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BEVEZETES

A nociceptiv neuronok

A fajdalmas (azaz szoveti kdrositast kivalto fizikai, kémiai és termdlis)
ingerek érzékelése specidlis primer afferens szenzoros neuronok (Un.
nociceptorok) periférids végzOdésein keresztiil torténik. Ezen afferensek
sejttestjei a hats6 gyoki ganglionokban (DRG), a trigemindlis ganglionokban
(TG), valamint a ganglion nodosaban helyezkednek el. A primer afferens
neuronokon beliil a nociceptorok két alcsoportja kiilonithetd el: a kis 4tmérdj,
lasst vezetési C-rosttal rendelkezé idegsejtek és az Ad rosttal rendelkezd,
gyorsabb konduktanciji axonnal biré nociceptorok. A C-rosttal rendelkez6
neuron alcsoport tagjait polymodalis nociceptoroknak is nevezik, minthogy

mindhdrom f0 fadjdalom ingerre (mechanikai, kémiai és ho) képesek valaszolni.

A kapszaicin-szenzitiv neuronok

A polymodilis nociceptorok igen jelentds és nagy szelektivitdssal
jellemezhetd érzékenységet mutatnak a csipds paprikabdl izoldlhat6 alkaloida, a
kapszaicin (valamint szdmos egyéb rokon vanilloid vegyiilet, 14sd aldbb) irdnt,
igy ezen érzOsejteket "kapszaicin-szenzitiv neuronoknak" nevezték el. Az
érzdsejteknek kettds funkcidjuk van. Afferens miikodésként, centrdlis
nydlvanyaikon keresztiil szenzoros informdaciét szdllitanak a kozponti
idegrendszerbe, mely in vivo a kapszaicin j6l ismert fajdalmat kivalto (,,csipds’™)
hatdsiat eredményezi. Az efferens funkcié sordn ugyanakkor az aktivalt érzd
idegvégzddések a periférids nydlvanyaikban raktarozott kiilonféle (foként pro-
inflammatdérikus hatdsd) neuropeptidet (pl. P-anyag [SP], kalcitonin génkapcsolt
peptid [CGRP]) szabaditanak fel lokalisan. A felszabadult anyagok ezutidn az
innervalt szervek nem-neurondlis sejtjein — pl. keratinocytdk, hizdsejtek — hatva

résztvesznek a lokdlis tréfikus, vazoregulatérikus €s immunomodulatérikus



folyamatokban, amelyek koros, kaszkid-szerli felerdsodése a kapszaicin

mdsodik fontos in vivo hatdsa, a neurogén gyulladas kifejlddéséhez vezet.

A kapszaicin celluldris hatdsmechanizmusa

A kapszaicin és rokon vanilloid vegyiiletek celluldris hatdsmechanizmusa
a szenzoros neuronokon harom egymdst kovetd, bar gyakran egymdstol
fiiggetleniil 1s megjelend, tovibba az adott anyag hatdsit individudlisan is
reprezentdlé folyamattal jellemezhetd. Az elsd a kapszaicin adagoldsa utdn
azonnal kifejléddo excitdcio. Ennek keretében a kapszaicin az érzd idegsejtek
membréanjat depolarizdlva a sejtek Ca® és Na' ionok irdnti permeabilitdsat
megnoveli, mely a sejtek depolarizici6jdhoz és akcidés potencidlok
kialakulasadhoz vezet.

A kapszaicin 4ltal kivéltott aktivaciot tipusosan egy hosszabb refrakter
periédus kovet, melynek sordn in vivo relativ valaszképtelenség észlelhetd.
Ezen, a kapszaicin hatdsiara bekovetkezd mdsodik mechanizmust
deszenzitizdcionak nevezziik, melynek két formdjat kiilonithetjiik el. Az un.
farmakoldgiai deszenzitizdciét, ahol kapszaicin adagoldsdt kovetden a sejtek
elvesztik kapszaicin irdnti érzékenységiiket (homolog deszenzitizacid), valamint
az un. funkciondlis deszenzitizaciot, amely sordn a sejtek egyéb fajdalomkeltd
(kémiai, h6, mechanikai) ingerek irdnt is érzéketlenné vélnak (heterolog
deszenzitizicid). Feltételezték, hogy mig a homoldg deszenzitizaciot a sejten
beliill megemelkedett intracellulédris kalciumkoncentracid ([Ca®*];) hozza létre,
addig a heterolég deszenzitizacié a neuropeptid raktdrak kiliriilésének, valamint
megvéltozott membran sajitossdgoknak a kovetkezménye.

A kapszaicin celluldris hatdsat tanulmdnyozva megdllapithatd, hogy az
alkaloida elég nagy koncentriciéban, elég hosszu ideig alkalmazva, a sejteken
egy harmadik jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitdst valtja ki. Ez leginkdbb a
megemelkedett [Ca®*]-nak, a mitokondridlis kalcium-akkumuldciénak és a

kalcium-fiiggd protedzok miikodésének tulajdonithatd.



A vanilloid receptor-1 (VRI vagy TRPVI)

Jancs6 mar 1968-ban felvetette egy un. "fajdalom-receptor" meglétének
sziikségszerliségét.  Késoébb  felismerték a  kapszaicin ~ funkciondlis
tdmadaspontjit, amely egy nem-specifikus, nagyfoku Ca”*-permeabilitdst mutat6
kationcsatorndnak bizonyult. A receptor azonositisat ¢és farmakoldgiai
vizsgdlatit megkonnyitette egy vanilloid csoportot hordoz6 ultrapotens
kapszaicin analdg, az Euphorbia resinifera tejnedvébdl izolélt forboid alkaloida,
a resiniferatoxin (RTX) (valamint radioaktivan jelzett formdjanak, [3H]RTX)
felfedezése, illetve eloallitasa.

A molekuldris bioldgiai technikdk robbandsszeri fejlodésének
koszonhetden 1997-ben - patkdny species cDNS konyvtarat felhaszndlva -
megklénoztdk az elsé kapszaicin-érzékeny specifikus molekuldt, mely dltal a
vanilloid (kapszaicin) receptor (VR1) molekularis karakterizdlasa lehetové valt.
Struktdrdlis sajatossdgai alapjan a VRI1 homoldgidt mutat a Drosophila
melanogaster retindjdban megtaldhat6 TRP (tranziens receptor potencidl)
proteinnel, ezért a TRP receptor csalad egyik altipusidnak tekinthetd (TRPV1).
Megallapitottdk, hogy a csatorna 6-transzmembrdn doménnel rendelkezik, és
valoszintileg tetramer formdban van jelen a sejtek membranjaban. Kideriilt az is,
hogy a molekula szamos kotd és szabdlyozo hellyel bir: ezek az intracelluléris
N-termindlis szakaszon megtaldlhatdé hirom egymdst kovetd ankyrin-szer(i
domén; az ugyancsak az intracelluldrisan elhelyezkedd vanilloid kotOhely;
valamint az extracelluléris oldalon taldlhaté allosztérikus modulédcids helyek. A
klénozott VRI1 is nem-specifikus, féként Ca**-ionokra permedbilis (relativ

permeabilitdsa Ca®*-ra nézve Pc./Pna kozelitéleg 10) csatornaként mitkodik.

A VRI-medidlt sejtvdlaszok kalciumfiiggése — a VRI szubcelluldris lokalizdcioja
A VRI1 aktivédlédasa utdn kialakulé komplex folyamatsor vizsgilata sordn

az egyilk legfontosabb cél a VRI-mediadlt jelenségek extracelluléris

kalciumkoncentraciétdl ([Ca®].) valé figgésének elemzése volt. Kideriilt, hogy



a vanilloid vegyiiletek altal kivaltott membrandramok jellegzetességei csak
kismértékben, mig a deszenzitizacié tulajdonsagai jelentSsen fiiggtek [Ca**].-t6l.
A kisérletek ugyanakkor nem szolgdltattak egyértelmii vilaszt a VR1-medidlt
[Ca2+]i emelkedés [Ca2+]e-tél valo fiiggését illetben. Szamos munkacsoport arra a
kovetkeztetésre jutott, hogy a nociceptiv neuronokban taldlhaté6 VR1 kizarélag a
sejtek felszini membranjdba épiil be; azaz a kapszaicin csak az extracelluldris
térben 1évo kalcium jelenlétében képes az [Ca2+]i megemelésére. Ezzel
ellentétben, masok azt taldltdk, hogy a VR1-medidlt sejtvdlaszok kalciummentes

kozegben is kivélthatok.

A VRI kozponti integrdtor szerepe a fdjdalomérzés kialakitdsdban

A VRI-t nemcsak az exogén vanilloid vegyiiletek, hanem szamos
endogén, foként a fajdalom kialakitasdban kozponti szereppel biré molekula is
képes aktivdlni. Ezek koziil a VRI1 legfontosabb endogén aktivatordnak
tekintheté az alacsony Kkiiszobli (~43°C) hoémérsékletemelkedés, a pH
csokkenése (acidozis), szdmos, leginkabb gyulladdsos medidtornak tekinthetd
anyag. Ezen dgensek egyrészt direkt modon aktivdlhatjdk a receptort, méisrészt
sajat receptoraikhoz kotddve, intracelluldris jeldtviteli dtvonalak moddositdsa
révén szabdlyozzdk a VR1 miikodését. Ilyen allosztérikus modosité hatds lehet
az, hogy ezek az anyagok a VR1 hdérzékenységi kiiszobét lecsokkentik, azaz a
receptor mar fizioldgids testhOmérsékleten is aktivalodik €s fajdalomérzést valt
ki (szenzitizcid, termdlis hyperalgesia). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a

VR1 szdmos nociceptiv stimulus egyfajta “kdzponti integratora”.

A VRI kiilonbozo fajokban

A farmakolégiai és molekularis bioldgiai kisérletek ugyanakkor egy
érdekes problémadra is rdirdnyitottdk a figyelmet, miszerint a vanilloidok altal
kivaltott bioldgiai vélaszok kiilonb6zd fajokban eltéréek. Megéllapitottdk, hogy

a maddr nem érzékeny kapszaicinre, melynek oka, hogy a madarakban taldlhat6



VRI1 homolégbdl hidnyzik a vanilloid szenzitivitasért felelds szekvencia.
Hasonléképpen, specifikus ["HJRTX kot6dést nyul TG membrén preparatumon
sem sikeriilt detektdlni. VR1 szekvencia analizis a patkdny, madar és nyil VR1
vonatkozdsdban kritikus eltéréseket észlelt, mely a fenti kiilonbségeket
magyarizhatja. Az ["HIRTX kotédési vizsgdlatok horcsog DRG membréan
prepardtumokon a patkdnyndl észlelthez hasonlé affinitdst és receptor denzitdst
jeleztek, ugyanakkor a higyhdlyagbol, trachedbdl késziilt prepardtumokon,
eltéréen a patkdnyoknal latottaktl, nem sikeriilt specifikus ["HJRTX kotddést
detektalni. A jelenség ugy magyardzhatd, hogy a nociceptiv neuronok képesek a
VRI szintézisére, de a fehérje kijuttatdsa a periférids termindlokra elégtelen.
Erdekes ugyanakkor, hogy a jelenség ellenkezdje is igaz; azaz a fokozott
vanilloid-€érzékenység nem feltétleniill magyardzhaté nagyobb affinitisd
receptorral vagy nagyobb receptor-denzitdssal, igy a tengerimalac esetében sem.
Ugy tiinik tehat, hogy az egyes fajok eltérd vanilloid érzékenysége mogott eltérd
neurotranszmitter mintdzat, a VR1 eltérd expresszids szintjei vagy eltérd
szekvencidja éllhat. Mindezek fontos kovetkezménye, hogy az allatkisérletek
adatai csak nagy koriiltekintéssel extrapoldlhatéak emberre, mind a hatds, mind

az esetleges toxicitds megitélésében.

A VRI kifejezodése a kozponti idegrendszerben

A VRIl-ral kapcsolatos tovdbbi probléma a VRI1 szoveti eloszlasdnak
pontos lefrdsa. Teljes VRI1-specifikus mRNS transzkriptet csak az érzd
ganglionok nociceptoraiban sikeriilt kimutatni. Ugyanakkor régéta ismert, hogy
a kozponti idegrendszer kiilonbozo teriileteire adott kapszaicin bioldgiai valaszt
eredményez és jellegzetes morfoldgiai valtozdsokat okoz. A [PHJRTX
alkalmazdsdval nagy affinitdsu specifikus kotddést sikeriilt detektélni kiilonbdz6
agyi struktdrdkhoz, amelyek primer €rzd afferenticidt jelenlegi ismereteink
szerint nem kapnak. Ugyanakkor ezek az eredmények kordntsem tisztaztdk az

,»agyl” VRI bioldgiai szerepét.



A vanilloid vegyiiletekben rejlo potencidlis terdpids lehetoségek

A vanilloid vegyiileteket mar évszdzadok Ota hasznaljdk kiilonféle
betegségek terdpidjaban. Bebizonyosodott, hogy alapvetéen a vanilloid
vegyiiletek 4ltal kivéltott karakterisztikus hatdsok (az exciticio, az azt kovetd
deszenzitizdcié és neurotoxicitds) mindegyikének lehet terdpids értéke, fOként
lokdlis adagoldskor. Kimutattdk példdul, hogy a higyhdlyag atoblitése
kapszaicinnel (feltehetden a szenzoros idegvégzOdések deszenzitizacidja révén)
jelentdsen novelte a hdlyagkapacitdst. Megdllapitottdk tovdbb4, hogy a
kedvezObb farmakoldgiai profillal (minimélis kezdeti excitaciot koveto intenziv,
tartds deszenzitizdcid) rendelkezd0 RTX mar egyszeri, lokdlis adagoldskor
jelentdsen tartdsan megndtt a hyperreaktiv hdlyaggal rendelkezd betegek
holyagkapacitdsa.

A masik, talan még szélesebb korben ,,megcélzott” szerv a bor €s a bor
alatti kotészovetek. Az izom-iziileti fajdalmak enyhitésére vildgszerte
haszndlatosak kapszaicin tartalmd, vény nélkiil is beszerezhetd krémek. A
kedvezd (ellen-irriticiét, azaz akut excitdciét, majd kovetkezményes
deszenzitiz4ciot kivaltd) hatést a lokdlisan, a C-rost végzddésekbdl felszabaduld
neuropeptidek mikrocirkulaciot javitd hatdsdval magyardzzdk. A topicalisan
alkalmazott kapszaicint, mint adjuvans analgetikumot, emellett szdmos
neuropathids fajdalommal jar6 4dllapotban is kiprébdltdk (pl. postherpeses
neuralgia, diabeteses neuropathia, mastectomiat kovetd fajdalom).

A bor vonatkozédsdban egy kiilondsen érdekes, nagy klinikai relevancidval
biré tiinet a viszketés. A pruritogén (azaz viszketést indukéld), fOként kémiai
természeti  anyagok (pl. hisztamin, lipid peroxidiciés termékek,
prosztaglandinok, neuropeptidek) a bdrben 1évé C-rostok egy specidlis
szubpopuldcigjat stimuldljdk. Ezek a C-tipusd neuronok csak részben azonosak a
kapszaicin-szenzitiv polymodalis érzOsejtekkel; azon belill egy eltérd
neuronpopulaciét reprezentilnak. Ugy tiinik, hogy a kapszaicin képes ezen

neuronok neuropeptid-deplécidjara is (deszenzitizicidé), ami a szenzoros



modalitds megszliinéséhez vezethet. Nem meglepd tehdt, hogy klinikai
kisérletekben a topicalisan alkalmazott kapszaicin kedvezd hatdsat észlelték
szamos viszketéssel jar6 megbetegedésben (pl. notalgia paresthetica, psoriasis,
prurigo nodularis, uraemids és cholestasisos pruritus).

Tovébbi érdekes megfigyelés volt, hogy topicalis, intranasalisan adott
kapszaicin jelentdsen csokkentette a vasomotoros rhinitis tiineteit, mig egyszeri
intranasalisan alkalmazott kapszaicin hatékonynak bizonyult pollen altal
kivéltott allergids rhinitishez tarsul6 orrduguldsos tiinetek hosszan tartd
enyhitésében.

Mindezek alapjdn a VR1-en hat6 szerek 1étjogosultsdggal birhatnak a fenti
korallapotok terdpidjaban. Természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek
annak feltérképezésére, hogy 1) milyen funkciondlis sajdtsdgokkal bir a szdmos
egyéb sejtféleségen (pl. bor keratinocytdk, hizosejtek, dendritikus sejtek) leirt
un. nem-neurondlis VR1; 2) mi lehet a (gyakran fokozott kifejez6dést mutatd)
VR1 szerepe a kiillonboz6é gyulladdsos kérképekben; 3) milyen egyéb adagolési
mod (szisztémas, intrathecalis) dallhat rendelkezésre. Mindezen kérdések
megvalaszolasa tovabb szé€lesitheti azon betegségek spektrumat, ahol a VR1-on

hato vegyiiletek terdpids alkalmazhatdsdga valddi potenciéllal birhat.



CELKITUZESEK

Vizsgélataink alapvet6 célkitlizése az volt, hogy az allatkisérletek sorédn in

vivo tapasztalt észleléseket in vitro sejtszinten is kovethessiik.

1. Az in vivo kisérletek sordn a kovetkezod kérdésekre kerestiink védlaszt: Vajon
epidurdlis RTX addsaval kivalthaté-e tartés regiondlis analgesia? A
fdjdalomcsillapité hatdst megalapoz6 deszenzitizdcié kialakuldsanak idd- és
dozisfiiggése hogyan alakul két eltérd kezelési mdd (szisztémds, epiduralis)
esetén? Kellden tartds-e a hatds? Vajon a szegmentalis hatés az in vivo teszteken

tul a kotddési vizsgdlattal is igazolhaté?

2. Az in vitro vizsgélatok sordn el0szOr a sejtfiziologiai valtozasokat kivantuk
vizsgdlni. Ennek sordn feltérképeztik a morfolégiai és elektrofizioldgiai
véaltozasok kozti kapcsolatot, mind heterolég VR1-expresszalo expressids sejtes
rendszerekben, mind nativ  DRG neuronokban. Vizsgéltuk azt is, hogy az
extracelluldris kalcium jelenléte nélkiil létrejové sejtvdlaszok mivel
magyarazhatok; azaz lehetséges-e, hogy a VR1 az intracellularis membranokba
is beépiil. Kivancsiak voltunk arra is, hogy van-e a ,bels6” membranokban
lokalizdl6d6  VR1-nek  funkciondlis = kapcsolata  az  intracelluldris

kalciumraktarakkal?

3. Végezetiil kisérleteink harmadik részében, az agyban expresszdl6dé VRI1
farmakologiai vizsgélata sordn, a kovetkezOkre kerestiink valaszt: Melyek azok
a régidk, ahol a legnagyobb siirliségben expresszdlddik a receptor? Az agyi VR1
a kotédési vizsgdlatokkal észlelt farmakoldgiai tulajdonsidgai megegyezik-e a
periféridan észlelhetd varidnssal? A majom VRI kotddési paraméterei hogyan

viszonyulnak mds fajokban észlelt hasonl6 értékekhez?



ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Az in vivo analgetikus hatds monitorizdldsa

A nociceptiv vélaszkészséget egy un. plantaris analgézia-mérd
segitségével vizsgéltuk, a Hargreaves 4ltal leirt médon (hot plate assay). A hatsé
mancsokon mért ldbvisszahizdsi latencia id6ket (lumbdris epidurdlis kezelés
esetén a hatds elsOdleges helye a hatsé végtagok) Osszevetettik az eliilso
végtagokndl mért hasonlé idOékkel (belsé kontroll), valamint a vivOanyaggal
kezelt kontroll allatok hasonlé mérési adataival.

Epidurdlis kezelés sordn steril hatdéanyag (RTX, 1-100 pg/kg) vagy
vivOanyag 40 pl-ét injektaltuk az epidurdlis térbe helyezett katéterbe, melyet a
katéter holtterének megfelel6 mennyiségli (10 ul) séoldattal bemostunk. A
szubkutédn (szisztémdas adagolas) kezelt dllatokban az RTX dézisat 3-300 pg/kg
kozotti koncentraciétartomdnyban alkalmaztuk, max. 250 pl dsszmennyiségben.
A beaddsa eldtt meghatdroztuk az alap latenciaiddket, majd ezt kovetden (10-15
perccel késobb) beadtuk a teszt dozisokat. Dézis-hatds vizsgalatot végeztiink az
id6 fiiggvényében, a deszenzitizdcié kialakuldsdnak és fennmaraddsdnak
megitélésére. A kapott adatokat atlagoltuk és szorast szamoltunk (S.E.M). A
statisztikai feldolgozashoz kétoldalas ANOVA tesztet és fliggetlen (unpaired) z-
prébat alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p < 0,05 alatti értéken allapitottuk

meg.

2. In vitro vizsgdlatok

[PH]RTX kétédési vizsgdlatok membrdn prepardtumokon

A DRG, gerincveld és agyi régiok mikrodisszektalt mintdi Cynomolgus
majmokbd6l (n=8) keriiltek eltdvolitisra. A membridn prepardtumokat a
laboratériumunk altal kordbban kozolt protokoll szerint készitettiik. A sejtekhez
kiilonb6z6 koncentraciéju PHJRTX-t, valamint nem-radioaktiv ligandot

tartalmazé tdpoldatot adtunk, majd 60 percig 37 °C-on inkubdltuk. A

10



kompeticids kisérletekben a specifikus [3H]RTX kotodés, nem-radioaktiv RTX,
kapszaicin vagy kapszazepin altali gatldsat mértik 500 pM PHIRTX
jelenlétében. A szabad és a sejtek dltal kotott (fmol/mg fehérje egységben
kifejezett) radioaktivitast szcintillacios szdmoldval hataroztuk meg.

A [PHIRTX kot6dés vizsgdlata soran nyert dézis-hatds gorbéket a Hill-
egyenlettel illesztettiik: B=(B* ., L"y)/(K"¢+L"y), ahol B a specifikusan kotott
[3H]RTX-et, B...x @ receptor denzitdst, Ly a nem kotott [3H]RTX-et, mig a Ky
érték azt a ["HJRTX koncentriciét jelenti, amelynél a receptorok fele koti
ligandjat. A kompeticids kisérletekben a kotodésre jellemzd paramétereket a
kovetkez6 egyenlettel hatdroztuk meg: B = ((Ly+Lc*Ko/K)™ /(K ¢+(Ly + L
*Ko/ K)M)/(Ly™ ' /(Kg"+L")), ahol Lc a nem-radioaktiv ligand koncentraci6jat,
K; pedig a nem-radioaktiv ligand azon koncentrécidjat jelenti, amely értéknél a

receptorok fele kot ligandot.

Primer DRG kultiira készitése

Primer idegsejtek izoldldsa és tenyésztése patkdny embriokbdl tortént. A
gerincveld kivételét kovetden a ganglionokat mindkét oldalon levagtuk, majd
0,125%-o0s tripszin oldatban emésztettiik 37 °C-on 20 percig. A sejteket 25 mm-
es lveg targylemezekre vagy multiwell plate-re vittilk, majd Dulbecco’s
Modified Eagle’s Mediumban (DMEM) néveltiink, mely 20 mM HEPES, 7.5 %
fotdlis borji savd, 7.5 % 16szérum, 2 mg/ml 5-fluouracil, valamint a
sejtnovekedést és idegi differencidlodast elosegitendd S0 ng/ml idegi novekedési

faktor kiegészitdket tartalmazott.

A patkdny VRI-et kifejezo heterolog expresszios rendszerek létrehozdsa

A VRI-t tartalmazé vektort a kovetkezOképpen készitettiik: a VRI-t
koédol6 mRNS transzkripteket patkdnyok DRG-bdol nyertiik (teljes RNS
izolalasaval), majd RT-PCR alkalmazasédval kettdsszalu DNS-t dllitottunk el6 a

VR1 Xbal és AfIII restrikciés hasité helyek kozti szakaszdn. A hidnyz6 5’
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szekvencidt (Sacl és Xbal) hasonlé6 médon amplifikéltuk és illesztettiik a fenti
szakaszhoz. Az 5° (reverz) primerek esetében Xbal és Sall hasité helyeket
inkorpordltunk. A kovetkezd 1épésben a Sacl-Afllll fragmentet és az AflIIII-Sall
RT-PCR produktumot a pEGFP-N3 vektorba illesztettiik a Sacl-és Sall
restrikciés  enzimek felhaszndldsdval. Hasonld stratégidval egy mdsik
konstrukciét is létrehoztunk, melynek sordn egy 12 aminosavbdl all6 un.
epszilon (¢) tag (KGFSYFGEDLMP, mely a protein kindz Ce egy szakasza)
keriilt a VRI-re a metallothionein promoterrel miikodd peMTH vektor
felhaszndldsdval. Az iiveg feddlemezen tenyésztett COS7, NIH3T3 vagy HEK
293 sejteket 1-2 pug, a VRI-t tartalmazé plazmiddal vagy kontrollként iires
vektorral  transzfektdltunk, = LipofectAMINE  transzfekciés  reagens
felhaszndlasdval. A transzfektalt sejteket tovabbi 48 6rdan at 10 % FBS-val, 2
mM glutaminnal és antibiotikumokkal (50 U/ml penicillin, 50 pg/ml
streptomicin, 1,25 pg/ml fungizon, Sigma) kiegészitett DMEM tédpoldatban, a

VR1 héaktivécidjat elkeriilendd, 35 °C-on tenyésztettiik.

[PH]RTX kétédési vizsgdlatok sejteken

A sejteket 10 mM HEPES (pH 7.4) pufferben reszuszpendéltuk, majd
megfelel§ denzitisban (10° sejt/lyuk) kimérve 96-lyuku filtréciés edényekbe
szélesztettiik. Ezt kovetden 60 percig 200 pM ["H]RTX-nal 37 °C-on inkubdltuk,

majd az edényt jégre helyezve a kisérletet a kordbban leirtak szerint leédllitottuk.

¥ Ca felvétel vizsgdlata

A sejtszuszpenziét (kb. 5x10* sejt/ml) 1 uCi/ml **Ca-ot tartalmazé
szérummentes DMEM-ben 96-lyuku filtraciés edénybe mértilk. A sejteket a
megfeleld ligand(ok) jelenlétében 35 °C-on 15 percig inkubdltuk, majd a
radioaktiv tartalmd oldatot kimostuk. Vakuum filtraciéval a sejtek a filter
felszinén maradtak, majd szdradast kovetden szcintillacids folyadékba keriiltek

radioaktiv mérés céljabol. A **Ca**-felvétellel aranyos radioaktivitdst dpm/well
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egységben mértiikk, majd az igy nyert ddzis-hatds gorbéket a Hill-egyenlettel
illesztettiik.

Western (immuno) blot analizis

A VRI specifikus antitest elddllitdsa nydlban tortént, egy N-termindlis
MEQRASLDSEESESPPQE peptid szekvencia alkalmazdsdval, melyet az
immunogén kagyl6 hemocyaninhez konjugaltak. Az immun-szérumot az
immobilizdciéra alkalmazott fehérje segitségével tisztitottuk (affinity-purified).

A Western blot analizis sordn a sejteket hideg foszféat-pufferrel (PBS)
mostuk, majd lizis-pufferben homogenizadltuk és a proteintartalmat
meghataroztuk. Ezutdn SDS poliakrilamid gélelektroforézissel mintanként 20-30
g proteint véalasztottunk szét 7,5%-os gélen, majd a fehérjéket nitrocelluloz
membrénra transzferdltuk. A membran szabad kotdhelyeit 5% sovany tejport
tartalmazé PBS-ben (5% tej-PBS) 30 percig blokkoltuk, majd a membréanokat 5
%-os tej-PBS-ben higitott elsddleges, patkdny VR1 (1:500) ellenes; a GFP-taget
felismerd eGFP ellenes (1:500); illetve az e-taget felismerd PKCe ellenes
(1:500) antitestekkel inkubdltuk egy éjszakan at. A membranokat ezt kovetden
megfeleld misodlagos, torma-peroxiddzzal kapcsolt antitesttel inkubdltuk, végiil
az immunreakciok eredményét kemilumineszcens moddszerrel, ECL Western
blot detektdlo kittel tettiik lathatova. Az expresszié kvantitativ meghatdrozasat
denzitométer, valaminit megfeleld szoftver segitségével végeztiik, az endogén

kontrollként hasznalt cytochrome ¢ immunreaktivitdsira normalizdlva.

Fluoreszcens konfokdlis mikroszkopia

Az 1-2 pg VR1eGFP plazmiddal transzfektalt, majd iiveg fedélemezen
tovdbbi 48 6rat tenyésztett VR1eGFP-COS-7 sejteket MRC-1024 Bio-Rad
konfokdlis mikroszkdppal vizsgaltuk. A kivalasztott sejteket az x-y sikban
szkenneltilk 1 masodpercen at 30 s-onként, 0,2 um-es 1é€pésekkel, a z tengely

mentén. Az él6 sejtek kiillonbozd szubcelluldris részleteinek jelolésére
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fluoreszcens markereket hasznaltunk. Az endoplazmatikus retikulum (ER)
szelektiv jelolésére tranziens transzfekcidval bejuttatott eGFP-KDEL markert,
mig a mitochondriumok jelolésére MitoTracker fluoreszcens festéket

hasznaltunk.

Ca’*-imaging mikrofluorimetridval

A feddlemezre szélesztett sejteket 2 ug VRIeGFP plazmiddal
transzfektaltuk, majd 24 6ra milva kalciumérzékeny fluoreszcens Fura-2 festék
acetoximetilészter formdjaval (fura 2-AM, Invitrogen) 30 percig inkubaltuk
37 °C-on. A VRI-t expresszalo egyedi sejteket az eGFP fluoreszcencidjat
kihaszndlva vdlasztottuk ki (minden esetben kozepesen zold fluoreszcencidji
sejtet mérve). Az excitaciés hulldmhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk
kettds monokromator, valamint on-line kapcsolt szamit6gép segitségével, majd a
fluoreszcens emissziot egy fotoelektron-sokszorozdoval 510 nm-en detektaltuk
10 Hz-es mintavételi frekvencidt és 0,5 s-os integraciés iddintervallumot
haszndlva. Az [Ca**]-ban bekovetkezett valtozdsokat Grynkiewicz és mitsai

(1985) éltal kidolgozott mddszerrel vizsgaltuk.

Konfokdlis mikroszkdpos Ca**-imaging Indo-1 AM festékkel

A tenyésztett sejteket Indo-1 AM festékkel toltottiik fel (34 °C, 30 perc),
majd —a zerus extracelluldris Ca®* 4llapotanak rogzitéséhez —a sejteket 5
alkalommal mostuk 1 mM EGTA-t tartalmazé CaCl,-mentes oldatban.
VR1eGFP-expresszalo sejteket, illetve a kis 4tmérdjli neuronokat a mikroszkép
latéterében vizudlisan szelektdltunk. A fluoreszcens emisszid kvantitdldsara a
sejtek perikarion régidjat kijelolve (LaserSharp software, 40x objektivet
haszndlva) UV-lézer konfokdlis mikroszkopos méréseket végeztink 10
masodperces intervallumokban. A fluoreszcens emisszié intenzitds-értékeit a

405/485 nm-en mért hanyados értékekbodl hataroztuk meg.
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Fesziiltség-clamp elektrofiziologiai vizsgdlatok

A vizsgalatokhoz a VR1eGFP-expresszdlo COS7 és HEK293 sejteket a
transzfekciot kovetden 6-lyukd tenyésztéedényben 48 6rdig inkubéltunk, majd a
fluoreszcens proteint expresszalé sejteket kivalasztottuk a vizsgdlatra. A
fesziiltség-clamp vizsgdlatokat Krebs pufferben végeztiink, Axopatch 200B
erOsitot alkalmazva. A mérésekhez 2-10 MQ-os patch-elektrodokat hasznéltunk,
melyek 10 mM-os HEPES pufferral voltak feltdltve. Két adagolds kozott az
alkalmazott vegyiileteket 10 perces mosdssal (egy gyors perfiiziés rendszer

segitségével) tavolitottuk el a mérokadbaol.
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EREDMENYEK

1. Az ultrapotens VR1 agonista RTX in vivo (analgetikus) hatasanak
vizsgalata

In vivo kisérleteink célja azon hipotézisiink bizonyitdsa volt, hogy a
lumbdlis gerincbe epiduralisan beadott RTX alkalmazdsdval regiondlis VRI1
deszenzitizicié (azaz anesztézia) hozhaté létre. Megéllapitottuk, hogy
szisztémds (szubkutdn) alkalmazds esetén (egy inicidlis, d6zisfiiggd aktivacidt
kovetden) a latencia idOk a beadds utdn kb. 4-5 drdval egy plato értéket értek el,
mely a VRI1 deszenzitizdcidt reprezentalta. Az RTX (300 pg/kg, melyet a
maximadlis tolerdlhatd adagnak tekintettiik) szisztémds alkalmazdsa esetén a
latencia id6é maximalis novekedése 19,7 +£0,6 s volt. Az 6. éraban mért EDs,
érték 39,2 +3.9 ng/kg RTX-nek adddott, mig a gorbe Hill koefficiense 1,38 +
0,26 volt, ami a receptorok kozotti kozepes foku kooperativitést feltételez.

Kimutattuk, hogy a lumbdlis epidurdlis RTX addsakor a hatsé labakon
mért latencia idok lassabban (kb. 6 6ra mulva) érték el a platé értéket.
Ugyancsak eltéréen a szisztémds adagoldsndl megfigyeltekkel, az epidurdlis
RTX kezelés esetén a latencia idok megnyuldsanak jelentkezése az alkalmazott
dozisoktdl nagyjabdl fiiggetleniil, hasonld 1dofiiggést mutatott. A latencia idOk
maximadlis novekedése 100 pg/kg RTX alkalmazdsakor 33,4 + 2,6 s-nak adddott.
A hatsé labak elhizasdnak latencia ideje szignifikdnsan magasabb volt a
szisztémds kezelés esetén mért értéktdl (p<0,001). A 6. 6rdban mért adatok
alapjdn megallapitott EDs érték epidurdlis RTX alkalmazdsa esetén 6,3 + 0,3
png/kg RTX volt. A Hill-koefficiens mérsékelt foku kooperativitasra utalt, értéke
1,22 + 0,10 volt.

A lumbalis epidurdlis RTX kezelés sordn a mellsd ldbakon mért latencia
idoket is folyamatosan monitoroztuk. Bebizonyosodott, hogy az epidurilis
kezelés soran a mellsd ldbakon észlelt dozis-fiiggd hatds hasonld (vagy kevésbé

kifejezett) volt a szisztémas kezelés kapcsan akdr a mellsé vagy a héts6 ldbakon

16



mért latencia idokhoz. Az epiduralis RTX kezelés sordn észlelt szisztémdas hatds
(mellsé 1dbak) elhanyagolhaté mértéki volt a joval kifejezettebb lokalis,
regiondlis hatdshoz képest, amit a hdts6 ldbakon mért latencia iddkkel
kovethettiink.

Kordbbi kozleményekbdl ismert, hogy szisztémds RTX kezelést kovetden
mind a periférids idegrendszer jellemzd helyein, mind a kozponti
idegrendszerben a vanilloid vegyiiletekre specifikus kotdhelyek szdma dézis-
fiiggben csokken. Az dllatokb6l szdrmazd gerincveldi mintdkon végzett
PHIRTX kotédési kisérletek soran kimutattuk, hogy az epidurdlis RTX
alkalmazds esetén (a sokkal kifejezettebb regiondlis hatds eredményeképpen) a
lumbalis régiéban ["H]RTX specifikus kotédés dézisfiiggé (100 pg/kg RTX
d6zis esetében kozel 100 %-os) csokkenését észleltiik. Ezzel ellentétben a
cervicalis régidban 100 pg/kg-os dézisndl a kontrollhoz képest is csak 42 %-kal
csokkent a specifikus [PHIRTX kotodés.

2. Az RTX hatasa sejtes rendszerekben — a deszenzitizaci6 molekularis
mechanizmusanak vizsgalata
A VRI kiméra-fehérjék expressziojdanak és funkcionalitdsdnak vizsgdlata
Kisérleteink kovetezo részében a kiilonféle vanilloid vegyiiletek sejtszintli
hatdsait vizsgéltuk. A vizsgdlatokhoz kétféle VR1 konstrukciét hoztunk létre;
egyszer a VR1 C-termindlis végét egy 27-kDa molekulastlyu zold fluoreszcens
fehérjével jeloltik (VR1eGFP), illetve hasonléképpen a C-termindlison egy 12
aminosavbol 4ll6 e-epitépot fejeztiink ki (VRIg). A VRle és VR1eGFP
plazmidokat tranziens transzfekciéval COS7, HEK293 és NIH3T3 sejtekben
expresszaltuk. A Western blot analizis a fiziés fehérjék adekvat expresszidjat
jelezte a véart molekulaméretben. Megéllapitottuk, hogy a VRI1eGFP-t
expresszalo sejteken mind a kapszaicin, mind az RTX azonnali nagy sejtdramot
indukalt. Az elektrofiziologiai kisérletekkel 6sszhangban az RTX dézis-fiiggd
®Ca® influxot generdlt VRI-t expresszalé sejteken. Az EDs, érték RTX
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esetében 100 + 50 pM, mig ugyanez a kapszaicin esetében 0,5 0,15 uM volt.
Kimutattuk, hogy mindkét jelolt rekombinans fehérje, a vad tipushoz mérhetden,
nagy affinitdssal, dézisfiiggden kototte a [P"HJRTX-et (Kq~ 150 + 10 pM). A Hill
koefficiens értéke 1,5-2 volt, mely a kotOhelyek kozti pozitiv kooperativitisra
utalt. Ezen hatdsok VRI1-specifikusak voltak, hiszen a kompetitiv antagonista
kapszazepin hatékonyan gdtolta az agonistdk 4ltal kivéltott hatést.
Megfigyeléseink szerint a C-termindlis jelolés (tag) szignifikdnsan nem
védltoztatta meg a VRI molekula elektrofiziolégiai €s farmakoldgiai

paramétereit.

A VRIeGFP intracelluldris lokalizdcidjanak vizsgdlata —az RTX hatdsdra
bekovetkezo celluldris vdltozdsok dinamikdjanak és morfologidjdinak , real-
time” kovetése

A VR1eGFP konstrukcié fluoreszcens tulajdonsdga lehetové tette a VR1
szubcelluldris  lokalizdci6éjanak  vizsgdlatdit is. Konfokdlis mikroszkép
alkalmazdsdaval VRI1eGFP fluoreszcens szigndlt észleltink mind a
plazmamembrannak megfeleléen, mind a sejtek belsé membranrendszerein, igy
az endoplazmatikus retikulumon (ER) és annak folytatdsaként a sejtmag koriil.
Kettos jelolést alkalmazva kidertiilt, hogy a VR1eGFP-specifikus fluoreszcencia
nem taldhat6 meg a sejtek mitochondriumaiban. Eredményeink j6 6sszhangban
voltak azokkal a kordbbi megfigyelésekkel, miszerint nativ VRI1-pozitiv
nociceptiv neuronokban immuncitokémiai vizsgdlattal intenziv fest0dést
észleltek a neuronalis cytoplasmaban.

Ezt kovetéen az [Ca™]; megemelkedésének hatdsat vizsgdltuk a sejtek
morfol6gidjara. Kontroll kisérleteinkben megéllapitottuk, hogy a sejtek
plazmamembranjdnak kationokra valé 4tjarhatésdgéit jelentésen megndveld
ionomycin az intracellularis membrinok (f0ként az ER) fragmentécigjat okozza.
RTX kezelés ezen véltozdsokkal gyakorlatilag megegyezd morfoldgiai

atrendez6dést véltott ki; azaz kialakult az ER fragmenticié és a filamentdzus
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mitochondriumok alakvaltozdsa. Fontos megfigyelésiink volt emellett, hogy a
kontroll (az ,iires” eGFP-t expresszdlo) sejteknél vanilloid kezelés hatdsdra nem
észleltink morfolégiai valtozdst az ER, illetve a mitochondriumok
szerkezetében, mely egyértelmilen igazolta a fenti valtozasok VRI-

specificitdsat.

A VRI-expresszdlo sejtekben észlelt celluldris valtozdsok kalciumfiiggése

A fenti, konfokdlis mikroszképpal nyert eredmények felvetették, hogy
1) a VR1 intracellularis kompartmentek membréanjdba is beépiilhet; 2) a VRI1-
medialt valaszok az [Ca2+]i megemelkedésének kovetkezményeként alakulnak
ki. Ezen utébbit vizsgdlva kimutattuk, hogy az RTX hozzdaddsat kovetden
gyors, atlagosan kb. 10 s alatt kifejlodd, igen jelentds (kozel tizszeres) [Ca®"];
emelkedés kovetkezett be. JO Osszhangban a konfokélis mikroszkopos
vizsgalatok sordn észlelt irreverzibilis struktdrélis valtozdsokkal, a tovdbbiakban
a megemelkedett [Ca2+]i nem tért vissza a nyugalmi értékre. Hasonlo [Ca2+]i
emelkedést nem észleltiink a kontroll sejteken.

,Real-time” konfokdlis mikroszképidval (az intracelluldris valtozdsok
idébeliségét kovetve) megallapitottuk, hogy—az [Ca®™]; novekedésével
parhuzamosan — az RTX hatdsdra mar 30 s beliill beindult az ER membrén-
vesiculumok képzddése a sejtmagmembran koriil. Ezt kdvetden progressziven
jelentkezd membranleflizOdéseket észleltiink a sejtmag koriil, majd 4ltaldban 1
6ran beliil (a bels6 membrdanok utin) a plazmamembrin is megsemmisiilt.
Alacsonyabb RTX doézisok esetében a véltozasok kinetikdja elhiz6dobb volt, de
a sejtek lizise mindannyiszor bekovetkezett az adagolést kovetden 3 draval.

Az intracelluldris kalciumraktirak membrdnjdba beépiilt VRI
funkcionalitdsdnak vizsgdlatdra ratiometrids alapi flureszcens konfokalis
mikroszkopos méréseket végeztiink heteroldg expresszios rendszerben €s primer
szenzoros DRG neuronokon, indo-1 AM fluoreszcens festék alkalmazasaval,

kalciummentes kozegben. Az RTX addsat kovetden mindkét sejttipuson jelentds
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[Ca®"], emelkedést észleltink. A kontroll sejtek nem vdélaszoltak az RTX
kezelésre, hasonl6an a nativ szenzoros neuronok egy csoportjahoz, melyek
feltehetéen nem expresszdltdk a VRI1-t. Az extracellularis kalcium hidnyaban az
RTX altal kivaltott [Ca2+]i emelkedés mindkét sejttipusban késobb, kb. 20-60
sec mulva jelentkezett. Ezek az eredmények arra utaltak, hogy az intracelluldris
lokalizaci6ji VRI1 funkcidképes; valamint, hogy az RTX receptor-specifikus
moédon (azaz a VRI1-t nem expresszalds sejteket megkimélve) képes ezen VRI
populéci6 aktivalasara.

Megerdsitve kordbbi eredményeinket kimutattuk, hogy a VRI1eGFP-
expresszalé sejteken az RTX extracellularis kalcium hidnydban is képes
jellegzetes morfoldgiai valtozdsok (ER vezikul4cié, mitochondridlis diszrupcid)
kivaltasara, azonban kalcium-mentes kdzegben a valtozasok 1étrejottéhez jéval
hosszabb id0re volt sziikség. A tipusos morfoldgiai véltozdsok atlagosan
mintegy 3 perccel késobb jelentkeztek az RTX addsat kovetden. Teljes
mértékben megegyezd eredményre jutottunk primer szenzoros neuronok
vizsgalata sordn is. Adataink igy arra utalnak, hogy az ER-lokalizdlt VRI1
valéban képes kalciumot mobilizdlni az ER-bol.

Kivancsiak voltunk ugyanakkor arra is, hogy a DRG neuronok hogyan
viselkednek hosszabb RTX expozicié esetén. Megallapitottuk, hogy a neuronok
egy csoportja azonnali, méasodperceken beliili kialakulé [Ca®*]; emelkedéssel
véalaszoltak RTX hatdsara. Az RTX-re ily mdédon reagédlé neuronok sejtmagjaban
(az RTX adésat kovetden kb. 40 perccel) intenziv, a sejtek elhaldsat jelzd
propidium-jodid (PI) akkumulicié volt megfigyelhetd. A vizsgalt latétérben
ugyanakkor voltak RTX-re nem reagdlé neuronok is, amelyek esetében PI
festddést nem tudtunk kimutatni, még akdr 2 6raval az RTX expoziciét kovetden
sem.

Ezen megfigyelések megerdsitették elképzelésiinket, hogy az észlelt
valtozasok a neuronokban is VR1 fiiggdek. A vazolt mechanizmus szerint, VR1-

expresszdlé nociceptiv neuronok szelektiv deplécidja hozhaté 1étre RTX
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addsaval. A hipotézis sejtszintli tanulmanyozasira primer DRG tenyészeteket
resiniferatoxinnal (RTX), valamint egy hosszi C-lanci szintetikus vanilloid
vegyiilettel, olvanillal (OLV) kezeltiink. Western blot technikdval kimutattuk,
hogy az OLV kezelés majdnem teljes mértékben (99%), mig a joval kisebb
koncentricioban alkalmazott RTX is jelentdsen (~80%) lecsokkentette a VR1
immunjelolés intenzitdsit, azaz feltehetéen ,.elimindlta” a VRI1-expresszald
neuronokat. Megfigyelésiink szerint az egyéb jelenlévo sejttipusokat a fenti
kezelés nem érintette, amint azt egy kdozonséges szoveti fehérjére (cytochrom-c)

Ujrajelolt Western blot-ok jelezték.

3. A VRl-expresszio a kozponti idegrendszerben - a VR1 molekularis
farmakologiai vizsgalata majom agyban (szoveti disztribucio, farmakologiai
paraméterek)

Specifikus ["HIRTX kotédés vizsgdlata gerincvelSi és hdtsé gyiki ganglion
(DRG) mintdkon

Kisérleteink utols6 részében a majom agyban expresszdlodo VRI
molekuldris  farmakolégiai jellemzését végeztik el [PHJRTX kotddési
vizsgalattal. Kiilonb6zd agyi régidokbdl szdrmazé mintdkon mért kotodési
paramétereket hasonlitottuk 0ssze a gerincvelobdl €s DRG-b6l nyert membran
preparatumok hasonl6 adataival.

A kontroll kisérletekben nagy affinitdsu, specifikus, telithetd [3H]RTX
kotddést észleltink mind a gerincveld hatsé szarvdban, mind a DRG-ban. A
gerincveldi hatsé szarvbdl, illetve a DRG-bdI szarmazé mintdkon mért kotddési
paraméterek az aldbbiak voltak: a maximdlis kotodési kapacitds (By.x) 2444 +
19,6 és 240 £ 26,6 fmol/mg fehérje (az adott sorrendben), mig a Ky értékek 312
+ 14 pM és 289 +15 pM. A P értékekre 1,4 +£0,04 és 1,5+ 0,08 kaptunk,
melyek a kotohelyek kozti pozitiv kooperativitdsra utaltak.

A specificitds tovabbi vizsgélata sordn kompeticids kisérletekben

kimutattuk, hogy a nem-radioaktiv RTX hatdsosan (és pozitiv kooperativitast

21



mutatva) gatolta az 500 pM PHIRTX specifikus kotodését a kovetkezd K;
értékekkel: 349 + 25 pM a gerincveldi membran prepardtumokon, 309 + 14 pM
a DRG mintdin volt. Az RTX-hez hasonléan, a kapszaicin is gétolta a "HJRTX
specifikus kotddését: a K; érték 4,7 +0,26 uM a DRG, mig 4,3 +0,32 uM a
gerincveld hétsé szarvabdl késziilt membrdn prepardtumokon. Végezetiil
megdllapitottuk, hogy a kompetitiv antagonista kapszazepin ugyancsak
hatdsosan fliggesztette fel a [3H]RTX specifikus kotddését: K; 3,1 £0,23 uM a
DRG-ban és 3,7 £ 0,35 uM a gerincvel6i hatsé szarvban.

Specifikus ["TH]RTX kot6dés vizsgdlata majom agy kiilonbizd régidiban
Specifikus ["HJRTX kotddést észleltink emellett kiilonbozé agyi régick
membrdn prepardtumain, igy a locus ceruleusban (LLC), az area preopticaban
(AP), a hypothalamus medialis-basalis része (MBH), a hidi formatio
reticularisban, a thalamus ventralis részén, valamint a cerebellaris cortex
szenzoros- €s motoros teriiletein. A kotddés (B) értékei (a fent megnevezett
régiokat sorrendbe dllitva): 140+ 11, 129+17, 143,4+84, 66,6 +4.8,
21,2+45,48,4+£6,2, 57,7 £5,3 és 59,2 £ 6,3 fmol/mg fehérje voltak. A magas
receptorstiriséget mutaté agyi mintdkon a specifikus PHIRTX kotddés
ugyancsak szigmoidalis szaturdcios kinetikat és pozitiv kooperativitast kovetett,
mely az aldbbi K, értékekkel volt jellemezhetd: 601 £28 pM a LC/AP
regiokban és 561 £41 a MBH mintdkon. Megéllapitottuk emellett, hogy a
kapszaicin €s a kompetitiv antagonista kapszazepin hatdsosan gatoltdk a
specifikus ["H]RTX ko6tédést mind a hypothalamusbél (K; sorrendben 1,0 + 0,1
uM és 0,9 £ 0,11 uM), mind a LC/AP régiokbdl (K; sorrendben 1,1 + 0,22 uM

és 1,3 £ 0,2 uM) késziilt membran preparatumokon.
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MEGBESZELES

1. Epidurdlis RTX dltal kivdltott hatdsos regiondlis analgézia

A kiilonféle vanilloid vegyiiletek (pl. kapszaicin, RTX) széles terapids
potencidllal rendelkez6 nem-narkotikum jellegli analgetikumok. Kordbbi
kutatdsok ugyanakkor jelentés mennyiségi és mindségi kiillonbségeket tartak fel
in vivo és in vitro hatdsaikat illetben. Humén vizsgalatokban példaul kideriilt,
hogy huigyhélyag hyperreflexids betegeknél az intravesicalisan végzett RTX
oblités —a kapszaicinnel ellentétben — inicidlis fdjdalom kivaltdsa nélkiil
deszenzitizdlta a C-rostokat, igy az urgens incontinens panaszokat jelentdsen
mérsékelte. Mindezen adatok azt sugalltdk, hogy az RTX (a kapszaicin
hatdsdhoz viszonyitva) sokkal elonydsebb terdpids profillal rendelkezik.

A szisztémds adagolassal Osszefiiggd mellékhatdsok mérséklésére
ugyanakkor az utébbi iddszakban eldtérbe keriiltek a lokdlis alkalmazas
(topikalis, intratechalis vagy epidurdlis) lehetdségei, melyek kivald stratégiat
reprezentdlnak a regiondlis fajdalom csillapitdsara. Farmakoldgiai szempontbdl
az epidurdlis adagolds jol ismert elOnye a cél-szdvetek anatdmiai kdzelsége €s az
elhanyagolhatd szisztémds hatds. Jelen disszerticioban bemutatott kisérleteink
szerint az epidurdlis térbe adott RTX hosszi hatdst, regiondlis termdlis
analgéziit eredményez, melyet minimdlis szisztémads hatds kisér. Eredményeink
emellett azt is igazoltdk, hogy az epidurdlis RTX relativ fjdalomcsillapito
hatékonysdga jelentdsen nagyobb a szisztémds (szubkutdn) alkalmazdshoz
képest. Az EDs, értékek alapjan ez azt jelenheti, az epidurdlis adagolds mintegy
6,5-szer hatékonyabb. Ha ugyanakkor a latencia id0 haromszoros megnyulasat
eredményezd RTX dézisokat hasonlitjuk Ossze, akkor arra kovetkeztethetiink,
hogy az epidurdlis adagolds valdjdban mintegy 25-szor hatékonyabb a

szisztémas adagoldsnal.
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2. A vanilloid vegyiiletek dltal kivdltott, VRI-medidlt szelektiv citotoxicitds
jelentosége

Az epidurilis RTX kezelés soran tapasztalt ["TH]RTX kotShely vesztés azt
sugallta, hogy a vanilloid vegyiilet képes a VR1-t expressszald sejtek szelektiv
deplécidjara. Ezért a kovetkezOkben in vitro sejtes rendszerekben elemeztiik a
VR1-medidlt celluldris vélaszok jellegzetességeit. Molekuldris bioldgiai
modszerek felhaszndlasdval heterolog expresszids rendszereket llitottunk eld,
melyekrdl bebizonyosodott, hogy benniik a VRI1 expresszidja, valamint
farmakologiai és elektrofizioldgiai tulajdonsdgai nagyon hasonléak a szenzoros
neuronokon nativ médon kifejez6dd VR1 paramétereihez.

A VRI1eGFP kiméra fluoreszcens tulajdonsdga emellett lehetdvé tette,
hogy ,.in vivo” és ,real-time” vizsgédljuk a VRI1 szubcelluléris lokalizaciéjat,
valamint a VR1 aktivacigjat koveto celluldris események kinetik4jat. Konfokalis
mikroszkép alkalmazédsdval az irodalomban els6ként mutattuk ki, hogy a
VR1eGFP szigndl nemcsak a sejtek plazma membrdnban, hanem az ER-nak
megfeleld intracelluldris membranstruktirakban kifejezddik. Megéllapitottuk
ugyanakkor azt is, hogy a VR1 nem fejezddik ki a sejtek mitochondriumdban.

Bebizonyosodott tovdbb4a, hogy az RTX hozzdaddsara a VRI-t
expresszalé sejtekben kb. 10-szeres [Ca2+]i akkumulacié kovetkezett be.
Kideriilt az is, hogy a [Ca™]; ndvekedéssel id6ben parhuzamosan az ER
struktardgja a citoplazma teljes kiterjedésében megbomlott, €s korkoros
vesiculaképzddés jelentkezett. Fontos volt tovdbbd, hogy RTX adagoldsakor
egyéb membriankompartmentek valtozdsat is észleltiik, igy a VRI-t nem
expresszalé mitochondriumok fragmentaciéjat, a magmembrin leflizodéseit,
majd végiil a sejtmembran ruptdrdjat is. Mindezen megfigyelések azt sugalltik,
hogy az RTX hatdsdra a VR1-t kifejezd sejtek haldla kovetkezett be.

Az ER-lokalizdlt VRI1-populacié szerepének tovabbi tisztdzdséra,
kalctummentes médiumban is vizsgaltuk a vanilloid-specifikus [Ca®'].

véaltozdsokat. J6 6sszhangban mdshol publikdlt eredményeinkkel — miszerint a
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VR 1-expresszal6 sejteken az RTX adagolaskor extracellularis Ca** hidnydban is
bekovetkezett az intracelluldris membrin-remodeling — kimutattuk, hogy a VR1
aktivacio, habar lassabb kinetikat mutatva, kalciummentes kézegben is képes az
[Ca2+]i megemelésére. Kimondhaté tehat, hogy a plazmamembranban lokalizalt
VR1 mellett, egy udjonnan felismert, funkciondlis, intracelluldris (ER-ban
taldlhat6) VR 1-populécié is 1étezik mind a heterolég expresszids rendszerekben,
mind a DRG neuronokban.

Ezen eredményeink, valamint az, hogy 1)a VRI-et nem expresszaild
COS7 sejtekben az RTX nem emelte meg az [Ca2+]i-t és nem okozott
morfoldgiai valtozasokat; 2) DRG tenyészetekben (melyek nemcsak a VRI-t
expresszald, kis méretli neuronokat, hanem mads idegsejteket és glia elemeket is
tartalmaznak) az RTX csak a sejtek egy részén valtott ki [Ca2+]i—névekedést; 3)a
VRI1 antagonista kapszazepin hatdsosan kivédte az RTX 4ltal beinditott
celluldris hatdsok mindegyikét; azt suggalta, hogy az daltalunk Ilétrehozott
heterolég expresszids rendszerekben az RTX-indukdlt Ca**-mediélt sejthaldl a
VR1-on keresztiil, specifikus médon valésul meg.

Ezt a feltételezést tovabb bizonyitand6 megéllapitottuk, hogy RTX
kezelést kovetden a kis atmérdjii nociceptiv neuronokon hasonldé morfoldégiai
valtozéasok észlelhetOk, mint a tranziens transzfektilt VR1-expresszalo sejteken.
Habar a korai morfoldgiai elvdltozdsok apoptdzisra emlékeztetnek, apoptdzisra
specifikus kromatin fragmentaciot, apototikus testképzddést, illetve kaszpaz
aktivaciot 24 6ras kovetés sordn sem észleltiink. Hosszabb iddintervallumban
vizsgdlva a vanilloidok hatdsit, ugyanakkor legaldbb hdrom vitdlis sejt-
organellum kdarosodott irreverzibilisen; azaz intracelluldris membran-
fragmentéciot, mitochondriumok ultrastruktirdlis véltozat és a magmembran
dezorganiziciéjat tapasztaltuk. Fontos megdllapitdsunk volt ugyanakkor az is,
hogy (véarakozdsainknak megfelelden) RTX kezelésre csak a neuronok egy adott
szubpopuldcidja (kisméretli, VR1-pozitiv, nociceptiv idegsejtek) vilaszolt, mig a

glia elemek és kozepes-nagy atmérdjii neuronok nem reagdltak.
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A fenti sejt-organellumok VRI1-specifikus kdrosoddsa egyardnt okozhat
deszenzitiz4ciot, valamint (ha a véltozdsok megfordithatatlanok) az idegsejt
pusztuldsét is eredményezheti. Megfigyeléseink igy egy potencidlisan uj terdpids
eljarast korvonalaztak, melynek sordn VRI1 agonista vegyiiletekkel a primer
nociceptiv afferensek szelektiv abldciéja (,,kémiai mikrosebészet”) valik
lehetdvé anélkiil, hogy az érz6 idegsejtek teljes spektrumat elpusztitandnk.

Ennek modellezésére egy, a deszenzitizacid kivaltdsidban igen potens
agonista vegyiiletet, az olvanilt (OLV) vélasztottuk. Eredményeink azt mutattak,
hogy 50 uM doézisig az OLV nem volt toxikus a VRI-et nem expresszald
sejtekre, ugyanakkor primer DRG tenyészetekben ekkora koncentracidban a
VR1-pozitiv neuronok csaknem teljes deplécidjat valtotta ki. Ha ehhez
hozzdkapcsoljuk, hogy az epidurilis alkalmazds sordn igen jelentés ["HJRTX
kotohely-vesztést tapasztaltunk, eredményeink azt sugalljdk, hogy VRI
agonistdkat specidlisan célhelyekre bejuttatva regiondlis fajdalomcsillapitdsra
nyilik médot, egyéb szenzoros modalitdsok megkimélésével.

A fenti hipotézis helyességét bizonyitandd, a disszertdcioban bemutatott
kisérletek elvégzése oOta, kollégdink inoperdbilis csonttumoros kutydkban
igazoltdk a lokalisan adott RTX hosszantartd, VRI1-specifikus regiondlis
analgéziat kivaltd hatdsit. Igy (reményeink szerint) valéban ésszerii
antinociceptiv terdpids stratégia lehet a vanilloid-szenzitiv nociceptorok
szelektiv deplécidja olyan, kifejezetten sulyos fajdalommal jaré korképekben,
mint példaul daganatos megbetegedésekhez tarsuld Un. kismedencei-fijdalom,
az als6 végtagi csont-és lagyrész daganatok, osteoarthrosis, illetve a

végtagamputiciot kovetden jelentkezd fantom-fajdalom.

3. Az agyban expresszdlodo VRI lokalizdcioja és molekuldris farmakologidja
A kiilonbozo fajok igen eltérd vanilloid-szenzitivitdst mutatnak, mely
jelentdsen megneheziti az 4llatkisérletek adatainak emberre  torténd

extrapolécigjat. Kisérleteink sordn az irodalomban elséként irtunk le VRI-
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specifikus, szigmoidalis szaturdciés kinetikat mutaté ["H]RTX kotddést majmok
gerincveldi és DRG mintdiban. Adatainkat Osszehasonlitva mds fajokon
mértekkel megéllapitottuk, hogy a majom gerincvelében észlelt receptor-
affinitds megkozelitdleg 3-szor nagyobbnak bizonyult, mint hasonlé érték
human mintdkban, de 7-8-szor kisebb volt, mint a patkany gerincvelOben.

Kimutattuk emellett, hogy a majom agy szdmos teriiletén a specifikus
[SH]RTX kotodés adekvat farmakoldgiai specifitassal detektdlta a VRI-t.
Magasabb receptor suirliséget észleltink a LC, AP és hypothalamus teriiletén,
mely szoveti disztribuicié j6 egyezést mutatott a kordbban mds speciesekben
leirtakkal. A VRI1-specifikus kotodési karakterisztika ugyancsak szigmoidalis
telitési kinetikdt és pozitiv kooperativitdst jelzett. A struktira-hatds profil (a
kiilonféle vegyiiletek Ky és K; értékei) tekintetében ugyanakkor diszkrét
kiillonbségeket észleltiink a centralis (agyi teriiletek) és periférids (gerincveld,
DRG) receptorokban, mely arra utalhat, hogy a centrdlis és periférids VRI1
eltéréen modifikdcidval rendelkezik.

Ismereteink szerint primer szenzoros afferentdciét az érintett agyi
teriiletek nem kapnak, igy feltételezhetben a VRI autoném expreszidjit
észleltiik. A legnagyobb receptordenzitdst mutato teriiletek ugyanakkor szerepet
jatszanak kiilonboz6 szenzoros €s autondm funkcidkban, igy a fajdalom
érzékelésében €és az endogén fijdalom-modulicidés szabdlyozdsban. A locus
ceruleus egyes neuron-csoportjai emellett résztvesznek a specidlis CO,-és pH-
dependens chemopercepcioban is. Leirtdk emellett, hogy a kapszaicin képes a
locus ceruleus neuronok aktivéicidjara, mely kapszaicin eldkezeléssel (igy a
VRI1-specifikus kotOhelyek deplécidjaval) kivédhetd volt.

A hypothalamus preopticus részében a neuronok egy csoportja a képes a
lokdlis hédmérséklet véltozdsait észlelni, ezdltal kdzponti szerepet tolt be a
termoregulacié centrdlis kontrolljdban. Korai vizsgalatok szisztémdas vagy
intrahypothalamikus kapszaicin injekcié hatdsdra hypothermiat, valamint a

mitochondriumok jellegzetes ultrastruktirdjanak megvéltozasat észlelték. Mivel
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az acidozis és a nociceptiv termdlis stimulusok a VR1 kozismert aktivatorai, igy
konnyen elképzelhetd, hogy a VRIl-expresszdlé agyi neuronok szerepet

jatszanak a termdlis-kémiai nocicepcié centrdlis szakaszaban.

4. A mechanizmustol a terdpidig: agonista, antagonista és parcidlis agonista?

Tekintve, hogy a diszerticié részét nem képezd egyéb tudomdnyos
munkdm sordn kb. 200 vanilloid vegyiilet farmakoldgiai hatdsat vizsgdltam,
bizonyosan dllithatom, hogy hasonlé vegyiiletek ezreit tesztelik ipari
méretekben. A disszertdcidban felvazolt, in vivo sejt és szervezet szintjén
vizsgalt terdpids stratégia igy (feltehetden) csak egy a sok lehetséges koziil.
Ennek sordn a cél az, hogy az agonista hatdsu vegyiiletek alkalmazasival a
nociceptorok szelektiv ablacigjat érjiik el, s lehetéleg mindezt minimadlis kezdeti
irritacio €s fajdalom kivaltasaval (RTX, olvanil).

Felmeriil ugyanakkor szdmos mas lehetdség is. Az utébbi idében a VR1-
medidlt folyamatok szerepét valdszinlsitik szdmos, fOként a gastroenterolégia
teriiletérdl ismert gyulladdsos betegségben. Igy amennyiben bizonyos
gyulladdsos 4allapotokban a VR1-medidlt neurogén gyulladds, mint definitiv
(pathognomicus) mechanizmus bizonyitast nyer, akkor a receptor reverzibilis
gatldsa, vagyis az antagonistdk haszndlata célszer(ibb lehet.

Emellett érdekes terdpids alternativit nyudjt a parcidlis agonistdk
alkalmazdsa is. Ezen vegyiilet-csoport esetében a kezdeti gatld hatds — melyet
dozis-fiiggd aktivacié kovet — kedvezd lehet az inicidlis fajdalom elkeriilésére,
ami az agonista vegyiiletek nagy tobbségénél (1asd kapszaicin) megfigyelhetd.
Mindezek alapjén szilard meggy6zodésem, hogy a (remélhetden nagyon) kozeli
jovében eldnyos farmakoldgiai hatdsspektrummal rendelkezd vanilloidok
keriilhetnek a klinikai vizsgalatok fokuszdba, elsdsorban gyulladdsos dllapotok
¢és a konvenciondlis gydgyszerelésre nem reagalod, nehezen tolerdlhat6 fajdalmak

kezelésére.
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OSSZEFOGLALAS

1. In vivo kisérleteinkben az epidurdlis resiniferatoxin (RTX) adésédval tartos,
dozis-fiiggd, a szisztémds adagolds hatékonysdgat joval meghalad6 regiondlis
analgéziat sikeriilt 1étesiteniink, miniméalis szisztémads hatds mellett. Gerincveldi
szinten ezzel ardnyos vanilloid receptor-1 (VR1) depléciot észleltiink.

2. In vitro kisérleteinkben igazoltuk, hogy az altalunk létrehozott heterolog
VR1-expressziés  rendszerek  alkalmasak a  receptor  molekuldris
farmakologidjanak vizsgalatara.

3. Mind a heterolog VR1-expresszids sejtes rendszerekben, mind a nativ VR1-t
kifejezd szenzoros neuronokban kimutattuk, hogy a VRI1 lokalizaci6 (szigndl) a
belsd membranokon is észlelhetd.

4. Bebizonyosodott, hogy a kalcium-mentes kozegben 1étrejové VR1-dependens
aktivdci6 sordn az intracelluldris kalciumemelkedés az endoplazmatikus
retikulum (ER) kalcium raktéraibdl torténik; azaz az intracelluldris lokalizacidju
VRI1 is funkciondlis, kalicuampermeabilis csatornaként miikodik.

5. Kimutattuk tovdbbd, hogy a VR1 aktivdléddsa sordn specifikus, dézis-fiiggo,
szelektiv neuron deplécid (neurotoxicitds) alakul ki, mely jol magyardzhatja az
in vivo észlelt tartds antinociceptiv hatést.

6. A majom agyban telithetd szaturdciés kinetikdval jellemezhet6é VR-t
detektaltunk, melynek farmakoldgiai tulajdonsigai j6 egyezést mutattak a
periféridn észlelt VR1-el.

7. Az agyban lefrt VR esetén majomban is hasonlé szoveti megoszlast
észleltiink, mint humaén, illetve patkdny mintdkban.

8. A majom VRI1 7-8-szor kisebb affinitdssal koti az RTX-et, mint a patkdny
varidns, igy farmakoldgiai tulajdonsidgai jol kozelitik a humdn VRI1-en mért

értékeket.
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