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A ,,Capsaicin-szenzitiv neurogén mechanizmusok a meningealis nocicepcioban €s a dura

crer

Korabbi vizsgalataink szerint a meningealis vérataramlas szabalyozasaban jelentOs szerepet
jatszanak a TRPV1- (capsaicin-) receptort expresszald nociceptiv érzo idegek (Dux és mtsai,
J. Physiol, 552:859-67, 2003). Szamos irodalmi €s sajat megfigyelés utal a fajdalomérzo
rendszer aktivalasdban és lokalis regulatorikus mikodésekben egyarant szerepet jatszo
capsaicin-érzékeny afferens idegrostok karosodasara diabetes mellitusban. Ezért jelen
vizsgalatainkban streptozotocinnal kivaltott kisérletes diabetes mellitusban szenvedd felnott
Wistar patkdnyokban vizsgaltuk a meningedlis neurogén szenzoros vaszkularis reakciokat
l1ézer-Doppler aramlasméréssel nyitott koponya-ablak technikaval. Az allatokat 2, 4 illetve 6
héttel a diabetes indukcidjat kovetden hasznaltuk kisérleteinkhez. Kettd illetve 4 héttel a
streptozotocin kezelést kovetden nem taldltunk eltérést a kontroll és diabéteszes allatok
vaszkularis reakcidiban; hat héttel a kezelést kdvetden azonban szignifikansan csokkent a
capsaicinnel kivalthaté vazodilataci6 mértéke. Emellett megallapitottuk, hogy ezekben a
diabeteszes allatokban a capsaicin mar alacsony koncentraciok alkalmazisa esetén is a
szokdsos vazodilatacidos valasz helyett vazokonstrikciot valt ki. A diabéteszes allatok
meningedlis érreakcidit egyéb vazoaktiv medidtorok alkalmazasa utan is megvizsgaltuk.
Megallapitottuk, hogy diabéteszes allatokban a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP),
hisztamin és acetilkolin lokalis applikacidjara adott véraramléds-valaszok nem kiilonboztek a
kontrollhoz képest. A capsaicin érzékeny idegrostok funkcionalis karosodasat neurokémiai
vizsgalataink is igazoltdk. ELISA mddszerrel mérve 5 percig tartd in vitro capsaicin
stimulaciot kovetéen mind kontroll, mind diabeteses dura mintakban fokozott CGRP-
felszabadulast mértiink a stimulust megel6zd allapothoz képest, a diabeteses allatokban
azonban az emelkedés mértéke szignifikansan elmaradt a kontroll mintdkban mért értékektol.
Tart6s insulin kezelés (szubsztitiicid) mind a vaszkularis (vazodilatacios) valaszokat, mind
pedig az in vitro mért CGRP-felszabadulast a kontrolhoz hasonld szintre allitotta vissza.
Eredményeink alapjan az aldbbi kovetkeztetéseket vonhatjuk le: 1) Kisérletes diabetes
mellitusban a capsaicin meningealis vérataramlast fokozoé hatisa jelentdsen gatolt vagy
eltlinik; 2) Diabeteszes allatokban szignifikansan csokken a capsaicin 4ltal kivaltott CGRP
felszabadulads az afferens idegekbdl; 3) A diabéteszes allatokban a vizsgélt vazoaktiv
mediatorok — amelyek dontéen nem a capsaicin-szenzitiv érz6 idegek aktivalasa utjan hatnak
— véraramléas-fokozo hatasukat valtozatlanul kifejtik; 4) Az érzd idegek altal kozvetitett
neurogén vaszkularis reakciok karosodasa szerepet jatszhat a meningealis nociceptor-funkcid
diabeteszben megfigyelt zavarainak kialakulésaban.
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Tovabbi vizsgalataink a 2-es tipusu proteaz aktivalt receptor (PAR-2) meningealis nociceptor
funkcioban betoltott szerepének tisztdzasara iranyultak. A PAR-2 aktivalasa fontos szerepet
jatszik gyulladasos reakciok, igy a neurogén gyulladds mechanizmusaban is, amelynek
kiemelt jelentdséget tulajdonitanak a migrén pathomechanizmuséban. Kisérleteinkben a
migrén egyik elfogadott allatkisérletes modelljében, az a. meningea media ill. agai
véraramlasanak mérésére alkalmas lézer-Doppler aramlasméréssel tanulméanyoztuk a PAR-2
aktivacidjat kovetden a meningedlis erek aramlasi viszonyait nyitott koponya-ablak
technikdval patkdnyban. Megallapitottuk, hogy mind a tripszin, a PAR-2 természetes
aktivatora, mind pedig a PAR-2 receptort aktivalo agonista peptid, a SLIGRL-NH2
véraramlas-fokozodast valt ki, amelyet jelentds részben a capsaicin-szenzitiv idegek
medidlnak. Eldzetes szisztémds és/vagy lokalis capsaicin deszenzibilizalds szignifikdnsan
gatolta a PAR-2 altal kivaltott vazodilataciot. Ugyancsak gatolta a PAR-2 aktivalds hatasat a
CGRP antagonista CGRPS8-37 ¢és a nitrogén monoxid szintetaz gatlasa (L-NAME). A
neuronalis nitrogén monoxid szintetaz gatlasa (1-(2-trifluoromethylphenyl) imidazol) azonban
nem befolyésolta a vazodilatacids valaszt. A SLIGRL-NH2 PAR-2 agonista peptid eldzetes
adagolasa jelentdsen fokozta a capsaicin vazodilatacios hatdsat; a capsaicin igen alacsony
dozisainak alkalmazéasa, amelyek Oonmagukban nem hatasosak, szignifikdnsan fokoztdk a
meningealis vérataramlast. Eredményeink arra utalnak, hogy a PAR-2 receptorok a capsaicin-
szenzitiv idegeken lokalizéltak, aktivalasuk meningedlis aramlésfokozodast valt ki, amelynek
mechanizmuséaban szerepet jatszik a NO ¢és a dura nociceptiv idegeibdl felszabadulo CGRP. A
PAR-2 aktivéaladsa a meningedlis afferens idegeket szenzibilizalja, ami szerepet jatszhat a dura
szenzoros milkddéseiben a nociceptor mitkkodés és a CGRP felszabadulasanak modulacioja
réveén.

Morfologiai vizsgalataink retrograd jelolés és immunhisztokémiai modszerek alkalmazasaval
direkt bizonyitékot szolgaltattak a patkdny dura materének peptiderg és TRPV1-pozitiv
trigeminovaszkularis beidegzésére vonatkozoan. Elséként mutattuk ki, hogy a TRPVI és a
PAR-2 a meningedlis idegekben kolokalizacioban fordul eld, ami morfologiai alapjat
szolgaltatja a két receptor funkciondlis interakcidinak. Eredményeinkrél nemzetkozi
tudomanyos konferencidkon és kozleményekben szamoltunk be és a projekt soran végzett
munka alapjan egy Ph.D. értekezés is megvédésre kertilt.
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A jelen projekt keretében vizsgalatokat végeztiink az elsddleges érzdganglionsejtek altal
expresszalt és a nociceptiv folyamatokban alapvetd szerepet jatszo, a kiilonbozd nociceptiv
ingereket molekularis szinten integrald TRPVI1 receptor funkcidjat/expresszidjat
modulalé/regulald molekularis mechanizmusok feltardsdra. A gerincveldi és trigeminalis



primer afferens termindlisok periférids idegsériilést kovetd plaszticitdsdnak vizsgalata soran
kimutattuk, hogy a karosodott capsaicin-érzékeny C rost afferensek fokozottan kotik és
transzportaljak az AB rostok specifikus markerének tekintett choleratoxin B alegység—
tormaperoxiddz konjugatumot (CTB-HRP). Megfigyelésiink a CTB-HRP receptoranak, a
GM1 gangliozid anyagcseréjének idegsériilést kovetd valtozasara utalt. A GMI1 és mads
gangliozidok a detergens-rezisztens membran mikrodomének (lipid raftok) alkotoelemei,
amelyek szdmos neuronalis folymatban, példaul az idegndvekedési faktor (NGF)
szignalizacioban is szerepet jatszanak. Tekintettel a membran gangliozidok, az NGF
szignalizacio6 és a vanilloid 1. tipusu tranziens receptor potencidl (TRPV1) receptor funkciok
kozotti osszefliggésekre, vizsgaltuk a gangliozid szintézis farmakoldgiai befolydsolasanak a
szenzoros neuronok capsaicin érzékenységére, a TRPV1 csatorna expressziojara ¢és
aktivalasara kifejtett hatasait.

Kisérleteinket patkany hatsogyoki €s trigemindlis ganglionjaibol készitett neuron kultirakon
végeztiik. A glukozilceramid-szintazt, a gangliozid szintézis kulcsenzimét D-threo-1-phenyl-
2-decanoylamino-3-morpholino-propanol (D-PDMP) adéasaval (10-50uM) gatoltuk. A
neuronok CTB ko&tésének konfokalis mikroszkopos vizsgalata igazolta, hogy a D-PDMP
kezelés i1d6- és koncentracio-fliggd modon csokkentette a sejtmembran GMI1 gangliozid
tartalmat. Kobalt felvétel technikaval kimutattuk, hogy a D-PDMP eldkezelés reverzibilisen
csokkentette a capsaicinnel (1 uM) aktivalt neuronok aranyat (kontroll: 29,7% vs. 50 uM D-
PDMP: 11,6%). A kalcitonin gén rokon peptid (CGRP) felszabadulas vizsgalata kimutatta,
hogy a D-PDMP kezelés csokkentette a 100 nM capsaicinnel kivaltott CGRP felszabadulast,
de nem befolyasolta a 60 mM-os KClI-dal kivaltott valaszt. Immuncitokémiai vizsgalatokkal
kimutattuk, hogy a D-PDMP a TRPV1 csatorna expresszidjanak jelentds, kozel 40%-os
csOkkenését okozta, de mas, a nociceptorokra jellemzd biokémiai markerek expresszioja
(CGRP, IB4) nem valtozott. A TRPV1 expresszioé egyik legfontosabb regulatoranak, az NGF
szignalizacidjanak zavarara utal, hogy a D-PDMP kezelés gatolta az NGF akut szenzitizalo
hatdsat a capsaicinnel kivaltott kobalt felvételre. Eredményeink ravilagitanak a TRPV1
csatorna ¢és a neuronalis capsaicin érzékenység szabalyozasanak 0j, a membran gangliozidok
¢s a gangliozidokban gazdag membran mikrodomének altal kozvetitett mechanizmusara. A
nociceptiv funkciok sejtmembran Osszetételhez és annak szupramolekuldris szervezddéséhez
kothetd szabalyozasdnak megismerése tovabbi lehetdséget teremthet a fajdalomérzés
periférids mechanizmusainak vizsgalatara és befolyasolasara. Eredményeinkrél nemzetkozi
tudomanyos konferencidkon ¢és kozleményekben szamoltunk be.

Jancsd G., Dux M., Oszlacs O., Santha P.: Activation of the transient receptor potential
vanilloid-1 (TRPV 1) channel opens the gate for pain relief. Br. J. Pharmacol. 155, 1139-
1141, 2008

Impakt faktor: 4.902

Jancsé G., Katona M., Horvath V., Santha P., Nagy J.: Sensory nerves as modulators of
cutaneous inflammatory reactions in health and disease. In: Jancso G. (Vol. ed.),

Neurolmmune Biology, Vol. 8: Neurogenic Inflammation in Health and Disease (Elseveir,
Amsterdam) pp. 3-36, 2009

Jancs6é G., Oszlacs O., Dobos 1., Santha P.: Glucosylceramide synthase regulates the
capsaicin sensitivity of cultured dorsal root ganglion neurons. 6th Forum of European
Neuroscience Societies. Geneva, Switzerland, July 12-16, 2008



Santha P, Oszlacs O, Dux M, Dobos I, Jancsé G. Inhibition of glucosylceramide synthase
reversibly decreases the capsaicin-induced activation and TRPV1 expression of cultured
dorsal root ganglion neurons.

Pain, 2010 Apr 26. [Epub ahead of print]

Impakt faktor: 6,03



