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1. Az értekezésben eléfordulé roviditések jegyzéke

[Ca2*]ic: intracellularis Ca®*

2-APB: 2-aminoethoxydifenil borat
5-HT: szerotonin

AITC: allyl isotio-cianat (a mustarolaj
csip0s izéért felelOs vegyiilet)

AM: acetoxi metilészter

ATP: adenozin-5’-trifoszfat

CA: fah¢j aldehid

Caps: kapszaicin

CMi: mechanikailag érzéketlen C-rostok
DCDPC: 4-chloro-2-(3-chloroanilino)
benzoic acid

De-SPH: D-eythro-szfingozin
DHEA: dehidroepandroszteron
DMSO: dimetil-szulfoxid

DNS: dezoxiribonukleotidsav

DRG: hatso gyoki ganglion

ECso: félhatasos aktivalo koncentracio
ER: endoplazmatikus retikulum
ET-1: endothelin-1

GABAA: gamma-aminovajsav A
receptor

GBM: gliobastoma multiforme
(leggyakoribb és legagresszivabb
felnéttkori primer agydaganat)
GC/MS: gazkromatografia/
tomegspektormetria

GDNF: gliasejtekbdl szarmazo neurotrof

faktor

HCNI1: hyperpolarizacé aktvialta és
ciklikus nukleotid kapuzott csatorna 1
HEK293T: Humén embrionalis vese
sejtekbdl szarmazo sejtvonal
HEK-M3: TRPM3-at overexpresszald
HEK293T sejtvonal

Hist: hisztamin

IA: illékony anesztetikum

TASP: a fijdalomkutatas nemzetkzi
szervezete (International Association for
the Study of Pain)

ICso: félhatasos gatld koncentracio
Isok: izozakuranetin

K2P: két porusdoménnal rendelkez6 K*
csatorna

KO: knock out

LOC: eszméletvesztés (loss of
consciousness)

MAC: altatast el6idéz6 minimalis
alveolaris koncentracid

MRGPR: Mas-related G-protein
coupled receptor

nACh: nikotierg acetil-kolin receptor
NMDA: n-metil-d-aszparaginsav
NOMP-C: Caenorhabditis elegans
,»NO-mecha-potencial C” fehérjéje
NT4: neurotrofin-4

P/S: penicillin/streptomycin

PAR2: protaz aktivalta receptor 2



PBS: foszfat pufferelt oldat

PCR: polimeraz lancreakcio

PD: porus formaldé domén (pore domain)
PmC: polimodalis C-rostok

PPAR-y: perixoszoma proliferator-
aktivator receptor y

PregS: pregnenolon-szulfat

Q1o0: az ioncsatorna altal medialt aram
amplituddjaban bekdvetkezd relativ
valtozas értéke, 10 °C hémérsékleti
valtozas hatasara

Q-PCR: kvantitativ polimeraz
lancreakcid

RNS: ribonukleinsav

ROS: rekativ oxigén gyok

S1-S6: a TRP csatorndk transzmembran
szegmenseinek jelolése

SD: standard deviacio

TG: trigeminalis ganglion

TRP: tranziens receptor potencial

TRPA: tranziens receptor potencial
ankirin transzmembran protein alcsalad
TRPC: tranziens receptor potencial
klasszikus/ kanonikus alcsalad

TRPM: tranziens receptor potencial
melasztatin alcsalad

Trpm3~-: TRPM3 ioncsatorna knock out
eger

Trpm3**: vadtipust egér

TRPML: tranziens receptor potencial
mukolipin alcsalad

TRPN: tranziens receptor potencial nem
mechanoreceptor potencidl C alcsalad
TRPP: tranziens receptor potencial
policisztin alcsalad

TRPV: tranziens receptor potencial
vanilloid alcsalad

VSD: fesziiltség érzékeld domén
(voltage sensing domain)

B -NGF: B-idegi novekedési faktor



2. Bevezetés

A kalandoknak megvan a maguk helye és ideje (...), de sok minden 526l a rendszeres étkezés és a fajdalommentes élet mellett.-Neil Gaiman

A fajdalomrol és a viszketésrdl egyarant elmondhatd, hogy olyan szenzoros jelenségek,
melyekhez valamilyen negativ érzést tarsitunk. Laboratériumunk, kollaboraciés partnereinkkel
kozosen, évek ota foglalkozik az emberi bor €s a hozzé kapcsolddo kiilonbdzo szenzoros funkciok,
ugy, mint pl.: a fajdalom és viszketés, (kor)élettani folyamatainak kiilonb6z6 aspektusaival.
Korabbi kisérletes eredményeink szdmos, a szenzoros funkciokban kimagaslo szerepet jatszo,
Tranziens Receptor Potencidl (TRP) ioncsatorna csalddba tartoz6 fehérje miikodésének és az
altaluk medialt mechanizmusok jobb megértéséhez jarultak hozza.

A fajdalmat és viszketést kivaltd ingerek detektaldsat a szomatoszenzoros neuronok
idegvégzddésein  kifejez6d6d receptorok  végzik. A  fajdalomérzékelésben és annak
transzdukcigjdban szerepet jatsz6 molekularis résztvevok egy jelentds része a hoérzékeny TRP
ioncsatorndk csoportjaba tartozik. A hdérzékeny TRP csatorndk koziil a TRPV1 és TRPA1-r6l
koradbban leirtdk, hogy nem csak a fajdalom- és hOmérsékletérzékelésben, de a viszketés
érzékelésében ¢€s transzdukcidjaban is szerepet jatszanak. Sajat kutatdsunk céljaként a fajdalom
kialakuldsdban mar ismerten szerepet jatszo, de korabban emlitett TRP csatorndkhoz képest
kevésbé karakterizalt hoéérzékeny Tranziens Receptor Potencidl Melasztatin 3 (TRPM3)
ioncsatorna tovabbi funkcionalis és farmakologiai vizsgalatat tliztik ki. Kutatdsaink soran
teszteltiik kiilonbozd illékony anesztetikumok potencidlis hatasat a TRPM3 ioncsatornara nézve,
illetve tanulméanyoztuk a TRPM3 kordbban még nem vizsgalt potencidlis szerepét a viszketés

kialakulasaban.



3. Irodalmi attekintés

3.1. A TRP csatornak altalanos bemutatasa

A TRP csalad tagjai a fesziiltség fliggd ioncsatornak szupercsaladjaba tartoznak, és génjeik
olyan integrans membranfehérjéket kodolnak, melyek funkciondlis ioncsatornaként miitkodnek.
Neviiket onnan kaptak, hogy az ecetmuslica (Drosophila melanagaster) retindjaban talalhato
fényérzékeny TRP fehérjével nagymértékli szekvencia és szerkezeti hasonlosdgot mutatnak,
azonban tobbségiiknek a tényleges tranziens receptor potencidlhoz valdjaban csak névlegesen van
koze (1,2). Kiilonbozd TRP csatorndk az élesztoktdl a gerincesekig a legtobb fajban, szinte minden
tipusu szovetben, ingerelhetd és nem ingerelhetd sejtekben egyarant megtalalhatoak. Szamos
szerteagazo6 ¢lettani folyamat kulcsfontossagl szerepldi. A teljesség igénye nélkiil ilyenek példaul
az izom kontrakciok és ionhaztartas szabdlyozésa, illetve kiilonféle ingerek (izek, feromonok,
fajdalom és hdmérseéklet) érzékelése. A tudomany jelenlegi allasa alapjan a kiilonb6z6 fajokban,
tobb, mint 100 TRP gént azonositottak, melyeket a TRP szupercsalddon beliil az alabbi
alcsaladokba kiilonitlink el (1.abra): klasszikus vagy kanonikus (TRPC) - legnagyobb homologiat
mutat a Drosophila TRP fehérjével-, vanilloid (TRPV) —mely névadoja a vanilloid receptor-1
(TRPV1)-, melasztatin (TRPM), policisztin (TRPP), mukolipin (TRPML), ankirin (TRPA) - mely
csalad tagjai ankirin-szerli fehérjéket tartalmaznak-, illetve a TRPN csalad - alcsalddot a
Caenorhabditis elegans ,,NO-mecha-potencial C”(NOMP-C)-r6l nevezték el. A TRPN csatornat

gerincesekben eddig egyediil zebrahalban azonositottak (3,4).
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1. abra: A gerincesekben megtalalhaté TRP csatornak filogenetikai faja. (5).

TRPA1
“Polycystin”

A TRP csatorndk altaldnos felépitését tekintve hat transzmembran szegmensbdl (S1-S6)
allo, homo- vagy heterotetramer fehérjék. Az azonos vagy kiilonb6z6 alcsaladok tagjai kozott
szamos esetben irtak le heteromultimer csatorna képzdédését (6—11). A transzmembran régiok koziil
az S1-S4 szegmensek alkotjak a csatornak fesziiltség szenzorat (voltage-sensing domain- VSD),
melynek konformacio valtozasa képes befolyasolni az S5 és S6 kozott elhelyezkedd porusképzd
hurkot (pore domain-PD), ezéltal befolydsolva a csatorna kapuzasat (8,11) (2. abra). Korabbi
kutatasok bemutattdk, hogy a TRP csatorndk kdzponti csatorna porusa kettd szakaszra, egy felsd
¢s egy alsd kapura kiilonithetd el, melyek koziil a felsé kapu alkotja a csatorna szelektivitasi
szlir6jét (8—10). Az intracellularis régidban talalhatd valtozo hosszisagu €s valtozatos dsszetételii
amino- és karboxil- terminalisok képesek befolydsolni a csatorndk kiilonb6zd funkcionalis és
kapuzasi tulajdonsagait. Ezek jellemzé motivumai lehetnek példdul a C-termindlis régidoban
megjelend TRP-box ¢és prolin- gazdag régiok, vagy az N termindlis régidban jelen 1€v6 ankirin

ismétlodések (4).



Extracellularis tér

Intracellularis tér VSD PD

2. abra: TRP csatornak altalanos felépitése.
VSD- fesziiltség szenzor domén (voltage-sensing domain), PD- pérus domén (pore domain)

Expresszidjukat tekintve a TRP csatornak szinte minden sejttipusban kifejezddnek,
ingerlékeny és nem ingerlékeny sejtekben egyarant. A TRP csatorndk jelen vannak majdnem
minden sejtalkotd6 membranban, igy a mitokondurimok, endoszomak, lizoszémak és mas egyéb
nem-szelektiv kation csatorna, és alapvetd szerepilkk van a Ca®" és Mg?* transzportjaban.
Kimondottan magas Ca* ion szelektivitis csak a TRPVS5-t és a TRPV6-t jellemzi (13), mig a
TRPM4 és TRPMS a Ca®" ionokra gyakorlatilag nem permeabilis. A csatornak kapuzasa igen
valtozatos, szamos endogén és exogén ligand kotddése, illetve kiilonbozd kdrnyezeti valtozasok
képesek aktivalni, nyitni 6ket. Ilyen kdrnyezeti tényezOk példaul a fesziiltség, az ozmolartitas vagy
a hémérséklet valtozasa. Az aktivalt, azaz nyitott dllapoti TRP csatorna Ca®* belépését teszi
lehetévé és depolarizalja a sejtmembrant, melynek hatdsdra mas fesziiltségfiiggd ioncsatorndk
nyilhatnak meg, mely az intracellularis Ca** koncentraci6 tovabbi véltozasdhoz vezethet. A TRP
csatornakrol elmondhatd, hogy szamos fizioldgiai folyamat kialakuldsdhoz és transzdukcidjahoz
hozzajarulnak, 1igy példaul szerepet jatszanak a feromon-, 1iz-, f4jdalom-, ¢és
hémérsékletérzékelésben, szamos homeosztatikus folyamat szabalyozasaban (Ca** és Mg?* ion

reabszorcié ¢és ozmoregulacio), illetve azizom Osszehuzddas folyamatdban is. Szdmos TRP



csatorna expresszalodik az izlelobimbokban, orr- és szdjiireg kiilonbozd sejttipusain, és az ezeket
a teriileteket beidegzd szenzoros idegvégzodéseken. Kutatasok leirtak, hogy a TRPMS a II tipust
izleld receptor sejteken nagy szdmban fejezddik ki és fontos szerepet jatszik az izlelés
folyamataban: aktivaciéja Na* ion bearamlast okoz és depolarizaciot valt ki, mely nagy
mennyiségli ATP neurotranszmitter felszabadulast segiti el6 (14). Azon szenzoros TRP csatornak,
melyek a vomeronazalis epitél sejteken, vagy a vomeronazalis szervet beidegzd szenzoros
neuronokon fejezddnek ki, szerepet jatszanak a feromonérzékelés folyamataban. Ilyen csatorna
példaul a TRPC2 és TRPMS (15). A TRP csatornak egy viszonylag ijonnan azonositott szenzoros
funkcidja a reaktiv oxigén gyokok (ROS) érzékelése. A ROS-0k hatassal vannak a TRPV1 és a
TRPA1 ioncsatornakra (16,17), illetve leirtdk, hogy az oxidativ stressz hatasara keletkez6 ADP-
riboz pedig a TRPM?2 ioncsatornat aktivalja (18).

Emellett, irodalmi adatok alapjan, a TRP csatornak egy csoportjardl tudjuk, hogy a
kornyezet ozmolaritas valtozasaira is érzékenyek. A TRPC, a TRPV ¢és TRPP alcsalad szamos
tagjarol, illetve TRPM3, TRPM?7 és TRPA1 csatornakrol bizonyitottak, hogy mint ozmoszenzorok,
érzékelik az ozmotikus valtozasok hatdsara bekovetkezd sejtduzzadas és zsugorodas okozta
mechanikai fesziilést a sejtmembranban, mely sordn mint mechano-szenzitiv csatorndk
aktivalodnak, és novelik az intracellularis Ca®* szintet (19).

Mas TRP csatorndk, ugy, minta TRPV1, TRPA1 és a TRPMS, kimondottan fontos szerepet
jatszanak a bdr, és kiilonbozd nyalkahartydk kémiai érzékenységében. Ezen csatornak nagyrészt
szenzoros neuronokon €s az orr-€s szajiireg epitélsejtjein expresszalodnak, ahol kiilonb6zo kémiai
irritald anyagok, ugy mint a kapszaicin, mustdr olaj, fokhagyma, fahéjaldeheid, és mentol
elfogyasztasa sordn, kellemetlen érzés kialakulasat okozzak (20). Az irritald hatasu anyagok
mellett, szamos allati eredetli méreganyagrol, ugy, mint példaul kiilonb6z6 skorpio és pok toxinrol

leirtak, hogy képes aktivalni, gatolni, vagy éppen potencirozni a TRPV1 altal medialt aramokat,

10



vagy befolyasolni az ioncsatorna mitkddését (21-25). Mivel a TRPV1 fontos szerepet jatszik
kiilonb6z6 fajdalmas ingerek transzdukcidjaban, igy ezen toxinok hatdssal vannak a TRPV1 éltal
medialt fajdalom érzésre is. SOt mi tobb, nem csak a TRPV1-r6l, de szdmos mas TRP csatornarol
is bebizonyitottdk, hogy esszencidlis szerepilkk van a fijdalom érzékelésébe. Ezen
fajdalomérzékeny TRP csatornak, ugy mint a TRPA1 és a TRPM3, fdleg a bort beidegzd Ad- és
C- szenzoros idegrostok végzddésein fejezédnek ki, €s szerepet jatszanak kiilonbozo fajdalmas
ingerek transzdukciojaban (26).

Az irritald kémiai anyagok ¢és kiilonbozo toxinok mellett a TRP csatornak csaladjanak
szamos tagjat a homérséklet valtozasa is aktivalhatja, mely csatorndkat a hoéérzékeny TRP
csatornék csoportjaba soroljuk. Azokat a TRP csatornédkat tekintjiik h6érzékenynek, amelyeken az
atfolydo aram nagysaga hOmeérsekletvaltozas hatasara meredeken valtozik. Ezen homérsékleti
stimulusra adott valaszok erdsége a Qo értékkel jellemezhetd, mely megadja az ioncsatorna altal
medialt &ram amplitaddjaban bekovetkezd relativ valtozas értékét, ha a homérseklet 10 °C-kal no.
Ugyan a Qo értekek nagyban fligghetnek a kisérletes és sejtes koriilményektdl, azonban a
minimalis Qo értékeket hideg érzékeny TRP csatorndknal kevesebb, mint 0,2 értéknek, mig meleg
érzé¢keny TRP csatorndk esetében magasabb, mint 5 értéknek allapitottdk meg. A fentebb
bemutatott kritérium alapjan, eddig legaldbb 11 emlds TRP csatornarol irtak le, hogy hiités vagy
melegités hatasara valamilyen hdmérséklet tartomanyban jelentésen nd permeabiltasa, Qo értékiik
pedig >5 vagy <0,2. A TRPVI1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM5
ioncsatorndk sorolhatdak a meleg érzékeny TRP csatorndk kozé, mig a TRPMS, TRPAT ¢s TRPCS
ioncsatorndk a hideg érzékeny TRP csatorndk csoportjat alkotjdk. A fent felsorolt TRP csatornak
egy része, a szenzoros neuronok idegvégzddésein kifejezddve, kdzponti szerepet jatszik a
homérséklet érzékelésében. A TRPM2-nek szerepe van a neutralis meleg érzékelésben, a TRPV1

¢s TRPM3 csatornakrol kimutattdk, hogy a fajdalmas meleg hdmérséklet, mig a TRPMS a (hiisitd)
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hideg, illetve TRPAI1 a fajdalmasan hideg homérséklet hatasara kialakuld szenzoros érzetek
kialakulasaban jatszik fontos szerepet (27-29).

Szenzoros funkcidjuk mellett a TRP csatorndk szdmos egyéb folyamatban is szerepet
szabalyozasaban. Korabbi kutatasok feltartak példaul, hogy Trpm5” tipusi egerekben jelentésen
csokkent a gliikkdz altal kivaltott inzulin szekrécid, és csokkent az allatok gliikoz tolerancidja (30).
Mindemellett, a TRP csatorndk fontos szerepet jatszanak az intracelluldris folyamatok
szabalyozasaban is. Példaul, a TRPML1 expresszidja a lizoszomak és endoszomak feliiletén, illetve
a TRPP2 expresszidja az endoplazmatikus retikulum (ER) membran feliileltén, lehetdvé teszik az
intracellularis Ca®* koncentracid emelkedését, azaltal, hogy Ca®*-ot szabaditanak fel a belsd
raktarakbol (31,32).

Osszegzésképpen elmondhatd, hogy a TRP csatornik megismerése nemcsak az érzékszervi
¢s altalanos ¢lettani folyamatok megértéséhez jarul hozza, hanem ezen csatornak modosult
aktivitasa feltételezhetden szamos betegség €s patologias allapot (pl. neurdegenerativ betegségek,
vesebetegségek, vazrendszeri diszplazidk és kiilonbozé fajdalomhoz ko6tédd szindromak)
kialakulasdban is szerepet jatszhat. Ezaltal a TRP csatornak potencidlis farmakoldgiai célpontok

lehetnek kiilonbozo betegségek kezelése soran (33-36).

3.2. TRPM3 ioncsatorna bemutatasa

3.2.1. Altaldnos jellemzék

Kutatasi projektjeink 6 célpontja, a kevésbé karakterizalt termoszenzitiv  TRPM3
ioncsatorna. A TRPM3 fehérjét kodold gén emberben a 9g21.12, mig egérben a 19gb kromoszdéma

szakaszon helyezkedik el (37,38). A TRPM3 ioncsatorna szamos izoformaval rendelkezik,
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melynek oka, hogy a teljes Trpm3 génben, 28 exon talalhatd és szdmos alternativ hasitasi hellyel
rendelkezik (39,40). A kiilonb6z6 izoformak aktivitasa, funkcidja €s ion atereszté képessége
kiilonb6z6 lehet. Az ismert variansok koziil a legelterjedtebben expresszalodo vad tipusnak is
tekinthetd izoforma a TRPM3a2, mely Ca’* ionokra is permeabilis (38,41). A kiilonbdzd
izoformék nagyfoku szerkezeti hasonlosaga miatt, kihivast jelent specifikus antitestek és primerek
tervezése, igy a mai napig nem 4all rendelkezésiinkre informacié az Osszes, kiilonbozo
sejttipusokban kifejez6dd, TRPM3 izoforma eloszlasarol, igy a legtobbjlik eltérd élettani szerepe
is a mai napig feltaratlan. Mindazonaltal Friihwald €s mtsai., a plexus chorioideus-ban kifejez6d6
TRPM3 izoformak széleskorii vizsgalata soran felfedték, hogy bizonyos izoformak regulaléd és-
vagy gatlo hatassal birnak, mas csatorna alegységekre (40).

TRPM3 expressziojat mas TRP csatorndkhoz hasonldan, szamos kiilonb6zd sejttipuson
kimutattak. Magas szinten expresszalodik expressziés az agyban és a gerincveldben, RNS
(ribonukleotidsav) ¢€s fehérje szinten is, a TRPV1 ioncsatornaval atfedésben széleskoriien
expresszalodik szenzoros neuronokon, RNS, fehérje és funkciondlis szinten egyarant, illetve a
hipofizis sejtjein is kimutattdk a jelenlétét RNS szinten. Kifejez6dését mas, nem neuralis sejteken
is leirtdk, RNS és fehérjeszinten expresszalddik a szemben, a vese, a here és a zsirszdvet sejtjeiben.
Mindemellett megtalalhato az inzulintermeld B-sejteken, spermium sejtekben, petesejtben, a sziv,
erek és vese sejtjeiben is (28,37,42-44).

3.2.2. TRPMS3 funkcionalis jellemzdi

A TRPM3 a TRP ioncsatornak melasztatin alcsaladjanak Ca** permeébilis, nem-szelektiv,
fesziiltség érzékeny tagja. (38,39). A csatorna egyértékii (monovalens) és kétértékli (divalens)
kationokra, gy mint a Ca®* és Mg**, Zn?*, egyarant permebdlis. Ugyanakkor az extracellularis

monovalens kationok, az intracellularis Mg?* és a pérus blokkolé La** gatoljdk a miikodését (38).
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A TRPM3 ioncsatorna stimuldcioja és aktivalodasa, egy kifelé rektifikalé aram megjelenését
okozza a TRPM3-at expresszald sejtekben. A TRPM3 ioncsatorna érzékeny az ozmolaritds
valtozéasara, hipotonias sejtduzzadas hatdsara a csatorna aktivalodik. Az elmult években
kollaboracios partnereink a Leuveni Katolikus egyetemen, bemutattak, hogy a TRPM3 ioncsatorna
Q10 értéke 5-nél magasabb, vagyis a meleg ingerekre aktivalodo héérzékeny TRP csatorndk kozé
tartozik, elsésorban a fajdalmas meleg hémérsékleti tartomanyban. A szenzoros neuronokon
kifejez8dve részt vesz a hdmérséklet érzékelésben és a nocicepcidban is. Trpm3” egereken végzett
vizsgalataik ravilagitottak arra, hogy ezekben az allatokban, csokkent a meleg altal kivaltott
fajdalomérzet, a kémiailag indukalt fajdalom, valamint a gyulladdsos folyamatokhoz kapcsolodd
termalis hiperalgézia is (28). Mindemellett kimutattak, hogy a TRPM3 ioncsatorna, a TRPV1-gyel
¢s TRPA1-gyel egyiitt felelos a fajdalmas meleg homérséklet érzékeléséért (45). Kollaboracios
partnereink tartak fel azt is, hogy a TRPM3 egyes ligandjai (CIM0216) és bizonyos ligandok
kombindacioja (pregnenolon-szulfat + klotrimazol), az ioncsatorna klasszikusnak nevezhetd porusa
mellett egy masik, alternativ permeabilitasi Gtvonalat is nyitnak, melyen keresztiil a negativ
membranpotencial értékeken jelentdsen fokozodik a Na* ionok bearamlasa, igy jelentésen fokozva
a TRPM3 altal okozott depolarizéciot, ezaltal emelve a TRPM3 altal medialt fajdalmas reakciokat
(46,47).

3.2.3. TRPM3 farmakologiai jellemzoi

3.2.3.1.Aktivatorok

A korabban emlitett ozmolaritas és hdmérséklet érzékenység mellett a TRPM3-nak szdmos

egyéb kémiai aktivatorat is azonositottak az elmult években.
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3.2.3.1.1. Endogén aktivatorok-

Az els6 ligand melyrdl leirtak, hogy képes aktivalni a human TRPM3-at a membranlipidek
egy csoportjat alkotd szfingolipidek koziil keriilt ki. Human TRPM3-al transzfektalt HEK293T
sejtekben, FURA-2 alapti mikrofluometrids-Ca®>* mérésekkel azonositottik, hogy a D-eythro-
szfingozin (De-SPH) emeli a sejtek intracelluldris Ca®* szintjét. A strukturdlisan hasonld N,N-
dimethyl- De-SPH és a dihydro- De-SPH szintén TRPM3 fiiggd moddon képes emelni az
intracelluléris Ca®* szintet (48). Azonban késébbi, egér Trpm3 izoforman végzett kutatasok
kimutattak, hogy a DeSPH kis hatasfoku korai aktivacioja utdn megjelend nagyobb linearis aramok

a nem transzfektalt HEK293T sejteken is jelen vannak (42).

A neuroszteroid pregnenolon szulfat (PregS) a TRPM3 ioncsatorna gyors ¢€s reverzibilis
aktivacidjat okozza a TRPM3-at overexpresszald rendszerekben és a csatornat endogén
expresszalo nativ sejtekben egyarant (28,42,43,49). Patch-clamp kisérletek soran korabbi kutatasok
ravilagitottak arra, hogy PregS stimulécid hatasara a korabban mar targyalt kifelé rektifikaldé aram
jelenik meg, a TRPM3-at stabilan overexpresszalo HEK293T sejtekben. A korabbi irodalmi adatok
alapjan a PregS ECso értéke ~23 uM (42). A PregS neuroszteroidként jelentds koncentracidban
megtalalhaté a humén vérplazméban ( ~100-800 nM), azonban olyan fiziol6gias és vagy kdrnyezeti
hatasok, melyek annyira megemelnék a plazma PregS szintjét, hogy az befolyasolja a TRPM3
ioncsatorna mitkodését nem ismertek (50). Erdekes modon azonban a hémérséklet 25°C-r61 37°C-
ra valo emelése jelentdsen fokozza a TRPM3 PregS érzékenységét. A mérési adatok alapjan arra
lehet kovetkeztetni, hogy a fiziologids PregS koncentracio valosziniileg elég lehet a TRPM3
ioncsatorna aktivalasdhoz 37°C-os testhomérséklet mellett (28,42,51). A PregS-al szoros

rokonséagban all6 dehidroepandroszteron (DHEA) és DHEA -szulfat csokkent hatékonysaggal, de
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szintén képes aktivalni a TRPM3-at (42). Szamos mas, PregS-hez hasonld szteroid analdgrol is

kideriilt, hogy hatassal van a TRPM3 miikddésére (52,53).

3.2.3.1.2. Exogén aktivatorok

Az 1-4-dihidripiridin és a nifedipine hasonl6an a PregS-hez gyorsan és reverzibilisen képes
aktivalni a TRPM3 ioncsatornat (42). Korabbi kutatasok azonositottdk, hogy a nifedipin és PregS
egyiittes aplikacioja soran magasabb TRPM3 aktivacié érhetd el, mint a ligandok egyediil vald
alkalmazasa sordn, még a legmagasabban alkalmazhat6 PregS koncentracid esetén is. Ez az
eredmény felveti a lehetdségét, hogy a nifedipin és a PregS kiilonb6zo kotddési hellyel rendelkezik
a TRPM3 csatornan (53). Kollaboracids partnereink nemrégiben mutattadk be a TRPM3 egy 1j
exogén ¢és ultrapotens aktivatorat a CIM0216-ot, mely 6nmagaban alkalmazva is képes nyitni a
korabbi fejezetben mar targyalt, klasszikus porus mellett megjelend alternativ permeabilitasi

utvonalat (Held et al., 2015).

3.2.3.2.Antagonistak

3.2.3.2.1. Endogén antagonistdik

A TRPM3 ioncsatorna aktivitdsa részben gatlodik bizonyos endogén molekuldk hatéséra,
ugy, mint koleszterol, és szdmos szteroid szarmazékok, mint a progeszteron, dihydrotesztoszteron,
pregnenolone, 17-OH-progersteron 21-OH-progesteron €s az estradiol (43,54). Mindazonaltal, e
molekuldk TRPM3 ioncsatornat részlegesen gatlo hatasanak fizioldgias jelentésége még nyitott

kérdés.

3.2.3.2.2. Exogen gatloszerek

Kiilonb6z6, perixoszoma proliferator-aktivator receptor y (PPAR- y) agonistak, gy mint a

rosiglitazon, troglitazon ¢és pioglitazon, voltak az els6 exogén molekuldk, melyekrdl
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bebizonyosodott, hogy hatékonyan képesek gatolni a PregS altal kivaltott TRPM3 altal medialt
Ca®* bearamlast, TRPM3-at overexpresszalo HEK sejtekben (55). A nem szteroid
gyulladascsokkentok kozé tartozoé fenamatok, ugy, mint a mefenamin sav, flufenamin sav,
meclofenamin sav, tolfenamin sav és DCDPC (4-chloro-2-(3-chloroanilino) benzoic acid), nem
szelektiv gatloszerei a TRPM3-nak (56). Mindemellett, 5 kiilonb6zd citrus flavovon szarmazékrol,
ugy, mint az izozakuranetin, liquiritigenin, naringenin, eriodicyol €s hesperitin, bizonyitottak be,
hogy hatékony és a korabbiakkal ellentétben, szelektiv inhibitorai a TRPM3 ioncsatorndnak (57).
A felsorolt anyagok, mas TRP csatorndkkal szemben, nagy specifitast mutattak a rekombinans
TRPM3 ioncsatorna felé és gatoltdk a PregS indukdlta Ca’* tranzienseket, egér hatsogyoki
ganglionokbol (DRG) izolalt szenzoros neuronokon is. Az 5 azonositott flavovon szarmazék koziil
az izozakuranetin és a liquiritigenin bizonyult a leghatasosabbnak. A deoxybeozin ononetin szintén
hatasos ¢s szelektiv TRPM3 gatloszernek bizonyult (49).

Tovabbi kutatasok leirtdk, hogy a TRPM3 aktivitasa gatolhatd bizonyos nem specifikus
gatloszerekkel, igy mint a 2-aminoethoxydifenil borat (2-APB) és a haromértékii lantanidok (Gd**
és La*") (37,39,48). A TRPM3 4ltal medialt transzmembran aramok szintén gitolhatok TRPM3
specifikus poliklonélis antitestekkel és egyéb szintetikus liganddokkal, mint a kalmodulin
antagonista W-7, a nemszteroid gyulladascsokkentd diklofenak és a gorcsoldo hatasti primidone
(43,58-61).

3.2.4. A TRPM3 fizioldgiai szerepe, a Trpm3”- egerek tulajdonsdgai

Az elsd, TRPM3 ioncsatorndhoz kothetd élettani funkcioként leirtak, hogy TRPM3
funkcionélisan expresszalodik a pankredsz inzulin termeld B-sejteiben, és magas dozisu (50 uM)
PregS stimulacié hatdsara a glilkoz indukélta inzulin szekrécid fokozodik a B-sejtekben. Ezen

felfedezés azt sugallta, hogy a TRPM3 ioncsatorna egy olyan ionotrop szteroid érzékeny receptor,
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mely val6sziniileg fontos szerepet jatszik az endokrin rendszer szteroid és inzulin alapu jelatviteli
utvonali kozott zajlo kommunikécioban (42). Ugyan a korabbiak eldre vetitik a TRPM3 szerepét a
normal gliikdz indukalta inzulin szekrécid szabalyozasaban, azonban Trpm3” egereken végzett
kisérletek soran nem tapasztaltak valtozast a nyugalmi vércukorszintben, és a hidnya nem okoz
fejlédésbeli és metabolikus zavarokat (28). Ett6l fliggetleniil azonban nem zérhat6 ki, hogy a
TRPM3 fontos szereppel bir az inzulin szekrécid szabalyozasaban bizonyos patofiziologias
elvaltozasok soran (62).

Késobbi kutatasok felfedték a TRPM3 ioncsatorna kémiai- és hdmérséklet-érzékeld
szenzor szerepét a szomatoszernzoros rendszerben. Kimutattak azt is, hogy a TRPM3 a
fajdalomérzékeld neuronok egy csoportjan, a TRPV1 fehérjével viszonylag magas atfedésben,
fejezddik ki egerekben. Ez a nativ csatorna a heterolog expresszios rendszerekben megismert PregS
—aktivalt ioncsatornaval megegyez6 farmakolodgiai és biofizikai tulajdonsaggal rendelkezik.

TRPM3 agonistak, mint példaul a PregS in vivo alkalmazasa sorén intraplanaris injekciot
kovetden, a kisérleti allatok nyalogattdk €s vagy emelgették a beinjektalt mancsukat, mely
viselkedéses valaszok a fajdalom kialakulasat jelzik. A Trpm3” egerekben a PregS-szenzitiv
neuronok szdma jelentds mértékben lecsokkent, és az in vivo kisérletek sordn tapasztalt
fajdalomhoz kothetd magatartdsformak megjelenése is megsziint (28). TRPM3 specifikus
inhibitorok, mint példaul az izozakuranetin, hesperetin €s primidone in vivo alkalmazasa soran
PregS indukalta kémiai fajdalomra adott viselkedéses valaszok szintén szignifikdnsan csokkentek
a vizsgalt egyedekben (49). A fent emlitett eredmények egyértelmiien bizonyitjak a TRPM3 kémiai
anyagok altal kivaltott fajdalomban betoltott szerepét. Mindemellett, a TRPM3 a homérséklet
emelkedésre is aktivalodik, ezaltal fontos szerepet tolt be a meleg hdmérséklet érzékelésében. Azon
meleg hdmérsékletre érzékeny neuronok szdma, melyek PregS —ra érzékenyek, de kapszaicinre

nem reagalnak, jelent6sen lecsdkken a Trpm3” egerekben. A Trpm3”” egereken végzett kiilonbdzd
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in vivo viselkedés tesztek, egyértelmiien ravildgitanak arra, hogy a Trpm3 gén hidnyaban az
egyedek csokkent érzékenységgel reagalnak a homérséklet emelkedésére, €s jelentdsen csokken a
forrosagot keriilé védekezési reakcidjuk. Komplett Freund adjuvans hasznélata esetén a Trpm3**
és Trpm3” egerek kozotti hdmérsékletérzékelésben megnyilvanuld kiilonbség még egyértelmiibb.
A kezelés utan fellépd gyulladdsos reakcid a vadtipusi egyedekben jelent6sen csokkentette a
hémérséklet emelésére adott viselkedés vélaszok reakcididejét, mig ez a csokkenés a Trpm3”
egyedekben elmaradt (28,46). TRPM3 specifikus inhibitor izozakuranetin in vivo farmakologiai
gatlas hatasa hasonlo, mint a Trpm3 gén kilitése esetében tapasztalt, mindemellett az antagonista
alkalmazésa sincs befolydssal a testhdmérsékletre (49). Kollaboracids partnereink nemrégiben
kimutattdk, hogy az akut, fajdalmas hémérsékleti ingerek érzékeléséhez harom TRP csatorna
egylittes jelenléte sziikséges, melyek a TRPM3, TRPV1 és TRPALI. Kiilonb6z0 in vivo viselkedés
tesztekkel, és sejtes szinten is kimutattak, hogy a fent emlitett harmas koziil, legaldbb az egyik
jelenléte sziikséges hogy a szomatomotoros neuronokban fajdalmas meleg homérséklet indukalta
valaszok alakuljanak ki. A harom ioncsatorna teljes genetikai hidnya, illetve farmakologiai gatlasa,
megsziintette a fajdalmas meleg indukalta valaszokat szenzoros neuronokon, €s a bort beidegzé C
és Ad szenzoros idegrostokon, mindemellett az in vivo viselkedési tesztek sordn tapasztalt
fajdalmas meleg homérséklet indukalta védelmi reakciok szinte teljesen elmaradtak (45,63).
Osszességében elmondhatd, hogy a TRPM3 nem csak a kémiai fajdalom érzékelésben, de a
(f4ydalmas) meleg hdmérséklet érzékelésben is fontos szerepet tolt be.

Mindezek mellett, TRPM3 agonistdkkal ¢és antagonistakkal végzett kutatasok alapjan
feltételezhetd, a TRPM3 ioncsatorna szamos sejtélettani folyamatban (64,65) fontos szereppel
birhat. Ilyenek példdul az erek Osszehuzddasa, simaizomsejtek ploriferacioja (58), pupilla

0sszehuzodas (66), csontképzdédés (67). Az elébb emlitett élettani és sejtmikodésbeli
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folyamatokkal kapcsolatos fenotipusos elvaltozdsokat TRPM3 hianyos egerekben eddig még nem
irtak le..

Annak ellenére, hogy még nincs informacionk a TRPM3 ioncsatorna kémiai és hdmérséklet
érzékeld szerepéhez kothetd 6roklodé human betegségrdl, nemrégiben leirtak a Trpm3 gén 3-as
exonjan bekdvetkez0 mutacid szerepét orokletes szembetgségben (68). Szamos mas kutatds is
9921.11-g21.12 kromoszoéma szakaszon bekovetkezd mutacid, a Kabuki szindroma kialakulasért
lehet felelds, mely egy ritka, tobb szervrendszert érintd betegség, amelyhez jellegzetes arcvonasok,
a novekedés elmaradasa, valtozd mértékii mentalis retardacid, a csontozatban jelentkezd
rendellenességek €s apro termet tarsul (69). A leggyakoribb ¢€s legagresszivabb felndttkori primer
agydaganatban a glioblastoma multiforme-ban (GBM) szenvedd betegekben a TRPM3 RNS szintl
expresszioja signifikansan emelkedett (70), illetve kimutattdk az gingivo-bukkalis oralis
laphamsejtes karcindbma egyes eseteiben a Trpm3 gén modosulésait. (71). Nemrégiben két, a
TRPM3 ioncsatornaban megjelend mutacid koroki szerepét mutattak ki értelmi fogyatékossaggal,
hypotonidval és epilepszidval egyiitt jar6 idegrendszeri rendellenesség eseteiben (72). Tovabbi
kutatasok leirtdk a TRPM3 fentebb emlitett mutacidihoz kotddd funkciondlis valtozéasokat,

megerdsitve a TRPM3 ioncsatorna emberi agyban betoltott fontos szerepét ezzel (73,74).

3.3.1llékony anesztetikumok

Az illékony anesztetikumok (IA-k) a legéltaldnosabban hasznalt szerek az altalanos
anesztéziat alkalmaz6 humén terapids beavatkozasok ¢és allatkisérletek soran (75). Az altalanos
anesztézia soran alkalmazott anyagok kémiai szerkezetének véaltozatossdga legaldbb annyira

szertedgazo, mint az anesztetikumok alkalmazasa soran megjelend fizioldgiai hatdsok szdma mint
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példaul a fajdalomcsillapitas, befolyasold hatdsuk a tanulds és emlékezés folyamatara, illetve a
cardiovasculdaris ¢és respiratorikus rendszerekre. Azonban minden, az anesztetikumok csoportjaba
sorolt anyagra jellemzé az a hatds, mely sordn elég magas koncentracidban alkalmazva,
visszafordithatd eszméletvesztést okoznak emberben, vagy valamilyen magasabb rendi allatban,
ejgy azok nem reagalnak fajdalmas ingerekre (76). Ugyan a hatdismechanizmusuk minden részlete
a mai napig sem teljesen ismert, de a rendelkezésiinkre 4ll6 irodalmi adatok alapjan elfogadott,
hogy a kiilonb6zd anesztetikumok, az altalanos anesztézia soran kialakuld reverzibilis tudatvesztést
elsdsorban a kozponti idegrendszer egyes sejtalkoté fehérjéire, azokon belill is nagy
valdszinliséggel szdmos ioncsatornara gyakorolt hatdsokon keresztiil fejtik ki. A GABA a receptor
¢s a hyperpolarizaco aktvialta és ciklikus nukleotid kapuzott csatorna 1 (HCN1) (77) aktivacioja,
egyes K*csatornak, ugy, mint a Kv1 és a kétporusu K* csatornak (K2P) (78) serkentése és ezaltal a
neuralis sejtmembran hyperpolarizacidja, illetve az NMDA ¢€s nAch receptorok gatldsa, egyarant
az 1illékony anesztetikumok applikdcidja sordn bekdvetkezd eszméletvesztés kialakuldsdhoz
vezethetnek (76). Az elobb felsoroltak mellett, korabbi kutatdsok ravilagitottak arra, hogy az
illékony anesztetikumok szdmos mas ioncsatorna mitkodését is befolyasoljak. Ilyen ioncsatornak
péladul a fesziiltségfiiggd Na*, K* és Ca®* csatornak (79,80). Mindemellett az elmult években
szamos kutatas felfedte, hogy az illékony anesztetikumok hatassal vannak egyes TRP csatorndkra
is, mely TRP csatornak szerepét a noci-€s pruricepcidban, valamint a hdmérsékletérzékelésben mar
bemutattak. Ugyan a TRP csatorndk kozvetlen vagy kozvetett szerepe az altatas soran kialakulo
eszméletvesztésben még kérdéses, azonban azt mar tobb korabbi kutatés is bebizonyitotta, hogy az
IA-k TRP csatorndkra kifejtett hatdsa hozzéjarulhat bizonyos anesztetikumok altal kivaltott
kellemetlen mellékhatasok megjelenéséhez. A TRPA1 volt els6 TRP csatorna, melyrdl leirtak,
hogy egyes anesztetikumok, mint pl. az izofluran, aktivalhatjak, ami fokozza a csatorna altal

modulalt fajdalomérzetet és neurogén gyulladast, valamint aktivacioja hozzajarulhat az irritald
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hatasti anesztetikumok alkalmazasat kiséré léguti irritacid kialakulasahoz (81,82). Tovabbi
kutatasok feltartak, hogy a TRPA1 mellett, bizonyos anesztetikumok szenzitizal6 és elég nagy
koncentracioban alkalmazva, aktivald hatdssal birnak a TRPV1 ioncsatorndra is, mely
hozzéjéarulhat, bizonyos betegeknél, az altatasbol valo ébredés utan fellépd fokozott fajdalomérzet
kialakulasadban (83). Egyes illékony anesztetikomok egy gyors kezdeti aktivacio utan tartdsan
gatoljak a hideg érzékeny TRPMS ioncsatorna mikodését, mely hozzajarulhat az anesztézia soran
kialakulé hypotermidhoz, mint mellékhatasokhoz (84). A halotan és a kloroform klinikailag
relevans koncentracié tartomanyban hatdsosan gatolja TRPCS miikodését (85). A korabban
bemutattok héérzékeny TRP csatornakkal ellentétben az anesztetikumok és az altalunk vizsgalt
szintén hoérzékeny TRPM3 ioncsatorna kolcsonhatasairol nem rendelkeztiink korabban

informéacidval.

3.4.Fajdalom és viszketés

A fijdalomkutatas nemzetko6zi szervezete (International Association for the Study of Pain-
IASP) szerint, a fijdalom definicidja a kovetkezé: egy tényleges vagy potencialis
szovetkarosodashoz, vagy ahhoz hasonlo folyamathoz tarsult, kellemetlen érzelmi vagy érzékszervi
érzet. Az alabbi meghatarozas nagymértékben megfeleltethetd a viszketésnek is, azonban a két
jelenség teljes mértékben elkiilonithetd mind a szubjektiv érzés, mind pedig a hozza tarsulod
motoros valaszreakciok tekintetében. Szdmos mas tulajdonsdgukban viszont nagyon hasonloak.
Mindketté az artalmas ingerek elleni védelmet szolgalja, és detektalassukban is hasonld neuralis
mechanizmusok jatszanak szerepet, illetve akut és kronikus koriilmények kozott szamos paciens

életére hatassal lehetnek. Eppen ezért nagy sziikség van a fajdalom és viszketés molekularis alapjait
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célz6 kutatdsokra, melyek kivald lehetdséget teremthetnek a jobb kezelési lehetdségek
kifejlesztésére.

A fijdalom és viszketés érzékelésében elsdsorban a bdrt és mas szerveket beidegzd
szomatoszenzoros neuronok jatszanak fOszerepet. Ezen neuronok sejttestjei, ganglionokba
tomoriilve helyezkednek el egyrészt a gerincveld mentén, melyeket hatsé gyoki ganglionoknak
(DRG) neveziink, masrészt a koponyaalapon, ahol a trigemindlis ganglionokat (TG) alkotjak. A
TG neuronok szenzoros idegvégzddései az arc teljes egészét illetve a fej frontalis részét idegzik be,
mig a DRG neuronok idegvégzddései a test tobbi részébe nyulnak el (86,87). Megjegyzendd, hogy
a test belso szerveiben fellép6 fajdalmat a nervus vagus viszceroszenzoros rostjai is tovabbithatjak
(88). A DRG és TG neuronok pseudo-unipoléris neuronok, egy axonnal rendelkeznek, ami kétfelé
agazva folytatodik, egyrészt a periférids szovetek iranydba, masrészt pedig DRG neuronok
esetében a gerincveld hatso szarva fel¢, mig a TG neuronok centrélis termindlisai az agytorzsbe
futnak A periféria felol jovO szenzoros informacid kezdeti feldolgozasat a gerincvel6ben 1évo
interneuronok kezdik el, mely sordn a tovabbitott jel vagy lecseng, vagy pedig a felszallo
idegepalyakon keresztiil tovabbitodik a talamuszba, majd az agykéregbe (89), ahol a szenzoros
informaciok tovabbi feldolgozasa €s interpretalasa zajlik.

A szomatoszenzoros neuronok tobbféle szempontbdl csoportosithatoak. Erzékenységiik
alapjan megkiilonboztethetiink csak termalis vagy mechanikai ingerekkel aktivalhaté unimodalis,
illetve tobbféle, ho-, mechanikai és kémiai ingerekkel egyarant stimulalhaté polimodalis
neuronokat. Axonjaik mielinizaltsdga alapjan megkiilonboztetiink nagy atméréji, gyors
ingervezetésli, vastagon mielinizalt AB rostokat, kis atmérdjii gyors ingervezetésit Ad ¢és
veldshiively nélkiili C rostokat, melyek csak erds ingerekkel stimuldlhatoak (90). A fajdalom és

viszketés érzékelésben szerepet jatszd neuronok a nociceptorok illetve pruriceptorok. A fajdalom
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érzékelést ugyanis nocicepcionak mig a viszketés érzekélést mas szdval pruricepcionak hivjuk
(91,92).
3.4.1. Fajdalom

Annak érdekében, hogy a kornyezetbdl érkezd nociceptiv ingerek fajdalomérzéssé
alakuljanak, funkcionalisan és stukturdlisan is magasan specializalt sejtes ¢és molekularis
résztvevok lancszerti mikodése sziikséges, mely rendszer magaba foglalja a periféras nociceptiv
receptorok mellett a felszallo palyarendszert alkoto, a ganglionokon keresztiil a gerincveldbe futo
periférids szenzoros neuronokat és a felszallo kozponti idegrendszeri palyakat alkoté6 masodlagos
¢s harmadlagos érz6 neuronokat, valamint a fjdalmas ingereket feldolgozé kdzpontokat és egyéb
modulalé elemeket. E rendszert dsszefoglalé néven fajdalomérzékeld (nociceptiv) rendszernek
nevezziik. A nocicepcioban szerepet jatszd €rzé neuronokat a mielinizalt Ad €s veldshiively nélkiili
C rostok csoportja alkotja. Az Ad rostok afferensei tovabbitjak a hdmérsékleti (kiilondsen a hideg)
valtozasokat, kémiai anyagok €s mechanikai stimulus okozta akut ,,gyors” vagy ,.elsédleges”
fajdalmat, mig a C rostok tovabbitjak, a kémiai anyagok (beleértve a pruritogén anyagokat is),
homérseklet és mechanikai erd altal kivaltott szoveti kadrosodéssal jaro ,,lassu” vagy ,,masodlagos”
fajdalmat (92,93). Az alacsony érzékenységli mechanoszenzitiv C-rostok, melyek a gyenge
érintésre is képesek aktivalodni, fajdalom csillapitod haséassal is birnak (94). A fajdalom esetében az
intenzitdsa ¢és idOtartama alapjan megkiilonboztetiink akut €s kronikus fajdalmat. Az akut
fajdalomrol a szovetek karosodasa esetében beszélhetiink, csillapitdsa tiineti kezeléssel elérheto €s
hossza 3-6 honapnal nem tart tovabb (95), mig kronikus fajdalom esetében az érzés 3-6 honapnal
hosszabb ideje fennall, mely sordn a fajdalom érzése lehet konstans, vagy intermittald (pl migrén)

(96).
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3.4.2. Viszketés és elkiiloniilése a fajdalomtol

A tudoméany azon kérdésére, hogy a nociceptiv rendszer mellett megtaldlhato-e egy
specializalt pruriceptiv rendszer is, a mai napig szamos valasz sziiletett. Sokaig elterjedt volt az
intenzitads teoria, ami szerint a viszketés egy kiiszobinger alatti fajjdalom érzet, melyet megerdsit,
Max von Frey hiressé valt allitdsa, miszerint a ,, viszketés a fajdalom kistestvére” (97). Késobb a
microneuroologiai technikdk és vizsgalati modszerek fejlédése felfedte, hogy a mielinhiively
nélkiili szenzoros rostok két csoportra kiilonithetdek el, melyek egyike a mechanikai és hdérzékeny
polimodalis C-rostok (PmC- polymodal), illetve a mechanikailag érzéketlen C-rostok (CMi-
mechano insensitive) (98,99). Ezen felfedezés nagy hatassal volt a viszketés kutatdsra, igy mikor
kiilonb6z6 kutatocsoportok bemutattdk, hogy bizonyos pruritogén, példaul a hisztamin, kezelések
hatdsdra bekovetkezd viszketés érzet tovabbitdsaban kimagasld szerep jut a CMi-rostok
aktivalodasanak, az felvetette ezen rostok specifitasat a viszketés érzékelésében (specifitas tedria)
(100,101). Mas csoportok azonban bemutattak, hogy ezen hisztamin érzékeny CMi-rostok a tobbi
C-idegrosttal egyiittesen aktivalddnak kiilonboz6 algogén anyagok hatésara is, és fajdalmas érzést
tovabbitanak (102,103). Ez vezetett a mai napig elfogadott szelektivitds elmélethez, mely
feltételezi, hogy a viszketés érzet kialakulasaban csak a ,,viszketés-szelektiv”, pruritogén érzékeny
noiceptiv neuronok aktivalodnak, mig a fajdalom érzet kialakitdsdban a pruritogénekre érzéketlen
nociceptiv idegpalyak és a viszketés érzékeny rostok is aktivalédnak (87,104—106). Azonban, a két
érzet molekuldris szétvalasa, és e kérdés végleges megvalaszoldsa még varat magara.
Valoszintisithetd, hogy a jelérzékelésben szerepet jatszo specifikus receptorok és tovabbito
molekuldk, neurotranszmitterek szintjén kiiloniilnek el egymastol (87,106).

Az elmult évek kutatasai feltartdk, hogy a viszketés transzdukcidjaban szerepet jatszo

molekulak nagy atfedésben vannak a nocicepcioban szerepet jatszoakkal. Igy példaul, a TRP
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ioncsatorndk csaladjanak tobb tagjarol is leirtak, hogy a fajdalom és homérséklet érzékelése mellett
jelentds szerepiik van a viszketés érzeklésében is. Ezen TRP csatorndk azonban legtobbszor
indirekt modon aktivalodnak, vagyis a pruritogén ligand a sajat metabotrop receptorahoz kotodik,
mely masodlagos jelatviteli utvonalak aktivalasan keresztiil kozvetett modon aktivéalja a
folyamatban szerepet jatsz6 ioncsatorndkat. Els6ként az ismert nociceptiv tulajdonsagokkal
rendelkezd héérzékeny TRPV1 és a szintén hdmérséklet érzékeny TRPA1 viszketésben betoltott
szerepét azonositottdk mind a hisztamin fiiggd, mind pedig a hisztamin fiiggetlen viszketés
kialakulasaban (107,108). Az altalunk vizsgalt TRPM3 ioncsatorna, a korabban targyalt TRPV1 és
TRPA1 csatorndkkal kozosen szdmos szenzoros folyamatban szerepet jatszik, azonban a
viszketésben betoltott szerepét a kordbban még nem vizsgaltak.

3.4.3. Viszketés vizsgalata egér modellekben

A human kisérletekben a viszketés és a fajdalom érzése a szubjektiv beszamolok alapjan
jol elkiilonithetd, viszont az allatkisérletekben tapasztalhato viselkedéses reakciok alapjan nehezen
kiilonboztethetd meg. Ugyanakkor a viszketés kutatdsban mindig is nagy igény volt egy olyan allat
viselkedés modell alkalmazasara, mely lehetdvé teszi a viszketéshez kothetd viselkedéses valaszok
kvantitativ elemzését. Kuraishi és munkatdrsai altal bemutatott ,,nape” modell volt az els6, mely
ezt lehetdvé. Ebben a modellben az egerek, a tarkoba injektalt pruritogén vegyiiletek hatasara, a
hatsé labukkal vakartdk a kezelt teriiletet, mely reakcidé szamszeriisithetd és kvantitativ médon
értékelhetd. Azonban hamar kideriilt, hogy fajdalmat kelté anyag, pl kapszaicin kezelés hatasara is
ugyan ez a hatso labbal torténd vakardzo valaszreakcei6 figyelheté meg (109). Ismert pruritogén
hatast anyag hasznalata esetén viszont a mai napig elfogadott viselkedés modellnek szamit a
viszketés kutatassal foglalkozo kutatok korében. Igy tovabbra is igény volt egy olyan egér modell

kialakitasara, mely lehetdvé teszi a f4jdalomhoz és viszketéshez kothetd valaszok elkiilonitését,
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mely modellt LaMotte és munkatarsai mutattak be els6ként (110). Az altaluk prezentalt ,, cheek”
modell, megfelelt annak az elvart kritériumnak, miszerint egy adott teriilet pruritogén vagy
nociceptiv anyaggal valo kezelése sordn, kiillonbozd viselkedéses valaszok figyelhetéek meg a
kezelt egyedeknél. Bemutattak, hogy ha viszketést kivaltd pruritogén anyagot intradermalisan
injektalnak az egér pofajaba, az az injektalt oldalnak megfeleld hats6 labbal vakarja azt, mig
nociceptiv anyaggal valo kezelés hatdséra, az egér az azonos olali els6 mancsaval végez, dorzsolo
simitd mozdulatokat (3. abra). Késébb ugyanez a kutatd csoport egy masik egér modellt is
bemutatott, melynél hasonlé modon ugyanazon kezelési teriiletre injektalt pruritogén és nociceptiv
anyagok, kiilonb6z6 viselkedéses valaszokat valtottak ki. Az altaluk bemutatott egér ,, calf” modell
soran, az egerek labszaraba injektaljak intradermalisan a megfeleld kezeldanyagot, €és a vizsgalt

egyed a pruritogén anyaggal vald kezelés hatdsara a beinjektalt teriiletet harapdalja, mig nocicpetiv

anyag hatasara, nyalogatja azt (111).
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3. abra “Cheek”modell alkalmazasa soran megfigyelhet6 viselkedéses valaszok
Baloldal- Noceceptiv anyaggal beinjektalt teriilet azonos oldali eliilsé manccsal torténd dorzsolése (wipe)
Jobboldal- Pruritogén anyaggal beinjektalt teriilet azonos oldali hatsé manncsal térténd vakarasa (scratch) (110)
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4. Célkitizések

Vizsgalataink soran a human ¢és allatgyogyaszatban altalanosan elterjedt illékony
anesztetikumok TRPM3 ioncsatornara kifejtett hatdsat, ¢s a TRPM3 ioncsatorna viszketés és
fajdalom érzékelésben betoltott szerepének vizsgalatat tliztiik ki célul.
A rekombinans TRPM3-at overexpresszald6 HEK293T sejteken ¢és a nativ TRPM3-at
expresszalo egér hatsogyoki ganglionokbol szarmazo szenzoros neuronokon vizsgaltuk a halotén,
klorofom, izofluran és szevofluran hatasat. Kisérleteink soran az alabbiakra voltunk kivancsiak:
1. Mas héérzékeny TRP csatorndkhoz hasonldan, az illékony anesztetikumok fejtenek-e ki
valamilyen aktivald, stimulald, vagy gatld hatast a TRPM3 ioncsatornéra?

2. Az anesztetikumok potencidlis hatasa valtozik-e valamilyen modon, a TRPM3 kémiai
agonistakkal vagy hdmérséklet altal torténd aktivacioja soran?

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

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

anesztetikumok a nativ TRPM3-ra?

Invivo viselkedés tesztek mellett, in vitro modszerekkel tanulmanyoztuk a TRPM3 szerepét

3** és Trpm3” egereken, illetve azok

a kiilonbozo pruritogén anyagok celluldris hatsaiban, Trpm
trigeminalis ganglionjaibdl szarmazo szenzoros neuronokon. Kisérleteink soran az aldbbiakra
voltunk kivancsiak:
1. Mas hé és fajdalomérzékeld TRP csatorndkhoz hasonldéan van e szerepe a TRPM3
ioncsatornanak a viszketés kialakulasaban?

2. Azismert algogén hatdsu TRPM3 agonistak indukalnak e viszketést?

3. A TRPM3 szerepet jatszik-e az endogén pruritogén mediatorok hatdsaban?
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5. Anyagok és modszerek

S.1.Alkalmazott kémiai anyagok

Az in vitro kisérleteink soran, az anesztetikumok kivételével minden kezeléenyagbol, a
végkoncentraciohoz képest ezerszeres toménységi torzsoldatokat készitettiink DMSO (Merck
KGaA, Darmstadt, Germany) mint oldoszer felhaszndldsaval, melyeket hasznalatig -20°C-on

taroltunk. A kisérletekhez a torzsoldatokbol a sejtek tenyésztd oldatdban vagy a mérésekhez

crer

crer

alkalmaztuk. In vitro kisérleteinkhez hasznalt Endothelin-1-et (ET-1) (Merck) frissen oldottuk fel
a megfeleld végkoncentracidban. In vivo kisérleteink soran felhasznélt anyagokat minden esetben
PBS+7% TWEEN-80 (Merck) oldatban frissen, kdzvetleniil a kisérlet eldtt oldottuk a megfeleld
végkoncentracioban. A kisérleteink soran kezel@anyagként hasznélt anyagokat az 1. tablazatban

mutatom be.
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Pregnenolone Sulphate (PregS)
Kapszaicin
Mustar olaj

(Allyl isothiocianate - AITC)
Fahéjaldehid

(Cinnemal aldehide - CA)
CIMO0216
Hisztamin

Szerotonin (5-HT)
Endothelin-1 (ET-1)
Izozakuranetin (Isok)
Timol
Kloroform
Halotan
Izofluran

Szevofluran

Dimetil szulfoxid (DMSO)

TRPM3 agonista
TRPV1 agonista
TRPATI agonista
TRPA1 agonista
TRPM3 agonista
Pruritogen
Pruritogen
Pruritogen

TRPM3
antagonista
TRP agonista
(stabilizator)
Illékony
anesztetikum

I1lékony
anesztetikum

I1lékony
anesztetikum

Illékony
anesztetikum

olddszer

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Dallas, Texas, Egyesiilt Allamok

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Dallas, Texas, Egyesiilt Allamok

Santa Cruz Biotechnology, Inc.
Dallas, Texas, Egyesiilt Allamok
Tocris Bioscience
Bristol, Egyesiilt Kirdlysag
Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Carl Roth Gmbh
Karlsruhe, Germany

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

Virbac, Carros, France

AbbVie Inc., North Chicago, IL,
USA

Merck KGaA, Darmstadt,
Germany

1. tablazat: Kisérleteinkben alkalmazott kémiai anyagok

5.2. TA-k stabil oldatanak készitése és GC/MS ellenorzése

Az illékony anesztetikumok TRPM3 ioncsatornara gyakorolt hatasainak vizsgalatdhoz a
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projekt soran hasznalt anesztetikumokbol a méréseinkhez 10 mM-os torzsoldatokat készitettiink,
gy, hogy a tiszta anesztetikumokat a mérésekhez hasznalt méré oldatban (Ca?* puffer vagy patch-

clamp extracellularis oldat) oldottuk. A tokéletes oldodas érdekében a térzsoldatokat Iégmentesen



cyey

munka oldatokat minden esetben frissen készitettiik a 10 mM-os térzsoldatbol, amit 45 percen beliil
felhasznaltunk a kisérlethez. 45 perc elteltével 0j higitast készitettiink. A 10 mM-os tdrzsoldatok
stabilitasat nyitott, szabadon szell6z6 edényben GC/MS médszer segitségével a DE-AOK
Igazsagiigyi Orvostani Intézetének Toxikologiai Laboratoriumédban ellendrizték. A stabilitas
ellendrzéshez a torzsoldatokat a fent leirt médon készitettiik el. A gazkromatografias mérés soran
nyitott edényben taroltak az oldatokat, szimuldlva a nyitott perfiizids rendszerben torténd kisérletes
elrendezésiinket. A mérési protokoll soran a 0., 10., 20., 30., 45.-percben tortént minta vétel. Az
anesztetikumok azonositasa Agilent 7980B-5977A gazkromatograf-tomegspektrométer (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) felhasznalasaval tortént. Az injektalt minta térfogata 0,2 pl,
az injektor hdmeérseklete 250 °C volt. A méréshez J&W DB-35MS UI, 30 m x 0,25 mm % 0,25 um
kapillaris oszlopot hasznaltunk. A specifikus csticsokhoz tartozo ,,gorbe alatti teriilet”-et a
0.percben vett minta értékéhez normalizaltuk.
A mérés paraméteret:

Mintéazas: split: split arany-> 20:1. GC felflitési programja: 65°C (2 perc tartdsi 1do),

felfiitési sebesség: 50°C/perc 230°C-ra; Interface: 280°C; MS hdémérséklet: 230°C;

Ionizécid: EI; Detektalds modja: SCAN.

5.3.Felhasznalt allatok

Az in vitro és in vivo kisérleteinkhez egyarant 10-14 hetes egereket hasznaltunk, melyeket
konvencionalis allathazi kortilmények kozott, 21°C-on, 12 6ras vilagos-sotét ciklusok valtakozasa
mellett, korlatlan viz és étel hozzaféréssel tartottuk. A projektjeink soran hasznalt primer szenzoros

TG és DRG neuronokat Trpm3** (vad tipust - C57B16) és C57BI6 eredetli Trpm3” egerekbdl
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izolaltuk. Az izolalashoz vegyesen hasznaltunk him és ndstény egereket. Az in vitro kisérletekhez
hasznalt Trpm3*/* egerek egy részét, a Debreceni Egyetem Biokémiai és Molekuléris Biolégiai
Intézet fenntartasa alatt mitkodé Kisérleti llathaz, illetve Trpm3” egyedeket és a Trpm3*/* 4llatok
masik részét Prof. Thomas Voets altal vezetett loncsatorna kutatd laboratérium (KU Leuven
Belgium) altat fenntartott allathdz biztositotta. A pruritogének TRPM3-ra gyakorolt hatasanak
vizsgalata soran alkalmazott ,,cheek” modell viselkedés tesztekhez, Trpm3” és Trpm3*'* tipusu,
kizarolag him allatokat hasznaltunk, melyeket Prof. Thomas Voets altal vezetett loncsatorna kutato
laboratérium (KU Leuven Belgium) altat fenntartott allathaz biztositotta, mig a ,,nape” modell
soran, a Trpm3” és Trpm3*™* tipusi egyedekbdl a prof. Rohacs Tibor altal vezetett
kutatocsoportban vegyesen hasznaltak him és néstény egyedeket egyarant. Az in vivo viselkedéses
allat kisérleteket, a Leuveni Katolikus Egyetem Laboratoriumi Allatetikai Bizottsaga
(engedélyszam: P021/2018), és a Rutgers New Jersey Medical School Laboratoriumi Allatetikai

Bizottsaga feliigyelte.

5.4. Sejttenyésztés és primer neuron izolalas

Az in vitro Kkisérleteinket HEK293T ¢és mTRPM3a2 egér izoformat stabilan
overexpresszalo HEK293T (HEK-M3) sejtvonalakon, illetve Trpm3** egérbél izolalt primer DRG

3** és Trpm3™” egerekbdl egyarant izolalt primer TG szenzoros

szenzoros neuronokon- €s Trpm
neuronokon végeztiik.

5.4.1. HEK293T sejtek

A kontrolként hasznalt ,,lires” HEK293T és a mTRPM302-t stabilan overexpresszalo HEK-
M3 sejtvonalakat Prof. Thomas Voets (loncsatorna kutatd laboratérium (KU Leuven Belgium))

bocsatotta rendelkezéstinkre. A HEK-M3 sejtvonalat Flp-In transzfekcids rendszer segitségével
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hoztdk 1étre (Vriens és mtsai, 2011). A sejtvonalakat 37°C-on 5% CO: tartalom mellett
termosztatban tenyésztettiik, endotoxin mentes DMEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) tapoldatban. A tapoldatot 10% fotalis borjusavoval (FBS- Thermo Fisher), 50 IU/ml
Penicillin (Merck), 50 pg/ml Streptotmycin (Merck), 25 mg/ml L-glutamint (Thermo Fisher) és
hozzaadasaval készitettik. A HEK-M3 sejtek médiumat szelekcios antibiotikumként 200 pg/ml
Hygromycinnel (Thermo Fisher) egészitettiik ki. A sejttenyészeteket 70-80%-os konfluencia
elérésekor passzaltuk tovabb kisérletre 0,25% tripszin tartalmi oldat felhaszndldsaval. A
HEK?293T ¢s HEK-M3 sejtvonalakon végzett kisérletek soran a sejteket minden esetben poly-L-
lizin HBr-al (Merck) kezelt, az adott kisérlettel kompatibilis mérdé edénybe szélesztettiik.

5.4.2. TG és DRG neuronok izoldlasa

Az anesztetikumok vizsgalatihoz izol4lt szenzoros neuronokat Trpm3** egerek hatsogyoki

3%+ és Trpm3” egrek trigeminalis

ganglionjaibol, mig a pruritogének vizsgalatdhoz Trpm
ganglionjaibol izolaltuk enzimatikus modon. A neuronok izoldldsa soran him és ndstény egereket
vegyesen hasznaltunk. A DRG neuronok izolalasa sordn az egereket CO, gz felhasznélasaval
termindltuk, mig a TG neuronok izolaldsa sordn cervicalis dislocatio-t alkalmaztunk. DRG
neuronok izoladlasa sordn az allatok alkoholos fertdtlenitése utdn, az egerek hasan ejtett
bemetszésnél korbe vagtuk a bort, melyet a fej felé huzva eltdvolitottunk. A fejet a torzstdl
elvalasztottuk és az egerek gerincét megtisztitottuk az izmoktol és egyéb kotdszovetektdl. Ezt
kovetden hajlitott végli csipesz segitségével, egyesével letdrdeltiik a gerinccsatornat fedd csigolya
ivet, mely soran lathatova valik a gerincveld. Felnd6tt allat esetében az utolso kipreparalhaté DRG-

k: az L4-es, illetve L5-0s csigolyanal talalhatoak. A csigolyak letdrdelése utan, mikrosebészeti ollo

¢s neuron megfogasara alkalmas normalvégli, egyenes (Dumont #5.) csipesz segitségével
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kiszedtiik a ganglionokat, ligyelve arra, hogy az idegrostokat minél jobban eltavolitsuk, elkertilve,
hogy a sejt izolatum sok axon tormeléket tartalmazzon. A TG neuronok izoladlasa soran az allatok
alkohollal fert6tlenitettiik a terminalasat kovetden, majd a fejet a torzstdl eltavolitottuk, a fejrol a
bort az orr irdnyaba lehuztuk, a koponyat megtisztitottuk az izmoktol és egyobb szovetektdl. Az
oreglyuknal tompa végii oll6 segitségével tortént bemetszésekkel a koponyatetdt eltavolitottuk. Az
agy — a latdidegek atmetszését kovetd - eltavolitdsa utan a TG hozzaférhetéveé valik..
Mikrosebészeti ollo segitségével az idegrostokat elmetszettiik és neuron megfogasara alkalmas
normalvégl, egyenes (Dumont #5.) csipesz segitségével a ganglionokat kiemeltiik a koponyabol.
A kiemelt DRG-kat és TG-kat a preparalas soran végig jégen tartott, NeuroBasal medium (Thermo
Fisher) + 10% FBS + P/S (Merck) oldatba gytijtottiik. Az allatok terminalasat kovetden, legkésébb
30 perccel megkezdtik a neuronok enzimatikus emésztését, 2 mg/ml collagenase (Tocris
Bioscience, Bristol, UK) ¢€s 2,5 mg/ml dispase (Tocris) tartalmt oldatban, lezart eppendorfban,
vizflirdd kad segitségével, 37°C-on 40 percig. Az enzimatikus emésztést kovetden, az enzimes
oldatot eltavoltitottuk és haromszor atmostuk a sejteket neuron tenyésztd oldat (NeuroBasal
(Thermo Fisher) + 10% FBS + P/S (Merck)) segitségével. Ezt kovetden a ganglionokat csokkend
atmérdjli orvosi fecskendotiik (18G-> 20G-> 22G-> 26(G) hasznélataval egyedi sejtekre bontottuk.
A DRG neuronokat a sejtizolalast kovetden poly-L-lysine HBr (Merck) kezelt iivegalju petri
csészére (MaTek, Ashland, MA, USA) szélesztettiik és 10% FBS, 2% B-27-el (Thermo Fisher), 2
mM L-glutaminnal (Thermo Fisher), 100 pg/ml P/S-el (Merck) és 100 ng/ml B-NGF-el
(PeproTech, London, UK) kiegészitett NeuroBasal médiumban (Thermo Fisher) tenyésztettiik
37°C 5% COz jelenlétében. A TG neuronokat a sejtizolalast kovetden poly-L-ornitin (Merck) és
laminin (Thermo Fisher) kezelt ivegalji petri csészére szélesztettiik és 10% FBS, 2% B-27-el
(Thermo Fisher), 2 mM L-glutaminnal (Thermo Fisher), 100 pg/ml P/S-el (Merck), 2 ng/ml

GDNF-el (Thermo Fisher) ¢és 10 ng/ml NT4-el (PeproTech) kiegészitett NeuroBasal médiumban
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(Thermo Fisher) tenyésztettiik 37°C-on 5% CO> jelenlétében. Az izolalt szenzoros neuron

tenyészeteket az izolalas utan 24-36 6ran beliil felhasznéltunk kisérlethez.

5.5.Intracellularis Ca%*-szint mérés

A projektjeinkhez hasznalt kiilonbdzé intracellularis Ca®* mérések kisérletes elrendezése a
felhasznalt mérérendszerek és 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 (Thermo Fisher) festékeket
alkalmaztunk. K6z06s tulajdonsaguk hogy a festékmolekuldhoz kapcsolt acetoxi-metilészter (AM)
csoport segitségével képesek atjutni a sejtmembranon a sejt belsejébe, ahol a nem-specifikus
észterazok lehasitjak a festék molekularol az AM csoportot, és az igy szabadda valo festékmolekula
nem tud kijutni a sejtbél, de képes a szabad Ca**-ot megkdtni. A Fluo-4-nek szabad Ca’*
jelenlétében jelentdsen megnd a fluoreszcencia intenzitasa, amit a mérés soran detektalhatunk
(excitacio: 490 nm; emisszio: 520 nm). A Fura-2 festék esetében a Ca*-ot kotott festék molekula
gerjesztési maximuma 340 nm, a nem kotott molekuldé 380 nm, mig az emisszidja mind a két
esetben 510 nm. Igy, az emittalt fluoreszcens fény intenzitasanak hanyadosabél kovetkeztetni lehet
az intracelluldris Ca**- koncentraci6 véltozéasara.

5.5.1. Ca** mérés tobb sejtes elrendezése

HEK293T ¢és HEK-M3 sejteket poly-L-lysin-nel kezelt 96 lyukt fekete falti platekbe
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) tenyésztettiik 100000 sejt/lyuk stiriségben normal
sejttenyésztd médiumban, a mérés eldtt 1 napig. A szélesztést kovetd napon, 2 uM Fura-2-AM
festékkel (Thermo Fisher) toltottiik fel a sejteket és 37°C — on 30 percig inkubéalva, majd normal

Ca2+—pufferrel (150 mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl,x6H>0, 2 mM CaCl>x2H->0O, 10 mM
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gliikéz xH>O, 10 mM HEPES, pH=7,4 (Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)) haromszor mostuk
a sejteket. Ezt koveten a lyukakban 100 pl puffert hagytunk a sejteken. Ezutdn a méréshez, a
sejteket tartalmazo plate-et és az eldre elkészitett ,,compound” plate-et, a FlexStation III gépbe
(Molecular Devices) helyeztiik és Fura-2 festék (Thermo Fisher) esetében 340 és 380 nm gerjesztés
mellett a fény emisszidét 510 nm-en detektaltuk. Az anesztetikumos mérések soran alkalmazott
protokollt a 4. Abran mutatom be. A késziilék a compound plate-rél 5Snmitkddéen adagolta a kezeld
oldatokat a megadott id6pontokban, mikozben folyamatosan mértiik a fluoreszcenciat 4
masodperces mintavételezési frekvenciaval. Az elsé6 30 madasodpercben, meghataroztuk az
alapvonalat a nyugalmi Ca®" szint mérésével, majd 100 pl térfogatban adtuk hozza az elsé
kezeldanyagot. A mérés 70. masodpercében ujabb 50 pl ben tortént a masodik pipettdzas mely
soran az 1. anyag jelenlétében adtunk TRPM3 agonistat a sejtekre és tovabbi 3 percig mértiik a
fluoreszcencia valtozasat. A compound plate-en, a kiilonb6zo pipettdzasokhoz sziikséges kezeld
oldatokat ugy allitottuk Ossze, hogy a plate-en a vizsgalt anyagok kivant végkoncentracioja (1x)
allandé maradjon minden pipettazast kovetden. Mas kisérletes protokollok esetében a pipettazasok
id6pontjan, a pipettazott oldatok térfogatan, illetve az pipettazasok kozott eltelt inkubacios 1do

hosszan modositottunk.

1. pipettazas 2. pipettazas
1A (2x) 1A (1x)
y Agonista (5X)

ﬁ > \ ﬁ > A i 1
100 pl 200 pl 250 pl * Agonista (1)

Os 30s 70s
F340/F380 >
250s

4.abra Intracellularis Ca®>* mérések Flex Station III pipettazé géppel torténé mérésének reprezentativ
protokolja
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5.5.2. Homérséklet aktivalt Ca** mérés tobb sejtes elrendezése

Hogy megvizsgéljuk a project soran hasznalt anyagok hatdsat a TRPM3 ioncsatorna
homérséklet altali aktivacidjara, Q-PCR rendszert (Agilent) hasznaltunk. A HEK-M3 és HEK293T
sejteket 2 uM Fluo-4-AM (Thermo Fisher) festékkel toltottiik fel és 30 percig 37°C-on inkubaltuk.
Tripszin-es (Merck) emésztést kovetden a sejteket PCR csdvekben gytjtottiik ossze 200000
sejt/csé mennyiségben, 200 pl térfogatban, a kezeld anyagot megfeleld végkoncentracioban
tartalmazé Ca** pufferben. A fluoreszcencia véltozasat Stratagene Mx3005P QPCR késziilék
(Agilent) hasznalataval végeztiikk a megfeleld fluoreszcens filtert alkalmazva, a hdmérsékletet
25°C-16l 3°C-onként 46°C-ra emelve.

5.5.3. Ca’* mérés egysejtes elrendezése

A szenzoros TG €s DRG neuronokat az izolalast kovetden 35 mm atmérdjli tivegalju petri
csészében (MaTek) tenyésztettiik, maximum egy éjszakan at. A mérés elott 2 uM Fluo-4-AM vagy
Fura-2-AM festékkel toltottiik fel a sejteket és 30 percig 37°C on inkubdltuk, novekedési
faktorokkal kiegészitett neuron sejttenyésztd médiumban, majd atfolyo, nyitott perfiizids rendszer
segitségével lecseréltiik a festéket tartalmazé oldatot, a mérés soran hasznalt Ca>* pufferre (150
mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgCl>x6H>0, 2 mM CaClx2H>0, 10 mM gliikk6z, 10 mM HEPES,
pH 7.4 (minden Merck)). A méréseket Fluo-4 festék hasznalata esetén Zeiss LSM 5 Live (Carl
Zeiss AG, Oberkochen, Germany) mikroszkoppal végeztiik, 488 nm-es gerjesztd 1ézerrel és 520
nm-en detektaltuk a kibocsatast, mig Fura-2-es mérések esetén MT-10 megvilagitd rendszerrel
Osszekotott Olympus fluoreszcens mikroszkopot (Olympus, Shinjuku, Tokyo, Japan) hasznaltunk
€s 340 ¢és 380 nm gerjesztés mellett 510 nm detektalva végeztiik a méréseket. A kisérleteink soran
a kezel6 oldatokat gravitacios perfuzids rendszer segitségével folyamatosan perfundélva juttattuk

a mérésre is szolgald iiveg alju petri csészébe. A mérések kiértékelése sordn a sejttenyészetben a
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neuronokat a depolarizalé hatdsti 25 mM KCl oldatra adott Ca’* valaszaik alapjan azonositottuk és
csak a KCl-ra adott gyors intracelluldris Ca** novekedéssel vélaszolo sejteket tekintettiik
neuronnak és ezeken végeztiik el a tovabbi analiziseket. Az eredmények bemutatdsa a Flou-4-el
végzett kisérletek esetében Fi/Fy ahol az Fy az els6 kezel6 anyag elétt (30 mp idétartamban) mért
atlagos alap fluoreszcencia mértéke, mint alapvonal, mig az F; az adott idOpillanatban tényleges
mért fluoreszcencia mértéke. Fura-2-vel végzett kisérletek esetében az eredményeinket pedig
Fa40/F3g0 racidban mutatjuk be, ahol Fss a 340 nm hullimhosszon (a Fura-2 Ca®*-ot kotd
forméjanak elnyelési maximuma), mig az Fsso a 380 nm hulldmhosszon (a Fura-2 Ca**-ot nem koté
formajanak elnyelési maximuma) gerjesztett festék fluorenszencia intenzitasa. A kisérleteket

minden esetben szobahdmérsékleten (21-26°C) végeztiik el.

5.6.Patch Clamp mérések

Az anesztetikumok TRPM3-ra gyakorolt elektrofiziologiai hatdsainak vizsgalatat, teljes
sejtes (whole-cell) elrendezésii patch-clamp kisérletek soran végeztiik el, Axopatch 1.D erdsito és
Clampex 10.2 szoftver (Molecular Devices) segitségével. A HEK-M3 sejteket poli-L-lizin HBr-al
kezelt 12 mm atmérdjli tiveg feddlemezekre passzaltuk, majd a sejtkirakas utan 2-3 oraval letapadt
sejteken végeztiik el a méréseket. A kisérlet sordn a kiilsd, un. ,,extracellularis” oldat 150 mM
NaCl-ot, 1 mM MgClz-ot, és 10 mM HEPES puffert tartalmazott, pH-jat 7,4-re alitottuk be NaOH-
dal. A pippetdkban 1év6 belsd, un ,,intracellularis” oldat 100 mM aszpartatot, 45 mM CsCl-ot,
1,144 mM MgClz-ot, 10 mM HEPES-t, és 10 mM EGTA-t (minden Merck-t6]) tartalmazott. A pH-
jat CsOH-al (VWR, Radnor, PE, USA) 7,2-re alitottuk be, ami megkdzelitéleg 100 mM Cs-
aszpartat végkoncentraciot eredményezett a pipettaoldatban. A Cs*-t a minden sejten el6fordulo

kalium csatornak gatlasa miatt hasznaltuk. A Cs* gatolja a K*-csatornakat, viszont a TRPM3 a
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tobbi TRP csatorndhoz hasonléan permedbilis rd. A mérések elott a mikropipettdkat egy
programozhat6 elektréda-huzé (P-2000, Sutter Instruments, Novato, CA, USA) segitségével
boroszilikat tiveg kapillarisbol készitettiik, melyeknek mért ellenallasa (pipetta ellenallas) 2—5 MQ
tartomanyban mozgott. A teljes sejtes konfiguraci6 1étrehozéasa utdn, a sejtek kapacitasa jellemzden
10 pF koriili értéket mutatott, mig a soros ellendllds 10 MQ alatt mozgott, melyet 50-70 %-ban
kompenzaltunk. A mérési protokollunk sordn fesziiltség zar technikat alkalmaztunk, mely soran 0
mV tartopotencial mellett 2 masodpercenként 200 ms hosszt, -150 mV-t6l + 150 mV-ig terjedo

depolarizacios rampa alatt mértiik a teljes sejtmembranon atfolyd iondramokat.

5.7.Egér viselkedés tesztek

Kiilonbozé pruritogén és algogén anyagok hatasat, vad tipust (Trpm3*/*) és Trpm3
génkiiitott (Trpm37") C57/Bl16 egereken vizsgaltuk in vivo, az Un. ,,nape” modell és a ,,cheek”
modell alkalmazésaval. A ,, cheek” modell lehetdvé teszi a fajdalmas és a viszketéses viselkedéses
valaszok elkiilonitését és kvantitativ jellemzését, mig a ,, nape” modell, csak ismert pruritogén
hatasu anyagok alkalmazasa mellett teszi lehetdvé a viszketéses viselkedéses valaszok kvantitativ
jellemzését, mivel nociceptiv anyag alkalmazasa sordn is egységes, vakar6zo viselkedéses
vélaszok figyelhetdek meg az allatoknal (110). A ,,cheek” modell viselkedés tesztekhez hasznalt
protokollt Prof. Thomas Voets altal vezetett loncsatorna kutatdé kézpont (KU Leuven Belgium)
munkatarsaival k6zdsen, Lamotte és munkatarsai (2008) altal korabban bemutatott mdodszerének
modositasaval dolgoztuk at és éallitottuk be. A modellhez tartozd kisérleteinket a leuveni
laboratériumban végeztem el. A ,,nape” modellt hasznaloé kisérleteket kollaboracids partneriink,
Rohécs Tibor altal vezetett kutatd laboratoriumban, Nawoo Kim PhD hallgatd végezte el, a

kisérletes elrendezést szintén LaMotte és munkatarsai altal bemutatott protokoll 4dtdolgozasaval
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allitottak be. A , cheek” modellhez tartozo eldzetes kisérleteink soran, tobb féle kisérletes
elrendezést €s injekcidozasi modszert is kiprobaltunk, melyek kvantitativ elemzése soran nem
tapasztaltunk kiilonbséget az intradermalis illetve a szubkutan injekcidzasi formak kozott. Igy
LaMotte és munkatérsai eredeti protokoljahoz képest, mind a ,, cheek” modell (5. abra) mind pedig
a ,,nape” modell (6. abra) soran szubkutan injekcidkat alkalmaztunk. Mindemellett a két

kiilonb6z6 viselkedésteszthez hasznalt protokollok, a beinjektalt teriilet kivételével nagyrészt

megegyeznek.

) S.abra A “cheek” modell bemutatasa
Bal- Allat megtartasa injekcidzas soran/ K6zépso- Megfigyelo karma / Jobb- Injektalando teriilet

6. abra A “nape” modell bemutatasa
Az éllat megfogésa, az injektalando teriilet
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A tesztekhez 8-14 hetes kort him Trpm3*/* és Trpm3” egyedeket hasznaltunk. Az allatokat
a kisérletet megel6z6 7. naptol, naponta egyszer adaptaltuk a kisérletes koriilményekhez, mely
magaba foglalta az allatok beinjektalashoz sziikséges megfogast és megtartast, illetve a specialis
plexiiiveg megfigyeldkamrahoz val6 alkalmazkodast (S.4bra). A kisérlet el6tti 1. napon a ,,nape”
modell-hez leborotvaltuk a szdrt az éllatok tarkojarol, mig a ,,cheek” modell soran, az éllatok
pofajardl. Az in vivo viselkedés tesztek soran, az egereket az injektalas eldtt 10 percig adaptaltuk
a kisérletes koriilményekhez és rogzitettilk a spontan viselkedést videokamera segitségével. A
szubkutan mikroinjekciokat 1 ml-es Insulin fecskenddhoz rogzitett 30G-s orvosi fecskendotiivel
végeztik el. A , nape” modell alkalmazasa esetében, a pruritogén komponenseket szubkutan
injektaltuk az egerek eldzetesen leborotvalt tarkdjaba, majd az injekcidt kovetden az egereket
rogton visszahelyeztilk a megfigyeld kamraba, és ezt kovetden a pruritogén anyagokra adott
viselkedéses valaszokat 30 percig rogzitettiik vided kamera segitségével. A felvételek elemzése
soran a vakarozasi események szamat két fiiggetlen megfigyeld kvantifikalta. Egy vakar6zasi
esemény egyseégnek tekintjlik azt a teljes idéhosszu esemény sort, amikor az éllat, valamelyik hatsé
labat felemelve, a mancsaval a beinjektalt terliletet vakarja majd végiil visszahelyezi a talajra vagy
a szajahoz emeli és nyalogatja azt. A modszer soran haszndlt kezel6anyagokat 7% TWEEN-80
(Sigma Aldrich) tartalmi Ca®* és Mg?* mentes foszfat pufferelt s6 oldatban (PBS) oldottuk fel és
a kovetkezd koncentracioban alkalmaztuk: 200 pg/ 50 ul hisztamin, 30 pg/ 50 ul szerotonin és 250
ng/ 50 pl endothelin-1. A ,,cheek” modell alkalmazasa esetén, a kisérlet napjan, a kezeld
anyagokat, az egerek eldzetesen leborotvalt pofajaba szubkutan injektaltuk 10 ul térfogatban. A
vizsgalat soran hasznalt kezeld anyagok ¢€s koncentracidjuk: 10 pg/ 10 pl PregS, 10 pg/ 10 pl
Capsaicin (Tocris), 5 pg/ 10 ul CIM0216 (Tocris), 50 pg/ 10 ul Histamine (Merck), 10 pg/ 10 pl
Serotonin (Abcam, Cambridge, MA, USA), 150 ng/ 10 ul Endothelin-1 (Abcam) melyeket 7%

TWEEN-80 (Merck) tartalmti Ca** és Mg?* mentes foszfat pufferelt so oldatban (PBS) oldottunk
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fel. Az egerek spontan viselkedésének vide6 kameras rogzitését a kisérlet soran, injektalas elétt 10
perccel elkezdtiik, majd az injekciot kovetden az egereket rogton visszahelyeztiik a megfigyeld
kamraba, és ezt kovetden a pruritogén és algogén anyagokra adott viselkedéses valaszokat tovabbi
30 percig rogzitettiik videdkamera segitségével. A ,, cheek” modell eredményeinek elemzése soran
az egerek altal vakardzassal toltott teljes idohossz, illetve a vakardzasi és fajdalmas reakciokra
adott valasz események szamat két fiiggetlen megfigyeld kvantifikalta. Egy fajdalmas egységnek
tekintiink egy olyan egyedi mozdulatot mely soran az allat, kizarolag az azonos oldali els6 mancsat
emelve, a beinjektalt terliletet megérinti, dorzsoli. A megfigyelések soran, a viselkedésformak
koziil elkiiloniilé harmadik tipust nem kvantifikaltuk, mely a tisztalkodas folyamatanak tekintheto,

¢s ami soran az allat a két mells6 mancsaval egylittesen, a fillek mogiil az orr felé indul6 torl6-

simitdé mozdulatokat tesz. A protokollok altalanos leirasat a 2. tablazat mutatja be.

-1.hét (naponta) -1.nap KISERLET Kisérlet utan
Az allatok | Injektalando Spontan viselkedéses valaszok | Allatok elaltatasa
adaptalasa a | teriilet rogzitése 10 percig, injektalaselétt. | CO,-al Co,
kisérletes leborotvalasa. | Ezt kovet6en 10 pl (,cheek”) vagy | kamraban, és ic Ca?*
korilményekhez 50 pl (,nape”) kezelend6 anyag | valtozas mérésre, TG
(megfogas, szubkutan injektalasa az el6z6leg | neuronizolalas.
kamraba leborotvalt teriiletbe. Spontén
helyezés). viselkedéses valaszok rogzitése 30

percig injektalasutan.

2. tablazat: A viselkedés tesztek soran alkalmazott altalinos protokoll

5.8.Statisztika

A Kkisérletes adatok feldolgozéasat OriginPro 9.0 szoftverrel (OriginLab Corporation,
Borthampton, MA, Egyesiilt Allamok) végeztiik. A dozis-hatas Osszefiiggések vizsgalatdhoz
logisztikus doézishatas 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
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félhatasos koncentracid (ECso/ICso), p: a meredekséget meghataroz6 szamitott kitevd. Az y
10-es alapu logaritmusat abrazoltuk.

A statisztikai analiziseket részben IBM SPSS Statistic 23.0 (IBM, Armonk, NY, USA),
részben OriginPro 9.0 (OriginLab Corporation) szoftver segitségével végeztiik. Az izozakuranetin
antagonista hatasanak tesztelésekor az agonista indukalt Ca®* szignalokat izozakuranetin
jelenlétében ¢€s hianyaban Student-féle kétoldalu t-probaval hasonlitottuk 6ssze. A kiilonb6zo
mért TRPM3-aramokat normalizaltuk az ugyanazon a sejten mért agonista altal indukalt aramokat
100%-nak tekintve. A kiilonboz6 sejteken mért adatokat Student-féle kétoldalu t-teszttel
hasonlitottuk dssze. A szenzoros neuronokon rogzitett Ca>* jelek esetén - hacsak masképpen nem
emlitjiik - a tranziensek amplitidojat normalizaltuk az agonista 1. alkalmazasa altal kivaltott
tranziensre, amelyet 100% -nak tekintiink. Ezutan az adatokat statisztikai elemzésnek vettiik ala
egyutas ANOVA ¢és Dunnett post-hoc teszt alkalmazaséaval, hogy 6sszehasonlitsuk az IA-k hatasat
a kontroll mérések eredményeivel. A csoportatlagok kozott minden esetben a p<0,05 értéket
tekintettiik szignifikans kiilonbségnek. In vivo viselkedéses kisérleteink soran a statisztikai
Osszehasonlitdshoz Mann-Whitney tesztet alkalmaztunk. Itt is minden esetben a p<0,05 értéket
tekintettiik szignifikéans kiilonbségnek a csoportatlagok kozott. Az in vivo és in vitro kisérleteinkhez

tartoz6 adatok, ha masképp nem jeldltiik, atlag = SD formajaban adtuk meg.
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6. Eredmények

6.1. Illékony anesztetikumok hatasa a TRPM3 ioncsatorna miikodésére

6.1.1. Anesztetikumok stabilitasanak vizsgdlata

£ Cl T chF Qchs
F
F%—( /C{“C| >‘/l\ /j\ F F
F e YT b T o F
F F FF F
halotan kloroform izofluran szevofluran

7. abra: Kisérleteink soran felhasznalt IA-k kémiai szerkezete
Halotan: trifluor-klor-brom-etan, klorofrom: triklérmetan (,,torténelmi” anesztetikum), izofluran: halogénezett metil-
etil-éter, szevofluran: halogénezett metil-izopropil-éter

Kisérleteink soran kiilonbozo kémiai szerkezet illékony anesztetikumok (IA-k) (7. abra)
TRPM3 ioncsatornara kifejtett hatasait vizsgaltuk. Figyelembe véve az anesztetikumok illékony €s
lipofil tulajdonsagait, az in vitro kisérletekhez sziikséges vizes alapt stabil oldatok elkészitése
kihivast jelentett. Korabbi kutatdsok azonban kimutattak, hogy 25 °C-on (112) 10 mM vagy az
torzsoldatok stabilitasat gazkromatografias (GC/MS) mérésekkel vizsgaltuk meg (8. abra), nyitott,
szabadon levegdzd rendszerben, ezzel imitalva a szabadlevegon €s perfuzios rendszerekkel végzett
kisérletes elrendezéseinket. A GC/MS méréseket dr. Posta Janos végezte el, a DE-AOK
Igazsagiigyi Orvostani Intézetének Toxikoldgiai Laboratériumaban. A kisérlethez a 10 mM-os
torzsoldatokat a modszerek fejezetben bemutatott moédon egy nappal a mérések eldtt készitettiik el.
Kisérletes eredményeink azt mutattdk, hogy az anesztetikumok 10 mM-os torzsoldatainak a
koncentracidja nyitott edényben, 45 perces iddtartamon beliil szignifikdnsan nem valtozik, ezért a
munkaoldatokat minden esetben frissen készitettiik a kisérlethez hasznalt megfeleld 1A és
mérdoldat felhasznaldsaval, a munkaoldatokat pedig 45 percen belill vagy elhasznaltuk, vagy

lecseréltik frissen készitettre.
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8. abra: IA-k stabilitasanak vizsgalata
A 10 mM torzsoldatok stabilitasat nyitott, szabadon szell6z6 fiolakban a GC/MS modszerrel ellendriztiik a megadott
idékeretben, az ,,Anyagok és modszerek” részben leirtak szerint (n = 3 az egyes pontokban).

6.1.2. IA-k hatdsa a rekombindns TRPM3 kémiai aktivdcidja

Elséként az IA-k rekombinans TRPM3-ra kifejtett hatdsat teszteltiik. Intracellularis Ca**
mérések soran [A-k jelenlétében vizsgaltuk a rekombindns TRPM3 kémiai aktivacidjat HEK-M3
anesztetikumok jelenlétében, az endogén agonista PregS vagy az exogén agonista CIM0216
felhasznalasaval aktivaltuk a TRPM3-at (9. abra). A reprezentativ kisérletes protokollt a 9/a. abra
mutatja be, mely elrendezés lehetdvé tette, hogy egyszerre vizsgaljuk az anesztetikumok
potencialis aktivalo és gatld hatasat. Eredményeink egyértelmiien bizonyitottak, hogy az altalunk
hasznalt anesztetikumok nem aktivaljak a rekombinans TRPM3 ioncsatornat, azonban dozis fiiggd
modon gatoljadk az endogén PregS és a potensebb, exogén aktivator CIM0216 (47) altal kivaltott,
TRPM3 medidlta Ca®* belépést (9/b-c. abra). Eredményeink bemutatjak, hogy az 1 mM
koncentracioban alkalmazott IA-k, a 0,1 és 300 uM-os koncentraci6 tartomanyban alkalmazott
PregS TRPM3-at aktivalé dozishatasgorbéjét (9/d. abra) és a hozza tartozd ECso értékeket a

magasabb koncentraci6 tartomanyok felé toljak el. A kiilonbozé IA-k 20 pM PregS ¢és 3 uM
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CIM2016 jelenlétben mért ICso értékeit (atlag+SD) és az 1 mM koncentracioju IA-k a PregS ECso

értékére gyakorolt hatasait az 3.-4. tablazatban mutatjuk be.

a izofluran (mmy b
—0
4.0=— +10 uM Pregs R
— 0078 190-] +10 uM Pregs
—0,156 _jt
—0.312 100 —ji—m I T
—0625 &
= —125 T 80—
w —25 g
E "‘"é, 60—
s =) b
w40+ )
= 1 4 halotan
20— = _klorotqrm
1 e izofluran
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1.0 —T T 17T T "1 T T T T
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9. abra: IA-k hatisa a rekombinans TRPM3 altal medialt [Ca**]ic jelekre

a) Flex Station III pipettdz6 automatdval felszerelt mikroplate readerrel végzett fluoreszcens Ca?* mérések
reprezentativ kisérletes elrendezése. Az Ca?* vélaszokat 10 uM PregS hatasara, kiilonb6zé izoflurdn koncentraciok
jelenlétében vizsgaltuk. Az IA-kat az agonistaval egy id6ben, és azt megel6z6en 30 masodperccel alkalmaztuk
(atlagok, n=5 minden alkalmazott koncentracié esetén). b) 0-5 mM-ban alkalmazott IA-k dozishatasgdrbéje a
rekombinans TRPM3 10 uM PregS altali aktivacidjara nézve. A méréseket az (a) panelen lathaté médon hajtottuk
végre. ¢) 0-5 mM-ban alkalmazott IA-k dozishatasgorbéje a rekombinans TRPM3 3 uM CIMO0216 altali aktivaciojara
nézve. A méréseket az (a) panelen lathaté médon hajtottuk végre, PregS helyett 3 pM CIM0216-t alkalmazva. d) PregS
dozishatas gorbéje, 1 mM-ban alkalmazott IA-k jelenlétében és hianyaban. A méréseket az (a) panelen lathaté médon
hajtottuk végre, de PregS-t valtozé koncentracidban, mig a kiilonbozé [A-kat 1 mM koncentracidban alkalmaztuk. Az
adatokat minden csoportban atlag + SD, formdjéban adtuk meg, n = 5.

ICs0 (10 pm PregS) ICs9 (3 nM CIM0216)
halotan 0,52+0,05 mM 1,52+0,05 mM
kloroform 1,67+0,03 mM 1,64+0,25 mM
izofluran 1,09£1,49 mM 2,71+0,88 mM
szevofluran 3,83+2,39 mM 2,0+0,28 mM

3. tablazat: Az IA-k ICso értéke a TRPM3 ioncsatorna kémiai aktivatorainak jelenlétében
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ECso PregS
kontrol 0,37+11 uM
halotan 19,33+4,24 uM (~51x)
kloroform 2,13+0,35 uM (~6x)
izofluran 3,49+1,3 uM (~8x)
szevofluran 6,14+£6,39 uM (~15x)

4. tablazat: Az 1 mM-ban alkalmazott IA-k hatasa a PregS ECso értékére

Habar kisérleteink soran a halotan bizonyult a legpotensebb TRPM3 inhibitornak a vizsgalt
anesztetikumok koziil, 5 mM koncentracidban alkalmazva azonban énmagéban is okozott Ca*
tranzienst. Ez a hatas, kisérletes eredményeink alapjan TRPM3 fliggetlennek tekinthetd, miszerint
(I) az 5 mM halotén altal okozott Ca®* szignalok egyarant megfigyelhetéek HEK293T és HEK-M3
sejteken is (10/a-b. 4bra), illetve (II) a halotan 4ltal indukalt Ca** jeleket a TRPM3 antagonista
izozakuranetin nem gatolta (10/c. abra). Hogy kizarjuk az alkalmazott oldatok egyéb
Osszetevdinek kozvetett vagy kozvetlen hatdsat a nativ és TRPM3-at expresszalo HEK293T
sejtekben megfigyelt Ca’* jelekre, figyelembe kellett venniink, hogy az altalunk hasznalt és
kereskedelmi forgalomban elérhetd halotan, stabilizatorként kb. 150 ppm timolt tartalmaz, ami kb
legtoményebb (5 mM) halotan tartalmi munkaoldatban. Korabbi kutatasok kimutattdk, hogy a
timol képes aktivalni TRP ioncsatorna csalad kiilonb6zd hdmérséklet érzékeny tagjait, ugy, mint a
TRPV3-at (113,114) és a TRPAl-et (115). Annak érdekében, hogy megvizsgéljuk a timol
potencialis szerepét a halotan altal kivaltott valaszokban, kisérleteink soran megvizsgaltuk az
onmagéaban alkalmazott timol hatasat a TRPM3 ioncsatorndra. Eredményeink egyértelmiien
bizonyitjak, hogy a timol, 0,3-t61 300 uM koncentraci6 tartomanyban alkalmazva nem aktivalja a

TRPM3-t és nem is gatolja a TRPM3 PregS altali kémiai aktivaciojat sem (10/d. abra).
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10. abra: Halotan hatasa a HEK-M3 és HEK293T sejteken
a) Halotan 4ltal kivaltott Ca®* jelek HEK-M3 sejteken. b) Halotan altal kivaltott Ca®* jelek HEK293T sejteken. ¢) A
PregS (10 uM) és a halotan (5 mM) 4&ltal kivaltott Ca>* jelek statisztikai Osszehasonlitisa HEK-M3 sejteken
izoszakuranetin jelenlétében és hidnyaban, fiiggetlen mintas Student t-teszt segitségével (***p<0,001, n.s.: p>0,05).
Az amplitadot a vegyiiletek hozzaadasa utani 1. percben mértiik. d) A timol dézis hatas gorbéje 0,3- 300 uM
koncentracidban HEK-M3 sejteken 10 uM PregS jelenlétében és hianyaban. Az adatokat minden csoportban atlag +
SD, n = 5 formajaban adtuk meg

6.1.3. IA-k gatlo hatisa a TRPM3 homérséklet altali aktivacidjara

Mivel korabbi kutatdsok kimutattak, hogy a TRPM3 ioncsatorna hdmérséklet érzékeny és
szerepet jatszik a homérséklet altal indukalt szenzoros folyamatok transzdukcidjaban, a
tovabbiakban kivancsiak voltunk, hogy az A&ltalunk vizsgalt IA-k hogyan befolyasoljdk a
miiszer segitségével 3°C-onként emeltiik a hdmérsékletet 25°C-rol 46°C-ra, mikozben kiilonb6z6o
koncentracidju anesztetikumokkal kezeltik a HEK-M3 sejteket, kontrollként nativ HEK293T

sejteket hasznaltunk. Eredményeink bemutatjak, hogy az éaltalunk hasznalt anesztetikumok,
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s

TRPM3 ioncsatorna hdmérséklet altali aktivacigjat (11. abra). Az IA-k a csatorna hdmérséklet

altali aktivacidjara gyakorolt gatlo hatasara jellemz0 ICso értékeit az 5. tablazat mutatja be.
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11. abra: IA-k hatdasa a TRPM3 hémérséklet altali aktivaciojara
a) A TRPM3 aktivaci6 hémérséklet fiiggésének vizsgalata Q-PCR késziilék hasznalataval, 3°C-os hélépcsdk
alkalmazasa soran 0-5 mM halotéan jelenlétében. b) 0-5 mM koncentracioban alkalmazott IA-k dozis-hatasgorbéje a
TRPM3 homérséklet altali aktivacidjara nézve (37 °C-rol 43 °C-ra). Az adatokat minden csoportban atlag + SD,n=5
formajaban adjuk meg

ICso
halotan 1,08+0,58 mM
kloroform 1,50+0,63 mM
izofluran 1,64+0,59 mM
szevofluran 1,83+0,63 mM

5. tablazat: Anesztetikumok IC50 értékei a TRPM3 ioncsatorna homérséklet altali aktivaciojara

6.1.4. IA-k hatasa a TRPM3 altal medialt transzmembran aramokra

A tovabbiakban megvizsgaltuk az anesztikumok hatdsit a TRPM3 éaltal medialt

crer

segitségével. Kisérleteink sordn, a PregS altal aktivalt kifelé rektifikdlo é&ramokat, az
anesztetikumok 1 mM koncentracidoban részlegesen, mig 5 mM koncentracidoban alkalmazva szinte

teljes mértékben gatoltak, mely hatdsok gyorsnak €és kimoshatonak bizonyultak (12. abra). Patch
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clamp kisérleteink sordn, hasonloan a korabbi [Ca**]ic méréses kisérleteinkhez, most is a
szevofluran bizonyult a legkevésbé potens gatloszernek, 1 mM koncentracidban csak nagyon
kevéssel gatolta a PregS aktivalt TRPM3 aramokat, azonban 5 mM koncentraciéban alkalmazva

erdteljesebb, de nem teljes gatlast figyelhettiink meg.

a 40 uM Preg$ b 4 —, — kontrol (W)
— 40 uM Preg$S (X)
1+120 mV + 1 mM kloroform (Y) X
3 +5mM kloroform (Z)
2nA . i
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1 —
] L
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- m
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halotan kloroform izofluréan

12. abra: IA-k hatasa a PregS-tal kivaltott TRPM3 altal medialt transzmembran aramokra

a) 40 uM PregS altal aktivalt transzmembran aramok iddbeli valtozasa HEK-M3 sejten +120 és -80 mV-on, teljes
sejtes konfiguracioban, 1 és 5 mM kloroform jelenlétében. Az aramokat 2 masodpercenként —150 és +150 mV kozotti
fesziiltség rampa alatt mértiik. (Egy sejten mért reprezentativ eredmény.) b) Reprezentativ I/V gorbék 1-5 mM
kloroform hatasarol a TRPM3 altal medialt transzmembran aramokra, 40 uM PregS jelenetében, az a panelen jeldlt
idopontokban c¢) Statisztikai elemzés az [A-k gatlo hatasarol a PregS altal kivaltott TRPM3 altal medialt
transzmembran aramokra (n = 5 minden csoportban, kivéve az izoflurant, ahol n = 6). A méréseket az (a) panelen
lathaté modon hajtottuk végre. Az IA-k hatasat a PregS IA alkalmazas eldtti hatasaval hasonlitottuk 6ssze, egy mintés
t-tesztel (ahol a kontrol agonista altal indukalt aramot 100% -nak tekintjiik). A négyzetdiagramok a 25 és 75 percentilis
kozotti tartomanyt, a vizszintes vonalak a medidn értékeket, négyzet alaku szimbolumok az atlagot, a szoras vonalak
pedig az SD-t jelolik. *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001

A CIMO0216, a TRPM3 potensebb, exogén aktivatora, a csatorna f6 permeabilitasi porusa
mellett egy, a TRPM3 fesziiltség szenzor doménjében talalhatd alternativ permeabilitdsi utvonalat

is nyit, melyen negativ membran potencial mellett befelé iranyuld monovalens kationokra szelektiv
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aram folyik (46,47,116). Eredményeink bizonyitjak, hogy az altalunk vizsgalt IA-k, hasonléan a
PregS altali aktivaci6 soran tapasztalt hatasokhoz, 1 mM-ban alkalmazva részlegesen, mig 5 mM-
ban erételjesen gatoljak a CIMO0216 altal aktivalt f6 poéruson, és az alternativ permeabilitasi

utvonalon keresztiil foly6 aramokat is (13. abra).
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13. abra: IA-k hatiasa az endogén CIMO0216 -al kivaltott TRPM3 altal medialt transzmembran aramokra

a) 1 uM CIMO0216 éaltal aktivalt transzmembran aramok idébeli valtozdsa HEK-M3 sejten, +120 és -80 mV-on, teljes
sejtes konfiguracidban, 1 és 5 mM halotan jelenlétében. Az aramokat 2 méasodpercenként —150 és +150 mV kozotti
fesziiltség rampa alatt mértiik. (Egy sejten mért reprezentativ eredmény.) b) Reprezentativ I/V gorbék 1-5 mM halotan
hatasar6l a TRPM3 4ltal medialt transzmembran aramokra, 1 pM CIMO0216 jelenetében, az a panelen jelolt
idépontokban. c¢) Statisztikai elemzés az TA-k gatldo hatasarél a CIMO216 altal kivaltott TRPM3 altal medialt
transzmembran aramokra (n = 6 minden csoportban, kivéve a kloroform esetén, ahol n = 5). A méréseket az (a) panelen
lathaté modon hajtottuk végre. Az IA-k hatasat a CIM0216 1A alkalmazas eldtti hatasaval hasonlitottuk 6ssze, egy
mintas t-tesztel (ahol a kontrol agonista altal indukalt aramot 100% -nak tekintjiik). A négyzetdiagramok a 25 és 75
percentilis k6zotti tartomanyt, a vizszintes vonalak a median értékeket, négyzet alaku szimbolumok az atlagot, a szoras
vonalak pedig az SD-t jelolik. *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001
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6.1.5. IA-k hatasa egér hatsogyoki ganglionokbdl izolalt szenzoros neuronokon kifejezodo

nativ TRPM3 ioncsatornadkra

A project folytatasaként egér hatsogyoki ganglionokbol izolalt szenzoros neuronokon
vizsgaltuk az IA-k nativ TRPM3 ioncsatornara kifejtett hatasait. Kisérleteink soran PregS-tal
aktivaltuk a sejteket és fluoreszcens mikroszkop segitségével detektaltuk az [Ca®*ic valtozasat 1
mM koncentracidban alkalmazott IA-k jelenlétében és hianydban. A neuronokon végzett [Ca®*]ic
mérésekhez hasznalt kisérletes elrendezést a 14/a. abra mutatja be, mely soran haromszor ismételt
2 percig tartd PregS stimulacidt alkalmaztunk, illetve a 2. alkalmazas el6tt, 2 perc hosszan és
kisérlethez aktudlisan hasznalt) anesztetikummal kezeltiikk a sejteket. Eredményeink analizise
soran, a kisérletes protokoll végén alkalmazott 25 mM KCI oldatra depolarizalodé sejteket
neuronoknak, illetve a PregS-re (PregS+) valaszoldo neuronokat pedig TRPM3-at expresszalo
(TRPM3+) neuronoknak tekintettiik. Korabbi kutatdsokhoz hasonloan, sajat eredményeink is
bizonyitjak, hogy az illékony anesztetikumok direkt méddon aktivalnak egyes szenzoros
neuronokat, miszerint a halotan a szenzoros neuronok 15,3%-4t aktivalta, mig a kloroform 21%-
at, az izoflurén 5,1%-at, a szevofluran pedig csupan 1,8%-at aktivalta (14/b. abra). Az [1A-k altal
aktivalt neuronok ardnya a TRPM3+ és TRPM3- neuronokban kdzel azonosnak adodott, illetve a
TRPM3+ neuronok dontd tobbsége nem aktivalodott az IA kezelés hatasara (IA- neuronok) (14/b.
abra). Ez az eredmény egyértelmiien megerdsiti azt a feltételezésiinket, miszerint a neuronok IA-
k altali aktivacioja fliggetlen a TRPM3 ioncsatornatol. Hogy kizarjuk az [A-k altal indukalt TRPM3
fliggetlen Ca** tranziensek hatasat, a PregS indukalt valaszok analizise soran kizarélag a TRPM3+
de IA- neuronokat vizsgaltuk (14/c. abra). Eredményeink bizonyitjak, hogy az altalunk hasznalt

IA-k, 1 mM koncentracioban alkalmazva hatdsosan gatoljak a PregS altal kivaltott TRPM3 altal
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medialt Ca®* tranzienseket. Az anesztetikumok altal keltett gatlo hatds 4 perccel az alkalmazasuk

utan kimoshaténak tekintheto.
d
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14. abra: Az IA-k hatasa az egér DRG neuronokon kifejez6d6 nativ TRPM3-ra

a) A szenzoros neuronokon végzett fluoreszcens [Ca’*]ic mérések kisérletes elrendezése. Reprezentativ gorbék
illusztraljak a halotan hatasat a DRG-ok szenzoros neuronjain kifejez6dé nativ TRPM3 ioncsatorna mitkodésére. A
mérés soran 20 uM PregS-t, 1 mM halotan illetve ezek kombinacidjanak az abran jel6lt idében alkalmaztuk. b) 20 pM
PregS ¢és a kiilonb6z6 1 mM-ban alkalmazott IA-k altal aktivalt DRG szenzoros neuronok %-os aranya. A méréseket
az (a) panelen bemutatott elrendezésben végeztiik. c¢) Statisztikai elemzés a kiilonboz6 1A-k nativ TRPM3-ra gyakorolt
hatasarol a Pregs+/I1A- neuronokon. Az értékeket az els6, IA-mentes PregS-indukalt Ca?* tranziens szazalékaban adtuk
meg. A pontok az egyes neuronokat képviselik, a vizszintes vonalak pedig az atlagértékeket jelzik. A TA-k hatasat
egyszempontos ANOVA-t és Dunnett post-hoc tesztet alkalmazva hasonlitottuk Ossze a vivOanyaggal kezelt
kontrolcsoporttal, *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001

Figyelembe véve a tényt, hogy a TRP csatorndk aktivacioja depolarizacidt okoz a szenzoros
neuronokon, feltételezhetd, hogy a TRP csatornak aktivacidja altal keltett Ca®* jelekhez a
kiilonbozd fesziiltség fiiggd Ca’* csatorndk kozvetett aktivalodasa is hozzajarulhat. Korabbi
kutatidsok bemutattdk, hogy az IA-k gitoljak a fesziiltség fiiggd Ca’* csatornakat (117). Ezt

figyelembe véve felmeriil az a lehetség, hogy a fesziiltség fiiggd Ca>* csatornak gatlasa talan
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hozzéjéarulhat az altalunk tapasztalt PregS vagy mas TRP csatornat aktivalo ligandok altal indukalt
Ca®* jelek gatlasahoz. Hogy ezt a lehetéséget tanulmanyozzuk, megvizsgaltuk, hogy az altalunk
tesztelt anesztetikumok hatnak e mas, szenzoros neuronokon kifejez6dd, szintén depolarizalo
termoszenzitiv TRP csatorndk aktivdldsa soran keltett Ca’* szignalokra. Ezen méréseink
elvégzéséhez modositottuk a korabban bemutatott kisérletes elrendezést (15/a. abra). Mivel a
TRPV1 agonista kapszaicin ¢s a TRPA1 agonista AITC hatéasa alig kimoshato, az izofluradn kezelést
az 1. agonista el6tt és azzal egy idében alkalmaztuk, mely kezelések hatdsat az anesztetikum
kimosésa utan adott 2. agonista kezelésre normalizaltuk. Ha a korabbi feltételezésiink szerint az
IA-k g4tld hatdsa részben a fesziiltség fiiggd Ca’* csatorndk gatlasan keresztiil érvényesiil, akkor
varhatoan az izofluran részben csokkenti mas TRP csatornak aktivalodasanak hatéséara kialakulo
depolarizicio altal kivaltott Ca** tranzienseket is. Eredményeink cafoltdk ezt a tedriat. A kapszaicin
és az AITC 4ltal kivaltott Ca** tranziensek amplitiddja nem csdkkent izofluran jelenlétében, mig
a PregS altal kivéltott Ca®* tranziensek ismét szignifikinsan alacsonyabbak voltak. Az alabbi
eredmények egyértelmiien bizonyitjdk, hogy az IA-k a fesziiltség fliggé Ca>* csatornakra kifejtett
hatasuktol fliggetlen modon gatoljak a PregS 4ltal kivaltott TRPM3 altal medialt valaszokat (15/b.

abra).
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15. abra: Az IA-k hatasanak vizsgalata hoérzékeny TRP csatornak aktivacidjara
a) Egyes hoéérzékeny TRP csatorna agonistdk hatdsa a szenzoros neuronok intracellularis Ca®* koncentraciojara
izofluran jelenlétében €s hianyaban. Individudlis neuronokon mért reprezentativ eredmények. TRPA1 aktivalasara
AITC-t, a TRPV1 aktivalasa kapszaicint, mig a TRPM3 aktivalasra PregS-t hasznaltunk. b) 1 mM izofluran hatésa a
PregS, az AITC és a kapszaicin altal indukalt Ca?* tranziensekre. A méréseket az (a) panel szerint végeztiik. Az
izofluran hatasat 6sszehasonlitottuk az izofluran nélkiili agonista altal kivaltott tranziensekkel egy mintas t-probaval.
A pontok az egyes neuronokat képviselik, a vizszintes vonalak pedig az atlagértékeket jelzik. ***p<0,001
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6.2.A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata

A TRPM3 viszketésben és fajdalomban betdltdtt szerepét vad tipust (Trpm3*+/*) és TRPM3
hianyos (Trpm37") egereken vizsgaltuk in vivo viselkedés vizsgalatokat és izolalt primer szenzoros
neuronokon végzett in vitro kisérleteket soran. Az aldbbi projekthez tartozo in vitro intracellularis
Ca’** mérések egy részét, a Debreceni Egyetemen, mig masik részét, a , cheek” modell
alkalmazasédval végzett egér viselkedés tesztekkel egyiitt, kollaboracids partnereinknél Belgiumban
a Leuveni Katolikus Egyetemen, Thomas Voets altal vezetett loncsatorna Kutatd Laboratoriumban
végeztem el. Eredményeinkben bemutatott ,, nape” modellt alkalmazé kisérleteket, kollaboracios
partneriinknél, a Rohacs Tibor vezette kutaté laboratériumban (Rutgers New Jersey Medical
School, Newark, NJ, USA), Nawoo Kim PhD hallgat6 végezte el.

6.2.1. PregS a TRPM3-on keresztiil fajdalmat indukadl, de viszketést nem

Az altalunk hasznalt protokollhoz LaMotte ¢és munkatarsai (2008) altal, korabban
bemutatott modszert vettiik alapul. Az aprobb mddositasokkal véglegesitett protokollt a modszerek
fejezetben mutattam be részletesen. A ,, cheek” modell altalunk hasznalt protokolljanak beallitasat
kovetden, kiilonbdzd algogén és pruritogén anyagok hatdsat vizsgiltuk Trpm3** és Trpm3™”
egereken. Korabbi kutatdsok mar bemutattdk, hogy mind az endogén TRPM3 aktivator PregS,
mind pedig az exogén agonista CIM0216 fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszokat indukalnak
kiilonboz6 egér modellekben (28,47). Ezért els6ként megvizsgaltuk a PregS és a CIM0216 hatasat,
a kontrolként hasznalt, ismerten algogén hatast kapszaicinhez illetve a negativ kontrolként hasznalt
vivoanyaghoz (PBS+ 7% TWEEN-80) hasonlitva. A , cheek” modellalkalmazésa soran, a
kapszaicin mind a két egér torzsben fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszokat valtott ki, de nem
valtott ki viszketéshez kothetd valaszokat egyik genotipusban sem. A kontrolként hasznalt

vivanyag se fajdalomhoz, sem pedig viszketéshez kothetd valaszokat nem indukalt egyik tipust
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allatban sem. Kisérletes eredményeink bizonyitjak, hogy sem az endogén, sem pedig az exogén
TRPM3 agonista nem okozott viszketéshez kothetd viselkedéses valaszokat sem a Trpm3** sem
pedig a Trpm3” 4llatokban. Emellett, az altalunk alkalmazott ,,cheek” modell megerdsitette
korabbi kutatasok eredményeit, miszerint a PregS és CIM0216 kezelés soran egyarant fajdalomhoz
kothetd véalaszokat tapasztaltunk a Trpm3*™* egerekben, mely viselkedéses vélaszok a Trpm3”
allatokban elmaradtak (16/a-b. abra). Az, hogy ,, cheek "modell soran a fajdalmas és viszketéses
valaszok elkiilonithetdek egymastol, lehetové tette szdmunkra egy 1j, az irodalomban eddig még
nem hasznalt paraméter, az Un. , viszketési rdta” (Ryiszews) bevezetését, mely segitségével
megadhato a vizsgalt anyagok specificitdsa a fajdalom-viszketés tengelyén. Szamitasa soran a
viszketéses valaszok szamat osztjuk, az Osszes viselkedéses valasz szamaval (fajdalmas és
viszketéses valaszok Osszege). Az Ryiszkees €rtékek meghatarozasa soran az alacsony (0 vagy ahhoz
kozeli) Ryisaketss €rt€k jelenti a tisztan fajdalomra adott viselkedéses valaszokat, mig a magas (1
vagy ahhoz kozeli) Ryiszcets €rtékek a tisztan viszketéshez kothetd, de nem fajdalom altal kivaltott
viselkedéses valaszokat jelolik. Eredményeink azt bizonyitjdk, hogy a TRPM3 agonista PregS és

CIMO0216, a TRPV1 agonista kapszaicinhez hasonloan, a Trpm3**

allatokban algogén, az-az
fajdalomkeltd hatasti anyagkeént viselkedtek (16/a-b. abra), alacsony Ryiskeres (16/c. abra) értéket
tapasztaltunk. Mindazonaltal, Trpm3” allatokban, a kapszaicinnel ellentétben, a PregS és
CIMO0216 altal kivaltott fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszok elmaradtak, illetve az Ryiszketss
értékiik 0,5 koriilinek adddott, a vivéanyag kontrolhoz hasonlo eloszlast mutattak. Eredményeink
alapjan, érdekes modon, a PregS, a Trpm3*/* allatokban valamivel intenzivebb fajdalomra utald
viselkedéses valaszokat indukalt, mint a kapszaicin (16/a. abra), azonban eredményeink
mélyrehato analizise sordn, arra a kdvetkeztetésre jutottunk, hogy a kapszaicin, az altalunk hasznalt

koncentracioban alkalmazva intenzivebb fajdalom érzetet indukalhat az allatokban, mint a PregS

vagy a CIM0216. Habar, mind a harom agonista altal indukalt valaszok (a fajdalmas teriilet torlése)

57



Fajdalmas reakcid { 30 perc)
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elérték maximalis értékiiket az injekciot kdvetd 5. percben, a csucs utdni csokkenés az
kapszaicinnel kezelt csoport esetében meredekebbnek bizonyult, mint a PregS-el kezelt allatok
esetében (16/e-f. abra). A kapszaicinnel kezelt allatokndl nagy ardnyban figyeltiik meg, hogy a
fajdalomra adott, a kisérleti protokoll kritériuma szerint regisztralt viselkedéses valaszok (wipe)
mellett, més, feltehetden szintén fijdalomhoz kothetd viselkedés tipust is produkaltak, mely soran
az allatok az injektalt teriiletet a megfigyelé kamra aljahoz nyomjak, és turd, dorzs616 mozdulatot
tesznek a fejliikkel vagy letargikus allapotba keriilnek. Az erdsebb fajdalomra utald ezen tipust
valaszreakciok a kapszaicinnel kezelt egyedek esetében nagy szamban megfigyelhetéek voltak,

mig a PregS-el kezelt alatok esetében kevésbé vagy egyaltalan nem tapasztaltuk.
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16. abra: TRPM3 agonistak és kapszaicin okozta viselkedéses valaszok a ,,cheek” modellben
a) Féajdalmas reakciok szama, az injekciot kovetd 30 percben b) Vakarozasi események szama az injekciot kovetd 30
percben ¢) Teljes vakar6zassal toltott idd, az injekcidt kovetd 30 percben d) Ruiszierss €) A fajdalmas reakcidk eloszlasa
a megfigyelési id6 soran 5 perc hosszu intervallumokra osztva. Az adbrdkon a pontok jelzik az egyes allatokat, a
dobozok 25-75 percentilis tartomanyt, a vastag és a vékony vonalak a dobozokban az atlagot, illetve a mediant
mutatjak, a szoras vonalak pedig a SD-t jelolik. Az azonos genotipusba tartozd csoportokat a vivéanyaggal kezelt
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kontroll csoporthoz hasonlitottuk Kruskal-Wallis probaval, és post hoc elemzésként Bonferroni-féle korrigalt Mann-
Whitney U-tesztet hasznéltunk (sziirke jelolés), mig az ugyan olyan kezelést kapott Trpm3** és Trpm3™ éllatok
Osszehonlitdsait Mann-Whitney U-teszt (fekete jelolés) alkalmazédsaval végeztiik. ns: p> 0,05 (nem szignifikans), * p
<0,05, ** p <0,01, *** p <0,001.

6.2.2. Endogén pruritogén anyagok hatisa Trpm3~" dllatok viselkedésére

Fentebb bemutatott eredményeink egyértelmiien bizonyitjdk, hogy a TRPVI1
ioncsatorndhoz hasonléan, a TRPM3 kozvetlen kémiai aktivacidja fajdalomhoz kdothetd
viselkedéses valaszreakcidkat valt ki és nem okoz viszketést, azonban ezen eredmények nem zarjak
ki azt a feltételezést, hogy a TRPM3-nak a TRPV1-hez és TRPA 1-hez hasonloan, kozvetett, vagy
kozvetlen modon, de szerepe lehet a viszketéshez kdthetd szenzoros folyamatok kialakulasaban
(108,118). Korabbi kutatasok kimutattak, hogy a TRPV1 kozvetlen aktivacidja fajdalmat okoz €s
nem viszketést, azonban pruriceptiv szenzoros neuronokon expresszaldddé TRPV1 szerepet jatszik
a hisztamin fiiggd és bizonyos hisztamin fiiggetlen pruriceptiv ingerek transzdukcidjaban (118). A
tovabbiakban, hogy megvizsgaljuk a TRPM3 ioncsatorna pruritogének indukalta viszketésben
betdltott potencidlis szerepét, Trpm3*™+ és Trpm3” 4llatokon teszteltiik a hisztamin és tovabbi
endogén, nem hisztaminerg pruritogének (szerotonin (5-HT), endothelin-1 (ET-1)) hatasat. Ezen
anyagok mindegyikérdl ismert, hogy viszketést indukalnak, mind emberben, mind pedig egér
modellekben egyarant (119,120).

A ,, cheek” modell-t alkalmaz6 kisérleteink soran azt tapasztaltuk, hogy a hisztamin, 5-HT
és ET-1 a Trpm3** és Trpm3” 4llatokban egyarant viszketést valtott ki, mig fajdalmat nem
indukaltak (17/a-b. abra). A pruritogén anyagok kezelése sordn megfigyelt fajdalomhoz kothetd
viselkedéses valaszok szama nem kiilonbozik a negativ kontrolként hasznalt vivéanyag sordn
tapasztalt fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszok szamatol, mig a vakardzasi események
széma, ¢s az allatok vakarozassal to1tott ideje, mind harom vizsgalt pruritogén anyag esetében mind

két genotipust allatnal megemelkedett. A hisztamin és az 5-HT esetében a Trpm3*™* és Trpm3”
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allatok esetében a pruritogének altal indukalt vakar6zasi valaszreakciok szamaban nem
tapasztaltunk kiilonbséget, azonban érdekes modon az ET-1 altal indukalt viszketés a Trpm3”

3** allatok esetében. Az

allatok esetében szignifikdnsan magasabbnak bizonyult, mint a Trpm
allatok Ryiskerss értékei mind a 3 pruritogén anyag esetében, mindkét genotipusban a skéla tetején
helyezkednek el, ami aldtdmasztja az anyagok pruritogén specifitasat (17/d. abra).

A fent bemutatott, , cheek” modell alkalmazéasa soran kapott kisérletes eredmények
egyértelmiien bizonyitjdk a pruritogén anyagok hatasat a trigeminalis ganglionok (TG) altal
beidegzett pofa teriiletén, igy kovetkezd 1épésként megvizsgaltuk a hisztamin, 5-HT, és ET-1
hatasat hatso gyoki ganglionok altal beidegzett teriileten alkalmazott pruritogén kezelések soran.
Ehhez az egér ,,nape” modellt alkalmaztuk, mely soran a vizsgélni kivant anyagokat az egerek
tarkojaba injektaltuk. Ugyan ez az egér modell a viszketéses ¢€s fajdalmas viselkedéses
valaszreakciok megkiilonboztetésére nem alkalmas (mivel mindkettd soran ugyanolyan vakar6zo
valaszreakci6 tapasztalhatd), de a ,, cheek ” modellben, az altalunk tapasztalt magas Ryiskeses €rtékek
és a korabbi kutatdsok irodalmi adatai tekintetében, a ,,nape” modell soran megfigyelt
pruritogének altal kivaltott valaszreakciok viszketéshez kothetd valaszoknak tekinthetdek
(110,111). Eredményeink bizonyitjak, hogy a hisztamin és az 5-HT hasonlo intenzitasu viszketést
valtott ki mind a Trpm3™*, mind Trpm3” egyedekben egyarant, hasonléan a ,, cheek” modell-ben
tapasztaltakhoz. Az ET-1 altal kivaltott viszketéshez kothetd viselkedéses valaszreakciok a
,,cheek” modell soran tapasztalt viszketéses valaszokhoz hasonloan a ,, nape” modell alkalmazéasa
3+/+

esetén is, szignifikinsan magasabbnak bizonyultak a Trpm3” egyedekben, mint a Trpm

allatokban (17/e. abra).
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17. abra: Endogén pruritogén mediatorok okozta viselkedéses valaszok a ,,cheek” és ,,nape” modellben
Trpm3+/+ és Trpm3-/- egerek pofajaba szubkutan injektaltuk az abran jel6lt anyagokat a megadott koncentracioban.
a) Fajdalmas események szama, az injekciot kovetd 30 percben. b) Vakar6zasi események szama az injekciot kovetd
30 percben. ¢) Teljes vakardzassal toltott id6, az injekciot kovetd 30 percben. d) Ryiszkews. €) Vakardzasi események
szama a ,,nape "modell alkalmazasa soran az injekcidt kovetd 30 percben. A pontok jelzik az egyes allatokat, a dobozok
25-75 percentilist, a vastag és a vékony vonalak a dobozokban az atlagot, illetve a mediant mutatjak, a szoras vonalak
pedig s SD-t jelolik. . Az azonos genotipusba tartozd csoportokat a vivéanyaggal kezelt kontroll csoporthoz
hasonlitottuk Kruskal-Wallis probaval, és post hoc elemzésként Bonferroni-féle korrigalt Mann-Whitney U-tesztet
hasznaltunk (sziirke jeldlés), mig az ugyan olyan kezelést kapott Trpm3** és Trpm3” allatok dsszehonlitdsat Mann-
Whitney U-teszt (fekete jeldlés) alkalmazasaval végeztiik. ns: p> 0,05 (nem szignifikans), * p <0,05, ** p <0,01, ***
p <0,001.

6.2.3. A pruritogének hatdsa fiiggetlen a nativ TRPM3-tol

Hogy megvizsgaljuk a TRPM3 ioncsatorna szerepét a pruritogének altal indukalt celluléris
valaszokban, illetve, hogy validaljuk az in vivo ,, cheek” modellhez kapcsol6dé eredményeinket, a
tovabbiakban in vitro [Ca*]ic méréseket végeztink Trpm3**és Trpm3” egerekbdl izolalt
szenzoros TG neuronokon, két féle kisérletes elrendezésben. Elsoként, Osszehasonlitottuk a

3+/+

pruritogén kezelések soran vélaszolo szenzoros neuronok aranyat Trpm és Trpm3™”" egerekbdl
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izolalt TG neuron kulturakban. Ezen [Ca®**]ic méréseink soran a szenzoros TG neuronokat eldszor
vagy hisztaminnal vagy 5-HT-nal vagy ET-1-gyel kezeltik majd a TRPM3 agonista PregS-ot, a
TRPA1 agonista fahéj aldehidet (CA-et) és a TRPV1 agonista kapszaicint alkalmaztuk. Egy
kisérletben csak egy adott pruritogént és mindharom TRP agonistat alkalmaztuk a 18/a dbran
bemutatottak szerint. Kisérleteink soran csak azokat a sejteket tekintettiik szenzoros neuronoknak
¢s szamitottuk bele a késébbi elemzésiinkbe, melyek reagaltak a kisérletek végén alkalmazott
depolarizal6 hatasti KCl oldatra vagy a kapszaicinre. A kisérletek eredményét a 18. abra foglalja
Ossze. Ahogy az varhato volt, a PregS-re reagdlo neuronok aranya (PregS+) jelentdsen lecsokkent
a Trpm3” egerekbdl izolalt szenzoros TG neuronban, ugyanakkor dsszhangban korabbi kutatasok
eredményeivel (28), néhany neuron ezen allatokban is reagélt a PregS-ra, mely a TRPM3
ioncsatornatol eltérd tovabbi célpont jelenlétét feltételezi. A kapszaicinre, €s a fahéj aldehidre
valaszold neuronok ardnya megegyezett a TRPM3 ioncsatorna jelenlétében €s hianyaban (18/b.
abra). A Trpm3** 4llatok PregS+ és PregS- neuronjainak egy kisebb csoportja egyarant
aktivalodott, az altalunk alkalmazott pruritogének hatasara, mely eredmény azt sugallja, hogy ezen
pruritogének hatasa filiggetlen a TRPM3 ioncsatornatol. Ezen eredményt aldtamasztva,
eredményeink egyértelmiien mutatjak, hogy a Trpm3** és a Trpm3” 4llatokbdl izolalt szenzoros
TG neuronok a hisztaminra (10,7 vs. 9,9%; x2:0,1 15, p=0,735), szerotoninra (21,6 vs. 17,0%; y
221,489, p=0,222) és endothelin-1-re (33,2 vs. 34,3%; x >=0,006, p=0,939) hasonlé aranyban

valaszoltak (18/c. abra).
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18. 4bra: Endogén pruritogén mediatorok hatisa Trpm3** és Trpm3” egerekbél izolalt TG szenzoros
neuronokon

a) 100 uM Hist, 20 pM PregS, 100 uM CA, 1 uM Caps hatasa az [Ca**|ic-ra Trpm3** és Trpm3” egerek TG
neuronjain, reprezentativ sejteken mért eredmények. b) PregS (PregS+), CA (CA+) és Caps (Capst) alkalmazasara
valaszol6 TG neuronok aranya Trpm3** és Trpm3” egerekben. A kisérletes elrendezést az a) panel mutatja be. ¢) 100
uM Hist, 100 pM 5-HT és 100 nM ET-1 kezelésre vélaszold PregS+ és PregS- TG neuronok aranya Trpm3*/* és
Trpm3” egerekben. A kisérletes elrendezést az a) panel mutatja be. Mindegyik csoportban >3 egérbdl izolaltunk
idegsejteket.

6.2.4. A TRPM3 farmakologiai gdtlisa nincs hatdssal a pruritogének dltal kivaltott neurdlis

valaszokra

Végezetiil, megvizsgaltuk a Trpm3*/* egerek trigeminalis ganglionjaibél izolalt szenzoros
neuronokon a TRPM3 kémiai gatlasdnak hatasat. Kisérleteink soran, a TRPM3 agonista PregS-t, a
hisztamint, 5-HT-t és az ET-1-et alkalmaztuk, a flavanon szarmazék TRPM3 antagoniosta
izozakuranetin (Isok) jelenlétében és hidnyaban (19. abra). Az Isok nagy hatasfokkal és
reverzibilis médon gétolja a PregS 4ltal indukalt Ca®* tranzienseket a TG neuronokban, mely
eredmény Osszhangban van a korabbi kutatasok eredményeivel, melyek hatsé gyoki ganglionokbol
szarmazo6 neuronokon mutattak be az izozakuranetin TRPM3 ioncsatorna aktivitasat gatld hatast
(19. abra). A fenti eredményeinkkel 6sszhangban, ami szerint a TRPM3 jelenléte vagy genetikai
hianya nem befolyasolja a pruritogének hatasat, a Trpm3*"* egerek TG-jaibol izolalt szenzoros
neuronokon végzett kisérleteink eredményei szerint a TRPM3 kémiai gétldsa sincs hatassal a

pruritogének 4ltal kivaltott neurélis aktivaciora. Sem a kiilonbozé pruritogének dltal kivaltott Ca*
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tranziensek amplitudoja, sem pedig a Hist+, 5-HT+ és ET-1+ neuronok ardnya nem valtozott

szignifikansan 3uM Isok jelenlétében vagy hianyaban.
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19. ibra Izozakuranetin hatisa a PregS és az endogén pruritogén mediatorok altal kivaltott Ca2*

tranziensekre Trpm3** trigeminalis szenzoros neuronokon
a) 20 uM PregS hatasa az [Ca®*]ic koncentraciora 3 uM izozakuranetin jelenlétében és hidnyaban, Trpm3*/* egerekbdl
szarmaz0 trigeminalis ganglionokbol izolalt PregS+ neuronokon atlaga. b) Izozakuranetin hatasa a PregS altal indukalt
Ca?* tranziensek amplitidojara. A mérések az a) panelen bemutatott elrendezésben torténtek. Az értékeket az elsd
PregS-indukalta Ca?* tranziens szdzalékaban adtuk meg. A pontok az egyes idegsejteket jelolik, a vizszintes vonalak
pedig az atlagértékeket jelzik. Az Isok hatasat Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk 6ssze a vivéanyaggal kezelt
kontrolcsoporttal, n.s: p> 0,05 (nem szignifikans), *** p <0,001. ¢) Reprezentativ [Ca>*];c koncentraci6 valtozasok 5-
HT+ trigeminalis szenzoros neuronokon 100 uM 5-HT és 20 uM PregS hatasara 3 uM izozakuranetin jelenlétében és
hianydban. d) Az izozakuranetin hatdsa az endogén pruritogén medidtorok altal indukalt Ca?* tranziensek
amplitiddjara. A mérések a c¢) panelen bemutatott protokoll szerint torténtek, 5-HT helyett az abran feltiintetett
pruritogént alkalmazva. Az értékeket A(Fi/Fo) formaban adtuk meg, a pontok az egyes idegsejteket értékeit mutatjak,
a vizszintes vonalak pedig az atlagértékeket jelzik. Az Isok hatdsdit Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk Ossze a
vivBanyaggal kezelt kontrolcsoporttal, n.s: p> 0,05 (nem szignifikans). e) Trpm3*’* egerekbdl szdrmazd az abran
feltlintetett pruritogénekre valaszold és nem valaszold TG neuronok ardnya 3 puM izozakuranetin jelenlétében és
hianyaban. A méréseket a ¢) panelen bemutatottak szerint végeztilk. A pruritogén valaszadék megoszlasat a TG
szenzoros neuronok kozott Chi négyzet teszt segitségével hasonlitottuk 6ssze, n.s .: p> 0,05 (nem szignifikans). A
valaszaddkat a megjelolt szinekkel, a nem vélaszoldkat sziirkével jeloltiik. Mindegyik csoportban >3 egérbdl izolaltunk
idegsejteket, amiket fiiggetlen kisérletekben mértiink.
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7. Diszkusszio

Szamos kutatds bizonyitotta, hogy a hdéérzékeny TRP csatorndk kiemelkedd szerepet
jatszanak a homérsékleti ingerek érzékelésében €s sokoldali aktivaciojuk altal kozponti szerepet
toltenek be a fajdalom, illetve a viszketés érzékelésében is. Ezen tulajdonsagoknak kdszonhetden
kiemelkedden vonz6 farmakoterapids célpontok lehetnek 0j tipust fajdalomcsillapitok, illetve
viszketés terapidban alkalmazhatd gyogyszerek fejlesztése sordn. Az elmult évtizedben szamos
gyogyszergyar inditott kutatdsokat ezen cél elérése érdekében, elsésorban a TRPV1 ioncsatornat
megcélozva (121-123). Azonban altalanosan hasznalhaté TRPV1-re hat6 fajdalomcsillapitokat az
intenziv kutatdsok ellenére sem sikeriilt még forgalomba allitani. Ennek egyik f6 oka az, hogy
ugyan a TRPV1 (els6 generacids) gatloszerei, akarcsak agonistai (az ioncsatorna deszenzitizaciojat
okozva), fajdalomcsillapité hatastiak lehetnek, alkalmazisukat azonban szamos, nehezen
toleralhatd mellékhatds kiséri. Ilyen mellékhatdsok pl. az alkalmazas helyén jelentkezd €go,
fajdalmas érzés, szisztémas alkalmazas esetén a testhdmérséklet emelkedése, vagy a forrd
homérséklet iranti relativ érzéketlenség, ami a fajdalmasan meleg ingerek altal kivaltott
szovetkarosodds és a forrazdsos balesetek kockdzatat noveli meg (122). Ezen mellékhatasok
csokkentése ¢és elkeriilése érdekében, az alapkutatdsi adatok alapjan felvetddik mas, a
nocicepcidban is szerepet jatszo, héérzékeny TRP csatorndk terapids kihasznaldsanak a lehetdsége
is. Ilyen lehetséges célpont az éltalunk is vizsgalt, nemrégiben karakterizalt TRPM3 ioncsatorna,
amely a TRPV1-el 6sszemérhetd mértékben expresszalodik a hatso gyoki ganglionokon és hasonlo
szerepet jatszik a fajdalmas meleg hdmérséklet érzékelésében, illetve a gyulladas esetén fellépd
termalis hyperalgésia kialakuldsédban is (28,45,124). Ezt a kovetkeztetést alddmasztja, hogy a

TRPM3 antagonistak allatmodellekben fajdalomcsillapit6é hatdsunak bizonyultak (49,61,125,126).
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A viszketés kialakulasat vizsgald kutatdsok bizonyitjdk, hogy egyes termoszsenzitiv
nociceptorok szerepet jatszanak a viszketés kialakuldsaban és transzdukcidjaban is. Ilyen
receptorok a fajdalom és héérzékeny TRPV1,-3,-4 és TRPAI1 ioncsatorndk (107,108,118,127—
129). A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betdltott szerepét azonban korabban még nem

vizsgaltak.

7.1.Anesztetikumok hatasa a TRPM3 ioncsatornara

Kiilonbozd illékony anesztetikumok befolyasoljak szdmos fesziiltség vezérelt ioncsatorna
aktivaciojat, mely csatornak egy részérél mar bebizonyosodott korabban, hogy szerepet jatszanak
az illékony anesztetikumok alkalmazasa sordan bekovetkezd reverzibilis tudatvesztés
kialakuldsdban (130). Ilyen ioncsatornak, példaul a hiperpolarizaciora aktivalodo és ciklikus
nukleotid altal kapuzott csatorna 1 (HCN1) (77), a fesziiltség fliggd K* csatornak (K1) (78), és a
2 porus doménnel rendelkezé K* csatornak (K2P). Emellett kiilonb6z6 IA-k hatékonyan gatoljak a
fesziiltség vezérelt Na* és Ca’* csatorndk aktivaciodjat is (117,131). Mindemellett korabbi kutatasok
bemutattdk, hogy kiilonbozd illékony anesztetikumok befolyasoljak bizonyos hdéérzékeny TRP
csatornak miikodését is. Ezen kutatdsi eredmények meggydz6 magyarazatot adhatnak szamos, az
altatds soran hasznalt anesztetikumok altal okozott kellemetlen mellékhatdsok megjelenésére. Az
anesztetikumok, egy gyors aktivaciot kovetden hatékonyan gatoljdk a hideg és mentol aktivalt
TRPMS-at, mely igy az anesztézia soran ritkdn el6forduld hipotermia kialakuldsaban jatszhat
szerepet (84). Ehhez hasonloan a halotdn és a kloroform hatékonyan gatolja a szintén hideg
érzékeny TRPCS aktivécigjat is (Bahnasi et al., 2008; Zimmermann et al., 2011), a meleg érzé¢keny
TRPM2-re azonban nincsenek hatassal (85). A fajdalmas meleg érzékeny TRPV1 szenzitizalodik

(83) vagy elég magas koncentracioban alkalmazva az anesztetikumokat, aktivalodik (133).
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Kiilonboz6 irritdld mellékhatast anesztetikumok, mint pl. az izoflurdn és a desfluran kézvetlen
modon aktivaljak a TRPA1-et, melynek az irritalé hatast kémiai anyagokra valé érzékenysége jol
ismert (134,135). A TRPA1 aktivaciojan keresztiil ezen irritdlo hatdst anesztetikumok horgo-
Osszehuzodast, valamint mas, fajdalmas vélaszreakcidkat valthatnak ki és fokozhatjak a neurogén
gyulladas intenzitasat, illetve a csatorna aktivacidja szerepet jatszhat ezen anaesztetikumok
kellemetlen mellékhatasainak kialakuldsaban is, mint a 1éguti irritacié (82,134—136). A nem irritalo
hatast anesztetikumok viszont nincsenek hatassal a TRPAT ioncsatorna mikodésére (136). Sajat
kutatasunkban célul tiztik ki az illékony anesztetikumok TRPM3 ioncsatornara gyakorolt
hatasanak vizsgalatat, mely ioncsatorna a TRPV1 és TRPAT1 csatornakkal kozdsen fontos szerepet
jatszik az akut meleg indukalta fajdalom kialakulasaban (28,45).

Sajat kisérleteink bizonyitottdk, hogy az altalunk tesztelt halotdn, kloroform, szevofluran
és izoflurdn, a hoérzékeny TRPV1-gyel és TRPAI-gyel szemben, nem szenzitizalja és nem is
aktivalja a TRPM3-at. Eredményeink szerint azonban ezek az anesztetikumok a rekombinans
TRPM3 ioncsatorna mind a kémiai ligand altal, mind pedig a hémérséklet altal kivaltott
aktivacidjat. A hasznalt anesztetikumok koziil, a halotdn bizonyult a legpotensebbnek. A PregS
altal kivaltott TRPM3 aktivaciot a halotdn mar ~0,5 mM ICso érték mellett gatolta, ami kb.
kétszerese az altatds soran a reverzibilis tudatvesztést el6idéz6 minimalis alveolaris
koncentracionak (MAC-nak) (117,137). Ugyan a kloroform ICso értéke valamivel magasabb, ~1,67
mM volt, ez is megfeleltethetd kb. 1,5 MAC értéknek (138). A tobbi altalunk vizsgalt anesztetikum
kevésbé bizonyult hatékonynak a klinikailag relevans koncentracido tartomanyban. Ennek
megfelelden a PregS altal okozott TRPM3 aktivacioval szemben az izofluran ICsg értéke 3 MAC-
nak (~1,1 mM), mig a szevoflurdné¢ 10 MAC-nak (3,8 mM) adddott. A vizsgalt anesztetikumokat
1 mM koncentracioban alkalmazva a TRPM3 PregS aktivacios gorbéjét a magasabb koncentracio

tartomany felé toltak el. Ebben az esetben is a halotan bizonyult a legpotensebbnek, a PregS ECso
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értékét 50-szeresére novelte. Osszehasonlitva azon ioncsatornak anesztetikumok iranti
érzékenységével, melyek szerepet jatszanak az anesztetikumokkal kivaltott altatds folyamataban,
a TRPM3 anesztetikumokra vald érzékenysége valamivel alacsonyabbnak mondhat6. Példanak
okaért, kiilonboz6 anesztetikumok a klinikailag relevans koncentraci6 tartomanyban (mely 1 MAC
értéknek feletetheté meg), aktivaljak a KoP csatorna csalad szamos tagjat, melyek K* konduktancia
novelésével hozzajarulnak a membran hiperpolarizacidjahoz (139). A TASK-1 altal medialt K*
aramok tekintetében a halotan ECsp értéke 0,23 mM mig a szevoflurané 0,29 mM (140). S6t mi
tobb, korabbi kutatasok ravilagitottak arra, hogy a NMDA receptor altal medialt &ramokat az egyes
anesztetikumok effektiven gatoljak 0,25-1,3 MAC kozé esé ECso értékkel (141,142). Az izofluran
¢s szevofluran 1 MAC-nak megfelelé ECso értékeken potenciroz6 hatassal van a GABA altal
kivaltott GABAA receptor aktivaciojara (142,143). Mindazonaltal a halotan TRPM3 ioncsatornat
gatlo 1Csp értéke nagyon hasonld az NMDA receptorok esetén tapasztalt értékhez (ICso= 0,57mM,
mely ~2MAC) (144) és GABAa potencirozasat kivalto értékekhez (ECs0o=0,67 mM, mely ~2MAC)
(145).

Habar novekvd szdmu bizonyiték tdmasztja ald, hogy az anesztetikumok direkt modon
képesek befolyasolni kiilonb6zd TRP csatornak miikddését, tuddsunk még mindig limitalt az e
mogott rejld mechanizmusok €s a lehetséges molekula kotddési helyek tekintetében. A korabbi
TRPV1-et és TRPA1-et célzo kutatasok felfedték, hogy a pérus formaldo domén fontos szerepet
jatszhat az anesztetikumok kotohelyének kialakitasaban (133,146), ugyanakkor mas kutatdsok
soran késziilt szimulaciok tobbszoros kotohelyek lehetdségét vetik fel a TRPV1 ioncsatornan
(147). Ugyan sajat kutatdsunk soran nem vizsgéaltuk az anesztetikumok TRPM3-at modulalo
hatdsanak (szub)molekularis meghatarozoéit, azonban elektrofizioldégiai méréseink soran azt
tapasztaltuk, hogy az anesztetikumok nemcsak az endogén PregS altal aktivalt TRPM3 klasszikus

porusan atfolyd aramokat, hanem az exogén CIMO0216 altal kivaltott alternativ permeabilitasi
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utvonalon atfoly6 aramokat is csokkentették (46,47,116,148). Ezen eredményeink egyértelmiien
sugalljak, hogy a vizsgalt anesztetikumok a csatorna egészének a miikodését akadalyozzak és nem
szelektivek egyik porusra sem, hanem valoészintisithetéen csatorna kapuzasat gatoljak, valamilyen,
aktivaciot gatlé konformacio valtozas eldsegitésével.

Megvizsgalva az anesztetikumok nativ TRPM3-ra gyakorolt hatdsat is, azt tapasztaltuk,
hogy 1 mM koncentracioban alkalmazva minden altalunk vizsgalt anesztetikum reverzibilisen
gatolta az egér hats6 gyoki ganglionokbdl izolalt szenzoros neuronokon kifejezodd nativ TRPM3
ioncsatornat. A kisérleteinkbdl szarmazo adatok alapjan megallapithato, hogy az anesztetikumok
TRPM3-at gatl6 hatdsa reverzibilis és gyorsan kimoshato.

Eredményeink nem csak egy ujabb, az anesztetikumok altal befolydsolt ioncsatornat
mutattak be, de az anesztetikumok lehetséges analgetikus hatdsainak tjabb mechanizmusait tarjak
fel, és novelik tuddsunkat, a szenzoros funkcidkat is szabalyzo TRPM3 ioncsatorna farmakologiai
interakcioval kapcsolatban is. Igy értékes informacioval szolgalhatnak uj tipust, a TRPM3-on hato
fajdalomesillapitok fejlesztéséhez is. A TRPM3 gatlasa ugyanis, mint azt a korabban idézett
eredmények is aldtdmasztjak, hatékony stratégiat jelenthet a fajdalom csillapitasaban, fajdalomhoz
kothetd szindromak kezelésében (35,121,149). A TRPM3-at célzd szerek elonye lehet az elsd
generacios TRPV1 antagonistidkkal szemben a kedvezdbb mellékhatas profiljuk. Az eddigi
eredmények szerint ugyanis a TRPM3 PregS altali aktivaciéja — a TRPV1-el szemben — nem
befolyésolta a kisérleti allatok testhdmérsekletét, vagyis a TRPM3 feltehetden nem vesz részt a
termoregulacid szabalyozasaban (28,150). A TRPM3-at gatlo novényi flavovon szarmazék
izozakuranetin és az antiepilepszias gyogyszerként hasznalt primidone fajdalomcsokkentd hatasat
allat modellekben is bizonyitottak (49,61,125).

Mivel az anesztetikumok affinitasa a TRPM3 felé alacsonyabbnak bizonyult, mint

elsddleges terapias célpontjaik, a GABAA ¢és KoP csatorndk, iranyaba, igy tényleges TRPM3
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gatloszerként valo klinikai alkalmazasi lehetdségeik limitaltak, ugyanakkor eredményeink szdmos
uj eredménnyel szolgalhatnak tovabbi, a TRPM3-at, mint potencialis fajdalomcsillapitéd targetet

célzo kutatasok szamara.

7.2.A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata

A sulyos akut és kronikus viszketés az egyik legelterjedtebb borgyogydaszati tiinet a vilagon,
mely szamos paciens ¢életét képes megkeseriteni. Talan ennek eredményeként is, az elmult években
megmelkedett az olyan kutatasok szdma, melyek kiilonbdz6é mediétorok, receptorok, molekularis
interakcidk ¢és jelatviteli utak viszketés kialakuldsdban betoltott szerepének vizsgalatat tlizték ki
célul. Ezen kutatasok 0j tipusu borgydgyaszati terapids eszk6zok és gyogyszerek kifejlesztésének
lehetdségét is keresik. A viszketés kutatdsa soran sokdig nyitott kérdésnek szamitott, hogy vajon
beszélhetlink-e egy autondém, a fajdalmat érzékeld idegpalyaktol elkiiloniild, viszketés érzékeld
pruriceptiv rendszerrél. Méra altalanosan elfogadott a viszketés érzékelés ,,szelektiv” teoridja,
miszerint a viszketést érzékeld szenzoros neuronok (pruritogén neuronok), egy specializalt
alpopuléciot alkotnak a fajdalomérzékeld neuronokon (nociceptiv neuronokon) beliil (105,151—
154). Mindemellett az is bizonyitott, hogy a nociceptiv neuronok nagyobb csoportja érzéketlen a
kiilonboz6 pruritogén anyagok hatdsara. Ezen funkcionalis kiilonbség okait a pruritogén érzékeny
és pruritogén érzéketlen nociceptiv neuronok kozott molekularis szinten kell keresniink. Igy nem
meglepd, hogy szamos kutatds célja, a viszketésspecifikus molekularis markerek,
viszketésspecifikus neuronok és neuralis halézatok azonositasa, mely célokat nagyban motivélja
az orvostudomanyi igény a fajdalom ¢&s viszketéscsillapitashoz sziikséges szelektiv
farmakoterapids targetek azonositasara. Szamos viszketést okozd pruritogén anyag receptorarol

azonositottak mar, hogy kifejezddnek a bort beidegzd szenzoros neuronokon emberben és egérben
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egyarant. Ilyen receptorok példdul a hisztamin receptor, a ,,Mas related” G fehérjékhez kapcsolodo
receptorok (MRGPR) csaladjdba tartoz6 klorokvinin érzékeny receptor (MRGPRA3) és a BAMS-
22 érzékeny receptor (MRGPRCI11) vagy a proteinaz aktivalt receptor 2 (PAR2) (118,155-161).
Emellett a kozelmultban szamos kutatéas felfedte néhany, a fjdalom kialakuldsdban mar ismerten
szerepet jatszo receptor ioncsatorna szerepét a viszketés kialakuldsban is. Ilyen csatorndk példaul,
a TRP csatorndk csaladjan beliil a h6éérzékeny TRPV1 és TRPA1 csatornak, melyek egyarant
kifejezodnek a fajdalom és a viszketés érzékeny neuronokon is, és kiemelt szereppel birnak
mindkét szenzoros modalitas érzékelésében (107,108,118,127,128). Uj abban mas hdéérzékeny TRP
csatornakrol is bebizonyosodott, hogy mind a viszketés, mind pedig a fajdalom kialakulasaban is
szerepet jatszanak. A TRPV3 és TRPV4 ioncsatornak nagyrészt a bor nem neurdlis sejtjein
fejezddnek ki, és kiemelt szerepet jatszanak a foként gyulladasos folyamatokhoz kothetd endogén
pruritogén €s algogén anyagok felszabaditasaban (162-166). Korabbi kutatdsok leirtdk, hogy a
TRPV4 szerepet jatszik az allergias folyamatokhoz kapcsolddo €s az azoktdl fiiggetlen viszketés
kialakulasaban is. A TRPV4 szerepet jatszik a 5-HT felszabadulas szabalyozéasaban a hizdsejtekbol
¢s a keratinocytdkbdl, de aktivalodadsa a keratinocitdkbol tovabbi ET-1 felszabadulast is
eredményez. Emellett kiemelt szereppel bir a napégés okozta fajdalom kialakulasban is (167,168).
Az 5-HT nem neuralis sejtekbdl torténd felszabaditasan kiviil, a TRPV4 fontos szerepet jatszik a
viszketés érzékeny neuronokban az 5-HT altal kivaltott viszketés kialakulasaban is (169,170). A
TRPV3 szintén nagymértékben expresszaldodik keratinocytdkon é€s aktivacidja hozzajarul a
gyulladasos folyamatok mellett a viszketés szamos forméjanak kialakuldsdhoz, azéltal, hogy a
TRPV4-hez hasonléan gyulladasos €s pruritogén mediatorokat szabadit fel (165,171,172).

Annak ellenére, hogy viszonylag sok adat all mar rendelkezésiinkre a kiilonb6zé TRP
csatornak viszketésben betdltott szerepével kapcsolatban, a szintén ho- és fajdalom érzékeny

ioncsatorna TRPM3 viszketésben betoltott szerepét korabban még nem vizsgaltak. A szenzoros
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idegvégzddéseken kifejez6d6 TRPM3 fajdalmas meleg vagy a neurosteroid PregS hatdsara
bekovetkez6 aktivacidja ragesalokban fajdalmat valt ki (46,47). A csatorna egyes ligandjai, vagy
ligandjainak specidlis kombindcidi, egy alternativ permeabilitdsi utvonalat nyitnak a
fesziiltségszenzor doménen (S1-S4) keresztiil, mely negativ membranpotencidlon egy erds
depolarizalé aramot eredményez, melynek hatdsara a fajdalom érzet sulyosbodik (46,47) és a
szenzoros végzddésekbOl a neuropeptidek felszabadulasa is fokozodik. Korabbi kutatasok
kimutattak, hogy a TRPM3 ioncsatorna expresszidja és funkcidja a fajdalom érzékeld szenzoros
neuronokon nagy atfedésben van mas hdérzékeny, nociceptiv TRP csatornakkal. A TRPM3, a
TRPV1-el és TRPAIl-el kozdsen, fontos szerepet jatszik a meleg indukalta termalis fajdalom
érzékelésében. A funkcionalis hasonldsagok mellett, a hatsogyoki ganglionok szomatoszenzoros
neuronjain is jelentés mértékben ko-expresszalodnak (45,46,173). A TRPVI1 és TRPAI a
fajdalomban betoltott szerepiikon kiviil fontos résztvevoil a viszketéshez kothetd szenzoros
transzdukcios folyamatoknak is a szenzoros idegvégzddéseken (174). Ezen funkciondlis és
anatomiai hasonlosag alapjan feltételeztiik, hogy a szomatoszenzoros neuronokon expresszalodo
TRPM3, a TRPV1 és TRPA1 csatornakhoz hasonloan, a pruritogén transzdukcié folyamataban is
szerepet jatszhat. A mar emlitett TRPV1 és TRPAI, a viszketés transzdukcioja soran jellemzden
kozvetleniil aktivalodik azaltal, hogy a pruritogén anyag bekdtddve sajat receptorahoz, masodlagos
jelatviteli utvonalak aktivalasan kersztiil aktivalja ezen TRP csatorndk valamelyikét. A TRPV1
szerepet jatszik a hisztamin receptor és a PAR2 (118) altal aktivalt jelatviteli itvonalakban, mig a
TRPAT1 fontos résztvevd az 5-HT (108,120), az MRGPR aktivatorok (107), a TSLP (108) és az
epesavak (128) altal kivaltott pruritogén szignalok kialakitasdban és tovabbitasaban.

Hogy megvizsgaljuk a TRPM3 ioncsatorna potencialis szerepét a viszketés kialakulasdban
és szabalyozasaban, in vivo egér viselkedés teszteket és in vitro intracellularis Ca** szint valtozast

méré modszereket alkalmaztunk. Mivel a TRPM3 ioncsatorna fajdalomban ¢s fajdalom
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kialakuldsédban betoltott szerepe ismert, azonban a csatorna aktivatorainak lehetséges pruritogén
hatasa egyelére ismeretlen, ezért fontos volt, hogy az in vivo kisérleteinkhez olyan moddszert
alkalmazzunk, mely lehetdvé teszi a viszketésre és fajdalomra adott viselkedéses valaszok
elkiilonithetését. Ezt a LaMotte és munkatarsai altal korabban bemutatott, és széleskoriien hasznalt
egér ,, cheek” modell teljes mértékben lehetdveé tette (111,154). A projekt soran alkalmazott tovabbi
egér viselkedés teszt, a ,,nape” modell, ugyan nem teszi lehetové a két kiillonbozo érzethet tarsitott
viselkedéses valaszok elkiilonitését, de ismert pruritogén hatdsu anyag hasznalata esetén
sz¢leskorlien elterjedt modszer a viszketéses valaszok kvantitativ vizsgalatdhoz. Kisérleteink soran

3** és Trpm3” him C57BI16 egereket hasznaltunk. Az in vivo

a vad tipusnak megfeleltethetd Trpm
kisérletes eredményeink, melyeket a ,, cheek” modell alkalmazésa soran nyertiink, demonstraltak,
hogy a TRPM3 szelektiv farmakolofiai aktivalasa fajdalom kialakuldsat okozza a trigemindlis
ganglionok altal beidegzett teriileten is, mely hatds a TRPM3 genetikai hidnydban elmaradt.
Eredményeink parhuzamba allithatéak korabbi kutatdsok eredményeivel, melyek a hatsoégyoki
ganglionok altal beidegzett terlileten mutattdk ki, hogy a TRPM3 farmakologiai aktivalasa
fajdalmat valt ki (28,46,47). Emellett a TRPM3 agonistdk nem okoztak viszketéshez kdthetd
viselkedéses valaszokat a ,,cheek” modell alkalmazasa soran, vagyis a TRPM3 ioncsatorna
aktivacioja Onmagaban nem valt ki viszketést. Azonban, annak ellenére, hogy a csatorna
aktivacioja kizarolag fajdalomhoz kothetd viselkedéses valaszok megjelenését indukalta,
eredményeink nem zarjak ki annak lehetdségét, hogy a TRPM3 ioncsatorna a pruriceptiv szenzoros
kivaltd szenzoros transzdukcioban. Erre példa a TRPV1 kapszaicin altali aktivacioja is, amely
¢getd fajdalmas érzést okoz, de nem valt ki viszketést. Ennek ellenére, a TRPV1 a viszketés

érzékeny szenzoros neuronokon is expresszalodik és szerepe van a hisztamin fiiggd, és a PAR2

altal medialt hisztamin fiiggetlen viszketés kialakulasaban (118). Mindemellett kimutattak, hogy a
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pruriceptiv, MrgprA3-at expresszald szenzoros neuronokon kifejezd6 TRPV1 aktivacigja
kapszaicinnel viszketést és nem pedig fajdalmat indukal (158). A fentebb emlitettek alapjan, a
kutatasunk soran azt vizsgaltuk, hogy a TRPM3 ioncsatorna szerepet jatszik-e, a hisztamin, 5-HT
¢s ET-1 endogén pruritogén mediatorok altal indukalt viszketés kialakuldsaban. Eredményeink
szerint szubkutan injektalast kovetden a hasznalt endogén pruritogén mediatorok mindegyike

3** &s Trpm3” egerekben egyarant, mind a

hasonl6 intenzitasu viszketést valtott ki Trpm
trigeminalis neuronok altal beidegzett pofa régidban, mind pedig a hatsogyoki ganglionok altal
beidegzett tarkd-gerinc régioban. Ezen in vivo eredményeinkkel teljesen 6sszhangban, trigeminalis
ganglionokbdl izolalt, hisztamin, 5-HT, és ET-1 kezelés hatasara aktivalodott szenzoros neuronok
aranyara a Trpm3 genetikai hidanya nem volt hatassal, annak ellenére sem, hogy a vizsgalt
pruritogének mindegyike aktivalt a Trpm3** tipusti egérbdl szarmazé TRPM3-at expresszald
(PregS+) és nem expresszald (PregS-) neuronokat egyarant. SOt mi tobb, a TRPM3-at gatlo
izozakuranetin sem gatolta a pruritogének hatdsat Trpm3** egerek TG-jaibdl izolalt szenzoros
neuronokon: az izozakuranetin nem befolyasolta sem a kiilonb6z6 pruritogének altal aktivalt a
neuronok aranyat, sem pedig a kivaltott Ca®* tranziensek amplitidojat. Ezen eredményeink
meggy0zd bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy a TRPM3 ioncsatorndnak nincs szignifikans
szerepe a hisztamin, 5-HT és ET-1 altal kivaltott sejtes valaszokban, és nem jarul hozza az altaluk
kivaltott viszketés kialakulasdhoz.

Az ET-1 injekciot kovetden azonban a Trpm3” allatoknél szignifikansan tobb vakardzasi
vélaszot figyeltiink meg, ami intenzivebb viszketésre utalt, mint a TRPM3** 4llatok esetén. Ezen
eredményiink valoszinilileg magyarazhat6 azzal az altalanos megfigyeléssel €s kisérletes ténnyel,
miszerint a fajdalom gerincveldi szinten gatolja a viszketés kialakulasat (175,176). Sajat

eredményeinket figyelembe véve, elképzelhetd, hogy a TRPM3 genetikai hianya, a fijdalom

érzékeny neuronok alap aktivitdsanak csokkenését eredményezheti, mely bizonyos esetekben a
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viszketés intenzitdsanak fokozddasat valthatja ki. Ugyanakkor nem zarhato ki az a lehetdség sem,
hogy maga az ET-1 a nociceptorok enyhe aktivalasat okozza, ami részlegesen géatolja a viszketd
valaszokat, de ez a feltételezett gatlas a Trpm3” 4llatokban csdkkent a Trpm3** allatokhoz
viszonyitva. Az ET-1-r6l valoban leirtadk, hogy szerepe van a fajdalom kdzvetitésében (177,178),
azonban kisérleteinkben ET-1 alkalmazasat kovetden csak mérsékelt nocifenziv viselkedést
tapasztaltunk, és az altalunk megfigyelt Ryiszaewes €rték is féként pruritogén anyagként jellemzi az
ET-1-et.

Kisérletes eredményeink, arra a kovetkeztetésre vezetnek, hogy a TRPM3 ioncsatorna
specifikusan a fajdalom érzékelésében jatszik szerepet, és nem vesz részt kiilonbozo endogén
pruritogén anyagok, mint a hisztamin, 5-HT, és ET-1 altal kivaltott viszketés transzdukcidjaban.
Mindazonaltal nem zarhatjuk ki annak a lehetdségét, hogy a TRPM3 sziikséges ¢s fontos
résztvevoje esetleg mas ligandok vagy mechanizmusok altal kivaltott viszketéses folyamatoknak.
Eredményeink méginkabb alatamasztjak azt a feltételezést, hogy a TRPM3 igéretes célpontja lehet
uj tipusu fajdalomesillapitd gyogyszerek fejlesztésének. Korabbi kutatasok ravilagitottak arra,
hogy a TRPM3 farmakologiai gatlasa és vagy geneteikai hidnya, csokkenti a kémiai anyagok,
homérséklet és gyulladas altal kivaltott fajdalom érzetet a DRG neuronok altal beidegzett
terileteken (28,49,124,179,180). Ezt kibovitve a ,,cheek” modell alkalmazasaval elért
eredményeink bemutatjak, hogy az endogén PregS ¢és az exogén CIMO0216 altal kivaltott fajdalom
a Trpm3 7" egerekben gyakorlatilag eltlint a trigeminalis szenzoros neuronok altal beidegzett pofa
régioban is.

Mint minden allatkisérletes kutatds esetében, a jelen eredmények értékelése soran is fontos
szerint a TRPM3 ligandok hatasait még nem vizsgaltadk human in vivo kisérletek soran, az ismert

farmakoldgiai és cellularis adatok azt mutatjak, hogy az egérben €és az emberben megtalalhat6 vad
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tipusi TRPM3 funkcionalisan azonos: a foszfolipidek, valamint a G fehérjék By alegységei révén
hasonloan szabalyozottak, és az agonistdk €s antagonistdk is megegyeznek (173,179-182). Az
altalunk alkalmazott , cheek” modell, kivald kisérletes modszer a fajdalom ¢€s viszketés soran
tapasztaltalt viselkedéses valaszok elkiilonitésére (111), és az alkalmazott endogén pruritogén
mediatorokrol bizonyitott, hogy mind egér modellekben, mind pedig humén kisérleti alanyokon
viszketést indukalnak (119,174,183,184).

A fenti hasonlosagok tiikrében, az in vivo €s in vitro kisérletes eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy a TRPM3 ioncsatorna egér és human esetben sem vesz részt az endogén
pruritogének altal indukalt viszketés kialakuldasaban, és direkt kémiai aktivacioja kizarolag

fajdalomat valt ki és nem jarul hozza a viszketés kialakulasahoz.
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8. Osszefoglalis

Korabbi  kutatdsokbol mar ismerjik a TRPM3 ioncsatorna szerepét a
homérsékletérzékelésben és a fajdalom kialakulasdban, illetve annak transzdukcidjaban. Jelen
munkank soran, in vitro vizsgéltuk az illékony anesztetikumok hatasat a TRPM3 ioncsatorna
mukodésére, valamint in vitro és in vivo modszerekkel tanulmanyoztuk a TRPM3 ioncsatorna
esetleges szerepét egyes endogén mediatorok altal kivaltott viszketés kialakulasaban.

Fluoreszcens alapt, Ca** szint valtozast méré kisérleteink eredményei bizonyitottak, hogy
a vizsgalt IA-k hatékonyan és dozis fliggd mddon képesek gatolni a rekombindns TRPM3 kémiai
¢s a homérséklet altal kivaltott aktivaciojat. A vizsgalt anesztetikumok 1 mM-ban alkalmazva az
egér DRG szenzoros neuronokon kifejez0dé nativ. TRPM3 ioncsatorndt is hatékonyan és
reverzibilis modon gatoltak. Kimutattuk, hogy az vizsgalt IA-k a TRPM3 ioncsatorna klasszikus
pérusan és alternativ permeabilitasi tvonalan 4tfolyo transzmembran dramokat is gatoljak.

A TRPM3 ioncsatorna viszketésben betoltott szerepének vizsgalata sordn azt tapasztaltuk,
hogy a TRPM3 nem vesz részt sem a hisztamin fiiggd, sem pedig a hisztamin fliggetlen viszketés
kialakuldsdban. A ,, cheek” modell alkalmazésa sordn bevezettiink egy 0j paramétert, a viszketési
ratat (Rviszketss), mely megadja a ,, cheek” modell soran hasznalt anyagok specificitasat a viszketés-
fajdalom tengelyén. Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a TRPM3 ioncsatorna agonistai (PregS,
CIMO0216) Trpm3** allatokban f4jdalmat indukalnak ami a Trpm3” llatokban elmarad, azonban

3%+ és Trpm3” egerek TG-bol izolalt szenzoros neuronokon

nem valtanak ki viszketést. Trpm
végzett in vitro [Ca*']i mérések soran demonstraltuk, hogy a vizsgalt prutiogén anyagok a TRPM3
genetikai hidnydban és jelenlétében is hasonl6 modon hatnak, és a TRPM3 ioncsatorna

farmakologiai gétlasa sincs befolyassal a pruritogének altal kifejtett celluldris hatdsokra. A

projectek soran elért eredményeinket a 20-21. abran mutatjuk be 6sszefoglalva.
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Meleg(1°C) Halotan

Preg$S Kloroform
CiIMo0216

Szevofluran

20. abra IA-k gatoljak a TRPM3 ioncsatorna miikodését

Trom3+/+ Trom3+/+
NS S P e )
e Hisztamin ‘
Pregnenolone sulphate FAIDALOM _ Szerotonin VISZKETES
CIM0216 NINCS VISZKETES g1 gothelin 1
\ Trom3-/-

NINCS FAJDALOM VISZKETES
NINCS VISZKETES

21. abra TRPM3 ioncsatorna aktivalasa fajdalomat valt ki, de nem jatszik szerepet az endogén pruritogének
altal kivaltott viszketés kialakulasaban
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9. Summary

Previous studies have demonstrated the role of the TRPM3 ion channel in thermosensation
and in the development and transduction of pain. In our current studies we investigated the effect
of volatile anaesthetics on TRPM3 in vitro, as well as its role in the development of itch elicited

by endogenous mediators using both in vivo, and in vitro experiments.

Using fluorescence based intracellular Ca>* concentration measurements, we showed that
the investigated volatile anaesthetics effectively inhibited — in a dose-dependent manner — chemical
and thermal activation of the recombinant TRPM3. The native TRPM3 ion channel expressed on
sensory neurons isolated from the dorsal root ganglia of mice was also effectively and reversibly
inhibited by the anesthetics applied in 1 mM. We have presented that the studied VAs inhibited
transmembrane currents flowing through both the classical pore, and the alternative ion permeation

pathway of TRPM3.

Investigating the role of TRPM3 in pruritus, we found that it is not involved in the
development of either histamine-dependent or histamine-independent pruritus evoked by
endogenous mediators. Using the “cheek” model, we introduced a new parameter, the itch ratio
(Riten), which indicates the specificity of the compounds used in the “cheek model” on the itch-pain
axis. In our experiments we demonstrated that TRPM3 agonists (PregS, CIM0216), induce pain in
Trpm3** animals, which is abolished in Trpm3” animals, while demonstrating no measurable
pruritic activity. Fluorescent [Ca®ic measurements on sensory neurons isolated from trigeminal

3** and Trpm3” mice showed that the effect of the studied pruritogenic substances

ganglia of Trpm
is independent of the presence of TRPM3, while the pharmacological inhibition of the TRPM3 ion

channel did not influence the effect of the pruritogens. Our results are summarized in Figures 20

and 21.
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ABSTRACT

Background: Volatile anaesthetics (VAs) are the most widely used compounds to induce reversible loss of con-
sciousness and maintain general anaesthesia during surgical interventions. Although the mechanism of their
action is not yet fully understood, it is generally believed, that VAs depress central nervous system functions
mainly through modulation of ion channels in the neuronal membrane, including 2-pore-domain K+ channels,
GABA and NMDA receptors. Recent research also reported their action on nociceptive and thermosensitive TRP
channels expressed in the peripheral nervous system, including TRPV1, TRPA1, and TRPMS8. Here, we in-
vestigated the effect of VAs on TRPMS3, a less characterized member of the thermosensitive TRP channels playing
a central role in noxious heat sensation.

Methods: We investigated the effect of VAs on the activity of recombinant and native TRPM3, by monitoring
changes in the intracellular Ca®>* concentration and measuring TRPM3-mediated transmembrane currents.
Results: All the investigated VAs (chloroform, halothane, isoflurane, sevoflurane) inhibited both the agonist-
induced (pregnenolone sulfate, CIM0216) and heat-activated Ca®>* signals and transmembrane currents in a
concentration dependent way in HEK293T cells overexpressing recombinant TRPM3. Among the tested VAs,
halothane was the most potent blocker (ICso = 0.52 * 0.05 mM). We also investigated the effect of VAs on
native TRPM3 channels expressed in sensory neurons of the dorsal root ganglia. While VAs activated certain
sensory neurons independently of TRPM3, they strongly and reversibly inhibited the agonist-induced TRPM3
activity.

Conclusions: These data provide a better insight into the molecular mechanism beyond the analgesic effect of
VAs and propose novel strategies to attenuate TRPM3 dependent nociception.
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1. Introduction

Volatile anaesthetics (VAs) are the most commonly used compounds
to maintain general anaesthesia during operation both in human ther-
apeutic interventions and in animal experiments [1]. Although the
exact mechanisms, whereby VAs cause a reversible loss of conscious-
ness are not yet fully understood, it is generally accepted that they
suppress the activity of the central nervous system by specifically tar-
geting cellular proteins, including several ion channels, among others.
A few of these ion channels, especially GABA, receptors and various K*
channels, are considered to play a central role in the general depression
of the central nervous system functions resulting in reversible loss of the
consciousness initiated by VAs [2-4]. However, VAs can also influence
several other ion channels, including voltage-gated Na*, K* and Ca®*
channels [5,6]. Moreover, in recent years, their action on sensory
transient receptor potential (TRP) channels has also been reported.

TRP channels form a heterogeneous and multifunctional group in
the voltage gated-like superfamily of ion channels. The 6-transmem-
brane domain containing TRP proteins form non-specific, mostly Ca®*
permeable cationic channels, and are functional as homo- or hetero-
tetramers [7-9]. Most TRP channels are considered to function as
polymodal “cellular sensors” sensitive to diverse changes in the phy-
sico-chemical environment (e.g. temperature, pH, osmolarity, ionic
concentrations, endogenous mediators, external chemical irritants, etc.)
[10,11] and increasing body of evidence indicates their emerging roles
in various diseases [12,13]. In primary sensory neurons, the most
widely studied sensory TRPs are the thermosensitive TRPV1, TRPA1
and TRPMS8 channels. Their versatile role in diverse (patho)physiolo-
gical sensory processes, including thermosensation, itch, pain (together
with different forms of hyperalgesia and allodynia), and inflammation
has inspired a plethora of research studies [14-21]. This in turn has
urged several pharmaceutical companies to find effective tools tar-
geting these thermosensitive TRP channels as potential novel drugs to
manage several, mostly pain related, clinical syndromes [22]. Recently,
VAs were also reported to activate TRPA1 [23,24], to sensitize TRPV1
[25] and also to modulate TRPM8 [26], and these results may explain
some adverse effects related to general anaesthesia.

TRPM3 was recently introduced as a novel thermosensitive noci-
ceptor TRP channel expressed by a large subset of primary sensory
neurons of the dorsal root and trigeminal ganglia (DRG and TG).
TRPM3 has an essential role in acute heat pain sensation [27], it con-
tributes to the development of inflammatory heat hyperalgesia and
transmits chemical pain sensation evoked by its endogenous steroid
ligand pregnenolone sulfate (PregS) [28]. The stimulation of TRPM3 by
certain ligands e.g. CIM0216, or special ligand combinations, e.g. co-
application of PregS and the antifungal agent clotrimazole revealed an
alternative ion permeation pathway beyond the main pore, which re-
sulted in a strong inward current at negative membrane potentials. This
unique current displays the general characteristics of the so-called
omega currents reported earlier in mutant K* and Na* channels, and
may have a high (patho)physiological relevance exacerbating TRPM3
related pain sensation [29-31]. The above results, together with the
fact that modulation of TRPMS3 activity, in contrast with TRPV1, did not
induce any change in the core body temperature of experimental ani-
mals [28], introduce TRPM3 as an appealing drug target for novel
therapeutic interventions in pain related syndromes. However, in order
to exploit the putative therapeutic potential of TRPM3 as a potential
drug target, a better understanding of its regulation and pharmacolo-
gical interactions are of greatest importance.

In this study, we investigated the effect of VAs on recombinant and
native TRPM3 ion channels and found that they potently inhibit TRPM3
function. These results further enhance our knowledge about VAs’
mechanism of action and may contribute to the development of novel
analgesics targeting TRPM3.
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2. Materials and methods
2.1. Cell culturing and isolation of sensory neurons

Native HEK293T cells, and HEK293T cells stably overexpressing the
mouse TRPM3a2 variant (HEK-M3 cells) were cultured as described
before [28]. In brief, cells were cultured in DMEM medium (Invitrogen,
Paisley, UK), supplemented with 10% foetal bovine serum, (In-
vitrogen), 50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomycin (both from
ThermoFisher, Waltham, MA, USA), 10 mM Glutamax, Non-Essential-
Amino-Acids and 200 pg/ml Hygromycin (all from Invitrogen) at 37 °C.
Sensory neurons of dorsal root ganglia (DRGs) were obtained from
adult (8-12 week old) C57BL6 mice, as described before [28]. Briefly,
mice were euthanized by CO,, DRGs were isolated and digested with
collagenase and dispase (both from Invitrogen). Suspension of sensory
neurons was seeded on poly-L-lysine HBr (Sigma Aldrich, St.Louis, MO,
USA) coated glass bottom culture dishes (MatTek, Ashland, MA, USA)
and cultured in Neurobasal medium supplemented with 2% B-27 sup-
plement (both from Invitrogen), 2 mM L-glutamine, 100 pg/ml peni-
cillin/streptomycin (both from ThermoFisher), and 100 ng/ml 8-NGF
(Pepro Tech EC, Ltd., London, UK) at 37 °C in 5% CO, containing at-
mosphere. Neurons were used for experiments within 24 to 36 h fol-
lowing isolation. We aimed at obtaining high number of sensory neu-
rons yielding n = 50 neurons in each experimental group for highly
reliable statistical analysis. Therefore, respecting the 3R principles, we
established multiple primary sensory neuron cultures from an animal
and used them in independent measurements. Cultures were randomly
recruited into the different experimental groups, and cultures from 3
individual animals were recruited into each group. Altogether, 12 an-
imals were used for the study. All experimental procedures and animal
husbandry were conducted following the European Parliament and the
Council Directive (2010/63/EU) and national legislation.

2.2. Fluorescent Ca®* measurements

Fluorescent measurement of cytoplasmic Ca?* concentration in
HEK cells and in individual DRG neurons were performed according to
our previously optimized protocols: HEK-M3 cells were seeded in Poly-
L-Lysine HBr (Sigma-Aldrich) coated 96-well/clear-bottom plates
(Greiner Bio-One, Frickenhausen, Germany) at a density of 100,000
cells per well in normal cell culture medium and incubated overnight.
Next day, cells were loaded with 2 uM Fura-2-AM (Invitrogen) at 37 °C
for 30 min, and washed three times with Ca?*-buffer (150 mM NaCl,
5 mM KCl, 1 mM MgCl,x6H,0, 2 mM CaCl,x2H,0, 10 mM glucose
xH>0, 10 mM HEPES, pH 7.4 (all from Sigma-Aldrich)). The plates were
then placed into a FlexStation 3 fluorescent microplate reader
(Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA) and cytoplasmic Ca®* con-
centration (reflected by the ratio of fluorescence measured at Agx;:
340 nm, Agxo: 380 nm, Agy: 516 nm (F340/F3g0)) was monitored during
application of compounds in various concentrations. During the mea-
surements, cells in a given well were exposed to only one given con-
centration of the agents. Measurements were carried out at ambient
temperature.

To determine the VAs’ effect on the temperature-evoked activation
of TRPM3, we used a Fluo-4 based assay and a QPCR system. HEK-M3
and non-transfected HEK293T cells were loaded with 2 uM Fluo-4-AM
(Invitrogen) for 30 min, then they were trypsinised and re-suspended in
Ca2™*- buffer in the presence or absence of VAs and transferred into PCR
tubes with optical transparent cover (200.000 cells/tube, 200 pL).
Fluorescence was measured with a Stratagene Mx3005P QPCR instru-
ment (Agilent Technologies Santa Clara, CA, USA) using an appropriate
filter set while the well temperature was increased from 25 °C to 46 °C
in steps of 3 °C.

To measure cytoplasmic Ca®* concentration in individual DRG
neurons, we used a microscope based calcium imaging system. On the
day after the isolation, DRG neurons were loaded with 2 pM Fluo-4-AM
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(Invitrogen) dissolved in normal Ca?*-buffer, then placed on the stage
of a Zeiss LSM 5 Live confocal fluorescent microscope (Carl Zeiss AG,
Oberkochen, Germany) and Fluo-4 loaded cells were captured with
constant settings in every 1 s (Agx: 488 nm, Agy: 516 nm). During the
measurements, cells were continuously perfused with Ca®*-buffer and
different compounds were applied via the perfusion. Data were pre-
sented as F1/Fo, where Fy is the average fluorescence of the baseline
(before the first compound application) and F; is the actual fluores-
cence. Experiments were performed at room temperature (21-22 °C).

2.3. Electrophysiology

HEK-M3 cells were seeded to 12 mm glass coverslips previously
coated with poly-L-lysine HBr (Sigma-Aldrich) and whole cell patch
clamp measurements were carried out by using an Axopatch 1.D am-
plifier and Clampex 10.2 software (Molecular Devices). Pipettes with
final resistances of 2-5 MQ were fabricated and filled with intracellular
solution containing 100 mM aspartic acid, 45 mM CsCl, 1.144 mM
MgCl2, 10 mM HEPES, and 10 mM EGTA (all from Sigma-Aldrich). pH
was adjusted to 7.2 using CsOH (VWR, Radnor, PE, USA). Experiments
were performed in a bath solution composed of 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl,, and 10 mM HEPES buffered to pH 7.4 (NaOH) (all from Sigma-
Aldrich). To record TRPM3 mediated currents, the holding potential
was 0 mV and cells were ramped every 2 s from —150 to +150 mV
over the course of 200 ms. Recorded data were analysed and plotted
using Origin 9.0 software (OriginLab Corporation, Northampton, MA,
USA).

2.4. Preparation of working solutions of VAs

10 mM stock solutions of VAs were prepared in extracellular solu-
tion by a rigorous overnight stirring in air-tight closed vials. From these
stock solutions, fresh dilutions of the final working solutions were
prepared and used for measurements within 45 min. If needed, new
working solutions were diluted in every 30 min.

2.5. Gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS)

The stability of the stock solutions of VAs in an open, freely venti-
lating system was checked by GC/MS. Stock solutions prepared as de-
scribed above were kept in an open vial at room temperature for 45 min
simulating the conditions in an open perfusion system used for patch
clamp and Ca?* measurements. During this incubation time, samples
were taken at different time points and subjected for analysis im-
mediately. The active agents in the samples were identified by a GC/MS
method wusing an Agilent 7980B-5977A instrument (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) at the Toxicology Laboratory of
the Institute of Forensic Medicine of the University of Debrecen. The
injection volume was 0.2 pL, and the injector temperature was 250 °C.
The applied capillary column was a J&W DB-35MS UI,
30 m X 0,25 mm X 0,25 um. The detection parameters were the fol-
lowings: Sampling: split; split ratio: 20:1. Oven temperature program:
65 °C (2 min. hold time), heating: 50 °C/min to 230 °C; Interface:
280 °C; MS source: 230 °C; Ionization: EI; Detection mode: SCAN. The
‘area under curve’ of the specific peaks were determined in arbitrary
units and normalized to that of obtained from the sample taken at the
beginning (0 min) of the incubation.

2.6. Chemicals

Chloroform and halothane were obtained from Sigma Aldrich, iso-
flurane (sold as Vetflurane) was from Virbac (Carros, France) and se-
voflurane from AbbVie Inc. (North Chicago, IL, USA). Pregnenolone
sulphate (PregS), allyl isothiocyanate (AITC), capsaicin, thymol,
CIM0216 were obtained from Tocris Bioscience (Bristol, UK).
Isosakuranetin was obtained from Carl Roth (Karlsruhe, Germany).
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Working solutions of VAs were prepared as described above. All other
drugs were prepared as stock solutions in dimethyl sulfoxide (DMSO),
and then diluted into extracellular solutions to reach the desired final
concentration. Concentration of the vehicle (DMSO) in the final
working solutions was 0.1%.

2.7. Curve fitting

Logistic dose-response curves were fitted using the equation
y = A2 + (A1l — A2)/(1 + (x/x0)"p) where the calculated parameters
are: Al: initial value (Yin), A2: final value (ymax), X0: center (ECsp) and
p is the calculated power. Fittings were carried out and parameters
were calculated using Origin 9.0 (OriginLab Corporation).

2.8. Data and statistical analysis

Electrophysiological data were analysed using ClampFit 10.0 soft-
ware (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). IBM SPSS Statistics 23.0
(IBM Corporation. Armonk, NY, USA) and Origin 9.0 (OriginLab
Corporation) were used for statistical analysis and data display. When
testing antagonistic effect of isosakuranetin, agonist induced Ca®*
signals in the presence and absence of isosakuranetin were compared
pairwise by two-tailed Student’s t-test for independent samples. To
control unwanted variances of measured currents between HEK-M3
cells, TRPM3 currents measured in the presence of VAs were normal-
ized, and compared to the agonist induced current (considered as
100%) in the same cell and two-tailed Student’s t-test for one sample
was used for statistical evaluation. In case of Ca®>* signals recorded on
sensory neurons, if it is not mentioned otherwise, signal amplitudes
were normalized to the 1st agonist evoked signal, considered as 100%,
to control variances experienced between individual neurons. Then,
data were subjected for statistical analysis using one-way ANOVA with
Dunnett post-hoc test to compare the effect of VAs to vehicle control. In
every case, P < 0.05 was regarded as showing significant differences
between group means. All data are presented as mean =+ SD.

3. Results
3.1. VAs formed stabile solutions

In our study, we investigated the effect of VAs with various chemical
structures (Fig. 1a) on TRPM3 ion channel functions. Due to their vo-
latile and lipophilic nature, we assumed that it might be challenging to
prepare a stabile aqueous solution of VAs suitable for measurements,
although they reportedly can be solved > 10 mM in water at 25 °C [32].
Therefore, we aimed at testing the stability of the stock solutions of VAs
applied in an open, freely ventilating system mimicking the conditions
in our perfusion and liquid handling systems used in the experiments.
For this, we performed GC/MS measurements on 10 mM stock solutions
of the VAs, which were prepared by rigorous overnight stirring in an
airtight vial, as described in the Materials and methods. The con-
centration of the stock solutions in open vials did not change drama-
tically during 45 min (Fig. 1b). Therefore, working solutions were
freshly prepared from 10 mM stock solutions stored in airtight vials and
used for measurements within 30 min. After 30 min, new working so-
lutions were prepared.

3.2. VAs inhibited chemical agonist induced activation of recombinant
TRPM3

First, we investigated the effect of VAs on recombinant TRPM3 by
carrying out Ca®>* measurements on HEK-M3 cells. During the mea-
surements, we applied various concentrations of VAs followed by the
application of TRPM3 agonists PregS or CIM0216 in the continuous
presence of VAs, as shown in Fig. 2a. This experimental design enabled
us to investigate both potential activating and inhibiting effect of VAs.
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Fig. 1. The structure and stability of the investigated volatile anaesthetics (VAs). (a)
Chemical structure of VAs investigated in this study: halothane (a halogenated
alkene), chloroform (trichloromethane), isoflurane (a halogenated methyl-ethyl
ether) and sevoflurane (fluorinated methyl-isopropyl ether). (b) The stability of
the most concentrated 10 mM stock solutions in open, freely ventilating vials
was checked by GC/MS in the given timeframe as described in the “Materials
and methods” section (n = 3 at each point).

We found that none of the investigated VAs activated the recombinant
TRPM3, whereas each of them inhibited the TRPM3-mediated Ca®™"
signals evoked by the endogenous TRPM3 agonist PregS and by the
more potent synthetic TRPM3 agonist CIM0216 [30] in a dose depen-
dent manner (Fig. 2a-c). The ICsy values for halothane, chloroform,
isoflurane, and sevoflurane were (mean = SEM) 0.52 = 0.05 mM,
1.67 + 0.03 mM, 1.09 += 1.49 mM and, 3.83 * 2.39 mM , respec-
tively, when TRPM3 was activated by 10 uM PregS (Fig. 2b), while the
ICsy values were 1.52 * 0.05 mM, 1.64 =+ 0.25 mM,
2.71 * 0.88 mM and, 2.0 * 0.28 mM when activated by 3 uM
CIMO0216, respectively (Fig. 2c). Moreover, the ECsq value of PregS was
shifted from 0.37 = 11 uM to 19.33 * 4.24 uM (~51x fold),
2.13 = 0.35 pM (~6x fold), 3.49 + 1.3 uM (~8x fold), and
6.14 + 6.39 uM (~15x fold) by 1 mM halothane, chloroform, iso-
flurane, and sevoflurane, respectively (Fig. 2d).

Although halothane was found to be the most potent inhibitor of
TRPM3 among the tested VAs, it also evoked robust Ca?* transients
when applied alone at high concentrations (=5 mM) (Fig. 3a). This
stimulatory effect of halothane was found to be independent of TRPM3,
because (i) it was equally observed in native HEK293T cells and HEK-
M3 cells (Fig. 3a-b) and (ii) the halothane-induced Ca%* signals were
not inhibited by the TRPM3 antagonist isosakuranetin (Fig. 3c). It is
important to mention that the commercially available halothane ap-
plied in the current study also contained ca. 150 ppm thymol, as sta-
bilizer resulting in ca. 0.75 pM thymol in the most concentrated (5 mM)
halothane working solution tested. Since thymol was reported to be an
activator of TRPV3 [33,34] and TRPA1 [35], other thermosensitive
members of TRP family, we also investigated the effect of thymol on
TRPMS3, to clarify its potential contribution to the effect of halothane.
Our results indicated that thymol applied at concentrations up to
300 uM did not affect TRPM3 functions: it neither activated HEK-M3
cells nor inhibited their activation evoked by PregS (Fig. 3d).
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3.3. VAs inhibited the heat-evoked activation of TRPM3

Next, we tested whether the VAs influence activation of TRPM3 by
thermal stimuli, in addition to their effect on ligand-induced activation
of the channel. HEK-M3 cells were challenged by precise temperature
steps using a Quantitative real-time PCR instrument, and the in-
tracellular Ca®>* concentration was monitored in the presence of VAs at
various concentrations. Our results revealed that VAs also inhibited
warming-induced activation of TRPM3: the obtained ICsy values of
halothane, chloroform, isoflurane, and sevoflurane were
1.08 = 0.58 mM, 1.50 * 0.63 mM, 1.64 * 0.59 mM, and
1.83 *= 0.63 mM, respectively, when cells were heated from 37 to
43 °C (Fig. 4).

3.4. VAs inhibited TRPM3 mediated transmembrane currents

In whole-cell patch-clamp measurements, PregS induced an out-
wardly rectifying whole-cell current in HEK-M3 cells (Fig. 5a-b). This
TRPM3-mediated current was partially inhibited by 1 mM chloroform,
halothane and isoflurane, and almost fully abolished when these VAs
were applied at 5 mM. Sevoflurane was less effective: when applied at
1 mM, it only minimally inhibited the PregS-induced TRPM3 current,
whereas at 5 mM it evoked a marked but incomplete inhibition
(Fig. 5¢). The effects of the VAs were fast and reversible (Fig. 5a).

The PregS-induced current is conducted by the canonical pore of the
TRPM3, but CIM0216 also induces the opening of an additional per-
meation pathway through the voltage-sensing domain of TRPM3 re-
sulting in the appearance of a marked inward current at negative
membrane potentials [29-31]. We found that VAs also inhibited the
opening of the alternative ion permeation pathway, when activated by
CIM0216 (Fig. 5d-f).

3.5. VAs inhibited native TRPM3 in sensory neurons of mouse dorsal root
ganglia

To study the effect of VAs on native TRPM3, we investigated sensory
neurons isolated from mouse DRGs. We used Ca®* imaging to probe
PregS responses in the presence and absence of VAs (Fig. 6a). We
considered the PregS-responsive (PregS+) neurons as TRPM3 expres-
sing (TRPM3 +) neurons. As suggested in previous studies, our results
also confirmed that some sensory neurons were directly stimulated by
VAs: 15.3%, 21%, 5.1%, and 1,8% of the DRG neurons were activated
by 1 mM halothane, chloroform, isoflurane and sevoflurane, respec-
tively (Fig. 6b). The distribution of the neurons activated by VAs was
similar in the TRPM3 + and TRPM3- population and, importantly, the
large majority of TRPM3+ neurons was not activated by VAs (VA-
neurons) (Fig. 6b). These results clearly argue for the conclusion that
VAs activated a subset of sensory neurons independently of TRPM3. To
investigate the VAs’ potential inhibitory effect on native TRPM3, we
compared the PregS evoked Ca®* signals in the presence and absence of
VAs. We analysed only the TRPM3+ but VA- sensory neurons to
eliminate the influence of the TRPM3-independent Ca®™* signals evoked
by VAs on PregS-induced responses. In our experiments, we applied
repeated 2-minute-long pulses of PregS in the presence or absence of
VAs, as shown in Fig. 6a. Only those cells that responded to a depo-
larizing pulse evoked by 25 mM KCl at the end of the measurement
were considered as sensory neurons. We found that all of the in-
vestigated VAs applied at 1 mM decreased the PregS-induced, TRPM3-
mediated Ca®* transients. The inhibitory effect of VAs was reversible
within 4 min after application (Fig. 6c¢).

Since activation of TRP channels results in depolarization of sensory
neurons, Ca?”" signals evoked by activating TRP channels may be fur-
ther amplified by the consequent activation of voltage-gated Ca®™*
channels. Previous studies revealed that VAs inhibit some voltage-de-
pendent Ca®* channels, as well [36]. Therefore, we considered, that the
inhibition of voltage-gated Ca®* channels might contribute to the
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Fig. 2. Identification of different VAs as in-
hibitors of the recombinant TRPM3. (a)
Averaged Ca%* responses (n = 5) on HEK-M3
cells evoked by 10 uM PregS (PS) in the pre-
sence of various concentrations of isoflurane,
as indicated. Compounds were added at the
indicated time points. (b) Concentration de-
pendent inhibitory effect of VAs on the re-
combinant TRPM3 activated by 10 pM PregS.
The measurements were carried out as shown
in panel (a), VAs were applied 30 s in advance
to the agonist. (c) Concentration dependent
inhibitory effect of VAs on the recombinant
TRPM3 activated by CIM0216. The measure-
ments were carried out as in panel (a) but
3 uM CIMO0216 was applied instead of PregS.
(d) Dose-response relationship of PregS in the
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apparent inhibition of signals induced by PregS or agonists of other TRP
channels. To challenge the role of voltage-gated Ca®* channels, we
tested whether or not VAs influence Ca®* responses evoked by acti-
vating other native thermosensitive TRP channels expressed on sensory
neurons. During these experiments, we slightly modified the previous
protocol as illustrated in Fig. 6d. Because the effect of capsaicin and
AITC is poorly reversible, we applied isoflurane before and together
with the 1st agonist application, and the effect was compared to the 2nd
agonist application after the wash out of the VAs. If the inhibitory effect
of VAs experienced in our previous experiments were partially or totally
mediated by some other voltage-gated Ca>* channels, then VAs should
also inhibit Ca®* transients evoked by activating other TRP channels
that cause depolarization of sensory neurons. Our results refuted this
theory. The amplitudes of the Ca*>* transients activated by the TRPV1-
specific agonist capsaicin and the TRPA1 agonist AITC did not decrease
in the presence of isoflurane, whereas, the PregS-evoked Ca?" tran-
sients were again significantly decreased (Fig. 6d-e). These results
clearly argue for the conclusion that VAs inhibit PregS-induced re-
sponses via TRPM3, without influencing voltage gated Ca®>* channels.

4. Discussion

Activation of several members of the superfamily of the voltage-
gated ion channels [37] is influenced by VAs, and a number of these
channels, in particular the hyperpolarization activated and cyclic nu-
cleotide gated channel 1 (HCN1) [38], shaker-related delayed rectifier
K* channels (K,1) [39] and two-pore-domain K* channels (K2P) have
been implicated in the induction of general anaesthesia. Voltage gated

Na* and Ca®* channels can also be inhibited by VAs [36,40]. More-
over, recent studies reported the effect of VAs on thermosensitive TRP
channels, as well. The cold- and menthol-activated TRPMS, after an
initial activation, was inhibited by VAs. Likewise TRPC5 [41], another
cold-sensitive family member, was inhibited by halothane and chloro-
form [42]. The warmth sensor TRPM2 was not influenced by halothane
or chloroform [41], whereas the noxious heat sensor TRPV1 was sen-
sitized [25], or, if applied at higher concentration, even activated by
VAs [43]. Moreover, irritant VAs, isoflurane and desflurane directly
activated TRPAL, a general target of several irritant chemicals, whereas
the non-irritating halothane and sevoflurane did not induce TRPA1l
activation [24]. These results can explain some adverse effects often
associated with general anaesthesia induced by certain VAs. Indeed,
irritant VAs evoke mechanical hyperalgesia and bronchoconstriction,
impaired respiratory pattern, augmented laryngeal C-fiber activity and
stimulate tracheal CGRP release mainly mediated by TRPAl
[24,44-46]. In our current study, we investigated the effect of VAs on
TRPM3, a less characterized thermo-nociceptive TRP channel, which
together with TRPV1 and TRPALI play a crucial role in acute heat pain
sensation [27,28].

In contrast to the other two heat-pain sensors TRPV1 and TRPA1,
TRPM3 was found to be neither sensitized nor activated by any of the
investigated VAs. In contrast, activation of TRPM3 by both chemical
ligands and heat was markedly inhibited by the investigated VAs.
Among those, halothane was found to be the most potent, inhibiting
PregS-evoked TRPM3 activity with an ICs, of approximately 0.5 mM,
equivalent to ca. 2-times the minimal alveolar concentration (2 MAC)
that induces anaesthesia in different species [2,47]. Although the ICso
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Fig. 3. High concentration of halothane
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Fig. 4. VAs inhibited thermal activation of TRPM3. (a) Changes in intracellular Ca>* concentration of HEK-M3 cells upon elevating temperature in the presence of
various concentrations of halothane as indicated in the figure. Native HEK293T cells were used as negative control. (b) Dose dependent inhibitory effect of VAs on the
recombinant TRPM3 activated by temperature shift from 37 to 43 °C. The measurements were carried out as in panel (a). Data are presented as mean = SD,n = 5in

each group.

of chloroform was slightly higher (ca. 1.67 mM), this value also cor-
responded to approximately 1.5 MAC [5]. Other VAs were less effective
in clinically relevant concentrations: the ICsy value for isoflurane
(=1.1 mM) is equivalent to about 3 MAC, whereas the ICsq of sevo-
flurane approached 10 MAC against PregS-evoked activation. Applied
at 1 mM, each VA shifted the PregS activation curve of TRPM3 toward
higher concentrations. Again, halothane was found to be the most ef-
fective, as it increased the ECso of PregS approximately 50-fold. Im-
portantly, at 1 mM, all investigated VAs inhibited the activation of
native TRPM3 in sensory neurons of mouse DRGs, as well. Moreover,

VAs inhibited not only the activity of TRPM3 induced by PregS, but
they also inhibited the effect of the synthetic agonist CIM0216 and the
heat-induced TRPM3 responses with very similar potencies.

The sensitivity of TRPM3 toward some VAs seems to be slightly
lower than sensitivity of ion channels generally believed to mediate
anaesthesia. Clinically relevant concentrations (=1 MAC) of volatile
anaesthetics activate several members of the K2P channel family known
to conduct background K+ currents, which crucially contribute to the
negative membrane potential [3]. For example, the ECs, of halothane
and sevoflurane that induce TASK-1 mediated K+ currents were
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0.23 mM and 0.29 mM (near to 1 MAC), respectively [48]. Moreover,
NMDA receptor mediated currents were also effectively inhibited by
isoflurane and sevoflurane with reported ICs, values between 0.25 and
1.3 MAC and ca. 1.25 MAGC, respectively [49,50]. The ECs, of isoflurane
and sevoflurane potentiating GABA induced activity of GABA, re-
ceptors was found also around 1 MAC (0.29 mM and 0.33 mM, re-
spectively) [49,51]. However, the potency of halothane inhibiting
NMDA receptor mediated postsynaptic excitatory currents
(ICso = 0.57 mM, equivalent with ca. 2 MAC) [52] and potentiating

GABA induced GABA, currents (EC5o = 0.67 mM, ca. 2 MAC) [53]
were very close to the value we found for TRPM3.

Although we analysed the a2 variant and native channels from
mice, we strongly believe that our findings can be easily extrapolated to
native human channels which is not characterized functionally. Until
today, the best characterized variant is the mTRPM3a2 [54] which
functionally seem to be hardly distinguishable from the native mouse
and the recombinant human TRPM3: each of these variants form Ca®* -
permeable cation channels [55-57], are activated by PregS [58,59],
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Fig. 6. VAs inhibited TRPM3 dependent Ca®*
transients in somatosensory neurons isolated from
mouse DRGs. (a) Representative traces showing
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and undergo very similar regulation by phosphatidylinositol 4,5-bi-
sphosphate [60,61] and by the y subunit of G protein coupled re-
ceptors [62-65]. Heat sensitivity is also a shared feature of the re-
combinant (mTRPM3a2) and native TRPM3 channels [27,28].
Importantly, both mouse and human TRPM3 were effectively blocked
by diclophenac and primidone [59,66]. These close functional and
pharmacological similarities suggest that our findings on mouse TRPM3
can be generalized to native human channels.

While our results indicate that VAs inhibit homotetrameric TRPM3,

potential heteromerization between different TRP channel subunits can
influence the functional characteristic of the tetramer channels, as de-
scribed for example for the thermosensitive members of the TRPV fa-
mily [67,68]. However, available data do not suggest significant par-
ticipation of TRPM3 in forming heteromeric TRP channels. Although
the closest relative TRPM1 was shown to be able to form hetero-
multimeric channels with TRPM3, TRPM4 was found not to interact
with TRPM3 [69]. Considering that expression of TRPM1 is mainly
restricted to melanocytes and retinal bipolar cells [70,71], and it is not
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expressed in mouse DRGs [72], we do not assume significant hetero-
merization which would influence the responsiveness of TRPM3 to VAs.
However, PregS and VAs induced responses may be influenced by the
presence of alternative targets expressed by sensory neurons. Indeed,
although ca. half of the sensory neurons isolated from wild type DRG
are activated by PregS and considered as TRPM3 + neurons, about 10%
of the neurons obtained from TRPM3 —/— mice are also activated by
PregS [27,28] indicating the presence of TRPM3 independent me-
chanisms. This has to be considered when interpreting our experiments
carried out on sensory neurons: a low percentage of the PregS induced
responses is probably independent of TRPM3. However the exact nature
of additional target(s) is mainly elusive. Although sensory neurons of
the DRG express both NMDA and GABA, receptors, their role is ques-
tionable in PregS induced responses without their primary ligands.

Although an emerging body of evidence supports the direct action of
VAs on TRP channels, we have only a limited knowledge about the
underlying mechanisms and the potential binding sites. Studies on
TRPA1 and TRPV1 highlighted the role of the pore domain in forming
the binding pocket for VAs [43,73], although molecular dynamics si-
mulation suggested multiple binding sites on TRPV1 [74]. Our experi-
ments did not directly address the mechanism of action of VAs on
TRPM3, but we observed in our electrophysiological measurements that
VAs inhibited not only the canonical pore currents but also the alter-
native pore currents induced by CIM0216 at negative membrane po-
tential [30]. These currents are mediated by the opening of an alter-
native permeation pathway established by the voltage sensing domain
of the channel [29,31,75]. The finding that both the canonical and the
alternative pore mediated currents are blocked by VAs indicates that
VAs do not act as classical pore blockers, but rather inhibit channel
gating via a conformational change affecting activation by various
mechanisms.

Our results not only reveal an additional ion channel affected by
VAs, but also extend our knowledge about the pharmacological inter-
actions of TRPM3 that potentially modulate sensory functions mediated
by this channel. TRP channels are promising targets pursued by several
pharmaceutical companies for the development of novel drugs to
manage several, mostly pain related, clinical syndromes [22,76,77].
Despite significant efforts, several TRP-targeting drugs, in particular the
first generation of antagonists targeting TRPV1, failed in clinical trials
due to undesirable side effects such as hyperthermia and impaired
noxious heat sensation [22,78,79]. From this point of view, TRPM3
may be a safer target, since its activation by PregS, in contrast to cap-
saicin, a potent and selective activator of TRPV1 [80], did not affect
core body temperature [28]. To date, only a few blockers of TRPM3
have been characterised, and in animal models some of these were
indeed found to inhibit TRPM3-mediated pain, including the flavanone
derivative isosakuranetin [81] or the antiepileptic drug primidone [66].
Our results introduce VAs as a new class of TRPM3 inhibitors. A po-
tential advantage of VAs is that they are well established, approved
compounds and large amount of data available about their safety in
human applications. However, their slightly lower affinity to TRPM3
than to several other targets, e.g. to GABA, and K2P channels, can limit
their usage in clinical applications as TRPM3 targeting blockers. In spite
of concerns about specificity of VAs, our data provide important new
information contributing to the characterization of TRPM3 as potential
pharmacological target of novel analgesics. The knowledge about the
general mechanism of action of VAs may help identify targetable re-
gions and basic biophysical and molecular interactions which can be
utilized in future studies applying rational drug design approach. In the
other hand, characterizing VAs, as a new class of chemicals inhibiting
TRPM3 may also advance the field of pharmacochemistry of TRP
channels.

In conclusion, we characterised TRPM3 on sensory neurons as a
potential target of VAs. These findings may contribute to the better
understanding of the analgesic effect of VAs, and may aid in the further
development of TRPM3 modulators as novel analgesics.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: During the molecular transduction of itch, the stimulation of pruriceptors on sensory fibers leads to the activation
Nociception or sensitization of ion channels, which results in a consequent depolarization of the neurons. These ion channels
Itch mostly belong to the transient receptor potential (TRP) channels, which are involved in nociception and ther-
ii}}:h;};ame]s mosensation. In particular, TRPV1 and TRPA1 were described in the transduction of both thermal nociception as

well as histaminergic and non-histaminergic itch. The thermosensitive TRPM3 plays an indispensable role in heat
nociception together with TRPV1 and TRPA1. However, the role of TRPM3 in the development of pruritus has
not been studied yet. Therefore, in this study we aimed at investigating the potential role of TRPM3 in the
transduction of pruritus and pain by investigating itch- and nociception-related behavior of Trpm3"™/* and
Trpm3~/~ mice, and by studying the activation of somatosensory neurons isolated from trigeminal ganglia upon
application of algogenic and pruritogenic substances. Activators of TRPM3 evoked only nocifensive responses,
but not itch in Trpm3™/" animals, and these nocifensive responses were abolished in the Trpm3 ™~ strain. His-
tamine and endogenous non-histaminergic pruritogens induced itch in both Trpm3*/* and Trpm3~/~ mice to a
similar extent. Genetic deletion or pharmacological blockade diminished TRPM3 mediated Ca®" responses of
sensory neurons, but did not affect responses evoked by pruritogenic substances. Our results demonstrate that, in
contrast to other thermosensitive TRP channels, TRPM3 selectively mediates nociception, but not itch sensation,
and suggest that TRPM3 is a promising candidate to selectively target pain sensation.

Cheek model
Endogenous pruritogens

1. Introduction pruriception, as well as the molecular mechanisms underlying their
sensory transduction. Nowadays the “selectivity theory of itch” is
increasingly accepted, which states that a subpopulation of nociceptive

fibers innervating the skin can be activated by various pruritogenic

Although pain and itch are associated with clearly different subjec-
tive sensations, their general definitions emphasize common features:

both can be described as an unpleasant sensation associated with pro-
tective somatosensory responses [1]. Our knowledge about how the
somatosensory system manages pain and itch sensation have advanced a
lot in the last two decades, but there are still several controversies and
open questions regarding the relationship between nociception and

substances, and that the selective activation of these fibers results in itch
sensation, whereas the more general activation of nociceptors evokes
pain [2]. Although serious efforts were made to reveal molecular
markers of itch-specific neurons [3-7], the molecular mechanisms of the
sensory transduction of painful and pruritic stimuli seems to overlap
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[8-13].

The activation of nociceptors is initiated by the opening of noci-
ceptive ion channels, including thermosensitive transient receptor po-
tential (TRP) channels, acid sensing ion channels (ASICs) [14] or P2X
ionotropic purinoreceptors [15-17], which results in depolarization and
consequent discharge of the nociceptive neurons. These ion channels
can be directly activated by painful stimuli (extreme temperatures,
acidosis or pain-evoking chemical ligands) or indirectly, via intracellular
signaling pathways initiated by algogenic or inflammatory signals [18].
Thermosensitive TRP channels play an especially important role as
multimodal integrators of various painful stimuli [19]. For example,
TRP vanilloid 1 (TRPV1), probably the most studied thermo-TRP
channel, is directly activated by noxious heat, acidosis or its potent
chemical ligand capsaicin (each evoking pain) and can also be sensitized
by inflammatory mediators [20-25]. Beyond TRPV1, TRPA1, TRPM8
and the recently characterized TRPM3 also play important roles in the
transduction of thermal, chemical and inflammatory pain in somato-
sensory neurons [19,26-32]. Although the activation of pruriceptive
(itch sensitive) sensory neurons is also related to the activation of ion
channels partially overlapping with the nociceptor channels, they are
typically activated via an indirect way: pruritic ligands bind to their
metabotropic receptors thereby activating the pruritic channels via
downstream signaling pathways [8,9]. A particular role of the heat-pain
mediating TRPV1 and TRPA1 was also described in the transduction of
histaminergic and non-histaminergic itch [11,12,33-36].

TRPM3 was recently identified as a heat sensitive TRP channel
expressed by somatosensory neurons of the trigeminal and dorsal root
ganglia (TGs and DRGs). Its chemical activators evoke nocieption, and
the channel also plays a role in inflammatory thermal hyperalgesia
[30,32,37]. Together with the above mentioned TRPV1 and TRPAL, it
has an essential contribution to the heat-induced nociception [38].
However, in contrast to TRPV1 and TRPA1, the potential role of TRPM3
in itch was not investigated yet. Therefore, in this study we aimed at
describing its role in nociception and itch sensation by comparing itch-
related and nocifensive behavior in wild type (Trpm3*/*) and TRPM3
deficient (Trpm3~/~) mice in vivo, and by exploring the responses of
their sensory neurons to algogenic TRP ligands and well known
endogenous pruritogens in vitro.

2. Materials and methods
2.1. Animals

8-14 week-old wild-type (Trpm3*/*, from Janvier labs, Le Genest
Saint Isle, France) and TRPM3 deficient (Trpms”/ ~, established in our
laboratory at KU Leuven (Leuven, Belgium) as described in our previous
publication) [32] C57BL/6J mice weighted 20-30 g were used in all
experiments. Only male mice were used to study itch and nocifensive
behavior in the cheek assay to eliminate any potential influence of the
estrus cycle on the scratching behavior, and male and female mice were
used in other experiments. Mice were housed in a conventional animal
facility at constant 21 °C in a 12-h light-dark cycle with unrestricted
access to food and water. All animals were drug and test naive prior
being recruited to experiments. All experiments using animals were
carried out in accordance with the European Union Community Council
guidelines and approved by the KU Leuven Ethical Committee for Ani-
mal Experimentation under project number P021,/2018 or by the Insti-
tutional Animal Care and Use Committee at Rutgers New Jersey Medical
School.

2.2. Behavior assays

2.2.1. Cheek-assay

The itch-induced scratching and nociception-related behavior was
selectively assessed using the cheek model paradigm [39]. Mice were
habituated to a plexiglass recording chamber and the observation room
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for 30 min, once daily during the week before testing. The fur of the
affected cheek was shaved a day in advance of the experiment. The
mouse was held tightly by the experimenter and the fur was shaved with
a single movement using a small electric hair clipper (Aesculap Isis from
Aesculap Suhl GmbH, Shul, Germany), carefully avoiding the whiskers
and not hurting the skin. On the day of the experiment, mice were
randomly allocated into experimental groups by a person who was not
involved in the further investigation. Mice were placed into the plex-
iglass recording chamber and video recording was started. 10 min later,
investigated compounds were applied s.c. via microinjections into the
cheek using a 30G needle attached to a 1 ml insulin syringe. The applied
doses were selected based on previous literature data and tested in pilot
experiments. The following compounds were applied: 10 pug pregneno-
lone sulfate (PregS), 10 ug capsaicin (Caps), 5 ug CIM0216 (all from
Tocris, Bristol, UK), 50 pg histamine (Hist), 10 ug serotonin (5-HT) and
150 ng endothelin-1 (ET-1) (all pruritogens from Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, USA) each dissolved in 10 pl of Ca®*- and Mg?*-free phos-
phate buffered saline (PBS) with 7% of Tween-80 (Sigma-Aldrich) and
injected as a 10 pl volume [39]. Then, mice were placed back into the
recording chamber, the experimenter left the room and spontaneous
behavior was captured for an additional 30 min after the injection. The
amount of time each mouse spent scratching, the number of scratch
bouts and the number of wipes on the injected site were quantified over
the course of a 30-min period following the injection. One bout of
scratching was defined as an episode in which a mouse lifted its hind
paw and scratched continuously for any length of time, until the paw
was returned to the floor or to its mouth. During treatment and behav-
ioral scoring, investigators were blinded for genotype and treatment.

2.2.2. Calculation of scratch ratio (Rscratch)

Based on the results of the cheek assay, the pruritogenic and algo-
genic nature of the compounds applied was characterized by calculating
a novel parameter, the scratch ratio (Rscratch), defined as: Rgeratch =
Nicrateh/(Nscrateh + Nwipe), Where Ngcrateh and Nyipe are the number of
scratches and wipes, respectively, detected during the observation.
Value of Rgerateh can vary between 0 and 1 where O indicates pure
nociception related responses (wipes) without any scratching, and 1
represents exclusively itch-related behavioral responses. Values in the
middle range of the scale are characteristic for neutral compounds
inducing neither significant nociception nor itch or for compounds
inducing similarly frequent nocifensive and itch responses.

2.2.3. Nape-assay

In order to further assess the potential role of TRPM3 in mediating
itch in different regions of the skin, pruritogenic compounds were also
injected into the nape of Trpm3*/* and Trpm3~/~ mice. The animals
were acclimated to the test chamber the day before the experiment for 1
h, and the nape of the neck was shaved. The experimenter restrained the
mouse with one hand and carefully shaved the nape area behind the ears
using small electronic clippers (PepPet, Guangdong, China). Care was
taken to avoid skin and ear injury. Mice were allowed to acclimatize for
10 min before the injection took place on the day of the experiment.
Pruritogenic compounds were injected s.c. into the nape, and the mouse
was immediately placed back into the chamber, the experimenter left
the room, and scratching behavior was video recorded for 30 min. As
pruritogenic compounds, 200 pg Hist, 10 pg 5-HT, and 250 ng ET-1
dissolved in 50 ul PBS were injected. The applied doses and injection
volume were selected corresponding to previous literature data and
tested in pilot experiments. The records were analyzed by experimenters
blinded to genotype and compound injected.

2.3. Culturing and isolation of sensory neurons
Sensory neurons of trigeminal ganglia (TGs) were obtained from 8 to

12 week-old Trpm3*/* and Trpm3~/~ mice, as described before [32,37].
Briefly, mice were euthanized by CO2, TGs were isolated and digested
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with collagenase (2 mg/ml) and dispase (2,5 mg/ml) (both from Invi-
trogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). Suspension of
sensory neurons was seeded on laminin (100 pg/ml) and poly-L-
ornithine HBr (500 ug/ml) (both from Sigma Aldrich) coated glass
bottom culture dishes (MatTek, Ashland, MA, USA) and cultured in
Neurobasal medium supplemented with 2% B-27 supplement, 2 mM L-
glutamine, 100 pg/ml penicillin/streptomycin, 2 ng/ml glial cell line-
derived neurotrophic factor (GNDF) (all from Invitrogen/Thermo
Fisher Scientific) and 10 ng/ml NT-4 (PeproTech, London, UK) at 37 °C
in 5% CO; containing humidified atmosphere. Neurons were used for
experiments within 24 to 36 hrs following isolation.

2.4. Fluorescent measurements of intracellular Ca®* concentration

To measure the cytoplasmic Ca2t concentration in individual sen-
sory neurons, we used microscope-based calcium imaging systems. On
the day after the isolation, TG neurons were loaded with acetoxymethyl
ester-conjugated fluorescent Ca2* indicators dissolved in culturing me-
dium. 2 pM Fura-2-AM (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific) was used
in experiments comparing the responses of sensory neurons from
Trpm3™/" and Trpm3~/~ animals, and 2 pM Fluo-4-AM (Invitrogen/
Thermo Fisher Scientific) was applied when investigating the effect of
pharmacological inhibition of TRPM3. Both dyes possess a Kd value for
Ca?" in submicromolar range, and are therefore equally suitable to
detect relevant changes in cytoplasmic Ca?* concentration. Fura-2-
loaded cells were placed on the stage of a Nikon fluorescent micro-
scope and captured with constant setting every 1 s (A1gx:340 nm, A2gx:
380 nm and Agy: 505 nm) and data were obtained as the ratio of the
fluorescence measured at 340 and 380 nm excitation wavelengths (F340/
F3g0). Fluo-4 loaded cells were placed on the stage of a Zeiss LSM 5 Live
confocal microscope and captured at Algx:488 and Agy: 516 once every
second and data were presented as F;/Fy, where Fj is the average
fluorescence of the baseline (before the first compound application) and
F; is the actual fluorescence. During the measurements, cells were
continuously perfused with Ca-buffer (150 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM
MgClyx6H20, 2 mM CaClyx2H20, 10 mM glucose xH20, 10 mM HEPES,
pH 7.4 (all from Sigma-Aldrich)) and different compounds were applied
via the perfusion. All experiments were performed at room temperature
(21-22 °C).

2.5. Materials

The endogenous TRPM3 agonist PregS, the TRPA1 agonist cinna-
maldehyde (CA), the TRPV1 agonist Caps, and the exogenous TRPM3
agonist CIM0216 were obtained from Tocris Bioscience (Bristol, UK).
The TRPM3 antagonist Isosakuranetin (Isok) was obtained from Carl
Roth (Karlsruhe, Germany). The well-characterized pruritogen Hist was
obtained from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA); and
the non-histaminergic endogenous pruritic mediators 5-HT and ET-1
were purchased from Abcam (Abcam, Cambridge, MA, USA) or Sigma
Aldrich.

2.6. Data and statistical analysis

Origin 9.0 (OriginLab Corporation, Northampton, MA, USA) was
used for analysis and data display for both in vivo and in vitro data.
Statistical analysis was performed using IBM SPSS Statistics 22 software
(IBM, Armonk, NY, USA). Kruskal-Wallis test was used to compare
multiple groups. Whenever it reported significant differences, Mann-
Whitney tests with Bonferroni adjustment were used as post hoc anal-
ysis for pairwise comparison (e.g. comparing the effect of several
treatments within one genotype). The Mann-Whitney test was also
applied to compare only two groups (e.g. Trpm3*/* and Trpm3~/~
within a particular treatment). The distribution of various neurons be-
tween the different groups was compared using Chi-squared (X?) test. In
every case, P < 0.05 was regarded as showing significant differences
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between groups. If not mentioned otherwise, individual data were pre-
sented in scatterplots marking mean + SD.

3. Results

3.1. TRPMS3 agonists induced nociception but not itch in the mouse cheek
model

To assess the role of TRPM3 in itch sensation and nociception, we
investigated wild type (Trpm3™/") and TRPM3-deficient (Trpm3~/")
C57/Bl6 mice [32] in the “cheek model” paradigm, which allows dif-
ferentiation between behavioral responses related to nociception and
pruriception [39].

First, we injected the TRPM3 agonists PregS and CIM0216 to the
cheek of the animals as described in the Methods section. The injection
technique and behavioral analysis were optimized in preliminary ex-
periments. As a negative control, we injected the same volume of the
vehicle buffer and used the TRPV1 agonist Caps as a well-established
algogenic substance to assess TRPM3-independent nocifensive re-
sponses. We found that TRPM3 agonists induced marked nocifensive
responses in Trpm3*/* animals compared to the vehicle control quan-
tified by the number of wiping events on the injected cheek as described
in the Materials and methods (Fig. 1A, Suppl. video file 1). These
nocifensive responses were abolished in Trpm3~/~ animals, clearly
indicating that PregS- and CIM0216-induced nociception is mediated by
TRPM3 in the cheek. Caps also induced marked nocifensive behavior but
it was not influenced by the deletion of Trpm3, demonstrating, as found
earlier in other assays [32], that the effect of Caps is independent of
TRPM3 in the cheek model. Importantly, similar to Caps, none of the
TRPM3 agonists induced significant itch-related behavior in Trpm3*/*
and Trpm3~/~ animals, as assessed by the number of scratches and the
total time spent with scratching (Fig. 1B-C).

To better characterize the quality of the sensory phenomena evoked
by a particular compound, we introduced a new measure, “scratch ratio”
(Rscratch) as defined in the Methods. We found that TRPM3 agonists, as
well as the TRPV1 agonist Caps behaved as algogenic substances in
Trpm3*/* animals i.e. they induced mainly nociception and hardly any
itch. However, in Trpmb”/ ~ animals, PregS and CIM0216, but not Caps,
were found to behave as neutral compounds, as Rgcratch Was near to 0.5
(Fig. 1D). Interestingly, PregS induced slightly more intense wiping in
Trpm3*/" animals than Caps (Fig. 1A), however detailed analysis of the
observation suggested, that in the applied doses, Caps may induce more
intense pain than PregS or CIM0216. For each agonist, the peak response
was reached during the first 5 min, after which the responses decayed,
and this decay was more pronounced in the capsaicin- than in the PregS-
treated group (No. of wipesg.s min Caps vs. PregS: 52.38 + 22.70 vs.
53.38 + 36.24, U = 55.0, p = 0.860 and No. of wipesig.15 min Caps vs.
PregS: 6.00 £+ 5.58 vs. 18.13 £+ 10.52, U = 91.0, p = 0.003) (Fig. 1E).
However, in the Caps treated group we observed additional nociception-
related behavior including “tunneling” (where the animal digs a tunnel
in the bedding while pressing the injected cheek to the bottom of the
cage, Suppl. video file 2) and lethargy. Although, as previous studies
assessing nociception in the cheek model, we restricted the quantitative
analysis to the number of wipes (as a pre-defined measure), these earlier
unreported patterns of behavior in the cheek assay may also indicate
nociception as a form of counter irritation, analogue to pressing or
rubbing a painful area aiming at alleviating pain. These signs of noci-
ception were more typical in the Caps injected group in the later phase of
the observation, and were less characteristic for the PregS-injected
group.

3.2. TRPMS3 is not involved in the sensation of itch induced by Hist or
non-histaminergic pruritogens 5-HT and ET-1

Although direct activation of TRPM3, similar to TRPV1, resulted
exclusively in nociception and not itch, these results cannot exclude that
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Fig. 1. Pain and itch behavior induced
by TRPM3 agonist and capsaicin in the
mouse cheek model Trpm3™" and
Trpm3~/~ mice were injected in the
cheek with the agonists indicated in the
figure. (A) Number of wipes, (B) bouts
of scratches, and (C) total time of
scratching as determined within 30 min
following the injection. (D) Scratch ratio
(Rscraten) calculated as described in the
methods. (E) Mean time courses of the
number of wipes after injecting the ag-
onists in 5 min-long intervals within 35
min after injection. (F) Statistical com-
parison of the number of wipes in the
0-5 min interval, as indicated in in
panel (E). Dots mark data from indi-
vidual animals, boxes indicate 25-75
percentile, thick lines and thin lines in
the boxes point the mean and median,
respectively, whiskers show SD. n.s.: p
> 0.05 (non-significant), *p < 0.05, **p
< 0.01, ***p < 0.001 as compared
either to the vehicle treated group
within the same genotype using
Kruskal-Wallis test with Bonferroni
adjusted Mann-Whitney U test as post
hoc analysis (grey marking) or
compared between Trpm3™" and
Trpm3~/~ within the same treatment, as
indicated, using Mann-Whitney U test
(black marking).
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TRPM3 signaling can also contribute to the sensory transduction of
pruritus, as has been described for TRPV1. Indeed, direct, general acti-
vation of TRPV1 is known to induce nociception and not itch, but TRPV1
expressed locally in pruriceptive sensory neurons takes part in the
transduction of both histaminergic and some forms of non-histaminergic
pruritus [9,11,31,40-42]. To investigate the role of TRPM3 in the sen-
sory transduction of pruritus evoked by the endogenous mediators Hist,
5-HT and ET-1 (each known to evoke severe itch in both human and
rodent models [43,44]), we tested these compounds in the cheek model
paradigm in Trpm3™/" and Trpm3~/~ mice. We found that Hist, 5-HT
and ET-1 induced pronounced itch but hardly any nociception in
Trpm3*/* and Trpm3~/~ animals (Fig. 2A-C): the number of wipes
detected was comparable to vehicle whereas the number of scratches
and the time spent scratching were strongly elevated by each prurito-
genic compound, irrespective of genotype. Most importantly, the num-
ber of scratches induced by the pruritogens was not decreased in the
Trpm3’/ ~ strain compared to wild type animals. High Rycratch Values also
indicated that Hist, 5-HT, and ET-1 evoked a predominant pruritogenic
and not algogenic effect in both strains (Fig. 2D). Interestingly, ET-1
induced itch was found to be significantly more intense in the
Trpm3~/~ group than in the Trpm3*/* group.

Since high Rgcrateh Values indicated that Hist, 5-HT and ET-1 evoked
mainly itch and hardly nociception, we also tested their effect injected in
the nape of Trpm3™/* and Trpm3~/~ animals. Although behavioral re-
actions after nape injection cannot clearly discriminate between itch and
nociception (both induce similar scratching responses), known “pure”
pruritogen compound-induced responses can be interpreted as signs of
itch [39,44]. Studying the behavioral responses evoked by the afore-
mentioned pruritogens in the nape, we aimed at investigating the role of
TRPM3 in the innervation area of dorsal root ganglia (DRGs) to compare
to the results of the cheek injections which affected the innervation area
of the trigeminal ganglion (TG). We found that Hist and 5-HT evoked
similarly intense pruritus in Trpm3™/* and Trpm3~/~ mice, as we
observed in case of cheek injection, as well (Fig. 2E). The ET-1 induced
responses were also in line with the scratches evoked in the cheek
model: Trpm3~/~ animals showed significantly stronger ET-1-induced
itch responses than Trpm3™ " mice.

3.3. Pruritogens activated trigeminal sensory neurons independently of
TRPM3

Next, we tested whether cellular responses induced by pruritogens
are related to TRPM3. For this purpose, we isolated somatosensory
neurons from TGs of Trpm3*/* and Trpm3~/~ mice and investigated in
vitro cellular Ca®* responses evoked by Hist, 5-HT, ET-1 and PregS, CA
and Caps, agonists of TRPM3, TRPA1 and TRPV1, respectively. Different
pruritogens were tested in individual experiments to avoid potential
interactions. Only those cells were considered sensory neurons and
included in the subsequent analysis which responded to depolarizing
KCl solution or Caps applied at the end of the measurements, as shown in
Fig. 3A. As expected, the ratio of PregS responsive (PregS+) neurons was
strongly reduced in Trpm3~~ TG neurons, although, consistent with
previous results [32], some neurons still responded to PregS suggesting
other, as yet unidentified targets available in Trpm3~/~ animals. The
ratios of CA+ and Caps+ neurons were practically identical in the
presence and absence of TRPM3 (Fig. 3B). Pruritogens activated a sub-
population of both PregS+ and PregS- neurons in Trpm3*/" animals,
indicating that the pruritogen-induced responses do not correlate with
TRPM3 expression. Most importantly, the ratios of the neurons
responding to Hist (10.7 vs. 9.9%; X?=0.1 15,p=0.735), 5-HT (21.6 vs.
17.0%; X2 = 1.489, p = 0.222) and ET-1 (33.2 vs. 34.3%j; X2 = 0.006, P
= 0.939) were not different between the Trpm3*/* and Trpm3~/~ groups
(Fig. 3C).
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3.4. Pharmacological blockade of TRPM3 inhibited PregS evoked
activation of trigeminal sensory neurons but did not affect pruritogen
induced cellular responses

Finally, we investigated how the pharmacological blockade of
TRPM3 influences cellular activation of sensory neurons isolated from
TGs of Trpm3™/" animals. TRPM3 agonist PregS, as well as Hist, 5-HT,
and ET-1 were applied during intracellular Ca?>* measurements in the
presence and absence of the TRPM3 antagonist Isok (Fig. 4). As shown
earlier on DRG derived neurons [45], PregS-induced responses were
strongly inhibited by Isok in a reversible way (Fig. 4A-B). In contrast,
pharmacological inhibition of TRPM3 did not affect the neural activa-
tion induced by the endogenous pruritogens: neither the amplitude of
the pruritogen-induced Ca?* signals nor the ratio of the Hist+, 5-HT+
and ET-1+ neurons were significantly changed in the presence of 3 uM
Isok (Fig. 4C-E).

4. Discussion

Emerging evidence suggests that pruriceptive neurons form a sub-
population within nociceptive neurons, rather than forming a purely
pruritogen-specific peripheral sensory neuron population, [46-49] but
the organization of nociceptive and pruriceptive sensory system is still
unclear. Non-pruritogenic nociceptive neurons were identified to be
unresponsive to pruritic chemical signals [2], and there are numerous
attempts to identify itch-specific molecular markers. Such studies not
only aim at identifying itch-specific/selective neurons and pathways but
are also motivated by the medical need to identify molecular targets for
pharmacotherapies  selectively  alleviating itch or  pain
[2,6,41,48,50,51]. TRP channels are long-chased targets for analgesic
therapies but they seem to be promising targets in the management of
pruritus, as well [10,52-54]. Among TRP channels, the thermosensitive
TRPV1 and TRPAL1 are of special importance: they seem to be promis-
cuously expressed in nociceptive and pruriceptive neurons and were
shown to play role in the sensory transduction of both pain and itch.

Moreover, other thermosensitive TRP channels can be also involved
in the development of both itch and pain. TRPV4 and TRPV3 are
expressed in non-neuronal cells of the skin, and can play roles in the
release of endogenous pruritogens and algogens, especially related to
inflammation [55-59]. The role of TRPV4 was described in both allergic
and non-allergic pruritus by mediating 5-HT release from mast cells and
keratinocytes, respectively [60], and its activation in keratinocytes re-
sults in ET-1 release, as well, which is thought to play a role in sunburn-
associated pain [61]. Beyond 5-HT release, TRPV4 is also involved in the
sensory transduction of 5-HT-mediated itch in the pruriceptive fibers
[62], and as an osmo-mechanoreceptor it plays a role in the develop-
ment of mechanical hyperalgesia [63-66]. TRPV3 is also highly
expressed by keratinocytes and its activation can contribute to inflam-
mation and several forms of itch by inducing the release of inflammatory
and pruritic mediators [58,67-70], similar to non-neuronal TRPV4.

TRPM3 is also a thermosensitive nociceptor ion channel activated by
noxious heat and the endogenous neurosteroid PregS. Its selective
activation results in neuropeptide release from the sensory terminals
and evokes nociception in rodents [30,32]. Certain ligands and ligand
combinations open an extra permeability pathway in the channel, which
results in a strong depolarizing current at negative membrane potentials
and in the exacerbation of pain sensation, as well [30,37]. In the noci-
ceptive system, TRPM3 functions seem to partially overlap with other
thermosensitive TRP channels. Together with TRPV1 and TRPAI,
TRPMS3 plays a crucial role in the sensory transduction of noxious heat
sensation and it was also found to be involved in inflammatory heat
hyperalgesia. Moreover, beyond the functional similarities, its expres-
sion in the somatosensory neurons of DRGs largely overlaps with TRPA1
and TRPV1 [32,38]. The functional and anatomical overlap, and the
molecular relationship between these thermosensitive TRP channels led
to the plausible preposition that TRPM3 expressed by the somatosensory
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Fig. 2. Quantification of the itch and pain related behavior induced by Hist, 5-HT, and ET-1 in Trpm3*/* and Trpm3~/~ mice. Trpm3"/" and Trpm3~/~ mice were
injected in the cheek with the pruritogens indicated in the figure. (A) Number of wipes, (B) bouts of scratches, and (C) total time of scratching as determined within
30 min following the injection. (D) Scratch ratio (Rgcraten) calculated as described in the methods. (E) Bouts of scratches after injecting indicated compounds in the
nape of Trpm3™*/* and Trpm3~/~ mice. Vehicle treated control groups presented in panel (A)-(D) are identical with those presented in Fig. 1A-D. Dots mark data from
individual animals, boxes indicate 25-75 percentile, thick lines and thin lines in the boxes point the mean and median, respectively, whereas whiskers show SD. n.s.:

p > 0.05 (non-significant), *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001, between Trpm3*/* and Trpm3~/~

within the same treatment, as indicated, using Mann-Whitney U

test (black marking) or compared to the vehicle treated group within the same genotype using Kruskal-Wallis test with Bonferroni adjusted Mann-Whitney U test as
post hoc analysis (grey marking).
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Fig. 3. Effect of pruritogens in TG neurons isolated from Trpm3*/* and
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intracellular Ca®* concentration of TG neurons isolated from Trpm3*™/" and
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as indicated in the panel. 25 mM KCl was used as positive control to depolarize
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Trpm3’/ ~ mice responding to PregS (PregS+), CA (CA+) and Caps (Caps+).
The measurements were carried out as in panel (A). (C) Percentage of TG
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dent experiment.
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neurons could share even more functions with TRPV1 and TRPAI1, for
example in pruriception.

As mentioned above, beyond nociception and thermosensation,
TRPV1 and TRPAL are also important players in itch transduction at the
sensory terminals: they were shown to be involved in the detection of
various forms of itch (for a recent review see [9]). For example, TRPV1
was found to be involved in histamine receptor and protease activated
receptor 2 (PAR2) signaling [31] and TRPA1 was shown to transmit the
pruritic effect of 5-HT [71], bile acid [34], activators of Mas-Related G
Protein-Coupled Receptors (Mrgprs) [35], and thymic stromal lym-
phopoietin (TSLP) [72].

In our study, we challenged the pruriceptive role of TRPM3 for the
first time and we investigated its selective role in itch and nociception
using the generally accepted cheek model [44,49]. Our results clearly
indicate that TRPM3 is involved in nociception but not in pruriception.

The role of TRPM3 in thermal nociception and inflammatory heat
hyperalgesia is well established by previous results [32,37,38,73], and
TRPM3 antagonists evoked promising analgesic effects in animal studies
[45,74,75]. Our in vivo results obtained in the cheek model further
support the previous conclusion, and demonstrate that the selective
pharmacological activation of TRPM3 resulted in nociception even in
the cheek, i.e., in the innervation area of TGs, and this was abolished by
the genetic ablation of the channel. As opposed to nociception, TRPM3
agonists did not induce scratching behavior in the animals, suggesting
that TRPM3 activation did not evoke itch sensation on its own. Although
its general activation resulted exclusively in pain, these findings do not
exclude that expressed in certain subpopulation of the somatosensory
neurons, TRPM3 can contribute to pruritic signaling and take part in the
transduction of itch. For example, it is also known from TRPV1 that its
general activation by Caps evokes a burning pain but not itch sensation
[44]. However, as discussed above, TRPV1 is expressed in pruriceptive
nociceptors, and takes part in the transduction of histaminergic, and
non-histaminergic itch [31], as well. Furthermore, if TRPV1 is expressed
exclusively in pruriceptive, MrgprA3 expressing neurons, its activation
with Caps results in itch but not pain sensation [41]. Therefore, we
tested whether TRPM3 is necessary for the pruriceptive effect of highly
relevant endogenous pruritic mediators, Hist, 5-HT and ET-1. We found
that each mediator evoked similarly intense scratching in Trpm3*/* and
Trpm3~/~ mice injected to either the cheek or the nape, skin areas that
are innervated by neurons from the TG and the DRGs, respectively. In
good accordance with the in vivo findings, the ratio of the trigeminal
sensory neurons activated by Hist, 5-HT, and ET-1 was not affected by
the deletion of Trpm3, although the investigated pruritogens activated
both TRPM3 expressing (PregS+) and TRPM3 non-expressing (PregS-)
neurons of wild type (Trpm3*/*) animals. Moreover, the pharmacolog-
ical blockade of TRPM3 by Isok affected neither the number of pruri-
togen responsive neurons nor the amplitude of their Ca®" transients
evoked by the itch mediators. These results strongly argue for that
TRPM3 does not play any significant role in cellular signaling events
evoked by Hist, 5-HT or ET-1 that result in the pruritic effect of these
compounds.

Intriguingly, ET-1 induced more intense scratching in Trpm3~/~
animals. This finding may be explained by the common observation and
experimental findings that painful stimuli inhibit itch [76,77]. In the last
decade, the underlying spinal circuits were also revealed involving ve-
sicular glutamate transporter type 2 (Vglut2) expressing nociceptors
[4,5], Bhlhb5 transcription factor expressing inhibitory interneurons
and kappa opioid receptor signaling [78,79] (for a current review see
[80]). Regarding our results, it is possible that the lack of TRPM3 results
in decreased (basal) activity of the nociceptive neurons, which conse-
quently leads to enhanced itch signaling in certain cases. It cannot be
excluded that ET-1 itself causes a minor activation of the nociceptors
which partially inhibit itch responses, but this inhibition is diminished
in Trpm3~/~ animals. ET-1 was also reported to mediate nociception
[81,82], although in our experiments it initiated only moderate noci-
fensive behavior (wiping) and was characterized by high scratch ratio as
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Fig. 4. Effect of Isok on the Ca>* signals evoked by PregS and pruritogens in Trpm3™/* mice. (A) Averaged traces of several PregS+ TG neurons from Trpm3™/* mice
showing mean changes in intracellular Ca>* concentration in response to 20 uM PregS in the presence or absence of 3 uM IsoK. 25 mM KCl was used as positive
control to depolarize the neuronal cell membrane. (B) Statistical analysis of Isok effect on PregS induced Ca®" transients in PregS+ Trpm3*/* TG sensory neurons as
shown in panel (A). Values are given as percentage of the first PregS-induced Ca®* transient. Dots represent individual neurons, and horizontal lines indicate mean
values. Effect of Isok was compared to the vehicle treated control group by Mann-Whitney test, n.s: p > 0.05 (non-significant), ***p < 0.001. (C) Representative
traces showing typical changes of intracellular Ca®* concentration in TG neurons from Trpm3*/*mice in response to 100 uM serotonin and 20 uM PregS in the
presence and absence of 3 uM Isok. 25 mM KCl was used as positive control to depolarize the neuronal cell membrane. (D) Statistical analysis of Isok effect on the
pruritogens induced Ca®" transients in pruritogen responsive TG sensory neurons from Trpm3*/* animals. Values are given as A(F1/F0), dots represent individual
neurons, and horizontal lines indicate mean values. Effect of Isok was compared to the vehicle treated control group by Mann-Whitney test, n.s: p > 0.05 (non-
significant). (E) Percentage of TG neurons form WT mice responding to Hist, 5-HT and ET-1 in the presence and absence of 3 uM Isok. The measurements were carried
out as in panel (C). The distribution of the pruritogen responders among TG sensory neurons was compared using Chi squared test, n.s.: p > 0.05 (non-significant).
Responders are marked with the indicated colors and non-responders are marked with grey. In each group, neurons were isolated from >3 mice and measured in

independent experiments.

a mainly pruritogenic substance.

Our results led to the conclusion that TRPM3 is exclusively related to
nociception but not itch transmission, since it was not involved in the
transmission of the pruritic effect of key endogenous itch mediators (i.e.,
Hist, 5-HT, and ET-1). However, it cannot be excluded that TRPM3
might be necessary for itch evoked by some other mechanisms.

The effect of temperature changes on itch is controversial. Noxious
heat (as other noxious stimuli) are known to inhibit itch [80], but
moderate warming can amplify pruritus, as reported especially in atopic
dermatitis [83,84]. However, the role of TRPM3 is less likely in warm
induced atopic pruritus. Although chemical activation of TRPM3 is
already potentiated at 33 °C, its heat-induced activation is more prom-
inent at noxious temperatures [32]. Compared to TRPV1, the current-
temperature relationship curve of TRPM3 is shifted slightly towards
higher temperatures [85]. In line with this characteristic, behavioral
experiments indicated that TRPM3 plays an essential role in noxious
heat sensation, but also that its genetic ablation had only a moderate
effect on warm sensation in neutral temperature zone [32,38,86]. A
recent study described that warm induced pruritus and pruritogen
release from atopic keratinocytes is mediated by TRPV3 [68].

Our results further support the idea that TRPM3 represents a
promising candidate target to specifically treat pain. Earlier results
already showed that its genetic ablation or pharmacological inhibition
alleviates chemical and thermal nociception, as well as inflammatory

pain in the innervation area of DRGs [32,45,73,87]. Our results also
demonstrated that PregS- or CIM0216- induced nociception is dimin-
ished in Trpm3~/~ animals in the cheek model, in the trigeminal
innervation area, as well. Moreover, we also demonstrated that it does
not take part in itch sensation and its inhibition or deletion hardly in-
fluence pruritic responses. With the previous results, our findings sug-
gest that TRPM3 may be a superior target in pain therapies than other
TRP channels, including the long pursued TRPV1. Indeed, activation or
inhibition of TRPV1 can drastically influence core body temperature,
which was not found in case of TRPM3 [32,88-90], and our results
suggest that the role of TRPM3 is more selective for nociception over
pruriception than TRPV1 or TRPA1. Moreover, this latest result can have
an impact on the better understanding of the molecular organization of
nociceptive and pruriceptive systems.

As for most animal studies, it is important to consider to what extent
we can translate these results to humans. In general, the cheek model
can similarly discriminate between itch and nociception as subjective
reporting of human subjects [44] and the applied Hist, 5-HT, and ET-1
are known to induce itch both in mice and humans [9,43,91,92].
Although, based on our best knowledge, effects of TRPM3 ligands were
not published in human in vivo studies yet, the available pharmacolog-
ical and cellular data suggest that the mouse and human wild type
TRPM3 are functionally identical: they share agonists, antagonists, and
regulation by phospholipids, as well as by fy subunits of G proteins
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[87,93-96]. These data suggest that selective targeting of nociception
via TRPM3 may be a promising approach even in human analgesia.

CRediT authorship contribution statement

Balazs Kelemen: Conceptualization, Investigation, Formal analysis,
Writing - original draft, Writing - review & editing. Silvia Pinto:
Conceptualization, Investigation, Formal analysis. Nawoo Kim: Inves-
tigation, Formal analysis, Writing - original draft. Erika Lisztes: Inves-
tigation, Writing - original draft. Martin Hanyicska: . Anita Vladar:
Investigation, Writing - original draft. Attila Olah: Investigation,
Formal analysis, Writing - original draft. Zsofia Pénzes: Investigation,
Writing - original draft. Brian Shu: Investigation, Formal analysis. Joris
Vriens: Formal analysis, Writing - original draft, Writing - review &
editing. Tamas Biro: Funding acquisition, Formal analysis, Writing -
original draft, Writing - review & editing. Tibor Rohdcs: Formal anal-
ysis, Writing - original draft, Writing - review & editing. Thomas Voets:
Funding acquisition, Conceptualization, Formal analysis, Writing -
original draft, Writing - review & editing. Balazs Istvan Toth:
Conceptualization, Funding acquisition, Supervision, Project adminis-
tration, Writing - original draft, Writing - review & editing.

Declaration of Competing Interest

TB and AO provide consultancy services to Phytecs Inc. (TB) and
Botanix Pharmaceuticals Ltd. (AO). TV is co-inventor on patents entitled
“Treatment of pain” derived from W02012149614, and his lab has
received research funding for pain-related research from industrial
parties. Botanix Pharmaceuticals Ltd, Phytecs Inc., and the founding
sponsors had no role in conceiving the study, designing the experiments,
writing of the manuscript, or in the decision to publish it. Other authors
declare no conflict of interest.

Acknowledgements

The presented work was supported by research grants of the National
Research, Development and Innovation Office (K_120187, PD_121360,
PD-134791, FK 125055, GINOP-2.3.2-15-2016-00015, EFOP-3.6.3-
VEKOP-16-2017-00009, EFOP-3.6.1-16-2016-00022). The work of AO,
and BIT was supported by the Janos Bolyai Research Scholarship of the
Hungarian Academy of Sciences. B. I. T. was also supported by the New
National Excellence Program of the Ministry for Innovation and Tech-
nology (UNKP-20-5-DE-422). The work of NK and TR was supported by
NIH grants NS055159, GM093290 and GM131048 to T.R. Research in
the lab of T.V. is supported by grants from the VIB, the KU Leuven
Research Council, the Research Foundation-Flanders (FWO GOB7620N
to T.V. and G084515N and GOB1819N to J.V.), the Belgian Foundation
Against Cancer and the Queen Elisabeth Medical Foundation for
Neurosciences.

Appendix A. Supplementary data

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.
0rg/10.1016/j.bcp.2020.114310.

References

[1] A. Ikoma, M. Steinhoff, S. Stander, G. Yosipovitch, M. Schmelz, The neurobiology
of itch, Nat. Rev. Neurosci. 7 (7) (2006) 535-547.

[2] R.H. LaMotte, X. Dong, M. Ringkamp, Sensory neurons and circuits mediating itch,
Nat. Rev. Neurosci. 15 (1) (2014) 19-31.

[3] D.M. Barry, X.-T. Liu, B. Liu, X.-Y. Liu, F. Gao, X. Zeng, J. Liu, Q. Yang, S. Wilhelm,
J. Yin, A. Tao, Z.-F. Chen, Exploration of sensory and spinal neurons expressing
gastrin-releasing peptide in itch and pain related behaviors, Nat. Commun. 11 (1)
(2020).

[4] M.C. Lagerstrom, K. Rogoz, B. Abrahamsen, E. Persson, B. Reinius, K. Nordenankar,
C. Olund, C. Smith, J.A. Mendez, Z.-F. Chen, J.N. Wood, A. Wallén-Mackenzie,

[5]

(6]
[71

(8]
[91
[10]

[11]

[12]

[13]

[14]
[15]
[16]

[17]

[18]
[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

Biochemical Pharmacology 183 (2021) 114310

K. Kullander, VGLUT2-dependent sensory neurons in the TRPV1 population
regulate pain and itch, Neuron 68 (3) (2010) 529-542.

Y. Liu, O. Abdel Samad, L. Zhang, B.o. Duan, Q. Tong, C. Lopes, R.-R. Ji, B.

B. Lowell, Q. Ma, VGLUT2-dependent glutamate release from nociceptors is
required to sense pain and suppress itch, Neuron 68 (3) (2010) 543-556.

S.K. Mishra, M.A. Hoon, The cells and circuitry for itch responses in mice, Science
340 (6135) (2013) 968-971.

M. Pagani, G.W. Albisetti, N. Sivakumar, H. Wildner, M. Santello, H.C. Johannssen,
H.U. Zeilhofer, How Gastrin-Releasing peptide opens the spinal gate for itch,
Neuron 103 (1) (2019) 102-117.e5.

T. Akiyama, E. Carstens, Neural processing of itch, Neuroscience 250 (2013)
697-714.

X. Dong, X. Dong, Peripheral and central mechanisms of itch, Neuron 98 (3) (2018)
482-494.

C. Moore, R. Gupta, S.-E. Jordt, Y. Chen, W.B. Liedtke, Regulation of pain and itch
by TRP channels, Neurosci. Bull. 34 (1) (2018) 120-142.

W.-S. Shim, M.-H. Tak, M.-H. Lee, M. Kim, M. Kim, J.-Y. Koo, C.-H. Lee, M. Kim,
U. Oh, TRPV1 mediates histamine-induced itching via the activation of
phospholipase A2 and 12-lipoxygenase, J. Neurosci. 27 (9) (2007) 2331-2337.
S.R. Wilson, D.M. Bautista, Role of transient receptor potential channels in acute
and chronic itch, in: E. Carstens, T. Akiyama (Eds.), Itch: Mechanisms and
Treatment, CRC Press/Taylor & Francis, Boca Raton (FL), 2014 http://www.ncbi.
nlm.nih.gov/books/NBK200927/ (accessed February 12, 2020).

B.L. T6th, A.G. Szoll6si, T. Bird, TRP Channels in Itch and Pain, in: Itch and Pain.
Similarities, Interactions, and Differences, IASP - Wolters Kluwer, 2020. https://
shop.lww.com/Itch-and-Pain/p/9781975153038.

C.-H. Lee, C.-C. Chen, Roles of ASICs in nociception and proprioception, Adv. Exp.
Med. Biol. 1099 (2018) 37-47, https://doi.org/10.1007/978-981-13-1756-9 4.

T. Bele, E. Fabbretti, P2X receptors, sensory neurons and pain, Curr. Med. Chem.
22 (2015) 845-850, https://doi.org/10.2174/0929867321666141011195351.

F. De Logu, P. Geppetti, Ion channel pharmacology for pain modulation, Handb.
Exp. Pharmacol. 260 (2019) 161-186, https://doi.org/10.1007/164 2019 336.
G. Stephan, L. Huang, Y. Tang, S. Vilotti, E. Fabbretti, Y.e. Yu, W. Norenberg,

H. Franke, F. Goloncsér, B. Sperlagh, A. Dopychai, R. Hausmann, G. Schmalzing,
P. Rubini, P. Illes, The ASIC3/P2X3 cognate receptor is a pain-relevant and ligand-
gated cationic channel, Nat. Commun. 9 (1) (2018), https://doi.org/10.1038/
s41467-018-03728-5.

A.L. Basbaum, D.M. Bautista, G. Scherrer, D. Julius, Cellular and Molecular
Mechanisms of Pain, Cell 139 (2) (2009) 267-284.

D. Julius, TRP channels and pain, Annu. Rev. Cell Dev. Biol. 29 (1) (2013)
355-384.

M.J. Caterina, A. Leffler, A.B. Malmberg, W.J. Martin, J. Trafton, K.R. Petersen-
Zeitz, M. Koltzenburg, A.I. Basbaum, D. Julius, Impaired nociception and pain
sensation in mice lacking the capsaicin receptor, Science 288 (2000) 306-313.
M.J. Caterina, M.A. Schumacher, M. Tominaga, T.A. Rosen, J.D. Levine, D. Julius,
The capsaicin receptor: a heat-activated ion channel in the pain pathway, Nature
389 (6653) (1997) 816-824.

J.B. Davis, J. Gray, M.J. Gunthorpe, J.P. Hatcher, P.T. Davey, P. Overend, M.

H. Harries, J. Latcham, C. Clapham, K. Atkinson, S.A. Hughes, K. Rance, E. Grau, A.
J. Harper, P.L. Pugh, D.C. Rogers, S. Bingham, A. Randall, S.A. Sheardown,
Vanilloid receptor-1 is essential for inflammatory thermal hyperalgesia, Nature
405 (6783) (2000) 183-187.

M.J.M. Fischer, P.W. Reeh, Sensitization to heat through G-protein-coupled
receptor pathways in the isolated sciatic mouse nerve, Eur. J. Neurosci. 25 (12)
(2007) 3570-3575.

R. Rukwied, B.A. Chizh, U. Lorenz, O. Obreja, S. Margarit, M. Schley, M. Schmelz,
Potentiation of nociceptive responses to low pH injections in humans by
prostaglandin E2, J. Pain 8 (5) (2007) 443-451.

M. Tominaga, M.J. Caterina, A.B. Malmberg, T.A. Rosen, H. Gilbert, K. Skinner, B.
E. Raumann, A.I. Basbaum, D. Julius, The cloned capsaicin receptor integrates
multiple pain-producing stimuli, Neuron 21 (3) (1998) 531-543.

M. Bandell, G.M. Story, S.W. Hwang, V. Viswanath, S.R. Eid, M.J. Petrus, T.

J. Earley, A. Patapoutian, Noxious cold ion channel TRPA1 is activated by pungent
compounds and bradykinin, Neuron 41 (6) (2004) 849-857.

D.M. Bautista, S.-E. Jordt, T. Nikai, P.R. Tsuruda, A.J. Read, J. Poblete, E.

N. Yamoah, A.I. Basbaum, D. Julius, TRPA1 mediates the inflammatory actions of
environmental irritants and proalgesic agents, Cell 124 (6) (2006) 1269-1282.
R.W. Colburn, M.L. Lubin, D.J. Stone Jr., Y. Wang, D. Lawrence, M. D’Andrea, M.
R. Brandt, Y.i. Liu, C.M. Flores, N. Qin, Attenuated cold sensitivity in TRPM8 null
mice, Neuron 54 (3) (2007) 379-386.

A. Dhaka, A.N. Murray, J. Mathur, T.J. Earley, M.J. Petrus, A. Patapoutian, TRPM8
is required for cold sensation in mice, Neuron 54 (3) (2007) 371-378.

K. Held, T. Kichko, K. De Clercq, H. Klaassen, R. Van Bree, J.-C. Vanherck,

A. Marchand, P.W. Reeh, P. Chaltin, T. Voets, J. Vriens, Activation of TRPM3 by a
potent synthetic ligand reveals a role in peptide release, PNAS 112 (11) (2015)
E1363-E1372.

N. Imamachi, G.H. Park, H. Lee, D.J. Anderson, M.I. Simon, A.l. Basbaum, S.-

K. Han, TRPV1-expressing primary afferents generate behavioral responses to
pruritogens via multiple mechanisms, Proc. Natl. Acad. Sci. 106 (27) (2009)
11330-11335.

J. Vriens, G. Owsianik, T. Hofmann, S. Philipp, J. Stab, X. Chen, M. Benoit, F. Xue,
A. Janssens, S. Kerselaers, J. Oberwinkler, R. Vennekens, T. Gudermann, B. Nilius,
T. Voets, TRPM3 Is a nociceptor channel involved in the detection of noxious heat,
Neuron 70 (3) (2011) 482-494.


https://doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114310
https://doi.org/10.1016/j.bcp.2020.114310
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0005
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0010
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0015
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0020
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0025
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0030
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0035
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0040
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0045
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0050
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0055
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0060
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0060
https://doi.org/10.1007/978-981-13-1756-9_4
https://doi.org/10.2174/0929867321666141011195351
https://doi.org/10.1007/164_2019_336
https://doi.org/10.1038/s41467-018-03728-5
https://doi.org/10.1038/s41467-018-03728-5
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0090
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0095
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0100
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0105
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0115
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0120
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0125
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0130
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0135
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0140
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0145
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0150
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0155
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0160
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0160

B. Kelemen et al.

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]
[51]

[52]

[53]
[54]
[55]
[56]

[571

[58]

[59]

[60]

B.M. Kim, S.H. Lee, W.S. Shim, U. Oh, Histamine-induced Ca2+ influx via the
PLA2/lipoxygenase/TRPV1 pathway in rat sensory neurons, Neurosci. Lett. 361 (1-
3) (2004) 159-162.

T. Lieu, G. Jayaweera, P. Zhao, D.P. Poole, D. Jensen, M. Grace, P. McIntyre,

R. Bron, Y.M. Wilson, M. Krappitz, S. Haerteis, C. Korbmacher, M.S. Steinhoff,

R. Nassini, S. Materazzi, P. Geppetti, C.U. Corvera, N.W. Bunnett, The bile acid
receptor TGR5 activates the TRPA1 channel to induce itch in mice,
Gastroenterology 147 (6) (2014) 1417-1428.

S.R. Wilson, K.A. Gerhold, A. Bifolck-Fisher, Q. Liu, K.N. Patel, X. Dong, D.

M. Bautista, TRPA1 is required for histamine-independent, Mas-related G
protein—coupled receptor-mediated itch, Nat. Neurosci. 14 (5) (2011) 595-602.
S.R. Wilson, A.M. Nelson, L. Batia, T. Morita, D. Estandian, D.M. Owens, E.

A. Lumpkin, D.M. Bautista, The ion channel TRPAL1 is required for chronic itch,
J. Neurosci. 33 (22) (2013) 9283-9294.

J. Vriens, K. Held, A. Janssens, B.I. Toth, S. Kerselaers, B. Nilius, R. Vennekens,
T. Voets, Opening of an alternative ion permeation pathway in a nociceptor TRP
channel, Nat. Chem. Biol. 10 (3) (2014) 188-195.

I. Vandewauw, K. De Clercq, M. Mulier, K. Held, S. Pinto, N. Van Ranst, A. Segal,
T. Voet, R. Vennekens, K. Zimmermann, J. Vriens, T. Voets, A TRP channel trio
mediates acute noxious heat sensing, Nature 555 (7698) (2018) 662-666.

S.G. Shimada, R.H. LaMotte, Behavioral differentiation between itch and pain in
mouse: Pain 139 (3) (2008) 681-687.

R. Costa, D.M. Marotta, M.N. Manjavachi, E.S. Fernandes, J.F. Lima-Garcia, A.F.
Paszcuk, N.L.M. Quintao, L. Juliano, S.D. Brain, J.B. Calixto, Evidence for the role
of neurogenic inflammation components in trypsin-elicited scratching behaviour in
mice, Br. J. Pharmacol. 154 (2008) 1094-1103. https://doi.org/10.1038/
bjp.2008.172.

L. Han, C. Ma, Q. Liu, H.-J. Weng, Y. Cui, Z. Tang, Y. Kim, H. Nie, L. Qu, K.N. Patel,
Z.1i, B. McNeil, S. He, Y. Guan, B. Xiao, R.H. LaMotte, X. Dong, A subpopulation of
nociceptors specifically linked to itch, Nat. Neurosci. 16 (2) (2013) 174-182.

B.L T6th, A. Szallasi, T. Bird, Transient receptor potential channels and itch: how
deep should we scratch? Handb. Exp. Pharmacol. 226 (2015) 89-133, https://doi.
org/10.1007/978-3-662-44605-8_6.

M. Kido-Nakahara, J. Buddenkotte, C. Kempkes, A. Ikoma, F. Cevikbas,

T. Akiyama, F. Nunes, S. Seeliger, B. Hasdemir, C. Mess, T. Buhl, M. Sulk, F.-

U. Miiller, D. Metze, N.W. Bunnett, A. Bhargava, E. Carstens, M. Furue,

M. Steinhoff, Neural peptidase endothelin-converting enzyme 1 regulates
endothelin 1-induced pruritus, J. Clin. Invest. 124 (6) (2014) 2683-2695.

R.H. LaMotte, S.G. Shimada, P. Sikand, Mouse models of acute, chemical itch and
pain in humans, Exp. Dermatol. 20 (2011) 778-782. https://doi.org/10.1111/
j.1600-0625.2011.01367.x.

I. Straub, U. Kriigel, F. Mohr, J. Teichert, O. Rizun, M. Konrad, J. Oberwinkler,
M. Schaefer, Flavanones that selectively inhibit TRPM3 attenuate thermal
nociception in vivo, Mol. Pharmacol. 84 (5) (2013) 736-750.

H.O. Handwerker, C. Forster, C. Kirchhoff, Discharge patterns of human C-fibers
induced by itching and burning stimuli, J. Neurophysiol. 66 (1) (1991) 307-315.
M. Schmelz, R. Schmidt, C. Weidner, M. Hilliges, H.E. Torebjork, H.

0. Handwerker, Chemical response pattern of different classes of C-nociceptors to
pruritogens and algogens, J. Neurophysiol. 89 (5) (2003) 2441-2448.

B. Namer, R. Carr, L.M. Johanek, M. Schmelz, H.O. Handwerker, M. Ringkamp,
Separate peripheral pathways for pruritus in man, J. Neurophysiol. 100 (4) (2008)
2062-2069.

C. Ma, H. Nie, Q. Gu, P. Sikand, R.H. LaMotte, In vivo responses of cutaneous C-
mechanosensitive neurons in mouse to punctate chemical stimuli that elicit itch
and nociceptive sensations in humans, J. Neurophysiol. 107 (1) (2012) 357-363.
P. Geppetti, N. Veldhuis, T. Lieu, N. Bunnett, G protein-coupled receptors: dynamic
machines for signaling pain and itch, Neuron 88 (4) (2015) 635-649.

S.-K. Han, M.I. Simon, Intracellular signaling and the origins of the sensations of
itch and pain, Sci. Signal. 4 (185) (2011) pe38 pe38.

T. Bir6, B.I. Téth, R. Marincsak, N. Dobrosi, T. Géczy, R. Paus, TRP channels as
novel players in the pathogenesis and therapy of itch, Biochim. Biophys. Acta
(BBA) — Mol. Basis Dis. 1772 (8) (2007) 1004-1021.

M.M. Moran, M.A. McAlexander, T. Bir6, A. Szallasi, Transient receptor potential
channels as therapeutic targets, Nat. Rev. Drug Discov. 10 (8) (2011) 601-620.
Z.Xie, H. Hu, TRP Channels as drug targets to relieve itch, Pharmaceuticals (Basel).
11 (2018). https://doi.org/10.3390/ph11040100.

B. Nilius, T. Bird, TRPV3: a ‘more than skinny’ channel, Exp. Dermatol. 22 (7)
(2013) 447-452.

B. Nilius, T. Bir6, G. Owsianik, TRPV3: time to decipher a poorly understood family
member!: TRPV3, J. Physiol. 592 (2) (2014) 295-304.

M. Szénto, A. Olah, A.G. Szol16si, K.F. Téth, E. Payer, N. Czakd, A. Pér, 1. Kovacs, C.
C. Zouboulis, L. Kemény, T. Biro, B.I. T6th, Activation of TRPV3 inhibits
lipogenesis and stimulates production of inflammatory mediators in human
sebocytes—a putative contributor to dry skin dermatoses, J, Invest. Dermatol. 139
(1) (2019) 250-253.

A.G. Szollési, N. Vasas, A. Angyal, K. Kistamds, P.P. Nanasi, J. Mihdly, G. Béke,
E. Herczeg-Lisztes, A. Szegedi, N. Kawada, T. Yanagida, T. Mori, L. Kemény,

T. Bir6, Activation of TRPV3 regulates inflammatory actions of human epidermal
keratinocytes, J. Invest. Dermatol. 138 (2) (2018) 365-374.

B.I. T6th, A. Oldh, A.G. Szoll6si, T. Bir, TRP channels in the skin: TRP channels in
the skin, Br. J. Pharmacol. 171 (10) (2014) 2568-2581.

J. Luo, J. Feng, G. Yu, P.u. Yang, M.R. Mack, J. Du, W. Yu, A. Qian, Y. Zhang, S. Liu,
S. Yin, A. Xu, J. Cheng, Q. Liu, R.G. O’Neil, Y. Xia, L. Ma, S.M. Carlton, B.S. Kim,
K. Renner, Q. Liu, H. Hu, Transient receptor potential vanilloid 4—-expressing
macrophages and keratinocytes contribute differentially to allergic and nonallergic
chronic itch, J. Allergy Clin. Immunol. 141 (2) (2018) 608-619.e7.

10

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]
[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

Biochemical Pharmacology 183 (2021) 114310

C. Moore, F. Cevikbas, H.A. Pasolli, Y. Chen, W. Kong, C. Kempkes, P. Parekh, S.
H. Lee, N.-A. Kontchou, I. Yeh, I. Ye, N.M. Jokerst, E. Fuchs, M. Steinhoff, W.

B. Liedtke, UVB radiation generates sunburn pain and affects skin by activating
epidermal TRPV4 ion channels and triggering endothelin-1 signaling, PNAS 110
(2013) E3225-3234, https://doi.org/10.1073/pnas.1312933110.

T. Akiyama, M. Ivanov, M. Nagamine, A. Davoodi, M.I. Carstens, A. Ikoma,

F. Cevikbas, C. Kempkes, J. Buddenkotte, M. Steinhoff, E. Carstens, Involvement of
TRPV4 in serotonin-evoked scratching, J. Invest. Dermatol. 136 (1) (2016)
154-160.

N. Alessandri-Haber, O.A. Dina, J.J. Yeh, C.A. Parada, D.B. Reichling, J.D. Levine,
Transient receptor potential vanilloid 4 is essential in chemotherapy-induced
neuropathic pain in the rat, J. Neurosci. 24 (2004) 4444-4452, https://doi.org/
10.1523/JNEUROSCI.0242-04.2004.

N. Alessandri-Haber, E. Joseph, O.A. Dina, W. Liedtke, J.D. Levine, TRPV4
mediates pain-related behavior induced by mild hypertonic stimuli in the presence
of inflammatory mediator: Pain 118 (1) (2005) 70-79.

N. Alessandri-Haber, J.J. Yeh, A.E. Boyd, C.A. Parada, X. Chen, D.B. Reichling, J.
D. Levine, Hypotonicity induces TRPV4-mediated nociception in rat, Neuron 39 (3)
(2003) 497-511.

P. Zhao, T. Lieu, N. Barlow, M. Metcalf, N.A. Veldhuis, D.D. Jensen, M. Kocan,

S. Sostegni, S. Haerteis, V. Baraznenok, I. Henderson, E. Lindstrom, R. Guerrero-
Alba, E.E. Valdez-Morales, W. Liedtke, P. McIntyre, S.J. Vanner, C. Korbmacher, N.
W. Bunnett, Cathepsin S causes inflammatory pain via biased agonism of PAR 2
and TRPV4, J. Biol. Chem. 289 (39) (2014) 27215-27234.

C.W. Park, H.J. Kim, Y.W. Choi, B.Y. Chung, S.-Y. Woo, D.-K. Song, H.O. Kim,
TRPV3 channel in keratinocytes in scars with post-burn pruritus, Int. J. Mol. Sci. 18
(2017). https://doi.org/10.3390/ijms18112425.

S.H. Seo, S. Kim, S.-E. Kim, S. Chung, S.E. Lee, Enhanced thermal sensitivity of
TRPV3 in keratinocytes underlies heat-induced pruritogen release and pruritus in
atopic dermatitis, J. Invest. Dermatol. 140 (11) (2020) 2199-2209.e6.

H. Zhang, X. Sun, H. Qi, Q. Ma, Q. Zhou, W. Wang, K. Wang, Pharmacological
inhibition of the temperature-sensitive and Ca 2+ -Permeable Transient Receptor
Potential Vanilloid TRPV3 channel by natural forsythoside b attenuates pruritus
and cytotoxicity of keratinocytes, J. Pharmacol. Exp. Ther. 368 (1) (2019) 21-31.
J. Zhao, A. Munanairi, X.-Y. Liu, J. Zhang, L. Hu, M. Hu, D. Bu, L. Liu, Z. Xie, B.
S. Kim, Y. Yang, Z.-F. Chen, PAR2 mediates itch via TRPV3 signaling in
keratinocytes, J. Invest. Dermatol. 140 (8) (2020) 1524-1532.

T. Morita, S. McClain, L. Batia, M. Pellegrino, S. Wilson, M. Kienzler, K. Lyman,
A. Olsen, J. Wong, C. Stucky, R. Brem, D. Bautista, HTR7 Mediates serotonergic
acute and chronic itch, Neuron 87 (1) (2015) 124-138.

S. Wilson, L. Thé, L. Batia, K. Beattie, G. Katibah, S. McClain, M. Pellegrino,

D. Estandian, D. Bautista, The Epithelial cell-derived atopic dermatitis cytokine
TSLP activates neurons to induce itch, Cell 155 (2) (2013) 285-295.

0. Alkhatib, R. da Costa, C. Gentry, T. Quallo, S. Mannebach, P. Weissgerber,

M. Freichel, S.E. Philipp, S. Bevan, D.A. Andersson, Promiscuous G-protein-coupled
receptor inhibition of transient receptor potential melastatin 3 ion channels by Gy
subunits, J. Neurosci. 39 (40) (2019) 7840-7852.

S. Jia, Y. Zhang, J. Yu, Antinociceptive Effects of Isosakuranetin in a Rat Model of
Peripheral Neuropathy, Pharmacology. 100 (2017) 201-207. https://doi.org/
10.1159/000478986.

U. Kriigel, I. Straub, H. Beckmann, M. Schaefer, Primidone inhibits TRPM3 and
attenuates thermal nociception in vivo: Pain 158 (5) (2017) 856-867.

H.H. Andersen, J. Elberling, N. Sharma, L.E. Hauberg, P. Gazerani, L. Arendt-
Nielsen, Histaminergic and non-histaminergic elicited itch is attenuated in
capsaicin-evoked areas of allodynia and hyperalgesia: A healthy volunteer study,
Eur. J. Pain 21 (6) (2017) 1098-1109.

G. Yosipovitch, K. Fast, J.D. Bernhard, Noxious heat and scratching decrease
histamine-induced itch and skin blood flow, J. Investigative Dermatol. 125 (6)
(2005) 1268-1272.

A. Kardon, E. Polgar, J. Hachisuka, L. Snyder, D. Cameron, S. Savage, X. Cai,

S. Karnup, C. Fan, G. Hemenway, C. Bernard, E. Schwartz, H. Nagase,

C. Schwarzer, M. Watanabe, T. Furuta, T. Kaneko, H.R. Koerber, A. Todd, S. Ross,
Dynorphin acts as a neuromodulator to inhibit itch in the dorsal horn of the spinal
cord, Neuron 82 (3) (2014) 573-586.

S.E. Ross, A.R. Mardinly, A.E. McCord, J. Zurawski, S. Cohen, C. Jung, L. Hu, S.
1. Mok, A. Shah, E.M. Savner, C. Tolias, R. Corfas, S. Chen, P. Inquimbert, Y.i. Xu, R.
R. McInnes, F.L. Rice, G. Corfas, Q. Ma, C.J. Woolf, M.E. Greenberg, Loss of
inhibitory interneurons in the dorsal spinal cord and elevated itch in bhlhb5
mutant mice, Neuron 65 (6) (2010) 886-898.

X.-J. Chen, Y.-G. Sun, Central circuit mechanisms of itch, Nat. Commun. 11 (1)
(2020), https://doi.org/10.1038/541467-020-16859-5.

G. Hans, B.L. Schmidt, G. Strichartz, Nociceptive sensitization by endothelin-1,
Brain Res. Rev. 60 (1) (2009) 36-42.

T.P. Smith, T. Haymond, S.N. Smith, S.M. Sweitzer, Evidence for the endothelin
system as an emerging therapeutic target for the treatment of chronic pain, J. Pain
Res. 7 (2014) 531-545, https://doi.org/10.2147/JPR.S65923.

H. Fruhstorfer, M. Hermanns, L. Latzke, The effects of thermal stimulation on
clinical and experimental itch: Pain 24 (2) (1986) 259-269.

H. Murota, M. Izumi, M.I.A. Abd El-Latif, M. Nishioka, M. Terao, M. Tani,

S. Matsui, S. Sano, I. Katayama, Artemin causes hypersensitivity to warm sensation,
mimicking warmth-provoked pruritus in atopic dermatitis, J. Allergy Clin.
Immunol. 130 (3) (2012) 671-682.e4.

J. Vriens, B. Nilius, T. Voets, Peripheral thermosensation in mammals, Nat. Rev.
Neurosci. 15 (9) (2014) 573-589.


http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0165
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0170
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0175
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0180
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0185
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0190
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0195
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0205
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0205
https://doi.org/10.1007/978-3-662-44605-8_6
https://doi.org/10.1007/978-3-662-44605-8_6
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0215
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0225
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0230
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0235
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0240
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0245
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0250
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0255
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0255
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0260
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0260
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0260
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0265
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0265
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0275
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0275
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0280
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0280
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0285
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0285
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0285
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0285
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0285
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0290
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0290
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0290
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0290
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0295
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0295
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0300
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0300
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0300
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0300
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0300
https://doi.org/10.1073/pnas.1312933110
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0310
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0310
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0310
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0310
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0242-04.2004
https://doi.org/10.1523/JNEUROSCI.0242-04.2004
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0320
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0320
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0320
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0325
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0325
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0325
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0330
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0330
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0330
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0330
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0330
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0340
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0340
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0340
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0345
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0345
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0345
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0345
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0350
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0350
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0350
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0355
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0355
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0355
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0360
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0360
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0360
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0365
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0365
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0365
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0365
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0375
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0375
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0380
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0380
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0380
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0380
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0385
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0385
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0385
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0390
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0390
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0390
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0390
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0390
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0395
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0395
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0395
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0395
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0395
https://doi.org/10.1038/s41467-020-16859-5
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0405
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0405
https://doi.org/10.2147/JPR.S65923
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0415
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0415
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0420
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0420
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0420
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0420
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0425
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0425

B. Kelemen et al.

[86]

871

[88]

[89]

[90]

R. Paricio-Montesinos, F. Schwaller, A. Udhayachandran, F. Rau, J. Walcher,

R. Evangelista, J. Vriens, T. Voets, J.F.A. Poulet, G.R. Lewin, The sensory coding of
warm perception, Neuron 106 (5) (2020) 830-841.e3.

S. Dembla, M. Behrendt, F. Mohr, C. Goecke, J. Sondermann, F.M. Schneider, M.
Schmidt, J. Stab, R. Enzeroth, M.G. Leitner, P. Nunez-Badinez, J. Schwenk, B.
Niirnberg, A. Cohen, S.E. Philipp, W. Greffrath, M. Biinemann, D. Oliver, E.
Zakharian, M. Schmidt, J. Oberwinkler, Anti-nociceptive action of peripheral mu-
opioid receptors by G-beta-gamma protein-mediated inhibition of TRPM3
channels, Elife. 6 (2017). https://doi.org/10.7554/eLife.26280.

A. Garami, Y.P. Shimansky, E. Pakai, D.L. Oliveira, N.R. Gavva, A.A. Romanovsky,
Contributions of different modes of TRPV1 activation to TRPV1 antagonist-induced
hyperthermia, J. Neurosci. 30 (4) (2010) 1435-1440.

N.R. Gavva, A.W. Bannon, S. Surapaneni, D.N. Hovland, S.G. Lehto, A. Gore,

T. Juan, H. Deng, B. Han, L. Klionsky, R. Kuang, A. Le, R. Tamir, J. Wang,

B. Youngblood, D. Zhu, M.H. Norman, E. Magal, J.J.S. Treanor, J.-C. Louis, The
vanilloid receptor TRPV1 Is tonically activated in vivo and involved in body
temperature regulation, J. Neurosci. 27 (13) (2007) 3366-3374.

N.R. Gavva, J.J.S. Treanor, A. Garami, L. Fang, S. Surapaneni, A. Akrami,

F. Alvarez, A. Bak, M. Darling, A. Gore, G.R. Jang, J.P. Kesslak, L. Ni, M.

H. Norman, G. Palluconi, M.J. Rose, M. Salfi, E. Tan, A.A. Romanovsky,

11

[91]
[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

Biochemical Pharmacology 183 (2021) 114310

C. Banfield, G. Davar, Pharmacological blockade of the vanilloid receptor TRPV1
elicits marked hyperthermia in humans: Pain 136 (1) (2008) 202-210.

L.O. Gomes, D.B. Hara, G.A. Rae, Endothelin-1 induces itch and pain in the mouse
cheek model, Life Sci. 91 (13-14) (2012) 628-633.

R. Katugampola, M.K. Church, G.F. Clough, The neurogenic vasodilator response to
endothelin-1: a study in human skin in vivo, Exp. Physiol. 85 (2000) 839-846.
[93] D. Badheka, I. Borbiro, T. Rohacs, Transient receptor potential melastatin 3 is
a phosphoinositide-dependent ion channel, J. Gen. Physiol. 146 (2015) 65-77.
https://doi.org/10.1085/jgp.201411336.

D. Badheka, Y. Yudin, I. Borbiro, C.M. Hartle, A. Yazici, T. Mirshahi, T. Rohacs,
Inhibition of Transient Receptor Potential Melastatin 3 ion channels by G-protein
By subunits, Elife. 6 (2017). https://doi.org/10.7554/eLife.26147.

B.I. Téth, M. Konrad, D. Ghosh, F. Mohr, C.R. Halaszovich, M.G. Leitner, J. Vriens,
J. Oberwinkler, T. Voets, Regulation of the transient receptor potential channel
TRPM3 by phosphoinositides, J. Gen. Physiol. 146 (2015) 51-63. https://doi.org/
10.1085/jgp.201411339.

L. Vangeel, M. Benoit, Y. Miron, P.E. Miller, K. De Clercq, P. Chaltin, C. Verfaillie,
J. Vriens, T. Voets, Functional expression and pharmacological modulation of
TRPM3 in human sensory neurons, Br. J. Pharmacol. 177 (12) (2020) 2683-2695.


http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0430
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0430
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0430
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0440
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0440
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0440
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0445
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0445
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0445
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0445
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0445
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0450
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0450
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0450
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0450
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0450
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0455
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0455
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0460
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0460
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0480
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0480
http://refhub.elsevier.com/S0006-2952(20)30546-3/h0480

	Volatile anaesthetics inhibit the thermosensitive nociceptor ion channel transient receptor potential melastatin 3 (TRPM3)
	Introduction
	Materials and methods
	Cell culturing and isolation of sensory neurons
	Fluorescent Ca2+ measurements
	Electrophysiology
	Preparation of working solutions of VAs
	Gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS)
	Chemicals
	Curve fitting
	Data and statistical analysis

	Results
	VAs formed stabile solutions
	VAs inhibited chemical agonist induced activation of recombinant TRPM3
	VAs inhibited the heat-evoked activation of TRPM3
	VAs inhibited TRPM3 mediated transmembrane currents
	VAs inhibited native TRPM3 in sensory neurons of mouse dorsal root ganglia

	Discussion
	Authors’ contributions
	CRediT authorship contribution statement
	mk:H1_20
	Acknowledgements
	References

	The TRPM3 ion channel mediates nociception but not itch evoked by endogenous pruritogenic mediators
	1 Introduction
	2 Materials and methods
	2.1 Animals
	2.2 Behavior assays
	2.2.1 Cheek-assay
	2.2.2 Calculation of scratch ratio (Rscratch)
	2.2.3 Nape-assay

	2.3 Culturing and isolation of sensory neurons
	2.4 Fluorescent measurements of intracellular Ca2+ concentration
	2.5 Materials
	2.6 Data and statistical analysis

	3 Results
	3.1 TRPM3 agonists induced nociception but not itch in the mouse cheek model
	3.2 TRPM3 is not involved in the sensation of itch induced by Hist or non-histaminergic pruritogens 5-HT and ET-1
	3.3 Pruritogens activated trigeminal sensory neurons independently of TRPM3
	3.4 Pharmacological blockade of TRPM3 inhibited PregS evoked activation of trigeminal sensory neurons but did not affect pr ...

	4 Discussion
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of Competing Interest
	Acknowledgements
	Appendix A Supplementary data
	References


