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Bevezetés

A fajdalomrdl és a viszketésrdl egyarant elmondhatd, hogy olyan szenzoros
jelenségek melyekhez valamilyen negativ érzést tarsitunk. Laboratoriumunk,
kollaboracios partnereinkkel kozdsen, évek oOta foglalkozik az emberi bor és
kiilonb6zd szenzoros funkciok, mint pl.: a fajdalom és viszketés, (kor)élettani
folyamatainak kiilonbozé aspektusaival. Korabbi kisérletes eredményeink
szamos, a szenzoros funkcidkban kimagaslo szerepet jatszo, Tranziens Receptor
Potencial (TRP) ioncsatorna csaladba tartozo fehérje mitkodésének €s az altaluk
medialt mechanizmusok jobb megértésehez jarultak hozza.

A fijdalom ¢és viszketés detektdlasit a szomatoszenzoros neuronok
idegvégziddésein kifejezOd receptorok végzik. A fajdalomérzékelésben €s annak
transzdukciojaban szerepet jatsz6 molekularis résztvevok egy jelentds része a
héérzékeny TRP ioncsatorndk csoportjaba tartozik. Egyes hdérzékeny TRP
csatornakrol, ugy, mint a TRPV1 é TRPA1 kimutattdk, hogy nem csak a
hémérséklet és a fajdalom, de a viszketés érzékelésében és transzdukcidjaban is
szerepet jatszanak. Sajat kutatdsunk alapjaként a fijdalom kialakulasdban mar
ismerten szerepet jatszo, de a korabban emlitett TRP csatornakhoz képest kevésbé
karakterizalt h6érzékeny Tranziens Receptor Potencidl Melasztatin 3 (TRPM3)
ioncsatorna tovabbi funkciondlis €s farmakologiai vizsgalatat tliztiik ki célul.
Kutatasaink soran teszteltilk kiilonb6zd illékony anesztetikumok hatdsat a
TRPM3 ioncsatornara, illetve tanulméanyoztuk a TRPM3 kordbban még nem
vizsgalt szerepét a viszketés kialakulasaban. Eredményeink tovabb bovitik
tudasunkat a csatorna élettani szerepeivel, és farmakologiai tulajdonsagaival
kapcsolatban, és reményeink szerint hozzajarulhatnak 1j tipusti, TRPM3-at célz6

gyogyszerek fejlesztéséhez.



Célkitizések
Az anesztetikumok hatdsanak vizsgéalatahoz a rekombinans TRPM3-at
overexpresszalo HEK293T sejteken €s a nativ TRPM3-at expresszald egér
hatsogyoki  ganglionokbdl szarmazod szenzoros neuronokon végeztiink
kisérleteket. A TRPM3 kémiai aktivacidja soran vizsgaltuk a halotan, chlorofom,
isofluran és szevofluran hatasat. Az illékony anesztetikumok TRPM3-ra kifejtett

hatasanak vizsgalata soran az aldbbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. Mas héérzékeny TRP csatorndkhoz hasonldan, az illékony anesztetikumok
fejtenek-e ki valamilyen aktivalo, vagy gatldo hatast a TRPM3
ioncsatornara?

2. Az anesztetikumok befolyasoljak-e valamilyen médon a TRPM3 kémiai
agonistakkal vagy homérséklet altal torténo aktivaciojat?

3. Befolyasoljdk-e az anesztetikumok a CIMO0216 altal aktivalt, a TRPM3
ioncsatorna alternativ porusan atfoly6 transzmembran aramokat?

4. A rekombinans TRPM3 ioncsatorna mellett milyen hatast fejtenek ki az

illékony anesztetikumok a nativ TRPM3-ra?

A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalatdhoz in vivo
viselkedés teszteket, ugymint a ,,cheek” és ,nape” modellt alkalmaztunk.
Emellett vizsgaltuk a TRPM3 ioncsatorna funkciojat a kiilonb6zd pruritogén
anyagok cellularis hatdsaiban farmakoldgiai médszerekkel, Trpm3** és Trom3™
egerek  trigeminalis  ganglionjaibdl  szarmazé  szenzoros  neuronok

felhasznalasaval. Kisérleteink soran az alabbiakra voltunk kivancsiak:

1. Mas hd ¢és fajdalom érzekeld TRP csatorndkhoz hasonldan van e szerepe a
TRPM3 ioncsatornanak a viszketés kialakuldsdban?

2. Az ismert algogén hatasi TRPM3 agonistdk indukélnak e viszketést?

3. Szerepet jatszik-e a TRPM3 az endogén pruritogén medidtorok hatasaban

trigeminalis szenzoros neuronokon?



Anyagok és modszerek

| A-k stabil oldatanak készitése és GC/MS ellenérzése

Az illékony anesztetikumok TRPM3 ioncsatorndra gyakorolt hatasainak
vizsgalatahoz a project soran hasznalt anesztetikumokbol a mérésekhez 10 mM-
os torzsoldatokat készitettlink a tiszta anesztetikumokat a mérésekhez hasznalt
mérd oldatban (Ca?* puffer vagy patch-clamp extracellularis oldat) oldva. A
tokéletes oldddas érdekében a torzsoldatokat 1égmentesen zart liveg lombikban
munka oldatokat minden esetben frissen készitettiik a 10 mM-os torzsoldatbol,
amit 45 percen beliil felhasznaltunk. A 10 mM-os térzsoldatok stabilitasat nyitott,
szabadon szell6z6 edényben GC/MS modszer segitségével a DE-AOK
Igazsagiigyi Orvostani Intézetének Toxikologiai Laboratériumaban ellendrizték.
A stabilitas ellendrzéshez a torzsoldatokat a fent leirt modon készitettiikk el. A
gazkromatografias meérés soran nyitott edényben taroltak az oldatokat, szimulalva
a nyitott perfizios rendszerben torténd kisérletes elrendezéslinket. A mérési
protokoll soran a 0., 10., 20., 30., 45.-percben tortént minta vétel. Az
anesztetikumok azonositasa Agilent 7980B-5977A GC-MS késziilék (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) felhasznalasaval tortént.

Felhasznalt allatok

Az in vitro és in vivo kisérleteinkhez egyarant 10-14 hetes egereket hasznaltunk,
melyeket konvencionalis allathazi koriilmények k6zott, 21 °C-on, 12 6rés vilagos-
sotét ciklusok valtakozasa mellett, korlatlan viz és étel hozzaféréssel taroltunk. A
projectjeink sordn hasznalt primer szenzoros neuronokat Trpm3*™* (vad tipust
C57Bl6) és C57Bl6 eredetti Trpm3” egerek trigeminalis és hatsogyoki
ganglionjaibol (TG és DRG) izolaltuk. Az izolalashoz vegyesen hasznaltunk him
és nostény egereket. Az in vitro kisérletekhez hasznalt Trpm3** egereket a
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mukodo Kisérleti allathaz, és Prof. Thomas Voets altal vezetett loncsatorna-
kutaté Laboratorium (KU Leuven Belgium) altat fenntartott allathaz biztositotta.
A TRPM3 viszketésben jatszott szerepének vizsgalata soran alkalmazott ,,cheek
model” viselkedés tesztekhez kizarélag him Trpm3” és Trpm3** allatokat
hasznaltunk, melyeket Prof. Thomas Voets altal vezetett loncsatorna-kutato
Laboratorium (KU Leuven Belgium) altat fenntartott allathaz biztositotta. A
,nape model” soran, a Trpm3” és Trpm3** egyedekbdl vegyesen alkalmaztunk
him és ndstény egyedeket, mely allatokat kollaboracios partneriink, prof. Rohacs
Tibor altal vezetett kutatocsoportban vizsgaltak. Az in vivo viselkedéses allat
kisérleteket, a Leuveni Katolikus Egyetem Laboratériumi Allatok Etikai
Bizottsaga (engedélyszam: P021/2018), és a Rutgers New Jersey Medical School
Laboratoriumi Allatok Etikai Bizottsaga feliigyelte.

Sejttenyésztés és primer neuron izolalas

Az in vitro kisérleteinket HEK293T és mTRPM302 egér izoformat stabilan
overexpresszalo HEK293T (HEK-M3) sejtvonalakon, illetve Trpm3** egérbdl
izolalt primer DRG szenzoros neuronokon és Trpm3** és Trpm3” egerekbdl
1zolalt primer TG szenzoros neuronokon végeztiik.

HEK293T sejtek

A kontrollként hasznalt ,jiires” HEK293T és a mTRPM3a2-t stabilan
overexpresszald HEK-M3 sejtvonalakat Prof. Thomas Voets (loncsatorna-kutato
Laboratorium (KU Leuven, Belgium)) bocsatotta rendelkezésiinkre. A HEK-M3
sejtvonalat Flp-In transzfekcidos rendszer segitségével hoztak Ilétre. A
sejtvonalakat 37°C-on 5 % CO; tartalom mellett termosztitban tenyésztettiik,
endotoxin mentes DMEM tépoldatban. A tapoldatot 10% f6talis borjusavéval
(FBS), 50 IU/ml Penicillin , 50 pg/ml Streptotmycin, 25 mg/ml L-glutamint és
hozzaadasaval keészitettik. A HEK-M3 sejtek médiumat szelekcids

antibiotikumként 200 pg/ml Hygromycinnel egészitettiik ki. A sejttenyészeteket



70-80%-0s konfluencia elérésekor passzaltuk tovabbi kisérletekhez 0,25 %
tripszin tartalmu oldat felhasznalasaval. A HEK293T ¢s HEK-M3 sejtvonalakon
végzett kisérletek soran a sejteket minden esetben poly-I-lysin HBr-al kezelt, az
adott kisérlethez kompatibilis mérd edénybe szélesztettiik.
TG és DRG neuron izoldlas

Az anesztetikumok vizsgalatdhoz a szenzoros neuronokat Trpm3** egerek
hatsogyoki ganglionjaibol, mig a pruritogének vizsgalatdhoz Trpm3** és
Trpm37 egerek trigeminalis ganglionjaibol izolaltuk enzimatikus mddon. A
neuronok izolalasa soran him €s ndstény egereket vegyesen hasznaltunk. A DRG
neuronok izolalasa sordn az egereket CO; gaz felhasznalasaval terminaltuk, mig
a TG neuronok izolalasa soran cervicalis dislocatiot-t alkalmaztunk. Az
Osszegyujtott DRG- és TG-neuronokat a preparalas soran végig jégen tartott,
NeuroBasal medium + 10% FBS + antibiotikum (P/S) oldatba gyiijtottik. Az
allatok terminalasat kovetOen legkeésObb 30 perccel megkezdtik a neuronok
enzimatikus emésztését, 2 mg/ml collagenase és 2,5 mg/ml dispase tartalmu
oldatban, lezart eppendorf csOben, 37°C-0s vizfiirddben, 40 percig. Az
enzimatikus emésztést kovetden az enzimes oldatot eltavolitottuk €s haromszor
atmostuk a sejteket neuron tenyészté oldat (NeuroBasal + 10% FBS + P/S)
segitségével. Ezt kovetéen a ganglionokat csokkend atmérdjii orvosi
fecskendotik (18G-> 20G-> 22G-> 26G) hasznalataval egyedi sejtekre
szuszpendaltuk . A DRG neuronokat a sejtizolalast kovetéen poly-L-lysine HBr
kezelt tivegalju Petri-csészére szélesztettiik és 10% FBS, 2% B-27-el, 2 mM L-
glutaminnal , 100ug/ml P/S-el és 100 ng/ml B-NGF-el kiegészitett NeuroBasal
médiumban tenyésztettiik 37°C 5% CO; jelenlétében. A TG neuronokat a
sejtizolalast kovetdéen poly-L-ornitin és laminin kezelt {ivegalju Petri-csészére
szélesztettiik és 10% FBS, 2% B-27-el, 2mM L-glutaminnal, 100ug/ml P/S-el, 2
ng/ml GDNF-el és 10 ng/ml NT4-el kiegészitett NeuroBasal médiumban
tenyésztettilk 37°C-on 5% CO; jelenlétében. Az izolalt szenzoros neuron

tenyészeteket az izolalas utan 24-36 oran beliil felhasznaltunk kisérlethez.



Intracellularis Ca%*-szint mérés

A projektjeinkhez hasznalt kiilonbdzd intracellularis Ca?" mérések kisérletes
elrendezése a felhasznalt mérdrendszerek ¢€s a kisérletes protokollok tekintetében
ugyan kiilonboztek, azonban a mérések alapelve minden esetben hasonld. Az
intracellularis Ca®" szint valtozas méréséhez fluoreszcens Ca?* érzékeny Fluo-4-
AM vagy Fura-2-AM festékeket alkalmaztunk. A Fluo-4-nek szabad Ca?*
jelenlétében jelentdsen megnd a fluoreszcencia intenzitasa, amit a mérés soran
detektalhatunk (excitacio: 490 nm; emisszid: 520 nm). A Fura-2 festék esetében
a Ca?"-ot kotd festékmolekula gerjesztési maximuma eltolodik: a Ca?*-ot kotd
forma excitaciés maximuma 340 nm, a nem kotott molekulaé 380 nm, mig az
emisszidja mind a két esetben 510 nm. A HEK293T és HEK-M3 sejtek
intracellularis Ca®* szintjének valtozdsainak mérését tobbsejtes elrendezésben
végeztik, mely soran a sejteket vagy 96 lyuku lemezekre szélesztettiik és a mérést
Flex Station I1l automata mikrolemez-olvasé hasznalataval végeztik. A
héstimulacids mérésekhez tripszines emésztést kovetden a sejteket PCR csovekbe
gyljtottiik Ossze €s homérséklet valtoztatasahoz ¢s az egyidejii fluoreszcens
mérésekhez Q-PCR gépet hasznaltunk. A primer DRG és TG neuronokon tortént
intracellularis Ca?* méréseket egyedi sejtes elrendezésben végeztiik, nyitott
rendszerli gravitacios perfuzid haszndlataval, Zeiss LSM 5 Live fluorescens

konfokokalis mikroszkdppal.

Patch Clamp mérések

Az anesztetikumok TRPM3 ionaramaira gyakorolt hatasainak vizsgalatat teljes
sejtes (whole-cell) elrendezésti patch-clamp kisérletek soran végeztik el,
Axopatch 1.D er6sitd €s Clampex 10.2 szoftver (Molecular Devices) segitségével.
A HEK-M3 sejteket poly-I-lysin HBr-al kezelt 12 mm atmérdji iiveg
fedélemezekre passzaltuk, majd a sejtkirakas utan 2-3 drdval letapadt sejteken

végeztiik el a méréseket. A kisérlet sordn a kiils6, extracelluléaris oldat 150 mM



NaCl-ot, 1 mM MgCl,-ot, ¢s 10 mM HEPES puffert tartalmazott, pH-jat 7.4-re
allitottuk be NaOH-dal. A pippetakban 1év6 belsd, intracellularis oldat 100 mM
aszpartatot, 45 mM CsCl-ot, 1.144 mM MqCl,-ot, 10 mM HEPES-t, és 10 mM
EGTA-t. A pH-jat CsOH-al 7.2-re allitottuk be, ami megkozelitéleg 100 mM Cs-
aszpartat végkoncentraciot eredményezett a pipettaoldatban. A mikropipettakat
egy programozhato elektroda-huzo segitségével, boroszilikat tiveg kapillarisbol
készitettiik, melyeknek mért ellenallasa (pipetta ellenallas) 2—5 MQ tartomdnyban
mozgott. A teljes sejtes konfigurdcid létrehozasa utdn, a sejtek kapacitdsa
jellemzden 10 pF koriili értéket mutatott, mig a soros ellenallas 10 MQ alatt volt,
melyet 50-70 %-ban kompenzaltunk. A mérési protokollunk soran fesziiltség zar
technikat alkalmaztunk, mely sordn 0 mV tartdépotencidl mellett 2
masodpercenként 200 ms hossza, -150 mV-t6l + 150 mV-ig terjedo

depolarizacios rampa alatt mértiik a teljes sejtmembranon atfoly6 iondramokat.

Egér viselkedés tesztek

Kiilonbdzd pruritogének és algogének hatasat Trpm3**

¢s Trpm3 génkiiitott,
Trpm37- C57/Bl6 egereken vizsgaltuk in vivo, az Gn. ,,nape” modell és a ,, cheek”
modell alkalmazasaval, melyek koziil az utobbi lehetdvé teszi a fajdalmas és a
viszketéses viselkedéses valaszok elkiilonitését és kvantitativ jellemzését is.
LaMotte ¢és munkatarsai eredeti protokolljaban hasznalt intradermalis
injekciokhoz képest, mind a ,, cheek” modell mind pedig a ,, nape” modell soran
szubkutan injekciokat alkalmaztunk, azonban, a két kiilonboz6 viselkedésteszthez
hasznalt protokoll, a beinjektalt teriilet kivételével megegyeznek. A tesztekhez 8-
14 hetes kort him Trpm3** és Trpm3” egyedeket hasznaltunk. Az allatokat a
kisérletet megel6z6 7. napon, naponta egyszer elkezdtiik adaptéalni a kisérletes
koriilményekhez. A kisérlet el6tti 1. napon a ,, nape” modellhez leborotvaltuk a
szOrt az allatok tarkojardl, mig a ,, cheek” modell soran, az allatok pofajarol. Az

in vivo viselkedés tesztek soran, az egercket az injektalas el6tt 10 percig

adaptéaltuk a kisérletes koriilményekhez és rogzitettilk a spontan viselkedést



videokamera segitségével. A ,,cheek” modell soran az alkalmazott anyagokat
szubkutan injektaltuk az egerek eldzetesen leborotvalt megfeleld oldali pofajaba,

»

mig a , nape” modell alkalmazasa esetében, a tarkojaba, majd az injekciot
kovetden az egereket rogton visszahelyeztiik a megfigyeld kamréba, és ezt
kovetéen a pruritogén anyagokra adott viselkedéses valaszokat 30 percig
rogzitettiilk vide6 kamera segitségével. A felvételek elemzése soran a vakar6zasi
események szamat két fliggetlen megfigyeld hatarozta meg. Az elemzés soran,
egy vakarodzasi eseménynek tekintjiik azt a teljes eseménysort, amikor az allat,
valamelyik hatso 1abat felemelve, a mancsaval a beinjektalt teriiletet vakarja majd
veégiil vagy visszahelyezi a talajra vagy a szajahoz emeli €s nyalogatja azt. A
,,cheek ” modell soran vakardzassal toltott teljes idohossz, illetve a vakarddzasi és
fajdalmas valaszesemények szamat is kvantifikaltuk. Egy fajdalmas eseménynek
tekintiink egy olyan egyedi mozdulatot mely sordn az 4llat, kizarélag az azonos
oldali els6 mancsat emelve, a beinjektalt teriiletet megérinti, dorzsoli. A
modszerek soran hasznalt kezeldanyagok 7% TWEEN-80 tartalma Ca®* és Mg?"*
mentes foszfat pufferelt s6 oldatban (PBS) oldottunk be és a kovetkezd
koncentracidban alkalmaztuk: 200 png/50 pul hisztamin, 30 pg/50 ul szerotonin és
250 ng/50 ul endothelin-1 a nape modell esetében, mig 10 pg/10 ul PregS, 10
ug/10 ul Capsaicin, 5 ug/10 ul CIM0216, 50 ug/10 ul Histamine, 10 pg/10 ul
Serotonin, 150 ng/ 10 ul Endothelin-1 a ,, cheek” modell alkalmazasa esetén. A
szubkutan mikroinjekciokat 1 ml-es inzulin fecskend6ho6z rogzitett 30G-S orvosi

fecskendotiivel végeztiik el.

Statisztika

A kisérletes adatok feldolgozasat OriginPro 9.0 szoftverrel (OriginLab
Corporation, Borthampton, MA, Egyesiilt Allamok) végeztiik. Eredményeinket
atlag + SD formaban prezentaltuk. A dozis-hatas Osszefliggések vizsgalatdhoz
logisztikus dozishatas gorbéket illesztettiink az alabbi egyenlet szerint: y= A2 +
(Al- A2)/(1 + (x/x0)"p), ahol Al: a minimalis valasz értéke (ymin), A2: a



maximalis valaszértéke (ymax), x0: a félhatasos koncentracio (EC50/IC50), p: a
meredekséget meghatdrozd szamitott kitevd. Az y tengelyen a Ca?* jelek
alapu logaritmusat abrazoltuk.

A statisztikai analiziseket részben IBM SPSS Statistic 23.0 (IBM, Armonk, NY,
USA), részben OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation) szoftver segitségével
végeztilk. Az izozakuranetin antagonista hatasdnak tesztelésekor az agonista
indukalt Ca?* szignalokat izozakuranetin jelenlétében és hidnyaban Student-féle
kétoldalu t-probaval hasonlitottuk Ossze. A kiilonboz6 HEK-M3 sejtek kozott
aramokat 100%-nak tekintve, a VA-k jelenlétében mért TRPM3-aramokat
normalizaltuk ugyanabban a sejtben, és a kiilonbozoé sejtekben mért adatokat
Student-féle kétoldalu t-teszttel hasonlitottuk 0ssze. Az szenzoros neuronokon
rogzitett Ca?* jelek esetén - hacsak masképpen nem emlitjiik - a jel amplitadojat
normalizaltuk az 1. agonista altal kivaltott jelre, amelyet 100% -nak tekintiink.
Ezutan az adatokat statisztikai elemzésnek vettiik ald egyszempontos ANOVA ¢és
Dunnett post-hoc teszt alkalmazasaval, hogy 0sszehasonlitsak a VA-k hatasat a
kontrol esetben tapasztaltakkal. Minden esetben P<0,05 értéket tekintettiik
szignifikans kiilonbségnek a csoportatlagok kozott. In vivo viselkedéses
kisérleteink soran a statisztikai Osszehasonlitashoz Mann-Whitney tesztet
alkalmaztunk. Itt is minden esetben P <0,05 értéket tekintettiik szignifikans
kiilonbségnek a csoport atlagok kozott. Az in vivo és in vitro kisérleteinkhez

tartozo adatok atlag + SD formajaban vannak megadva.



Eredmények
Illékony anesztetikumok hatasa a TRPM3 ioncsatorna miikodésére
Az illékony anesztetikumok stabilitasanak vizsgadlata

Kisérleteink soran kiilonb6zo kémiai szerkezetli illékony anesztetikumok (IA-k)
TRPM3 ioncsatornara kifejtett hatasait vizsgaltuk. Figyelembe véve az
anesztetikumok illékony és lipofil tulajdonsagait, az in vitro kisérletekhez
sziikséges vizes alapu stabil oldatok elkészitése kihivast jelentett. Korabbi
kutatasok azonban Kimutattak, hogy 25°C-on, 10 mM vagy az alatti
koncentracioban stabil oldat készithetd beldliikk. Az altalunk készitett 10 mM
koncentraciodju torzsoldatok stabilitasat, gdzkromatografias (GC/MS) meérésekkel
vizsgaltuk meg, nyitott, szabadon levegdz0 rendszerben, ezzel imitalva a
szabadlevegon, illetve  perfuzios  rendszerekkel — végzett  kisérletes
elrendezéseinket. A GC/MS méréseket dr. Posta Janos, a DE-AOK Igazsagiigyi
Orvostani Intézetének Toxikologiai Laboratoriuméban végezte el. A kisérlethez a
10 mM-os torzsoldatokat a médszerek fejezetben bemutatott médon egy nappal a
mérések elott készitettiik el. Kisérletes eredményeink azt mutattdk, hogy az
anesztetikumok 10 mM-os torzsoldatainak a koncentracioja nyitott edényben, 45

perces id6tartamon beliil szignifikdnsan nem véltozik.

|A-k hatasa a rekombinans TRPM3 kémiai aktivdaciojdra

Els6ként intracellularis Ca?* mérések soran IA-k jelenlétében vizsgaltuk a
rekombinans TRPM3 kémiai aktivaciojat HEK-M3 sejteken. Kisérleteink soran
endogén agonista PregS vagy az exogén agonista CIM0216 felhasznalasaval az
anesztetikumok jelenlétében. Eredményeink egyértelmiien bizonyitottak, hogy az
altalunk haszndlt anesztetikumok nem aktivaljak a rekombinans TRPM3
ioncsatornat, azonban doézis fliggd modon gatoljak az endogén PregS és a

potensebb, exogén aktivator CIMO0216 altal kivaltott TRPM3 aktivaciot.



Eredményeink szerint az 1mM-ban alkalmazott 1A-k, a 0,1 és 300 uM-0s
koncentracié tartomanyban alkalmazott PregS TRPM3-ra hat6 dozishatasgorbéjét
¢s ECso értékét magasabb koncentracio tartomanyok felé toljak el. Habar
kisérleteink soran a vizsgalt anesztetikumok koziil a halotan bizonyult a
legpotensebb TRPM3 inhibitornak, 5 mM koncentracioban alkalmazva azonban
onmagéaban is intracellularis Ca?* emelkedést valtott ki. Ez a hatas, kisérletes
eredményeink alapjan TRPM3 fiiggetlennek tekinthetd, miszerint (i) az 5 mM
halotan altal okozott Ca®" tranziensek egyarant megfigyelhetdek HEK293T és
HEK-M3 sejteken is, illetve (ii) a halotan altal indukalt Ca?* tranziensek a TRPM3

antagonista 1zozakuranetin nem gatolta.

|A-k hatisa a TRPM3 dltal medialt transzmembrdn aramokra

A tovéabbiakban megvizsgéltuk az anesztikumok hatdsat a TRPM3 altal medialt
alkalmazott patch-clamp moédszer segitségével. Kisérleteink soran, a PregS altal
aktivalt kifelé rektifikaldo aramokat, az anesztetikumok 1 mM koncentracidoban
részlegesen, mig SmM koncentracioban alkalmazva teljes mértékben gatoltak,
mely hatdsok gyorsnak és kimoshatdénak bizonyultak. Hasonldéan a korabbi IC
Ca®** méréses kisérleteinkhez, a patch clamp kisérleteink soran is a szevofluran
bizonyult a legkeveésbé erds gatlészernek, 1 mM koncentracidban csak nagyon
kevéssel gatolta a PregS aktivalt TRPM3 aramokat, azonban 5 mM
koncentracidban alkalmazva emelkedett, de nem teljes gatlast figyelhettiink meg.
A PregS altal indukalt transzmembran aramok a TRPM3 {6 porusan keresztiil
folynak, mig a potensebb exogén aktivator CIM0216, a f6 porus mellett, egy, a
TRPM3 fesziiltség szenzor doménjdban taldlhatdé alternativ permeabilitasi
utvonalat is megnyit, melyen negativ membran potencial mellett befelé iranyuld
aram folyik. Kisérletes eredményeink bizonyitjak, hogy az altalunk vizsgalt 1A -
k, hasonldéan a PregS altali aktivacio soran tapasztalt hatasokhoz, 1 mM-ban

alkalmazva részlegesen, mig SmM-ban erdteljesen gatoljak a CIMO0216 altal



aktivalt f6 poruson, €s az alternativ permeabilitdsi utvonalon keresztiil futd

aramokat is.

|A-k hatisa egér hatsogyoki ganglionokbol izoldlt szenzoros neuronokon
kifejezodo nativ TRPM3 ioncsatorndkra

A project folytatasaként egér hatsogyoki ganglionokbdl izolalt szenzoros
neuronokon vizsgaltuk az |A-k nativ TRPM3 ioncsatornara kifejtett hatasait. A
neuronokon végzett IC Ca?" mérésekhez hasznalt kisérletes protokoll soran
haromszor ismételt 2 percig tartd PregS stimulaciot alkalmaztunk, illetve a 2.
alkalmazas el6tt, 2 perc hosszan és tovabbi 2 perc hosszan a 2. PregS alkalmazas
kezeltiik a sejteket. Eredményeink analizise soran, a kisérletes protokoll végén
alkalmazott 25 mM KCI oldatra depolarizalodd sejteket neuronoknak, illetve a
PregS-re (PregS+) valaszolo neuronokat pedig TRPM3-at expresszalo (TRPM3+)
neuronoknak tekintettiik. Korabbi kutatasokhoz hasonldan, sajat eredményeink is
bizonyitjak, hogy az illékony anesztetikumok direkt modon aktivalnak egyes
szenzoros neuronokat az alabbi eloszlasnak megfelelden: 15.3%, 21%, 5.1% és
1,8%-a a neuronoknak aktivalodik 1mM halotan, kloroform, izofluran és
szevofluran kezelés hatasara. Az |A-k altal aktivalt neuronok ardnya a TRPM3+
¢s TRPM3- neuronokban kozel azonosnak adodott, illetve a TRPM3+ neuronok
dont6 tobbsége nem aktivalodott az 1A kezelés hatasara (IA- neuronok). Ez az
eredmény egyértelmiien megerdsiti azt a feltételezésiinket, miszerint a neuronok
|A-k altali aktivacidja fiiggetlen a TRPM3 ioncsatornatdl. Hogy kizarjuk az TA-K
altal indukalt TRPM3 filiggetlen Ca®* tranziensek hatdsat a PregS indukalt
valaszokra, az analizisiink soran kizarolag a TRPM3+ de IA- neuronokat
vizsgaltuk. Eredményeink bizonyitjak, hogy az altalunk vizsgalt 1A-k 1 mM
koncentracidban alkalmazva hatasosan gatoljak a PregS altal kivaltott TRPM3
altal medialt Ca?* valaszokat. Az anesztetikumok altal keltett gatlo hatas 4 perccel

az applikacio utan kimoshatonak tekinthetd.



A TRPMa3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata

A TRPM3 viszketésben ¢€s fajdalom érzékelésben betdltott szerepének vizsgalata
érdekében Trpm3** és Trpm3” egereken végeztiink in vivo viselkedés
vizsgalatokat és ezen egerekbdl izolalt szenzoros neuronok pedig in vitro
kisérleteket. Az alabbi projekthez tartozo in vitro intracellularis Ca?* mérések egy
részét a Debreceni Egyetemen, mig masik részét, illetve a ,,cheek” modell
alkalmazasaval végzett egér viselkedés teszteket Belgiumban, a Leuveni
Katolikus Egyetemen kollaboracios partneriink, Thomas Voets, altal vezetett
loncsatorna-kutaté Laboratoriumban végeztem. Eredményeinkben bemutatott
,hape” modellhez tartozo kisérleteket kollaboracios partneriinknél, a Rohacs
Tibor 4ltal vezette kutatd laboratoriumban (Rutgers New Jersey Medical School,

Newark, NJ, USA), Nawoo Kim PhD hallgat6 végezte el.

PregS a TRPM3-on keresztiil fajdalmat indukal, de viszketést nem

Az éltalunk hasznalt protokoll alapjaul LaMotte €s munkatarsai (2008) altal,
kordbban bemutatott modszert vettilk alapul. Az aprobb mddositasokkal
véglegesitett protokollt a modszerek fejezetben mutattam be részletesen. A
,,cheek” modell protokolljanak beallitasat koveten, kiilonbozé algogén és
pruritogén anyagok vizsgalatat kezdtiik el a Trpm3** illetve a TRPM3
ioncsatornara nézve hianyos Trpm3” egereken. Korabbi kutatidsok mar
bemutattik, hogy mind az endogén TRPM3 aktivator PregS és mind az exogén
agonista CIM0216 fajdalomhoz kothetd viselkedeses valaszokat indukalnak
kiilonbozd egér modellekben. Igy elséként, megvizsgaltuk a PregS és a CIM0216
hatasat, a kontrolként hasznalt, ismert algogén hatasu kapszaicinhez illetve a
negativ kontrolként hasznalt vivéanyaghoz (PBS+ 7% TWEEN-80) hasonlitva. A
,,cheek” modell alkalmazasa soran a kapszaicin mind a két egértorzsben
fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszokat valtott ki, de nem wvaltott ki

viszketéshez kothetd valaszokat egyik csoportban sem. A kontrollként hasznalt



vivoanyag, se fajdalomhoz, sem pedig viszketéshez kothetd valaszokat nem
indukalt egyik tipusu allatban sem. Kisérletes eredményeink bizonyitjak, hogy
sem az endogén, sem pedig az exogén TRPM3 agonista nem okozott viszketéshez
kothetd viselkedéses valaszokat egyik tipusu allatban sem, ellenben a PregS és
CIMO0216 kezelés soran egyarant fajdalomhoz kothetd valaszokat tapasztaltunk a
Trpm3** egerekben, mely viselkedéses valaszok a Trpm3” allatokban
elmaradtak.

Az, hogy , cheek” modell soran a fajdalmas és viszketéses valaszok
elkiilonithetéek egymastol, lehetdve tette szamunkra egy 10j, az irodalomban eddig
még nem hasznalt paraméter, az Gn. ,, viszketés racio” (Ryiszetss) bevezetését, mely
segitségével megadhatd a vizsgalt anyagok specificitdsa a fajdalom-viszketés
tengelyén. Szamitasa soran a teljes viszketéses valaszok szamat osztjuk a teljes
viselkedéses valaszok szamaval (fajdalmas és viszketéses valaszok Gsszege). Az
alacsony (0 vagy ahhoz kozeli) Ryigkess €rt€k jelenti a tisztan fajdalomra adott
viselkedéses valaszokat, mig a magas (1 vagy ahhoz kozeli) Ryigketss értékek a
tisztan viszketéshez kothetd, de nem fajdalom altal kivaltott viselkedéses
valaszokat. Eredményeink azt bizonyitjak, hogy a TRPM3 agonista PregS ¢és
CIM0216, a TRPV1 agonista kapszaicinnel egyiitt, a Trpm3*"* allatokban
algogén, az-az fijdalomkeltd hatdsu anyagként viselkedtek, magas Ruyisuketes
értéket tapasztaltunk. Mindazonaltal, Trpm3™ 4llatokban, a kapszaicinnel
ellentétben, a PregS és CIMO0216, a vivéanyag kontrollhoz hasonlé altalanos

eloszlast mutattak, mely sordan az Ryiszketes €rtekiik, 0.5 koriilinek adodott.

Pruritogén anyagok hatisa TRPM3 KO dllatokban

Fentebb bemutatott eredményeink egyértelmiien bizonyitjak, hogy a TRPV1
ioncsatorndhoz hasonléan, a TRPM3 kdzvetlen kémiai aktivacioja, fajdalomhoz
kothetd viselkedéses valaszreakciok megjelenését okozza, és nem okoz
viszketést, azonban ezen eredmények nem zarjak ki azt a feltételezést, hogy a

TRPM3-nak a TRPV1-hez és TRPA1-hez hasonloan, szerepe lehet a viszketéshez



kothetd szenzoros folyamatok kialakulasaban. Korabbi kutatasok kimutattak,
hogy a TRPV1 kozvetlen aktivacidja fajdalmat okoz és nem viszketést, azonban
pruriceptiv szenzoros neuronokon expresszalodd TRPVI1 szerepet jatszik a
hisztamin fliggd ¢és bizonyos hisztamin fiiggetlen pruriceptiv folyamatok
tovabbitasdban. A tovabbiakban, hogy megvizsgaljuk a TRPM3 ioncsatorna
pruritogének indukalta viszketésben betdltdtt potencidlis szerepét, Trpm3** és
Trpm37 4llatokon teszteltiik a hisztamin és tovabbi nem hisztaminerg
pruritogének (szerotonin (5-HT), endothelin-1 (ET-1)) hatasat. Ezen anyagok
mindegyikérdl ismert, hogy viszketést indukalnak, mind emberben mind pedig
egér modellekben.

A , cheek” modellt alkalmazé kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a
hisztamin, 5-HT és ET-1 a Trpm3** és Trpm3” allatokban egyarant viszketést
valtott ki, mig fajdalmat nem indukéltak. A pruritogén anyagok kezelése soran
megfigyelt fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszok szama megegyezik a
negativ kontrolként hasznalt vivOanyag soran tapasztalt fajdalomhoz kothetd
viselkedéses valaszok szadmaval, mig a vakarddzéasi események szdma, és az
allatok vakarodzassal toltott ideje, mind harom vizsgalt pruritogén anyag esetében
mind két genotipusu allat esetében megemelkedett. A hisztamin és az 5-HT
esetében a Trpm3** és Trpm3” allatoknal a pruritogének 4ltal indukalt
vakarodzasi valaszreakciok szdmaban nem tapasztaltunk kiilonbséget, azonban
érdekes modon az ET-1 altal indukalt viszketés a Trpm3” éllatok esetében
szignifikinsan magasabbnak bizonyult, mint a Trpm3*/* allatok esetében. Az
Riiszreres €rtékek mind a 3 pruritogén anyag esetében a skala tetején helyezkednek
el mindkét tipusu allatban, bizonyitva az anyagok pruritogén specifitasat.

A fent bemutatott, , cheek” modell alkalmazasa soran kapott kisérletes
eredmények egyértelmiien bizonyitjak a pruritogén anyagok hatdsat a trigeminalis
ganglionok (TG) altal beidegzett teriileten nem a TRPM3 medialja. Kovetkezd
1épésként megvizsgaltuk a hisztamin, 5-HT, és ET-1 hatdsat a hatsé gyoki

ganglionok altal beidegzett teriileten iS. Ehhez az egér ,,nape” modellt



alkalmaztuk, mely soran a vizsgalni kivant anyagokat az egerek tarkdjaba
injektaljuk. Ez a modell ugyan a viszketéses és fajdalmas viselkedéses
valaszreakciok megkiilonboztetésére nem alkalmas (mivel mindketté soran
megegyezd vakardodzd valaszreakcid tapasztalhatd), de a pruritogének Aaltal
kivaltott valaszreakcidk, az altalunk tapasztalt magas R.;skess €rtékek és a korabbi
kutatdsok irodalmi adatai tekintetében viszketéshez kothetd valaszoknak
tekinthetdek. Eredményeink szerint a hisztamin és az 5-HT hasonl6 intenzitast
viszketést valtott ki a Trpm3*'* és Trpm3” egyedekben egyarant, hasonloan a
,cheek” modell alkalmazasa soran tapasztaltakhoz. Az ET-1 altal kivaltott
viszketéshez kothetd viselkedéses valaszreakciok a ,,cheek” modell soran
tapasztalt viszketéses valaszokhoz hasonldéan a ,,nape” modell alkalmazasa
esetén is szignifikdnsan magasabbnak bizonyultak a Trpom3~ egyedekben, mint a
Trpm3*™* allatokban.

Trigeminadlis szenzoros neuronok pruritogének dltali aktivacidja fiiggetlen a
TRPM3-tol

Hogy megvizsgaljuk a TRPM3 ioncsatorna szerepét a pruritogének altal indukalt
cellularis valaszokban, illetve, hogy validaljuk az in vivo viselkedéses
eredményeinket, a tovabbiakban in vitro IC Ca?* méréseket végeztiink Trpm3*/*és
Trpm3” egerek TG-jaibdl izolalt szenzoros neuronokon, kétféle kisérletes
elrendezésben. ElsOként 0Osszehasonlitottuk a pruritogén kezelések soran
valaszol6 szenzoros neuronok aranyat Trpm3** és Trpm37 egerekbdl izolalt TG
neuron kultirdkban. Ezen IC Ca?* méréseink sordn a szenzoros TG neuronokat
hisztaminnal, 5-HT-nal és ET-1-gyel minden esetben kiilon kisérletek soran
kezeltiik, mig a kontrollként hasznalt TRPM3 agonista PregS-ot, TRPV1 agonista
kapszaicint és a TRPA1 agonista fahéj aldehidet (CA-t) minden egyedi
kisérletben alkalmaztuk. Kisérleteink soran csak azokat a sejteket tekintettiik
szenzoros neuronoknak ¢és vettiik bele a késObbi elemzésiinkbe, melyek reagaltak

a kisérletek végén alkalmazott depolarizalo hatdsai KCIl oldatra, vagy a



kapszaicinre. A kapszaicinre és a fahéj aldehidre valaszolé neuronok aranya
megegyezett a TRPM3 ioncsatorna jelenlétében és/vagy hianyaban egyarant. A
Trpm3*™* allatok PregS+ és PregS- neuronjainak egy kisebb csoportja egyarant
aktivalodott az altalunk alkalmazott pruritogének hatdsira, mely eredmény azt
sugallja, hogy ezen pruritogének hatéasa fiiggetlen a TRPM3 ioncsatornatol. Ezen
eredményt alatdmasztva, eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a Trpm3*/*
és a Trpm37 allatokbdl izolalt szenzoros TG neuronok a hisztaminra (10.7 vs.
9.9%; X?=0.115, p=0.735), szerotoninra (21.6 vs. 17.0%; X>=1.489, p=0.222) és
endothelin-1-re (33.2 vs. 34.3%; X?=0.006, p=0.939) hasonld aranyban
valaszoltak.

A TRPM3 farmakologiai gatlasa nincs hatassal a pruritogének altal kivaltott
neurdlis valaszokra

Végezetiil megvizsgaltuk a Trpm3*/*

egerek trigeminalis ganglionjaibdl izolalt
szenzoros neuronokon a TRPM3 kémiai gatlasanak hatasat a pruritogének altal
indukalt celluléris valaszokra. Kisérleteink soran a TRPM3 agonista PregS-t, a
hisztamint, 5-HT-t és ET-1-et alkalmaztuk, a flavovon szarmazék TRPM3
antagoniosta izozakuranetin jelenlétében ¢és hianyaban. A PregS altal a TG
neuronokban indukalt Ca®* tranzienseket az izozakuranetin nagy hatasfokkal és
reverzibilis modon gatolja, mely eredmény 6sszhangban van a korabbi kutatasok
eredményeivel, melyek hats6 gyoki ganglionokbdl szarmaz6é neuronokon
mutattak Ki az izozakuranetin TRPM3 ioncsatorna aktivitasat gatld hatast. A
project soran mar Kimutattuk, hogy a TRPM3 genetikai hianya vagy jelenléte nem
befolyasolja a pruritogének hatasat, és ezen eredményekkel Osszhangban a
Trpm3*"* egerek TG neuronjaibél izolalt szenzoros neuronokon a TRPM3 kémiai
gatlasa sem volt hatassal a pruritogének altal kivaltott neuralis aktivaciora. Sem a
kiilonb6zd pruritogének altal kivaltott Ca* tranziensek amplitidoja, sem pedig a
Hist+, 5-HT+ és ET-1+ neuronok ardnya nem valtozott szignifikansan 3uM

1zozakuranetin jelenlétében vagy hianyaban, vagyis a pruritogének celluléris

hatasa is fiiggetlen a TRPM3-t6l.



Diszkusszio
A nemrégiben karakterizalt TRPM3 ioncsatorna a TRPV1-hez hasonloan jelentds
mértékben expresszalodik a hatsé gyoki ganglionokon és hasonlo szerepet jatszik
a fajdalmas meleg hdmérséklet érzékelésében, illetve a gyulladas esetén fellépd
termalis hyperalgesia kialakuldsdban is. Szdmos kutatds bizonyitotta, hogy a
héérzékeny TRP csatornak kiemelkedd szerepet jatszanak a hdmérsékleti ingerek
érzékelésében és sokoldalt aktivaciojuk altal kdzponti szerepet téltenek be a
fajdalom, illetve a viszketés érzékelésben 1s. Ezen tulajdonsadgoknak
koszonhetden kiemelkedden vonzo farmakoterapias célpontok lehetnek uj tipusa
fajdalomcsillapitd, illetve viszketés terapiaban alkalmazhatdo gyogyszerek
fejlesztése soran. Az elmult évtizedben szdmos gyogyszergyar inditott
kutatasokat e cél elérése érdekében, els6sorban a TRPV1 ioncsatornat
megcélozva. Mindazonaltal altaldnosan  haszndlhat6 TRPV1-et célzo
fajdalomcsillapitokat, az intenziv kutatasok ellenére, még nem sikeriilt
forgalomba allitani. A TRPV1 gatloszerei, illetve a TRPV1 aktivatorai egyarant
fajdalomcsillapité hatasuak lehetnek, az utobbiak azaltdl, hogy a csatorna
aktivacidja utdn a TRPV1 deszenzitizacidjat okozzdk. Azonban a TRPVI1
agonistak ¢s antagonistdk alkalmazasa kovetkeztében szamos, nehezen
toleralhato mellékhatas alakul ki, pl. az alkalmazas helyén jelentkezd égo,
fajdalmas érzés valamint a testhdmérseklet emelkedése, vagy a forrdo hdmeérséklet
iranti relativ érzéketlenség, ami a fijdalmasan meleg ingerek altal kivaltott
szovetkarosodast és a forrazasos balesetek kockazatat noveli meg. Mivel, ez a
stratégia nem tokéletes, az alapkutatasi adatok alapjan felvetddik mas, a
nocicepcioban is szerepet jatszo, hdéérzékeny TRP csatorndk terapias
kihasznélasanak a lehetdsége is. Ilyen lehetséges célpont az altalunk is vizsgalt
TRPMS3, melynek ismert a fajdalom kialakulasaban és a hémérséklet érzékelésben
betdltott szerepe. Korabbi kutatasok igazoltak, hogy szemben a TRPV1-gyel, a
TRPM3 aktivacidja illetve gatlasa nem befolydsolja a testhOmérsékletet, és

antagonistai, ugy mint a flavonok kozé tartozd isosakuranetin, hespertin €s



liquirigenin gatoljdk a TRPM3 miikodését, ezaltal hatékonyan csokkentették a
TRPM3 aktivaciojahoz kapcsolodo fajdalom kialakuldsat.

Tovabbi, a fajdalom mellett a viszketés kialakuldsat vizsgaldo kutatasok
bizonyitjak, hogy szamos mar bizonyitottan nociceptiv ioncsatorna, Szerepet
jatszik a viszketés kialakuldsaban ¢€s transzdukcidjaban. Ilyen ioncsatornak a
fajdalom ¢és hoérzékeny TRPV1,-3,-4 és TRPA1. A TRPM3 ioncsatorna

viszketésben betoltott szerepét azonban korabban még nem vizsgaltak.

Anesztetikumok hatasa a TRPM3 ioncsatornara

Kiilonb6z6 1illékony anesztetikumok befolyasoljak a fesziiltség vezérelt
ioncsatorna csaladd szamos tagjanak aktivacidjat. Ezen csatornak egy részérdl mar
bebizonyosodott  korabban, hogy szerepet jatszanak az  illékony
anesztetikumokkal torténd altatds kialakulasédban. Ilyen ioncsatornak, példaul a
hiperpolarizacidra aktivalodo és ciklikus nukleotid altal kapuzott csatorna 1
(HCNL1), a fesziiltség fliggd K* csatornak (K1), és 2 porus doménnel rendelkez6
K* csatornak (K,P). Emellett kiilonb6z6 1A-k hatasosan gatoljak a fesziiltség
vezérelt Na* és Ca?" csatornak aktivaciojat is. Mindemellett korabbi kutatasok
ramutattak, hogy kiilonboz6 illékony anesztetikumok befolydsoljadk bizonyos
héérzékeny TRP csatorndk miikodését is. Ezen kutatasi eredmények meggy6z6
magyarazatot adhatnak szamos, az altatas soran a hasznalt anesztetikumok altal
okozott kellemetlen mellékhatasok megjelenésére. Az anesztetikumok, egy gyors
aktivaciot kovetden hatékonyan gatoljak a hideg €s mentol aktivalt TRPMS-at,
mely igy, az anesztézia soran ritkan el6forduld hipotermia kialakuldsaban jatszhat
szerepet. Ehhez hasonldan a halotan és kloroform gatolja a szintén hideg érzékeny
TRPCS aktivacigjat. A halotan és a kloroform nincs hatassal a meleg érzékeny
TRPM2-re, viszont a fajdalmas meleg érzékeny TRPV 1-et az IA-K szenzitizaljak,
vagy, elég magas koncentracioban alkalmazva, akar aktivaljak is. Kiilonbozo
irritdld mellékhatasti anesztetikumok, mint pl. az izoflurdn és a desfluran

kozvetlen moédon aktivaljak a TRPAIl-et, melynek az irritdld hatdsu kémiai



anyagokra val6 érzékenysége kozismert. A TRPA1 aktivacidjan keresztiil ezen
irritald hatasti anesztetikumok bronchoconstrictiot, valamint mas fajdalmas
valaszreakciokat valthatnak ki és fokozhatjak a neurogén gyulladas intenzitasat.
A csatorna aktivacidja szerepet jatszhat ezen anesztetikumok kellemetlen
mellékhatasainak kialakulasaban, mint a 1éguti irritdcio. Mindazonaltal a nem
irritdld  hatdst anesztetikumok nincsenek hatassal a TRPA1 ioncsatorna
mitkddésére. Sajat kutatasunkban célul tlztik ki az illékony anesztetikumok
TRPM3 ioncsatorndra gyakorolt hatdsdnak vizsgalatat, mely ioncsatorna a
TRPV1 és TRPAI csatornakkal kdzosen fontos szerepet jatszik az akut, magas
homeérseklet altal indukalt fajdalom kialakulasaban.

Az altalunk hasznalt illékony aneszetikumok, a hdérzékeny TRPV1-gyel és
TRPA1-gyel szemben, nem aktivaltak és nem is szenzitizaltadk a TRPM3-at.
Eredményeink szerint a kloroform, a halotan, az izofluran és a szevofluran
egyarant gatolta a rekombinans TRPM3 ioncsatorna kémiai ligand, ¢és
homeérseklet altal kivaltott aktivacidjat is. A hasznalt anesztetikumok koziil, a
halotan bizonyult a legpotensebbnek, a PregS altal kivaltott TRPM3 aktivaciot
~0,5 mM ICsp értékkel gatolta, ami kétszerese az altatast el6idézé minimalis
alveolaris koncentracionak (MAC). A kloroform ICs értéke valamivel magasabb,
~1,67 mM volt, ez is megfeleltetheté kb. 1,5 MAC értéknek. A tobbi altalunk
vizsgalt anesztetikum kevésbé bizonyult hatékonynak a klinikailag relevans
koncentracié tartomanyban: az izofluran a PregS altal kivaltott TRPM3
aktivacioval szembeni ICsy értéke 3 MAC-nak (~1,1 mM), mig a szevofluran
esetében 10 MAC-nak (3,8 mM) adodott. A fenti anesztetikumok 1 mM
koncentracidban alkalmazva a PregS aktivaciés gorbéjét a magasabb
koncentraci6 tartomany felé toltdk el. Ebben az esetben is a halotan bizonyult a
legpotensebbnek, a PregS ECsp értékét 50-szeresére ndvelve. Osszehasonlitva a
TRPM3 anesztetikumokra valo érzékenységét azon ioncsatornak anesztetikumok
iranti  érzékenységével, melyek bizonyitottan szerepet jatszanak az

anesztetikumokkal kivaltott altatds folyamatdban, a TRPM3 ¢érzékenysége



valamivel alacsonyabbnak mondhaté. A kiilonb6z6 anesztetikumok a klinikailag
relevans koncentracid tartomanyban (mely 1 MAC értéknek feletethetd meg),
aktivaljak a K,P csatorna csalad szamos tagjat, melyek K* konduktancia
novelésével hozzajarulnak a negativ membran potencial kialakulasdhoz. A
TASK-1 altal medialt K™ aramok tekintetében a halotan esetében az ECsg érték
0.23 mM mig a szevofluran esetében 0.29 mM. St mi tobb, kordbbi kutatasok
bemutattak, hogy a NMDA receptor altal medialt aramok effektiven gatlddnak
0.25-1.3 MAC tartomany kozé esé ECsg €rtekkel. Az izoflurdn és szevofluran 1
MAC-nak megfelel6 koncentracioban potencirozo hatassal vannak a GABAAa
receptor GABA A4ltal kivaltott aktivacidjara. Mindazonaltal a halotan esetében az
altalunk mért TRPM3 ioncsatorndt befolyasold értékek nagyon hasonloak a
halotan altal kivaltott NMDA receptort gatldé (ICsp= 0.57 mM, mely ~2MAC) és
GABAA-t potencirozo (ECs=0.67 mM, mely ~2MAC) értékekhez.

Habar novekvd szamu bizonyiték tamasztja ald, hogy az anesztetikumok direkt
modon képesek befolyasolni kiilonb6z6 TRP csatorndk mitkodését, egyeldre még
limitalt tudassal rendelkeziink az ¢ mogott rejlé mechanizmus és a lehetséges
molekula kotddési helyek tekintetében. Kordbbi TRPV1-et és TRPA1-et célzo
kutatasok ravilagitottak arra, hogy a pérus formalé domén fontos szerepet jatszhat
az anesztetikum kotOhelyének kialakitasaban, ugyanakkor mas kutatasok soran
késziilt szimulaciok a TRPV1 ioncsatornan tobbszoros kotOhelyek lehetdségét
vetik fel. Ugyan sajat kutatdsunk soran nem vizsgaltuk az anesztetikumok
TRPM3-at modulalé hatasmechanizmusat, azonban elektrofizioldgiai méréseink
alapjan azt tapasztaltuk, hogy az anesztetikumok nemcsak az endogén PregS altal
aktivalt TRPM3 klasszikus poruséan atfoly6 aramokat, hanem az exogén CIM0216
altal kivaltott alternativ permeabilitasi Gtvonalon atfolyd aramokat is gatoltak.
Ezen eredményeink arra utanak, hogy a vizsgalt anesztetikumok nem valamelyik
porust blokkoljak szelektiven hanem inkabb a csatorna egészének a miikodését
akadalyozzak, wvaloszinlsithetden csatorna kapuzasat kiséré konformacio

valtozast gatoljak.



Megvizsgalva az anesztetikumok nativ TRPM3-ra gyakorolt hatdsat is azt
tapasztaltuk, hogy 1 mM koncentracioban alkalmazva minden altalunk vizsgalt
anesztetikum gatolja az egér DRG-kbol izolalt szenzoros neuronokon kifejez6do
nativ. TRPM3 ioncsatornat is. A kisérleteinkbdl szarmazé adatok alapjan
megallapithatd, hogy az anesztetikumok TRPM3-at gatld hatasa reverzibilis és
gyorsan kimoshato.

Eredményeink nem csak egy Ujabb, az anesztetikumok 4&ltal befolyasolt
ioncsatornat mutatnak be, de az anesztetikumok analgetikus hatasainak jabb
lehetséges mechanizmusait tarjak fel és novelik a tudasunkat a szenzoros
funkcidkat 1s szabalyz0 TRPM3 ioncsatorna farmakologiai interakcioval
kapcsolatban is. Igy értékes informacioval szolgalhatnak 1j tipust, a TRPM3-on
hato fajdalomcsillapitok fejlesztéseéhez is, ugyanis a TRPM3 gatlasa, mint azt a
kordbban eredmények is aldtdmasztjak, hatékony stratégiat jelenthet a fajdalom
csillapitasaban, fajdalomhoz kothetd szindromak kezelésében. A TRPM3
gatloszerek koziill a novényi flavovon szarmazék isosakuranetinrél és az
antiepilepszias gyogyszerként hasznalt primidonrdl is kimutattak, hogy in vivo
allatmodellekben is gatoljak a fajdalom kialakulasat.

Az 1illékony anesztetikumok tényleges TRPM3 gatloszerként vald klinikai
alkalmazasi lehetOségeit ugyan limitdlja, hogy az anesztetikumok affinitdsa a
TRPM3 felé alacsonyabbnak bizonyult, mint mas, terapias célpontjaik iranyaba,
(pl. GABAA ¢és KyP csatornak), vizsgalataink szamos 1j eredménnyel
szolgalhatnak tovabbi, a TRPM3-at mint potencialis fajdalomcsillapitd targetet

célzo kutatasoknak.

A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata

A stlyos akut és kronikus viszketés az egyik legelterjedtebb borgyogyaszati tiinet
a vildgon, mely szdmos paciens életét képes megkeseriteni. Az elmult években
szamos olyan kutatas indult mely kiilonb6z6 mediatorok, receptorok, molekularis

interakcidk ¢és jelatviteli utak a viszketés kialakulasaban betoltott szerepének



vizsgalatat tizték ki célul, ezaltal lehetdséget teremtve, 1) tipust bérgydgyaszati
terapias eszkozok és gyogyszerek kifejlesztésére. Sokaig nyitott kérdésnek
szamitott, hogy vajon beszélhetiink-e egy autonom, a fijdalmat érzékeld
idegpalyaktol elkiiloniild viszketés érzékeld rendszerrdl. Mara elfogadott az a
szamos bizonyitékkal is aldtamasztott tedria, miszerint a viszketést érzékeld
szenzoros neuronok (pruritogén neuronok), egy specializalt alpopuléaciét alkotnak
a fajdalomérzékeld neuronokon (nociceptiv neuronok) beliil. Mindemellett az is
bizonyitott, hogy a nem pruritogén é&rzékeny nociceptiv neuronok nem
aktivalodnak a kiilonb6zd pruritogén anyagok hatasara. Ezen funkcionalis
kiilonbség okat a pruritogén érzékeny és pruritogén érzéketlen nociceptiv
neuronok kozott molekularis szinten kell keresniink. fgy nem meglepd, hogy
szamos kutatds célja, a viszketés specifikus molekularis markerek, viszketés
specifikus neuronok €s neurdlis halozatok azonositdsa, mely célokat nagyban
motivalja az orvostudomanyi igény a fajdalom ¢&s viszketescsillapitashoz
sziikséges szelektiv farmakoterapids targetek azonositasara. Szamos viszketést
okozo pruritogén anyag receptorat azonositottdk mar, a bort beidegz6 szenzoros
neuronokon emberben és egérben is egyarant. Ilyen receptorok példaul a H1
hisztamin receptor, a klorokin ¢érzékeny G-fehérje kapcsolt receptor
(MRGPRA3), a BAMS8-22 érzékeny receptor (MRGPRCI11) vagy a PAR2
receptor. Mindazonaltal a kdzelmultban folytatott kutatasok felfedték néhany, a
fajdalom kialakulasaban mar ismerten szerepet jatszo ioncsatorna szerepét a
viszketés kialakulasban is. Ilyen csatornak példaul, a TRP csatornak csaladjan
beliil a h6érzékeny TRPV1 és TRPA1, melyek egyarant kifejezOdnek a fajdalom
¢és viszketés érzékeny neuronokon, és kiemelt szereppel birnak mind a két
szenzoros funkcioban. Mas hdérzékeny TRP csatornakrol is bebizonyosodott,
hogy mind a viszketés, mind pedig a fajdalom kialakulasdban is szerepet
jatszanak. A TRPV3 és TRPV4 ioncsatorndk nagyrészt a bor nem neuralis sejtjein
fejezddnek ki, és kiemelt szerepet jatszanak a fOként gyulladasos folyamatokhoz

kothetd endogén pruritogén €s algogén anyagok felszabaditdsidban. Korabbi



kutatdsok leirtdk, hogy a TRPV4 szerepet jatszik az allergids folyamatokhoz
kothetd és az attol fiiggetlen viszketés kialakuldsaban is azaltal, hogy szabalyozza
az 5-HT felszabaduldst a hizosejtekbdl és a keratinocytakbdl, mely utobbi
sejtekben torténd aktivalodasa tovabbi ET-1 felszabadulast eredményez, de
kiemelt szereppel bir a napégés okozta fajdalom kialakulasban is. Az 5—HT nem-
neurdlis sejtekbdl torténd felszabaditdsan kiviil a TRPV4 fontos szerepet jatszik a
viszketés érzékeny neuronokban is az 5-HT altal kivaltott viszketés kialakulasa
soran. A TRPV3 szintén magasan expresszalddik keratinocyta sejtekben és
aktivacioja hozzajarul a gyulladdsos folyamatok mellett a viszketés szamos
formdjanak kialakuldsahoz, azaltal, hogy a TRPV4-hez hasonloan gyulladasos és
pruritogén mediatorokat szabadit fel.

Annak ellenére, hogy viszonylag sok adat all mar rendelkezésiinkre a kiilonbdz6
TRP csatorndk viszketésben betoltott szerepérdl, a szintén hd- és fijdalom
¢rzékeny ioncsatorna TRPM3 viszketésben betoltott szerepét eddig meég nem
vizsgaltak. A szenzoros idegvegzodésekben kifejez0d6 TRPM3 aktivacioja,
fajdalmas meleg, illetve az endogén neurosteroid PregS hatdsara fijdalmas
ingerek tovabbitasat okozza ragcsalokban. A csatorna egyes ligandjai, vagy
ligandjainak specialis kombinacidi, egy alternativ permeabilitasi utvonalat
nyitnak a csatorndn keresztiil, mely negativ membranpotencialon, egy erds
depolarizal6 aramot eredményez, melynek hatasara a fajdalom érzet stlyosbodik.
Korabbi kutatasok bemutattdk, hogy a TRPM3 ioncsatorna funkcidja a fajdalom
érze€keld rendszeren belill, nagy atfedésben van mas hdérzékeny fajdalom
érzeékelésben is szerepet jatszO TRP csatorndkkal. A TRPM3, a TRPV1-el és
TRPA1-el kozosen, fontos szerepet jatszik a termalis hiperalgézia okozta
gyulladasos folyamatokban, és a meleg indukalta fajdalmas ingerek
transzdukciojaban. A funkcionalis hasonlosagok mellett a hatségyoki ganglionok
Sszomatoszenzoros neuronjain az expressziojuk is nagymértékben atfed. A TRPV1
¢s TRPAT a fajdalomban bet6ltott szerepiikon kiviil, fontos résztvevoi a Szenzoros

idegvégzddésekben végbemend, viszketéshez kothetd szenzoros transzdukcid



folyamatanak is. Ez a funkcionalis és anatomiai hasonlosag alapozta meg azt a
feltételezést, hogy a szomatoszenzoros neuronokon expresszalod6 TRPM3, a
TRPV1 és TRPA1 csatornakhoz hasonloan, a viszketéshez kothetd transzdukcios
folyamatokban is szerepet jatszhat. Ennek soran jellemzden a pruritogén anyagok
sajat receptorukhoz kotédve masodlagos jelatviteli utvonalakat aktivalnak és ez
vezet a valamely korabban targyalt TRP csatorna kozvetett aktivalodasdhoz. A
TRPV1 szerepet jatszik a hisztamin receptor és proteindz aktivalta receptor 2
(PAR?2) altal aktivalt jelatviteli utvonalakban, mig a TRPA1 fontos résztvevo az
5-HT, Mas-Related G-fehérje kapcsolt (MRGPS) aktivatorok, TSLP és epesav
altal kivaltott nem hisztaminerg pruritogén folyamatok tovabbitasaban.

A TRPM3 ioncsatorna potencialis szerepét vizsgalva a viszketés kialakuldsaban
és szabalyozasaban in vivo egér viselkedés teszteket és in vitro intracellularis Ca?*
koncentraci6 valtozast méré modszereket alkalmaztunk. Kisérleteink soran a vad
tipusnak megfeleltethetd Trpm3** és Trpm3” C57Bl6 tipusi him egyedeket
hasznaltunk. A , cheek modell” hasznalataval szerzett in vivo kisérletes
eredményeink tovabb erdsitették a kordbbi kutatdsok eredményeit, miszerint a
csatorna szelektiv farmakologiai aktivalasa fajdalom kialakul4sat okozza, mind a
trigeminalis, mind a hatsogyoki ganglionok altal beidegzett teriileten is, mely
hatdss a TRPM3 genetikai hidnydban megsziinik. Emellett, eredményeink
bizonyitjak, hogy a TRPM3 agonistdk nem okoznak viszketéshez kothetd
viselkedéses valaszokat a ,, cheek modell ” alkalmazasa sordn, mely elOrevetiti azt
a feltételezést, miszerint a TRPM3 ioncsatorna aktivacioja dnmagéban nem okoz
viszketést. Azonban, annak ellenére, hogy a csatorna aktivacioja kizarolag
fijdalomhoz  kothetd  viselkedéses  valaszok  megjelenését  indukalta,
eredményeink nem zarjak ki annak lehetdségét, hogy a TRPM3 ioncsatorna a
pruriceptiv szenzoros neuronokon kifejezddve nem jatszhat kdzvetett szerepet a
viszketéshez kothetd szignaltranszdukcioban. A kutatdsunk soran azt vizsgéltuk,
hogy a TRPM3 ioncsatorna szerepet jatszik-e a hisztamin, 5-HT és ET-1 endogén

pruritogén medidtorok altal kozvetitett hatdsok soran. Eredményeink azt



bizonyitjak, hogy szubkutdn injekcidt kdvetden, a hasznalt endogén pruritogén
mediatorok mindegyike, hasonld erdsségli viszketést valtott ki Trpm3** és
Trpm37 egerekben, mind a trigeminalis neuronok altal beidegzett pofa régidban,
mind pedig a hatsogydki ganglionok altal beidegzett tarko-gerinc régidban. Ezen
in vivo eredményeinkkel teljesen 6sszhangban, trigeminalis ganglionokbdl izolalt,
hisztamin, 5-HT, és ET-1 kezelés hatasara aktivalodott szenzoros neuronok
aranyara a Trpm3 genetikai hidnya nem volt hatassal, annak ellenére sem, hogy a
vizsgalt pruritogének mindegyike aktivalt a Trpm3** tipust egérbdl szarmazd
TRPM3-at expresszald (PregS+) és nem expresszalé (PregS-) neuronokat
egyarant. SOt mi tobb, a TRPM3 farmakologiai gatlasa izozakuranetinnel sem
befolyasolta a kiilonbdzé pruritogének altal aktivalt Trpm3** egérbdl szarmazo
valaszold TG szenzoros neuronok aranyat, sem pedig a kivaltott Ca®* tranziensek
amplitadojat. Ezen eredményeink meggy0zd érveket szolgaltatnak ahhoz a
kovetkeztetéshez, miszerint a TRPM3 ioncsatornanak nincs szignifikans szerepe
a hisztamin, 5-HT és ET-1 altal kivaltott sejtes valaszokban, ezaltal nem jarul
hozz4 az éltaluk kivaltott viszketés kialakulasdhoz.

Azonban az ET-1 injekciot kovetéen a Trpm3” allatoknal szignifikansan
magasabb intenzitasti vakarodzasi valaszokat figyeltiink meg. Ezen eredményiink
nagy valdsziniliség szerint magyarazhatd azzal az altalanos megfigyeléssel, és
kiseérletes ténnyel, miszerint a fajdalom gerincveldi szinten gatolja a viszketés
transzdukciojat. Sajat eredményeinket figyelembe véve, elképzelhetd, hogy a
TRPM3 genetikai hidnya, a fajdalom érzékeny neuronok alap aktivitasdnak
csokkenesét eredményezheti, mely bizonyos esetekben a viszketés intenzitdsanak
fokozodasat valthatja ki. Természetesen nem zarhatd ki az sem, hogy maga az
ET-1 a nociceptorok enyhe aktivalasat okozza, ami részlegesen gatolja a viszketd
valaszokat, és ez a feltételezett gatlas a Trpm3™ allatokban csokkent a Trpm3*/*
allatokhoz viszonyitva. Az ET-1-r6l szintén leirtdk, hogy szerepe van a fajdalom

kozvetitésében, azonban kisérleteinkben csak mérsékelt nocifenziv viselkedést



tapasztaltunk, és az altalunk megfigyelt viszketés racid érték is foként pruritogén
anyagként jellemzi.

A projekthez tartozo kisérletes eredményeink, arra a kovetkeztetésre vezetnek,
hogy a TRPM3 ioncsatorna specifikus a fajdalomra, és nem vesz részt, kiilonb6zo
endogén pruritogén anyagok, mint a hisztamin, 5-HT, és ET-1 altal kivaltott
viszketés transzdukcidjdban. Mindazonaltal nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét,
a TRPM3 sziikséges ¢és fontos résztvevdje esetleg mas ligandok vagy
mechanizmusok 4ltal kivaltott viszketéses folyamatoknak. Eredményeink
ismételten alahtizzak annak a lehetdségét, hogy a TRPM3 kivalo jelolt kiilonb6zo
fajdalom specifikus kezeléseket célzo kisérletek célpontjanak. Korabbi kutatasok
Kimutattak, hogy a TRPM3 farmakologiai gatlasa vagy geneteikai hianya
csokkenti a TRPM3 agonistdk, a homérséklet és a gyulladas altal kivaltott
fajdalom érzetet a DRG neuronok altal beidegzett teriileteken. Ezt kibdvitve, a
,,cheek modell” alkalmazasaval elért eredményeink demonstraljak, hogy az
endogén PregS és az exogén CIMO0216 altal kivaltott fajdalom, eltlint a Trpm3~
egerekben, a trigemindlis szenzoros neuronok altal beidegzett pofa régioban is.
Mint minden allatkisérletes kutatas esetében, a jelen projekt soran is fontos
Bar a legjobb tudasunk szerint a TRPM3 ligandok hatasait még nem vizsgaltak
human in vivo kisérletek soran, az ismert farmakoldgiai és cellularis adatok azt
sugalljak, hogy az egérben és az emberben megtaldlhatdo vad tipusu TRPM3
funkcionalisan nagyon hasonloak: a foszfolipidek, valamint a G fehérjek By
alegységei altal hasonldan szabalyozottak, ¢s az agonistdk ¢és antagonistak is
megegyeznek. Az altalunk alkalmazott ,, cheek modell”, kivalo kisérletes modszer
a fajdalom és viszketés soran tapasztaltalt viselkedéses valaszok elkiilonitésére,
és az altalunk alkalmazott endogén pruritogén mediatorokr6l ugy, mint hisztamin
5-HT ¢és ET-1, mind egér mind pedig human vonatkozéasban bizonyitott, hogy

viszketést indukalnak.



In vivo és in vitro kisérletes eredményeink fényében levonhato az a kdvetkeztetés,
hogy a TRPM3 ioncsatorna egér és human esetben sem vesz részt az endogén

pruritogének altal indukalt viszketés kialakulasaban, és direkt kémiai aktivacidja

fajdalmat és nem viszketést valt ki.



Osszefoglalas

Fliggetlen kutatdécsoportok és kollaboracios partnereink mar korabban leirdk a
TRPM3 ioncsatorna molekularis és funkcionalis tulajdonsagait, valamint szerepét
a homérséklet érzékelésben és a fajdalom kialakuldsaban. Jelen munkank soran,
In vitro vizsgaltuk az altalanos altatast igénylé mitétek soran széleskoriien
alkalmazott illékony anesztetikumok hatdsat a TRPM3 ioncsatorna miikodésére,
€s in vitro és in vivo modszerekkel megvizsgaltuk a TRPM3 ioncsatorna hisztamin
fliggd és hisztamin fliggetlen viszketés kialakuldsaban vald potencidlis szerepét.
Az illekony anesztetikumokkal valé munka soran eldszor 1s gazkromatografias és
tomegspektometrias mérésekkel Kimutattuk, hogy belélik 10 mM-os
perces kisérleti iddtartam alatt stabilnak tekinthetok. Fluoreszcens alapu
intracellularis Ca?* koncentracié valtozast mérd kisérleteink soran kimutattuk,
hogy az illékony anesztetikumok, ugymint a halotan, kloroform, izofluran és
szevofluran, hatékonyan és dozis fiiggd modon keépesek gatolni, mind a TRPM3
agonista endogén PregS ¢és exogén CIM0216 4ltali, mind pedig a hdmérséklet
emelkedés altal kivaltott rekombinans TRPM3 aktivaciojat. A vizsgalt
anesztetikumok koziil a halotan bizonyult a TRPM3 ioncsatorna legpotensebb
gatloszerének. Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a vizsgalt anesztetikumok 1
MM-ban alkalmazva részlegesen, mig 5 mM ban szinte teljesen gatoljak a TRPM3
ioncsatorna altal medialt transzmembran aramokat iS. Vizsgalatinkbol kidertilt,
hogy az anesztetikumok nem csak a PregS altal nyitott TRPM3 klasszikus porusan
atfolyd aramokat gatoljak, hanem a CIMO0216 jelenlétében megnyilo alternativ
poéruson atfolyd transzmembran aramokat is. Egér hatsogyoki ganglionjabol
1zolalt szenzoros neuronokon kifejez6d6 TRPM3 ioncsatornat az altalunk vizsgalt
anesztetikumok szintén hatékonyan ¢és reverzibilis modon gatoltdk 1mM
koncentracidban.

A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata sordn azt

tapasztaltuk, hogy a TRPM3 ioncsatorna nem vesz részt sem a hisztamin fiiggo,



sem pedig a hisztamin fiiggetlen viszketéses folyamtok kialakuldséban. A ,, cheek
modell” alkalmazasa soran, mely modszer lehetdveé teszi a fajdalom és viszketésre
adott viselkedéses valaszok elkiilonitését, bevezettiink egy 0j paramétert, a
anyagok specificitdsat a viszketés fajdalom tengelyén. Kisérleteink soran
bemutattuk, hogy a TRPM3 ioncsatorna agonistai, az endogén PregS ¢€s az exogén
CIMO0216, Trpm3** allatokban kizarélag fijdalmat indukaltak, ami a Trpm3™"
allatokban elmaradt, viszketést pedig egyik genotipusban sem okoztak. Ezzel
szemben az endogén pruritogének mindkét csoportban hasonlo meértekil viszketést
valtottak ki a TRPM3-tol fiiggetleniil. In vivo viselkedéses eredményeinket
Trpm3*™* és Trpm3” egerek TG-bol izolalt szenzoros neuronokon végzett in vitro
intracellularis Ca?* koncentracid mérésekkel validaltuk. Kimutattuk, hogy a
vizsgalt prutiogén anyagok a TRPM3 genetikai hianyaban és jelenlétében is
hasonl6 modon hatnak, és a TRPM3 ioncsatorna farmakologiai gatlasa nincs

befolyassal a pruritogének altal kifejtett hatasokra.
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