatdsara
csokkend amplitudot) alig mutatd tranziensek alakulnak ki, igy tehat bizonyos
anyagok hatdsa a vanilloid receptor mikodésére objektiven vizsgalhato.

A

trk
A B C p75

10. abra A neurotrophin receptorok kifejezodése rVR1-C6 sejtekben

A) A tenyésztéedényben novo sejteket lizis-pufferben learattuk, majd azonos proteintartalmu
mintakat felhasznalva nyulban termelt megfeleld neurotrophin receptor ellenes elsddleges
antitestekkel és kecskében termelt torma-peroxidaz-konjugalt, nyal IgG-ellenes masodlagos
antitesttel Western blottot végeztiink. B) A fedélemezen novod sejteket acetonos fixalast
kovetden Triton X-100-at tartalmazo oldattal permeabilizaltuk és blokkoltuk, majd nyulban
termelt megfeleldé neurotrophin receptor ellenes elsodleges antitestekkel festettiik.
Masodlagos antitestként fluoreszcein-izotiocianattal konjugalt (FITC, zdld fluoreszcencia)
antitesteket alkalmaztunk, majd a lemezek fedését kovetden fluoreszcens mikroszkoppal (63x
objektiv) felvételeket készitettiink. Mind a Western blot, mind az immunfluoreszcens jelolést
bemutatd abrak az adott receptorokra vonatkoztatva legalabb 3-3 megismételt (és hasonld
eredményt mutato) kisérlet egyikét reprezentaljak.
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Habar mas szerzOk mar vizsgaltdk a C6 sejtek neurotrophin receptorainak
kifejezddését (Hutton és mtsai, 1992), kisérleteinkben eldszor azt hatdroztuk meg,
hogy a VR1/C6 glidma sejtek milyen neurotrophin receptor mintazattal rendelkeznek.
Western blot technika felhasznéalasaval kapott eredményeink azt mutattdk (10. dbra
A), hogy az eddig felfedezett neurotrophin receptorok koziil az 6sszes, azaz a TrkA, -
B és -C, valamint a p75 is expresszalddik a sejtekben. Ezen tapasztalatainkat az
elsddleges specifikus antitestek utan fluoreszcein-izotiocianattal (FITC) jelolt
masodlagos antitestek felhasznalasaval késziilt immunhisztokémiai kisérleteink is
megerdsitették (10. abra B.).Ugyanakkor lathato az is, hogy a VRI1 stabil
overexpresszioja nem valtoztatta meg a kordbban mar leirt neurotrophin receptor

mintazatot.

A neurotrophinok hatasa a VRI miikédésére

A neurotrophinok hatdsanak vizsgalatai sordn eldszor 5-10 mésodpercig
valtottunk ki (melyek koziil az dbrdkon a jobb attekinthetdség kedvéért csak a
masodik kontroll tranzienst btiintettiik fel), majd 2-5 percig 100 ng/ml NGF-ral,
illetve 50-50 ng/ml BDNF-ral, NT-3-mal vagy NT-4-gyel kezeltiik a sejteket, végiil
teszt Ca-tranzienst idéztiink eld. A kezelések utan a felvett regisztratumokon
elemeztiik a kontroll és teszt Ca-tranziensek amplituddit, melyeket a kapszaicin
adagolas megkezdésekor mért alapvonal (nyugalmi [Ca*'])) és a kapszaicin hatdsara
kialakulé maximalis valasz kiilonbségeként értelmeztiink, a kontroll tranziens

amplitaddjat 100 %-nak véve.
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11. dbra A neurotrophinok hatdsa a kapszaicin dltal kivaltott Ca-tranziensekre
rVR1-C6 sejteken
A sejteket a fluoreszcens kalcium-érzékeny fura-2 AM festékkel feltoltottik, majd 1,8 mM
50 ng/ml BDNF (B panel), NT3 (C panel) és NT4 (D panel) hatasat az 1 uM kapszaicin

adagolasakor kifejlodé Ca-valaszokra. Az abrdn a fluoreszcencia hdnyadosokat (F;40/F3s0)
tiintettiik fel.

Amint a 11. dbran is lathato, az 6sszes neurotrophin jelentdsen, ugyanakkor
egymastol eltérd mértékben, megnovelte a teszt kapszaicin tranziens amplitaddjat a
kontrollhoz viszonyitva. Tobb sejten kapott eredményeinket statisztikailag elemezve
megallapitottuk (IV. tdblazat), hogy az NGF kezelés 83 + 17 %-kal (n=28), a BDNF
adagolas 104 £ 19 %-kal (n=14), az NT3 alkalmazéasa 71 + 16 %-kal (n=15), mig az
NT4 kezelés 68 £ 11 %-kal (n=16) (az 6sszes értek atlag = SEM formaban megadva)
novelte a kivalthaté valaszt. Erdekességként tapasztaltuk, hogy a neurotrophinokkal

valo kezelés sordn a legtobb sejtben a nyugalmi [Ca®']; szint kisebb-nagyobb
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mértékben megemelkedett. Megvizsgalva ugyanakkor a kiilonféle sejtekben kapott
valtozasokat kideriilt, hogy ezen jelenség megléte, hidnya, illetve mértéke nem
befolydsolta a neurotrophinok pozitiv hatdsat. Ezen eredményilink alapjan
feltételezhetd volt tehat, hogy a neurotrophinok jelentds szereppel birhatnak a VR1

kapszaicin iranti érzékenységének szabalyozasaban, azaz szenzitizaciojaban.

Hatas VR1/C6 sejteken Hatas VR1/C6 sejteken
Tyrode-oldatban 50 nM K252a jelenlétében
Neurotrophin
Amplitudo Esetszam Amplitudo Esetszam
novekedeés ,novekedés”
NGF 8317 % n=28 -1£5% n=13
(200 ng/ml)
BDNF 104 +19 % n=14 8+6 % n=
(50 ng/ml)
NT3 71+16 % n=15 -6+4% n=11
(50 ng/ml)
NT4 68+ 11 % n=16 2+5% n=
(50 ng/ml)

IV. tablazat A neurotrophinok hatasa Tyrode-oldatban és K252 jelenlétében a
kapszaicin dltal kivdltott [Ca’" ]-tranziensek amplitiddjdra

A neurotrophinokkal vald kezelések utan kapszaicinnel kivaltott teszt Ca-tranziensek
amplitadoit hasonlitottuk 6ssze a kontroll (azaz a kezelés el6tt felvett) kapszaicin-indukalta
Ca-tranziensek amplitudoéjaval, a kontroll valaszok amplitaddjat 100 %-nak véve. Az
értékeket atlag £ SEM formaban tiintettiik fel.
A tirozin-kinaz utvonal gatldasanak kovetkezménye neurotrophinok VRI-t befolydsolo
hatasara

Annak kideritésére, hogy a neurotrophinok hatdsa specifikusan, azaz a

neurotrophin receptorokon keresztiil zajlik-e le, valamint, hogy mely receptorok

vehetnek részt a VR1 szenzitizacidjaban, tovabbi kisérleteket folytattunk. A sejteken
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12. dbra A K252a anyag hatdsa a neurotrophinok dltal kivaltott VR szenzitizdaciora
VRI1/C6 sejteken

A sejteket a fluoreszcens kalcium-érzékeny fura 2-AM festékkel feltoltottik, majd 1,8 mM
NGF (A), valamint 50-50 ng/ml BDNF (B), NT3 (C) és NT4 (D) altal kivaltott, az 1 pM
kapszaicin adagolasakor kifejlodd Ca-valaszok szenzitizaciojara. Az abran a fluoreszcencia
hanyadosokat (F340/F3g0) tlintettiik fel.

eloszor kontroll Ca-vélaszokat valtottunk ki kapszaicinnel, majd a tirozin-kinaz
utvonal gétlészerét, 50 nM K252a anyagot (Hashimoto, 1988, Knusel és Hefti, 1992)
2-5 percen keresztlil adagoltuk. Azutan ugy végeztiik el a fent részletezett 2-5 perc
hosszu neurotrophin kezelést (NGF: 100 ng/ml, BDNF-NT3-NT4: 50-50 ng/ml), hogy
a neurotrophinok alkalmazasakor az inhibitor is folyamatosan jelen volt, majd
végezetiil kapszaicinnel teszt Ca-tranzienseket valtottunk ki. A 12. dbran lathatd, hogy

a K252a anyag hatasosan és szinte teljes mértékben kivédte a 0sszes neurotrophin

VR1-et szenzitizald hatdsat, azaz a 11. dbran bemutatott jelentds amplitidonovekedés
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a K252a anyag alkalmazasakor nem volt kimutathato. Statisztikailag 6sszehasonlitva
a kontroll és teszt Ca-tranziensek amplitiddjat az NGF esetében 7+ 5 %-os
csokkenést, a BDNF esetében 8 + 6 %-0s novekedést, az NT3 esetében 6 +4 %-0s
csokkenést, mig a NT4 esetében 2 + 5 %-os csokkenést tapasztaltunk (az 6sszes érték
atlag + SEM formdban megadva) a teszt kapszaicin adagolds altal kivaltott Ca-
valaszok amplitidojaban K252a anyag jelenlétében (IV. tablazat). Lathato az abran az
is, hogy —hasonldan a neurotrophinok esetében a 11. dabran bemutatott
jelenségekhez —a K252a anyag tobb sejtben 6nmaga is megemelte a nyugalmi
[Ca*]i-t, mely jelenség kifejlddése azonban nem befolydsolta a gatloszer
hatékonysagat. Eredményeink arra utalnak tehat, hogy a neurotrophinok VRI-t
szenzitizald hatasa specifikus, azaz valamely tirozin-kindz utvonalhoz kapcsolt Trk

receptor(ok)on keresztiil megvaldsuld folyamatként értelmezhetd.
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MEGBESZELES

1. A kiilonbiozo expresszios rendszerekben elodllitott rekombindns patkdany VRI
eltéro tulajdonsdgokkal bir

Jelen kisérleteink elsd fazisaban célunk az volt, hogy 6sszehasonlitsuk a
kiilonbozd (tranziens, indukalhato, stabil) expresszids rendszerekben eldallitott
patkany VR1 funkcionalis tulajdonsagait. Eredményeink azt mutatjak, hogy a VR1
altal 1étrehozott [Ca®'Ji-valaszok vanilloid vegyiiletek irdnti érzékenysége és
extracellularis kalciumtol valo fiiggése jelentdsen eltér a kiilonb6z6 rendszerekben.

Korébbi eredményekhez hasonléan (Olah és mtsai, 2001a és b) kimutattuk,
hogy a GFP-taggel jelolt cos-7 sejtekben eldallitott VR1 mind sejtfelszini, mind
intracellularis membranstruktirdkban (kalciumraktarakban) funkcionalisan jelen van
(5. és 7. abra). Az intracellularisan beépiilt VR1 mikodoképes volt (4. és 6. abra),
ugyanis a kapszaicin és RTX [Ca*"]; novekedést és a sejten beliili membranok
karosodasat okozta még [Ca’"]. hidnyéban is, tovabb4, ezt a hatast meggatolta a
kalciumraktarak kiiiritése thapsigarginnal. Ugyanakkor jelentdés kiilonbséget
tapasztaltunk a két vanilloid vegyiilet hatékonysdgaban a kiils6 oldat kalcium
tartalmat illetden. Amig a kapszaicin hatésa erésen fiiggott az [Ca* ]e-t6l, addig az
RTX egyforman hatasosnak bizonyult Ca*'-tartalmi és -mentes oldatban. Ezek az
adatok 0sszhangban vannak a VR1-et expresszalo HEK 293 sejtek vizsgalataval nyert
adatokkal (Marshall és mtsai, 2003), ahol az RTX igen, de a kapszaicin nem volt
képes az [Ca’"]; novelésére Ca*"-mentes kiils6 oldatban.

VR1eGFP/cos-7 sejteken a vanilloidok altal kivaltott tranziensekben jelentds
kilonbségeket mutattunk ki; gyors ¢és lassi valaszokat tudtunk regisztralni
kapszaicinnel mind 1,8 mM Ca”*'-tartalmu és -mentes, illetve RTX-nal Ca”*'-mentes

Tyrode-oldatban (I. tdblazat). Mivel ezek a jelenségek csak VR1eGFP/cos-7 tranziens
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expresszios rendszerben voltak megfigyelhetdk, az egyik lehetséges magyarazat az,
hogy a tranziens jellegnek és az eltérd transzfekcios hatasfoknak koszonhetéen az
egyes sejtekben a VR1 szintje eltérd lehet, igy ez okozhatja, hogy ugyanaz a vanilloid
vegylilet a VR1-et eltérd szinten expresszald sejteken kiilonb6zd kalciumvélaszokat
hoz 1étre. Ez a feltételezésiink Osszhangban van azokkal a korédbbi molekuléris
biologiai és funkciondlis vizsgalati eredményekkel, melyekben azt tapasztaltdk, hogy
a szenzoros neuronokon, illetve a rekombinans rendszerekben kiilonb6z6 multimer
struktarakként (Kedei és mtsai, 2001) megjelend VR1 csatorna eredményezheti az
azonos vanilloid vegyiiletekre adott eltérd valaszokat (Liu és Simon, 1996), azaz a
heterogenitast.

Az altalunk vizsgalt harom rendszer koziil a stabil (VR1/C6) rendszerben
homogén valaszok voltak megfigyelhetok. Ezen sejtekben, hasonléan a szenzoros
neuronokon tapasztaltakhoz (Cholewinski €s mtsai, 1993, Garcia-Hirschfeld és mtsai.,
1995, Savidge és mtsai, 2001), a kapszaicin és az RTX csak Ca’’-tartalmu
extracellularis oldatban volt hatasos (9. &bra, III. tablazat). Raadasul, a kapszaicinnel
vagy RTX-nal kapott valaszok tulajdonsdgai nagyon homogének voltak; az Osszes
vizsgalt sejten a kapszaicin gyors, az RTX lassu [Ca®']; emelkedést hozott 1étre, mely
szintén jOl tikrozi az elobb emlitett két vegylilet kozotti kordbban leirt
farmakokinetikai kiilonbségeket (Szallasi €s Blumberg, 1999, Maggi és mtsai, 1990).
Ezen adatok azt sugalljak, hogy a VRI expresszidja a VRI/C6 sejtekben a
rekombinans vektor altal jol szabdlyozott mdédon megy végbe, mely hasonlo
koriilményeket teremt a VR1 tulajdonsagainak vizsgalatdhoz.

Az indukdlhat6 rendszerben (VR1/CHO sejtek) a vanilloidokkal kivaltott Ca-
valaszok nagyon hasonlitottak a VR1/C6 sejteken kapott adatokhoz. 1,8 mM [Ca*'].

oldatban a kapszaicin gyors, mig az RTX lassu tranzienseket valtott ki. Ugyanakkor, a
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hasonlosagok mellett, kiilonbségeket is tapasztaltunk az indukalhaté é&s stabil
rendszerek Osszehasonlitasakor. A VRI1/CHO sejtekben a kapszaicin (ellentétben a
RTX-nal) még Ca’’-mentes oldatban is kivaltott Ca-tranzienseket, habar
megjegyzendd, hogy a kapszaicin csak a sejtek joval kisebb hanyadan volt hatékony
(25% a 66%-hoz viszonyitva 1,8 mM [Ca’"]e-ban, II. tablazat), tovabba a valaszok
sokkal kisebbek ¢€s lassabbak voltak. Természetesen tovabbi vizsgalatok sziikségesek
még az intracellularis membran strukturdkban expresszalodo VR1 vélelmezett
helyének egyértelmii tisztazésara (a kereskedelemben csak a VRI1 intracellularis
régiodja ellen termeltetett antitestek kaphatok, igy az immuncitokémiai vizsgalatokhoz
elkeriilhetetlen a sejtek permeabilizaldsa, mely befolyasolhatja a kapott eredményt).
Adataink ugyanakkor megegyeznek Toth €s mtsai (2002) altal kozoltekkel, miszerint
a thapsigargin el6kezelés teljesen kivédi a kapszaicin altal kivaltott [Ca™'];
tranzienseket VR1/CHO sejtekben, mely tovabbi bizonyitéka a VRI intracelluléris
membranokba épiilésének ebben a rendszerben (ugyanakkor valdsziniileg ez kisebb
mértékl, mint az a VR1eGF/cos-7 sejtekben lathato).

A “legvaratlanabb” eredménylink mégis az volt, hogy —a korabban a
szenzoros neuronokon (Széallasi ¢és Blumberg, 1999) tapasztalt adatokhoz
viszonyitva—a kapszaicin ismételt adagoldsanak hatdsiara nem tapasztaltunk
tachyphylaxist a VR1/C6 és VR1/CHO rendszerben (8. és 9. abra, II. és III. tablazat).
Mivel a tachyphylaxis Osszetett folyamatdban a szenzoros neuronokon (Holzer, 1991,
Szallasi és Blumberg, 1999, Docherty és mtsai, 1996, Liu és Simon, 1998) szerepe
lehet a VRI1 csatornadenzitds csokkenésének a vanilloid vegyiiletek ismételt vagy
hosszantartd adagolasanak hatdsara (Szallasi €s Blumberg, 1999), feltételezziik, hogy
ezen expresszios rendszerek stabil vagy részlegesen stabil volta hozzéjarulhat a

tachyphylaxis hianyahoz. Ezen tilmenden, mivel a gazdasejtekben kimutatott
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(Brismar, 1995, Verkhratsky és Kettenmann, 1996) kifinomult kalcium
homeosztatikus és jelatviteli (kindz, foszfatdz) mechanizmusok eltér(het)nek a
szenzoros neuronokéitdl, igy a VR1 ezen rendszerek altali szabalyozéasa jelentdsen
kiilonbozhet. Mindemellett az a jelenség, hogy a kapszaicin ismételt adagolasanak
hatasara létrejott tranziensek amplitidoja csaknem megegyezett VRI1/C6 és
VRI/CHO sejteken, lehetové teszi ezen sejtek hasznalatat a VRI1-et gatldo és
szenzitizal6 anyagok tulajdonsagainak  meghatdrozasara  farmakologiai  és
gyogyszerfejlesztési vizsgalatokban (lasd alabb).

Kozismert tény, hogy az RTX a kapszaicin ultrapotens analogja (Szallasi és
Blumberg, 1989). Néhany in vivo és in vitro valasz tekintetében ugyanakkor az RTX
alig bizonyult hatékonyabbnak (vagy teljesen hatastalan volt) a kapszaicinhez
viszonyitva (Holzer, 1991, Szallasi és Blumberg, 1999). Ezen utdbbi megfigyelés
tlinik igaznak az indukalhat6 és a stabil rekombinans expresszids rendszerben (vagyis
VR1/CHO és VR1/C6 sejtekben), ahol az RTX csak kis €s lassu tranzienseket tudott
1étrehozni, rdaddsul a vizsgalt sejteknek sokkal kisebb hanyadaban, mint azt a
kapszaicinnél megfigyelhettiik (II. és III. tablazat). Ezen eredményeink megerositik a
mar kordbban kozolt adatokat, melyek szerint a kapszaicin relativ hatékonysaga
sokkal nagyobb a rekombindns (HEK293 sejtekben expresszalt) VR1-on, mint a
szenzoros neuronokon természetesen megjelend csatornan (Szallasi és mtsai, 1999),
mig az RTX sokkal hatékonyabbnak mutatkozott a tenyésztett idegsejteken, mint a
rekombinans expresszids rendszerben eléallitott receptorokon (Shin és mtsai, 2001).

Természetesen nagy jelentdségli lenne azon tényezOk azonositdsa, amelyek
hozzajarulnak a kiilonb6z6 expresszios rendszerek vizsgalatakor tapasztalt
eltérésekhez (sejten beliili elhelyezkedés, kalciumfiiggés, a kiilonbozd vanilloidok

iranti érzékenység). Kisérletes adataink, valamint irodalmi hivatkozéasok alapjan ugy
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tlinik, hogy a rekombinans vektor sajatsagai (Olah és mtsai, 2001a és b, Eun €s mtsai,
2001, Wisnoskey és mtsai, 2003, Jahnel és mtsai, 2001), a gazdasejt funkcionalis
tulajdonsagai (pl. kalciumhomeosztazis) (Caterina €s mtsai, 1997, Tominaga és mtsai,
1998, Olah és mtsai, 2001a és b, Jerman és mtsai, 2000, Jahnel és mtsai, 2001), az
expresszio tipusa (pl. tranziens vagy stabil) (Vellani és mtsai, 2001), a receptor
glikozilaciojanak mértéke illetve sztdchiometriai eltérések (Kedei és mtsai, 2001,
Jahnel és mtsai, 2001), valamint a kalciumkoncentracid valtozasanak
megallapitdsdhoz hasznalt mddszer ¢érzékenysége egyarant hozzdjarulhatnak a
rendszerek eltérd tulajdonsidgaihoz. A felhasznalt moddszerek jelentdségét
alatdmasztjak azok a tények is, hogy a szerzok tobbsége, akik kimutattdk a VRI1
medialt valaszok akar kalciumtdl valé fiiggését (Cholewinski és mtsai, 1993, Garcia-
Hirschfeld és mtsai, 1995, Savidge ¢és mtsai, 2001), akar fiiggetlenségét (Olah és
mtsai, 2001a és 2001b, Eun és mtsai, 2001), tovabba a VRI1 csatorna kizardlagos
sejtfelszini vagy sejtfelszini és intracellularis elhelyezkedését, nagyon hasonld
mintdzatot talaltak az endogén VRI1-t expresszalo szenzoros neuronokon. Bar néhany
esetben a heterolog expresszios rendszerekben a VRI1 funkciondlis tulajdonsagait
meghatarozé kiillonbozd paraméterek hozzajarulasa még tisztdzasra szorul,
eredményeink a heteroldg expresszids rendszerek jelentdségének novekedésére
utalnak a VRI1 sejtszintli funkcidjanak meghatarozasdban, ugyanakkor Ovatossagra
intenek ezen eredmények mas rendszerekkel, példaul szenzoros neuronokon kapott

eredményekkel vald osszevetésében.
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1l. Az Osszes neurotrophin szengitizalja a stabilan transzfektdlt rekombindns
patkdany VRI-et C6 sejtekben

Kisérleteink masodik részében azt vizsgaltuk, hogy a kiilonféle neurotrophin
vegyliletek (NGF, BDNF, NT3 és NT4), melyek legtobbjének jelenléte sziikséges a
szenzoros neuronok fejlodéséhez és funkciondlis tulajdonsagaik kialakulasahoz
(Snider, 1994, Davies, 1996, Lewin és Barde, 1996), milyen akut hatassal birnak a
rekombindns patkany VR1 miikodésére stabil expresszios rendszerben (VR1/C6
sejtek). Megallapitottuk, hogy a neurotrophinok mindegyike egyarant képes volt a
VR1 jelentés szenzitizdcidjara, azaz a receptor Kkapszaicin irdnt mutatott
érzékenységének fokozasara. Mivel a neurotrophinok hatasukat eltéré neurotrophin
receptorokon keresztiil fejtik ki (Kaplan és Miller, 1997), tovabba az 6sszes eddig leirt
neurotrophin receptort kimutattuk az altalunk haszndlt rendszerben (10. &bra),
eredményeink arra utalnak, hogy a VRI1-t szenzitizal6 hatds a legtobb neurotrophin
receptoron keresztiil megvaldsulhat.

Természetesen kivancsiak voltunk arra is, hogy az eldfordulé neurotrophin
receptorok koziil mely(ek) vehet(nek) részt a szenzitizacidé mechanizmusaban. K252a
—mely irodalmi adatok szerint a tirozin-kindz (azaz esetiinkben a Trk utvonal)
gatloszere (Hashimoto, 1988, Knusel és Hefti, 1992) — jelenlétében vizsgilva a
neurotrophinok hatasat megallapitottuk, hogy az anyag hatdsosan és szinte teljes
egészében felfliggesztette az Osszes neurotrophin szenzitizdld hatasat. Mivel az
irodalomban nem talaltunk utalast a K252a anyagnak a p75 neurotrophin receptorhoz
kotott jelatviteli atvonalat befolydsold hatdsardl, eredményeink azt valdszinisitik,
hogy a neurotrophinok a VRI1-t szenzitizald hatasukat a Trk receptorokon keresztiil

fejtik ki.
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A neurotrophinok kiilonbdzd affinitdst mutatnak Trk receptoraikhoz (Hefti,
1997, Kaplan és Miller, 1997, Huang és Reichardt, 2003); az NGF leginkdbb a TrkA,
a BDNF ¢és az NT4 a TrkB, az NT3 pedig a TrkC receptorhoz kotddik. Mivel
kisérleteinkben az 0Osszes neurotrophin aktivnak bizonyult a szenzitizacio
vonatkozasaban, igy az 6sszes Trk receptor (azaz a TrkA, -B és -C) kozremiikodése
feltételezhetd a folyamatban. Azt is kimutattuk ugyanakkor, hogy a kiilonféle
neurotrophin vegytiletek eltéré hatékonysaggal novelték meg a VR1 kapszaicin irant
mutatott érzékenységét (IV. tablazat): a tobb sejten kapott mérési eredmények
statisztikai vizsgalata egy BDNF>>NGF>NT3>NT4 hatdserdsség-sorrendet allapitott
meg. Habar természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek a neurotrophinok
hatdsanak pontos farmakolodgiai leirdsahoz (ddzis-hatds gorbék), ugy tiinik, hogy a
VR1/C6 sejten a TrkB (azon beliil is a BDNF-ral vald aktivalas) jelentheti a
legkifejezettebb szenzitizald hatast. Ezt a feltételezést erdsitheti azon megfigyelésiink
is, miszerint a Western blot kisérletekben kapott eredmények proteinre normalasaval a
TrkB receptor expressziojat talaltuk a legkifejezettebbnek a VR1/C6 sejtekben (10.
abra A).

A nativ VRI1-t expresszald nociceptiv szenzoros neuronok leginkdbb a TrkA
¢s -B neurotrophin receptorokat expresszaljak, ugyanakkor nem taldlhaté meg
membranjukban a TrkC receptor (McMahon és mtsai, 1994). Ennek megfeleléen az
NGF, BDNF vagy NT4 borbe valo injektalasa termalis hyperalgesiat valt ki, mig a
NT3 hatastalan a folyamatban (Shu és Mendell, 1999a, Shu és mtsai, 1999). Kisérleti
eredményeinket Osszevetve a szenzoros neuronokon tapasztaltakkal megéllapithatd,
hogy az altalunk hasznalt heteroldg expresszios rendszerben — hasonldan a nativ VR1
esetéhez —mind a TrkA, mind a TrkB receptor aktivaldsa jelentds szenzitizacidt

okozott. Emellett rendszeriinkben megtalalhatdo a TrkC receptor (mely hianyzik a
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DRG nociceptiv neuronjaibdl), amelynek aktivalédasa hasonld pozitiv hatassal bir a
kapszaicin érzékenységre. Ugy tlnik tehat, hogy amennyiben expresszalodik egy
adott Trk receptor altipus, a VR1 szenzitizacidja kifejlodhet aktivaloddsa utan. Ezt
erdsitheti azon irodalmi megfigyelés, miszerint a kiilonféle Trk receptorok altal
beinditott jelatviteli utvonalak jelentés konvergenciat mutatnak (Lewin és Barde,

1996).
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OSSZEFOGLALAS

1. Kisérleteinkben harom kiilonb6z6, a patkdny rekombinans VRI1-et kifejezd
heteroldg expresszids rendszerben vizsgaltuk a kapszaicin és a RTX hatasat az
intracellularis sejtfolyamatokra. Megallapitottuk, hogy a VR1 mindharom rendszerben
fukcionalis Ca” -permeabilis csatornaként viselkedik.

2. Bebizonyosodott ugyanakkor azt is, hogy a VRI-medialt [Ca®"i-véalaszok
amplitadoja és kinetikai paraméterei, a VR1 agonistadk irdnt mutatott érzékenysége,
valamint a receptor szubcellularis lokalizacidja jelentds kiilonbségeket mutat a harom
sejtes rendszerben.

3. A tranziens expresszios rendszerben (VR1eGFP/cos-7 sejtek) a kapszaicin
hatékonyabbnak bizonyult Ca**-tartalmu, mint Ca*-mentes oldatban, mig az RTX
egyforma hatékonysaggal fejtette ki hatdsat. A VR1 agonistak ismételt adagolasakor
minkét anyag esetében jelentds tachyphylaxis fejlodott ki. Kimutattuk azt is, hogy
ezen rendszerben a VRI nemcsak a sejtfelszini, de kiilonféle, intracelluldris Ca’'-
raktarakként funkcionalo struktirdk membranjaba is beépiilt.

4. Az indukdlhaté (VRI/CHO sejtek) és a stabil (VR1/C6 sejtek) rendszerekben,
extracellularis kalcium jelenlétében, a kapszaicin nagy aplitidoju és tachyphylaxist
nem mutatd, mig az RTX kismértékli intracellularis [Ca®"]i-valaszokat valtott Ki.
Kalcium-mentes oldatban kizarélag a kapszaicin volt képes az [Ca®']; megemelésére
(az is csak a VR1/CHO sejtekben), mig az RTX hatastalannak bizonyult.

5. A VRI1/C6 stabil expresszios rendszerben az Osszes vizsgalt neurotrophin (NGF,
BDNF, NT3, NT4)-—habar eltér6 mértékben de —jelentdsen fokozta a VRI
kapszaicin iranti érzékenységét (szenzitizacid), mely hatas feltehetden a tirozin kinéaz

(Trk) receptorokon keresztiil valdsult meg.
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