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BEVEZETES

Kapszaicin-szenzitiv neuronok

A primer szenzoros neuronok egy meghatarozott alcsoportja, melyek
sejtteste a spinalis hats6 gyoki (DRG) és trigeminalis szenzoros ganglionokban
helyezkedik el, a kapszaicin és rokon vegyiileteikkel (pl.: az FEuphorbia
resinifera tejnedvébdl izolalt reziniferatoxin, RTX) szemben mutatott szelektiv
érzékenysége alapjan a "kapszaicin-szenzitiv neuronok" elnevezést kapta. A
sejtek afferens miikddésiik sordn, centralis nyulvanyaikon keresztiil, szenzoros
informaciot széllitanak a kdzponti idegrendszerbe, mig efferens miikodéstikként
periférias nytalvanyaikban raktarozott neuropeptideket (pl. P-anyag, a kalcitonin
génkapcsolt peptid) szabaditanak fel lokalisan. A felszabadult anyagok mas
sejteken — pl. keratinocytdkon, hizosejteken, makrofagokon, glia sejteken
hatva — résztvesznek a lokalis trofikus, vazoregulatorikus ¢s
immunomodulatérikus  folyamatokban, amelyek koéros, kaszkad-szeri

felerdsodése neurogén gyulladas kifejlédésehez vezet.

A kapszaicin cellularis hatasmechanizmusa

A kapszaicin és rokon vegyiiletek cellularis hatidsmechanizmusa a
szenzoros neuronokon harom egymadst kovetd folyamattal jellemezhetd. Az els6
a kapszaicin adagolasa utan azonnal kifejlédd excitacio, mely soran megnd a
sejtmembran elsdsorban Ca*'-ra és Na'-ra vonatkozd permedbilitasa és ez a
sejtek depolarizacidjahoz vezet. Ezen valtozéast koveti a masodik jellemzd
folyamat, a deszenzitizdcio, a kapszaicin, valamint egy¢b fajdalomkeltd (kémiai,
h6, mechanikai) ingerek iranti érzékenység-csOkkenés. A kapszaicin nagy
koncentracidban, illetve hosszi ideig alkalmazva, a sejteken a harmadik
jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitast valtja ki, mely leginkdbb a
megemelkedett intracellularis kalciumkoncentracionak ([Ca*'])), valamint ennek

kovetkeztében kalcium-fliggd protedzok fokozott miikodésének tulajdonithat6.



A vanilloid receptor (VR1)

Mar Jancso (1968) is felvetette olyan, ugynevezett "fajdalom receptor"
meglétének sziikségszeriiségét, mely bizonyitand a szenzoros neuronok
kapszaicin-szelektivitasat. 1997-ben végiill megtortént az elsé kapszaicin-
¢rzékeny specifikus molekula, a wvanilloid (kapszaicin) receptor (VRI)
molekuldris karakterizaldsa, eldszor patkdny cDNS konyvtarat felhasznalva. A
patkdny VR1 egy 2514 nukleotidbdl, azaz 838 aminosavbdl 4llo, 95 kDa tomegii
fehérje. Strukturélis sajatsdgai alapjan a VRI1 homoldgiat mutat a Drosophila
melanogaster retinagjaban megtaldhatd TRP (tranziens receptor potencial)
proteinnel, ezért a TRP receptor csalad egyik altipusdnak tekinthetd. A
receptorok kozds jellemzdje, hogy 6-transzmembran doménnel, valamint
intracellularis N- és C-terminalissal rendelkeznek és valdsziniileg tetramer
formaban vannak jelen a membranban. A VRI1 szerkezetét tanulmanyozva
megallapitottak, hogy szamos koté ¢&s szabalyozodhellyel bir mind az
intracellularis, mind az extracellularis oldalon. Hasonléan a szenzoros
neuronokon megtaldlhatd VR-hoz, a kloénozott VR1 is nem-specifikus, fo0ként
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Ca“ -ionokra permeabilis csatornaként miikodik.

A VRI-medialt sejtvalaszok kalciumfiiggése — a VRI szubcellularis lokalizacioja

A VRI1 aktivaldédasa utan kialakuld komplex sejtfolyamatsor vizsgalata
soran az egyik fontos cél a VRI-medidlt jelenségek extracellularis
kalciumkoncentraciotél — ([Ca’’],)  valé  fiiggésének  elemzése  volt.
Bebizonyosodott, hogy a vanilloid vegyiiletek altal kivaltott membranaramok
jellegzetességei csak kismértékben, mig a deszenzitizacié (tachyphylaxis)
tulajdonsagai, a legtobb kisérletes elrendezésben, jelentdsen fiiggtek [Ca® .-tol.

Ezen nagyszamu kisérlet ugyanakkor nem szolgaltatott egyértelmil valaszt
a VRI-medidlt [Ca’"]; emelkedés [Ca’]~tél valé fiiggését illetben. Szamos
munkacsoport arra a kovetkeztetésre jutott, hogy a nociceptiv neuronokban

talalhatd VR1 kizarolag a sejtek felszini membranjdba épiil be; azaz a kapszaicin



csak az extracellularis térben 1év6é kalcium jelenlétében képes az [Ca®');
megemelésére. Ezzel szoges ellentétben, a legujabb eredmények azt sugalljak,
hogy a csatorna nemcsak a felszini, hanem kiilonféle, intracellularis
kalciumraktarakként mikodd struktardk (pl. endoplazmatikus retikulum, ER)
membranjaba is (funkcionalisan) beépiilhet, azaz a VRI1-medialt sejtvalaszok
kalctummentes kozegben is kivalthatok.

A VRI molekuldris biologiai leirdsa Ota szamos eltéré heterolog
expresszios rendszert hasznéltak a kutatok a receptor molekularis ¢és
farmakoldgiai  tulajdonsagainak feltérképezéséhez, valamint a receptor
aktivalodas altal kivaltott cellularis mechanizmusok leirasadra. Ezen
rendszerekben nyert adatok ugyanakkor —azon tilmenden, hogy nem adtak
valaszt az intracelluldris kalcium-vélasz fent bemutatott kalcium fliggésével
kapcsolatban — eltérd eredményeket szolgéltattak a receptor vanilloid vegytletek
iranti érzékenységét €s sejten beliili lokalizaciojat illetéen. Példaul a kapszaicin
[Ca® -t noveld hatasa VRI-et expresszalo kinai hércsdg ovarium (CHO) és
embrionalis humén vesesejteken (HEK) nagymértékben fiiggott az [Ca®.-tol.
Ezzel szemben Oléh ¢és mtsai kimutattdk, hogy a zold fluoreszcens proteinnel
jelolt VR1-et (VR1eGFP) expresszalo sejteken az RTX alkalmazasa az [Ca®');
novekedését €s intracellularis organellumok karosodasat idézte eld kalcium-
mentes kozegben is. Bebizonyosodott tovabba, hogy a VR1eGFP nemcsak a

plazmamembranban, hanem az ER membréanban is megtalalhato.

A VRI kozponti integrator szerepe a fajdalomeérzeés kialakitasaban

A VRI-t nemcsak az exogén vanilloid vegyiiletek, hanem szamos, a
szervezetben képz6dd endogén anyag (,,endovanilloidok™) is képes aktivalni,
mint példiul az alacsony kiiszobli (~43°C) hOmérséklet emelkedés, a pH
csokkenése (acidozis) €s szamos, leginkabb gyulladasos mediatornak tekinthetd
anyag (pl. bradikinin, extracellularis ATP, arachidonsav-szarmazékok,

leukotriének, lipid-peroxidacié termékei, stb.). Ezen agensek egyrészt direkt



modon (azaz a VR1-hez kozvetleniil kapcsolddva) aktivalhatjak a receptort (pl.
hd, acidozis), masrészt (fOként metabotrép) sajat receptoraikhoz kotddve
intracellularis jelatviteli utvonalak (kinaz-rendszerek, intracellularis hirvivok)
modositdsa révén szabalyozzak a VR1 miikodését. Ezen hatasok leginkabb a
VRI1 héérzékenységi kiiszobét csokkentik, igy a hozzajarulhatnak a termalis

hyperalgesia jelenségének kialakuldsahoz.

A neurotrophinok és jelentosegtik

A neurotrophinok csalddjaba az idegi ndvekedési faktor (NGF), az agyi
eredetli novekedési faktor (BDNF), valamint a kiilonféle neurotrophinok (NT3,
NT4) sorolhatok. Ezen faktorokat leginkdbb a kiilonféle neuronféleségek
termelik, azonban megtaldlhatok egyéb non-neuralis sejttipusban is (lymphoid
sejtek, keratinocytak, hizosejtek). A neurotrophinok membranreceptoraikhoz
eltérd affinitdst mutatnak. Mig a p75 receptorhoz mindegyik neurotrophin
nagyon hasonlé érzékenységgel kotddhet, addig az NGF leginkabb a TrkA, a
BDNF ¢és az NT4 a TrkB, az NT3 pedig a TrkC receptorhoz kotddik. A Trk
receptorok aktivalodasa a tirozin-kindz receptorhoz kapcsolt intracelluléris
enzimkaszkadot indit be, mig a p75 receptor aktivalodasa megemeli a sejten
beliili ceramid szintet, igy transzkripcids faktorok (pl. NFxB) miikddését
szabalyozza.

Szamos neuronféleség embriondlis fejlédéséhez, valamint neurondlis
differencialodasahoz elengedhetetleniil sziikséges a trofikus faktorként viselkedd
neurotrophinok jelenléte. Kimutattak, hogy ezen faktorok szabalyozd szerepe a
posztnatalis életben kozponti jelentdségli a neurondlis taléléshez, a periférias
axonok sériilést kovetd regeneracidhoz, valamint az adott neurontipusra
jellemzd funkcionalis tulajdonsdgok kialakulasdhoz. Megéllapitottak emellett,
hogy szamos neurotrophin képes egyéb, non-neuralis szovettipus (pl. sziv, vese,
bor) morfogenezisét, Gjraépiilését, valamint az adott szovetben talalhatd sejtek

proliferaciojat és apoptozisat is befolyasolni.



A neurotrophinok és a szenzoros neuronokon expresszalodo VR kapcsolata

A szenzoros neuronok, igy a kapszaicin-érzékeny nociceptiv neuronok, in
vivo &s in vitro fejlédéséhez ugyancsak sziikséges a neurotrophinok jelenléte. A
leghijabb kutatasi eredmények ugyanakkor a neurotrophinok akut hatasat is
feltételezik a nociceptiv szenzoros afferens neuronokon. A szoveti gyulladas
folyamata a szenzoros neuronok szenzitizacidjat okozza, mely leginkabb a
hdingerekre vonatkozd gyulladdsos hyperalgesia jelenségét valtja ki.
Bebizonyosodott, hogy az NGF hyperalgesiat valt ki (mely kivédhetdé NGF-
ellenes blokkol6 antitestekkel), valamint az is, hogy szamos neurotrophin szintje
lokalisan megemelkedik a gyulladasos teriileteken. Tobb munkacsoport ezért
feltételezte a neurotrophinok szerepét a mechanizmusban. Ezen hipotézist
alatdmaszto kisérletekben kimutattdk, hogy pl. a bérben a gyulladds sordn a
kiilonféle sejtekbdl (keratinocytdk, fibroblasztok) felszabaduldé neurotrophinok
vagy kozvetett modon (azaz pl. hizdsejtek degranuldcidja révén) vagy
kozvetleniil (azaz ezen neuroncsoporton kifejez6dé TrkA receptoraikhoz
kotédve) valthatjidk ki a nociceptiv szenzitizacié jelenségét. Ugy tiinik tehat,
hogy a fajdalom kialakulasanak egyik kozponti integrator molekulaja (azaz a
VR1), valamint a neurotrophinok, mint potencialis gyulladdsos mediatorok akut

(azaz szenzitizalo) hatdsa kozott szoros kapcesolat lehetséges.

PROBLEMAFELVETES ES CELKITUZESEK

A VRI1 molekuldris biologiai leirdsa —habar megsokszorozta azon
eréfeszitéseket, melyek a VR1 ioncsatorna karakterizalasat tiizték ki célul — nem
adtak valaszt a VRI-medidlt intracellularis kalciumvéalasz kalcium-fiiggését, a
VRI1 kiilonféle vanilloid vegyiiletek iranti érzékenységét, valamint a receptor

sejten beliili lokalizaciojat illetden.



Ezért munkank soran elészor harom kiillonb6zd heteroldg expresszios
rendszert (tranziens, indukdlhato, stabil) hoztunk létre a patkany VRI
mikddésének vizsgalatara. Ezen rendszerek dsszehasonlitasa sordn:

— Vizsgalni kivantuk kiilonféle vanilloid vegyiiletek (kapszaicin, RTX) hatasat a

sejtek intracellularis kalciumhomeosztazisara;

— Elemeztiik tovdabbad a specifikus VRI-medidlt sejtvalaszok kinetikai

paramétereit, valamint [Ca*"].-t6] valo fliggését;

— Tanulményoztuk emellett a VRI1 szubcellularis lokalizacidjat, valamint a

kiilonféle sejtkompartmentekbe beépiilt receptorok funkcionalis jellemzdit.
Munkank maésodik részében kiilonféle neurotrophin vegyiiletek (NGF,

BDNF, NT-3, NT-4) hatasat elemeztiik a VR1 mikodésére VR1/C6 sejtes

rendszerben:

— A sejtek neurotrophin receptor készletének meghatarozésa utan vizsgéltuk a

vegyiiletek hatasat (szenzitizacio, aktivacio) a kapszaicin altal kivaltott [Ca®'];

valaszra;

— Tanulményoztuk tovabba a neurotrophinok hatdsdban potencialisan résztvevd

jelatviteli utvonalak szerepét.

ANYAGOK ES MODSZEREK

A patkany VR -t kifejezo heterolog expresszios rendszerek elkészitése

A tranziens expresszids rendszer eldallitasdhoz cos-7  sejteket
transzfektaltunk a mar kordbban leirt modon elkészitett 1-2 pug VRI1eGFP
plazmiddal vagy kontrollként hasznalt iires vektorral, LipofectAMINE
transzfekcids reagens felhasznéalasaval a gyartd altal javasolt protokollnak

megfelelden (VRIeGFP/cos-7 sejtek). A transzfektalt sejteket tovabbi 48 oran at



kiegészitett DMEM tapoldatban tenyésztettiik, majd a sejteken intracellularis
kalciummérést végeztiink.

Az indukalhato expresszids rendszert (VRI/CHO sejtek) a mar korabban
leirtaknak megfeleléen hoztuk 1étre. Ezekben a CHO sejtekben tetraciklin
jelenlétében egy represszor fehérje termelddik, igy a VR1 szekvenciajat kodolo
pUHG plazmid nem ir6édik at mRNS-s¢€, tehat a receptor termelédése gatolt. A
VR1/CHO sejteket kiegészitett, valamint 2 pg/ml tetraciklint tartalmaz6 Ham F-
12 médiumban tenyésztettilk. A sejteket 48 oraval a kisérletek kezdete eldtt
indukaltuk a tapoldat tetraciklin-mentes Ham F-12 médiumra valtoztatasaval,
majd a intracellularis kalciummérést végeztiink.

A stabil expresszios rendszer eldallitasdhoz peMTH plazmidba inzertalt
patkany VRI1 DNS-ét hasznaltuk, melyet C6 patkany glioma sejtekbe
transzfektaltuk (VR1/C6 sejtek). A transzfekciot kovetden a sejteket kiegésyitett,
valamint 750 pg/ml G418-t tartalmaz6 DMEM tédpoldatban szelektaltuk, majd
kiilonalld koloniakat szedtiink, melyeket 500 pg/ml G418-t tartalmazo DMEM
oldatban tenyésztettiik tovabb.

Western (immuno) blot analizis

A VRI1 ¢és a neurotrophin receptorok Western blot analizishez a sejteket
hideg foszfat-pufferrel (PBS) mostuk, majd lizis-pufferben homogenizaltuk ¢s a
proteintartalmat meghataroztuk. Ezutdn SDS poliakrilamid gélelektroforézissel
mintanként 20-30 pg proteint valasztottunk szét 7,5%-os gélen, majd a
fehérjéket nitrocellulo6z membranra transzferaltuk. A membran szabad
kotéhelyeit 5% sovany tejport tartalmazé PBS-ben (5% tej-PBS) 30 percig
blokkoltuk, majd 5%-o0s tej-PBS-ben higitott megfeleld elsddleges antitestekkel
inkubdltuk egy ¢jszakdn at. A membranokat ezt kovetden megfeleld

masodlagos, torma-peroxiddzzal kapcsolt antitesttel inkubdltuk, végil az



immunreakciok eredményét kemilumineszcens modszerrel, ECL Western blot

detektalo kittel tettik lathatova.

Immuncitokéemia

A fedbdlemezen tenyésztett sejteket a megfeleld konfluencia elérése utan 4
°C-os acetonnal fixaltuk. Ezt kovetéen a sejteket blokkold oldattal 30 percig
permeabilizaltuk és blokkoltuk, majd a megfeleldé neurotrophin receptor ellenes,
blokkolo oldatban higitott antitesttel két oOran keresztiil nedveskamraban
inkubaltuk. A lemezeket haromszor mostuk PBS-ben, majd a kovetkezd
1épésben FITC-konjugalt méasodlagos antitesttel végeztik az immunreakciot.
Végiil a mintakra DAPI-t tartalmaz6 fedéanyagot helyeztiink, majd a sejtekrdl

fluoreszcens mikroszkdppal felvételeket készitettiink.

Intracellularis kalciumméreés

A feddlemezre szélesztett sejteket 5 uM kalcium érzékeny fluoreszcens
fura 2 festék acetoximetilészter formajaval toltottik fel, majd fluoreszcens
mikroszkopon keresztiil vizsgaltuk az intracellularis kalciumkoncentracio
valtozast. Ehhez az excitacids hulldmhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk
kettés monokromator, valamint on-line kapcsolt szamitogép segitségével (PTI
Deltascan késziilék), a fluoreszcens emisszidt 510 nm-en detektaltuk 10 Hz-es
mintavételi frekvenciat hasznélva egy fotoelektron-sokszorozéval. Az [Ca*']i-
ban bekovetkezett valtozasokat Grynkiewicz €s mtsai (1985) altal kidolgozott
modszerrel vizsgaltuk.

Kisérleteink sordn a sejteket allandéan mostuk kalcium-tartalmu vagy -
mentes Tyrode-oldatban. A vizsgalt anyagokat a sejtek kozvetlen kdzelébe
helyezett  gyors  perfuzidos  rendszerrel  adagoltuk. Kisérleteinket

szobahOmeérsékleten (22-23 °C) végeztiik.



Real-time konfokalis mikroszkopia

Az 1-2 ug VR1eGFP plazmiddal transzfektalt iiveg feddlemezen tovabbi
48 orat tenyésztett cos-7 sejteket MRC-1024 Bio-Rad konfokalis mikroszkoppal
vizsgaltuk. A kivalasztott sejteket az x-y sikban szkenneltiik 1 masodpercen at

30 s-onként 0,2 pm-es lépésekkel a z tengely mentén.

EREDMENYEK

I.A VR1 funkcionalis tulajdonsagainak o0sszehasonlitasa Kiilonboz6
expresszios rendszerekben

A) A tranziens expresszios rendszer — VRI1eGFP/cos-7 sejtek

1. Funkcionalis  kalciummérés segitségével kimutattuk, hogy a
VR1eGFP/cos-7  tranziens  expressziés  rendszerben a  kapszaicin
hatékonyabbnak bizonyult Ca’ -tartalmii, mint Ca’*-mentes koriilmények kozott.
Megallapitottuk, hogy 1,8 mM [Ca’]. oldatban a sejtek nagyobb szazaléka
(79 %) valaszolt szignifikans [Ca®']; emelkedéssel kapszaicin kezelésre, mint
Ca’’-mentes koriilmények kozott (46 %). A Ca*'-tartalmi oldatban akivaltott
tranziensek, kiilonféle paramétereik alapjan, két csoportba voltak sorolhatok. Az
elsd csoportba tartozo un. ,,gyors” tranziensek (a valaszol6 sejtek 69 %-a) nagy
amplitaidoval, meredek felszallo6  szarral, valamint gyors kinetikai
jellegzetességekkel birtak. Ezzel szemben az Un. ,,lassu” tranziensek (a sejtek
31 %-a) amplituddja kisebbnek, mig kialakuldsuk sebességi mutatoi lassabbnak
bizonyultak. A Ca*-mentes oldatban a kapszaicin altal kivaltott [Ca®];
tranziensek mindegyike a , lassu” csoportba volt sorolhaté és alacsony

amplitiddval rendelkezett.



2. Minkét csoport esetében a tranziensek ismételt kapszaicin hatasara
csokkend amplitidéval voltak jellemezhetdk, azaz a jelentés (30-40%-0s)
tachyphylaxis minkét vizsgalt oldatban megfigyelhetd volt.

3. Minkét oldatban a kapszaicin hatasa VRI specifikus volt, hiszen a
kapszazepin (mely a VRI1 kompetitiv antagonistija) jelentésen €s egyben
reverzibilis médon gatolta a kapszaicinnel kivaltott [Ca*']; valaszok kialakulasat.

4. Mindezen adatok, j6 0sszhangban korabbi irodalmi megfigyelésekkel,
azt suggaltdk, hogy a VRI nemcsak a sejtfelszini membranokba, hanem
intracellularis  strukturakba is beépiilhet. Ezen lehetéséget vizsgalva,
kihaszndlva az VRI1eGFP z6ld fluoreszcencijjat, real-time konfokalis
mikroszkopia segitségével tanulmanyoztuk a kapszaicin hatdsadt a sejtek
morfologiai jellegzetességeire. Kimutattuk, hogy Ca’’-tartalmi oldatban a
kapszaicin a VRI-t expresszald intracellularis membranok (ER, maghartya)
holyagosodasat és feldarabolddasat okozta, mely hatés kapszazepinnel kivédhetd
volt. Ezzel elentétben a kapszaicin Ca*'-mentes oldatban sokkal kevésbé
kifejezett intracelluléris valtozasokat okozott.

5. Az ultrapotens VRI1 agonista RTX hatdsat vizsgalva ugyanakkor
kimutattuk, hogy az RTX dltal kivaltott sejtvalaszok nagyon hasonloak voltak
Ca’*-tartalmii és Ca’ -mentes oldatokban. Az RTX a vizsgalt sejtek kozel
azonos hanyadaban valtott ki tranzienst a két oldatban, melyek a Ca*'-tartalma
oldatban kizarélag, mig Ca**-mentes oldatban a sejtek nagy hanyadéban (67 %)
a ,, lassu” tranziensek jellegzetességeit mutattak. Ezen tranziensek, hasonléan a
kapszaicin esetében tapasztaltakkal, jelentds tachyphylaxist mutattak ismételt
RTX adagolds hatasara, valamint a VRI1 antagonista kapszazepinnnel
reverzibilis médon gatolhatonak bizonyultak.

6. Ca’"-mentes koriilmények kozott, az intracelluldris membranokba
beépiilt VR1eGFP funkciondlis szerepének tisztazasa érdekében, vizsgaltuk az
intracellularis kalciumraktarak kitiritésének hatasat az RTX altal kivaltott

valaszokra thapsigargin felhasznéaldsaval. Megallapitottuk, hogy az ER
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kalciumtartalmanak  kitiritése a  Ca-ATP-az  gatloszerével  jelentdsen
lecsokkentette az RTX-nal kivalthaté [Ca’ ], tranziensek amplitiddjdt.

7. Real-time konfokalis mikroszkopia segitségével kimutattuk végezetiil,
hogy az RTX hasonl6 hatékonysaggal hozta 1étre az intracellularis membranok
felbomlasat Ca**-mentes és Ca’'-ot tartalmazo oldatban, mely hatas jelentds

mértékben felfiiggeszthetd volt a kalciumraktarak kitiritésével.

B) Az indukalhato expresszios rendszer — VRI1/CHO sejtek

1. Hasonldan a tranziens expresszids rendszerben tapasztaltakhoz, az
indukalhato VR1/CHO sejtekben a kapszaicin sokkal nagyobb hatékonysdggal
(a sejtek 66%-aban) hozott létre ,,gyors”, nagy amplitadéval rendelkezé [Ca®'];
tranzienseket Ca’'-tartalmii oldatban, mint Ca*"-mentes koriilmények kozott
(ezesetben a sejteknek csak 25 %-a valaszolt, kizarolag ,lassi™ és alacsony
amplitadoju tranzienssel). Minkét esetben a valaszok VRI1 specifikusnak
adddtak, hisz a kapszazepin sikerrel védte ki a kapszaicin altal kivaltott
kalciumvéalaszokat.

2. Ezzel szemben, jelentdsen eltérve a VR1eGFP/cos-7 sejtek esetében
kaporr eredményektdl, a VRI/CHO sejteknél egyik oldatban sem tapasztaltunk
tachyphylaxist ismételt kapszaicin adagolésra, azaz ismételt VR1 stimulacid
kozel azonos amplitidodju és kinetikdju tranzienseket hozott 1étre.

3. Ugyancsak jelentds kiilonbségnek adodott, hogy az indukalhat6
rendszerben az RTX teljes mértékben hatistalannak bizonyult a Ca’ -mentes
oldatban. Raadasul, Ca**-tartalmu oldatban is csak a sejtek kis hanyada (16%-a)

valaszolt ,,lassi”, alacsony amplitadéju [Ca*']; emelkedéssel RTX adagolaséra.

C) A stabil expresszios rendszer — VRI1/C6 sejtek

1. Ca’*-tartalmii oldatban vizsgilva a VR1/C6 sejteket a kapszaicin
hatasa hasonlonak bizonyult a VRI/CHO sejtek esetében tapasztaltakhoz. A

kapszaicin az Osszes vizsgalt sejten ,gyors”, nagy amplitidoval biro,
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kapszazepinnel gatolhato [Ca™']; tranzienst valtott ki, mely valaszok ismételt
agonista adagolas soran nem mutattak tachyphylaxist. Ezzel ellentétben, eltéréen
a VR1/CHO sejtekben mértektdl, a VR1/C6 sejteken kapszaicinnel nem tudtunk
semmilyen vélaszt kivaltani Ca’ -mentes oldatban.

2. Az RTX hatasanak vizsgalata teljes mértékben azonos eredményeket
szolgaltatott a VR1/CHO sejteken tapasztaltakhoz viszonyitva. Azaz, az RTX
kizarélag Ca’*-tartalmii oldatban volt hatdsos, és csak a sejtek csekély (28 %)

hanyadan valtott ki ,,]lassu”, kis amplitadoju tranzienseket.

D) A VRIeGFP/cos-7 tranziens és a VRI/CHO indukadlhato expresszios

rendszerekben a membranba épiilt VR 1 részben nyitott allapotban lehet

1. A kontroll és VRI receptort expresszald sejtek kiilonb6zo
tulajdonsagait megvizsgalva a tranziens és az indukalhatd rendszerben, Ca*'-
tartalmt oldatban, egy érdekes jelenséget tapasztaltunk. Megallapitottuk, hogy a
VRI-t tartalmazé vektorokkal transzfektdlt sejtek nyugalmi [Ca’']~ja jelentdsen
magasabb, mint az iires peGFP vektorral transzfektalt cos-7 és kontroll CHO
sejteké. Kimutattuk azt is, hogy a VR1eGFP/cos-7 és VR1/CHO sejtekben a
kapszazepin adagolds jelentdsen (és reverzibilisen) csOkkentette a nyugalmi
[Ca’)-t. Fontos hangstlyoznunk, hogy ilyen jelenségeket soha sem
tapasztaltunk a stabil VR1/C6 sejteken.

2. Mindezen adatok arra utalnak, hogy a VR1eGFP/cos-7 (tranziens) és
VR1/CHO (indukéalhato) rendszerekben, de nem a VR1/C6 stabil rendszerben, a

felszini membranba €piilt VR I-csatorna részben nyitott dallapotban lehet.

I1. A VR1 miikodésének szabalyozasa kiilonb6zo neurotrophinokkal
1. Az expresszidos rendszerek  Osszehasonlitisa soran a  VRI
szabalyozasanak vizsgalatdhoz a legidedlisabb sejtnek a VRI/C6 rendszer

bizonyult, hisz ezen sejteken a kapszaicin uniform, jelentdés amplitadoju,
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valamint ismételt adagolasra tachyphylaxist nem mutaté tranzienseket valtott ki.
fgy a tovabbiakban a neurotrophinok hatdsat a VRI miikodésére ezen
rendszerben elemeztiik.

2. Western blot és immunhisztokémiai technikakkal kapott eredményeink
azt mutattak, hogy az eddig felfedezett neurotrophin receptorok koziil az ésszes,
azaz a TrkA, -B ¢és -C, valamint a p75 is expresszalodik a VR1/C6 sejtekben.

3. Funkcionalis kalciummérés segitségével megallapitottuk, hogy az
osszes neurotrophin jelentdésen, ugyanakkor egymastol eltéré mértékben,
megnovelte a VRI kapszaicin irant mutatott érzékenységét; azaz, a neurotrophin
kezelés utan a kapszaicin szignifikansan nagyon kalciumtranzienst valtott ki,
mint eldtte. Nagyszamu sejten kapott eredményeinket statisztikailag elemezve
egy BDNF>>NGF>NT3>NT4 hataserdsségi sorrendet tapasztaltunk.

4. A neurotrophinok hatdsmechanizmusat elemezve bebizonyosodott,
hogy a K252a anyag, mely a tirozin-kindz utvonal gatloszere, teljes mértékben
kivédte az osszes neurotrophin VRI-et szenzitizalo hatdsdt. Eredményeink arra
utalnak tehat, hogy a neurotrophinok VR1-t szenzitiz4lé hatdsa specifikus, azaz
valamely tirozin-kindz utvonalhoz kapcsolt Trk receptor(ok)on keresztiil

megvalosulo folyamatként értelmezheto.

MEGBESZELES

rr

I. A kiilonbozo expresszios rendszerekben elodllitott rekombindns patkdany
VR eltéro tulajdonsagokkal bir

Jelen kisérleteink elsd fazisaban célunk az volt, hogy Osszehasonlitsuk a
tranziens, indukalhat6 és stabil expresszios rendszerekben eldallitott VRI
funkcionalis tulajdonsagait. Eredményeink azt mutatjak, hogy a VRI1 altal

létrehozott [Ca®"]i-valaszok vanilloid vegyiiletek iranti érzékenysége ¢és
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extracellularis kalciumtél vald fiiggése jelentésen eltér a kiilonbozo
rendszerekben.

Korabbi eredményekhez hasonléan kimutattuk, hogy a GFP-taggel jelolt
cos-7 sejtekben eldallitott VRI1 mind sejtfelszini, mind intracelluléris
membranstruktarakban (kalciumraktarakban) funkciondlisan jelen van. Az
intracellularisan beépiilt VR1 miikodéképes volt, ugyanis a kapszaicin és RTX
[Ca®]; novekedést és a sejten beliili membranok karosodasat okozta még [Ca*].
hidnyaban is, tovabba, ezt a hatast meggatolta a kalciumraktarak kiiiritése
thapsigarginnal. Ugyanakkor jelentds kiilonbséget tapasztaltunk a két vanilloid
vegyiilet hatékonysagaban a kiilsd oldat kalcium tartalmat illetden. Amig a
kapszaicin hatdsa er8sen fiiggdtt az [Ca’']-t6l, addig az RTX egyforman
hatasosnak bizonyult Ca®’-tartalmi és -mentes oldatban. Ezek az adatok
0sszhangban vannak a VR1-et expresszal6 HEK 293 sejtek vizsgélataval nyert
adatokkal, ahol az RTX igen, de a kapszaicin nem volt képes az [Ca*'];
novelésére Ca” -mentes kiils6 oldatban.

VR1eGFP/cos-7 sejteken a vanilloidok 4altal kivaltott tranziensekben
jelentds kiilonbségeket mutattunk ki; gyors és lassu vélaszokat tudtunk
regisztralni kapszaicinnel mind 1,8 mM Ca*'-tartalm@ és -mentes, illetve RTX-
nal Ca*"-mentes Tyrode-oldatban. Mivel ezek a jelenségek csak VR1eGFP/cos-7
sejtekben voltak megfigyelhetdk, az egyik lehetséges magyardzat az, hogy a
tranziens jellegnek és az eltérd transzfekcids hatasfoknak kdszonhetéen az egyes
sejtekben a VR1 szintje eltérd lehet, igy ez okozhatja, hogy ugyanaz a vanilloid
vegyiilet a VRl-et eltér6 szinten expresszald sejteken kiilonbozo
kalciumvéalaszokat hoz Iétre.

Az altalunk vizsgalt harom rendszer koziil a stabil (VR1/C6) rendszerben
homogén valaszok voltak megfigyelhetdk. Ezen sejtekben, hasonléan a
szenzoros neuronokon tapasztaltakhoz, a vanilloidok csak Ca*'-tartalms
extracelluléaris oldatban voltak hatdsosak. Rdadasul, a kapszaicinnel vagy RTX-

nal kapott valaszok tulajdonsagai nagyon homogének voltak; az 0sszes vizsgalt
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sejten a kapszaicin gyors, az RTX lassti [Ca*']; emelkedést hozott 1étre.. Ezen
adatok azt sugalljdk, hogy a VRI1 expresszidja a VRI1/C6 sejtekben a
rekombinans vektor altal jol szabalyozott mdédon megy végbe, mely hasonlo
koriilményeket teremt a VR1 tulajdonsagainak vizsgélatahoz.

Az indukélhat6 rendszerben (VR1/CHO sejtek) a vanilloidokkal kivaltott
Ca®"-valaszok nagyon hasonlitottak a VR1/C6 sejteken kapott adatokhoz. 1,8
mM [Ca”*"]. oldatban a kapszaicin gyors, mig az RTX lassu tranzienseket valtott
ki. Ugyanakkor, a hasonlosagok mellett, kiilonbségeket is tapasztaltunk az
indukalhat6 és stabil rendszerek Osszehasonlitasakor. A VR1/CHO sejtekben a
kapszaicin (ellentétben a RTX-nal) még Ca*-mentes oldatban is kivaltott Ca**-
tranzienseket, habar megjegyzendd, hogy a kapszaicin csak a sejtek joval kisebb
hanyadan volt hatékony, tovadbba a valaszok sokkal kisebbek és lassabbak
voltak. Természetesen tovabbi vizsgalatok sziikségesek még az intracellularis
membran strukturakban expresszalodé VR1 vélelmezett helyének egyértelmii
tisztazasara. Adataink ugyanakkor megegyeznek Téth és mtsai altal kozoltekkel,
miszerint a thapsigargin eldkezelés teljesen kivédte a kapszaicin altal kivaltott
[Ca®™; tranzienseket VR1/CHO sejtekben, mely tovabbi bizonyitéka a VRI
intracellularis membréanokba épiilésének ebben a rendszerben is.

A “legvaratlanabb” eredményilink mégis az volt, hogy a kapszaicin
ismételt adagolasdnak hatdsara nem tapasztaltunk tachyphylaxist a VR1/C6 és
VR1/CHO rendszerben. Mivel a tachyphylaxis 0Osszetett folyamataban a
szenzoros neuronokon szerepe lehet a VRI1 csatornadenzitas csokkenésének a
vanilloid vegyiiletek ismételt vagy hosszantarto adagoldsanak hatasara,
feltételezziik, hogy ezen expresszios rendszerek stabil vagy részlegesen stabil
volta hozzajarulhat a tachyphylaxis hidnyahoz. Ezen tGlmenden, mivel a
gazdasejtekben kimutatott kifinomult kalcium homeosztatikus ¢és jelatviteli
(kinaz, foszfataz) mechanizmusok eltér(het)nek a szenzoros neuronokéitol, igy a
VRI1 ezen rendszerek altali szabalyozésa jelentdsen kiilonbozhet. Mindemellett

az a jelenség, hogy a kapszaicin ismételt adagolasdnak hatasara Iétrejott
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tranziensek amplitiddja csaknem megegyezett VR1/C6 és VR1/CHO sejteken,
lehetové teszi ezen sejtek hasznalatit a VR1-et gatld és szenzitizald anyagok
tulajdonsagainak meghatarozasara (lasd alabb).

Ko6zismert tény, hogy az RTX a kapszaicin ultrapotens analogja. Néhany
in vivo €s in vitro valasz tekintetében ugyanakkor az RTX alig bizonyult
hatékonyabbnak (vagy teljesen hatdstalan volt) a kapszaicinhez viszonyitva.
Ezen utobbi megfigyelés tlinik igaznak az indukalhat6 €s a stabil rekombinans
expresszios rendszerben (vagyis VR1/CHO ¢s VR1/C6 sejtekben), ahol az RTX
csak kis és lassu tranzienseket tudott 1étrehozni, rdadasul a vizsgalt sejteknek
sokkal kisebb hanyadaban, mint azt a kapszaicinnél megfigyelhettiik. Ezen
eredményeink megerdsitik a mar kordbban kozolt adatokat, melyek szerint a
kapszaicin relativ hatékonysaga sokkal nagyobb a rekombindns VR1-on, mint a
szenzoros neuronokon természetesen megjelend csatornan, mig az RTX sokkal
hatékonyabbnak mutatkozott a tenyésztett idegsejteken, mint a rekombinans
expresszids rendszerben eldallitott receptorokon.

Természetesen nagy jelentOségli lenne azon tényezOk azonositdsa,
amelyek hozzajarulnak a kiilonbozé expresszidos rendszerek vizsgalatakor
tapasztalt eltérésekhez (sejten beliili elhelyezkedés, kalciumfiiggés, a
vanilloidok irdnti érzékenység). Kisérletes adataink, valamint irodalmi
hivatkozasok alapjan ugy tlinik, hogy a rekombindns vektor sajatsagai, a
gazdasejt funkcionalis tulajdonsagai (pl. kalciumhomeosztazis), az expresszio
tipusa (pl. tranziens vagy stabil), a receptor glikozilacidjanak mértéke illetve
sztochiometriai eltérések, valamint a kalciumkoncentracio valtozasanak
megallapitasdhoz hasznalt modszer érzékenysége egyarant hozzajarulhatnak a
rendszerek eltérd tulajdonsdgaihoz. Adataink tehat a heterolog expresszids
rendszerek jelentdségének novekedésére utalnak a VR1 sejtszintli funkcidjanak
meghatirozasdban, ugyanakkor oOvatossagra intenek ezen eredmények mas
rendszerekkel, példaul szenzoros neuronokon kapott eredményekkel wvalo

O0sszevetésében.
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Il. Az osszes neurotrophin szenzitizdlja a stabilan transzfektdlt rekombindns
patkany VRI-et C6 sejtekben

Kisérleteink masodik részében azt vizsgaltuk, hogy a kiilonféle
neurotrophin vegyiiletek (NGF, BDNF, NT3 ¢és NT4), melyek legtobbjének
jelenléte sziikséges a szenzoros neuronok fejlédéséhez ¢s funkcionalis
tulajdonsagaik kialakulasdhoz, milyen akut hatassal birnak a rekombinans
patkdny VR1 miikodésére stabil expresszidés rendszerben (VR1/C6 sejtek).
Megallapitottuk, hogy a neurotrophinok mindegyike egyarant képes volt a VR1
jelentds szenzitizacidjara, azaz a receptor kapszaicin irdnt mutatott
érzékenységének fokozasdra. Mivel a neurotrophinok hatasukat eltérd
neurotrophin receptorokon keresztiil fejtik ki, tovabba az 0sszes eddig leirt
neurotrophin receptort kimutattuk az altalunk hasznalt rendszerben,
eredményeink arra utalnak, hogy a VRI-t szenzitizdlo hatds a legtobb
neurotrophin receptoron keresztiil megvalosulhat.

K252a — mely irodalmi adatok szerint a tirozin-kinaz (azaz esetiinkben a
Trk ttvonal) gatloszere — jelenlétében vizsgdlva a neurotrophinok hatdsat
megallapitottuk, hogy az anyag hatasosan ¢&s szinte teljes egészében
felfiiggesztette az Osszes neurotrophin szenzitizdlé hatasat. Mivel az
irodalomban nem taldltunk utaldst a K252a anyagnak a p75 neurotrophin
receptorhoz kotott jelatviteli titvonalat befolyasolod hatdsardl, eredményeink azt
valoszintisitik, hogy a neurotrophinok a VRI1-t szenzitizal6 hatasukat a Trk
receptorokon keresztiil fejtik ki. Mivel kisérleteinkben az 6sszes neurotrophin
aktivnak bizonyult a szenzitizdcidé vonatkozasdban, igy az Osszes Trk receptor
(azaz a TrkA, -B és -C) kozremukodése feltételezhetd a folyamatban. Azt is
kimutattuk ugyanakkor, hogy a kiilonféle neurotrophin vegyiiletek eltérd
hatékonysaggal novelték meg a VR1 kapszaicin irant mutatott érzékenységét: a
tobb sejten kapott mérési eredmények statisztikai vizsgéalata egy
BDNF>>NGF>NT3>NT4 hataserdsség-sorrendet allapitott meg. Habar

természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek a neurotrophinok hatasanak
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pontos farmakologiai leirasdhoz (ddzis-hatas gorbék), ugy tiinik, hogy a VR1/C6
sejten a TrkB (azon beliil is a BDNF-ral valo aktivalas) jelentheti a
legkifejezettebb szenzitizalo hatast. Ezt a feltételezést erdsitheti azon
megfigyelésiink is, miszerint a Western blot kisérletekben kapott eredmények
proteinte  normaldsaval a TrkB receptor expressziojat taladltuk a
legkifejezettebbnek a VR1/C6 sejtekben.

A nativ VRI1-t expresszaldé nociceptiv szenzoros neuronok leginkabb a
TrkA és -B neurotrophin receptorokat expresszaljak, ugyanakkor nem taldlhato
meg membranjukban a TrkC receptor. Ennek megfeleléen az NGF, BDNF vagy
NT4 borbe vald injektalasa termalis hyperalgesiat valt ki, mig a NT3 hatéstalan
a folyamatban. Kisérleti eredményeinket Osszevetve a szenzoros neuronokon
tapasztaltakkal megallapithat6, hogy az altalunk hasznalt heterolog expresszids
rendszerben — hasonléan a nativ VR1 esetéhez — mind a TrkA, mind a TrkB
receptor aktivalasa jelentds szenzitizdciot okozott. Emellett rendszeriinkben
megtaladlhaté a TrkC receptor (mely hidnyzik a DRG nociceptiv neuronjaibol),
amelynek aktivalodasa hasonlo pozitiv hatassal bir a kapszaicin érzékenységre.
Ugy tiinik tehat, hogy amennyiben expresszalodik egy adott Trk receptor altipus,
a VRI1 szenzitizacidja kifejlddhet aktivalodasa utan. Ezt erdsitheti azon irodalmi
megfigyelés, miszerint a kiilonféle Trk receptorok altal beinditott jelatviteli

utvonalak jelentds konvergenciat mutatnak.
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OSSZEFOGLALAS

1. Kisérleteinkben harom kiilonb6zd, a patkany rekombinadns VR1-et kifejezd
heterolog expresszids rendszerben vizsgaltuk a kapszaicin €s a RTX hatasat az
intracellularis sejtfolyamatokra. Megallapitottuk, hogy a VR1 mindhirom
rendszerben fukcionélis Ca®> -permeabilis csatornaként viselkedik.

2. Bebizonyosodott ugyanakkor azt is, hogy a VRI1-medialt [Ca®"]i-valaszok
amplitiddja ¢és kinetikai paraméterei, a VRI1 agonistdk irdnt mutatott
érzékenysége, valamint a receptor szubcellularis lokalizacidja jelentds
kiilonbségeket mutat a hdrom sejtes rendszerben.

3. A tranziens expresszios rendszerben (VR1eGFP/cos-7 sejtek) a kapszaicin
hatékonyabbnak bizonyult Ca®'-tartalmt, mint Ca**-mentes oldatban, mig az
RTX egyforma hatékonysaggal fejtette ki hatdsat. A VRI1 agonistak ismételt
adagolasakor minkét anyag esetében jelentds tachyphylaxis fejlodott ki.
Kimutattuk azt is, hogy ezen rendszerben a VR1 nemcsak a sejtfelszini, de
kiilonféle, intracellularis Ca*"-raktarakként funkcionaléd struktarak membranjaba
is beépiilt.

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

5. A VRI1/C6 stabil expresszios rendszerben az Osszes vizsgalt neurotrophin
(NGF, BDNF, NT3, NT4) — habar eltér6 mértékben de — jelentésen fokozta a
VRI1 kapszaicin iranti érzékenységét (szenzitizacio), mely hatds feltehetden a

tirozin kinaz (Trk) receptorokon keresztiil valosult meg.
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