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BEVEZETES

A nociceptiv neuronok

A fajdalmas (azaz potencidlisan vagy valdsan szoveti kdrositast kivalté fizikai, kémiai
és termdlis) ingerek érzékelése specidlis primer afferens szenzoros neuronok (un.
nociceptorok) periférids végzddésein keresztiil torténik. Ezen afferensek sejttestjeinek
elhelyezkedése harom f6 reprezentdcios teriiletet rajzol ki: 1) a hats6 gyoki ganglionok (DRG)
nociceptorai a végtagok, a torzs és a viscerdlis lemezek innervicidjat ellitva a gerincveld
hats6 szarvanak interneuronjaihoz szallitanak érz6 informdcidt; ii) a trigemindlis ganglionok
(TG) nociceptorainak periférids nytlvanyai a fej, szdjiireg és a nyak innervacidjat biztositjdk
és a centrdlis nydlvanyaik az agytorzsi trigemindlis magba érkeznek; iii) ganglion nodosa
periférids nyulvanyai a visceralis szovetek beidegzését biztositjdk, mig centrlis nydlvanyai az
agytorzsi trigemindlis magba érkeznek (Millan, 1999; Snider et al,, 1998).

A primer afferens neuronokon beliil a nociceptorok két alcsoportja kiilonithet6 el: 1) a
kis atméréju C-rosttal rendelkez6 idegsejtek (<30 wm), melyek veldshiively nélkiili lassu
vezetésii axonnal rendelkeznek; 2) az Ad rosttal rendelkez6 nociceptorok sejttestjei kozepes
atmérdjiek, axonjuk gyorsabb konduktancidji, mérsékelten veldshiivelyes. A C-rosttal
rendelkezd neuron alcsoport tagjait polymoddlis nociceptoroknak is nevezik, minthogy
mindhdrom f6 fijdalom ingerre (mechanikai, kémiai és hd) képesek vdlaszolni, mig mads
primer érzdsejtek csak ezek egy részére (Lang et al, 1990; Lynn és Carpenter 1982).
Megallapitottak, hogy C-tipusu idegrostokban gazdag a bor (Szolcsanyi, 1977), a cornea, a
szaj nyalkahartya (Szolcsanyi €s Jancso, 1975), az izmok (Kaufman et al, 1982), iziiletek (He
et al, 1988), valamint a kardiovaszkuldris, respiratorikus €s genitourinalis rendszerek is

(Maggi et al, 1986; Szolcsanyi, 1993).



A kapszaicin-szenzitiv neuronok

Mir Jancsé (Jancsd, 1968) is felismerte, hogy ezen polymodilis (C-tipusi)
nociceptorok igen jelentds €s nagy szelektivitdssal jellemezhetd érzékenységet mutatnak a
csipOs paprikabdl izoldlhaté alkaloida, a kapszaicin (valamint szimos egyéb rokon vanilloid
vegyiilet, 1asd aldbb) irant, igy ezen érzdsejteket "kapszaicin-szenzitiv neuronoknak" nevezték
el (Bevan et al, 1990; Holzer 1991; Szallasi és Blumberg 1999). Az érzdsejteknek kettds
funkcidjuk van. Afferens mikodésként, centrdlis nyudlvanyaikon keresztill szenzoros
informécidt szallitanak a kozponti idegrendszerbe, mely in vivo a kapszaicin j6l ismert
fajdalmat kivalto (,,csipds”) hatdsit eredményezi.

Az efferens funkcié sordn ugyanakkor az érz6 idegvégzddések (a neuronok
aktivdloddsa wutdn) a periférids nyulvdnyaikban raktdrozott kiilonféle (féként pro-
inflammatérikus hatdsd) neuropeptidet (mint pl. a P-anyag [SP], a kalcitonin génkapcsolt
peptid [CGRP] és egyéb neuroaktiv anyagokat (Holzer, 1988)) szabaditanak fel lokdlisan. A
felszabadult anyagok ezutin az innervalt szervek (bor, sziv, zsigerek, hiigyhdlyag,
nyalkahartydk stb.) nem-neurondlis sejtjein — pl. keratinocytdk, hizésejtek, makrofagok, glia
sejtek — hatva résztvesznek a lokdlis trofikus, vazoregulatérikus €s immunomodulatdrikus
folyamatokban, amelyek kdros, kaszkad-szerli felerdsodése a kapszaicin masodik fontos in
vivo hatdsa, a neurogén gyulladds kifejlédéséhez vezet (Geppeti és Holzer, 1996).

Felmeriil a kérdés, mi lehet a fiziol6gids szerepe az érzd sejtek efferens funkcidjanak?
A felszabadul6 peptidek gyulladdsos sejteket (hizosejtek, makrofagok stb.), szérum faktorokat
modulédlnak, melyek a gyulladdsban, sebgydgyuldsban fontos szerepet jatszanak. A neurogén
peptidek és egyéb vezikuldris elemek felszabaduldsa a periférids végzddésekbdl emellett non-
inflammatérikus valaszokat (szekrécid, simaizom Osszehizddas stb.) is beindithatnak.
Ugyanakkor patolégids koriilmények kozott a fent emlitett neuropeptidek kéros mennyiségii

felszabaduldsa hozzdjarulhat bizonyos, a gyulladdsos adapticié kisikldsaival jellemezhetd



korképek (asthma bronchiale, colitis ulcerosa, interstitidlis cystitis, arthritis stb.)
kialakuldsdhoz, vagy silyosboddsdhoz (Campbell et al, 1993; Lundberg, 1993; Yiangou et al,
2001). Ennek jelentésége — a patofizioldgiai folyamatok megismerésén til — a fenti kérképek

kezelésében alkalmazhat6 Uj terapids stratégiak kidolgozasaban lehet (1asd késobb).

A kapszaicin celluldris hatdsmechanizmusa

A kapszaicin és rokon vanilloid vegyiiletek cellularis hatdsmechanizmusa a szenzoros
neuronokon harom egymadst kdvetd, bar gyakran egymdstdl fiiggetleniil is megjelend, tovabba
az adott anyag hatdsat individudlisan is reprezentdlé folyamattal jellemezhetd. Az els6 a
kapszaicin adagoldsa utdn azonnal kifejlédd excitdcid. Ennek keretében a kapszaicin az érzd
idegsejtek membranjat depolarizdlva a sejtek Ca®** és Na' ionok irdnti permeabilitasat
megndveli, mely ionok sejtbe dramldsa azok depolarizicidjdhoz vezet (Marsh ef al, 1985),
valamint megvaltoztatja a sejt fesziiltség-vezérelt K'-, Na*- (Petersen et al, 1987), valamint
Ca**-csatorndinak (Docherty et al, 1991) aktivitdsit. A DRG neuronokon végzet teljes sejt
fesziiltség-clamp kisérletek azt is megmutattdk, hogy a kapszaicin elsdsorban a divalens
kationok bedramlasat segiti el6 (Bevan és Docherty, 1993; Liu és Simon, 1994). A kifejezett
kationpermeabilitis novekedést szdmos egyéb mddszerrel is demonstraltik, igy *’Ca-
felvétellel (Wood et al, 1988), valamint Ca”*-szenzitiv fluoreszcens festékek alkalmazdsdval
is (Bleakman et al, 1990).

A kapszaicin altal kivaltott aktivacid (excitdcid) sordn in vivo el@szor nociceptiv
ingerekre észlelhetd fokozott érzékenység (hyperalgesia vagy allodynia) észlelhetd. Az
aktivéciot tipusosan egy hosszabb refrakter periddus kovet, melynek sordn in vivo relativ
véalaszképtelenség észlelhetd kapszaicin és egyéb fajdalomingerek irdnt. Ezen mechanizmust
Jancsé nyomdn mindmaig deszenzitiziciénak nevezziik (Jancsé et al, 1977), mely a

kapszaicin hatdsara bekovetkezo masodik cellularis valasz. A szenzoros neuronok kapszaicin



altal kivaltott deszenzitiziciéjanak két formdjat kiilonitették el. Az tun. farmakoldgiai
deszenzitizacidt, ahol kapszaicin hosszantarté vagy ismételt adagoldsat kovetden a sejtek
elvesztik kapszaicin irdnti érzékenységiiket (homoldg deszenzitizacid) (Szolcsanyi 1977,
Winter et al, 1990), valamint az dn. funkciondlis deszenzitizaciot vagy defunkcionalizaciot,
amely sordn a sejtek nemcsak kapszaicin, hanem egyéb fijdalomkeltd (kémiai, ho,
mechanikai) ingerek irant is érzéketlenné valnak (heteroldég deszenzitizacio) (Holzer 1991).
Feltételezték, hogy mig a homolég deszenzitiziciét a sejten belil megemelkedett
intracellularis kalciumkoncentracio ([Ca2+]i), illetve az dltala kivéltott folyamatok hozzdk
Iétre, addig a heteroldg deszenzitizacid a neuropeptid raktarak kiiiriilésének, a depolarizacio
kovetkeztében kialakulé megvaltozott membran sajitossdgoknak, valamint a kalcium 4ltal
kivaltott intracelluléris kdrosodasnak a kovetkezménye (Jancsé et al, 1984, Docherty et al,
1991).

A kapszaicin celluldris hatdsat talmanyozva végezetill megallapithatd, hogy az
alkaloida elég nagy koncentracidban, elég hosszi ideig alkalmazva, a sejteken egy harmadik
jellegzetes folyamatot, a neurotoxicitast véltja ki. Ezen folyamat leginkabb a megemelkedett
intracellularis kalciumszintnek, a mitokondridlis kalciumakkumulaciénak és a kalcium-fiiggd
protedzok fokozott mitkodésének tulajdonithaté (Wood et al, 1988, Winter et al, 1990, Holzer

1991).

A vanilloid receptor-1 (VRI vagy TRPVI)

Jancsé mar 1968-ban felvetette egy 1tn. "fdjdalom-receptor” meglétének
sziikségszertiségét (Jancs6 1968), melyet a szenzoros neuronok fent bemutatott
populdcidjanak szelektiv kapszaicin-érzékenységével magyarazott. A technikai eszkoztar
fejlodésével (patch-clamp technika, intracellularis ionmérés) felismerték a kapszaicin

funkciondlis timadaspontjat, amely egy nem-specifikus kationcsatornidnak bizonyult (Wood et



al, 1988, Winter et al, 1990, Oh et al, 1996). Kideriilt tovdbba az is, hogy a csatorna nagyfoku
Ca2+—permeabilitést mutat, igy aktivicidja kovetkezményeként jelentdsen megemelkedik az
[Ca2+]i (Bleakman et al, 1990, Cholewinski et al, 1993).

A receptor farmakoldgiai vizsgdlatit nagymértékben megkonnyitette a vanilloid
csoportot hordozé ultrapotens kapszaicin analég, az Euphorbia resinifera tejnedvébdl izolalt
forboid alkaloida, a resiniferatoxin (RTX) (valamint radioaktivan jelzett formdjanak,
[BHIRTX) felfedezése, illetve eldallitisa (Hergenhahn et al, 1975; Szallasi és Blumberg,
1990). Kideriilt, hogy az RTX alig mutatja phorbol-észterekre jellemzd bioldgiai
tulajdosdgokat (a protein-kindz C-hez is igen alacsony affinitdssal kot6dik), ugyanakkor a C-
20-as pozicibban homovanillyl csoporttal észterifikdlt, melynek nagy jelentOséget
tulajdonitanak a kapszaicin és rokon vegyiiletek irritativ tulajdonsdgdban (részletesen Szallasi
és Blumberg, 1989).

A molekularis biolégiai technikdk robbandsszerii fejlodésének koszonhetden végiil
1997-ben megtortént az elsd kapszaicin-érzékeny specifikus molekula, a vanilloid
(kapszaicin) receptor (VR1) molekularis karakterizdldsa (Caterina et al, 1997), el6szor
patkdny species cDNS konyvtarat felhaszndlva. A patkdny VR1 egy 2514 nukleotidbdl, azaz
838 aminosavbdl all6, 95 kDa tomegi fehérje, mely 6-transzmembran doménnel rendelkezik
(Caterina et al, 1997) (1. abra). Strukturdlis sajatsdgai alapjan a VR1 homoldégidt mutat a
Drosophila melanogaster retindjdban megtaldhatd TRP (transient receptor potential)
proteinnel, ezért a TRP receptor csaldd egyik altipusdnak tekinthetd. Ezen receptorokat a non-
szelektiv kationcsatorndk nagycsalddjaba soroljdk, melynek tagjai a TRPV (vanilloid), TRPC
(canonical), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML (mucolipin), TRPA (ankyrin) és
TRPN (NOMP) csoportok (Montell et al, 2002). Ezen besorolas alapjan a szakirodalomban a
VRI1-t TRPVI-nek (transient receptor potential vanilloid-1) nevezik (Montell et al, 2002;

Gunthorpe et al, 2002).
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1. dbra A VRI sematikus szerkezete és miikodését befolydsolé molekuldk osszefoglaldsa

A VRI szerkezetét tanulmanyozva megéllapitottdk, hogy a csatorna 6-transzmembran
doménnel, valamint intracelluldris N- és C-termindlissal rendelkezik, és valésziniileg tetramer
formdban van jelen a sejtek membranjiban (Kedei et al, 2001; Kuzhikandhatil et al, 2001).
Kideriilt az is, hogy a molekula szdmos koto és szabalyoz6 hellyel bir: ezek az intracelluléris
N-termindlis szakaszon megtaldlhaté harom egymast kdvetd ankyrin-szerti domén (potencidlis
protein kinaz A foszforilaciés helyek) (Caterina et al, 1997; Kwak et al, 2000; Bhave et al,
2002, 2003); az ugyancsak az intracelluldrisan elhelyezkedd vanilloid (azaz a kapszaicint és
ultrapotens analdgjit, az RTX-et felismerd) kotShely; valamint az extracellulris oldalon
taldlhat6 allosztérikus modulaciés helyek (Garcia-Martinez et al, 2000; Jordt er al, 2000).
Kimutattdk végiil, hogy hasonléan a szenzoros neuronokon megtaldlhaté6 VR-hoz, a klénozott
VR1 is funkciondlis, nem-specifikus, féként Ca**-ionokra permedbilis (relativ permeabilitdsa

Ca’*-ra nézve Pca/Pna kozelitdleg 10) csatornaként miikodik (Caterina et al, 1997).



A VRI-medidlt sejtvdlaszok kalciumfiiggése — a VRI szubcelluldris lokalizdcioja

A VRI aktivdléddsa utdn kialakulé komplex folyamatsor vizsgdlata sordn az egyik
legfontosabb cél — a kiilonféle vanilloid vegyiiletek heterogenitdsdnak megallapitasan til (Acs
et al, 1997; Széllasi, 1999) — a VR1-medialt jelenségek extracellularis kalciumkoncentraci6tol
([Ca®].) valé fiiggésének elemzése volt. Féként a patch-clamp technika alkalmazédsa sordn
kideriilt, hogy a vanilloid vegyiiletek altal kivaltott membrandramok jellegzetességei csak
kismértékben (Tominaga et al, 1998), mig a tachyphylaxis (deszenzitizacio) tulajdonsigai a
legtobb kisérletes elrendezésben jelentdsen fiiggtek [Ca™].-t6] (Docherty et al, 1996; Koplas
et al, 1997).

A kisérletek ugyanakkor nem szolgéltattak egyértelmii valaszt a VR1-medidlt [Ca™];
emelkedés [Ca2+]e—t(’)1 val6 fiiggését illetéen. Szdamos munkacsoport arra a kovetkeztetésre
jutott, hogy a nociceptiv neuronokban taldlhaté6 VRI kizdrdlag a sejtek felszini membréanjaba
épiil be; azaz a kapszaicin csak az extracellularis térben 1év6 kalcium jelenlétében képes az
[Ca2+]i megemelésére (Cholewinski et al, 1993; Garcia-Hirschfeld et al, 1995; Savidge et al,

2001). Ezzel ellentétben, masok azt talaltdk, hogy a VR1-medialt sejtvalaszok kalciummentes

kozegben is kivalthatok (Acs et al, 1997; Eun et al, 2001).

A VRI kozponti integrdtor szerepe a fdjdalomérzés kialakitdsdban

A VRI1 molekuldris bioldgiai leirdsat kovetden elvégzett nagyszdmu kisérletnek
koszonhetéen kideriilt az is, hogy ezen receptort nemcsak az exogén vanilloid vegyiiletek,
hanem szdmos, a szervezetben képz6dd (azaz endogén), foként a fijdalom kialakitdsdban
kozponti szereppel biré molekula is képes aktivalni. Ezek koziil a VR1 legfontosabb endogén
aktivdtordnak  (,ligandjdnak™)  tekinthetd6 az  alacsony  kiiszobli (~  43°C)
hémérsékletemelkedés, valamint a pH csokkenése (acidézis) (Caterina et al, 1997; Tominaga

et al, 1998) (1. abra). Megallapitottaik ugyanakkor azt is, hogy e hatdsok mellett szamos,



leginkdbb gyulladdsos medidtornak tekinthetd anyag (pl. bradikinin, extracelluldris ATP,
arachidonsav-szdrmazékok, leukotriének, lipid-peroxidicié termékei, stb.) is képes a VRI1
mukodését pozitivan befolydsolni (Hwang er al, 2000; Tominaga et al, 2001; Premkumar et
al, 2001). Ezen agensek egyrészt direkt médon (azaz a VR1-hez kozvetleniil kapcsolodva)
aktivalhatjak a receptort (pl. ho, acidozis), masrészt (foként metabotrép) sajat receptoraikhoz
kotédve, intracellularis jeldtviteli utvonalak (kinaz-rendszerek, intracellularis hirvivok)
modositasa révén szabalyozzdk a VR1 miikodését. Ilyen allosztérikus modosité hatis lehet az,
hogy ezek az anyagok a VR1 héérzékenységi kiiszobét (43 °C) lecsokkentik, azaz a receptor
mar fiziol6gids hOmérsékleten (37 °C) is aktivdlodik és fdjdalomérzést vélt ki (termadlis
hyperalgesia) (Tominaga et al, 1998; Caterina et al, 2000). A szenzitizdcié mechanizmusdnak
koszonhetden igy lehetové valik a fajdalom in vivo percepcidja (azaz az egyed 1étét fenyegetd
“noxa” érzékelése), emellett pl. gyulladdsos édllapotokban az effektor sejtek mozgodsitdsa is
eredményesebb lehet. A VRI1 szerepét bizonyitja a fenti folyamatokban a VRI1 knock-out
egerekkel végzett kisérletek eredménye is, miszerint ezen allatokban (a természetesen hianyzo
vanilloid-érzékenység mellett) foként a termalis-gyulladdsos hyperalgesia jelensége hidnyzik
(Tominaga et al, 1998; Caterina et al, 2000). Mindezek alapjan feltételezziik, hogy a VR1

szamos nociceptiv stimulus egyfajta “kozponti integratora”.

A VRI kiilonbozé fajokban

A farmakolégiai és molekuldris bioldgiai kisérletek ugyanakkor egy érdekes
problémdra is rdirdnyitottdk a figyelmet; azaz, vajon mi az oka annak, hogy a vanilloidok &ltal
kivéltott bioldgiai valaszok kiillonb6z6 fajokban eltéréek? Gyakran emlitett példa, hogy adott
kapszaicin dézist, ami egy tengeri malaccal vagy patkdnnyal masodpercek alatt végezne, igen
jOl tolerdlhatnak a horcsogok vagy madarak. Megallapitottdk, hogy a madar nem érzékeny

kapszaicinre (Jancs6, 1968) és radioaktiv [PHIRTX ligandot sem kot (Szallasi, 1999).
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Ugyanakkor az alacsony kiiszobli héérzékelés képessége prezervdlt nociceptoraiban, mely
arra utal, hogy a madarakban taldlhaté6 VR1 homol6gbdl hidnyzik a vanilloid szenzitivitdsért
felel6s szekvencia (Nagy és Rang, 2000). A csirke VR1 klénozasa igazolta a varakozasokat; a
kutaték (a faj-specifikus szekvencia eltérésekre fokuszdlva) a 3. transzmembran doménon
azonositottak egy 8 aminosavbdl all6 részletet, mely a vanilloid szenzitivitasért felelds (Jordt
et al, 2002).

Az eml6sok koziil a nyidlban észleltek hasonlé margindlis érzékenységet vanilloidokra.
Ezzel 6sszhangban specifikus PHIRTX kotédést nyil TG membrdn prepardtumon nem
sikeriilt detektdlni. VR1 szekvencia analizis a patkdny, madar és nydl VR1 vonatkozadsdban
kritikus eltéréseket észlelt, mely a fenti kiillonbségeket magyardzhatja (sajat nem publikalt
vizsgélataink). Ugyanakkor a horcsogben megfigyelt relativ vanilloid inszenzitivitds
hatterében mas mechanizmust taldltak. Az [3 H]RTX kotodési vizsgalatok horcsog DRG
membran preparatumokon a patkanyndl észlelthez hasonl6 affinitist és receptor denzitdst
jeleztek, ugyanakkor a hugyhdlyagbdl, trachedbol késziilt preparitumokon, eltéréen a
patkdnyoknal latottaktSl, nem sikeriilt specifikus ["THJRTX kotédést detektalni. A jelenség tgy
magyarazhatd, hogy a nociceptiv neuronok képesek a VRI1 szintézisére, de a fehérje
kijuttatdsa a periférids terminalokra elégtelen (Széllasi e al, 1993 a, b). Erdekes ugyanakkor,
hogy a jelenség ellenkezdje is igaz; azaz a fokozott vanilloid-érzékenység nem feltétleniil
magyardzhaté nagyobb affinitdsi receptorral vagy nagyobb receptor-denzitdssal, igy a
tengerimalac esetében sem (Széllasi et al, 1995).

Ugy tiinik tehdt, hogy az egyes fajok eltérd vanilloid érzékenysége mogott eltérd
neurotranszmitter mintdzat, a VRI eltéré expresszids szintjei vagy eltérd szekvencidja
(vanilloid koté képtelensége) allhat. Szamos példa bizonyitja, hogy mindharom felvazolt
mechanizmus relevdns lehet a fajok kozt megfigyelhetd eltéré vanilloid hatds hatterében.

Mindezek fontos kovetkezménye, hogy az allatkisérletek adatai csak nagy koriiltekintéssel
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extrapoldlhatéak emberre, mind a hatds, mind az esetleges toxicitds megitélésében. A
klénozott humén VR1 részletes farmakoldgiai jellemzése ezt szintén megerdsitette (Hayes et

al, 2000; Smart et al, 2001).

A VRI kifejezédése a kozponti idegrendszerben

A VRI1-ral kapcsolatos tovabbi probléma, melynek ,,megolddsdban” talin még maig
sem sziilletett egységes allaspont, a VRI1 szoveti eloszldsanak pontos leirdsa. A VRI
molekuldris karakterizdldsa sordn (Caterina et al, 1997) a teljes VRI-specifikus mRNS
transzkriptet Northern blot vizsgdlattal csak az érz6 ganglionok nociceptoraiban sikeriilt
kimutatni (Tominaga et al, 1998; Guo et al, 1999). Ugyanakkor régéta ismert, hogy a
kozponti idegrendszer kiilonbdz0 teriileteire adott kapszaicin bioldgiai valaszt eredményez és
jellegzetes morfoldgiai véltozdsokat okoz (Hajos er al, 1987, 1988). Ennek megfeleldéen a
[PHIRTX alkalmazdsaval nagy affinitdsi specifikus kotddést sikeriilt detektdlni kiilonb6z6
agyi strukturdkhoz, amelyek primer érzé afferenticiét jelenlegi ismereteink szerint nem
kapnak (Acs et al, 1996). A vanilloid receptor klénozdsa emellett lehetévé tette, hogy DNS,
mRNS és fehérje szinten is megerdsitsék a kordbbi megfigyeléseket. fgy VRI1-specifikus
immunreaktivitast észleltek az agy kiterjedt teriiletein (Mezey et al, 2000) valamint, RT-PCR
és in situ hybridiziciés detekciés modszerekkel, VR1 expressziot észleltek az agyban
(Sasamura et al, 1998). Mindezen eredmények —habar igazoljdk a VRI1 autoném

expresszidjat az agyban — az ,,agyi” VR1 bioldgiai szerepét még kordntsem tisztaztak.

A vanilloid vegyiiletekben rejlé potencidlis terdpids lehetoségek
A vanilloid vegyiileteket mar évszazadok oOta hasznaljak kiilonféle betegségek
terdpidjaban. Bebizonyosodott, hogy alapvetden a vanilloid vegyiiletek 4altal kivaltott

karakterisztikus hatasok (az excitacié, az azt kovetd deszenzitizdcid és neurotoxicitas)
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mindegyikének lehet terdpids értéke, foként lokdlis adagolaskor. A kovetkezOkben néhany, a
disszertdcioban részletezendd kisérletekhez szorosan kapcsolddd terdpids alkalmazdst
mutatunk be.

A vanilloid-szenzitiv idegvégzddések szdmos reflexmiikodésben, igy a micturdcids
(vizelési) reflex kialakitdsaban is fontos szerepet jatszanak (Maggi et al, 1988, 1989). A
micturdcios reflex a leszall6 supraspinalis palydk inhibitoros kontrollja alatt dll. Amennyiben
patholégids koriilmények kozott (pl. trauma, sclerosis multiplex) ezek a gatlé palyak sériilnek,
akkor a hélyagmiikodés autonémma vélik és mar igen kis hélyagkapacitdsndl urgens vizelési
inger jelentkezik. Ezt az dllapotot detrusor hyperreflexidnak nevezik. Kimutattdk, hogy a
holyag atoblitése lokdlisan adagolt kapszaicinnel (feltehetéen a szenzoros idegvégzddések
deszenzitizécidja révén) jelentdsen javitotta a hdlyag motorikdjat (Cruz et al, 1998). A
kapszaicinnel végzett kezdeti probédlkozdsok eredményességét ugyanakkor jelentdsen rontotta
a gyakran igen jelentés fijdalom (azaz a neuronok exciticiGja). fgy a kutaték figyelme a
kedvezébb farmakoldgiai profillal (minimalis kezdeti exciticiét kovetd intenziv, tartds
deszenzitizacio) rendelkezd vegyiiletek felé fordult. E molekuldk legkiemelkeddbb
képviseldje a RTX, mely in vivo kisérletek alapjan mintegy 1000-szer potensebb
deszenzitizal6 4gens (részletesen Szdllasi és Blumberg, 1999). Sikeres klinikai vizsgalatok
sora indult tehdt, intravesicalis resiniferatoxint alkalmazva, detrusor hyperreflexids
betegekben (Lazzeri et al, 1997; Cruz et al, 1997). Megdllapitottdk, hogy maér egyszeri,
lokdlis RTX adagolaskor is jelentdsen nétt a hyperreaktiv holyaggal rendelkezd betegek
holyagkapacitdsa, a kezdeti irritdcié minimaélis volt, a hatds pedig hetekig eltartott (Cruz et al,
1997).

A masik, talin még szélesebb korben ,,megcélzott” szerv a bor és a bor alatti
kotoszovetek. Az izom-iziileti fajdalmak enyhitésére vilagszerte haszndlatosak kapszaicin

tartalmd, vény nélkiil is beszerezhetd krémek. A kedvezd (ellen-irritaciot, azaz akut
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excitidciot, majd kovetkezményes deszenzitiziciét kivaltd) hatast a lokdlisan, a C-rost
végzddésekbol felszabaduld neuropeptidek (pl. SP, CGRP) mikrocirkuldcidt javitd hatdsaval
magyarazzak (lasd kordbban) (Szallasi €s Blumberg, 1996). A topicalisan alkalmazott
kapszaicint, mint adjuvdns analgetikumot, emellett szimos neuropathias fijdalommal jar6
allapotban is kiprébaltdk, igy pl. postherpeses neuralgidban, diabeteses neuropathidban,
mastectomiat kdvetd fajdalom esetében (6sszefoglalva Biré et al, 1997).

A bor vonatkozasdban egy kiilonosen érdekes, nagy klinikai relevanciaval biré tiinet a
viszketés. A pruritogén (azaz viszketést indukdld), fOként kémiai természetli anyagok (pl.
hisztamin, lipid peroxidicids termékek, prosztaglandinok, neuropeptidek) a bdrben 1évé C-
rostok egy specidlis szubpopuldcigjat stimuldljak. Ezek a C-tipusti neuronok csak részben
azonosak a kapszaicin-szenzitiv polymodalis érzdsejtekkel; azon beliill egy eltérd
neuronpopuléci6t reprezentilnak (Schmelz er al, 2000, 2001). Ugy tinik, hogy a kapszaicin
képes ezen neuronok neuropeptid-deplécidjara is (deszenzitizdcid), ami a szenzoros modalitds
megsziinéséhez vezethet. Nem meglepd tehat, hogy klinikai kisérletekben a topicalisan
alkalmazott kapszaicin kedvez6 hatdsat észlelték szamos viszketéssel jar6 megbetegedésben
(pl. notalgia paresthetica, psoriasis, prurigo nodularis, uraemids és chelstatisis pruritus, stb)
(Ellis et al, 1993; Wallengren et al, 1995; Tarng et al, 1996; Steinhoff et al, 2006; Paus et al,
2006).

Tovabbi érdekes megfigyelés, hogy topicalis, intranasalisan adott kapszaicin
jelentésen csokkentette a vasomotoros rhinitis tiineteit (La Croix et al, 1991; Blom et al,
1997), mig egyszeri intranasalisan alkalmazott kapszaicin hatékonynak bizonyult pollen éltal
kivéltott allergids rhinitishez tarsulé orrduguldsos tiinetek hosszan tarté enyhitésében (Stjirne
et al, 1998).

Mindezek alapjan a VRl-en hatd szerek Iétjogosultsdggal birhatnak a fenti

kérallapotok terdpidjaban. Természetesen tovabbi kisérletek sziikségeltetnek annak
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feltérképezésére, hogy 1) milyen funkciondlis sajitsdgokkal bir a szdmos egyéb sejtféleségen
(pl. bor keratinocytak, hizésejtek, dendritikus sejtek) leirt in. nem-neurondlis VR1 (Bir6 et al,
1998; Bodo et al, 2004, 2005); 2) mi lehet a (gyakran fokozott kifejez6dést mutaté) VRI1
szerepe a kiillonb6z6 gyulladasos korképekben; 3) milyen egyéb adagoldsi mod (szisztémas,
intrathecalis) dllhat rendelkezésre. Mindezen kérdések megvélaszoldsa tovabb szélesitheti
azon betegségek spektrumat, ahol a VR1-on hat6 vegyiiletek terdpids alkalmazhatésaga valodi

potenciallal birhat.
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CELKITUZESEK

Vizsgdlataink alapvetd célkitlizése az volt, hogy az éllatkisérletek soran in vivo

tapasztalt észleléseket in vitro sejtszinten is kvethessiik.

1. Az in vivo kisérletek sordn a kovetkezd kérdésekre kerestiink valaszt: Vajon epiduralis
RTX addsdval kivdlthaté-e tartés regiondlis analgesia? A fdjdalomcsillapité hatast
megalapoz6 deszenzitizdcié kialakuldsdnak id6- és doézisfiiggése hogyan alakul két eltérd
kezelési mod (szisztémds, epidurdlis) esetén? KellGen tartds-e a hatds? Vajon a szegmentdlis

hatds az in vivo teszteken tul a kotddési vizsgdlattal is igazolhat6?

2. Az in vitro vizsgélatok soran elOszor a sejtfizioldgiai valtozdsokat kivantuk vizsgdlni.
Ennek soran feltérképeztilk a morfoldgiai és elektrofizioldgiai valtozdsok kozti kapcsolatot,
mind VRI1-expresszadlé heterolog sejtes rendszerekben, mind nativ DRG neuronokban.
Vizsgaltuk azt is, hogy az extracellularis kalcium jelenléte nélkiil 1étrejovo sejtvalaszok mivel
magyarazhatok; azaz lehetséges-e, hogy a VR1 az intracelluldris membranokban is beépiil.
Kivéancsiak voltunk arra is, hogy van-e a ,,bels6” membranokban lokalizdl6dé VRI1-nek

funkciondlis kapcsolata az intracelluldris kalciumraktdrakkal?

3. Végezetiil kisérleteink harmadik részében, az agyban expresszdlédé VR1 farmakoldgiai
vizsgalata sordn, a kovetkezokre kerestiink véalaszt: Melyek azok a régidk, ahol a legnagyobb
strtiségben expresszdlédik a receptor? Az agyi VRI a kotddési vizsgilatokkal észlelt
farmakoldgiai tulajdonsagai megegyezik-e a periférian észlelhetd varidnssal? A majom VRI1

kotodési paraméterei hogyan viszonyulnak mas fajokban észlelt hasonlé értékekhez?
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ANYAGOK ES MODSZEREK

1. Az in vivo analgetikus hatds monitorizdldsa

Katéter behelyezés

Az epidurilis katéter beiiltetés a korabbi ajanlasok szerint (Durant et al,, 1986) tortént.
Steril koriilmények kozott, az L3-L5 csigolydk magassidgdban ejtett 1-2 cm-es feltardsbol
22G-s méretli polyurethan katéterek (Braintree Scientific, Braintree, MA, USA) keriiltek
beiiltetésre cauddlis irdnyban kb. 1-1,5 cm-rel felvezetve az epidurdlis térbe. A behelyezést
kovetden a katéterek heparinos-sés dtmosdsa, majd subcutdn csatorndn torténd atvezetésére,

végiil a lezart katétervég sebzardst kovetd kililtetésére keriilt sor.

A nociceptiv vdlasz vizsgdlata

A nociceptiv valaszkészséget egy tn. plantaris analgézia-mér6 segitségével vizsgaltuk,
a Hargreaves éltal leirt médon (Hargreaves et al, 1988). A miuszer alkalmas arra, hogy
tizedmasodperc pontossiggal mérjilkk a mancs visszahtuzasanak latencia idejét, fajdalmas
héinger alkalmazésit kovetden. Ez lehetdséget nyujtott arra, hogy a hdtsé mancsokon mért
latencia idéket (lumbdris epiduralis kezelés esetén a hatds elsddleges helye a hatsé végtagok)
Osszevessiik az eliils6 végtagokndl mért hasonld idOkkel (belsé kontroll), valamint a
vivoanyaggal kezelt kontroll &llatok hasonlé mérési adataival. A kisérletek kezdetekor
ellendriztiik, hogy a katéter behelyezés kapcsan az dllatokndl neuroldgiai deficit nem alakult-e
ki. A mér6 ketrecbe helyezett dllatnak kb. 5 perc allt rendelkezésére, hogy kornyezetéhez
hozzaszokjon. Ezt kovetden a héforrast az dllat mancsa ald irdnyitva megkezdtiik a mérést. A
hoforrds aktivalédasakor egy elektromos stopper is automatikusan miikodésbe 1épett és
detektalta a latenciaid6t, vagyis a 1ab elhuzasdig eltelt id6t, 0,1 masodperces pontossidggal. A
ho okozta sériilés elkeriilésére a hoforrds 35 sec elteltével automatikusan kikapcsolddott (cut

off time). A fenti kisérleti koriilmények kozott 14thatd szovetsériilést nem észleltiink.
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Epidurélis kezelés sordn a hatéanyag (RTX) vagy vivOanyag 40 pl-ét injektaltuk a
katéterbe, melyet a katéter holtterének megfeleld mennyiségii (10 ul) séoldattal bemostunk.
Az RTX-bdl 1, 3, 10, 30, 100 pg/kg hatéanyagot adtunk 10 % etanol, 10 % Tween-80 és 80%
0,15 M NaCl o6sszetételi vivooldaltban. Az oldatok bejuttatisira Hamilton HPLC iiveg
fecskenddket haszndltunk (25-100 ul, 22-gauge tiik, Phenomenex, Torrance, CA, USA). A
szubkutan (szisztémds adagolds) kezelt allatokban az RTX dézisat 3-300 pg/kg kozotti
koncentraciétartomanyban alkalmaztuk, max. 250 pl 6sszmennyiségben. Az oldatokat minden
esetben steril koriilmények kozott készitettiik el. Az oldatok beaddsa sordn az éllatokat 60-90
madsodpercre oxygen/isofluran gazkeverékkel elbdditottuk. A beadds eldtt meghataroztuk az
alap latenciaidoket, majd ezt kdvetden (10-15 perccel késébb) beadtuk a teszt ddzisokat.
Minden dllatot vizsgaltunk neuroldgiai deficit kizardsa céljabol. Hat allatot kezeltiink minden
hatéanyag koncentricival, mig 6 dllat csak vivéanyagot kapott (vivanyag kontroll). Dézis-
hatds vizsgédlatot végeztiink az id6 fiiggvényében, a deszenzitizdcié kialakuldsanak és
fennmaradasanak megitélésére. Az els6 6 Ords periddusban (deszenzitizacié kialakulasa)
méréseket végeztiink kezdetben 30 perces gyakorisdggal mind a mellsd-és hatsé mancsokon.
Ezt kovetéen a mérésekre 9, 12, 20, 24 oraval késobb, majd egy hétig naponta keriilt sor. A
mérések végeztével az allatokat eutanizaltuk. A katéter megfeleld pozicidjanak bizonyitdsara
a kisérlet végén (az eutandzia eldtt) minden 4llat epidurdlis katéterébe 20 ul metilénkék
festékoldatot injektdltunk. Ot dllatot — nem megfeleld katéter pozicié miatt — kizdrtunk a
statisztikai feldolgozdsbdl. A kapott adatokat atlagoltuk és szérdst szamoltunk (S.E.M). A
statisztikai feldolgozdshoz kétoldalas ANOVA tesztet és fiiggetlen (unpaired) z-prébat

alkalmaztunk. A szignifikancia szintet p < 0,05 alatti értéken allapitottuk meg.
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2. In vitro vizsgdlatok

[PHIRTX kotédési vizsgdlatok membrdn prepardtumokon

A [PPHIRTX kotddési vizsgélatokat gerincvelobol, DRG-bol és kiilonb6zd agyi
régidkbol szdrmazé mintdk membran prepardtumain végeztilk. A DRG, gerincveld és agyi
régiok mikrodisszektalt mintdii Cynomolgus majmokbdl (n=8) keriiltek eltavolitisra. A
majmokbol — melyek mas vizsgalatok kontroll allatai voltak — szarmazé idegszovetek Dr. U.
Thorgeirsson (National Cancer Institutes) nagylelkii adomanyaként keriilhettek feldolgozasra.
A membran prepardtumokat a kordbban kozolt protokoll szerint készitettiik (Acs et al, 1994).
A kisérleti dllatokbdl eltdvolitott szovetmintdkb6l homogenizdtumot készitettiink jéghideg
puffer A-ban (10 mM HEPES, 5 mM KCl, 5,8 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 0,75 mM CaCl,, 12
mM gliikkéz, 137 mM szukréz, pH 7,4, minden anyag a Sigma-Aldrich-t6l védsarolva, St.
Louis, MO, USA). A homogenizalt mintdkat el6szér 1000 x g sebességgel 10 percig 4 °C-on
centrifugaltuk, majd a feliiliszo eltavolitisit kovetéen a pelletet puffer A-ban
reszuszpendaltuk. A mintdkat ezt kovetden ismét centrifugdltuk 35000 x g-vel 40 percig 4 °C-
on. A pelletet ismét puffer A-ban reszuszpendaltuk és a kotési kisérletekhez 2 mg/ml koriili
fehérje koncentraciéra higitottuk. A felhasznéldsig az elkészitett membrian preparatum
mintékat —70 °C-on taroltuk.

A kotédési vizsgélat sordn 100 pg membran proteint 200 pM [PHJRTX-nal (Chemical
Synthesis. and Analysis Laboratory, NCI-FCRDC Frederick, MD, USA) inkubaltunk 60
percig 37 °C-on 6sszesen 300 pl puffer A-ban, melyet 0,25 mg/ml borji szérum albuminnal
(BSA, Sigma) kiegészitettiink. A BSA hozzdaddsdnak célja az volt, hogy az RTX nem-
specifikus kotddését a felszinekhez csokkentsiik. Az inkubécids periddus végén a csdveket
jégre helyeztiik és a mintdkhoz a nem-specifikus [PHIRTX kotédés tovabbi csokkentésére 100
pug oy-acid glycoproteint (AGP, orosomucoid, Sigma) adtunk 50 pl térfogatban. A kotott és

szabad [*’H]RTX elvélasztasahoz a mintdkat 10000 x g-vel 15 percig 4 °C-on centrifugaltuk.
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A specifikus kotdédés meghatarozdsdhoz a pelletet tartalmazé miianyag tubusok (Eppendorf
tubus, Eppendorf, Westbury, NY, USA) végét, amely a membranhoz kotott radioaktiv
anyagot tartalmazta, levagtuk.

A human-€s majom idegszovetekbdl késziilt membranpreparatumok esetében a nem-
specifikus kotédés meghatirozasa 1 uM nem-radioaktiv RTX (LC Laboratories, Woburn,
MA, USA) jelenlétében tortént. Ehhez minden tubusbdl a feliiliszé 100 pl-es mennyisége is
mérésre keriilt. A kotédési paraméterek meghatdrozasahoz hasznalt ["H]RTX koncentriciGja
10-3000 pM volt. A kompeticios kisérletekben a specifikus [PHIRTX ko6tédés, nem-radioaktiv
RTX, kapszaicin (Sigma) vagy kapszazepin (LC Laboratories) éltali gatldsat mértiik 500 pM
PHIRTX jelenlétében. A kotddési vizsgilatok minden kisérletben, minden egyes mintavételi
pont esetében harom edény atlagibol hatdroztuk meg. Minden kisérletet legaldbb hirom
alkalommal végeztiink. Mind a szabad, és a kotott radioaktivitdst (10 6rds equilibracids id6
leteltével, 5 percig mérve) szcintillacidés szamoldval hatdroztuk meg.

A kotédés egységét fmol/mg fehérje egységben fejeztik ki. A [PHIRTX kotédés
vizsgalata sordn nyert dozis-hatds gorbéket a Hill-egyenlettel illesztettiik, a korabban kozoltek
szerint (Endrényi et al, 1976; Acs et al, 1996). B=(B*n, L"y)/(K"++L"y), ahol B a
specifikusan kotott [3 H]RTX-et, B.x a receptor denzitdst, Ly a nem kotott [3 H]RTX-et, mig a
Kq érték azt a "HJRTX koncentraci6t jelenti amelynél a receptorok fele koti ligandjat. Az
egyenletben szerepld n érték a kooperativitas jellemzésére alkalmas un. Hill koefficiens. Ha
n=1, a receptorok egymadstdl fiiggetlenek; az n>1 érték kooperativitast jelez a receptorok vagy
kotdhelyek kozt; mig n<l negativ kooperativitdst jelol (Davis et al, 1977). Azokban a
kisérletekben, ahol a kotéhelyeken a PHIRTX-t emelked6 koncentraciéji nem-radioaktiv
ligand (RTX, kapszaicin, kapszazepin) szoritotta le, a kotédésre jellemzd paramétereket a

kovetkez egyenlettel hatdroztuk meg: B = ((Luy+Lo*Ko/K)" /K ¢+(Ly + Le *Ko/
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K)")/(Lyg™ ' /(Kg™+L"y)), ahol L¢ a nem-radioaktiv ligand koncentraci6jat, K; pedig a nem-

radioaktiv ligand azon koncentricidjat jelenti, amely értéknél a receptorok fele kot ligandot.

Primer DRG kultiira készitése

Primer idegsejtek izoldlasa €s tenyésztése patkdany embriokbdl tortént. A gerincveld
kivételét kovetden a ganglionokat mindkét oldalon levagtuk (a meninxekkel egyiitt), majd
0,125%-o0s tripszin oldatban emésztettiik 37 °C-on 20 percig. A leoltdshoz a mechanikai
triturdlds segitségével nyert disszocidlt sejteket Minimal Essential Mediumba (MEM)
helyeztiik, amely 5%-os 16szérumot (HS, Sigma) és 50 ng/ml nerve growth factort (NGF,
Promega, Madison, WI, USA) tartalmazott. A sejteket 25 mm-es iiveg targylemezekre vagy
multiwell plate-re vittiikk, majd Dulbecco’s Modified Eagle’s Mediumban (DMEM, Sigma)
noveltiink, mely 20 mM HEPES, 7,5 % fotélis borju savo (FBS), 7,5 % HS-t, 2 mg/ml 5-
fluouracil (mind Sigma), valamint a sejtnovekedést és idegi differencialédast elosegitendd S50
ng/ml NGF kiegészitoket tartalmazott. A primer DRG kultirdkat atlagosan egy héttel a leoltas

utdn hasznaltuk fel, amikor a nem-o0szt6dé neurondlis elemek domindltak a tenyészetben.

A patkdny VRI-et kifejezo heterolog expresszios rendszerek létrehozdsa

Az iiveg fedOlemezen tenyésztett COS7, NIH3T3 vagy HEK 293 sejteket 1-2 ug
VR1eGFP plazmiddal vagy kontrollként haszndlt iires vektorral (eGFP plazmid)
transzfektaltunk, LipofectAMINE (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) transzfekcids reagens
felhasznéldsédval, a gyart6 éltal javasolt protokollnak megfeleléen. A VR1-t tartalmazé vektort
a kovetkezOképpen készitettilkk: a VRI1-t kddol6 mRNS transzkripteket patkdnyok (12 db
Sprague-Dawley patkdny) DRG-bdl nyertiik, teljes RNS izoldlasaval, TRI REAGENT
(Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) segitségével a gyari protokoll szerint.

RT-PCR alkalmazasaval kett6sszala DNS-t allitottunk el6 a VR1 Xbal és AfIII restrikcids
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hasité helyek kozti szakaszdn Access RT-PCR (Promega) segitségével, majd BlueScript
vektorban (Stratagene, La Jolla, CA, USA). A hidnyz6 5° szekvencidt (Sacl é€s Xbal) hasonl6
moédon amplifikdltuk és illesztettiik a fenti szakaszhoz. A ,,primer” parokba inkorporalt
restrikciés enzimhasito helyek a 3’ primereknél a kovetkezok voltak (sorrendben):
AGATCTCGAGCTCAAATGGAACAACGGGCTAGCTTAGACTC és CTGTATTCC
ACATGTCTGGAGCTGTTCAAGTTC. Az 5’ (reverz) primerek esetében Xbal €s Sall hasitd
helyeket inkorpordltunk (aldhuzds): ACTGAGTCCCGGGCGCTGATGTCTGCAGGCT és
CACACAGTCGACTTTCTCCCCT-GGGACCATGGAATCCTT. A kovetkezd lépésben a
Sacl-Afllll fragmentet és az AflllI-Sall RT-PCR produktumot a pEGFP-N3 vektorba
(Clontech, Palo Alto, CA, USA) illesztettiik a Sacl-és Sall restrikciés enzimek
felhasznéldsdval. A vektorban 1év6 ,korai” CMV promoter az immdér zold fluoreszcens
fehérjével (eGFP) jelolt teljes VR1 fehérje atirdsat biztositotta. Az expresszid hatékonysagat
Western blot technikdval, valamint konfokélis mikroszkdpidval ellendriztiik.

Hasonl6 stratégidaval egy masik konstrukciét is létrehoztunk, melynek sordn egy 12
amindsavbol all6 un. epszilon (g) tag (KGFSYFGEDLMP, mely a protein kindz Ce egy
szakasza) keriilt a VR1-re a metallothionein promoterrel mitkodé peMTH vektor (Olah et al,
1994) felhasznalasaval.

A transzfektdlt sejteket tovdbbi 48 6rdn at 10 % FBS-val, 2 mM glutaminnal és
antibiotikumokkal (50 U/ml penicillin, 50 pg/ml streptomicin, 1,25 pg/ml fungizon, mind
Sigma) kiegészitett DMEM tépoldatban, a VRI1 hdaktivciéjat elkeriilendé, 35 °C-on

(Caterina et al, 1997) tenyésztettiik, majd a sejteken kiilonféle vizsgalatokat végeztiink.

[PHIRTX kétédési vizsgdlatok sejteken
A sejteket 1 mmol EDTA (Sigma) tartalmud szérum-mentes DMEM oldattal az edény

falardl eltavolitottuk, majd mostuk és reszuszpendaltuk 10 mM HEPES (pH 7.4) pufferrel,
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ami 5 mM KCl-ot, 5,5 mM NaCl-ot, 2 mM MgCl,-ot, 0,75 mM CaCl,-ot, 12 mM gliikézt és
137 mM szukrézt (mind Sigma) tartalmazott. Ezt kovetden a sejteket megfeleld denzitdsban
(10° sejt/lyuk) kimérve 96-lyukd filtraciés edényekbe (Multiscreen-DV, Millipore,
Marlborough, MA, USA) szélesztettiik, 60 percig 200 pM [3H]RTX—nal 37 °C-on inkubaltuk,
majd az edényt jégre helyezve a kisérletet a kordbban lefrtak szerint ledllitottuk (Acs er al,
1996). Azaz, a radioaktiv inkubdaciés oldatot tobbszori moséssal eltévolitottuk, majd a nem-
specifikus kotoédés csokkentésére BSA tartalmui orosomucoidot alkalmaztunk. Az adatokat a

korabban ismertetettek szerint értékeltiik.

®Ca felvétel vizsgdlata

A sejteket 1 mmol EDTA tartalmi DMEM segitségével 0sszegyijtottiik, majd EDTA-
mentes DMEM-ben reszuszpendaltuk. Ezt kdvetden a sejt szuszpenziét (kb. 5x10* sejt/ml)
1 pCi/ml BCa-ot (DuPont-New England Nuclear, Boston, MA, USA) tartalmaz6
szérummentes DMEM-ben 96-lyuku filtraciés edénybe (Multiscreen-DV, Millipore) mértiik
oly médon, hogy az alkalmazott ligand(ok) és a sejtszuszpenzid teljes térfogata 200 ul legyen.
A sejteket a megfeleld ligand(ok) jelenlétében 35 °C-on 15 percig inkubaltuk, majd a
radioaktiv tartalmd oldatot kimostuk (4x szérum-mentes DMEM). Vakuum filtraciéval a
sejtek a filter felszinén maradtak, majd szdradast kovetden szcintillicids folyadékba keriiltek
radioaktiv mérés céljabol. Minden egyes mintavételi pont esetében 4 edény dtlagat vizsgaltuk.
A PCa”- felvétellel ardnyos radioaktivitdst dpm/well egységben mértiik. Az igy nyert dozis-

hatds gorbéket a Hill-egyenlettel illesztettiik (Acs et al, 1996).

Western (immuno) blot analizis
A VRI1 specifikus antitest elddllitaisa nydlban tortént, egy N-termindlis

MEQRASLDSEESESPPQE peptid szekvencia alkalmazdsaval, melyet az immunogén kagylo
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hemocyaninhez konjugéltak. Az immun-szérumot az immobilizdcidra alkalmazott fehérje
segitségével tisztitottuk (affinity-purified). A tisztitott antitest frakciot eludltuk és 1:1000
aranyban higitottuk tovabb, hogy immunhisztokémiai-és Western-blot vizsgalatokkal
specifitdsat bizonyitsuk. A kapott tisztitott frakcio a nativ VR1-t felismeri, akarcsak az eGFP

vagy epszilon taggal rendelkez6 varidnsokat (14sd alabb).

a
VR1eGFP 2. dbra A VRI kifejezddésének
N q r\ vizsgcilatq W;stgrn blot technikdval .
A a) C-termindlis jelolések (tag) sematikus

dbrazoldsa. Jelolések: A — intracelluldris
ankyrin ismétlédések; Tag — eGFP ill. ¢ -
C Y jelols fehériék; N- a VRI N-termindlis

A végét reprezentdlja.

A m b) A kiméra-fehérjék Western blot analizise

lathat. A VRI1-eGFP és  VRIe

A megalkotasahoz, a vad tipusi VRI stop

N kodonjat deletdltuk és a molekula C-

termindlis részét kiegészitettiik a jelold

*0\ fehérjékre specifikus ¢cDNS szakaszokkal.
X
N

VR1eGFP és VRle plazmidokat COS7 és
6 oo NIH3T3 sejtekbe tranziens transzfekcioval

b ‘QQ' QS ) bejuttattunk. 48 o6rdval késébb 35 g
0 & M protein  extractumot SDS  pufferben
r9

Q< A & eldkészitettink és eGFP-tag (1. és 2.
Ny 4 Dy ST £
‘ﬁ C)Q A% e’\ kDa oszlopok, varhat6 méret: kb. 120 kDa),

illetve e-tag (3. és 4. oszlopok, varhat6

‘ - 209 méret: kb. 93 kDa) immunoreaktivitast
H -120 vizsgdltunk, Western blot analizissel, eGFP
’ — - 92 ill. e- tag  specifikus  antitestek

alkalmazasaval (részletesen lasd a
- 67 Moddszerek fejezetben).

A Western blot analizist a laboratériumunkban méar régéta alkalmazott protokollnak
megfelelden (Oldh et al, 1994) a kovetkezd moédon végeztik (2. abra). A sejteket hideg
foszfat-pufferrel (PBS) mostuk, majd lizis-pufferben (20 mM TRIS-HCI, 5 mM EGTA, 1 mM
4-(2-aminoetil)-benzénszulfonil-fluorid, 20 uM leupeptin, pH 7.4 (Sigma)) homogenizéltuk,
végiil jégen ultrahangos feltarast végeztiink. Az {gy nyert lizdtum proteintartalmat médositott
BCA protein assay-vel (Pierce, Rockford, IL, USA) hatiaroztuk meg, a fehérjetartalmat 2
mg/ml-re allitottuk be (a minta végtérfogataban 5 % B-merkaptoetanol, 10 % glicerin, 2%

SDS, 0.062 M TRIS, 20 mM ditiothreitol, 0.002% brémfenolkék volt; mind Sigma), majd 10
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perces fézéssel denaturdltuk, végiil felhasznédlasig —20 °C-on téroltuk. Kisérleteink sordn SDS
poliakrilamid gélelektroforézissel (SDS-PAGE) (Laemmli, 1970), mintdnként 20-30 pg
proteint valasztottunk szét 7,5 %-os gélen 100 V konstans fesziiltséggel. Ezutan a fehérjéket
nitrocellul6z membranra (BioRad, Wien, Austria) transzferaltuk, 2x45 percen keresztiil, 100
V konstans fesziiltséggel. A membran szabad kotohelyeit 5 % sovany tejport tartalmazé PBS-
ben (5 % tej-PBS) 30 percig blokkoltuk. Ezutdn a membranokat 5 %-os tej-PBS-ben higitott
elsédleges, patkdny VR1 (1:500) ellenes; a GFP-taget felismer6 eGFP ellenes (1:500,
Clontech); illetve az e-taget felismeré PKCe ellenes (1:500, Invitrogen) antitestekkel
inkubdéltuk egy éjszakdn at. A membrianok 30 perces mosdsit (PBST, 0,1 % Tween-20 PBS-
ben Sigma) kévetden megfelel6 méasodlagos, torma-peroxiddzzal kapcsolt antitesttel (1:1000,
BioRad) 45 percen keresztiil inkubaltuk. Ujabb, PBST-ben elvégzett mosist kovetden az
immunreakcidok eredményét kemilumineszcens médszerrel, ECL Western blot detektald kittel
(Amersham, Little Chalfont, UK) tettiik lathatéva, amit rontgenfilmen rogzitettiink (AGFA,
Brussels, Belgium). Az expresszi6 kvantitativ meghatirozdsit denzitométer, valamint
megfeleld szoftver (Image-Pro Plus, Media Cybernetics, Inc. Georgia, USA) segitségével
végeztik.

A mintdk egyenletes felvitelének ellendrzésére a membranokat 200 ml — 2%-os SDS -t
és 0.1% B-merkaptoetanolt tartalmaz6 — 50 mM Tris-HCI pufferben (pH 7.5) 65 °C-on 1 6rédn
keresztiil kezeltiik, és udjrajeloltilk Oket egérben termeltetett anti-cytochrome c antitesttel
(Transduction Laboratories, San Diego, CA, USA), majd pedig az elébb leirtakhoz hasonléan

lathatova tettiik az immunreaktiv savokat.

Fluoreszcens konfokdlis mikroszkopia
Az 1-2 pg VR1eGFP plazmiddal transzfektalt, majd tiveg fed6lemezen tovabbi 48 érat

tenyésztett VR1eGFP-COS-7 sejteket MRC-1024 Bio-Rad konfokalis mikroszképpal
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vizsgéltuk. A kivélasztott sejteket az x-y sikban szkenneltiik 1 mésodpercen at 30 s-onként,
0,2 um-es 1épésekkel, a z tengely mentén. Az él6 sejtek kiilonbdzd szubcellularis részleteinek
jelolésére fluoreszcens markereket hasznaltunk. Az endoplazmatikus retikulum (ER) szelektiv
jelolésére tranziens transzfekcidval bejuttatott eGFP-KDEL markert hasznédltunk (Clontech).
A mitochondriumok jelolésére MitoTracker (Molecular Probes, Invitrogen) fluoreszcens
festéket hasznéltunk, ugy hogy a sejteket 30 percig inkubaltunk 250 nM-os oldatban, majd a

fluoreszcens anyagot fizioldgids pufferrel (HBSSH) kimostuk a rendszerbdl.

Cd’ *-imaging mikrofluorimetridval

A feddlemezre szélesztett sejteket 2 ug VR1eGFP plazmiddal transzfektaltuk, majd 24
6ra mulva kalciumérzékeny fluoreszcens Fura-2 festék acetoximetilészter forméjaval (fura 2-
AM, Invitrogen) 30 percig inkubdltuk 37 °C-on. A VRI-t expresszalé egyedi sejteket az
eGFP fluoreszcencidjat kihaszndlva valasztottuk ki (minden esetben kozepesen zold
fluoreszcencidju sejtet mérve). Az excitaciés hullamhosszt 340 és 380 nm kozott valtoztattuk
kett6s monokromator, valamint on-line kapcsolt szamitogép segitségével, majd a fluoreszcens
emissziot egy fotoelektron-sokszorozoval 510 nm-en detektdltuk 10 Hz-es mintavételi
frekvenciat és 0,5 s-os integracids iddintervallumot hasznélva. Az [Ca2+]i—ban bekovetkezett

véltozdsokat Grynkiewicz €s mtsai (1985) altal kidolgozott mddszerrel vizsgaltuk.

Konfokdlis mikroszkopos cd’ “-imaging Indo-1 AM festékkel

A poli-D-lizin (Sigma) boritdsu tirgylemezeken tenyésztett sejteket 5 uM Indo-1 AM
festékkel toltottik fel. A 34 °C -on torténd 30 perces inkubéciét kovetden a sejteket 3
alkalommal HBSSH oldattal (Sigma) atmostuk a felesleges festék eltavolitisa céljabol. A
zerus extracellularis Ca®* dllapotdnak rogzitéséhez a sejteket 5 alkalommal mostuk 1 mM

EGTA-t tartalmazé CaCl,-mentes HBSSH-ben (Sigma), majd ugyanabban a médiumban
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végeztiink a méréseket. VR1eGFP-expresszalo sejteket ill. kis 4tmérdjii neuronokat a
mikroszkép latéterében vizudlisan szelektdltunk. A fluoreszcens emisszid kvantitdldsdra a
sejtek perikarion régidjat kijelolve (LaserSharp software, 40x objektivet hasznédlva) UV-l1ézer
konfokalis mikroszképos méréseket végeztink 10 masodperces intervallumokban. A
fluoreszcens emisszié intenzitis-értékeit a 405/485 nm-en mért hanyados értékekbol

hatdroztuk meg.

Fesziiltség-clamp elektrofiziologiai vizsgdlatok

A vizsgélatokhoz a VR1eGFP-expresszdlé COS7 és HEK293 sejteket laminin-boritasu
tirgylemezeken (Sigma) a transzfekciot kovetden 6-lyukd tenyésztéedényben 48 Ordig
inkubdltunk, majd a fluoreszcens proteint expresszalo sejteket kivédlasztottuk a vizsgélatra. A
fesziiltség-clamp vizsgdlatokat Krebs pufferben (NaCl 124 mM, KCI 4.9 mM, KH,PO, 1.2
mM, MgSOs 2.4 mM, CaCl; 2.5 mM, NaHCO; 25.6 mM és gliikéz 10 mM, mind Sigma)
végeztiink, Axopatch 200B erdsitot hasznalva (Axon Instruments, Foster City, CA, USA). A
mérésekhez 2-10 MQ-os patch-elektrédokat hasznaltunk, melyek 10 mM-os HEPES pufferral
(pH: 7.4, CsCl 120 mM, tetraetilammonium klorid 20 mM, CaCl, 1 mM, MgCl, 2 mM,
EGTA 10 mM, ATP 4 mM és GTP 0,5 mM, mind Sigma) voltak feltdltve. Két adagolas
kozott az alkalmazott vegyiileteket 10 perces mosdssal (egy gyors perfliziés rendszer

segitségével) tavolitottuk el a mérékadbol.
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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 lumbadlis gerincbe
epiduralisan beadott RTX alkalmazasaval regiondlis VR1 deszenzitizacié (azaz anesztézia)
hozhat6 létre. A kordbban részletezettek szerint, standardizilt koriillmények mellett megmérve
egy termadlis stimulus 4ltal kivaltott védekezési reakcié (1ab visszahizds) latencia idejét,
kovetkeztethetiink a beadott RTX dézis hatdsdra. Az epidurdlis beadds esetén a hats6 1dbak
elhizasdig eltelt idOt 6sszehasonlitva a mellsd ldbakon mért értékekkel lehetdség nyilt a
regiondlis hatds megitélésére, tekintve, hogy a fenti adagoldsi mdd esetén elvileg a mellsd
labakon mért hatas (bels6 kontroll) elhanyagolhat6. Az epidurilis és szisztémads (szubkutdn)
alkalmazas 6sszehasonlitdsa egy masodik megkozelitési mod, ahol az epidurdlis kezelés adott
régiora kifejtett hatdsanak szelektivitasat vizsgdlhattuk. Az RTX hatasiat a latencia idok
mérésével jellemeztiik a dozis és a beadds utan eltelt id6 fiiggvényében.

Szisztémas (szubkutdn) alkalmazas esetén a latencia idok a beadas utan kb. 4-5 6raval
egy plato értéket értek el (3a. abra), azaz a latencia értékek kozel azonos szinten maradtak a
kisérletek teljes idOtartama alatt. Ennek megfelelden a mérési gorbe platd fazisa a VRI
deszenzitizéciot reprezentélja, melyet az elsd 6rdkban észlelhetd inicidlis aktivacio (a VR1
aktivacidjanak kovetkezményeként kialakuld fdjdalom és lecsokkent 1dbvisszahizasi latencia
ido, részletesen lasd aldbb) vezetett be (3b. abra). Nagyobb RTX dézisok esetében a latencia
idok megnovekedése korabban jelentkezett, mely kiillondsen a beadast kovetd 2. éraban volt a
legkifejezettebb. Az RTX szisztémds alkalmazasa esetén a latencia id0 maximaélis novekedése
19,7 £ 0,6 s volt (két kisérlet atlaga alapjan) a 300 pg/kg RTX alkalmazéasa esetén. Ezt a
doézist tekintettitkk a maximalis tolerdlhaté adagnak. Az EDs szisztémas adagolds mellett, a 6.

oraban mért értékek alapjan 39,2 + 3,9 ug/kg RTX volt, két fiiggetlen kisérlet atlagaként
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meghatdrozva (5. abra) A gorbe Hill koefficiense 1,38 + 0,26 volt, ami a receptorok kozotti
kozepes foku kooperativitast feltételez.

Mint fentebb emlitettiik, az els6 6rdkban, a csak vivoanyaggal kezelt allatokon mért
1ab visszahuizasi idokhoz képest, rovidebb latencia idok egy hyperalgesids fazist jeleztek (3b.
abra). A hyperalgesids fazis idében elnyujtottabb volt alacsonyabb RTX dézisok esetében,

és — killonosen a legalacsonyabb (3 pg/kg s.c.) adagnél — csak késébb jelentkezett.
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3. dbra A ldb visszahiizds latencia ideje szubkutdn RTX kezelés utdn

A kisérleti dllatok vivanyagot, illetve 3-300 pg/kg RTX- et kaptak szubkutdn (s.c.) Jelolések: (+) vivOanyag, (¢)
3 pg/kg, (V) 10 pg/kg, (A) 30 pg/kg, (o) 100 pg/kg, (m) 300 pug/kg. Minden idépontban megmértiik a 1db
visszahizdsanak latencia idejét. Az egyes pontok atlag + S.E.M. értéket jelolnek (n=>6 allat).

A) Doézis-hatds gorbék a kezelés els6 168 érdjara. ANOVA szignifikdns kiillonbséget jelzett az RTX-szel ill.
vivOanyaggal kezelt csoportok kozt (p < 0.0001), valamint az RTX id6fiiggd hatdsat tekintve is (p < 0.0001).
Fuiggetlen (unpaired) t-proba alapjdn a latencia id6k az RTX kezelés utdn 5 drdval a kontrollhoz képest
(vivéanyag) szignifikansan néttek (p < 0.001).

B) Az A panel kiterjesztése a kezelést kovetd els6 3 ordra. Az RTX és vivoanyag kezelt csoportok
Osszehasonlitdsa fiiggetlen 7-prébaval tortént, ahol **p < 0.05 és ***P< 0.001.

Egy méasodik fiiggetlen kisérlet hasonlé eredményt adott.

A lumbidlis epidurdlis RTX addsa esetén a hats6 labakon mért latencia id6k lassabban
érték el a platé értéket, mint szisztémas adagolas esetén (4a. abra); a platé értékek csak kb. a
kezelést kovetd 6. oraban voltak mérhetéek. Ezt kovetden azonban —a szisztémads
adagoldashoz hasonléan —az értékek kozel dllanddak voltak a tovabbiakban. Eltéréen

ugyanakkor a szisztémds adagoldsnil megfigyeltekkel, az epidurdlis RTX kezelés esetén a
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latencia id6k megnyildsdnak jelentkezése az alkalmazott d6zisoktSl nagyjabol fliggetleniil,
hasonl6 idofiiggést mutatott. A latencia id6k maximadlis novekedését 100 pg/ kg RTX

alkalmazasa esetén mértiik és 33,4 + 2,6 sec-nak adddott (két kisérlet atlaga alapjéan).
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4. dbra A ldb visszahiizds latencia ideje epidurdlis RTX kezelés utdn

A Kkisérleti 4dllatok vivéanyagot, illetve 3-100 pg/kg RTX- et kaptak epiduralisan. Jelolések: (+) vivéanyag, (#)
1pg/kg, (V) 3 pugkg, (A) 10 pg/kg, (o) 30 ug/kg, (m) 100 pg/kg. Minden idopontban megmértiik a 1ab
visszahdzdsdnak latencia idejét. A pontok dtlag + S.E.M. értéket jelolnek (n=6 4llat).

A) Dozis-hatds gorbék a kezelés elsé 168 ordjara. ANOVA szignifikdns kiilonbséget jelzett az RTX ill.
vivéanyag kezelt csoportok kozt (p < 0.0001), valamint az RTX idofiiggd hatdsat tekintve is (p < 0.0001).
Fiiggetlen (unpaired) z-préba alapjdn a latencia idék a kontrollhoz képest (vivoanyag) szignifikdnsan néttek az
RTX kezelés utan 4 6raval (p < 0.0001).

B) Az A panel kiterjesztése a kezelést kovetd elsd 3 ordara. Az RTX-és vivOanyag-kezelt csoportok
osszehasonlitdsa ANOVA és fiiggetlen r-prébdval tortént. A latencia idok szignifikdns csokkenését észleltiik
minden RTX koncentrdcionil a beaddst kovetéen 30 perccel a kontrollhoz (vivéanyag) képest (**p< 0.05 és
***p< 0.001).

Egy fiiggetlen masodik kisérlet hasonlé eredményt adott.

A hats6 labak elhtizdsanak latencia ideje szignifikdnsan magasabb volt, a szisztémads
kezelés esetén mért értéktdl (p<0,001). Megjegyzendd, hogy az €gési sériilések elkeriilése
miatt bevezetett 35 sec-os megszakitasi id6 (cut off) miatt ez a kiilonbség akar nagyobb is
lehet, mint azt a mérési eredmények tiikrozik. A 6. 6raban mért adatok alapjan megallapitott
EDs érték epidurdlis RTX alkalmazasa esetén 6,3 £ 0,3 pug/kg RTX volt, két egymastol
figgetlen méréssorozat eredményeként (5. abra). A Hill-koefficiens ezesetben is mérsékelt

fokd kooperativitdsra utalt, értéke 1,22 + 0,10 volt. Fontos megjegyezniink, hogy hasonlé
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dozis-hatds 0Osszefiiggést észleltink a deszenzitizdciét reprezentdld platd fazis mads

idOpontjaiban is, vagyis a kezelést kovetd 6. oran tul.
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5. dbra. Az epidurdlisan (0) vagy szubkutdn (m) alkalmazott RTX dozis-hatds gorbéi

A latencia idoket a kezelést kovetden 6 draval regisztraltuk. A pontok atlag értékek + S.E.M. jelolnek. EDs, érték
epidurdlis RTX esetén 5,9 + 0,3 ng/kg, mig subcutan adagolds esetén 40,3 + 3,6 ug/kg volt ebben a kisérletben.
Egy ismételt kisérlet hasonlé eredményt hozott.

A lumbiris epidurdlis RTX kezelés soran a mellsd ldbakon mért latencia iddket is
folyamatosan monitoroztuk. Az epidurilis kezelés sordn a mellsd labakon észlelt dozis-fiiggd
hatds hasonl6 (vagy kevésbé kifejezett) volt a szisztémds kezelés kapcsan akar a mellsd vagy
a hatso6 ldbakon mért latencia idékhoz (6. abra). Megallapitottuk tovabba, hogy az epiduralis
RTX kezelés sordn észlelt szisztémds hatds (mellsé ldbak) elhanyagolhaté mértékii volt a
joval kifejezettebb lokalis, regiondlis hatdshoz képest, amit a hatsé ldbakon mért latencia
idokkel kovethettiink. Ugyanakkor szisztémdsan alkalmazott RTX esetén (mintegy
reprezentdlva az adagolasi mod kevésbé hatdsos voltat), a dozis-hatds gorbék tantisaga szerint,

a két mérési pont kozotti kiilonbség elhanyagolhaté volt (6. abra).
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6. dbra A mellsé és hdtso labakon mért ldb visszahiizdsi latencia iddk dsszehasonlitdsa egymdssal,
valamint. a vivéanyag ( 'V ) kontrollhoz

A folytonos vonalak a szubkutdn kezelést reprezentaljak ((e) mellsd ldbak, (m) hétsé labak), mig a szaggatott
vonalak az epiduridlis kezelés ((o) mellsd 1dbak, (0) hétsé labak)) adatait jelzik. Az dbrdn a kezelés utan 6 éraval
észlelt latencia idOk atlagai vannak feltiintetve, eltér6 RTX koncentracidk addsa mellett, vivbanyag kontrollal
Osszehasonlitva. A pontok atlag + S.E.M. értékeket jelentenek. Egy fiiggetlen mdsodik kisérlet hasonld
eredményt hozott.

Korédbbi kozleményekbdl ismert, hogy szisztémds RTX kezelést kovetden mind a
periférids idegrendszer jellemzd helyein, mind a kozponti idegrendszerben a vanilloid
vegyiiletekre specifikus kotohelyek szdma dézis-fliggden csokken, amit PHIRTX kotédési
kisérletek eredményei bizonyitottak (Goso et al, 1993; Szallési et al, 1992). Az eltérd kezelési
modalitdsok kapcsan észlelt deszenzitizacid, illetve az azzal kapcsolatos ,,receptor-vesztés”
bizonyitdsara kotodési kisérleteket végeztiink. Feltevésiink szerint epidurdlis alkalmazés
esetén a regiondlis hatds eredményeképpen, a lumbaris régiéban dozisfiiggd csokkenést
észleliink a [PHJRTX specifikus kotdédésében. A [PHIRTX specifikus kotdédés kvantitativ

értékeit hasonlitottuk 0ssze a nyaki €s lumbalis gerincvel6i régidkban, RTX-el kezelt, illetve

vivoanyaggal kezelt kontroll allatokban 7 nappal a kezelést kovetéen (7. abra).
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7. dbra Specifikus ["H]RTX kitédés gerincvel5i membrdn prepardtumok

Epidurdlis RTX kezelést (10 és 100 pg/kg) kovetéen a patkdnyok cervikdlis (C) és lumbdlis (L) gerincveldi
szegmentumdbdl, valamint a vivOanyaggal (V) kezelt allatok hasonlé mintdin specifikus [PHIRTX kotédést
mértiink 200 pM [3H]RTX jelenlétében. A feltiintetett értékek atlag + S.E.M. (n=3). (**, szignifikdns
kiilonbséget jelol a vivoanyag kontrollhoz képest, p <0.05 ). Két tovabbi kisérlet azonos eredményt adott.

Epidurdlis RTX adagolast kovetden jelentdsen nagyobb kotdhely-vesztést mértiink a
lumbdris gerincveld szakaszon mind 10 pg/kg, mind 100 pg/kg RTX ddézisok esetén.
Megfigyeltiikk azt is, hogy — ardnyosan a 6. dbrdn bemutatott, a mells6 labakon mért
latenciaidé-novekedéshez — 100 pg/kg-os dézisndl a kontrollhoz képest 42 %-kal csokkent a
specifikus ["HJRTX kotédés a cervikdlis gerincveldi szakaszon. Hasonlé RTX dézis a

lumbdlis gerincveldi szakaszon a kotéhelyek (szinte) teljes deplécidjat okozta (7. abra).

2. Az RTX hatasa sejtes rendszerekben - a deszenzitizacio molekularis
mechanizmusanak vizsgalata
A VRI kiméra-fehérjék expressziojanak és funkcionalitdasdnak vizsgdlata

Kisérleteink kovetezd részében a kiilonféle vanilloid vegyiiletek sejtszintii hatdsait
(aktivdcid, deszenzitizécid, fizioldgiai és morfoldgiai véaltozdsok, szelektiv neurondlis

deplécid) vizsgiltuk. A vizsgdlatokhoz kétféle VR1 konstrukciét hoztunk létre (részletesen
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lasd az Anyagok és moédszerek fejezetben); egyszer a VR1 C-termindlis végét egy 27-kDa

molekulasilyd zold fluoreszcens fehérjével jeloltik (VR1eGFP), illetve hasonléképpen a C-

termindlison egy 12 amindsavbdl all6 e-epitdpot fejeztiink ki (VR1e). A VR1e és VR1eGFP

plazmidokat tranziens transzfekciéval COS7, HEK293 és NIH3T3 sejtekben expresszaltuk. A

Western blot analizis a fiizids fehérjék adekvat expresszidjat jelezte a vart molekulaméretben,

igy a VR1eGFP kb. 120 kDa, mig a VR1¢ kb. 93 kDa méretii volt (2. abra 1. és 3. oszlop). A

nem-transzfektalt kontroll sejtekben tag-specifikus immunreaktivitds nem volt észlelhetd (2.

abra 2. és 4. oszlop), valamint nem tapasztaltuk a kiméra-fehérjék proteolitikus degradaciéjat

sem (dbrdn nem mutatva).
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8. dbra A VRI1eGFP-t expresszdlo sejtek
elektrofiziologiai vizsgdlata

VR1eGFP (a) és kontroll eGFP (b)
transzfektdlt HEK293 sejtek koziil kozepes
intenzitassal fluoreszkal6 sejteket
szelektdltunk voltage-clamp vizsgdlatokhoz.
a) 10 uM kapszaicin (CAP) perfunddltunk a
mérokadban eldszor 30 sec-ig, majd ezt
percenként  ismételtik a  VR1eGFP
expresszal6 sejtek aktivaciéjdhoz. Az elsd
CAP adagolds rovidebb volt a receptor-
deszenzitizacio gyors kialakuldsanak
elkeriilésére. Az antagonista kapszazepin
(CZP, 10 uM) gatolta a CAP hatdsat (n=4
sejt). Az egymast kovetd applikdcidk kozti 10
percben a  hatéanyagot kimostuk a
rendszerbdl.

b) A CAP (10 uM) nem aktivalta a kontroll
(eGFP) HEK293 sejteket.

A kovetkezdkben azt vizsgéltuk, hogy a jelolt VR1 konstrukcidk elektrofizioldgiai,

ion-transzport és ligandkotd tulajdonsdgai a jelolés nélkiili vad tipussal megegyeznek-e.

Elektrofizioldgiai vizsgdlataink sordn VR1eGFP és eGFP (kontroll) plazmidokat HEK293
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sejtekben tranziens transzfekcio révén expresszéltunk, majd kdzepes fluoreszcens intenzitdsu
sejteket vdlasztva voltage-clamp vizsgédlatot végeztiink.

A VR1eGFP-t expresszdlo sejteken mind a kapszaicin (10 pM), mind az RTX (125
pM, dbran nem mutatva) azonnali nagy sejtiramot indukalt (8a. abra). Ezen hatds VRI-
specifikusnak volt mondhat6, hiszen a kompetitiv antagonista kapszazepin 10 pM-os
koncentraciéban hatékonyan gatolta a kapszaicin altal kivaltott hatdst (8a. abra). A kontroll,
eGFP-t expresszalo sejteken sejtaktivacidt nem észleltiink egyik agonista alkalmazasakor sem

(9. abra b).

&

VRieGFP 9. dbra A kiméra  fehéréket
5000 T expresszdlo sejtek ¥ Ca’* felvétele és
VR1e [PHIRTX kijt6 képessége
a) RTX dltal kivéltott ¥Ca™ felvétel
dézis-hatds gorbe VR1eGFP (o) és
0000+ VR1le (0) konstrukcidkat kifejezd
HEK?293 sejteken, a transzfekcié utin 48
ordval. A kapott adatokat a Hill egyenlet
5000 segitségével illesztettiilk. Az antagonista
VR1eGFP  kapszazepin (CZP, 10 uM)
+CPZ alkalmazésdval az RTX hatdsa gitolhaté
volt (0).
0 F T T T b) Az é4bra a kiméra konstrukciok —
0 0.01 0.1 1 VRIeGFP (o), VRle (0)-[*H]RTX
[RTX], nM kot6 képességét dbrazolja. A kotési
I VRie kisérleteket a transzfekciot kovetden 48-
72 o6raval végeztik. A gorbéket az
VR1eGFP adatpontok Hill egyenlethez illesztésével
nyertik. A kapszazepin (CZP, 10 uM)
mindkét esetben — VR1e (¢), VR1eGFP
(m) - kivédte a 0.5 nM [‘HIRTX dltal
kivéltott ~ kotédést.  Nem-specifikus
(hattér) kotodés lathat6é a kontroll, eGFP
plazmiddal transzfektalt, sejteken (e).
Két tovabbi kisérlet hasonlé eredményt
adott.

BCa® felvétel (dpm/10° sejt)

o

1501

100

504

Kotott PHIRTX (fmol/10° sejt)

I 1
0 0.01 0.1 1
[RTX], nM

Az elektrofizioldgiai kisérletekkel 6sszhangban az RTX dézis-fiiggd ¥Ca” influxot
generalt VR1eGFP-expresszalé COS7 (dbran nem mutatva) és HEK293 sejteken (9a. abra).
Az EDsg érték RTX esetében 100 + 50 pM, mig ugyanez a kapszaicin esetében 0,5 £ 0,15 uM

volt. Hasonl6 eredményt kaptunk a VRle plazmiddal transzfektalt sejtekkel (adatokat nem
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mutatjuk). Ezek az eredmények arra utaltak, hogy a C-termindlis jelolés (tag) szignifikdnsan
nem véltoztatta meg a VR1 molekula elektrofiziol6giai és Ca®* transzport képességeit. Az
RTX dltal kivéltott “*Ca”* felvételt a kompetitiv antagonista kapszazepin (10 uM) — mind a
VR1eGFP-t, mind a VRle-t expresszilé sejteken (9a. abra)—teljes mértékben
felfiiggesztette, rimutatva a hatds receptor-specifikus voltara.

Ehhez hasonl6an, mindkét jelolt rekombinans fehérje, a vad tipushoz mérhetden, nagy
affinitassal, dozisfiiggden kototte a [PHIRTX-et (K¢~ 150 + 10 pM, n=6) (9b. abra). A Hill
koefficiens értéke 1,5-2 volt, mely a kotohelyek kozti pozitiv kooperativitdsra utalt. A
specifikus PHIRTX kot6dést a 10 uM kapszazepin ezesetben is majdnem teljesen gétolta,
valamint nem észleltiink szignifikdns [PHIRTX kotédést a kontroll, csak eGFP-t expresszald

sejteken.

A VRIeGFP intracelluldris lokalizdcidjdnak vizsgdlata—az RTX hatdsdra bekovetkezd
celluldris vdltozdsok dinamikdjdnak és morfologidjdnak , real-time” kdvetése

A VRI1eGFP konstrukcié fluoreszcens tulajdonsdga nemcsak az egyedi sejtszintil
cellularis elektrofizioldgiai kisérletek szdmara ,,azonositotta” a VRI1-t kifejezd sejteket, de
lehetové tette a VR1 szubcellularis lokalizdcidjanak vizsgalatat is. Konfokalis mikroszkop
alkalmazdsdval az lvegfeliiletre kitapadt sejtek optikai szekciéin VR1eGFP fluoreszcens
szigndlt észleltiink mind a plazmamembrannak megfeleléen (10a. abra), mind a sejtek belsd
membranrendszerein, igy az endoplazmatikus retikulumon (ER) és annak folytatdsaként a
sejtmag koriil (10b. és d. abra). Az ER lokalizicié megerdsitésére COS7 sejteket egy ER
retenciés szigndllal (KDEL motif, 10b. abra) kiegészitett eGFP-vel tranziensen
transzfektaltunk. Az igy kapott eGFP-KDEL kiméra-fehérjét COS7 sejtekben expresszilva,
lathattuk, hogy a VR1eGFP szigndl valéban az ER kompartmentet jelolte a citoplazméban és

a sejtmag koriil (11b. és d. abra). Hasonl6 ER kolokalizaciét kaptunk azokban a
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kisérletekben, amikor a VR1eGFP-expresszalo sejteket egy ER-ra specifikus vitdlis festékkel
parhuzamosan megfestettiink (ER-tracker, abran nem mutatva). A 10. abran COS7 sejt,
illetve sejtrészletek lathatok, de hasonlé szignal-lokalizaciét észleltink mas vizsgalt
sejttipusokban (HEK293, NIH3T3) is, amely arra utalt, hogy nem sejttipus-specifikus

,,anomaliarol” van sz6 (abran nem mutatva).

MitoTracker

10. dbra A VRIeGFP szubcelluldris lokalizdcidja, valamint az RTX hatdsdra beindulé korai
vdltozdsok.

A VRI1eGFP szigndl lokalizacidja in vivo (a, d, e). Az eGFP-KDEL (b, c) és MitoTracker vitalis festék (f, g)
lokalizacidja 24 draval a transzfekciot koveten. A sejt alapjahoz kozeli optikai szekcidban a legkifejezettebb
VR1eGFP szigndlintenzitds a plazmamembrdan mikrovillusaiban volt (a). A nyilak a plazamembran
kitiiremkedéseiben észlelt erds jelintenzitdst jelzik a sejtszélekben. A k6zépsd optikai szekcidkban, a sejtmag
szintjében, a VR1eGFP szignil az endoplazmatikus retikulumra (ER) emlékeztetd intracelluldris membrin
halézat mentén a legkifejezettebb (d). Ebben az optikai szekcidban észlelhetd hasonlésdg az eGFP-KDEL és
VR1eGFP szigndlban megerdsiti azt, hogy intracelluldrisan a VR1 valéban az ER kompartmentre lokalizalédik.
Az ionomycin (4-bromo-A23187) intracelluldris membranokra kifejtett hatdsat vizsgdlva ugyanazon eGFP-
KDEL ER-markert expresszalé sejtet (b, c) vizsgaltuk az adagolds eldtt (b) és 10 mdsodperccel a 4 uM
ionomycin hozzdadasa utdn (c). Az RTX hatdsdt a VR1eGFP expresszalo (d, e) valamint a Mitotracker-festett
sejten (f, g) vizsgéltuk a hozzdadas elétt (d, f), valamint 1 nM RTX kezelést kovetdéen 20 masodperccel (e, g).
Mindkét esetben hasonld volt az ER strukturat érint6 valtozdsok dinamikdja és morfolégidja (c, e). Hasonld
mechanizmusra utal$ vdltozdsokat észleltiink a mitochondriumok morfolégidjdban is (g). (Marker hossza 5 uM).

37



Fontos megdllapitisunk volt emellett, hogy hasonlé ER lokalizicidt észleltiink eltérd
transzfekciés hatékonysdg széles tartomdnydban (azaz eltérd expresszids szinteken is),
valamint, hogy a szignidl megoszlasa a plazmamembran és ER kozott kozel azonos volt.
Végezetiil kettds hullimhosszon végzett vizsgélataink sordn egyértelmiien bebizonyosodott,
hogy az észlelt VRI1eGFP szigndl (zold) kiilonbozik a mitochondriumokat jel6ld
(MitoTracker festék) joval erételjesebb piros szignaltol (10f. abra). Mindezen eredményeink
j6 Osszhangban voltak azokkal a kordbbi megfigyelésekkel, miszerint nativ VRI1-pozitiv
nociceptiv neuronokban immuncitokémiai vizsgdlattal intenziv festddést észleltek a
neurondlis cytoplasmdban (Tominaga er al,, 1998). Ugy tiinik tehat, hogy fenti észleléseink
nem a rekombinans overexpressziéval magyardzhatdak.

Ezt kivetSen az intracelluldris kalciumkoncentracié ([Ca*'];) megemelésének hatdsat
vizsgaltuk a sejtek morfoldgidjara. Kontroll kisérleteinkben megallapitottuk, hogy a sejtek
plazmamembrinjdnak kationokra vald atjarhatdsdgit jelentdsen megndvelé ionomycin az
eGFP-KDEL konstrukciét expresszald sejteken az intracellularis membranok (féként az ER)
fragmentaciéjat okozza (10b. és c. abra). RTX (1 nM) kezelés ezen valtozasokkal
gyakorlatilag megegyez6 morfoldgiai atrendezédést valtott ki; azaz 20 sec-os RTX expozicié
mar elegendd volt az ER fragmenticié kialakulasdéhoz (10d. és e. abra) és, ezzel
parhuzamosan, a filamentézus mitochondriumok alakvéltozasdéhoz (10f. és g. abra). A
kapszaicin (1 pM) hatdsdra az ER fragmenticio jelensége szintén demonstralhaté volt, és a
valtozdsok hasonlé dinamikaval alakultak ki, mint az RTX (1 nM) esetében (dbrdn nem
mutatva). Fontos megfigyelésiink volt emellett, hogy a kontroll (az ,iires” eGFP-t
expresszalo) sejteknél vanilloid kezelés hatdsdra nem észleltiink morfolégiai valtozast az ER,
illetve a mitochondriumok szerkezetében (dbrdn nem mutatva), mely egyértelmiien igazolta a

fenti valtozasok VR1-specificitdsat.
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A VRI-expresszdlo sejtekben észlelt celluldris vdltozdsok kalciumfiiggése

A fenti, konfokdlis mikroszképpal nyert eredmények felvetették, hogy 1)a VRI
intracellularis kompartmentek membranjaba is beépiilhet; 2) a VRI1-medidlt valaszok az
intracelluldris ionkoncentricidok (jelesiil a Ca®™) megvaltozdsdnak kovetkezményeiként
alakulnak ki. Ezt vizsgdlva ezért tovéabbi kisérleteinkben az RTX hatdsit az [Ca2+]i—ra
mikrofluorometrids mddszerrel is vizsgéltuk, ahol Fura-2AM festékkel inkubaltunk VRI1-
transzfektalt COS7 sejteket.

a 1 nM RTX

100 150 200 250
Time, sec

11. dbra A VRI aktivdcié hatdsa [Ca’” J-ra és a sejtek morfoldgidjdra

a) VR1eGFP-expresszalo COS7 sejteket Fura-2AM fluoreszcens festékkel inkubaltuk 30 percig, majd mértiik az
1 nM RTX hatésara 1étrejové [Ca’*]; véltozast. Egymast kovetd 5 mérési érték étlagai dbrazoltuk. b) El§ sejt
,real-time” imaging VR1eGFP-expresszdlé COS7 sejteken 24-32 drdval a transzfekciét kovetden konfokdlis
mikroszképpal. Az RTX (1 nM) kezelés utdn 1 sec-os intervallummal 90 sec-ig késziiltek felvételek (rovid tdva
monitorozds). ¢) Az RTX-el kezelt sejtek hosszi tdvi (1 6ra) in vivo monitorozdsa. 3 perccel az RTX adagoldsat
kovetden egy reprezentativ VR1eGFP-expresszalo sejtet vizsgaltunk 1 perces intervallumban 45 percig.

A nyugalmi [Ca2+]i érték (~ -50 nM) hasonl6 volt mind a VR1eGFP és kontroll eGFP

plazmiddal transzfektélt sejtekben. Az RTX (1 nM) hozzdadasat kovetden gyors, dtlagosan
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kb. 10 s alatt kifejlédé [Ca**]; emelkedés kovetkezett be, melynek sordn a legmagasabb
[Ca®"); érték elérte az 500 nM-t (kb. az RTX adagolast kovetden 1 perccel) (11a. abra). J6
Osszhangban a konfokdlis mikroszkdpos vizsgdlatok sordn észlelt irreverzibilis struktiralis
valtozasokkal (10e. és g. abra), a tovabbiakban a megemelkedett [Ca®]; nem tért vissza a
nyugalmi értékre (11a. abra). Hasonl6 [Ca®*]; emelkedést nem észleltiink az eGFP plazmidot
expresszalo kontroll sejteken (n=3).

Az intracellularis kalcium-véltozadsokkal parhuzamosan zajlé, a sejt belsé struktirdjat
érintd valtozasok pontosabb kovetésére, 1 s-os intervallumban konfokélis mikroszkopos
képeket készitettiink é16 VR1eGFP expresszdld sejtekrdl. Vanilloid expoziciét kovetden
ezekben a kisérletekben is észleltiik a mar leirt korai valtozasokat, azaz az intracellularis
remodelling 1épéseit (30 sec-on beliil 13/15 vizsgalt sejten) (11b. dbra). Az RTX adésat
kovetdéen emellett a nukledris membran er6s6dé VR1eGFP szigndljat is észleltiik, valamint
ER membran-vesiculumok megjelenését tapasztaltuk a sejtmagmembran koriil (11c. abra).
Ezt kovetden progressziven jelentkezd membranlefiiz6déseket észleltiink a sejtmag koriil
(9/10 sejtnél 10 percen beliil), majd &ltaldban 1 6ran beliil (a bels6 membranok utidn) a
plazmamembran is megsemmisiilt (11c. abra). Alacsonyabb RTX dézisok esetében (<0,1
nM) a valtozasok kinetikdja elhiz6débb volt, de a sejtek lizise mindannyiszor bekdvetkezett
az adagolast kovetden 3 oraval. A sejtpusztulds nem lehetett az ismételt felvételkészitések
kovetkezménye, minthogy az RTX adagolds utdn 30 perccel készitett egyetlen felvételen az
intracelluldris sejtstruktirdk identikus valtozasat észleltiik (8/8 sejt) (dbran nem mutatva).

A bels6 membranokbdl torténd kalciumfelszabadulds kvantitativ megkozelitésére
(azaz az intracellularis kalciumraktirak membranjaba beépiilt VRI1 funkcionalitdsanak
vizsgélatdra) ratiometrids alapu flureszcens konfokdlis mikroszképos méréseket végeztiink
heterolog expresszids rendszerben (VR1eGFP-COS7 sejtek) és primer szenzoros DRG
neuronokon, indo-1 AM fluoreszcens festék alkalmazasdval, kalciummentes kézegben (12.
abra). Az 1 nM RTX addsat kovetéen mindkét sejttipuson jelentés emelkedést észleltiink

405/485 hanyadosban, amely hanyados a festék altal kotott kalciummal ardnyosan emelkedik.
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A kontroll (nem-transzfektalt) sejtek nem vélaszoltak az RTX kezelésre (12a. abra),
hasonldan a nativ szenzoros neuronok egy csoportjahoz (12b. abra), melyek feltehetéen nem
expresszdltdk a VR1-t. Osszevetve a kalciummentes médiumban kapott eredményeinket a
11a. abran bemutatott, ,,normdl” kalciumtartalmi oldatban mért adatainkkal bebizonyosodott

>*]; emelkedés

tovabba, hogy extracellularis kalcium hidnydban az RTX éltal kivéltott [Ca
mindkét sejttipusban késobb, kb. 20-60 sec mdlva jelentkezett. Ezek az eredmények arra
utaltak, hogy az intracellularis lokalizaciéji VR1 funkcidképes; valamint, hogy az RTX (mint

lipidoldékony ultrapotens agonista) receptor-specifikus moédon (azaz a VRI-et nem

expresszélds sejteket megkimélve) képes ezen VR1 populéci6 aktivildsara.

0

12.  dbra RTX dltal  kivdltott
intracelluldris ~ Ca’*-mobilizdcié  az
extracelluldris kalcium hidnydban
1.1 VR1eGFP A ratiometrids  fluoreszcens konfokalis
mikroszképos vizsgdlathoz a VR1eGFP
expresszdl6 COS7 sejteket (a) és DRG
neuronokat (b) 5 uM Indo-1 AM festékkel
inkubaltuk. Ezt kovetden a sejteket EGTA (1
mM) tartalmi oldatban vizsgédltuk. Az RTX
Cos7  Végsé koncentricidja 1 nM volt. A
kibocsatott fluoreszcencia intenzitds
T T 1 hianyadosainak meghatdrozdsa a 405 nm és
o 50 100 150 200 250 485 nm-en mért értékek alapjan tortént. A
TIME, sec mérések 10 sec-os intervallumban torténtek.
a) Harom VRI1eGFP expresszalé (o) és 3
UTTTT nem-transzfektdlt (kontroll, o) COS7 sejtet
tartalmazé 1atétér mérési adatai.
J b) Primer szenzoros neuronokon hasonl6
Ca’*-mobilizdcié  észlelhetd: 3  neuron
valaszolt (e), 2 neuron esetén nem észleltiink
[Ca2+]i emelkedést RTX hatasara (o). A fenti
észleléseket harom tovabbi kisérletben
sikeriilt reprodukalni.

1.3 1

0.9+

RATIO, 405/485

o

0.6 +

RATIO, 405/485

T 1 T 1
) 50 100 150 200 250
TIME, sec

A fent bemutatott adataink jO egyezést mutattak azon mdshol kozolt (igy a jelen
disszertacié részét nem képezd) eredményeinkkel (Lazar et al, 2003), amikor kimutattuk,

hogy VR1eGFP-expresszalo sejteken 1 nM RTX extracelluldris kalcium hidnydban is képes
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jellegzetes (a 10. és 11. dbrdkon bemutatottakhoz igen hasonld) morfoldgiai valtozdsok (ER
vezikuldcid, mitochondridlis diszrupcid) kivéltdsara. Megallapitottuk ugyanakkor, hogy
kalcium-mentes kozegben a véltozasok 1étrejottéhez joval hosszabb idore volt sziikség; a
tipusos morfolégiai valtozdsok atlagosan mintegy 3 perccel jelentkeztek az RTX adasat
kovetden. Fontos jelenség volt emellett, hogy amennyiben az RTX folyamatos jelenlétében az
extracelluldris Ca®" koncentraciét visszadllitottuk az eredeti 1 mM-ra, az azonnali ER
fragmentaciot okozott, demonstralva a kalcium kulcsszerepét ebben a folyamatban. Mivel
teljes mértékben megegyezd eredményre jutottunk primer szenzoros neuronok vizsgélata
soran is (dbrdn nem mutatva), mindezen adataink (Osszevetve a jelen disszerticidban
bemutatottakkal) arra utalnak, hogy az ER-lokalizdlt VR1 valdéban képes kalciumot
mobilizdlni az ER-bdl, de az igy létrejovod ,toxikus” [Ca™]; akkumuldcié kialakuldsahoz
hosszabb iddre volt sziikség.

Kivéancsiak voltunk ugyanakkor arra is, hogy a DRG neuronok hogyan viselkednek
hosszabb RTX expozicio esetén. Ezért kettds-hullimhosszi fluoreszcens konfokalis
mikroszképos vizsgélatot végeztiink, melynek sordn a neuron-tenyészeteket el0szor Indo-1
AM oldattal inkubdltuk (30 min) 1 mM CaCl,-ot tartalmaz6 pufferben, majd ezt kdvetden
(kozvetleniil a konfokalis mikroszkopos vizsgélat el6tt) propidium-jodid (PI) oldatot adtunk a
sejtekhez. Megallapitottuk, hogy egy adott latétérben szdmos neuron azonnali,
madsodperceken beliili kialakuld [Ca2+]i emelkedéssel valaszolt 25 nM RTX hatasara (13.
abra). Kimutattuk azt is, hogy az RTX-re ily médon reagdlé neuronok sejtmagjiban (az RTX
adasat kovetden kb. 40 perccel) intenziv PI akkumulacié volt megfigyelhetd, ami idofiiggését
tekintve kival6 dsszhangban volt a plazmamembran integritds elvesztésének jelentkezésével a
VR 1eGFP-t expresszalo COS7 sejtekben (11b. és c. abra).

Ugyanabban a latétérben ugyanakkor voltak RTX-re nem reagdl, a VRI1 agonista
hatasara [Ca2+]i emelkedést nem mutaté neuronok is, amelyek esetében PI festddést sem

tudtunk kimutatni, még akar 2 6rdval az RTX expoziciét kovetden sem (13a. abra). Ezen
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megfigyelések megerdsitik azt az elképzelésiinket, hogy az észlelt vanilloid-specifikus
véltozdsok neuronokban is VR1 fiiggdek, igy a vanilloid receptort nem expresszilé neuronok

az RTX igen magas dézisdra sem reagaltak.
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13. dbra Az RTX dltal kivdltort [Ca’*]; akkumuldcié és sejtelhalds kizti Osszefiiggés DRG
neuronokban

A sejteket konfokdlis mikroszképpal kiilonb6z6 hullimhosszokon vizsgiltuk. A DRG tenyészeteket Indo-1 AM
fluoreszcens festékkel 30 percig inkubdltunk, majd pufferral mostunk, végiil a sejteket 1 mM CaCl, tartalmu
oldatba helyeztiik. Propidium-jodid (PI) a mérések megkezdése eldtt keriilt a sejtekre (40x objektiv). Eldszor a
405/485 nm-en ratiometrids konfokdélis képeket készitettiink (a), ahol a 485 nm-es csatornan készitett felvételek
(a, 0 és 100 sec) segitenek a sejtek helyzetét megitélni. Az individudlis sejteket szdmoztuk (a), mig az egyes
neuronokon mért szdimszerli Indo-1 hdnyadosokat a (b) dbrarészen tiintettiik fel. A PI fluoreszcenciat a voros
csatornan (585 nm) keresztiil rogzitettik a két 6ras idépontban (a, 2h). Az RTX-t (25 nM) a kisérlet 70.
masodpercénél hozzdadva jelentos [Ca2+]i emelkedést észleltiink. Néhdny neuronban (sejt 1, 2, 3) a voros szin
gyorsan kékbe megy ét, jelezve a gyors és jelentds [Ca®"]; emelkedést (mésodpercek alatti valtozdsok). Mas
neuronokban (sejt 4, 5) a minimalis szinvaltozds, a nyugalmi, alacsony [Ca®"]; fennmaradasat jelzi. Ugyanazok a
sejtek (sejt 1, 2, 3), amelyek RTX-re jelentOs [Ca®*]; emelkedéssel vilaszoltak, sejtmagjukban a 2 érds felvétel
tandsdga szerint intenziv PI akkumuldciét mutattak, jelezve a plazmamembran kirosodasat (a). Az RTX-re
rezisztens neuronok sejtmagjaban PI akkumulaciét nem észleltiink (sejt 4, 5).

A DRG tenyészetek tobbszori vizsgdlata, valamint a véltozdsok idébeli kovetése
megmutatta, hogy a szelektiv sejt-deplécié kialakuldsdnak dinamikdja hasonl6 a nativ VRI1

expresszalo neuronok és heterolog expresszids rendszerek esetében; azaz a tartésan magas
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[Ca™]; a VRI expresszalo sejtekben sejthaldlt okoz. Ezen megfigyelés azt az igen izgalmas
lehetdséget vetette fel, hogy az RTX alkalmazdsa akéar terdpids stratégiat is kindlhat,
amennyiben specifikus nociceptiv neuronok szelektiv ablacidja a kivanatos.

Ezen hipotézis sejtszintli tanulmanyozasara 7 napos primer DRG neuron tenyészeteket
25 nM RTX-nal, valamint egy hosszu C-lancd szintetikus vanilloid vegyiilettel, 50 uM
Olvanillal (OLV) (Szallasi et al, 1999b) kezeltiink 48 ordig. A kisérlet végén a sejteket
lizaltuk, protein extraktumot nyertiink, majd Western blot technikdval vizsgaltuk a VRI1
kifejez6dését. VR1-specifikus antitest alkalmazdsdval bizonyosodott, hogy az OLV kezelés
majdnem teljes mértékben (99%), mig a joval kisebb koncentrdciéban alkalmazott RTX is
jelentésen (~ 80%) lecsokkentette a VR1 immunjelolés intenzitdsat, azaz feltehetden
eliminlta” a VRI-expresszilé neuronokat (14. abra). Ugy tiint emellett, hogy egyéb
jelenlévd sejttipusokat a fenti kezelés nem érintette, amint azt egy kozonséges szoveti

fehérjére (cytochrom-c) jrajelolt Western blot-ok jelezték (14. abra).

> (67' 14. dbra A VRI  hosszantarto

) ~d aktivdciojdanak hatdsa a VRI
é? @ §' kifejezodésére

‘b&‘.* Q,Q ‘.tb A 7 napos, 24-well edényekben tenyésztett

“ DRG neuronokat 50uM Olvanil (OLV) és 25

nM RTX agonistdkkal kezeltik 48 o6rdn

keresztiil. Ezt kovetéen teljes  sejt-

4 VRI extraktumot készitettiink SDS qufferbejn,

majd Western blot analizist végeztiink. A

patkdny VRI1-specifikus immunreaktivitdst a

| e e — Cyt. c fehérje N-termindlis 18 aminosava ellen

-— termeltetett antitesttel detektaltuk.

a) Annak bizonyitdsara, hogy a vanilloid

kezelés csak a VRI1-expresszdlé sejteket

— érintette, a VRI1-pozitiv sdvokat tartalmazé

mintdkat djra blottoltuk a cytochrom-c (Cyt.

c) ellenes antitesttel. Az immunreaktiv

csikok optikai denzitdsit NIH Image (1.61

verzio) szoftverrel elemeztiik.

b) Az oszlopdiagram (ugyanebbdl a
mintasorb6l) egy reprezentativ  kisérlet
optikai denzitds értékeit tiinteti fel. Egy

({{» mésodi}( fiigge/tleniil elvégzett kisérletben

& hasonlé eredményt kaptunk. Fekete oszlop:

515 @’ VR1 immunreaktivitis intenzitdsa; fehér

S 4§3QJ n:) oszlop: Cyt.c immunreaktivitds intenzitasa.

a

OD, arbitrary units
8 3 3
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3. A VRl1-expresszio a kozponti idegrendszerben - a VR1 molekularis farmakologiai

vizsgalata majom agyban (szoveti disztribicio, farmakologiai paraméterek)

Specifikus [ THIRTX kitédés vizsgdlata gerincveldi és hdtso gyoki ganglion (DRG) mintdkon
Kisérleteink utolsé részében — kihasznalva a ["HIRTX igen nagy affinitdsd specifikus

kotodését a VR1-hez (Széllasi ef al, 1989) — a majom agyban expresszal6dé VR1 molekularis

farmakoldgiai paramétereit hataroztuk meg. Ennek sordn a majom agy kiilonb6z6 régidibol

szarmaz6 mintdkon mért kotodési paramétereket 6sszehasonlitottuk a gerincvel6bol és DRG-

bdl nyert membran prepardtumok hasonl6 adataival.
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15. dbra Specifikus ["H]RTX kitédés kiilonféle majom sziveten

A) Specifikus [PHIRTX kotédést észleltiink majombdl szdrmazé teljes gerincvel6i mintdkon (A ), a gerincveld
hétsé szarv mintdin (®) €s a hatsé gyoki ganglionokbdl késziilt membran preparatumokon (m). A pontok hdrom
meghatdrozds 4tlag + S.E.M. értékeit jelolik. Az Osszehasonlithatésdg érdekében a kotddés értékeit
normalizaltuk a 3000 pM [3H]RTX koncentracional mért kotddési értékekhez. Két tovabbi kisérlet hasonld
eredményt adott. A nem-specifikus kot6dést 1 uM nem-radioaktiv RTX jelenlétében hatdroztuk meg. A gorbéket
a mért értékek Hill egyenlethez val¢ illesztésével nyertiik.

B) Specifikus [*HIRTX (500 pM) kotodés gatlasa a gerincveldi hatsé szarvbél (e) illetve a hétsé gyoki
ganglionokbdl (m) szdrmazé membran prepardtumokon nem-radioaktiv RTX novekvd koncentracidinak
jelenlétében. A pontok hdrom meghatarozas dtlag + S.E.M. értékeit jelolik.

Eldsz6r kontroll kisérleteket végeztiink, melynek sordn nagy affinitdsd, specifikus,
telitheto [3H]RTX kotddést észleltiink mind a gerincveld hatsé szarvaban, mind a héts6 gyoki
ganglionokban (15a. abra). A nem-specifikus kotddés, melyet 1 uM nem-radioaktiv RTX
jelenlétében hatdroztunk meg, linedrisan novekedett a jelolt vegyiilet jelenlétében (dbrdn nem

mutatva). A gerincveldi hdtsé szarvbdl, illetve a hitsé gyoki ganglionokbdl szirmazo
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mintdkon mért kotddési paraméterek az aldbbiak voltak: a maximadlis kotddési kapacitds
(Bmax) 244,4 £ 19,6 és 240 £ 26,6 fmol/mg fehérje (az adott sorrendben), mig a Ky értékek (a
receptorok 50%-at telitd ligand koncentracidkat reprezentdlva) 312 + 14 pM és 289 + 15 pM
(mindkét esetben harom kisérlet atlagaként szamolva, atlag + S.E.M.) (1. tablazat). A P
értékek 1,4 £ 0,04 és 1,5 + 0,08 adddtak, melyek a kotéhelyek kozti pozitiv kooperativitasra
utaltak. A nem-specifikus kotodés mértéke, a Ky értéknek megfeleld ligand koncentracional a

teljes kotodés értékének kevesebb mint 40%-a volt.

1. tdbldzat ['H]RTX kit6dés jellemzd paraméterei majombdl szdrmazé gerincveldi, DRG és szelektdlt
agyi régiok membrdn prepardtumain.

HIRTX kotés RTX Kapszaicin | Kapszazepin

Lokalizacio K4 (pM) K; (pM) K; (uM) K; (uM)
Gerincvel6 (SC) 371 +18 402 + 39 5,5+0,41 3,3+0,21
Gerincvel6 hatsé szarv (DHSC) 312+ 14 349 + 25 4,3+0,32 3,7+0,35
Hatsé gyoki ganglion (DRG) 289 + 15 309 + 14 4,7+0,26 3,1 +0,23
Hypothalamus (MBH) 561 +£41 729 + 80 1,0+0,10 0,9+0,11
Locus ceruleus (LC) és Area 601 +28 nem vizsgalva| 1,1 £0,22 1,3+0,20
preoptica (AP)

Az adatok harom meghatdrozas atlag + S.E.M. értékeit jelolik

A specificitds tovabbi vizsgélata sordn kompeticids kisérletekben kimutattuk, hogy a
nem-radioaktiv RTX hatdsosan gatolta az 500 pM PHIRTX specifikus kotodését a kdvetkezd
K; értékekkel: 349 + 25 pM a gerincvel6i membran prepardtumokon, 309 + 14 pM a DRG
mintdin volt (harom kisérlet atlaga alapjan + S.E.M.) (15b. abra, 1. tablazat). A P értékek, az
el6zoekhez hasonldan, pozitiv kooperativitast jeleztek (15b. abra). Az RTX-hez hasonldan, a
kapszaicin is gétolta a [3 H]RTX specifikus kotodését: a K; érték 4,7 £ 0,26 uM a DRG-n, 4,3 £
0,32 uM a gerincvel0 hatsé szarvabdl késziilt membran preparatumokon. A P értékek ezekben
a kisérletekben 1,47 £ 0,2 és 1,39 + 0,3 voltak, melyek ezesetben is pozitiv kooperativitast
jeleztek (16a. abra, 1. tablazat). Végezetiil megallapitottuk, hogy a kompetitiv antagonista

kapszazepin ugyancsak hatdsosan fiiggesztette fel a PHIRTX specifikus kotddését: K; 3,1 +
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0,23 uM a DRG-ban és 3,7 + 0,35 uM a gerincveldi héats6 szarvban (mindkét mérés 3 kisérlet

atlagabol szamolva) (16b. abra, 1. tablazat).
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16. dbra Kompeticios kisérletek

A specifikus PHJRTX (500 pM) kotédés gatldsa a gerincvelSi hétsé szarvbl (e) illetve a hétsé gyoki
ganglionokbdl (m) szdrmazé membran prepardtumokon kapszaicin (CAP, A) és kapszazepin (CPZ, B) novekvd
koncentricidival. A pontok hdrom meghatdrozas atlag + S.E.M. értékeit jelolik. A gorbéket a mért értékek Hill
egyenlethez vald illesztésével nyertiik. Két tovabbi kisérlet hasonl6 eredményt adott.

Specifikus [ THIRTX kitddés vizsgdlata majom agy kiilonbozo régioiban

Molekuldris farmakoldgiai vizsgdlatainkat kiterjesztve specifikus PHIRTX kotdést
észleltiink emellett kiilonb6z6 agyi régiok membran preparatumain, igy a locus ceruleusban,
az area preopticaban, a hypothalamusban, a hidi formatio reticularisban, a thalamus ventralis
részén, valamint a cerebellaris cortex szenzoros- és motoros teriiletein (17. abra). Ezekben a
kisérletekben egyszeri 1,5 nM [PHJRTX-t haszniltunk a VRI kotédés szoveti
disztribucidjanak vizsgélatira, mely radioaktiv ligandkoncentraci6 kb. 3-4-szer magasabb
volt, mint a DRG szdvetekben vagy a gerincvel0ben mért Ky értékek.

A kotédés (B) értékei (az el6z0 bekezdésben megnevezett régidkat sorrendbe allitva):
140 £ 11, 129 £ 17, 143,4 £ 8,4, 66,6 £ 4,8, 21,2 £ 4,5, 48,4 £ 6,2, 57,7 £ 5,3 és 59,2 + 6,3

fmol/mg fehérje voltak (17. abra). A fenti kisérleti koriilmények kozt a specifikus PHIRTX
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kotddés értéke meghaladta a teljes kotddés S0%-it, és az értékek szignifikdnsan kiilonboztek a
hattér nem-specifikus kotddéstdl (Student-féle -préba, p<0,05).
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-

Specifikus [’H1 RTX kotédés (fmol/me feérie)

SC DH LC AP MBH SSC SMC PRFMCGM

17. dbra Specifikus ["HJRTX kitédés majom idegrendszer kiilonbozé régiéibol szdrmazé membrdn
prepardtumokon

Roviditések: SC: gerincveld, DH: hétsé szarv , LC: locus ceruleus, AP: area preoptica, MBH: medialis-basalis
hypothalamus, SSC: somatosensoros cortex, SMC: somatomotoros cortex, PRF: pons formatio reticularis,
MCGM: kozépagyi sziirke dllomény.

A fenti értékeket 1.5 nM [PHJRTX koncentrdcié mellett hatdroztuk meg, 10 uM phorbol 12,13-dibutyrat
jelenlétében. Utébbival a radioaktiv ligand protein kindz C-hez vald kotddését akaddlyoztuk meg. A feltiintetett
adatok harom fiiggetlen kisérlet atlag értékei + S.E.M.

Az agyi receptorok tovabbi karakterizdldsara azokat a régidkat valasztottuk, ahol
magas (azaz a gerincvel6i mintdkkal Osszevethetd, lasd 1. tablazat) receptorsiiriiséget
észleltiink, igy a locus ceruleus (LC) és area preoptica (AP) és a hypothalamus medialis-
basalis (MBH) teriiletét. Minthogy a rendelkezésre all6 preparitum mennyisége mindhiarom
teriilet feldolgozasat nem tette volna lehetové, a LC és AP mintdkat a tovdbbiakban egyként
kezeltiik.

A vizsgalt agyi mintdkon a specifikus [PHIRTX kotédés, hasonléan a gerincveldi
mintdkhoz (15a. abra), szigmoidalis szaturdciés kinetikat kovetett, mely az aldbbi

paraméterekkel volt jellemezhetd: Ky értékek: 601 + 28 pM a LC/AP regidkban és 561 + 41 a
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hypothalamikus mintdra (hdrom fiiggetlen kisérlet dtlaga). A P értékek pozitiv kooperativitast
jeleztek: 1,4 + 0,09 és 1.2 + 0,1 a megadott sorrendben (18A. abra, 1. tablazat).
Megallapitottuk végezetiil, hogy a kapszaicin és a kompetitiv antagonista kapszazepin
hatdsosan gatoltdk a specifikus ["H]RTX kotddést mind a hypothalamusbél (K; 1,0 + 0,1 uM
és 0,9 = 0,11 pM), mind a LC/AP régiokbdl (K; 1,1 £ 0,22 uM és 1,3 + 0,2 uM) késziilt

membran preparatumokon (mindkét érték harom kisérlet atlaga + S.E.M.) (18b. abra, 1.

tablazat).
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18. dbra Specifikus ["HIRTX kotédés vizsgdlata majom hypothalamus medidlis-basalis részébdl
késziilt membrdn prepardtumokon

A) Specifikus [’HJRTX ko6tddés novekvd radioaktiv ligandkoncentriciok (A) mellett. A pontok hirom
meghatdrozds dtlag + S.E.M. értékeit jelolik. Két tovabbi kisérlet hasonlé eredményt adott. A nem-specifikus
kotédést 1 uM nem-radioaktiv RTX jelenlétében hatdroztuk meg. A gorbét a mért értékek Hill egyenlethez valod
illesztésével nyertiik.

B) Specifikus "H]JRTX (500 pM) kotédés gatlasa a hypothalamusban kapszaicin (m), illetve kapszazepin (e)
novekvd koncentraciéival. A pontok hirom meghatdrozas dtlag + S.E.M. értékeit jelolik. A gorbéket a mért
értékek Hill egyenlethez vald illesztésével nyertiik. Két tovabbi kisérlet hasonl6 eredményt adott.
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MEGBESZELES

1. Epidurdlis RTX dltal kivdltott hatdsos regiondlis analgézia

A kiilonféle vanilloid vegyiiletek (pl. kapszaicin, RTX) széles terdpids potencidllal
rendelkez0 nem-narkotikum jellegli analgetikumok. Korabbi kutatdsok ugyanakkor jelent6s
mennyiségi €s mindségi kiillonbségeket tartak fel in vivo és in vitro hatdsaikat illetden.
Patkanyok vizsgdlata sordn bebizonyosodott, hogy a kapszaicin hatékonyabb volt a kémiai
fajdalom kivaltdsdban, mig az RTX joéval potensebbnek bizonyult a deszenzitizicid
Iétrehozasdban (Széllasi et al, 1989). Megéllapitottdk tovabbd, hogy a kapszaicin aktivélta a
pulmondris kemoreflexet, mig az RTX megel6z6 aktivacié nélkill deszenzitizdlta azt, vagyis
tartds refrakter allapotot hozott 1étre (Szolcsanyi et al, 1990). Human vizsgédlatokban emellett
kideriilt, hogy higyhdlyag hyperreflexias betegeknél az intravesicalisan végzett RTX oblités —
a kapszaicinnel ellentétben — inicidlis fajdalom kivéltdsa nélkiil deszenzitizélta a C-rostokat,
igy az urgens incontinens panaszokat jelentésen mérsékelte (Cruz F et al, 1998, Lazzeri et al,
1998). Mindezen adatok azt sugalltdk, hogy az RTX (a kapszaicin hatdsdhoz viszonyitva)
sokkal elonydsebb terdpids profillal rendelkezik (Szallasi et al, 1989, Szallasi et al, 1993).

A szisztémds adagoldssal Osszefiiggd mellékhatdsok (Szallasi, 1999) mérséklésére
ugyanakkor az ut6bbi idOszakban elStérbe keriiltek a lokdlis alkalmazds (topikalis,
intratechalis vagy epidurdlis) lehetOségei, melyek kivalo stratégidt reprezentdlnak a regiondlis
fajdalom csillapitasara. Igy példaul, epiduralisan adott analgetikumok hasznalhatéak krénikus
tumoros fijdalmak kezelésére, genitourindlis €s ndgyogyaszati esetleg alsd végtagi lagyrész
tumorok esetében, vagyis amikor a regiondlis hatastdl effektiv fajdalom-kontroll varhato.

Farmakoldgiai szempontbdl az epiduralis adagolds jol ismert elonye a cél-szovetek
anatémiai kozelsége €s az elhanyagolhatd szisztémds hatds. Habar az intratecalisan adott
kapszaicin hatdsossdga ellentmonddsosnak tlinik az irodalmi adatok alapjan (Széllasi és

Blumberg, 1999), jelen disszerticioban bemutatott kisérleteink szerint az epidurdlis térbe

50



adott RTX hosszui hatdsd, regiondlis termalis analgéziat eredményez (3. és 4. abra), mely
eljards a C-rostok dltal kozvetitett nociceptiv fdjdalom mérésének daltaldnosan elogadott
modszere (Nolano et al, 1999; Atanassoff er al, 1997). Eredményeink emellett azt is
igazoltak, hogy az epidurdlis RTX relativ fajdalomcsillapité hatékonysaga jelentésen nagyobb
a szisztémads (szubkutin) alkalmazashoz képest. A fokozott hatast jol jelezte az epiduralis
adagolas esetén az is, hogy a dézis-hatas gorbe balra, az alacsonyabb doézisok felé eltolédott
(3-5. abra). Az utébbiakbdl szamolhaté EDs értékek alapjan (5. abra), az epiduralis
adagolds mintegy 6,5-szer hatékonyabbnak bizonyult a szisztémds adagoldshoz képest. Ha
ugyanakkor a latencia id6 haromszoros megnyildsit eredményezd RTX dézisokat hasonlitjuk
Ossze a kétféle adagolds esetén (3. és 4. abra), akkor arra kovetkeztethetiink, hogy az
epidurélis adagolds valdjaban mintegy 25-szo6r hatékonyabb a szisztémds adagoldsnal.

Fontos, a potencidlis klinikai felhaszndlds sordn mindenképpen figyelembe veendd
megfigyelésiink volt tovabba, hogy az epidurdlis alkalmazas soran (az igen kivalé regiondlis
hatds mellett) szisztémds hatdsra utald jeleket is észleltiink, kiilonosen magasabb RTX
dézisok esetén. Mindezt j6l mutatta a mellsé ldbakon mért (a hatsé ldbakon mértékhez
viszonyitva csak mérsékelten) fokozott termadlis nociceptiv kiiszob kialakuldsa (6. abra),

valamint a részleges ["HIRTX kot6hely vesztés a cervikélis régiéban (7. abra).
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2. A vanilloid vegyiiletek dltal kivdltott, VRI-medidlt szelektiv citotoxicitds jelentdsége

Az epidurdlis RTX kezelés sordn tapasztalt PHIRTX kotdhely vesztés azt sugallta,
hogy a vanilloid vegyiilet képes a VRI1-t expressszald sejtek szelektiv deplécidjara. Ezért a
kovetkezokben in vitro sejtes rendszerekben elemeztiik a VR1-medialt celluldris valaszok
jellegzetességeit. Molekuldris bioldgiai moddszerek felhaszndldsdval olyan heterolog
expresszios rendszereket allitottunk eld, melyek a VR1 C-temindlisan specifikus azonosité
szekvencidkat (,,tagek”) hordoznak (2. abra). Megéllapitottuk, hogy sem a 27 kD tomegii
z0ld fluoreszcens protein tag (eGFP), sem az € tag nem véltoztatta meg a heterolég médon
expresszdlt VR1 eletrofizioldgiai tulajdonsdgait (8. abra). A kotodési kisérletek emellett
igazoltdk, hogy mind a VR1eGFP, mind a VR1e kimera-fehérje nanomoldris affinitdssal
kototte a [3H]RTX—et (9. abra). A kotédési és 45Ca—transzp0rt kisérletekben megallapitottuk,
hogy a nativ VRI1-t kifejez0 DRG neuronokon (Acs et al, 1997; Szallasi et al, 1999) és a
heterolog médon expresszalt VR1-en mért farmakoldgia paraméterek nagy hasonldsigot
mutatnak. Bebizonyosodott tovabb4, hogy mindezen hatdsok VRI1-specifikusak, hiszen mind
a ["HIJRTX kotédés, mind az RTX 4ltal kivéltott Ca-felvétel hatdsosan gétolhaté volt a VR1
kompetitiv antagonista kapszazepin alkalmazasaval (8. és 9. abra).

A VR1eGFP kiméra fluoreszcens tulajdonsiga emellett lehetdvé tette, hogy ,.in vivo”
és ,real-time” vizsgdljuk a VRI1 szubcelluldris lokaliz4cigjat, valamint a VR1 aktivacidjat
kovetd celluldris események (intracelluldris ionkoncentrdcidk, morfolégai valtozdsok)
kinetikdjat. Konfokélis mikroszkép alkalmazdsdval az irodalomban els6ként mutattuk ki,
hogy a VR1eGFP szignél nemcsak a sejtek plazma membranban, hanem az ER-nak megfeleld
intracelluldris membranstruktirdkban kifejezodik (10. abra); mindezen elhelyezkedést
szamos heteroldg rendszerben (COS7, HEK293, NIH3T3 sejtek), az ER-tracker és eGFP
fluoreszcens festékek ko-lokalizacidjaval is bizonyitottuk. Kimutattuk ugyanakkor azt is,

hogy a VR1 nem fejezddik ki a sejtek mitochondriuméaban.
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Kinetikai vizsgalatainkban (Ca2+—imaging alkalmazdsaval) megallapitottuk tovabba,
hogy az RTX hozzdadasdra a VR1-t expresszal6 sejtekben kb. 10-szeres [Ca2+]i akkumulécio
kovetkezett be (11. abra). ,,Real-time” konfokalis mikroszkdpidval kideriilt az is, hogy ezen
[Ca®™]; novekedéssel idSben parhuzamosan az ER struktdrija a citoplazma teljes
kiterjedésében megbomlott, és korkoros vesiculaképzddés jelentkezett (11. abra). Ez a
morfolégiai véltozds nagyon hasonlé volt az ionomycin alkalmazdsakor megfigyelt Ca**-
medidlt citotoxicitds legkordbban azonosithat6 jellegzetességeihez, ugyanakkor nyilvanvaléan
eltért az agonista-mediélt endocitdzistol (Subramanian et al, 1997). Fontos volt tovabbd, hogy
RTX adagolédsakor (az ER-on til) egyéb membrankompartmentek valtozasat is észleltiik, igy
a VRI1-t nem expresszdld mitochondriumok fragmentécidjat, a magmembran lefliz6déseit,
majd végiil a plazmamembran ruptirdjat is (11. abra). Mindezen megfigyelések azt sugalltik,
hogy az RTX hatdsdra a VR1-t heterolég médon kifejez6 sejtek haldla kovetkezett be.

Az ER-lokalizdlt VRI1-populidcié szerepének tovabbi tisztizdsdra, kalciummentes
médiumban is vizsgaltuk a vanilloid-specifikus [Ca®*]; véltozdsokat. J6 Ssszhangban méshol
publikalt eredményeinkkel (Lazat et al, 2003) — miszerint a VR1-expresszald sejteken az RTX
adagolaskor extracelluldris Ca®* hidnydban is bekovetkezett az intracelluldris membran-
remodeling — kimutattuk, hogy a VR1 aktivicié kalciummentes kézegben is képes az [Ca™];
megemelésére. Bebizonyosodott ugyanakkor, hogy az RTX az adagolds megkezdése utdn

csak joval késobb eredményezett [Ca™];

novekedést. A késést aligha magyardzhatjuk a
vanilloidok lassabb penetricidjdval a plazmamembrinon keresztiil, minthogy kifejezetten
zsiroldékony vegyiiletek (Széallasi és Blumberg, 1996). Véleményiink szerint ezen joval
lassabb kinetikdval kialakulé valtozdsok hatterében éppugy éllhat eltérd VRI1 orientacio,
illetve ,,folding”, mint eltérd intracelluldris kalcium-pufferold kapacitds (pl. mitochondrialis

Ca2+—felvétel), valamint az intracelluléris raktarakbdl torténd kalciummobilizacié tobblépcsds

(tehat idGigényes) aktivacids folyamata (Subramanian et al, 1997; Berridge et al, 1998).
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Megfigyeléseink alapjan mindenesetre kimondhatd, hogy a plazmamembrénban lokalizalt
VRI mellett, egy djonnan felismert, funkcionalis, intracelluldris (ER-ban taldlhat6) VR1-
populécid is 1étezik mind a heterol6g expresszids rendszerekben, mind a DRG neuronokban.
A kalciummmentes kozegben tapasztalt RTX-indukdlt (intracelluldris) Ca**-felszabadulds
emellett az ER-lokalizalt VR 1-populécié jelentoségét is hangsilyozza, illetve egy 4j vizsgalati
célpontot jelol meg, mely segitségével az egyes vanilloid vegyiiletek eltérd farmakologidja
értelmezhetd.

A konfokalis mikroszképpal nyert fent bemutatott eredményeink, valamint az, hogy
1) a VRI1-et nem expresszal6 COS7 sejtekben az RTX nem emelte meg az [Ca2+]i—t €s nem
okozott morfoldgiai valtozdsokat; 2) DRG tenyészetekben (melyek nemcsak a VRI-t
expresszalo, kis méretli neuronokat, hanem mads idegsejteket és glia elemeket is tartalmaznak)
az RTX csak a sejtek egy részén valtott ki [Ca**]i-novekedést (12. abra); 3)a VRI
antagonista kapszazepin hatdsosan kivédte az RTX altal beinditott celluldris hatdsok
mindegyikét; igazolta azon feltevésiinket, hogy az altalunk létrehozott heteroldég expresszids
rendszerekben az RTX-indukalt Ca**-medidlt sejthalal a VR1-on keresztiil specifikus médon
valésul meg. A kalcium-mentes kozegben is 1étrejovo vanilloid-medialt aktivaciét kiillonbozo
expresszios modellekben és nativ szenzoros neuronokon masok is megerdsitették (Liu et al,
1998, Acs et al, 1997);

Kivéancsiak voltunk ugyanakkor arra is, hogy hasonlé VRI-specifikus citotoxicitds
kimutathat6-e a VR1-t nativ médon expresszald nociceptiv neuronokban is. Megéllapitottuk,
hogy RTX kezelést kovetden a kis 4tmérdjii nociceptiv neuronokon hasonlé morfoldgiai
véltozadsok észlelhet6k, mint a tranziens transzfektalt VR1-expresszdlo sejteken. Habér a korai
morfoldgiai elviltozasok apoptdzisra emlékeztetnek —igy a sejtmagmembran leflizédések
jelentkezése és a propidium-jodid festddés a nucleusban (Earnshaw et al, 1995) —, apoptdzisra

specifikus kromatin fragmentaciot, apototikus testképzodést, illetve kaszpaz aktivaciot 24 Oras
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kovetés sordn sem észleltiink (nem mutatjuk). Hosszabb iddintervallumban vizsgédlva a
vanilloidok hatdsit, ugyanakkor legaldbb harom vitdlis sejt-organellum kérosodott
irreverzibilisen; azaz — masokhoz hasonldéan (Jancsé et al, 1990; Earnshaw et al, 1995 —
intracellularis membran-fragmentéciot, a mitochondriumok ultrastrukturélis véltozasat és a
magmembran dezorganizicidjat tapasztaltuk. Fontos megallapitdsunk volt ugyanakkor azt is,
hogy (vérakozasainknak megfeleléen) RTX kezelésre csak a neuronok egy adott
szubpopulacidja (kisméretli, VR 1-pozitiv, nociceptiv idegsejtek) valaszolt, mig a glia elemek
és kozepes-nagy atmérdjii neuronok nem reagaltak (13. abra).

A fenti sejt-organellumok VRI1-specifikus kérosoddsa egyardnt okozhat
deszenzitizéciot (melynek sordn az érz6 idegsejt ismételt ingerekre vélaszképtelenné valik),
valamint (ha a véltozasok megfordithatatlanok, ,,over the point of no return”) az idegsejt
pusztuldsét is eredményezheti. Megfigyeléseink igy egy potencidlisan dj, pl. konvenciondlis
fajdalomcsillapitokkal nem kontrolldlhaté fajdalmak kezelésére alkalmas terapids eljarast
korvonalaztak, melynek sordn VRI1 agonista vegyiiletekkel a primer nociceptiv afferensek
szelektiv ablacidja (,,kémiai mikrosebészet”) valik lehetové anélkiil, hogy az érz6 idegsejtek
teljes spektrumat elpusztitanank.

Ennek modellezésére egy, a deszenzitizicié kivaltdsdban igen potens agonista
vegyiiletet, az olvanilt vélasztottuk. Az olvanil (OLV), dllatkisérletek tandsdga szerint, az
RTX-hez hasonldéan elhanyagolhat6 inicidlis irritdciét okoz, igy a kapszaicinnél kedvezdbb
farmakoldgiai adottsdgokkal rendelkezik (Dickenson et al, 1990). Eredményeink azt mutattak,
hogy 50 uM doézisig az OLV nem volt toxikus a VRI1-et nem expresszald sejtekre,
ugyanakkor primer DRG tenyészetekben ekkora koncentracidban a VR1-pozitiv neuronok
csaknem teljes deplécigjat valtotta ki (14. abra).

Ha ehhez hozzdkapcsoljuk, hogy az epidurdlis alkalmazds sordn igen jelentOs

[PHIRTX kotéhely-vesztést tapasztaltunk (7. abra), eredményeink azt sugalljak, hogy VRI
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agonistdkat specidlisan célhelyekre (példdul intragangliondris, epidurdlis, vagy intrathecalis
adagoldssal) bejuttatva regiondlis fajdalomcsillapitdsra nyilik moddot, egyéb szenzoros
modalitisok megkimélésével. A fenti hipotézis helyességét bizonyitandd, a disszerticidban
bemutatott kisérletek elvégzése ota, kollégdink sikeres preklinikai vizsgalatokat végeztek,
melynek sordn inoperdbilis csonttumoros kutydkban igazoltdk a lokdlisan adott RTX
hosszantartd, VR1-specifikus regiondlis analgéziat kivalt6 hatasat (Karai et al, 2004; Tender
et al 2005). Igy (reményeink szerint) valéban ésszerii antinociceptiv terdpids stratégia lehet a
vanilloid-szenzitiv nociceptorok szelektiv deplécidja olyan, kifejezetten stilyos fajdalommal
jaré korképekben, mint példdul daganatos megbetegedésekhez tirsulé tn. kismedencei-
fajdalom, az alsé végtagi csont-és ladgyrész daganatok, osteoarthrosis, illetve a

végtagamputacidt kovetden jelentkezd fantom-fajdalom.

3. Az agyban expresszdlodo VRI lokalizdcidja és molekuldris farmakologidja

Mint azt a Bevezetésben emlitettilk, a kiillonb6z6 fajok igen eltéré vanilloid-
szenzitivitast mutatnak, mely jelentdsen megneheziti az allatkisérletek adatainak emberre
torténd extrapolacidjat, s igy a pontos terdpids hatasspektrum megallapitasat (Szallasi et al,
1994; Szallasi et al, 1999). Ezért a disszertacidban bemutatott kisérletek harmadik részében —
kihaszndlva a ["HJRTX kotédés VR1-specifikus voltat (Szallasi er al, 1989; Szallasi et al,
1999b) — féemldsokben tanulmanyoztuk a VR1 farmakoldgiai jellegzetességeit, valamint agyi
lokalizicigjat. Kisérleteink sordn az irodalomban els6ként karakterizdltuk Cynomolgus
majmok gerincveldi és DRG mintdibdl késziilt membranprepardtumain a kifejez6dé VR1-t.
Specifikus, szigmoiddlis szaturdcids kinetikdt mutaté (azaz a receptorok kozti pozitiv
kooperativitasra utal6) [3H]RTX kotédést mértiink a fenti mintdkon (15. abra). A VRI1
expressszi6jat azok a kompeticids kisérletek is megerdsitették, ahol a ["H]RTX-et kiilonféle

nem-radioaktiv liganddal (RTX, kapszaicin, kapszazepin) szoritottuk le a kotohelyekrol (15.
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és 16. abra). Fontos megéllapitisunk volt emellett, hogy RTX esetében a K; értéke jol
korreldlt az ugyanazon vegyiilettel mért Ky értékekkel (1. tablazat). Adatainkat
Osszehasonlitva mads specieseken mért értékekkel megallapitottuk, hogy a majom-
gerincvelOben észlelt receptor-affinitds (~300 pM az RTX-ra) megkozelitdleg 3-szor
nagyobbnak bizonyult, mint hasonlé érték huméan mintdkban (~1 nM), de 7-8-szor kisebb
volt, mint azt a patkdny gerincvelében taldltuk (~40 pM) (Acs et al, 1994; sajat nem kozolt
eredményeink).

Habar a VRI1 kifejezddését korabbi kisérletek RT-PCR, in situ hibridiz4cid, valamint
(VR1-specifikus antitestet alkalmazva) immunhisztokémia technikdkkal leirtdk patkény és
humén agy kiilonb6z6 teriiletein (Mezey et al, 2000; Schumacher et al, 2000), az agyi
receptorok részletes farmakolgiai lefrdsa azonban eddig nem tortént meg. Igy
kisérleteinkben, specifikus [3H]RTX kotodés alkalmazasaval, ezt is vizsgaltuk. Kimutattuk,
hogy majom agy szdmos teriiletén a specifikus PHIRTX kotddés adekvat farmakoldgiai
specifitassal detektdlta a VR1-t (17. abra). Magasabb receptor stiriiséget észleltiink a locus
ceruleus, az area preoptica €s a hypothalamus teriiletén, mely szoveti disztribticié jo egyezést
mutatott a kordbban mas fajokban leirtakkal (Acs ef al, 1996). A fenti teriileteken a kitddési
karakterisztika ugyancsak szigmoidalis telitési kinetikét és pozitiv kooperativitést jelzett (18.
abra), mely a VRI1 specifikus jelenlétére utalt. Megallapitottuk tovabbd, hogy a specifikus
antagonista kapszazepin és a kapszaicin a kompeticios kisérletekben képes voltak a radioaktiv
ligand teljes leszoritasara (18. abra), mely tovabb erésiti azon kovetkeztetésiinket, hogy VR1-
t detektdltuk és frtuk le majom agyban. A struktira-hatds profil (a kiilonféle vegyiiletek Ky és
K; értékei) tekintetében ugyanakkor diszkrét kiilonbségeket észleltiink a centrilis (agyi
teriiletek) és periférids (gerincveld, DRG) receptorokban (1. tablazat), mely arra utalhat, hogy
a centralis és periférids VR1 eltéréen modifikicidval (esetleg kiillonboz6 reguldléd fehérjékkel

kapcsolodva) rendelkezik.
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Kisérletes adataink alapjan felmeriil a kérdés: mi lehet az agyi teriileteken kifejez6dd
VRI1 élettani szerepe? Ismereteink szerint primer szenzoros afferenticiét az érintett agyi
teriiletek nem kapnak, igy feltételezhetden a VRI1 autoném expreszidjat észleltik. A
legnagyobb receptordenzitidst mutaté a locus ceruleus, area preoptica és medialis-basalis
hypothalamus teriiletek ugyanakkor (jél dokumentélt) szerepet jatszanak kiilonbdzd szenzoros
és autoném funkcidkban, igy a fijdalom érzékelésében és az endogén fajdalom-modulécios
szabdlyozasban (Svensson, 1987). A locus ceruleus egyes neuron-csoportjai emellett —az
agytorzsi respiracids hélozat részét képezve — résztvesznek a specidlis CO,-és pH-dependens
chemopercepcidban is (Oyamada et al, 1998; Pineda ef al, 1997). Allatkisérletekben emellett
leirtdk, hogy a kapszaicin képes a locus ceruleus neuronok aktividcidjdra, mely hatds
kapszaicin elOkezeléssel (igy a VRI1-specifikus kotohelyek deplécidjaval) kivédhetd volt
(Hajos et al, 1987).

A hypothalamus preopticus részében a neuronok egy csoportja a képes a lokalis
hoémérséklet valtozasait €szlelni, ezaltal kozponti szerepet tolt be a termoreguldcio centralis
kontrolljdban, részben a test kiilonbozo részeirdl beérkezd specifikus afferens ingeriiletek
integracidjaval (Hori et al, 1991; Osaka er al, 2000). Korai vizsgilatok szisztémdas vagy
intrahypothalamikus kapszaicin injekcid hatdsara hypothermiat, valamint (nagyobb kapszaicin
dézisok alkalmazdsakor) a mitochondriumok jellegzetes ultrastruktirdjdnak megvéltozasat
észlelték, mind a periférids, mind a kdzponti idegrendszeri neuronokban (Jancso et al, 1970).
Emellett patkdnyokban bebizonyosodott, hogy kapszaicin-szenzitiv glutaminerg termindlok
vesznek részt kiilonféle hypothalamicus funkcidk szabdlyozdsdban (Sasamura et al, 1998).
Mivel az acidézis és a nociceptiv termdlis stimulusok a VR1 kozismert aktivétorai (Caterina
et al, 1997; Tominaga et al, 1998), igy konnyen elképzelhetd, hogy a VR1-expresszal6 agyi

neuronok szerepet jatszanak a termalis-kémiai nocicepcid centrilis szakaszaban.
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4. A mechanizmustol a terdpidig: agonista, antagonista és parcidlis agonista?

Tekintve, hogy a diszerticid részét nem képezd egyéb tudomanyos munkdm sordn kb.
200 vanilloid vegyiilet farmakoldgiai hatdsat vizsgaltam, bizonyosan allithatom, hogy hasonlé
vegyiiletek ezreit tesztelik ipari méretekben. A disszertacidoban felvazolt, in vivo sejt és
szervezet szintjén vizsgalt terdpids stratégia — mely a VR1 agonista vegyiiletek fegyvertarara
alapozva fejti ki analgetikus hatdsat —igy (feltehetdéen) csak egy a sok lehetséges koziil.
Ennek sordn a cél az, hogy az agonista hatasu vegyiiletek alkalmazasaval a nociceptorok
szelektiv ablécidjat érjik el, s lehetleg mindezt minimadlis kezdeti irritdcidé és fdjdalom
kivaltasaval (RTX, olvanil).

Felmeriil ugyanakkor szdmos mads lehetdség is. Az utébbi idOben a VRI1-medidlt
folyamatok szerepét valdszintsitik szdmos, fOként a gastroenteroldgia teriiletérdl ismert
gyulladésos betegségben (Geppetti et al, 2004). Ez nem csoda, hisz tudjuk a vanilloidok alig
szivodnak fel a Dbéltraktusbol, s gyakran jelentds disszkomfortot okozva tdvoznak a
szervezetbél. Igy amennyiben bizonyos gyulladdsos allapotokban a VRI1-medidlt neurogén
gyulladas, mint definitiv (pathognomicus) mechanizmus bizonyitast nyer, akkor a receptor
reverzibilis gitlasa, vagyis az antagonistak haszndlata (mégha teljesen mas adagolasi protokol
sziikségességét feltételezi is, foként tartds hatds eléréséhez) célszerlibb lehet.

Emellett érdekes terdpids alternativit nyujt a parcidlis agonistdk alkalmazasa is. Ezen
vegyiilet-csoport esetében a kezdeti gatld hatds — melyet dozis-fiiggd aktivaciéo kovet —
kedvezd lehet az inicidlis fajdalom elkeriilésére, ami az agonista vegyiiletek nagy tobbségénél
(I14sd kapszaicin) megfigyelhetd. Mindezek alapjan szilird meggy6zddésem, hogy a
(remélhetden nagyon) kozeli jovoben eldnyds farmakoldgiai hatdsspektrummal rendelkezd
vanilloidok keriilhetnek a klinikai vizsgdlatok fékuszéba, els6sorban gyulladdsos allapotok és

a konvenciondlis gydgyszerelésre nem reagéld, nehezen toleralhat6 fajdalmak kezelésére.
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OSSZEFOGLALAS

1. In vivo kisérleteinkben az epidurdlis resiniferatoxin (RTX) adédsdval tartds, ddzis-fiiggo, a
szisztémds adagolds hatékonysiagat joval meghaladé regiondlis analgéziat sikeriilt
1étesiteniink, minimadlis szisztémas hatds mellett. Gerincvel6i szinten ezzel ardnyos vanilloid
receptor-1 (VR1) depléciét észleltiink.

2. In vitro kisérleteinkben igazoltuk, hogy az altalunk létrehozott heterolég VR1-expresszids
rendszerek alkalmasak a receptor molekuldris farmakoldgidjanak vizsgalatara.

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

4. Bebizonyosodott, hogy a kalcium-mentes kozegben 1étrejové VR1-dependens aktivacio
soran az intracelluldris kalciumemelkedés az endoplazmatikus retikulum (ER) kalcium
raktaraibol torténik; azaz az intracellularis lokalizdci6jd VRI1 is funkcionilis,
kalicumpermeabilis csatornaként miikodik.

5. Kimutattuk tovdbbd, hogy a VRI1 aktivdléddsa sordn specifikus, dozis-fiiggd, szelektiv
neuron deplécié (neurotoxicitds) alakul ki, mely j6l magyardzhatja az in vivo észlelt tartds
antinociceptiv hatast.

6. A majom agyban telithetd szaturdciods kinetikdval jellemezhetd VR-t detektdltunk, melynek
farmakoldgiai tulajdonsdgai j6 egyezést mutattak a periférian észlelt VR1-el.

7. Az agyban leirt VR esetén majomban is hasonldé szoveti megoszlast észleltiink, mint
human, illetve patkdny mintdkban.

8. A majom VRI1 7-8-szor kisebb affinitassal koti az RTX-et, mint a patkdny varidns, igy

farmakoldgiai tulajdonsagai jol kozelitik a human VR1-en mért értékeket.
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