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KUTATASI KONCEPCIO

A fijdalom tényleges vagy potencialis szovetkarosodast jelzd, kellemetlen és szubjektiv
érzéskvalitds. A nociceptorok termadlis, mechanikai és kémiai szovetkdrositdo ingerekre
specifikusan reagald érzdideg-végzodések melyek a kdzponti idegrendszerbe kozvetitenek
fajdalomszignalt. A periférids nociceptorok egy specialis tipusan, az Un. kapszaicin-érzékeny
peptiderg afferenseken expresszalodik a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1 (TRPV)
ioncsatorna mely receptor a csipds paprikaban taldlhato kapszaicinnel szelektiven aktivalhato.

Ezek az érzoideg-végzodések harmas funkcioval rendelkeznek: afferens, lokalis és

szisztémas efferens funkciokkal birnak. Az afferens funkcié maga a fajdalom kozvetitése a

kozponti idegrendszer felé, de egyediilalld jellegzetességiik, hogy aktivaciojuk soran

neuropeptidek szabadulnak fel az érzéideg-végzodésbol (P-anyag (SP), kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP)). Ezek a beidegzett teriileten vazodilataciot, plazmafehérje kidramlast és
gyulladasos valamint immunsejtek aktivacidjat okozzak. Az igy kialakulé neurogén gyulladas
egy lokalis efferens funkcié szamos betegség patomechanizmusaban fontos szerepet jatszik

(migrén, asztma, gyulladasos bélbetegség, reumatoid artritisz). Kutatdcsoportunk bizonyitotta,

hogy az aktivalt érzdideg-végzddésbdl a gyulladaskeltd neuropeptideken kiviil szomatosztatin,

egy gatld neuropeptid is felszabadul, mely szisztémds gyulladds- ¢és fajdalomcsokkentd
hatasokat fejt ki. Ez az érzdideg-végzddések szisztémas neurohumoralis efferens funkcigja
melyet egykori mentorom, Szolcsanyi Janos akadémikus szenzokrin mitkddésnek nevezett el

(1. abra).

A jelenleg elérhetd gyogyszeres terapia nem képes hatékonyan kezelni ezeket a betegségeket,

valamint a neuropatias fajdalmat. Uj hatasmechanizmust, az érz6ideg-végzédések szintjén hatd

fajdalomesillapitd, gyulladascsokkentd gydgyszerjeloltek fejlesztése sziikséges. A fajdalmat
jelzd nociceptorokon szelektiven hatd gyogyszerjeldltek f6 célmolekulajanak a TRPV1
receptor bizonyult igéretesnek. Szamos gyogyszergyar tobb mint egymilliard dollart fektetett
az antagonistak fejlesztésébe, az attdrés azonban még varat magara a TRPV1 mellékhatasok

(hipertermia, hdéérzékelési zavar) miatt. Manapsdg a kapszaicin-érzékeny nociceptorokon

szintén kifejez0d0 TRP ioncsatornat, a TRP Ankyrin 1 (TRPA1) receptort tartjdk fontos

gyogyszercélpontnak.

A kutatocsoporthoz 1996-ban csatlakoztam, az elmult 30 évben sajat kutatomunkam és a

késObbiekben sajat kutatdcsoportom az aldbbi teriiletekre fokuszalt, melyeket az 1. abran 1, 2

¢s 3 jeloléssel tiintettem fel:

1. A receptorok hidrofoéb kapcsolatainak vizsgalata alternativ alapkisérletes megkozelitése
lehet a receptormiikddés befolyasolasanak, vizsgalatdnak. A plazmamembranban a
receptorok, ioncsatorndk és a jelatvitelben fontos molekuldk az ugynevezett lipid
raftokban, lipid tutajokban foglalnak helyet, a lipid réteg specidlis régioiban. A TRP
receptorok aktivacios €s gatlé mechanizmusairol rengeteg kozlemény szamol be, de hogy a
lipid raftokban milyen jelatviteli komplexet képez, és a raftok szerkezeti integritdsa milyen
hatassal van a receptormikddésre, arrol nagyon keveset tudunk, és a kutatds kezdetén
ellentmondasos irodalmi adatok jelentek meg. Altaldnosan elterjedt modszer a raftok
vizsgalatara a koleszterindepléciot okozo metil-B-ciklodextrin (MCD), mely igy megbontva
a raftokat befolyasolja a jelatviteli funkciot. A lipid raftok integritasat tobbféle mdédon



befolyésoltuk, azzal a céllal, hogy feltarjuk, hogy ez az alternativ, receptormikodést
befolydsold6 modszer hatékony fajdalomcsillapitdé perspektivat jelenthet-e. Az
eredményeket 13 eredeti kozleményben és 2 Osszefoglald cikkben irtuk le (1-14 a
disszertacidban bemutatott kozleményeket vastag arab szammal jel616m a szovegben).

a "kapszaicin-érzékeny" lokalis eff’ere ns fu nk’cié:
érzdideg-végzédés neurogen gyulladas
harmas funkcidéja vazodilatécio,
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1. abra.: A kapszaicin-érzékeny érzo idegvégzodés harmas funkciéja (klasszikus afferens funkcio,
lokalis efferens funkcio, szisztémas efferens funkci6). CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid, SP: P-anyag,
NKA: neurokinin A, SST4: szomatosztatin 4-es receptor, RTX: reziniferatoxin, SSAO: szemikarbazid-
szenzitiv amin-oxiddz, TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1, TRPA1: Tranziens Receptor
Potencial Ankyrin 1.

2. A szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz (SSAQO)-gatlé vegyiiletek primer aminok
oxidativ dezaminicigjat katalizaljak, melynek végtermékei a hidrogén peroxid, az
ammonia, a metilglioxal és kiilonb6z6 aldehidek, mint példaul a formaldehid, melyek a
TRPA1 ioncsatorna aktivatorai. Az SSAO vegyiileteknek és gatloiknak a szerepét
gyulladasos folyamatokban mar bizonyitottak, fajdalomallapotokban betdltott szerepérdl a
kutatds indulasakor még nem sokat tudtunk. Egy 0j SSAO-gatld vegyiilet vizsgalatat
végeztiik, potencialis TRPV1 és TRPA1 gatlo hatdsat vizsgaltuk. A kutatashoz in vitro
sejtes vizsgalatokkal jarultam hozza, melyek eredményeit 2 kozleményben irtuk le (15-16).

3. Kutatocsoportunk szomatosztatin 4-es receptor (SST4) géndeficiens egerekkel Uttord
kisérleteket végzett és elsOként szolgaltatott bizonyitékokat arra, hogy az SST4-nek
protektiv szerepe van mind akut gyulladasos folyamatokban, mind kronikus iziileti
gyulladds soran. Az eredményeink alapjan az SST4 receptor 1j célpont Ilehet
fajdalomesillapitd  és gyulladascsokkentd gyogyszerfejlesztés tekintetében. Sajat
kismolekulas, SST4 receptoron hat6d potencialis gyogyszerjeloltjeink komplex vizsgéalatat
végeztik in silico, in vitro, ex vivo és in vivo allatkisérletes modellrendszereinkben. Az
eredményeket 4 kdzleményben irtuk le (17-20). Az értekezésben a PhD utani kozel két
évtized munkdjat szeretném bemutatni, amit ennek a kutatdsnak szenteltiink.
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I. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES
1.1. Fajdalom, alapfogalmak, a fajdalomérzékelésben fontos strukturak

Az értekezésben a fajdalom ¢és a neurogén gyulladas vizsgalata all a fokuszban, in vitro, in
silico, ex vivo ¢s in vivo éallatkisérletes vizsgalatok eredményeit, potencidlis Uj
fajdalomesillapité és gyulladascsokkentd modszerek hatdsmechanizmusat mutatjuk be. Amit
allatokban vizsgalni tudunk, az a nocicepcio, vagyis a szovetkarositdo ingerekre 1étrejovo
elkeriild, nocifenziv magatartasi reakcio, mely lehet az ingerelt testrész nyalésa, razésa, ragasa,
elhuzéasa. Az ingerek melyek a fajdalmat, vagyis nocicepciot kivaltjak lehetnek mechanikai,
termalis (forr6 inger vagy fajdalmasan hideg) ¢és kémiai jellegiiek, igy beszélhetiink mechano-,
termo- ¢és kemonocicepciordl. Ezen ingerek felfogésara specializalédott idegvégzodések a
nociceptorok. A nociceptorok az elsédleges érzoneuronok (primer afferens) bdrben és
nyalkahartyakban elhelyezkedo periférias végzodései. A hozzajuk tartozo sejttest pedig az érzd
ducokban van (hatsé gyoki ganglionok (,,dorsal root ganglia”, DRG), trigeminalis ganglion
(TG), juguléris ganglion és ganglion nodosum). Pszeudounipolaris neuronok ezek, a sejttestbol
kiindulé axon elagazik, a periférias nyulvany a szovetekbe fut, a centralis pedig a gerincveld
hatsé szarvi sziirkedllomanyaban 1év6 centralis terminalisban végzdodik. A fajdalompalya
masodik neuronjai azok a neuronok, amelyek a primer afferensek centralis végzddésébdl kapjak
az informaciot, és azt a talamuszba vezetik. A harmadik neuron az informaciot a talamuszbol a
szenzoros kortexbe széllitja. A hiperalgézia az enyhe fajdalmas ingerek altal okozott fokozott
fajdalomérzetet jelenti, mely az ingernek megfelelden lehet mechanikai, termalis vagy kémiai.
A hipoalgézia, analgézia a fajdalmas ingerek altal okozott csokkent fajdalomérzetet, vagy a
fajdalomérzet hianyat jelenti. Az allodinia az amugy normadlis, egészséges egyedekben
fajdalmat nem okoz6 ingerekkel kivaltott fajdalomérzet, ez is lehet mechanikai, termalis illetve
kémiai.

A neurogén gyulladds szdmos betegség patomechanizmusaban kulcsfontossagu szerepet
jatszik, ugyanakkor a jelenleg rendelkezésre allo gydgyszeres kezelések ezt a folyamatot nem
képesek hatékonyan befolyasolni. Az opioidok erds és nagy hatékonysagu fajdalomcsillapitok,
amelyek analgetikus hatidsukat tobbek kozott a leszallo gatld palyak aktivaldsan keresztiil,
valamint gerincveldi szinten fejtik ki: preszinaptikusan gatoljak a mediatorok felszabadulasat,
posztszinaptikusan pedig a membran hiperpolarizacidjat idézik eld. Alkalmazasukat azonban
jelentdsen korlatozzak sulyos mellékhatasaik, példaul a 1égzékdzpont depresszioja, illetve a
kezelés sordn kialakuldo opioidfiiggdség. A széles korben haszndlt nem-szteroid
gyulladasgatlok (NSAID-ok) a gyulladas- és fajdalomkeltd prosztaglandinok képzddéséért
felelds ciklooxigendz (COX) enzimet gatoljak. Bar az opioidokkal ellentétben nem okoznak
fliggdséget, hatékonysaguk kisebb, és gyakran valtanak ki gasztrointesztinalis, renalis vagy
hematologiai mellékhatdsokat. A mellékhatdsok mérséklésére kifejlesztett, COX-2
preferencialis szerek ugyan csokkentik a gasztrointesztinalis toxicitast, de a nem-szelektiv
készitményekhez hasonloan jelentdsen novelik a kardiovaszkularis kockazatot. Az adjuvans
analgetikumok — példaul a triciklikus antidepresszansok, antiepileptikumok vagy helyi
érzéstelenitdk — elsésorban neuropétids fajdalomban  hatékonyak, de altaldnos
fajdalomcsillapitod hatassal nem rendelkeznek. Mindezek alapjan egyértelmiien sziikség van 1j



hatdsmechanizmusu, elsdsorban az érzdideg-végzodéseken hatd fajdalomcesillapitok és
gyulladascsokkentdk fejlesztésére.

1.2. Kapszaicin

A nociceptiv elsddleges érzoneuronok vizsgalataban fontos szerepe van a paprika (Capsicum
annuum) csipds anyagéanak, a kapszaicinnek (8-metil-N-vanillil-6-nonénamid), hatasa
nagymértékben szelektiv a C és Ad polimodalis nociceptorokra. Szerkezetét 1919-ben
erdsitették meg nem sokkal késObb szintézisét is leirtdk. A kapszaicin kutatdsban fontos
szerepet toltdttek be magyar kutatok. Hoégyes Endre nevéhez flizédik az elsd jelentds
megfigyelés, 0 irta le elsdként, hogy a kapszaicin elsésorban érzdidegekre hat. Nagyon fontos
volt Jancsé Miklos megfigyelése, mely szerint nagy dozisu kapszaicin kezelés utdn kémiai
fajdalomkeltd anyagokkal szemben deszenzibilizacié alakul ki. Ha a kapszaicin-érzékeny
nociceptorokat akar ortodrémosan vagy antidromosan stimulaltdk, a beidegzés teriiletén
vazodilatacié és plazma protein extravazaci6 alakult ki, ezt a folyamatot mind a denervacio,
mind kapszaicinnel torténé deszenzibilizacié gatolta. Arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a
gyulladéaskeltd anyagok a kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodésekbol szabadulnak fel.
Szintén nagy jelentdséggel birtak Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor Aranka szerkezet-hatas
vizsgalatai, mely alapjan a kapszaicin receptor létezését elsdként vetették fel. Tobb mint egy
évtized telt el és a hatsdgyoki neuronok membranjaban specifikus kotdhelyeket azonositottak
reziniferatoxin (RTX) szdmara, tovabba leirtak kapszaicin analégokat kotd fehérjéket is. Az
elsé kompetitiv antagonistat, a kapszazepint (CZP) 1992-ben szintetizaltak, ezzel lehetdvé valt
a kapszaicin receptor ¢€lettani szerepének felderitése. A receptor 1étezését klonozassal sikertilt
bizonyitani, ez fontos mérfoldkdve a kapszaicin kutatasnak. A receptor el6szor a Vanilloid
Receptor 1 (VR1) nevet kapta, mivel a kapszaicin mellett szamos vanilloid szerkezetii molekula
is aktivalja a receptort. K&sobb a receptort szerkezete alapjan a Tranziens Receptor Potencial
csaladba ¢€s legfontosabb ligandjanak struktirija okan a Vanilloid alcsaladba soroltak, a
receptor a TRPV1 elnevezést kapta.

1.3. A TRP receptorok

A TRP receptorok nem-szelektiv kationcsatornak melyek szamos szovetben és sejttipusban
expresszalodnak, a szekvencidjuk és szerkezetiik alapjan 6 alcsaladot kiilonbdztetiink meg -
TRPV (Vanilloid), TRPM (Melasztatin), TRPP (Policisztin), TRPML (Mukolipin), TRPA
(Ankyrin), TRPC (Kanonikus/Klasszikus), TRPN (no mechanoreceptor potential C). Az
értekezésben négy hdmérséklet-érzékeny TRP receptor, az Gn. ,,termo TRP receptorok™ allnak
a fokuszban, a TRPV1, TRPAIl, TRPM3 és TRPMS8, melyek a fajdalomérzékelésben is
kulcsszerepet jatszanak, €s potencidlis gyogyszerfejlesztési célpontok lehetnek.

1.3.1.TRPV1 receptor

A TRP receptorcsalad talan legjobban jellemzett tagja a TRPV 1. Expressziojat kis és kdzepes
meéretil, azaz nociceptiv neuronokban mutattak ki DRG-kben, szenzoros vagalis ganglionokban
és TG-ben, valamint a hozzdjuk tartoz6 C és Ad rostokban. A receptor a polimodalis
nociceptoroknak mind a peptiderg, mind a nem-peptiderg alcsoportjdban megtalalhato,
valamint a gerincveld hatso szarvaban, az agytorzsben és a hipotalamuszban is. A nem-szelektiv
kationcsatorna leginkabb Ca®’-ra permeabilis, kisebb mértékben Na* és K' ionokra. Az
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aktivaciojakor fellépd nagymértékii befelé iranyuldé Na® és Ca?" jondram membran
depolarizacidhoz, illetve akcids potencidl kialakulasdhoz vezet. A megndvekedett
intracellularis Ca* ([Ca®"];) a végzédésben tarolt neuropeptidek exocitdzisat valtja ki, emellett
fontos szerepe van olyan jelatviteli utak aktivalédasaban, amelyek a neuronok késébbi
deszenzibilizacidjadhoz vezetnek, amit az idegndvekedési faktor (NGF) a tirozin kinaz A
receptoron keresztiil gatolni képes. A TRPV1 a kapszaicin mellett aktivalhat6 az ultrapotens
kapszaicin analog RTX-el is. Ujabb kutatasok ravilagitottak, hogy a receptor molekulan beliil
alloszterikus kotohelyek 1éteznek a két agonista, a kapszaicin és az RTX szamara, ¢s nem két
kiilon receptoron hatnak. A receptor aktivalhato alacsony extracellularis pH-val (pHS és pH6
kozott), valamint 43 °C-ndl magasabb homérséklettel. Az exogén aktivatorok mellett
endokannabinoidok, mint az anandamid és az N-arachidonoil-dopamin is aktivatora az
ioncsatorndnak, valamint a nem-kannabinoid endogén lipofil vegytilet az N-oleoyl dopamin
(OLDA). Potens endogén lipofil TRPV1 antagonistakat is azonositottak, a resolvin D> és a
resolvin E; antagonizaljdk a TRPV1-et. A TRPV1 receptorhoz koétddik a foszfatidilinozitol-4,5-
biszfoszfat (PIP2) és a kalcium-kalmodulin, ezeknek szerepe van a receptor aktivacid
szabalyozasaban. A foszforilacidé szenzitizalja a TRPV1 receptort. Egyes gyulladaskeltd
mediatorok, mint pl. a prosztaglandin E2 (PGE2), bradikinin, NGF, szerotonin, adenozin
trifoszfat (ATP) nem k&tddnek magédhoz a TRPV 1-hez, azonban olyan jelatviteli folyamatokat
inditanak el sajat receptorukhoz valé kotddésiik soran, amelyek azutan a TRPV1
foszforilacigjahoz, majd szenzibilizacidjahoz/aktivaciojdhoz vezetnek. A TRPV1-et tehat
tekinthetjiik szamos endogén ¢és exogén fajdalomkeltd kémiai anyag, valamint a forré ingerek
egyfajta molekularis integratoranak.

A ruténiumvords és a CZP voltak az els6ként eldallitott TRPV1 antagonistdk. A TRPV1
ioncsatorndt szamos endogén medidtor képes aktivalni, amelyek gyulladas, szovetkarosodas
vagy idegsériilés sordn keletkeznek, vagy szabadulnak fel. Ez a felismerés vetette fel eldszor
annak lehetdségét, hogy a TRPV1 farmakoldgiai blokkoldsa ezekben az allapotokban
fajdalomcsillapito hatast fejthet ki. A TRPV1-génhianyos (,.knock-out”, KO) egerek vizsgalata
kimutatta, hogy a TRPV1 hianya gyulladdsos modellekben gyakorlatilag teljes mértékben
kivédi a termalis hiperalgéziat. Tekintettel arra, hogy a termalis hiperalgézia tilnyomorészt
periférias szenzitizacid kovetkezménye, valdszinii volt, hogy a periférias nociceptorokon
expresszalodd TRPV1 meghatarozo szerepet jatszik e jelenség kialakuldsdban. Mindemellett
gyulladasos 4allapotokban a TRPV1 fokozott expresszidjat is kimutattdk. Ezeken a
megfigyeléseken alapulva szamos gyogyszercég kezdett TRPV1 receptor antagonistdk, uj,
periférias timadasponta fajdalomcsillapitok eldallitasat célzo fejlesztésbe. Ennek koszonhetden
tobb mint hiisz vegyiilet keriilt preklinikai vizsgalatba, nemcsak gyulladasos, hanem bizonyos
neuropatias €és daganatos fiajdalommodellekben is. Az igéretes allatkisérleti eredményeket
kovetden, melyekben nemcsak termalis, hanem mechanikai hiperalgézia ellen is sikeres
szereket teszteltek, szamos TRPV1-antagonista jutott el a klinikai kiprobalasig, Fazis 1 és 11
vizsgalatig fogfijdalom és oszteoartritisszel jard fajdalom mérséklésében. Két varatlan
mellékhatds azonban akadalyozta a fejlesztést. Az egyik a testhdmérséklet emelkedése
(hipertermia), a masik mellékhatds a termalis fajdalomkiiszob emelkedése volt, amelyhez a
kiiszob feletti hdingerek érzékelésének karosodasa tarsult. Ennek kovetkezményeként
forrazésos sériilések jelentek meg. Igy a TRPV1 antagonista fejlesztésekre elkoltott
dollarmilliok és a raforditott id6 a mai napig nem eredményezett kereskedelmi forgalomban
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kaphato gyogyszert. Ennek ellenére a mai napig tartanak a kutatasok egy olyan szer
reményében, amely modalitdsspecifikus és nem befolyasolja a TRPV1 hdérzékenységét,
ugyanakkor mérsékli az agonistak izgatd hatdsat, tehat képes ugy gatolni az aktivaciot, hogy
kdzben nem rontja a h6érzékelési funkciokat. Jenleg a terdpidban a TRPV1 agonista kapszaicin
tartalmu készitmények elérhetéek. A 8 % kapszaicin tartalmii Qutenza tapasz hatisa a
deszenzibilizacio jelenségén alapul, terapidsan 6vsomort koveto, illetve diabéteszes neuropatia
kezelésére hasznaljak.

Ismerlink endogén TRP ioncsatorna gatld vegyiileteket is. A resolvinok lipid mediatorok,
amelyek gyulladdscsokkentd funkciokkal rendelkeznek. A resolvin D1 (RvDIl) a
dokozahexaénsavbodl szarmazik és hatékony gatolja a gyulladasos és posztoperativ fajdalmat,
de molekularis hatdismechanizmusa nem tisztazott. Az RvD1-et a TRPA1 szelektiv gatlgjaként
irtdk le a DRG neuronokban. A resolvin D2 (RvD2) a leukocita funkcidk szabalyozdja és a
szepszis szabalyozasaban jatszik szerepet. Az RvD2-t nagyon hatékony TRPV1 és TRPA1
ioncsatorna gatloként irtdk le a DRG neuronokban, amely nanomolaris koncentracioban képes
gatolni a kationok bedramléasat az ioncsatornak porusan. Feltételezhetden ezt a hatast specifikus
G-proteinhez kapcsolt receptora (GPR) kozvetiti, ezt GPR18-nak nevezik, és emberi
leukocitakon, koztiik polimorfonukledris neutrofil sejteken, monocitdkon és makrofagokon
irtdk le. A DRV1/GPR32 az RvD1 receptora, amelyet emberi leukocitdkban azonositottak.

1.3.2. A TRPAT1 receptor

A TRPA1 és a TRPV1 nagyfokt koexpressziot mutat a peptiderg afferens Ad és C rostok egy
részében €s a rostokhoz tartozo sejttestekben. A TRPAT receptor a TG neuronok 36,5%-aban
expresszalodik. Szerkezeti jellegzetessége az N-terminalison eléforduld nagyszamu (14-18)
ankyrin ismétlédés. A TRPAT1 receptort 17 °C alatti hideg inger, mechanikai ingerek, valamint
endogén ¢s exogén ligandok is aktivaljak. Szovetkarosodas soran és oxidativ stressz hatdsara
keletkez6 szabad gyokok elektrofil tulajdonsaguk miatt szintén direkt modon képesek aktivalni
a TRPAl-et. Gyullad4sos reakcié folyaman felszabaduld6 endogén agonistdi a TRPAIl
receptornak az SSAO enzim termékei: hidrogén-peroxid, formaldehid és a metilglioxal. Az
exogén agonistak foként természetes kémiai irritdns anyagok, mint a mustdrolaj (MO) aktiv
hatéanyaga, az allil-izotiocianat (AITC), az allicin és a fahéjaldehid. Az akut- és kronikus
gyulladas, valamint a neuropatids fajdalom vizsgélata, valamint a TRPV1 receptor antagonista
fejlesztés kudarca felvetette a TRPA1 receptor potencialjat, mint gyogyszercélpont. A szelektiv
TRPA1 receptor antagonista HC-030031 gyulladdsmodellben gatolta a termalis és a
mechanikai hiperalgéziat. A TRPA1 antagonistak esetén a transzlacid lehetdsége korlatozott
mivel a receptor aminosavszekvencidja fajonként valtozo igy nagy kihivast jelentenek a TRPA1
receptort célzd gyogyszerfejlesztések. Preklinikai vizsgalatok soran alternativ utat jelenthet a
huméan TRPA1 receptort expresszald transzgenikus allatok hasznélata.

1.3.3. A TRPMS receptor

A Tranziens Receptor Potencial Melasztatin 8 (TRPMS8) receptor szintén fontos termoszenzitiv
ioncsatorna. Aktivalja a 26 °C alatti hdmérséklet, az supercooling anyag, az icilin, a mentol és
az eukaliptol. A TG és DRG neuronok 10-15%-an expresszalodik. Az N-termindlis nem
tartalmaz ankyrin-ismétlédéseket ellentétben a TRPV1 és TRPA1 receptorokkal.
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1.3.4. A TRPM3 receptor

A TRPM3 legpotensebb agonistdja a neuroszteroid pregnenolon-szulfat (PS), mely sok
szteranvazas hormon prekurzor molekuldja, TRPM3-génhidnyos allatok segitségével
megerdsitették a PS in vivo hatasat is. A receptor aktivalo hatas szempontjabol kulcsfontossagu
a szulfat-csoport jelenléte és sztereokémiai helyzete. Egyéb szteranvazas molekuldk is
aktivaljak, a receptoron specifikus szteroid kdtohelyet irtak le. A TRPM3 receptor is fesziiltség-
érzékenységet mutat ebben hasonlit a TRPV1 receptorhoz. A receptort a magas homérséklet
aktivalja, részt vesz az akut héérzékelésben (aktivacios kiiszobe 40 °C) valamint a hiperalgézia
kialakulasaban. Igy ez a receptor is szolgalhat célmolekulaként analgetikum fejlesztésben.

1.4. A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések és specialis harmas funkciojuk

A kapszaicin-érzékeny peptiderg érzdideg-végzddések melyek expresszaljak a TRPV1-et,
specialis, harmas funkcioval rendelkeznek; klasszikus afferens, lokalis és szisztémas efferens
mukodéseket kozvetitenek (1. abra). A Kklasszikus afferens miikodésiik a nociceptiv
informdci6 transzmisszioja a kdzponti idegrendszer felé, melynek eredménye a nocicepcio
kialakuldsa. A kapszaicin-érzékeny érzd idegvégzddések ezen kiviil efferens funkcioval is
rendelkeznek. A TRPV1 receptor aktivacidja soran a neuronokban megemelkedik az [Ca®'];
koncentracid, ez pedig a végzddésben tarolt gyulladaskeltd neuropeptidek (CGRP, SP,
hemokinin 1 (HK1), neurokinin A (NKA)) exocitozisat idézi eld. Ezek vazodilataciot,
degranulaciot valtanak ki a beidegzett teriileten. Ez az érz6 idegvégzddések lokalis efferens
funkcioja, ennek kovetkeztében alakul ki a neurogén gyulladas. A jelenleg forgalomban 1évo
gyulladdscsokkentok nem képesek hatékonyan gyogyitani ezt a folyamatot, szdmos gyulladasos
betegségrol, reumatoid artritiszrol, asztmarol, gyulladasos bélbetegségekrdl igazolodott be,
hogy a neurogén komponens fontos szerepet jatszik a patomechanizmusiban.
Kutatocsoportunk tagjai, Szolcsanyi Janos és Pintér Erika professzorok bizonyitottak, hogy az
aktivalt végzddésekbdl a gyulladaskeltd neuropeptideken kiviil gyulladasgatlé neuropeptidek,
pl. a szomatosztatin is felszabadul. A szomatosztatin a keringésbe jutva szisztémas
gyulladasgatlo és fajdalomcsillapitd hatdst fejt ki a test tdvoli pontjain is. Ez az érzdideg-
végzOdések harmadik, szisztémas efferens funkcidja melyet Szolcsanyi professzor tUr
szenzokrin miikodésként definialt.

1.5. A lipid raftok

Bar sokat tudunk a TRP receptorok aktivacios és gatld folyamatairdl, kapcsolatukrdl az dket
koriilvevo lipid kettds réteggel keveset. A Singer és Nicolson-féle folyékony mozaik modell
szerint a lipid kettds rétegben a membranok alkotdelemei pl. a foszfolipidek, glikolipidek és
koleszterin egyenletesen, a plazma proteinek random mddon helyezkednek el. Ez a bioldgiai
membranok szerkezetének legelfogadottabb elmélete ugyanakkor nem tudja megmagyarazni a
membran fehérjek sejtfelszini inhomogén eloszlasat. Egy masik elmélet szerint a
plazmamembranban specidlis mikrodomének talalhatoak, melyek lipid- és fehérje
Osszetételben, strukturadban eltérnek a plazmamembran egyéb régiditol. Ilyen mikrodomének a
lipid tutajok (raftok) melyek mérete 10-200 nm. A komponensek nagyobb aggregatumokat
»platformokat” képezhetnek, melyek kisebb mozgédsokat végeznek, tgymond uszkélnak a
plazmamembranban, innen a tutaj elnevezés. A lipidek tehat nem random helyezkednek el a
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plazmamembranban, hanem fokozott lokalis rendezettséget mutatnak a fehérjékkel egyiitt
melyeket korbevesznek, mig a plazmamembran egyéb teriiletei a rendezetlen fazist teszik ki a
lipid raft modell szerint. A lipid komponensekhez a proteinek transzmembran proteinként,
intracellularis proteinként, vagy glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)-kapcsolt proteinként
kotddhetnek (2. abra). A lipid raftok stirlisége alacsonyabb, telitett lipidekben, koleszterinben,
szfingolipidekben ¢és proteinekben gazdagabbak, mint a kornyezd membranrégiok.
Jellegzetességiik, hogy 4 °C-on Triton X-100 detergensben oldhatatlanok, innen ered az az
elnevezés, hogy detergens-oldhatatlan-glikolipid-gazdag komplex. E tulajdonsagnak
koszonhetd, hogy a lipid raft régiokat ki tudjak vonni a plazmamembran nem-raft régidi koziil,
igy lehetévé valik az itt taldlhatd proteinek és lipidek azonositdsa. A lipid raftokban a
koleszterin egyenletesen oszlik el, a lipid kettds réteg azonban aszimmetrikus elrendezést, az
intracellularis oldalon glicerofoszfolipidekben, az extracellularis oldal szfingolipidekben
(szfingomielin és glikoszfingolipid) gazdag. A koleszterin kulcsfontossagu a raftok
szerkezetének kialakitasdban és funkcidjdban, ha csokken a plazmamembran koleszterin
tartalma, az a raftok szétesését, funkciovesztést okoz, megsziinik a detergens-oldhatalansag is.

/ transzmembrian fehérjék
v

GPI-kapcsolt
fehérje

i acilalt fehérje
prenila 2
fehérje ¥

raft

GLP GLP
telitetlen szfingolipidek telitett koleszterin
zsirsav- zsirsav-

lancokkal lancokkal

2. abra: A lipid raftok szerkezete (Waheed ¢és Freed, 2010 alapjén). A foszfolipidek (sotétkék, barna)
¢és a koleszterin (sarga) a membran mindkét oldalan megtalalhatoak, mig a szfingolipidek (lila) az
extracellularis oldalon. A raftokban a lipidek hossza lancu és telitett zsirsavakat tartalmaznak (lila,
barna), mig a nem-raft régidoban rovidebbek és telitetlenek (kék). A raft domének kétszeresen acilalt
(z6ld) és GPI-kapcsolt (barna) proteineket, mig a nem-raft régiok transzmembran- (vilagoskék) és
prenilalt fehérjéket asszocidlnak. GPI-kapcsolt:  glikozil-foszfatidil-inozitol-kapcsolt, GLP:
glikoszfingolipid.

1.5.1. A lipid raftok élettani szepere

A lipid raftoknak fontos szerep jut a lipidek és a fehérjék sejtfelszini eloszlasanak
szabalyozasaban. Platformot biztositanak a jelatvitel szempontjabol fontos molekularis
kolcsonhatasok kialakuldsanak, fontos szabdlyozd szerepeilk van a membrantranszport
folyamatokban, sejtmigracioban, a patogén baktériumok ¢és virusok fert6zési
mechanizmusaiban. A TRP receptor csaldd szamos tagjardl irtak le, hogy ezekben a régiokban
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képez jelatvitelt. Amikor a TRPV1 receptor és a lipid raftok kapcsolatat kezdtiik kutatni, két
egymasnak ellentmond6 kdzleményt taldltunk ebben a témaban, az egyik szerint a TRPV1
receptor aktivacidja fiigg a raftok miikodésétol, a masik szerint fiiggetlen. Mara a
kutatocsoportunk is szamos kozleménnyel jarult hozza annak bizonyitasahoz, hogy a TRPV1
¢s mas TRP receptorok mitkodése is szorosan Osszefiigg a lipid raftokkal (1-15). A raftok fontos
szerepet toltenek be a neurotranszmitterek felszabaduldsaban €s a szinaptikus funkcidkban.

1.5.2. A lipid raftok farmakologiai vizsgalati lehetéségei

A lipid raftok alternativ utat jelenthetnek a receptormolekuldk és ezen keresztiil a jelatviteli
utak befolyasolasaban, igy ezek kutatisa fontos terepe a farmakoldgiai alapkutatasoknak. Két
6 irany létezik arra, hogy a lipid raftok Osszetételét megvaltoztassuk, igy azok diszrupciojat
okozzuk. Az egyik lehetdség a lipid raft fontos OsszetevOinek depletdlasa, a masik a raft
komponensek felépiilésének gatlasa. A lipid raft karositds standardja a plazmamembran
koleszterin tartalmanak depletdlasa MCD-vel, a ciklodextrin (CD) a koleszterinnel inklazios
komplexet képez és igy depletdlja azt a plazmamembranbodl. Ez azonban a plazmamembranon
atjutva a bels6 membranokat is karositja. Az SM-4z a plazmamembran szfingomielin tartalmat
hidrolizalja foszfokolinna és ceramidda. A glikoszfingolipid szintézis is gatolhaté myriocinnel,
mely a szerin-palmitoil-transzferdz enzimet gatolja. Ez utobbi két kezelés csak a
plazmamembrant érinti. Az alapkutatasban alkalmazott leggyakoribb lipid raft karosito szereket
¢s lehetséges hatdsmechanizmusukat az 1. tablazatban mutatjuk be, részletesen egy review
koézleményben irtunk ezekrol (1).

Kisérletesen bizonyitott lipid raft karositok
Anyag Célmolekula Hatdsmechanizmus
Ciklodextrinek Koleszterin Komplex képzés, deplécié a plazmamembranbol
Karboxamido szteroidok !
Szfingomielinaz . . Hidrolizis
— Szfingomielin — - — . — "
Myriocin Szintézis gatlasa (szerin-palmitoil-transzferdz enzim gétlasan keresztul)
D-threo-1-fenil-2-dekanoilamino-3-morfolino-1-propanol | Gangliozid Szintézis gatlasa (glikozilceramid-szintaz gatldsan keresztil)
Feltételezett lipid raft karositok
Anyag Célmolekula Hatasmechanizmus
Resolvin D1 és D2
Sztatinok (Simvastatin, Lovastatin) Koleszterin | Szintézis gatldsa (B-hydroxi B-metilglutaril- CoA reduktdz enzim géatlasan keresztul)
Apolipoprotein A1-kotd fehérje Kidramlas elGsegitése
Fumonizin B1 Ceramid Szintézis gatlasa (savas szfingomielindz enzim gétlasan keresztul)
D609 Szintézis gatlasa (ceramide-szintaz enzim gatldsan keresztul)

1.tablazat: Az alapkutatisban alkalmazott leggyakoribb lipid raft karositoé szerek (Nehr-
Majoros €és mtsai, 2024 (1).

1.5.3. A lipid raftok szerepe a TRP ioncsatornak miikodésében

A lipid raftok TRP ioncsatorndk miitkddésében betdltott szerepének feltérképezését célzo korai
kisérletek ellentmondéasos eredményeket szolgaltattak. Ezek a vizsgéalatok in vitro sejtes
kornyezetben tanulmanyoztdk a lipid raft diszrupci6 hatasait és foként az MCD-vel kivaltott
koleszterin depléciora fokuszaltak. A koleszterin deplécio MCD kezeléssel nem volt hatassal a
ho altal kivaltott ionaramokra TRPV1-transzfektalt HEK293 sejteken. Ugyanakkor gatld
hatasrol szamoltak be a kapszaicin és protonok altal kivaltott TRPV1 aktivaciéora DRG
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neuronokon. A koleszterin deplécié nem befolyasolta a *[HJRTX TRPV1 receptorhoz vald
kotddését Co glioma sejteken. Az MCD kezelés a TRPMS receptor hdaktivacios kiiszobét
megemelte. A TRP Canonical 1 (TRPC1) és TRP Canonical 3 (TRPC3) receptorok aktivaciojat
ugyanakkor csokkentette.

Szamos endogén szteroid képes kotédni a TRPV1 kationcsatorndhoz €s gatolni azt. A vérben
talalhatd dehidroepiandroszteron (DHEA) csokkentheti a kapszaicin altal kivaltott aramokat
DRG neuronokban. Nem vilagos, hogy a szteroidok kdzvetleniil a TRPV1 receptor kapszaicin-
koté doménjéhez kdtddnek-e, vagy a TRPV1 allosztérikus modulatorai. Kisérleteinkbe szteroid
vegyiileteket (C1, C2, C3) is bevontunk, melyeket Skodané Dr Foldes Rita Professzorasszony
a Pannon Egyetem Szerves Kémiai Szintézis és Katalizis Kutatdcsoport vezetdje iranyitasaval
szintetizaltak. Ezen vegyliletek hatasat is vizsgaltuk a TRPV1, TRPA1, TRPMS8 ¢és TRPM3
ioncsatornak aktivaciojara. A C1 és C2 N-(prop-2-inil)-karboxamidocsoporttal rendelkezik, a
vegyliletek szerkezetében rejld f6 kiilonbség a C1 anyag C és D gylriiinek természetellenes
cisz atmenetében rejlik. A C1 szintézise soran a C3, egy 16-keto-18-nor-13a-szteroid volt a
kiindulasi anyag (az N-(prop-2-inil)-karboxamidocsoport nélkiil. A harom szteroid
Osszehasonlitdsa lehet6vé teszi a karboxamidocsoport jelenlétének, valamint a szteroidvaz
szerkezetének és a gatlasra gyakorolt hatasanak vizsgalatat. (3. abra).

3. abra: A TRP ioncsatornak gatlasara tesztelt C1, C2 és C3 szteroidok szerkezete (Saghy és
mtsai, 2018)

1.5.4. CD-k szerepe a lipid raft kutatasban és a gyogyszeres terapiaban

A CD-k a-D-gliikopiranoz egységekbdl felépiilé nem redukald ciklikus oligoszacharidok.
Nativan leggyakrabban eléfordulé formaikban 6, 7 vagy 8 gliikopiran6z egység kapcsolodik
egymashoz gyliri format kialakitva o-1,4 glikozidos kotéssel, melyeket alfa-, béta vagy
gamma-CD-nek neveziink. Egyedi szerkezettel rendelkeznek, csonkakup alakuak, kiilsé
feliiletiik hidrofil, belsé iiregiik hidrofob tulajdonsagi, ez Ilehetévé teszi a CD-k
zarvanykomplex képzését vizben alacsony oldhatosagii molekuldkkal. Ennek koszonhetden a
CD-k a gyodgyszeriparban hasznalatosak vivoanyagként vagy mint szolubilizal6, stabilitast
vagy bioldgiai hasznosulast noveld vegyiiletek. A természetben eléfordulé molekuldkhoz a
glilkopiran6z gytiri egyes alkotoelemeire funkcids csoportokat kapcsolva kémiailag és
biologiai hatds vonatkozasaban is eltérdé szarmazékokat kapunk. Néhany szarmazék a
gyogyszeriparban mar 6nalldan is hasznalatos, mint hatdéanyag, aktivan kutatjadk a CD-k ujabb
indikécios lehetdségeit. A lipid raft kutatasban széleskortien alkalmazott MCD kezelés hatasos
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a plazmamembran koleszterin tartlamanak depléciodja tekintetében, hatassal bir az érintett sejtek
molekularis miikodésére, igy szamos ioncsatorna aktivaciojara is.

1.6. Az SSAO szerepe a gyulladasban és a fajdalomban

Az SSAO, masik nevén vaszkularis adhézios protein-1 (VAP-1), vagy amin oxidéaz réztartalmu

enzim 3 (AOC3) az amin oxidazok csalddjaba tartoz6 enzim. Primér aminok oxidativ
dezaminacidjat végzi, mely sordn a megfeleld aldehid, ammonia és hidrogén-peroxid
keletkezik. Fiziologias szerepének feltérképezése folyamatosan zajlik, az egyik legfontosabb
funkcidjara akkor deriilt fény, amikor igazoltak a leukocita adhézidoban és extravazacidban
szerepet jatszo VAP-1 klonozasa soran a két molekula szekvencia azonossagat. fgy aztan nem
meglepd, hogy jelentdés SSAO aktivitast irtak le szamos gyulladésos patofizioldgias allapotban.
Miutén az endogén (pl. metilamin, aminoacetoen) és exogén (pl. allilamin) aminok lebontasa
soran képzddott termékek, a hidrogén-peroxid, formaldehid, metilglioxal ¢és akrolein ismert
TRPA1 aktivatorok, igy kutatocsoportunk vezeto tagja, Helyes Zsuzsanna akadémikus vetette
fel, hogy nemcsak a gyulladasban, hanem a nocicepcioban betoltott szerepét is érdemes
vizsgalni (4. abra). Az SSAO gatlasanak tehat terapias értéke lehet, az elmult 15 évben szdmos
kis molekulajo SSAO-gatldo molekulat fejlesztettek ki terapids céllal melyek kisérletes vagy
klinikai alkalmazasanak tobb gatja is volt. A nem megfeleld szelektivitas alkalmatlanna teszi a
vegylileteket gyogyszerfejlesztésre, hiszen ezek mas amin oxiddzokat (pl. MAO) is gétoltak
vagy a kedvezétlen fizikokémiai tulajdonsadgok, mint pl. a rossz oldhatdsag vagy a toxicitas.

H H
N\
H H 0—0O
) hidrogén-
1 e & ’ peroxid
H H \ u
*@)” P 0
metilamin W L T
N H/C\H
0 s— formaldehid
M NH, ’

aminoaceton

N

o metilglioxal
A~ NH [TRPA1]
allilamin Q o<
SSAO N
GATLOK =
akrolein

4. abra: A TRPAL1 és az SSAO kapcsolata: Az endogén €s exogén aminok lebontasa soran
képzddott hidrogén-peroxid, formaldehid, metilglioxal és akrolein aktivaljadk az elsddleges
érzéidegvégzddéseken expresszalodd TRPA1 ioncsatorndkat (Magyar és mtsai., 2011 alapjan)
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1.6.1. Egy 1uj igéretes SSAO gatlé oxim vegyiilet, az SZV-1287

Koréabban leirtdk mar néhany oxim vegyiilet névényi, bakteridlis €s allati eredetli réztartalmu
amin oxidaz enzimekre, illetve human szérum SSAO-ra kifejtett gatld hatasat, oxim vegyiiletek
koziil eddig még nem keriiltek klinikai vizsgalatra. A Semmelweis Egyetem Szerves Vegytani
Intézetének kémikusai Matyus Péter vezetésével kifejlesztettek egy uj SSAO gatlo vegyiiletet,
az SZV-1287 kodnevl, 3-(4,5-diphenyl-1,3-oxazol-2-yl)propanal  oximot, melyet
munkacsoportunk szabadalmaztatott (5. 4bra). Az a kiilonleges tulajdonsag, amely
megkiilonbozteti ezt a vegyliletet a tobbi SSAO-gétlotol, az, hogy egy Uj, innovativ
gyogyszertervezési stratégia alapjan tervezték, amelyet metabolizmus-aktivalt tobbcélu
terapianak (MAMUT) neveznek. Ez egy olyan ,,aktiv prodrug” mely 6nmagaban is SSAO-gatld
hatast, szajon at adagolva a gyomor savas pH-jan COX-gatlo metabolit, oxaprozin oxim
analoégja képzddik beldle. A molekula szelektiven hatd, tobb tdmadaspontu
gyulladascsokkentdvé valhat. Az SZV-1287 szerkezeti képlete nagy foka hasonlosagot mutat
olyan oxim vegyliiletek szerkezeti képletével, amelyekr6l mar bizonyitott, hogy a TRP
ioncsatorndk aktivaciojat gatoljdk. Ezen irodalmi adatok ismeretében indokolt volt a vegyiilet
TRPV1 és TRPAI ioncsatorna aktivaciora kifejtett hatasat in vitro tesztekben is megvizsgalni.
A molekulaval végzett in vitro és in vivo kisérleti eredményeink alapjan a kutatdocsoportunk
szabadalmat nyujtott be az SZV-1287 vegyiiletre, gyulladasgatld és analgetikus hatasat
bizonyitottuk krénikus artritisz modellben, preklinikai vizsgalatat egy GINOP palyazat keretei
kozott végeztiik.

5. abra: Az SZV-1287 szerkezeti képlete

1.7. A szomatosztatin és az SST4 receptor jelentésége gyulladas és fajdalom
folyamatokban

1.7.1. A szomatosztatin

A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzOdeések aktivalodasat kovetden a  periférids
idegvégzddésekbdl nemcsak gyulladaskeltd, hanem gyulladasgatldo neuropeptidek is
felszabadulnak; ezek koziil a gyulladas és a fijdalom szabalyozasaban a szomatosztatinnak
tulajdonitjak a legnagyobb jelentdséget. A keringésbe jutd szomatosztatin a sajat receptorain
keresztiil az egész szervezetben, tavoli szovetekben is képes szisztémas gyulladascsokkentd és
analgetikus hatast kifejteni. A szomatosztatinnal rokonsagot mutatd neuropeptidet, a
kortisztatint (CST) 1996-ban klonoztdk; ez a peptid a szomatosztatinhoz hasonldan
ugyanazokon a receptorokon fejti ki hatasat. A szomatosztatin expressziojat a hipotalamuszban,
az amygdalaban, a hippocampuszban, a szeptumban és kiilonb6z6 kérgi teriileteken is
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kimutattak. Az agyban gatl6 neuromodulatorként miikodik, és foként GABAerg neuronokban
termelddik. Részt vesz a motoros miikodések, a szenzoros feldolgozés, az alvés, a fajdalom,

crer

crer

kemotaxisat, valamint a makrofagok fagocitozisat. A szomatosztatin elsdsorban a TRPV1
receptort expresszald, kapszaicin-érzékeny érzoneuronokban termelddik €s ott raktarozodik.
Allatkisérletes és klinikai eredmények egyarant bizonyitjak, hogy az exogén szomatosztatin
hatékonyan enyhiti a kiilonb6zé fajdalomtipusokat. Munkacsoportunk pedig szadmos
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbol
felszabaduld szomatosztatin a véraramba keriilve szisztémds gyulladascsokkentd ¢és
fajdalomesillapitd hatést fejt ki.

1.7.2. A szomatosztatin receptorai

A szomatosztatin sokféle hatdsat sajat receptorain keresztiil kdzvetiti. Ot Gi-proteinhez kapcsolt
szomatosztatin receptort ismeriink egérben, patkanyban, illetve emberben SST1, SST2, SST3,
SST4 és SSTS néven. Szomatosztatin analog-kotd képességiik alapjan két csoportra oszthatok.
Az SST2, SST3 és SSTS receptorok nagy affinitdssal kotnek oktapeptid analdgokat (pl. az
oktreotidot), ezek a SRIF1 (somatotropin release inhibiting factor) csoportba tartoznak, mig az
SST1 és SST4 receptorok alacsony oktapeptid analog-kotd képességgel rendelkeznek, ezek a
SRIF2 csoportba tartoznak. Az endokrin hatast a SRIF1 csoportba tartozd receptorok
kozvetitik. Sajat eredményeink bizonyitjak, hogy a gyulladascsokkentd és fajdalomesillapitd
hatas az SST1 és SST4 receptorokhoz kdthetd a periférian. Az els6 in vivo vizsgalatokat SST4
génhianyos (SST4”") egerekkel munkacsoportunk végezte és bizonyitotta, hogy e receptornak
protektiv szerepe van mind akut gyulladasos folyamatokban, mind kronikus iziileti gyulladas
soran. Az SST4 receptor hidnya esetén szignifikdnsan nagyobb mértékli mechanikai
hiperalgéziat (fajdalomkiiszob-csokkenést) lattunk az akut és a kronikus modellben is, valamint
szignifikdnsan nagyobb ldbduzzadést tapasztaltunk az akut modellben a gyulladds korai
stadiumaiban, gyulladasos citokinek koncentracidja szignifikdnsan nagyobb volt génhidny
esetén. Az eredményeink alapjan pedig az SST4 receptor j célpont lehet fajdalomcsillapito és
gyulladascsokkentd gydgyszer fejlesztés tekintetében. A szomatosztatin kdzponti idegrendszeri
mechanizmussal kialakuld gatld hatasainak széles irodalma van. Szisztémasan, s6t lokalisan
alkalmazott szomatosztatin is analgetikus hatasokkal rendelkezik. Az emberi iziiletbe adott
szomatosztatin pedig gatolta a gyulladasos fajdalmat. Az SST4 jelenlétét a fajdalomjelatvitel
szempontjabol kulcsfontossadgu periférids és centralis teriileteken is igazoltak: primer afferens
neuronok, DRG-k, a gerincveld dorzélis szarva, a szomatoszenzoros kéreg, hippocampusz,
amygdala és a periakveduktalis sziirkedllomany (PAG).

1.7.3. A CST és szerepe a nocicepcioban és gyulladasos folyamatokban

A szomatosztatinhoz szerkezetileg nagyon kozel 4all6 neuropeptid a CST, agykérgi

crer

(CST-17) aminosavat tartalmazé formai egérben fordul el6. A CST képes mind az 6t ismert
SST receptorhoz kotddni, neuronalis aktivitast gatlo hatasa megegyezik a szomatosztatinéval.
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Periférids hatasait tekintve a CST-14 rendkiviil hatasos gyulladdsgatld a szomatosztatin 14-hez
hasonloan, gatolja a gyulladaskeltd citokinek (IL-2 és IFNy) felszabaduldsat, a Thl sejtek
CST gatl6 hatasa jol ismert a gyulladdsos folyamatok sejtes komponenseire, nagyon keveset
tudunk az érzéidegekre, neurogén gyulladésra és hiperalgéziara gyakorolt hatasairol.

1.7.4. A szomatosztatin SST4 receptoron hato szelektiv agonistak, sajat szabadalmaztatott
kismolekulas pirrolo-pirimidin vegyiileteink

Az érzdideg-végzddések és gyulladasos sejtek SST4 receptorain szelektiven hato szintetikus
fajdalomcsillapitas teriiletén. A szelektiv agonistak nagy elonye, hogy a szomatosztatin SST2,
SST3 ¢és SSTS5 receptorain kifejtett endokrin hatasokat nem kozvetitik.

Ilyen agonista a ciklikus heptapeptid szerkezetli TT-232, amely mind az SST4, mind az SST1
receptorokon agonista hatést fejt ki. A stabil, nem peptid vegytilet, az NNC 26-9100 egy nagy
szelektivitasu és nagy affinitasi SST4 receptor agonista. Az SST4 receptor szelektiv
»szuperagonistajaként” ismert J-2156 nagy affinitdssal kotddik az SST4 receptorhoz. A
Juvantia Pharma (Turku, Finnorszag) szintetizalta a vegyiiletet, amely egy nem-peptid agonista.
A J-2156 a nativ szomatosztatin kotddési affinitasat jelentésen meghaladd, nanomolos
affinitassal kotddik az emberi SST4 receptorhoz és kozel 400-szoros szelektivitdst mutat az
SST4-hez, ha az emberben megtalalhatdo masik négy szomatosztatin receptorhoz viszonyitjuk.
A G-protein aktivacios funkciondlis tesztben mely a guanozin-5’-O-[y-tio]trifoszfat (GTPyS) -
kotodést jelzi, 2,5-sz0r er0sebb kotddést tudtak kimutatni, mint a nativ szomatosztatin esetében,
e tulajdonsagai miatt kapta a mar emlitett ,,szuperagonista” jelz6t. A J-2156 antinociceptiv €s
gyulladdsgatlo hatasait kutatocsoportunk is vizsgalta, akut és kronikus egérmodellekben az
agonista hatékonyan gatolta az akut gyulladdsos mechanikai hiperalgéziat, szenzoros
neuropeptid felszabadulast és a kronikus fajdalmat. Emellett egér viselkedésvizsgalatokban
szorongascsokkentd és antidepresszans hatasa volt. Ezek a modellek transzlacids szempontbol
relevansak. Azonban a receptor 3 dimenzids (3D) szerkezetével kapcsolatos informéciok
hianya miatt a racionalis gyogyszertervezés nem volt lehetséges. A harom referencia vegyiilet
kizarélag parenteralis uton adhatd, ami hatranyos a gyogyszerfejlesztés szempontjabol. Ahhoz,
hogy kronikus kezelésre hasznalhatdak legyenek, fontos szempont a szdjon at valo (per os)
alkalmazhatosag. Sziikség van tehat az SST4 receptoron haté per os alkalmazhatd kis
molekulaja agonista fejlesztésre, és az ezeken alapuld gyogyszerfejlesztési munkalatokra. A
Pécsi Tudoményegyetem 4ltal szabadalmaztatott 0j, kis molekuldjii potencidlisan SST4
agonistaink (4-fenetilamino-7H-pirrolo[2,3-d]pirimidin-szarmazékok) per os aktiv vegyiiletek
melyeket a Vichem majd késdbb az Avicor Kft szintetizalt. Ezeket a vegyiileteket vizsgaltuk
sz¢les korben az in silico vizsgélatokkal kezdve, az in vitro sejtes vizsgalatokon at az ex vivo
majd az in vivo fajdalommodellekig. A vizsgalatok szempontjabdl alapvetd fontossagl volt az
SST4 receptor 3D szerkezetének megalkotdsa, a szintetikus agonistdk kotodési
tulajdonsagainak jellemzése. Ezen 1j platform segitségével sajat, szabadalmaztatott 0 kis
molekulaja SST4 agonistaink kotddési tulajdonsagait tudjuk jellemezni in silico. Az in silico
kotddést mutatd molekuldk receptoraktivacios potencidljanak a vizsgalatat az SST4 receptort
stabilan expresszald6 membrankészitményeken, valamint az akut neurogén gyulladas és
kronikus neuropatids fajdalom in vivo allatmodelljeiben tudjuk vizsgélni.
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II. CELKITUZESEK, SPECIFIKUS FELADATOK
IL1. LIPID RAFTOK SZEREPENEK VIZSGALATA TRP IONCSATORNAK
AKTIVACIOJABAN, GYULLADASBAN, FAJDALOMBAN

A TRP ioncsatornak aktivacidja szempontjabol relevans régidkat azonositottak, azonban kevés
tudomasunk van arrél, hogy a mikrokdrnyezet megvaltoztatasa milyen hatast gyakorol az
ioncsatornak mukodésére. Kisérleteinkben erre kerestiik a valaszt, az alabbi célokat
fogalmaztuk meg:
I. A lipid raft diszrupcid6 kovetkezményeinek felderitése a termoszenzitiv. TRP
ioncsatorndk aktivalhatosagara in silico, in vitro, ex vivo koriilmények kozott.
2. Szerkezet-hatas Osszefliggések vizsgélata kiilonbozd struktaraju CD szarmazékokkal
torténd kezelés utan.
3. A lipid raft karosito anyagok hatdsanak vizsgilata a membranpolaritasra és
membranfluiditésra.
4. A lipid raft karosito anyagok fajdalomcsillapité és gyulladasgatld hatdsainak
meghatarozasa in vivo allatkisérletes modellekben.

Ezek érdekében vizsgaltuk a lipid raft karositd anyagok hatasat a TRP ioncsatornék kémiai Gton
kivaltott aktivaciojara érz0 neuronokon, periférids érzdideg-végzodéseken és TRPV1 vagy
TRPA1 receptor-expresszald sejteken. Ezek a vegyiiletek a lipid raft vizsgalatok esetén
standardnak szamit6 MCD (a szerkezet-hatas vizsgalatok soran ezt RAMEB-el jeldljiik, mint
random metilalt CD) a szfingomielin hidrolizisét katalizdlo SM-4z vagy a glikoszfingolipid
felépiilésért felelés myriocin, vagy karboxamido csoportot tartalmazo 1j, szintetikus szteroid
vegyiiletek. Osszehasonlitottuk a lipid raft kdrosito kezelések hatisat TRP ioncsatornak és
fesziiltségfliggd ioncsatorndk esetén in silico €s in vitro és ex vivo vizsgalatok segitségével.
Megvizsgaltuk endogén TRPV1 és TRPAI1 antagonista resolvinok hatasat az ioncsatorna
aktivaciora, vizsgaltuk a resolvinok potencialis lipid raft karositd hatdsat. Végiil gyulladas és
fajdalom egérmodelljeiben vizsgaltuk a lipid raft karosité anyagokat.

2. UJ SSAO GATLO OXIM VEGYULETUNK, AZ SZV-1287
HATASMECHANIZMUSANAK IN VITRO VIZSGALATA

Az SZV-1287 kozvetlen TRPV1 és TRPAI receptorokra kifejtett hatdsanak vizsgalata érzd
neuronokon, periférias érzéideg-végzddéseken és TRPV1 vagy TRPA1 receptort expresszalo
sejteken.

I.3. TERMESZETES ES SZINTETIKUS POTENCIALIS SST4 RECEPTOR
AGONISTAK VIZSGALATA

Mivel az SST4 receptor bizonyitottan megfeleld gyogyszercélpont fajdalomcsillapitd és
gyulladasgatlo gyogyszer fejlesztésére, és a szomatosztatin maga nem alkalmas, mint
gyogyszerjelolt, ezért célul tliztiik ki tovabbi szomatosztatin analdgokat vizsgalni.
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1. A CST-14 peptid SST4 kotdédésének €s aktivacidjanak vizsgalata receptort expresszalo
membranpreparatumon ¢s sejteken, ¢érzdideg-végzddéseken, valamint hatdsainak
meghatarozasa gyulladés és fajdalom allatkisérletes modelljeiben.

2. A racionalis gyogyszertervezes és gyogyszerfejlesztés eszkdztaranak igénybevételével
1j, szabadalmaztatott kismolekulas pirrolo-pirimidin vegyiileteinket vizsgalata in silico,
in vitro, ex vivo és in vivo modellekben.

III. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Primer sejttenyészet és sejtvonalak
A kisérletekhez patkany és egér TG neuron tenyészetet készitettiink, 2-5 napos tenyészeteket
hasznéltunk. TRPV1 és TRPAI receptort expresszalod sejtvonalakat is hasznaltunk.

3.2. Anyagok

A kisérletekben hasznalt CD szarmazékok a CycloLab Ciklodextrin Kutato-Fejlesztd Kft.-td1
szarmaztak, melyek szerkezetét és tulajdonsagait az 2. tablazat foglalja 6ssze. A karboxamido
szteroid anyagok szintézisét Skodané Dr. Foldes Rita munkacsoportja a Pannon Egyetemen
szintetizalta (4). A kisérletekhez hasznalt egyéb anyagokat az egyes modszerek leirdsanal, vagy
az eredmények ismertetésénél mutatom be.
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ciklodextrin RAMEB CyH70.0035 - (CH3), d\m o:o’l.': osh12) Metilezett, nemionos
-0CH, Nem metilezett,
Heptakisz(2,6-di-O-metil)- o . :
. . DIMEB-50 CaH70.4035- (CH3), oH nemionos, izomer
béta-ciklodextrin Eif . .
Dl (o514} tisztasag: ~ 50%
<0, Nem metilezett,
Heptakisz(2,6-di-O-metil)- 9 . A
. ) N DIMEB-95 CyoH70.,0455 - (CH ) nemionos, izomer
béta-ciklodextrin 42700035 * (CHa)y " ) i
OCH, 7~ (Ds~14) tisztasag: ~ 95%
_-OCH;
Heptakisz(2,3,6-tri-O- 0 ) .
, ) ) TRIMEB CgaHq1,0 s~ Metilezett, nemionos
metil)-béta-ciklodextrin 6371112785 {w s2t)

2. tablazat: A vizsgalt ciklodextrin szarmazékok jellemz6i (CycloLab Ciklodextrin Kutato-
Fejleszto Kft.)
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3.3. In vitro vizsgalati modszerek és modellek

A vizsgalathoz a CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assay (Promega)-t hasznaltuk a
gyartd protokolljanak megfeleléen. Mitokondrialis funkcié vizsgélatdhoz MitoTracker™ Red
CMXRos fluoreszcens festést alkalmaztunk. Fluoreszcens kalciummérést alkalmaztunk TG
neuronokon és TRP ioncsatorndkat expresszalo CHO sejteken. Radioaktiv **Ca*" felvétel
vizsgalatokat végeztiink TRP ioncsatorndkat expresszalo CHO sejteken. Membranpolaritas és
membranfluiditas vizsgélatokat végeztiink fluoreszcencia spektroszképiaval Laurdan
fluoreszcens festéssel TRP ioncsatornakat expresszal6 CHO sejteken és TG neuronokon. A
koleszterin deplécid nyomon kovetésére koleszterin-kotd fluoreszcens festéket, filipint
alkalmaztunk. Kompetitiv receptor kotddési vizsgalatokat végeztiink ['2I-Tyr!'|SST-14-el, és
receptor aktivacios vizsgilatot végeztiink [>S]GTPyS kotddési teszttel SST4 és SSTI
receptorokat expresszaldé CHO sejteken. B-arresztin vizsgéalatot végeztiink PathHunter assay-
vel SST4-expresszalo CHO sejteken. CGRP felszabadulast mértiink radioimmunoassay (RIA)
modszerrel izolalt patkany trachea érzéideg-végzdéseibdl. Kolorimetrias koleszterintartalom-
mérést végeztiink CD eldkezelés utan egérfiill vagy talpbdr mintdkon ab65359 Abcam
Cholesterol/Cholesteryl Ester Quantitation Assay kittel. Gyulladasos citokineket mértiink a
talpbor homogenizatumokbdl ELISA moédszerrel.

3.4. In silico vizsgalati modszerek és modellek

In silico vizsgalatokat végeztiink a CD-koleszterin kotddés vizsgalata esetén, a Maestro, az
AutoDockTools programokkal. A Wrap’n’Shake modszer Wrapper részét alkalmaztuk
koleszterin molekuldk monomolekuldris rétegének felépitésére a célfeliileteken. A dokkolasi
szamitasokat az AutoDock 4.2.6 programmal végeztiik minimalizalt és kiegyensulyozott
koleszterin és a CD-k felhasznalasaval. In silico vizsgalatokat végeztiink az SST4 ¢és ligandjai
vizsgalata esetén, szintén a Maestro programmal. Az SST4 receptor szerkezetét
homologiamodellezéssel hoztuk 1étre, a P2-adrenerg receptor aktiv formajat felhasznélva
templatként. A dokkolast az AutoDock 4.2.6 programmal végeztiik.

3.5. In vivo vizsgalati modszerek és modellek

Kapszaicin-okozta akut kemonociceptiv reakciot vizsgaltunk egerekben, kapszaicin szembe
cseppentése utan szdmoltuk a teljes manccsal végzett szemtorlések szamat. Vizsgaltuk az RTX-
indukélta termalis hiperalgéziat emelkedd hdomérsékletli forrd lapon a hdkiiszob
megallapitasdval €s a mechanikai allodiniat dinamikus plantaris eszteziométerrel (DPA) a
mechanonociceptiv kiiszob meghatarozasaval. Formalin 4ltal kivaltott akut gyulladasos
fajdalom modellben vizsgaltuk az egereket, a formalint a talpba injektalva a kialakulo
nocifenziv reakciokkal t61tott idot mértiik. Icilint vagy PS-CIM-0216 elegyét az egerek talpaba
injektalva mértiik a kivaltott akut nocifenziv fajdalomreakcié idejét. Az MO-okozta akut
vazodilataciot vizsgaltuk egerek fiilén a bor véraramlasanak monitorozasaval, az egerek fiilének
vastagsagat mikrométerrel mértilk. Ezekben a modellekben a lipid raft karositdé anyagok
hatasait vizsgaltuk. MO-val kivaltott akut neurogén gyulladast vizsgaltuk patkany ldbhati
borében. A plazmafehérjekiaramlas mértékét az Evans kék akkumulécidval hatdroztuk meg.
Szomatosztatin, CST-14 ¢és sajat kismolekulds potencidlis SST4 agonistadink hatasat mértiik a
modellben. Karragénnel kivaltott mechanikai hiperalgéziat és akut ldbduzzadast mértiink
egerekben szomatosztatin vagy CST-14 beadisa utan. A ldbak térfogatdnak mérését
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pletizmométerrel, a mechanikai allodiniat DPA-val mértiik. Az iildideg lekotésével kivaltott
neuropatids mechanikai hiperalgéziat patkanyokban analgézids mérOberendezéssel mértiik,
sajat kismolekulas potencidlis SST4 agonistdinkat per os adagoltuk. Az allatokat a Pécsi
Tudomanyegyetem Altaldanos Orvostudomanyi Kar Farmakolégiai és Farmakoterapiai
Intézetének allathdazaban tenyésztettiik és tartottuk. A sziikséges etikai engedélyekkel
rendelkeztiink.

IV. EREDMENYEK
IV. 1. A LIPID RAFTOK VIZSGALATA

4.1.1. A koleszterin deplécio hatasanak vizsgalata

Az MCD-okozta koleszterin deplécié gatlo hatast fejt ki a TRP ioncsatornak
miikdodésére TG neuronokon és TRPV1 ioncsatornat expresszalo sejtvonalon és
érzdideg-végzodéseken

Patkany TG neuron tenyészeten a TRP receptor aktivaciot fluoreszcens [Ca®'];
méréstechnikdval detektaltuk. Kvantitativ értékelésre a Ca** véalaszok maximum értékét
hasznaltuk. A reagald sejteket a fluoreszcencia arany érték ndvekedése (R = 0,1) alapjan
azonositottuk. A kapszaicin (330 nM) adasat kdvetden 10 masodpercen beliil Ca*>"-bedramlas
volt megfigyelhetd, kontroll koriilmények kozott a kapszaicinnel kivéltott Ca**-bearamlast a
sejtek kb. 60 %-aban detektaltunk. A 3 és 10 mM MCD kezelés szignifikansan csokkentette a
kapszaicin-okozta és OLDA-okozta TRPV1 aktivaciot, am nem hatott az RTX-, AEA- ¢s a
savas pH-okozta Ca’'-akkumuliciéora TRPV1-et expresszalo CHO sejtvonalon. TG
neurontenyészeten a kapszaicin és az RTX altal kivaltott [Ca*']i emelkedést egyarant
csokkentette az MCD (2).

A periférias érzéideg-végzOdéseken lokalizalodd TRP receptorok vizsgalata soran a receptor
aktivacio folyaman felszabadult CGRP koncentracidkat RIA modszerrel hataroztuk meg. A
TRPV1 receptorokat kapszaicinnel (100 nM) aktivaltuk, ez CGRP felszabadulast valtott ki
kezelés koncentraciofiiggd modon csokkentette a felszabadul6 CGRP mennyiségét (2).

Az MCD hatasat vizsgaltuk TRPA1, TRPMS és TRPM3 ioncsatorna aktivaciora is. Az AITC-
re adott valasz kortilbeliil fél percig tartott, és hosszabb latencia (30 sec) utan alakult ki. Kontroll
koriilmények kozott az AITC 4ltal kivaltott Ca®*-bearamlést a sejtek kb 25%-anal detektaltunk.
Az MCD csokkentette az AITC-okozta (TRPAT aktivacid) kalciumbearamlast a neuronokba, a
reagalo sejtek ardnyat és az R értéket szintén csokkentette. A TRPMS agonista icilinre reagalo
kontroll sejtek aranya és az R érték szignifikansan csokkent 1 mM MCD-vel torténd inkubéciot
kdvetden, 3 mM MCD kezelés eltorolte a valaszokat (3). Az eldkezelésnek egyaltalan nem volt
hatdsa a PS 4ltal kivaltott (3) és a CIM-0216 (8) altal kivaltott TRPM3 receptor
aktivalhatdsagara.
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Az MCD Kkezelés depletalja a plazmamembran koleszterin tartalmat és noveli a membran
fluiditast

Az MCD kezelés (10 mM) jelentdsen csokkentette a plazmamembran koleszterink6td filipin
jelolédését mind TG neuronokon, mind TRPV1 receptor-expresszalo CHO sejteken (3). A
Laurdan emisszios spektrumanak vizsgalata a plazmamembran fluiditdsanak ¢és
rendezettségének meghatarozasara alkalmas modszer, €s jol hasznadlhatdo a rendezett
(kontroll) és rendezetlen (MCD-kezelt) membran fazisok kozti atmenet jellemzésére. Az
MCD kezelés hatasara olyan membran domének depletdlédnak, melyekben a molekuldk
hidrataltsagi szintje alacsony. Ez a tulajdonsag a rendezett folyékony doménekre (,,liquid
ordered domain”) jellemzd, amelyek a lipid raftok megfeleléi. A spektralis valtozasok
egyértelmll bizonyitékot szolgaltatnak arra, hogy az MCD kezelés a lipid raftok
diszrupcidjat okozza (3).

4.1.2. A szfingomielin deplécio hatasanak vizsgalata

Az SM-az-okozta szfingomielin deplécio gatlo hatast fejt ki a TRP ioncsatornak
miikodésére TG neuronokon és TRPV1 ioncsatornat expresszalé sejtvonalon

A kapszaicin altal kivaltott TRPV1, az AITC- és formaldehid-indukalta TRPA1 és az icilin-
indukalta TRPMS receptor aktivaciot az SM-az kezelés koncentraciofiiggd modon gatolta, a
kezelés szignifikdnsan csokkentette az agonista-érzékeny sejtek aranyat, valamint az R értékek
is szignifikansan csokkentek neuronokon (3). A tovabbiakban vizsgaltuk a SM-4z hatasat a PS-
indukalt TRPM3 receptor aktivaciora, a kezelés azonban nem csokkentette szignifikansan a
reagalo sejtek aranyat és a reakcid nagysagat (3). Az SM-az gatlo hatassal volt a kapszaicin
okozta *Ca*'-akkumulaciéra TRPV1 receptor-expresszaldo CHO sejteken, viszont nem
befolyasolta az RTX-okozta **Ca**-felvételt (2). A SM-4z kezelés (10 mUN) gatolta a mind a
kapszaicin-, mind az AITC-indukélta CGRP felszabadulast az idegvégzddésekbdl (3).

A glikoszfingolipidek felépiilésének gatlasa myriocinnel csokkenti a TRP ioncsatornak
mikodését TG neuronokon, TRPV1 és TRPA1 ioncsatornat expresszalo sejtvonalon

A myriocin gatld hatdssal volt a kapszaicin okozta **Ca**-akkumulaciéra TRPV1 receptort
expresszalo CHO sejteken (2). Szignifikansan csokkentette a kapszaicin-, AITC-, illetve az
icilin-szenzitiv neuronok ardnyéat, valamint az R érteket (2, 3). A PS-szenzitiv sejtek aranyat és
az R értéket sem valtoztatta meg a myriocin kezelés (3).

4.1.3. Karboxamido-szteroid vegyiiletek hatasanak vizsgalata

A karboxamido-szteroid C1 vegyiilet gatlo hatast fejt ki a TRPV1, TRPA1, TRPMS és
TRPM3 ioncsatorna aktivaciora, koleszterint depletal a lipid raftokbdl, és befolyasolja a
megpranpolaritast

Miutan tobb szteranvazas vegyiiletrdl bizonyosodott be, hogy azok hatissal vannak a TRP
ioncsatorndk aktivacios tulajdonsagaira, igy egy karboxamido-szteroid vegyiilet (C1) TRP
ioncsatorna aktivaciora kifejtett hatdsat vizsgaltuk meg el6szor sejtes vizsgalatokban.
Vizsgaltuk egy ugyanolyan karboxamido csoportot, de mas sikban tartalmazé vegyiiletet (C2)
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€s magat a szteran vazat (C3) is hatds szempontjabol. Mar 10 uM karboxamido-szteroid kezelés
szignifikansan csokkentette a kapszaicin-okozta (TRPV1 aktivacio) kalciumbearamlast a
neuronokba, a raciometrikus értéket szintén csokkentette (4).

Receptor-expresszald sejtvonalakon a vegyiiletek koncentraciofiiggé TRPA1 és TRPV1
receptor aktivaciot gatld hatasat bizonyitottuk (5), a legjelentésebb gatlast a C1 okozta. A C1
gatolta az AITC-vel kivaltott TRPA1, az icilinnel kivaltott TRPMS, valamint PS-al kivaltott
TRPM3 receptor aktivaciot (5). Filipin-festéssel igazoltuk a vegyiiletek koleszterin-depletalo
hatdsat, mely a Cl vegyiletnél volt a legnagyobb mértékii (5). Fluoreszcencia
spektroszkopiaval bizonyitottuk, hogy a C1 vegyiilet megvaltoztatja a Laurdan energiasémajat,
mely a membran rendezett és rendezetlen fazisainak aranyanak megvaltozasat jelzi (5).

4.1.4. A lipid raft diszrupci6 hatasa a sejtmembran polaritasara és fluiditasara

Az SM-az és Myr hatasa a membranpolaritasra

A membranpolaritas vizsgalatakor felvett gerjesztési (300-420 nm kozott) és emisszids (380-
600 nm kozott) spektrumok a 30 mU SM-4z kezelés hatdsara is csak minimalisan valtoztak. A
100 nM myriocin kezelés azonban jelentésen ¢és a teljes hullamhossz tartomanyban
megvaltoztatta a gerjesztési €s emisszids spektrumokat, amelybdl arra lehet kdvetkeztetni, hogy
megvaltozott a membranpolaritds és a mikrokdrnyezet -zartabba valt a membran- a kontroll
mintahoz képest.

A lipid raft diszrupcié hatassal van a sejtmembran fluiditasara

Az éltalanos polarizacié meghatarozasahoz a kezelt (30 mU SM-az, 100 nM myriocin, 10 mM
MCD ¢és 100 uM C1) és kezeletlen mintakbol nyert fluoreszcencia lecsengés integralasaval
kapott intenzitasértékeket vettiik alapul, minden egyes esetben a sajat kontrollhoz hasonlitva a
kapott eredményeket (6). A myriocin kivételével minden esetben megallapithatd, hogy a
kezelés hatasara a GP fliggvények értéke csokkent, ez a szinkép vOrds irdanyba torténd
eltolodéasara utal. A voros tartomany felé valo eltolodéas egyértelmiien bizonyitja a membran
rendezett allapotabol a rendezetlen fazisba vald dtmenetnek, tehat az anyagok kisebb-nagyobb
mértékben megvaltoztatjdk a membranok mikrokdrnyezetét. Az SM-4z, myriocin és Cl
esetében megnovekedett a membran mikroviszkozitasa, mig az MCD esetén jelentOsen
csokkent (6).

4.1.5. Az RvD1 és RvD2 TRPV1 és TRPAL1 aktivaciora és a lipid raftok integritasara
kifejtett hatasanak vizsgalata

Az RvD1 és RvD2 koncentraciofiiggd gatlo hatast fejtett ki TG neuronokon mind a TRPV1,
mind a TRPA1 ioncsatorndk aktivaciojara (7). Hasonloképpen, nanomolos koncentracioban
gatld hatastak voltak a TRPV1-et vagy TRPAl-et expresszal6 CHO sejteken mért “*Ca?*-
akkumulaciora (7). Erzéideg-végzddéseken gatoltak a CGRP felszabadulast TRPV1 és TRPA1
aktivacio utan is (7). Fluoreszcens spektroszkopia segitségével sikeriilt megbizonyosodnunk,
hogy mind az RvDIl mind az RvD2 hatassal van a lipid raftok Osszetételére, a Laurdan

24



mikrokornyezetét mindkét anyag megvaltoztatja. A lipid raftok megbontasarol viszont mar
tudjuk, hogy TRP ioncsatorna gatlo hatast, igy az RvD1 és RvD2 hatasmechanizmusaban is
biztosan szerepet jatszik a lipid raft karositas (7).

4.1.6. A lipid raft karosité anyagok fesziiltségfiiggé ioncsatornak aktivaciéjara gyakorolt
hatasanak vizsgalata

A TRP ioncsatorndk mellett a neurondlis sejtek membranjainak raft régidiban szamos
fesziiltségfliggd ioncsatorna jelenlétét is leirtdk. A tovabbiakban azt is megvizsgaltuk, hogy az
MCD és a SM-az hatassal van-e a KCI altal kivaltott kevert ioncsatorna aktivaciora, valamint a
fesziiltségfiiggd L-tipusi Ca’*-ioncsatorndk aktivaciojara TG neuronokon és periférias
érzdideg-végzddéseken. Sem az MCD sem a SM-az nem gatolta sem a veretaridin, sem az
FPL64176 altal kivaltott fesziiltségfiiggd L-tipusa Ca’'-csatorndk aktivalhatosigit TG
neuronokon (8). KCl-indukalt [Ca*']i ndvekedést a TG sejtek tobb mint 90 %-a mutatott, az
SM-az kezelés nem gatolta a sejtek KCI érzékenységét. Az MCD géatolta a TRPV1 ioncsatorna
aktivacio altal kozvetitett, de nem gatolta az elektromos téringerlés altal kozvetitett CGRP
felszabadulést a periférias érzéideg-végzddésekbdl (8). Az in silico modellezéssel probaltuk az
MCD hatasmechanizmusat feltarni. A koleszterin TRPV1, TPRM3 és Cay 1.3 fehérjékhez valo
kotodési modjait térképeztiik fel. A TRPM3 szerkezetét stabilizalo koleszterinmolekulak szama
¢s a koztiik 1évo kotések affinitdsa Iényegesen nagyobb, mint a TRPV1 és a Cay 1.3 esetében.
A TRPM3 esetében a koleszterin-kotések a felszintdl rejtett transzmembran hélixekben vannak.
hasonléan a TRPM3-hoz, igaz ezek lazdbban kotott molekuldk. A TRPV1 esetében a
koleszterin kotés a felszinen lathatd extracellularis részen lokalizalodik, amely a CD molekulak
szamara konnyen hozzaférhetd. Tovabba a Cay 1.3 viszonylag nagy extracellularis része is
akadalyozza a transzmembran régidhoz valé hozzaférést. igy a Cay 1.3 koleszterin-kétési modja
nem olyan kénnyen hozzaférhetd, mint a TPRV1 esetén (8) (6. abra).

EXTRACELLULAR 13 . 5%

EXTRACELLULAR

% TRANSMEMBRANE
‘" INTRACELLULAR EXTRACELLULAR

TRANSMEMBRANE

INTRACELLULAR TRANSMEMBRANE

INTRACELLULAR

TRPV1 TRPM3 Cav 1.3

6. abra: A TRPV1, TRPM3 és Ca,1.3 transzmembran régioja koleszterin molekulikkal bevonva
a Wrap’n’Shake médszerrel. Az ioncsatornak sziirke rajzként, a koleszterin molekulak kék
gombokként lathatok, reprezentativ koleszterin molekuldt piros szinnel jeloltiik az extracellularis
oldalon 1évd feliileten.

4.1.7. Koleszterin deplécio hatasanak vizsgalata a TRPV1 é TRPA1 ioncsatornak
aktivalhatosagara in vivo allatmodellekben

Az MCD és a C1 csokkenti a kapszaicin altal kivaltott kemonociceptiv reakciot
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Az MCD ¢s a C1 anyaggal tortént 30 perces elokezelés (az allatok szemébe cseppentéssel)
szignifikansan csokkentette a kapszaicin altal kivaltott szemtorlések szdmat az elsé oraban,
valamint a C1 a masodik 6raban is hatdsosnak bizonyult (9).

Az MCD nem volt hatassal az RTX-indukalta akut mechanikai allodiniara és termalis
hiperalgéziara, a C1 csokkentette a mechanikai allodiniat

Az RTX injektalasa utan 30, 60, illetve 90 perccel a mechanikai fajdalomkiiszéb értéke a
fiziologias sooldattal el6kezelt csoportban jelentdsen csokkent. Az RTX hatasara kialakuld
mechanikai allodinidt, illetve termalis hiperalgéziat az MCD eldkezelés a fizioldgias sooldattal
elékezelt csoporthoz viszonyitva nem volt képes szignifikansan befolyédsolni. 100 uM C1 nem
befolyasolta az RTX hatasara kialakul6 hdkiiszob valtozast a fizioldgias sdoldatos eldkezeléssel
Osszehasonlitva, azonban szignifikdnsan csokkentette az RTX 4altal kivaltott mechanikai
allodiniat a vizsgalat 60. és 90. percében a fizioldgias sdoldattal torténd elokezeléssel szemben

9.

Az MCD és a C1 gatolta a formalin-indukalta akut gyulladasos fajdalmat

A formalin teszt els6 fazisaban, amikor a TRPA1 receptorok kdzvetlen kémiai ingerlése miatt
kialakulé akut fajdalom monitorozhato, sem az MCD sem pedig a C1 anyag nem befolyasolta
a fajdalomelharito viselkedéssel toltott ido hosszat. Azonban a tesz masodik fazisban, amikor a
periférias neurogén gyulladasos folyamatok tartjak fent a fajdalmat, mindkét anyag szignifikans
csOkkentette a fajdalomreakcid iddtartamat (9).

A Kkoleszterin deplécio MCD-vel csokkenti a fajdalmat a TRPMS ioncsatornat involvalo
akut fajdalom modellben, TRPM3 ioncsatornan keresztiil kialakulo fajdalom ellen a C1
is hatastalan

Kutatocsoportunk 1j allatkisérletes modelleket allitott be az akut fijdalom vizsgalatara a
TRPMBS ioncsatorna aktivator icilin talpba injektalasaval és a TRPM3 ioncsatorna aktivator PS
é¢s CIM-0216 vegyiiletek egylittes talpba injektaldsaval (10). Mindkét esetben a
fajdalomreakciok idejét mértiik méasodpercben. MCD eldkezelés csokkentette az icilin-okozta
fajdalomreakcio idejét, a C1 anyag hatastalan volt (10). A TRPM3 ioncsatorna aktivaciot
involvalo allatkisérletben csak a C1 anyagot teszteltiik, mivel csak a C1 anyag volt képes in
vitro koriilmények kozott csokkenteni a TRPM i1oncsatorna aktivalhatosagat. Azonban in vivo
a C1 anyag nem volt fajdalomcsillapité hatast a modellben (10).

4.1.8. Szfingolipid deplécio hatasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPA1 ioncsatornak
aktivalhatosagara in vivo allatmodellekben

Az SM-az és a myriocin csokkenti a kapszaicin altal kivaltott kemonociceptiv reakciot
Az SM-az esetében kontrollként fizioldgids sdoldattal, a myriocin esetében DMSO-val kezeltiik
az allatok szemét, annak érdekében, hogy lassuk, hogy tapasztalhato-e barmilyen
deszenzibilizald hatds, azonban ilyet nem tapasztaltunk. Viszont mindkét anyag szignifikdnsan
csOkkentette a kapszaicin altal kivaltott szemtorlések szamat az elsd ordban, valamint a
myriocin a masodik ordban is hatdsosnak bizonyult (11).
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Az SM-az csokkenti az RTX-indukalta akut mechanikai allodiniat és termalis
hiperalégziat, a myriocin csokkenti a termalis hiperalgéziat

Az SM-az eldkezelés szignifikansan gatolta az RTX adasat kovetd termalis hiperalgézia
kialakulasat az 6sszes mérési pontban a fiziologias sdoldattal szemben és szignifikansan gatolta
a mechanikai hiperalgézia kialakuldsat a vizsgalat 30. percében a fiziologias sooldattal
szemben. A myriocin el0kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent a termadlis hiperalgézia az
RTX adésat kovetd 10. és 20. percben a fiziologias kontrollcsoporttal Osszehasonlitva,
ugyanakkor az el6kezelés nem befolyasolta az RTX-kivaltotta mechanikai allodiniat (11).

Az SM-az gatolja a formalin-indukalta akut gyulladasos fajdalmat

A formalin teszt els6 fazisaban, amikor a TRPA1 receptorok kozvetlen kémiai ingerlése miatt
kialakulé akut fajjdalom monitorozhatd, sem az SM-az sem pedig a Myriocin nem befolyésolta
a fajdalomelharit6 viselkedéssel toltott id6 hosszat. A neurogén gyulladasos fazisban, az SM-
az szignifikans csokkentette a fajdalomreakcid iddtartamat (11).

A szfingolipid deplécié SM-azzal csokkenti a fajdalmat a TRPMS ioncsatornat involvalé
akut faijdalom modellben

Az akut fajdalom vizsgalata a TRPMS ioncsatorna aktivator icilin taplba injektalasaval tortént
a modellben. Az SM-4z eldkezelés csokkentette az icilin-okozta fajdalomreakcio idejét a
vizsgalt iddintervallumban, a myriocin ellenben hatastalan volt (11).

4.1.9. Kiilonb6zé6 CD szarmazékok szisztematikus in vitro vizsgilata a Kkoleszterin
depléciora, sejtek életképességére, mitokondrium funkciéra, membran polaritasra és
TRPV1 és TRPAL1 ioncsatornak aktivalhatésagara

Korabbi kisérleteinkben tehat a lipid raft kutatds standard molekuldja, az MCD lipid raft
kérositd, igy TRP ioncsatorna aktivaciot csokkentd vegyiiletnek bizonyult. Az MCD azonban
jelentdsen citotoxikus, igy sziikséges lenne hasonl6 koleszterin-depletald hatasu, de a sejteket
kevésbé karosito CD szdrmazékok vizsgalatara. Kisérleteinkben 8, eltérd kémiai szerkezettel
rendelkezd CD szarmazékot vizsgaltunk biztonsagossagi, a membran szerkezetére kifejtett
strukturalis, illetve receptor aktivaciora kifejtett funkcionalis hatdsuk szempontjabol. Az eddigi
kisérletekben hasznalt MCD szerkezetileg megegyezik a kovetkezd két fejezetben, és a 12, 13
kozleményben hasznalt RAMEB-bel.

A metilezett és nem-metilezett CD szarmazékok eltéréen hatnak a CHO sejtek
viabilitasara

A CD szarmazékokat novekvd koncentracidkban vizsgaltuk az €16 sejtek altal termelt ATP
mennyiségét detektald CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assayben (1. dbra). A nem-
metilezett CD szdrmazékok (HPGCD, HPBCD, QABCD, SBECD) 10 mM koncentracidig nem
okoztak viabilitds csokkenést, a gamma szarmazék HPGCD biztonsdgosan alkalmazhatonak
bizonyult még ennél magasabb koncentraciokban is. A metilezett szarmazékok azonban mar
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alacsonyabb koncentracioban citotoxikusnak mutatkoztak (az aldbbi sorrendben: DIMEB-
95>DIMEB-50>TRIMEB>RAMEB) (12).

Bizonyos nem-metilezett CD szarmazékok novelik, a metilezett szarmazékok csokkentik
a CHO sejtek mitokondrialis funkcidjat

A MitoTracker Red™ CMXRos fluoreszcens festék intenzitdsa, mely az aktivan miikodo
mitokondriumokat festi, a nem metilezett szarmazékok koziil a HPGCD, a HPBCD ¢és a
QABCD esetében 10 mM-os koncentracidban szignifikdnsan emelkedett értéket adott. A nem-
metilezett szarmazékokat a viabilitast még nem befolyasold koncentracidoban alkalmazva is - a
DIMEB-50 kivételével - csokkent fluoreszcencia intenzitast tapasztaltunk, ami a kezelt sejtek
mitokondrialis diszfunkcidjara, csokkent mitokondrialis aktivitasara utal (12).

A vizsgalt CD szarmazékok koziil a DIMEB-50 jelent6sebb mértékben, a tobbi szarmazék
kevésbé jarul hozza a membran rendezetlen allapot felé torténo alakulasara

A nativ CHO sejtek membranjanak a mikrokdrnyezet polaritasara és rendezettségére érzékeny
Laurdan festékkel valo jeldlése alapjan a kezeletlen kontroll és a CD szarmazékokkal kezelt
mintak k6zott a Laurdan molekula emisszids intenzitas adatainak atlagaban a DIMEB-50 adta
a legalacsonyabb értékeket (12). A DIMEB-50 kezelés utdn tehit a membranba épiilt Laurdan
,rendezetlenebb” kornyezetébe jobban beférkdzhetnek a vizmolekuldk, amelyek kioltjdk a
fluoreszcenciat. A tobbi CD szdrmazék esetében is lathato a rendezetlen membranstruktara felé
vald eltolodas, am kisebb mértékben.

A CD szarmazékok csokkentik a membran koleszterin tartalmat

A CD szarmazékok koleszterin depletald hatasit CHO sejteken vizsgaltuk Filipin III
koleszterinkotd fluoreszcens festékkel, mely a plazmamembranban ¢és a perinuklearis
kompartmentekben egyardnt mutatta a koleszterin jelenlétét. A CD szdrmazékok mindegyike
szignifikdnsan csokkentette a Filipin III festék jelét, tehat a koleszterint depletalta (12).

A CD szarmazékok csokkentik a TRPA1 és TRPV1 receptorok aktivacidjat receptorokat
expresszalo CHO sejteken

A BCa**-felvétel mérés soran a vizsgalt sejtek egyiittes valaszreakciojat mértik a TRPV1
receptort aktivald kapszaicin (100 nM) vagy a TRPAI1 receptort aktivalo AITC (200 uM)
hatasara. A vizsgalt CD szarmazékok koncentraciofiiggdé modon képesek csokkenteni a
receptor-expresszaldo CHO sejtek TRPV1 vagy TRPA1 receptor aktivaciojat a DIMEB-50
kezelés kivételével a TRPAT receptor aktivaciora vonatkozoan (12).

4.1.10. Kiilonb6z6 CD szarmazékok szisztematikus in vivo vizsgalata fajdalom és
gyulladas modellekben

Az eldzdekben ismertetett eredményekkel bizonyitottuk, hogy a CD szdrmazékok képesek
kivonni a koleszterint a membran lipid raftjaibol csokkentve a receptor aktivaciot, in vivo
fajdalomcsillapitod hatasokat sejtetve. Az allatkisérletekben mar csak 3 szerkezetileg eltéré CD
szarmazékot hasonlitottunk Ossze, a véletlenszeriien metilezett béta-CDt, a RAMEB-et amely
metilezett és neutraliss, egy hidroxipropil béta-CD-t, a HPBCD-t, amely nem metilezett
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neutralis és a szulfobutil-éter-béta-ciklodextrin natriumsot, az SBECD-t, mely egy anionos CD.
Ezek mar hasznalatosak hatdanyagként és/vagy segédanyagként gydgyszerekben, hatdsukat
teszteltiik a TRPV1-et és TRPA1-et involvald gyulladés és fajdalom modellekben egerekben.

A vizsgalt CD szarmazékok mindegyike gatolja a formalin-indukalta akut gyulladasos
fajdalmat

A formalin teszt els6 fazisdban, amikor a TRPA1 receptorok kdzvetlen kémiai ingerlése miatt
kialakul6 akut fajdalom monitorozhaté, egyik CD szarmazék sem befolyasolta a
fajdalomelharito viselkedéssel toltott id6 hosszat. A teszt masodik fazisban, amikor a periférias
neurogén gyulladasos folyamatok tartjak fent a fajdalmat, az 6sszes vizsgalt CD szignifikansan
csokkentette a fajjdalomreakcio6 iddtartamat (13).

A CD szarmazékok csokkentették az RTX-indukalta akut mechanikai allodiniat, de nem
befolyasoltak a termalis hiperalégziat

Mindharom szerkezetli CD el6kezelés szignifikdnsan gatolta az RTX adasat kovetd mechanikai
allodiniat a vizsgélat 30. percében. RAMEB és SBECD kezelés utdn ez a hatds a 90. percben is
megvolt. A HPBCD csak a 30. percben volt képes gatolni a mechanikai allodiniat. Ugyanakkor
egyik vizsgalt CD szarmazék sem befolyasolta az RTX injekcio altal kivaltott termalis
hiperalgéziat (13).

A CD-szarmazékok csokkentik a TRPA1 aktivacié altal kivaltott akut neurogén
értagulatot a bérben

Az egerek fiilét a CD-kel kezeltiik el6, igy vizsgaltuk a hatdsukat a TRPA1 receptor agonista
MO éltal kivaltott akut bérgyulladasban. MO hatdsara a bor vérperfuzidja jelentdsen
megemelkedett, melyet mindharom CD elékezelés képes volt csokkenteni. (13).

A CD-kezelés csokkenti a talpi bor és a fiil teljes koleszterintartalmat

A CD-szarmazékok helyi alkalmazast kovetd in vivo koleszterincsokkenésének megfigyelésére
az egér talpi borének ¢és fiilszoveteinek teljes koleszterintartalmat 30 perccel az intraplantaris
injekcio, illetve a fiil felszinére torténd kenés utan mértiik. Mind az egér talpi borében, mind a
fiilszovetben a teljes koleszterintartalom szignifikdnsan csokkent 3 mM RAMEB, 10 mM
HPBCD ¢s 10 mM SBECD kezelés utan (13).

A RAMEB, HPBCD és SBECD eltéro koleszterin-kotodési tulajdonsagokkal rendelkezik
A CD szarmazékokkal kapott szamos in vitro és in vivo eredmény hatterében allo
mechanizmusok feltérképezése érdekében in silico probaltuk modellezni a hatast. A
koleszterin-k6tddési mod nagyon hasonl6 volt a HPBCD és az SBECD esetében, a koleszterin
a CD-k hidrofob iiregének kozepén dokkolt. A RAMEB esetében a koleszterin szteroid része
nem teszi lehetdvé a ligandum mélyebb kotddését. RAMEB esetében a koleszterin fent emlitett
kotddési modja lehetdve teszi egy tovabbi RAMEB kapcsolodasat a szteroid részéhez, ami egy
stabilabb 2:1 sztochiometrikus RAMEB:koleszterin komplex kialakuldsdhoz vezet (7. abra)
(13).
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HPBCD SBECD RAMEB

-6.81

AG,
kcal/mol

-8.07

7. abra: A szubsztitualt CD—koleszterin komplexek feliilnézeti és oldalnézeti képe. A koleszterin
sziirke szinnel, gdmb abrazolasban lathato, a CD-k palcas megjelenitésiiek, a jelold szinek a kovetkezok:
HPBCD - piros, SBECD - kék, RAMEB — sarga. Az é4bran feltiintettiik a kiilonb6zé6 CD
szarmazékokhoz szamolt kotodési szabadenergia (AGy) értékét.

IV. 2. AZ SZV-1287 SSAO GATLO VEGYULETUNK IN VITRO VIZSGALATA

Az SZV-1287 gitolja a TRPA1 és TRPV1 receptor altal kozvetitett Ca?*-bearamlast TG
neuronokban

A TRPAT1 agonista AITC-re és a TRPV1 agonista kapszaicinre reagalé neuronok szazalékos
aranyat  fluoreszcens  Ca’'-bearamlas  mérésével  hataroztuk meg  kezeletlen
neurontenyészeteken. Az SZV-1287 hatasara szignifikdnsan és koncentracio-fiiggé modon
csokkent a Ca**-bearamlas TG neuronok citoplazmajaba. Annak felderitésére, hogy az SZV-
1287 hatasa a TRPA1 ¢s TRPV1 aktivacidora az SSAO gatld hatasahoz kapcsolodik-e, egy
szerkezetében jelentdsen eltérd referencia SSAO gatld vegyiiletet, az LIP 1207-et alkalmaztuk.
Az LJP 1207 azonban nem volt hatassal a receptor aktivaciora. (15).

Az SZV-1287 csokkenti a TRPA1 aktivacio-indukalta CGRP-felszabadulast periférias
érzéideg-végzodésekbol

Az SZV-1287 koncentracio-fiiggd modon, szignifikdnsan gatolta az AITC aktivacid altal
kivaltott CGRP felszabadulast, de csak a legmagasabb vizsgalt koncentracioban, 1000 nM-ban.
A TRPV1 aktivalasa 100 nM kapszaicinnel tortént, a felszabadul6 CGRP mennyiségét az SZV-
1287 nem csokkentette jelentdsen. (15).
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Az SZV-1287 gatolja az AITC és a kapszaicin altal indukalt Ca**-bearamlast és °Ca?t
izotop felvételt TRPA1 és TRPV1 expresszalo CHO sejtekbe

TRPAl-et expresszalo CHO sejtek stimuldcid hatasara torténd Ca’'-felvétele jelentds
mértékben csokkent. Az SZV-1287 (100 nM-10 pM) a #*Ca** izotdp felvételét koncentracio-
fliggd modon, szignifikansan csokkentette (15).

Az SZ.V-1287 gatolja az alacsony pH-okozta TRPV1 receptor aktivaciot érzé neuronokon
Mivel az SZV-1287 antagonizalja a TRPV1 receptort, ami potenciadlisan hipertermiahoz
vezethet, vizsgaltuk az SZ-1287 protonok altali TRPV1 aktivacidora gyakorolt hatasat,
amelynek blokadja elsésorban felelés ezért a mellékhatasért (16). A 10 uM SZV-1287
elokezelés az alacsony pH-érték adagolasara reagald neuronok szamanak jelentds csokkenését
okozta. Az R érték jelentds csokkenését figyeltiik meg 1 és 10 uM SZV-1287 kezelés utan is.

IV. 3. POTENCIALIS SST4 RECEPTOR AGONISTAK VIZSGALATA
4.3.1. A CST-14 és a szomatosztatin 6sszehasonlité vizsgalata

A CST-14 kotodik SST1és SST4 receptorokhoz

A CST-14 SST4 és SST1 receptorokhoz valdé kotédési képességét a ['2°I-Tyr!!]SST-14
leszoritasi tesztben vizsgaltuk. A novekvd koncentracioban (1 nM-10 uM) alkalmazott CST-14
mind az SST4-et expresszaldé CHO sejtekrél (CHO-SST4), mind az SST1-et expresszalo CHO
sejtekrél (CHO-SST1) koncentraciofiiggd modon leszoritotta a 10 nM radioaktivan jelolt
szomatosztatint. A CST-14 és a szomatosztatin hasonlo affinitdst mutatott a receptorokhoz (17).

A CST-14 és a szomatosztatin G-protein aktivaciot okoz

A ligand-stimulalt [35S]GTPyS kotodési teszttel vizsgaltuk a szomatosztatin ¢s CST-14 altal
kivaltott SST1 és SST4 receptorokhoz kapcsolodd G-protein aktivaciot, mely ardnyos az
agonistaval kivaltott GTP bekdtéssel a G-proteinek a alegységén. Mindkét peptid emelkedd
koncentracidja fokozott, koncentraciofiiggd [35S]GTPyS kotddést eredményezett. Az érték
amivel jellemezhetiink egy ligand aktivaciot, az a maximalis aktivacio értéke, a [35S]GTPyS
kotddés fokozodasanak a bazalis aktivitason tali szazaléka. A két peptid hasonld hatékonysag
volt, szomatosztatin kezelésnél a maximalis aktivacio 218% ¢és 204% voltak a CHO-SST4 és
CHO-SST1 sejteken. A CST-14 megfeleld értékei 223 és 218% voltak (17).

A szomatosztatin és CST-14 gatolja a szenzoros neuropeptid-felszabadulast az érzéideg-
végzodéseken

A nedves szovettomegre vonatkoztatott CGRP felszabadulds megemelkedett az 1 puM
kapszaicin stimulacié hatdsara. Mind a szomatosztatin, mind a CST-14 szignifikans mértékben
gatolta a kivaltott CGRP felszabadulést. A koncentracid novelésével a hatas egyik esetben sem
fokozddott, sOt szomatosztatin esetében a legnagyobb gatlast a legkisebb koncentracio
eredményezte. Egyik peptid sem befolyasolta a bazalis CGRP felszabadulast.
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A szomatosztatin és CST-14 hatasa az MO-val kivaltott akut neurogén gyulladasra
patkany labhati bérében

Mind a szomatosztatin, mind a CST-14 szignifikansan csokkentette az MO altal kivaltott
plazmafehérje-kiaramlast 20 perccel a helyi alkalmazasat kovetden. Ez az akut valasz tisztan
neurogén folyamatnak tekinthetd (Inoue és mtsai. 1997; Banvolgyi és mtsai. 2004), mert az MO
ebben az 1%-os koncentracioban szelektiven aktivalja a TRPA1 ioncsatorndkat a szenzoros
idegvégzddéseken (Jordt és mtsai. 2004), A szomatosztatin 60%-o0s, a CST-14 sokkal nagyobb,
majdnem 80%-os gatld hatést fejtett ki (17).

A szomatosztatin és CST-14 csokkenti a karragénnel kivaltott mechanikai hiperalgéziat,
akut labduzzadast, valamint a gyulladasos citokin-termelést egérben

Jelentds mechanikai hiperalgéziat és labduzzadéast mériink a kontroll, fizioldgids sooldattal
kezelt egércsoportban 3% karragén intraplantaris injekcidjanak hatasara. 100 pg/kg i.p.
szomatosztatin kezelés a 4. 6raban szignifikdnsan gatolta a hiperalgéziat, mig a CST-14 kezelés
a 2-23 oraig terjedd mérési pontokban mindenhol gétlo hatast mutatott. A labduzzadast hasonld
mértékben, kb. 30-35%-kal csokkentette mindkét peptid a 6 6ras idépontban (61. abra). A
karragén kezelés szignifikdns IL-1p és TNFa felszabaduldst okozott a kontroll csoport
talpborében, 100 pg/kg i.p. szomatosztatin és CST-14 szignifikdnsan csokkentette az IL-1[3
szintézist, a TNFa szintézist csak a CST-14 mérsékelte szignifikansan (17).

4.3.2. Sajat, SST4-es receptoron hato molekulak fejlesztése

Erés proof-of-concept bizonyitékokat szolgaltattunk transzlaciés szempontbol relevans,
kifejezett neuropatias komponenssel rendelkezd kronikus fajdalommodellekben SST”~ egerek
¢és referenciaként alkalmazott SST4 agonistdk bevonasaval. Az értekezéshez kapcsolodod
koézleményekben bemutattuk az SST4 receptor 3D szerkezetét és szintetikus agonistdinak
kotoédési  sajatossagait, majd erre a platformra tdmaszkodva in silico jellemeztiik
szabadalmaztatott 1j kismolekulas SST4 agonistaink (4-fenetilamino-7H-pirrolo[2,3-
d]pirimidin szarmazékok) kotddését. Tovabba meghataroztuk ezen vegytiletek receptoraktivalo
képességét CHO-SST4 membranpreparatumokon, valamint vizsgaltuk hatasukat patkdny akut
neurogén gyulladas és kronikus neuropatias fajdalom modelljeiben is.

Modelleztiik és validaltuk az SST4 receptor 3D szerkezetét és meghataroztuk az 1j
ligandumaink potencialis kotéhelyeit

A SRIF2 szomatosztatin-alcsaladba tartozé SST4 receptor szerkezetét felépitettiik. Az SST4
aminosavsorrendjét az SRIF1 alcsalad reprezentativ tagjaval, az SST2 receptorral allitottuk
parhuzamba, mivel a két receptor szintetikus referenciaagonistakra adott kotédési tulajdonsagai
jol elkiilonithetdk. A szekvenciaillesztést kovetéen az SST4 és SST2 kozott 42%-os
azonossagot szamoltunk, azokat a pozicidkat, ahol a két fehérje aminosavai sem hasonloak, sem
azonosak nem voltak, a 8. abran piros gombokkel jeloltiik. A ligandumokat magas affinitast
(H), és alacsony affinitast (L) kategdridba soroltuk. A magas affinitdsu csoporton beliil két
kotodési modot kiilonitettek el, HI és H2 kotodési modot. A dokkolasi szamitasok nem
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mutattak kiilonbséget a kotési energiaban a magas és alacsony affinitdsu ligandumok kozott,
ugyanakkor a H és L csoportok kozott markans eltérés volt megfigyelheté a kotddési
mintdzatokban (8. abra). Az altalunk vizsgalt j molekuldk is mindkét alzsebbe (H1 és H2)
kotédtek. A vizsgalt ligandumok kozott szerepelt a jol ismert "szuperagonista" J-2156 is. A
dokkolasi kisérletek alapjan az 0j ligandumok ugyanazokat az interakciokat mutattdk, mint a
korabban leirt ligandumok. A J-2156 a varakozasoknak megfeleléen a H2 zsebet foglalta el,
csakligy, mint compound 1, 2, 3 (8. abra). Az 1-5 vegyiiletek szamitott ktési energidja jobb
vagy legalabbis hasonlo volt a J-2156-¢hoz. A 3-5 vegyiiletek megfeleltek a Lipinski-féle ,,Rule
of Five” (ROS) gydgyszerjellemzd kritériumainak, mig az 1-2 vegyiiletek molekulatomege
kissé meghaladta az 500-as hatarértéket. A 4 és 5 vegyiilet mutatta a legjobb farmakokinetikai
(PK) jellemzdket a ROS paraméterei és a BOILED-Egg modell alapjan, amely a lipofilitas és
polaritas alapjan josolja a vér-agy gat és a bélrendszeri felszivodas valoszinliségét.
Osszességében az j vegyiiletek PK profilja legalabb olyan kedvezd, mint a J-2156-¢é (18).
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8. abra. Az SST4 receptor kotohelyeinek altalanos és ligandspecifikus bemutatasa. Az SST4
receptor kotohelyei (sziirke) szinkodolt feliilettel (A) és palcikakkal (B) vannak jelolve: lila a gyenge
(L), narancssarga a nagy (a H1 alzseb eldnyben részesitve), ¢és tiirkiz a nagy affinitasu ligandumok (a
H2 alzseb elényben részesitve). Utolsd abran az SST4 receptor vazlata, piros gombokkel az SST2
receptorral nem azonos szekvenciak.

Az SST4-kotodést kisérletesen igazoltuk

A compound 1 a szuperagonista J-2156-hoz hasonléan a H2 kotézseb jellegzetes
ligandumanak bizonyult. Kompeticidés kotddési vizsgalatban compound 1 100 nM—-100 uM
tartomanyban koncentraciofiiggdé modon leszoritotta a jelolt szomatosztatin-14-et az SST4
receptorokrol (18).

Az uj SST4 ligandumok receptorhoz kapcsolt G-protein aktivaciot mutatnak

A ligandumok altal stimuldlt [**S]GTPyS kotddés a receptor agonistdk altal a GDP-GTP
kicseréldodesi reakciot tiikrozi a G-proteinek a-alegységein. Az Gsszes vegylilet
koncentraciofiiggd [*°S]GTPyS kotédés fokozodast eredményez. Valamennyi vegyiilet
eroteljes €s hatékony SST4 receptor agonistanak tekinthetd (18).

Az SST4 agonistaink gatoljak az akut neurogén gyulladast és anti-hiperalgézias hatasuk
van traumas neuropatia patkanymodelljében

Kontroll, vivoanyaggal kezelt allatokban az 1%-0os MO helyi alkalmazésa 20 perc elteltével
akut neurogén plazmafehérje-extravazaciot okoz. A 100 pg/kg dozisban az 0j vegyiileteink

33



mindegyike szignifikdnsan, mintegy 40-60%-kal mérsékelte ezt az akut neurogén gyulladasos
valaszt, a legerdsebb gatlast a compound 1 vegyiilet valtotta ki. Az {iléideg részleges lekotése
7 nappal a mitét utdn csokkenést idézett el6 a mechanonociceptiv kiiszobértékben, ami
mechanikai hiperalgéziat jelez. A 100 pg/kg doézisban alkalmazva a vegyiileteinket, a
hiperalgéziat a compound 1, 3 és 4 28—62%-kal csokkentette, a compound 2 bizonyult a
leghatékonyabbnak, teljes mértékben megsziintette a hiperalgéziat. A compound S nem fejtett
ki szamottevd analgetikus hatast (18), a mechanikai hiperalgézia csokkentd hatast Gjabb hat
agonista esetén is sikeriilt kimutatnunk (19, 20).

Négy vegyiiletrol igazoltuk, hogy kis fokiu p-arresztin 2 kotédést mutatnak

Tovabbi 4 ligandum esetén megvizsgaltuk, hogy az agonistak képesek-e B-arresztin 2 kotodést
kivaltani a kemilumineszcencian alapuldé PathHunter tesztben. Az 0j ligandok egyike sem
idézett eld kimutathato B-arresztin 2 k6tddést (0.001 nM-10 uM tartomdnyban). Ezzel szemben
a referenciaanyagok (NNC 26-9100, J-2156) jelentds B-arresztin 2 aktivaciot okoztak (19).

V. MEGBESZELES
V. 1. A MEMBRAN LIPID RAFTOK SZEREPE A TRP IONCSATORNAK
AKTIVACIOJABAN

A lipid raft diszrupcio gatlo hatast fejt ki a TRPV1, TRPA1 és TRPMS ioncsatornak
miikodésére, de nincs hatassal a TRPM3 ioncsatorna aktivaciora

Vizsgalati eredményeink els6ként szolgaltak bizonyitékkal arra, hogy a lipid raftok
kulcsfontossagi alkotdelemeik, példaul a koleszterin, a szfingomielin vagy a gangliozidok
farmakologiai uton torténd karositdsa gatolja a TRPVI, TRPA1 és TRPMS ioncsatornak
kiilonbozo agonistak altal eldidézett nyitasi tulajdonsagait. A lipid raft diszrupcié a Ca**-
bearamlasi valaszt mind nativ érz6 neuronokon, mind TRPV1-et expresszald sejtvonalon,
valamint érzéideg-végzddéseken is szignifikansan csokkentette (2,3).

A Ca*" valaszok gatlasat masok is leirtdk mas célmolekulakkal MCD el6kezelés utan, vagy
SM-az kezelés utan, vagy myriocin inkubalds utan. A kezelések hatdsainak 0sszehasonlitasa
nativ sejtekben és TRPV1-transzfektalt CHO sejtekben eltérdbb képet mutatott. CHO sejteken
végzett vizsgalatban az RTX hatdsat az MCD nem gatolta. Valoszinlileg a kotOhely
hozzaférhetosége, amely kritikus az RTX hatasdhoz, elegend6 a kotddéshez egy
overexpresszalo sejtvonalban, még koleszterinhianyos kornyezetben is. Ezzel szemben a nativ
TG sejtekben az RTX és a kapszaicin hatdsat hasonléan gétolta a koleszterinhiany (2). Az
extracellularisan alkalmazott SM-az kezelés a TRPVI1-et expresszalo CHO ismét csak a
kapszaicin hatdsat gatolta, az RTX-ét nem. Mindazondltal a TG sejtekben, a transzfektalt
sejtvonallal ellentétben, a TRPV1 és mas TRP csatornadk kozotti kdlcsonhatést is figyelembe
kell venni. A kapszaicin €s az RTX hatdsai egyforman jol gatolhatok voltak, amikor a CHO
sejteket egy €jszakan 4t inkubaltuk olyan taptalajban, amely a lipid raft bioszintézis inhibitorat,
myriocint tartalmazott. Az inhibitorok hatasai kozotti kiilonbségek vagy az RTX kotddésével
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vagy a sejtek hosszabb idejii kitettségével fiiggenek Ossze, amelyek mélyebb valtozast
okozhatnak a lipid raftban (2).

Az MCD, a myriocin és az SM-az hatdsat tovabbi, a fajdalom érzékelésében részt vevo
termoszenzitiv TRP receptorok esetében is vizsgaltuk, és els6ként bizonyitottuk, hogy a fent
leirt modszerekkel 1étrehozott lipid raft diszrupcid szignifikansan és koncentracidfiiggé modon
csokkentette a TRPA1 és a TRPMS ioncsatorna nyitasi valdsziniiségét, ugyanakkor hatastalan
volt a TRPM3 ioncsatorna miikodésére (3). Az MCD kezelés koleszterin depletald hatasat két
in vitro kisérlettel tdmasztottuk ald, a koleszterin-koto filipin csokkent jelenlétével a kezelés
utan, ¢és fluoreszcencia spektroszkopia moddszerével membranpolaritas-szenzitiv proba
segitségével. Leirtuk, hogy a TRPM3 receptor mitkddését a lipid raft diszrupcid nem
befolyasolta érzéneuronokon (3). Ez annyira nem meglepd, a jelenségre magyarazat lehet a
TRPM3 specidlis szerkezete, kiilonleges sajatossaga, hogy jelenleg ismeretlen jarulékos
fehérjékkel stabil negyedleges szerkezet kialakitasara képes és ebben a formaban rezisztens a
lipid raft diszrupcidra és szerkezete fesziiltségfiiggd ioncsatornak szerkezetéhez hasonlatos. A
lipidek jelent6ségét a TRP ioncsatorndk konformdaciovaltozasaiban aktiv, inaktiv vagy
deszenzibilizalt allapotok kozott CryoEM vizsgélatok tamasztottak ala. Ezek az adatok
megerositették hipotézisiinket, hogy a csatornak aktivalodasat és gatlasat a kozvetlen fehérje-
lipid hidroféb kolesonhatasok befolyasoljak. In silico modellezéssel sikeriilt a TRPV1 és a
TRPM3 ioncsatorna koleszterinkdtési modjat  leirnunk (8). A TRP ioncsatorna
agonista vegyiiletek szamira TRPV1 esetén (2). A TRPV1 ioncsatorna esetén az
ioncsatorndhoz lazabban kotott koleszterin molekuldk talalhatok, ezek jol hozzaférhetdk a CD
molekuldk szdmara, és konnyen képeznek komplexeket veliik. A koleszterin eltdvolitasa a
TRPM3 membranjar6l nem eredményezte az ionvezetd képesség csokkenését, mivel a TRPM3
ioncsatornahoz erésen kotott koleszterin molekulak csatlakoznak a transzmembran hélixekben,
amelyeket nehezebb komplexképzddéssel eltavolitani (8).

Kimutattuk, hogy az érzéideg-végzddéseken az SM-4z mar alacsonyabb koncentracidban is
gatolja a TRPV1 és a TRPAI receptorok aktivaciojat, mint a sejttesteken. Elsdként
bizonyitottuk, hogy a lipid raftok érzdéideg-végzddéseken is fontos szerepet toltenek be a
vizsgalt receptorok aktivalhatosaga tekintetében (2, 3). Bizonyitottuk, hogy az SM-4z a belsd
membranok Osszetételét nem valtoztatja meg, hatdsa csak a plazmamembranban érvényesiil.
Bizonyitottuk, hogy az SM-4z TRPV1 és TRPAI ioncsatorna aktivaciot gatlo hatdsat nem a
hidrolizistermékek okozzak.

A karboxamido-szteroid C1 vegyiilet mind a 4 vizsgalt TRP ioncsatora aktivaciojat
gatolja

Bizonyitottuk, hogy a C1 karboxamido-szteroid vegytilet jelentdsen gatoljaa TRPV1, TRPAT,
TRPMS8 ¢és TRPM3 kationcsatornak nyitasi tulajdonsagait primer szenzoros neuronokon és
receptor-expresszald sejtvonalakon (4, 5). A C1 10 uM koncentracidban csokkentette a TRPV1
aktivacio altal kivaltott atlagos fluoreszcencia-ndvekedés cslicsat a szenzoros neuronokban, és
csokkentette a **Ca-felvételt a TRPV1 receptort expresszalé sejtekben. Az karboxamido
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csoportot eltérd pozicioban tartalmazdé C2 szintén jelentésen csokkentette a TRPVI
ioncsatorna-aktivaciot, de a karboxamido csoport nélkiili C3 enyhe gatlo hatast gyakorolt a
TRPV1 ioncsatornékra. Kimutattuk, hogy a karboxamido csoport jelenléte, valamint a szteroid
vaz alakja és a karboxamido csoport helyzete fontos a TRP ioncsatornakra gyakorolt gatlo hatas
kialakulasdhoz. Kiemelked6 eredmény, hogy egyediil a C1 karboxamido szteroid vegyiiletiink
volt képes a TRPM3 ioncsatorna aktivaciora gatlo hatast kifejteni, és 10 uM koncentracioban
ugyanolyan hatast fejt ki, mint az MCD 1000-szer nagyobb koncentracidoban. Ezért a jelenlegi
kisérletek egyik f6 eredménye, hogy az 1j C1 vegyiiletiink kiilonosen hasznos kisérleti eszkoz
a koleszterin depléci6 hatasanak vizsgalatara (4, 5).

A lipid raft karositd anyagok eltéré hatassal vannak a membranpolaritasra és
membranfluiditasra

A lipid raftok farmakologiai manipulacidja 0 megkozelitést tett lehetdvé a membranok
mikrokornyezetének és az ott elhelyezkedod fehérjék funkciondlis sajatsagainak vizsgalatara. A
fluoreszcens Laurdan festék a lipid kornyezet és a fluiditas kisérletes értékelésére alkalmas,
amelynek gerjesztési és emisszios spektrumaban bekovetkezd valtozasok a membran aktualis
hidrataltsagara, vagyis a rendezett (liquid-ordered) és rendezetlen (liquid-disordered) fazisok
aranyara engednek kovetkeztetni. Tovabbi informéciot kaphatunk a membran fluiditasarol az
idébontott emisszids spektrum lecsengésébdl szamithaté paraméterek, a GP, CoG és trot
vizsgélata soran. Els6 vizsgalatainkban igazoltuk, hogy az MCD ¢és a Cl vegyiilet
megvaltoztatja a sejtmembran polaritasat (3, 5). A fluiditas vizsgalatakor a GP értékek SM-az,
MCD ¢és C1 kezelés utan vords irdnyt eltolodast mutattak, ami arra utal, hogy a membran a
kevésbé rendezett fazis felé tolodott (6). Eredményiink 6sszhangban all mas membrananalitikai
modszerekkel kapott megfigyelésekkel. A myriocin esetében ezzel ellentétes, kék irdnya
eltolodas volt megfigyelhetd, ami a membran rendezettebb allapotat jelzi. A CoG iddbeli
valtozasanak sebessége a mikroviszkozitast tiikrozi, ami az MCD hatéséra alacsonyabb, az SM-
az, myriocin és C1 kezelést kovetden nagyobb lesz.

A resolvin D1 és D2 megbontjak a lipid raftok integritasat

Els6ként szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy a resolvinok a neuronok mellett az érzdideg-
végzddéseken is gatoljadk a TRPV1 és TRPAI1 ioncsatorndk aktivalodasat a lipid raftok
modositasaval (7). A TG neuronokon végzett eredményeink megerdsitik, hogy az RvD2
nanomoldaris koncentracioban hatékony gatloszere a TRPV1 és TRPAI receptoroknak. A DRG
neuronokon végzett korabbi vizsgalatokkal ellentétben mi TG neuronokon kimutattuk, hogy
RvDI1 kezelés szignifikansan csokkentette nem csak a TRPA1 de a TRPV1 ioncsatornat is, igaz
magasabb, 10 nM-os koncentracioban. Az irodalmi adatokhoz hasonldéan az RvD2 kifejezettebb
gatld hatast mutatott mind a TRPV1, mind a TRPA1 ioncsatornakon. Felmeriilt, hogy RvDI,
specifikus GPR-eken keresztiil fejtik ki hatasukat, hasonléan és azonositottdk is DRV1/GPR32
nevit RvD1 receptort, valamint a GPR18-at mint RvD2 receptor és a resolvinok ezeken
keresztiil fejtik ki gatlo hatasukat. Ugyanakkor a TRPV1- és TRPA1-expresszaldo CHO sejteken
is gatoltak az ioncsatornak aktivaciojat 5-10 nM-os koncentracidban. Ezek a CHO sejtek nagy
valoszinliséggel nem tartalmazzdk a resolvin receptorokat, ezért a két molekula gatlo hatasa
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receptorfliiggetlen, és minden valoszinlis€g szerint a membran mikrokornyezetének
megvaltoztatasaval magyarazhatdo. Az eredmények, miszerint a PTX eldkezelés nem
befolyasolta a magasabb 10 nM RvDI1 és RvD2 doézisok gatlo hatdsat a TRPV1 és TRPAL1
ioncsatorna aktivacigjara TG neuronokban, szintén a G-proteintdl fiiggetlen géatldsi modra
utalnak. Fluoreszcens spektroszkopiaval igazoltuk, hogy az RvD1 és RvD2 koleszterin
depléciot idéz eld, amely a folyadék-rendezett fazisbol rendezetlen fazisba vald atmenetet okoz,
igy a lipid raftok szétesését okozzak (7).

A lipid raft diszrupcié nem érinti a fesziiltségfiiggo ioncsatornak miikodését

Els6 vizsgalatainkban ezen a teriileten KCI alkalmazasaval bizonyitottuk, hogy az enzim nem
befolyasolja a fesziiltségfiiggd kalcium csatornak miikddését (2). A KCl-indukalt [Ca*'];
emelkedés hatterében fesziiltségfiiggd kalium és kalcium csatorndk is szerepet jatszanak. Az
SM-4z 4ltal nem gatolt csatorndkon megvalosuld Osszeadédd Ca®" aram kovetkeztében
emelkedett [Ca®']i-t detektaltunk. Vizsgaltuk a lipid raft karositd kezelések (MCD, SM-4z)
fesziiltségfliggd L-tipustt Ca®" csatorndkra kifejtett hatdsat is. A kezelések nem gatoltdk az FPL
64126 vagy veratridin altal kivéltott fesziiltségfiiggd L-tipusti Ca®" csatorna aktivalodasat sem
érz6 neuronokon sem érzdideg-végzddéseken (8). Az MCD-kezelés nem gatolta az elektromos
téringerlés altal kivaltott CGRP felszabadulast az érzdideg-végzddéseken sem. Elsdként
szolgaltattunk bizonyitékot in silico modellezéssel arra, hogy a TRPV1 és TRPM3 és a Cav 1.3
fesziiltségfiiggé L-tipusi Ca®" ioncsatorndk aktivalodasat eltérden befolydsolja a
plazmamembranban koriilottiik 1év6 koleszterin tartalma, mig a TRPV1 mitkddését jelentdsen
befolyasolta az utdbbiakat nem. Az in silico vizsgalatokban a Cav 1.3 fesziiltségfiiggd L-tipust
Ca®" ioncsatornak esete a TPRV1 és a TRPM3 kozott helyezkedik el, mivel a lazan kotott
extracellularis felszin eldl rejtve €s igy ezeket is nehezebb komplexképzddéssel eltavolitani (8).
Kovetkezésképpen a lipiddmembran kornyezet modulalja a TRPV1 ioncsatorndk miikodését, de
nem befolyéasolja a TRPM3 csatorndkét és a fesziiltségfiiggd L-tipusa Ca®* csatornékét.

A lipid raftok karositasa fajdalomcsillapité és gyulladasgatlo hatashoz vezet
egérmodellekben

A lipid raftok szerkezetének és integritasanak vizsgalata, farmakoldgiai modosithatosaganak
feltérképezése intenziven kutatott teriilet. Az eredmények tobbsége in vitro rendszerekben
sziiletett, és tobb esetben ellentmondésos. Kutatocsoportunk els6ként szamolt be a lipid raft
karositd anyagok in vivo fajdalomesillapito és gyulladasgatlo hatasarol (9, 10, 11).

A koleszterin deplécio C1-el és az MCD-vel egyarant mérsékli a TRPV1- és TRPA1-aktivacid
altal kivaltott akut nocifenziv viselkedést, tovabba a C1 gétolta a TRPV1-stimulacio altal
indukalt mechanikai allodinia kialakulasat is (9). Mind a C1, mind az MCD szignifikansan
csOkkentette a kapszaicin becseppentése altal kivaltott szemtorlések szamat. Ezenfeliil a C1
szignifikansan csokkentette az RTX altal eldidézett mechanikai allodiniat, amely centralis
szenzitizacidés mechanizmusokat is €rint, ugyanakkor gatld hatdsa a talnyomorészt periférias
szenzitizacid kovetkeztében kialakuld termadlis hiperalgéziara nem bizonyult statisztikailag
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szignifikdnsnak. Ezzel szemben az MCD nem befolyasolta az RTX altal kivaltott nocifenziv
reakciokat. Mindkét vegyiilet gatolta a formalin altal kivaltott akut neurogén gyulladasos
nocifenziv valaszt a masodik, neurogén gyulladdsos fazisban. Bar tobb, és sajat in vitro
eredmény is igazolta, hogy a lipid raftok bontdsa befolyasolja a TRP ioncsatornak aktivaciojat
(2, 3, 5), mindossze néhany, ujabb in vivo vizsgalat all rendelkezésre. Az MCD 4altal indukalt
koleszterin deplécié antinociceptiv hatast valtott ki RTX-indukalta mononeuropatias
egérmodellben a PIP2 hidrolizisén keresztiil. Az MCD egyarant csOkkentette a CFA 4ltal
indukalt termalis hiperalgéziat és mechanikai allodiniat patkanyban. Feltételezhetd, hogy az
MCD megkoti a prosztaglandinokat, igy csokkentve a gyulladdsos fajdalmat, ami Uj
gyulladascsokkentd és analgetikus lehetOséget kinalhat. A jelen in vivo adatok elsdként
szolgaltatnak bizonyitékot arra, hogy az 1j C1 vegyiilet - a TRPV1 és TRPA1 kortili lipid raftok
modositdsa révén - antinociceptiv és antihiperalgézias hatast fejt ki. Mindkét csatorna
aktivacioja altal kivaltott nocifenziv reakciokban megfigyelt maximalis gatlas hasonld volt az
MCD hatésadhoz, am 150-szer alacsonyabb koncentracio mellett. Ezenfeliil a C1 hatasosnak
bizonyult az RTX altal kivaltott mechanikai hiperalgézia mérséklésében is, amelyre az MCD
nem volt hatassal. Osszegzésként kijelenthetjiik, hogy az 4j C1 vegyiilet értékes kisérleti eszkdz
a koleszterin deplécid allatmodellekben vald tanulmanyozasdhoz, és egyben Uj lehetdségeket
nyithat meg az analgetikum-fejlesztésben.

Kutatécsoportunk elséként igazolta, hogy a szfingomielinek lebontésa, illetve a szfingolipidek
de novo szintézisének akadéalyozéasa hatékonyan mérsékli a TRPV1 és TRPA1 aktivalhatosagat,
¢s ezzel antinociceptiv hatast fejt ki (11).

Az els6 in vivo eredményeket kozoltik azzal kapcsolatban, hogy az SM-dz és az MCD
analgetikus hatast fejt ki az TRPMS8 agonista icilin altal kivaltott fajdalomra (10). Az icilin
beadasat kovetden mérhetd nocifenziv viselkedés idotartamat mindkét vegyiilet szignifikdnsan
csOkkentette. Korabbi in vitro vizsgalatainkban csak a karboxamido-szteroid C1 vegytilet volt
képes csokkenteni a PS altal aktivalt TRPM3 ingerelhetdségét nativ TG neuronokon (5), in vivo
nem fejtett ki analgetikus hatast a PS + CIM-0216 indukalta fajdalommodellben.

Osszefoglalva, az egérmodellekben nyert eredmények jelentés bizonyitékkal szolgalnak arra,
hogy a lipid raftok megbontasa in vivo antinociceptiv, és gyulladasgatld hatést fejt ki. Bar a
pontos mechanizmus még nem ismert, nagy valoszinliséggel a lipid raftok integritdsanak
megbomléasa kovetkeztében a receptorok membranon belilli poziciondldsa modosul, ami
bizonyos kotShelyek hozzaférhetdéségét csokkenti és igy a csatorndk aktivacidjanak
csokkenéséhez vezet. Ezt tdmasztjak ala korabbi in vitro eredményeink is (2), melyekben
kimutattuk, hogy a kapszaicin és az RTX altal kivaltott TRPV1 aktivacié eltéré modon
gatolhatd raft-karositassal, ami Osszefiiggésben all az aktivacid szempontjdbol kritikus
aminosavpoziciokkal és a receptor-expresszid szintjével. Ezek az eredmények mind arra
utalnak, hogy a TRP ioncsatorndk és a plazmamembran lipid komponensei k6zotti hidrofob
kapcsolatok célzasa potencidlis periférids analgetikus stratégiat jelenthet. Ismereteinket a
fajdalommal 6sszefliggd receptorok €s a lipid raftok kapcsolatarol két review kozleményben
foglaltuk 6ssze (1, 14) (9. abra).
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9. abra: Fajdalommal 6sszefiiggd receptorok vizsgalata a lipid raft kutatasban, az alkalmazott lipid
raft karositokkal és modellrendszerekkel (Nehr-Majoros és mtsai, 2024).

Kiilonb6zo CD szarmazékok szisztematikus in silico, in vitro és in vivo vizsgalata sejtek
életképességére, mitokondrium funkciéra, membran polaritasra és TRPV1 és TRPA1
ioncsatorna funkciora

A CD szarmazékok szerkezet-hatas Osszefliggéseit nyolc, szerkezetében eltéréd CD-szarmazék
sejtekre gyakorolt hatdsaval elemeztiik. Meghatadroztuk minden vizsgalt CD-szarmazék azon
szerkezetfiiggdnek bizonyult (12). A metilezett szarmazékok alacsonyabb koncentracioban mar
csokkentették a sejtek életképességet, legkevésbé a RAMEB, a nem metilezett béta-
szarmazékok (HPBCD, SBECD, QABCD) kevésbé citotoxikusak, a gamma-szarmazék
HPGCD egyaltalan nem toxikus. Masok is leirtdk, hogy a metilcsoportok jelenléte noveli a
citotoxicitast, amelyet a szdmuk és pozicidjuk tovabb befolyasol. Vizsgalva a CHO sejtek
mitokondrialis miikddését, azt talaltuk, hogy a 10 mM HPGCD, HPBCD ¢és SBECD novelte a
mitokondrialis aktivitast. Ezzel szemben a RAMEB, a DIMEB-95 és a TRIMEB csokkentette.
Minden vizsgalt CD-szarmazek jelentdsen csokkentette a membrankoleszterin mennyiségét, az
ionos szarmazékok (SBECD és QABCD) kissé erdsebb hatast mutattak az alkalmazott
koncentraciokban, mint a metilezett szarmazékok (RAMEB, DIMEB-95, TRIMEB). A hidroxi-
propilalt szarmazékok (HPGCD, HPBCD) szintén hasonld koleszterin deplécios képességgel
rendelkeztek. A CD-koleszterin kolcsonhatds pontos mechanizmusa és sztdchiometridja
tovabbra is aktiv kutatas targyat képezi. Az allanddsult fluoreszcencia-emissziods €s anizotropia
spektrumokbdl egyértelmiien megallapithato volt, hogy a DIMEB-50- és RAMEB-kezelések a
membran rendezettségének jelentds csokkenését okoztak. Ezek az adatok megegyeznek
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korébbi, lipid raft-kéarositokkal kapott eredményeinkkel (MCD, C1, myriocin, RvD) (3, 5, 6, 7).
Els6ként igazoltuk, hogy a vizsgalt CD-szdrmazékok koncentraciofiiggden gatoljak a TRPV1
és TRPA1 ioncsatornak aktivaciojat receptorokat expresszalo CHO sejteken. Altaldnossagban
elmondhat6, hogy a metilezett CD-szarmazékok erdteljesebben gatoltak a TRP ioncsatornékat.
Ezek az eredmények aldtdmasztjdk korabbi megfigyeléseinket, koleszterin deplécid jelentésen
csokkenti a TRP ioncsatorna aktivaciot in vitro és in vivo egyarant (2, 5, 9). Ugy véljiik, hogy
fakad, ami bizonyos kotohelyeket elérhetetlenné tesz az agonistdk szamara, vagy pedig
kozvetlen fehérje—lipid hidrofob kdlcsonhatasok modosuldsabol. Emellett mas ioncsatornak
esetében (példaul TASK-1, TASK-3, Kv1.3) is felvetették a receptorok és CD-szdrmazékok
direkt interakciojat, igy ennek vizsgélata a TRP ioncsatorndk esetében is indokolt.

A tovabbiakban harom igéretes, szerkezetiikben kiilonb6zo CD hatasat elemeztiik, ezek a
véletlenszerlien metilezett és neutrdlis f-CD, a RAMEB, a nem metilezett és neutralis (2-
hidroxipropil)-f-CD HPBCD, valamint az anionos szulfobutil-éter B-CD natriumsé, az SBECD
a TRPV1- és TRPA1-aktivacio altal kivaltott gyulladasos és fajdalom modellekben egerekben
(13). Kimutattuk, hogy mindhdrom CD kezelés utan csokkent a TRPA1 agonista formalin altal
kivaltott akut szomatikus nocifenziv reakci6 idétartama. Mindharom CD-kezelés csokkentette
az MO éltal kivéltott véraramlas-fokozodast egérfiilben (13). A CD eldkezelések szignifikansan
csokkentették az RTX altal kivaltott mechanikai allodiniat, mig nem érintették a termalis
hiperalgéziat, ez klinikailag elényds lehet, mivel a TRPV1 és TRPA1 hdéérzékenysége miatt ez
komoly kockézatot jelent (pl. égési sériilések). Egy masik vizsgdlatban korabban kimutattak,
hogy lokalis és szisztémds RAMEB kezelés csokkentette a Komplett Freund adjuvans altal
kivaltott termalis és mechanikai hiperalgéziat.

In silico vizsgalataink (13) feltartdk, hogy a metildlt RAMEB koleszterin-kotési modja
bizonyos eltéréseket mutat a nem metilalt HPBCD és SBECD kotési modjahoz képest, stabilabb
2:1 RAMEB:koleszterin komplexet tud l1étrehozni, a masik két szarmazak 1:1 ardnyt komplexet
képez, ez egybevdg irodalmi adatokkal. Onmagukban is kedvezé farmakologiai
tulajdonsagokkal rendelkeznek tobb korallapotban (pl. lizoszomalis tarolasi betegségek,
neurodegenerativ korképek). Ugyanakkor analgetikus és gyulladascsokkentd potencialjuk
tovabbra is kevéssé feltart.

Eredményeink megerdsitik, hogy a lipid raftok integritdsdnak megbontasa kiilondsen a
koleszterin eltavolitasa révén jelentdsen befolyasolja a TRP ioncsatornak miikodését, és a CD-
szarmazékok megfeleld eszkdznek bizonyulnak e folyamat vizsgalatara. Mivel a kiilonb6z6
CD-szdrmazékok kémiai szerkezetének eltérései szamottevd bioldgiai hatéskiilonbségeket
eredményeznek, a megfeleld szarmazék megvalasztasa kulcsfontossag. Kimutattuk, hogy a
metilcsoportok szama és pozicidja jelentdsen befolydsolja mind a koleszterin deplécid
mértékét, mind a citotoxicitast. Ugyanakkor a kevésbé toxikus, nem metilezett CD-
szarmazekok is hatékonyan csokkentik a TRP-csatorna aktivaciojat lipid raft bontas révén. Bar
a CD-kezelések potencidlis szisztémas toxicitasat figyelembe kell venni, elsdésorban lokalisan
alkalmazhatd, periféridas analgetikumként komoly gyogyszerfejlesztési potenciallal
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rendelkezhetnek, kiilondsen kronikus fajdalommal jard korképekben, ahol ezen ioncsatornak
tulaktivacioja kulcsszerepet jatszik.

Az 1j fajdalomcsillapitok fejlesztésének nehézségei ¢és kihivdsai miatt az alternativ
gyogyszerfejlesztési lehetdségek egyre inkabb eldtérbe keriilnek. Szamos in vitro és in vivo
lipid raft kutatdsi eredmény alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a membran
lipidosszetételének ¢és szerkezetének szfingolipid- vagy koleszterin-csokkentéssel torténd
célzésa modulalhatja a termo- ¢és mechanoszenzacidoban kulcsszerepet jatszd receptorok
mikodését. A lipid raftot kdrositd vegyiiletek a plazmamembran lipid raft régidiban talalhato
Osszes receptor ¢s jelatviteli molekula miikodését befolyédsoljak. Nagy kihivas egyetlen
sejttipusra vagy receptorra szelektiv hatast elérni. Ez terapias lehetdségeik komoly korlatozo
tényezdje. Nem szelektiv hatdsuk miatt ezek a vegyiiletek inkdbb helyi készitményekként
alkalmazhatok a klinikumban. Ezen kihivasok és nehézségek ellenére ugy véljiik, hogy ez a
megkozelités jovobeli perspektivakat nyithat meg a kronikus gyulladasos, neuropatias vagy

crer

V. 2. AZ UJ SSAO-GATLO OXIM VEGYULET, AZ SZV-1287 KOZVETLEN TRPA1
ES TRPV1 ANTAGONISTA HATASAI

Jelenleg nem éllnak rendelkezésre olyan periféridsan hat6 analgetikumok, amelyek kdzvetleniil
gatolni tudndk a nociceptor-aktivaciot, és ezaltal fajdalomcesillapité hatast eredményeznének.
Ezért a TRPA1l ¢és TRPVI ioncsatorndk miikodési sajatossagainak, aktivacios
mechanizmusainak jobb megismerése tobbek kozott a gyogyszerfejlesztés szempontjabol is
kiemelten fontos. E célbdl vizsgaltuk SSAO-enzim gatlasara kifejlesztett SZV-1287
vegyiiletiinket, hogy lassuk milyen hatast fejt ki a TRPA1 és TRPV1 aktivacidjara nativ érzo
neuronok sejttestjén, periférids érzéideg-végzodéseken, valamint TRPA1 és TRPV1 receptort
expresszalo. CHO sejtvonalakon. Els6éként igazoltuk, hogy a SZV-1287 mindkét
kationcsatornan kifejezett antagonista hatast fejt ki (15). A kiilonb6z6 szerkezetli referencia
SSAO-gatlo, az LIP 1207 nem befolyasolta a TRPA1 és TRPV1 aktivacidjat, ami arra utal,
hogy a SZV-1287 ezen hatésai fiiggetlenek az SSAO-gatlastol.

Az SZV-1287 szignifikdnsan, koncentraciofiiggd modon gatolta a TRPA1-receptor aktivaciod
altal kivaltott CGRP-felszabadulast, azonban a sejttesteken tapasztaltakkal ellentétben a
TRPV1-receptor aktivacio esetében ez a gatlas nem volt szignifikans. Bar tovabbi vizsgéalatok
szlikségesek a sejttesteken és idegvégzddéseken észlelt TRPV 1-aktivacid-okozta kiillonbségek
pontos molekularis mechanizmusainak feltarasdhoz, feltételezésiink szerint a sejttestben a
kapszaicin viszonylag csekély Ca**-bearamlast valt ki, amelyet az ER gyorsan felvesz a
citoplazmabol. Ezzel szemben ugyanez a mértékii receptoraktivacié az idegvégzddésben mar
elegendd lehet a CGRP-felszabadulas kivaltasdhoz, mivel ott nincs jelen ER vagy Golgi-
apparatus. Ezt a koncepciot alatdmasztjak korabbi kisérleteink is, amelyekben eltéréseket irtunk
le a TRPV1 kapuzasi mechanizmuséaban e struktirdk kozott (1). Egyes adatok arra is utalnak,
hogy kapcsolat lehet a COX-aktivités, a prosztaglandinok és a TRPA1 aktivacié kozott.
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Mivel az SZV-1287 bejut az agyba és TRPV 1 antagonista hatassal rendelkezik, megvizsgaltuk
termoregulacidés biztonsagossagat. Kozismert, hogy a TRPVI receptorok kulcsszerepet
jatszanak a termoregulacioban, és szamos TRPV1 antagonista fejlesztése mind a preklinikai,
mind a klinikai fazisban kudarcot vallott hipertermias hatdsuk miatt. Ezért a
gyogyszerhatosagok eldirjak az uj TRPV1 antagonistak hipertermia preklinikai vizsgalatat.
Mivel a TRPV1 aktivacid protonmodjanak blokkolasa elsdsorban felelds ezért a hatasért,
el0szor az SZV-1287 proton altal indukalt TRPV 1 aktivaciora gyakorolt hatasat vizsgaltuk (16).
Az SZV-1287 szignifikansan csOkkenti a protonok altal indukalt TRPV1 altal kozvetitett
kalctumbeédramlast TG neuron tenyészeten, hasonloan a kapszaicin altal kivaltott valaszokhoz
(16), ami noveli a hipertermia potencialis kockéazatat. Viszont az SZV-1287 két kiilonbozo
kisérleti paradigmaban sem befolyasolta jelentdsen a mély testhdmérsékletet.

Osszefoglalva, az SZV-1287 TRPAI1- és TRPV1-antagonista hatdsa szenzoros neuronokon
hozzajarulhat a vegyiilet kutatdcsoportunk altal leirt fijdalomcsillapito és gyulladasgatlo
hatasaihoz in vivo éllatmodellekben. Ebben a kutatisban az el6zdekben leirt in vitro
vizsgalatokkal vettem részt. Azonban kutatdcsoportunk széles korti in vivo vizsgdlatokat
folytatott és folytat jelenleg is a vegyiilettel. Leirtuk, hogy 1j, tobbcélpontu gyogyszerjeloltiink,
az SZV-1287 gatolja a neuropatias mechanikai hiperalgéziat egerekben. Gyorsan behatol az
agyba, ami legalabb részben egy kozponti hatdsmechanizmusra utal, amely részt vesz
fajdalomesillapité hatasaban. Hoszabalyozé biztonsagossagat igazoltuk annak ellenére, hogy
képes antagonizalni a TRPV1 receptort (15). A kutatdcsoport szabadalmaban az SZV-1287
neuropatids koriilmények kozott kifejtett fajdalomesillapitd hatdsara dsszpontosit. Kiillonbozo
kronikus iziileti gyulladdas modellben bizonyitottuk antihiperalgézids hatdsat, és tisztaztuk a
TRPA1 és TRPV1 receptorok szerepét a hatdsmechanizmusédban i.p. beadas utan. Az SZV-
1287 gyogyszerfejlesztési folyamatat 2016-ban kezdtiik meg, f6 indikacioként a neuropatias
fajdalomra, és nemrégiben benyujtottuk a preklinikai dokumentaciot, amely tartalmazza a
vegylilet és az enteroszolvens készitmeény kémiai, analitikai, technologiai, farmakodinamikai,
farmakokinetikai és toxikoldgiai profiljat. Sikeriilt bizonyitani, hogy mar egyetlen
enteroszolvens kapszulakban torténd kezelés utan csokkenti a neuropatias hiperalgéziat. Ez az
eredmény Osszhangban van a kordbbi, ugyanebben a modellben i.p. adagolds utani
eredményeinkkel. Jelenleg a Fazis Ia human klinikai vizsgélat sikerrel lezajlott egészséges
onkénteseken.

V.3.AZ SST4 RECEPTORON HATO CST-14 ES UJ, KISMOLEKULAS AGONISTAK
HATASAI

A CST-14-el végzett Osszehasonlitd kisérleteink eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre
jutottunk, hogy a szomatosztatin és a CST az SST1 és SST4 receptorokon nagyon hasonld
kotddési profillal és agonista tulajdonsdgokkal rendelkezik (17). Korabbi adataink
bizonyitottak, hogy a szomatosztatin gyulladasgatlo €s antinociceptiv hatasait elsésorban ezek
a receptorok kozvetitik. Jelen vizsgalataink Gjdonsaga abban all, hogy in vitro és in vivo
kisérletekben egyarant igazoltuk, hogy mindkét peptid jelentésen gatolja a szenzoros
neuropeptid CGRP felszabadulédsat a periférias érzdideg-végzddésekbdl, mérsékli az ennek
kovetkeztében kialakuld akut plazmafehérje-extravazaciot, valamint csokkenti a hd- és
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mechanikai hiperalgéziat. Eredményeinket aldtdmasztjadk Capuano ¢és munkatarsai 2011-ben
publikalt adatai is, amelyek szerint a CST és a szomatosztatin érzé neuronokon géatolja a kémiai
inger altal kivaltott CGRP-felszabadulast. Bar a neurogén gyulladdsra és a hiperalgéziara
nagyon hasonld mértékli gatld hatdst fejtenek ki, a CST-14 a gyulladas sejtes komponenseit
tekintve erdsebb gatld hatast fejt ki, példaul az egér talpbdr karragén-indukéalta TNFa-
szintézisére. A karragén altal kivaltott labduzzanatot és mechanikai hiperalgéziat, amelyek
neurogén ¢s nem neurogén komponenseket egyarant tartalmaznak, a két peptid hasonld
mértékben csokkentette. Kimutattdk, hogy CST-14 mRNS expresszidja szomatosztatin
génhidnyos allatokban nem novekszik, ami arra utal, hogy a CST nem csupan a szomatosztatin
egyik szerkezeti variansaként foghato fel. Mivel eredményeink szerint a CST az akut neurogén
gyulladast és a hiperalgéziat a szomatosztatinhoz hasonlé mértékben csokkentette, nagy
valdsziniiséggel a szenzoros idegvégzddéseken talalhatdo SST1 és SST4 receptorok aktivacioja
jatszik szerepet e hatasok kozvetitésében. Bar a nem szelektiv szomatosztatin receptor
antagonista cikloszomatosztatin teljes mértékben kivédte a szomatosztatin hatasait, a CST
hatéasat csak részlegesen blokkolta, ami arra utal, hogy a CST bizonyos gyulladascsokkentd sejt
funkciokat a szomatosztatin receptoroktol eltérd mechanizmusokon vagy mas receptorokon
keresztiil is kifejthet.

A SST4 szomatosztatin receptor homologiamodellezéssel felépitett 3D szerkezete Uuj
lehetdségeket nyit meg olyan gyulladasgatld és fajdalomesillapité hatdsu hatoanyagjeldltek
racionalis tervezésében, amelyek teljesen 1) hatdsmechanizmussal rendelkeznek (18, 19, 20). A
modell segitségével eldrejeleztiik a szabadalmaztatott 0 kismolekulas vegyiileteink kotddési
tulajdonsagait, receptoraktivald képességét SST4-et expresszalo sejtvonalon, valamint in vivo
gyulladascsokkentd €s antihiperalgézias hatasaikat patkanymodellekben. Az 1j SST4 ligandok
tervezése jelentds kihivast jelent, mivel az RNS-szekvencidkon alapuld szamitasokon tul
jelenleg nem all rendelkezésre kisérletes, atomfelbontasu szerkezet a receptorhoz. Ugyanakkor
az SST4 agonistak fejlesztése kiemelt jelentdségli, mivel olyan klinikai igényeket céloznak,
mint a neuropatias fajdalom €s a neurogén gyulladas — amelyek esetében a jelenlegi terapiak
nem kielégitéek. Ennek érdekében épitettiik fel az SST4 receptor atomfelbontasi modelljét
homologiamodellezéssel. Az atomfelbontasu szerkezet birtokdban egy reprezentativ ligandszett
segitségével teszteltiik a modell hasznossagat a ligandtervezésben, koztiik magas és alacsony
affinitasu vegyiileteket, valamint referenciaként a szuperagonista J-2156-ot is. A modell és a
dokkolasi eljarasok képesek voltak szerkezetileg megkiilonboztetni a pozitiv és negativ kontroll
ligandokat, illetve a hozzajuk tartozé magas €s alacsony affinitasu kotohelyeket. Ez azt jelzi,
hogy a modell kivalo alapot biztosit az 0j ligandok szerkezeti GOsszehasonlitdsdhoz és
tervezéséhez.

A dokkolasi eredmények szerint az SST4 szerkezetében magas ¢és alacsony affinitast
kotéhelyek egyarant talalhatok. A compound 1 sajat molekulank a magas affinitds H2
kotézsebbe illeszkedik, hasonldéan a J-2156-hoz. Ugyanakkor a jel6lt szomatosztatint csak
22,14%-ban szoritotta ki, ami magyarazhat6 azzal, hogy a szomatosztatin t6bb kdtéhelyhez (L
vagy HI1) is képes kapcsolodni. Ezt aldtdmasztja, hogy valamennyi vizsgalt vegyiilet
[**S]GTPyS-aktivacidja hasonld mértékii volt a J-2156-éhoz és az NNC 26-9100-¢hoz. Az in
silico modellezési eredmények a masodik 1épcsOben vizsgalt sajat kismolekulas vegyiileteink
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esetén is azt mutattdk, hogy a vegyiiletek hasonld kotddési energiaval és a referencia-
agonistakhoz atfedd kotohellyel kapcsolodnak az SST4 receptorhoz.

Bar az in vitro médszerek egyértelmiien igazoljak a kotddést €és a receptoraktivalast, az SST4
ligandok terapids jelentdsége foként in vivo kisérletekben itélhetd meg. Az MO helyi
alkalmazasa patkanyon jol jellemzi az akut gyulladas neurogén komponensét. Legfontosabb in
vivo eredményeink egyike, hogy a 100 pg/kg dozisban oralisan adott vegyiileteink (elsé sorozat
- compound 1-5) 40—-60%-kal csokkentette az akut neurogén plazmaextravazacidt. Ez alapjan
igéretes jeloltek lehetnek akut vaszkularis gyulladds csokkentésére. A heptapeptid TT-¢és a
nempeptid J-2156 szintén csokkentette az MO éaltal kivaltott extravazaciot, mig a diclofenac és
a COX-2 gatlé meloxicam korabban nem mutattak hatast. F6 hatranyuk azonban, hogy egyik
sem adhato szajon at. A traumas eredetli neuropatias fajdalom komplex mechanizmus, amely
periférias €s centralis idegrendszeri folyamatokat egyarant érint. A peptiderg szenzoros idegek
aktivacioja stlyos fajdalmat, hiperalgéziat, 6démat és gyulladasos kaszkéadot indit el — mindez
gatlok hatastalanok. A centralis idegrendszerre hat6 adjuvans fajdalomcsillapitok erds
mellékhatasaik miatt problémasak. A neuropatias fajdalom egyik legszélesebb korben
alkalmazott modellje a részleges iiloideg-lekotés. Jelen értekezésben tobb, szajon at adhato,
nempeptid SST4 agonista 28—62%-0s hiperalgézia-gatlast valtott ki. Bar a J-2156 hat4sossagat
mas modellekben igazoltdk szajon at az nem alkalmazhat6. A Lipinski-féle ,,Rule of Five”
(ROS) alapjan végzett értékelés egyértelmiien megerdsitette, hogy ezek a molekuldk ,,drug-
like” tulajdonsadgokkal rendelkeznek. A ROS5-t az ordlisan alkalmazhatd gyogyszerjeloltek
vizoldékonysaganak és bélrendszeri permeabilitasanak eldrejelzésére fejlesztették ki. Mivel
ezen vegyliletek a kdzponti idegrendszert célozzak, és az oralis alkalmazhatosag kivanatos, a
Lipinski-analizis alapjan valoszinisithetd, hogy jo biohasznosulassal és a vér—agy gaton vald
atjutassal rendelkeznek.

Osszefoglalva, jellemeztiik az 0j, szdjon 4t adhatd szabadalmaztatott 4-fenetilamino-7H-
pirrolo[2,3-d]pirimidin szdrmazékok SST4 agonista tulajdonsagait in vitro receptoraktivacios
vizsgalatokban, és bemutattuk gyulladasgatlo és antihiperalgézias hatasaikat patkany neurogén
gyulladés és kronikus neuropatids fajdalom modelljeiben. Eredményeink bizonyitjak, hogy az
uj pirrolo-pirimidin ligandumok ,,drug-like” tulajdonsagu SST4 agonistak, €és meggy6zo
bizonyitékot nyljtanak kronikus neuropatids fajdalom gatldsiara. Ennek megfelelden igéretes
kiindulopontot jelentenek egy olyan Uj analgetikumcsalad fejlesztéséhez, amely valodi
megoldast nyajthat egy jelenleg nagyrészt kielégitetlen klinikai igényre, tehat jelentds terapias
potencialt latunk ezekben az SST4 agonistdkban. Hatdsmechanizmusuk szamos vondsaban
hasonlit az opioid agonistdkéhoz: Gi-fehérjéhez kapcsolt, jellemzben preszinaptikus receptorok
aktivalasaval csokkentik a proinflammatorikus és pronociceptiv medidtorok felszabadulasat a
periférids és centralis nociceptiv végzddésekbdl. Mivel az SST4 nem vesz részt a
szomatosztatin endokrin hatdsaiban, a mellékhatasprofil kedvezOnek varhat6. A
gyogyszerfejlesztési érdeklddést jol jelzi, hogy a Lilly licencszerzddést kotott az SST4 agonista
CNTX-0290-re, amelynek II. fazisa klinikai vizsgalata lezarult (https://centrexion.com).
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VI. KONKLUZIO ES HASZNOSITHATOSAG

1. A lipid raftok megbontasa in vitro TRP ioncsatorna aktivacio csokkenéssel és in vivo
antinociceptiv és gyulladasgatlo hatassal jar. A TRP ioncsatorndk és a plazmamembran
lipid komponensei kézotti hidrofob kapcesolatok terapias célpontok lehetnek, lipid raft
karositd anyagok topikalis alkalmazasa periférids analgetikus stratégiat jelenthet a
jovoben.

2. Az SSAO-gatlo kismolekulds vegyiiletiinknek, az SZV-1287-nek kettés TRPV1 és
TRPA1 gétld hatisa van, amely hozzdjarulhat in vivo fajdalomcsillapitdo és
gyulladasgatlo hatdsdhoz egérmodellekben. A vegyiilet Fazis I1. vizsgélatat neuropatias
fajdalom indikacioval szeretnénk elkezdeni.

3. Kismolekulas receptor agonistdink az SST4-es receptoron hatva gyulladasgatld és
fajdalomcsillapitd hatast képesek kifejteni. A szabadalmaztatott agonistak preklinikai
vizsgalatai jelenleg is folynak.

E hérom pilléren alapuld kutatasi eredményeinket, melyek alatdmasztjak a kutatdsi
koncepcionkat dsszefoglalva a 10. abran mutatom be.

afferens funkcié . . lokalis efferens
nocicepcio Gyulladaskeltd funkcio:

neuropeptidek: neurogén gyulladas
CGRP, SP
NKA u

szisztémas efferens
funkcié:
fajdalomcsillapito
SST4 ©s gyulladasgatlo
hatas

"kapszaicin-
érzékeny" érzdideg-
végzodés
Gyulladaskelté
neuropeptidek:
szomatosztatin

a gatlé SST4 reT:eptor
3 aktivalasa szintetikus
agonistakkal

a hidrogén-peroxid
Ll’pld ra’ft o akrolein, } SSAO
karositok kapszaicin, RTX metilglioxal, , =
TRP ioncsatorna alacsony pH formaldehid, termékek™ X~ [SSAO gatlo
gatlas 243°C AITC, hideg inger, SZV-1287

mechanikai inger,

10. abra: Kutatasi koncepcionk - Fajdalomcsillapitd és gyulladasgatlo hatas a lipid raft
kérositd anyagok (1), az SSAO gatlo SZV-1287 (2) és az SST4 receptort aktivaldo agonistak
alkalmazaséval (3).
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UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

. Elsoéként irtuk le, hogy mind a koleszterin deplécid, mind a szfingomielin deplécio gatolja
a TRPV1, TRPA1 ¢és TRPMS ioncsatorndk aktivaciojat érzé neuronokon, periférias
érzdideg-végzodéseken és TRPV1 vagy TRPA1 receptort expresszalo CHO sejteken. A
TRPM3 receptor aktivacidjat csak a Cl karboxamido-szteroid vegyiiletiink volt képes
gatolni, mely értékes kisérleti eszkdz lehet a koleszterin deplécid tanulmanyozaséhoz.
Bizonyitottuk, hogy a lipid raft karosité kezelések ugyanakkor a fesziiltségfiiggd Ca®" -
ioncsatornak miikodését nem befolyasoljak sem érzoneuronokon sem érzdideg-
végzOdéseken. In silico bizonyitottuk a kiilonbségeket TRPV1, TRPM3 ¢s Cav 1.3
fesziiltségfiiggd L-tipusu Ca®" ioncsatorndk és a lipid raftok koleszterin molekulai kozott
kialakul6 kotddési modok kozott. Bizonyitottuk az endogén TRPV1 és TRPA1 antagonista
resolvinok az ioncsatorna gatlast a lipid raft karositd hatasukkal egyfitt is elérhetik.
Szerkezet-hatas Osszefliggéseket vizsgaltunk kiilonbozd struktaraja CD szarmazékokkal
torténd kezelés utan. In silico modellezéssel jellemeztikk a CD-koleszterin kotéseket
metilezett és nem metilezett CD szarmazékok esetén.

. Jellemeztiik a lipid raft karositd anyagok hatdsit a membranpolaritdsra ¢és
membranfluiditsra.

. Elsoként irtuk le a lipid raft karosité anyagok fajdalomcsillapito és gyulladasgatlo hatédsait
in vivo fajdalom ¢&s gyulladds egér modelljeiben. Eredményeink alapjan arra
kovetkeztetiink, hogy a receptormiikddés szabalyozdsdban fontos szerepet jatszanak a
hidroféb  kapcsolatok. Ezen megfigyelések nyoman felmeriil egy alternativ
gyogyszerfejlesztési szemlélet, irdnyvonal lehetdsége, melyhez elengedhetetlen a
ligandum-receptor interakcioban a hidrofob kapcsolatok vizsgalata.

. Els6ként irtuk le, hogy az SZV-1287 vegyiiletiinknek kettds, TRPV1 és TRPA1 antagonista
hatdsa van érzd neuronokon, periférids érzéideg-végzodéseken és TRPV1 vagy TRPAI1
receptort expresszalo CHO sejteken.

. Bizonyitottuk, hogy a CST-14 molekula kotodik az SST4 receptorhoz, és aktivalja azt,
valamint leirtuk gyulladasgatlo és fajdalomcsillapitd hatasait allatkisérletes modellekben.

. Bizonyitottuk, hogy sajat fejlesztésli, szabadalmaztatott, szajon 4t adhat6 pirrolo-pirimidin
vegyiileteink SST4 receptoron keresztiil hatnak. Létrehoztuk az SST4 receptor homologia
modelljét in silico, és ebben tesztelni tudjuk a potencidlis SST4 receptor agonista
vegyiileteket. Bizonyitottuk a vegyiiletek fajdalomcsillapito és gyulladdscsokkentd hatasat

neurogén gyulladas és neuropatias fajdalom in vivo éllatkisérletes modelljeiben.
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