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ALTALANOS BEVEZETES

A CAPSAICIN-ERZEKENY SZENZOROS NEURONOKROL, AZ ANANDAMID
SZENZOROS NEURONOKRA GYAKOROLT HATASAROL

Az elsdédleges érzéneuronok vizsgalatdban fontos szerepe van a paprika (Capsicum
annuum) csipéanyaganak, a capsaicinnek (8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamide), melynek elsé
farmakoldgiai vizsgéalata magyar tudosok nevéhez flizédik (Hoégyes, 1878, Jancsd Miklos,
1955). A capsaicin szelektiv hatdsara mar ezek a korai vizsgalatok is felhivtak a figyelmet, és
kiilonosen fontos volt Jancs6 Miklosnak az a megfigyelése, mely szerint capsaicin nagy
doézisai utdn a kémiai fajdalomkeltd anyagokkal szemben deszenzibilizacié alakul ki. Tovabbi
vizsgélatok bizonyitottak, hogy a capsaicin szelektiven izgatja majd karositja a hats6 gyoki
illetve a trigeminalis elsédleges érzéneuronok egy csoportjat (Jood és mtsai, 1969, Szolcsanyi
és mtsai, 1975). A capsaicin-érzékeny primer afferens neuronoknak (Szolcsanyi, 1982) ehhez
melyek forrd ingerekkel, kémiai fajdalomkelté anyagokkal és mechanikai ingerekkel egyarant
aktivalhatoak.

Erzéducokban a szenzoros neuronok két f6 csoportjat szovettani festddési
tulajdonsagaik alapjan meg tudjuk kiilonboztetni (Andres, 1961, Lieberman, 1976). Az egyik
csoportba nagyobb (25-80 um), vildgosan festédo sejtek tartoznak, ezeket A tipust sejteknek
hivjuk. Az ezekhez tartozd axonok vastagabbak és velOhiivelyesek. A masik csoportba a
kisebb (10-25 pm), sotéten festddd B-tipusu sejtek tartoznak. Axonjaik veldtlen, C-tipust,
vagy vékony velShiivelyli Ad rostok. A festddésbeli kiilonbségek onnan erednek, hogy a
nagyobb A-tipust sejtekben sok a vilagosan festddd neurofilamentum. Az endoplazmas
retikulum rovidebb lamellakbol 4ll és a mitokondriumok egyenletesen oszlanak el a
citoplazmaban. A kisebb B-tipust sejtek citoplazmaja a sok szabad riboszoma, valamint
kevesebb neurofilament miatt sotétebbre festddik. Az endoplazmds retikulum lamellai
ugynevezett Nissl-testeket alkotnak, tobb benniik a Golgi apparatus, ezek jobban strukturaltak
mint az A sejtekben. A mitokondriumok a sejtmag koriili régioban koncentralodnak.

A capsaicinnel végzett szerkezet-hatds vizsgéalatok vetették fel eldszor egy specifikus,
capsaicinnel aktivalhaté farmakologiai receptor 1étezését (Szolcsanyi és Jancso-Gébor, 1975,
1976). Az errdl megjelent elsd kozlések utan tobb mint 20 évvel sikeriilt a receptor 1étezéseét
klonozassal bizonyitani (Caterina €s mtsai, 1997). A receptor a vanilloid receptor (VR1) nevet

viseli, mely utal arra, hogy capsaicinen kiviil egyéb vanilloid anyagok is képesek aktivalni. A



VR1 capsaicin receptor nem-szelektiv kationcsatorna, mely leginkabb a kalciumionra
permedbilis (Bevan és Szolcsanyi, 1990, Caterina €s mtsai, 1997). Mivel a savas pH, vagyis
magas protonkoncentracid és 48°C- nal magasabb fajdalmas hdinger is nyitja a VRI
kationcsatornat, igy e két utobbi inger a receptor természetes aktivatoranak, a VR1 pedig a
fajdalmas fizikai és kémiai ingerek molekularis integratoranak tekinthetd (Tominaga és mtsai,
1998). Ujabban néhany adat utal arra is, hogy a szenzoros neuronok mellett az idegrendszer
szamos teriiletetén (a limbikus rendszer strukturai, stridtum, hipotalamusz preoptikus aredja,
talamusz, kisagy, hid) sikeriilt VR1 receptort kimutatni. Napjainkban mar tobb olyan anyagot
ismerlink melyek képesek hatni a VR1 receptoron. Ezek kozott vannak szintetikus anyagok,
mint az olvanil, nuvanil, valamint a természetben is el6fordulé anyagok, mint példaul a
zingeron, piperin, resiniferatoxin, guajacol, eugenol, triprenyl fenolok és terpenoidok. A
felsorolt anyagok kiilonbozhetnek mind receptort izgatd, mind deszenzitizalo hatiasukban.
Kiilonosen érdekes az Euphorbia resinifera-bol nyert resiniferatoxin (RTX), mely kiilonb6z6
receptorkotési és deszenzitizacids vizsgalatokban tobb ezerszer mutatkozott hatasosabbnak
mint a capsaicin (Blumberg ¢és mtsai, 1993, Szallasi és Blumberg, 1990, 1999), és képes a
pulmondlis kemoreflexet eldzetes aktivacido nélkiil deszenzitizalni (Szolcsanyi és mitsai,
1989). Korabban feltételezték, hogy a capsaicin és az RTX két kiilon receptor altipuson
hatnak, C-tipusu és R-tipust receptor altipusok létezésérdél beszéltek. A VRI1 receptor
klonozasa azonban bizonyitotta, hogy egyazon receptort aktivalja mindkét agonista vegytilet.

A VRI receptor klénozasa ota megnovekedett az érdeklédés a vanilloid-kutatas
teriiletén, mivel a receptor inaktivaldsa eldzetes izgatds nélkiil elvezethet az elsé olyan
fajdalomcsillapitdo gyodgyszerhez, mely szelektiven a nociceptorokon fejti ki hatdsat. Azota
mar tobb olyan molekulat talaltak melyek nagyfokt hasonldsagot mutatnak a VR1-el. Ilyen a
VRLI (vanilloid receptor-like protein) melyet a magas hd aktival, valamint a SIC (strech-
inhibitable channel) mely mechanoszenzitiv tulajdonsagokkal bir (Szallasi és Di Marzo,
2000). A VRI1 receptoron kiviil azonban tovabbra sem talaltak olyan rokon molekulat, mely
capsaicinnel, RTX-el vagy mas vanilloid struktaraval aktivalhato lett volna.

Ujsziilottkori capsaicin elkezelés utan felnétt allatban szignifikansan kevesebb a B-
tipusu szenzoros neuronok ¢€s a veldhiively nélkiili rostok szdma (Jancso6 €s mtsai, 1977, Nagy
¢s mtsai, 1980, 1983, Jancso és Kiraly, 1981, Lawson, 1987, Sugimoto ¢és mtsai, 1998). Ezzel
szemben hasonl6 sejtpusztulast felnéttkori elokezelés utan nem sikeriilt kimutatni és a hatsé
gyoki C-tipusu afferens rostok szama sem csokkent (Jo6 és mtsai, 1969, Szolcsanyi és mtsai,
1975, Sugimoto és mtsai, 1998). Ujsziilott allatokban a capsaicin okozta karosodast akut

neurotoxikus sejtpusztulasként irtdk le, mely fél ora alatt mar manifesztalodik (Jancso €s



mtsai, 1977, Jancso és Kirdly, 1981, Jancs6 és mtsai, 1987), ezért a szerzok a funkcionalis
karosodast az elpusztult neuronok hidnyaval magyarazzak. Felndttkori capsaicin vagy RTX
elékezelés utan komoly mitokondriumkarosodés figyelhetd meg egyes B sejtekben, mely
axonszamanak csokkenésével (Tandrup és mtsai, 2000) vagy az érzdduc neuronjainak akut
pusztulasdval nem sikeriilt alatdmasztani (Jod és mtsai, 1969, Szolcsdnyi €s mtsai, 1975,
Szallasi €s mtsai, 1989, Sugimoto és mtsai, 1998). Kvantitativ morfometrias bizonyitékot
(Tandrup és mtsai, 2000). Az jsziilottkori €s felndttkori eldkezelés cellularis hatasai kozotti
kvalitativ kiilonbségek magyardzata nem ismert. A VRI1 receptoron hatd fiajdalomcsillapito
gyogyszerek kifejlesztésénél lényeges szempont, hogy az 1) vegyiiletek szintéziséhez
hasznalatos vezetdmolekuldk, mint a capsaicin, RTX esetleg az anandamid rendelkeznek-e
akut sejtpusztuldst kivaltd neurotoxikus hatdssal vagy sem. Az ujsziilottkori capsaicin
elokezelés gyors sejtpusztulast kivaltd hatasat azonban csak egyes neuronok ultrastrukttralis
elvaltozasaival bizonyitottdk, és a kezelést kovetden kvantitativ morfometrids mérésekre
érdekes modon a jelenség leirdsa 6ta eltelt tobb mint két évtized o6ta nem keriilt sor.

A VRI receptor sikeres klonozasa megujitotta az endogén ligand azonositasara tett
erOfeszitéseket is. A 2000. és 2001. években kozolt bizonyitékok sora szol amellett, hogy az
anandamid (N-arachidonilethanolamide) viszont kozvetleniil a VR1 receptort aktivalja, igy
felmeriilt annak a lehetdsége, hogy ez a molekula lenne a VR1 endogén ligandja (Zygmunt és
mtsai, 2000, Szolcsanyi, 2000a, Smart és Jerman, 2000, Szolcsanyi, 2000b). Az anandamid az
elsként megismert endogén cannabinoid, melynek kimutatisaval az agyban igazoltak egy
endogén cannabinoid szabalyoz6 rendszer 1étezését (Devane €s mtsai, 1992). Az anandamid
az endocannabinoidok két ismert receptor altipusa (CB1 és CB2) koziil a CB1 altipushoz
kapcsolodik nagyobb affinitassal. CB1 receptorok agyi struktirakon mutathatok ki, mig a
CB2 receptorok jelenléte inkdbb az immunrendszerre jellemzd. A CBI1 receptor aktivacio
anandamid hataséara az adenil ciklaz valamint a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak gatlasdhoz
vezet. Transzmitter felszabaduldst gatlo hatdsa van, és szamos idegrendszeri folyamat
neuromodulatora. In vivo kisérletekben az anandamid csdkkenti a spontan motoros aktivitast,
hipotermiat, immobilitast okoz, valamint analgetikus hatasa is van (DiMarzo és mtsai, 1998,
2001). Az anandamid ¢€s egy szintetikus capsaicin analdg, az olvanil kémiai hasonldsaga miatt
kezdték vizsgalni, hogy a vanilloidok képesek-e hatni a CB receptorokon. Az olvanilrol
kideriilt, hogy parcidlis CB1 receptor agonistaként viselkedik, és akarcsak az anandamid

transzport inhibitor AM404, az olvanil is képes gatolni a [*'H]anandamid akkumulaciot human



astrocytoma sejtekben (Beltramo ¢és Piomelli, 1999). Ez utdan keriiltek az érdeklddés
kozéppontjaba a vanilloid kutatés teriiletén is a cannabinoidok és az anandamid. Az anadamid
feltehetéen képes a cannabinoid €s a capsaicin receptorok kozti interakciéra mind az
idegrendszeri mind a kardiovaszkuldris struktirdkon (Zygmunt és mtsai, 1999). A 2001.
évben megjelent kozlések bizonyitottnak vélik, hogy az anadamid a cannabinoid receptorok
mellett a VR1 receptort is aktivalja, a vitak inkdbb a VR1 aktivacié fiziologiai szerepérdl
folynak (Zygmunt és mtsai, 2000, Szolcsanyi, 2000a, Smart és Jerman, 2000, Szolcsanyi,
2000b). Mivel az anandamid ellentétes hatdsokat kozvetit a CB1 valamint a VRI1 receptor
aktivacion keresztiil (példaul a CB1 receptor aktivacié a fesziiltségfiiggd kalciumcsatornak
gatlasdhoz vezet, mig a VR1 receptor aktivalasa kalciumion-bedramlast okoz a sejtekbe) ezért
azokon a strukturakon ahol mindkét receptor megtaldlhato, két nagysagrenddel nagyobb
affinitdsa a CBI1 receptorhoz nem engedi fizioldgias koriilmények kozott manifesztalodni a
VR1 agonista hatast (Szolcsanyi 2000a, 2000b). Feltételezik azt is, hogy az anandamid
fiziologiai szerepe az intracelluldris szigndl mechanizmusok finom szabalyozésa lenne

(DiMarzo és mtsai, 2000, Szallasi, DiMarzo, 2000).



AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

I. Célunk volt kvantitativ morfometriai vizsgalattal ellendrizni 0jsziilottkori capsaicin
elokezelés hatasait patkdny trigeminalis ganglion sejteken. Elektronmikroszkopos
vizsgalatokat és nociceptiv tesztet (capsaicin szembe cseppentésével kivaltott védekezd
magatartads vizsgalata) végeztiink, hogy a sejtek ultrastruktaralis allapotat valamint a
nocicepcid valtozasat figyelemmel tudjuk kovetni. Vizsgaltuk idegndvekedési faktor ("nerve
growth factor" (NGF)) kezelés hatasait capsaicin-kezelt allatok trigeminalis ganglionsejtjeire.

II. Patkdny trigeminalis ganglionsejt-tenyészeten vizsgaltuk 3 anyag, a capsaicin,
anandamid ¢és RTX neuronokra kifejtett hatdsat. Intracellularis kalciumionszint-mérést
végeztiink fura-2 AM fluoreszcens festéket haszndlva. Célunk volt a capsaicin és az
anandamid, mint VRI1 receptor kiils6 ¢és endogén ligandok ganglionsejtekre kifejtett
hatasainak 6sszehasonlitasa.

III. Kisérleteinben ujsziilottkori anandamid és capsaicin eldkezelés tartds hatasait
kivantuk Osszevetni. A forrd ingerekre adott nociceptiv valaszt tail-flick teszttel vizsgaltuk.
Ellendriztiik az el6kezelés hatdsat az érzdédiucok ganglionsejtjeinek ultrastrukturdjara a kezelés
utan kiilonb6z6 idépontokban.

IV. Patkany trigeminalis ganglionsejt-tenyészeten fel akartuk tarni a mitokondriumok
szerepét a capsaicin €és RTX hatdsanak kialakulasdban. A mitokondriumok részvételét a
capsaicin  intracelluldris  kalciumionszintre  gyakorolt hatdsa alapjan  vizsgaltuk

mitokondriumpotencialt befolyasold szerek jelenlétében.



I. UJSZULOTTKORI SZISZTEMAS CAPSAICIN KEZELES HATASANAK
ELEKTRONMIKROSZKOPOS ES FUNKCIONALIS VIZSGALATA PATKANY
TRIGEMINALIS GANGLIONSEJTEKEN. NGF HATASANAK VIZSGALATA
CAPSAICIN-KEZELT PATKANYOK TRIGEMINALIS GANGLIONSEJTJEIN.

Ujsziilottkori szisztémas capsaicin vagy RTX kezelés csokkenti a periférias idegek C-
tipusu, velohiively nélkiili rostjainak valamint az ¢érzé ganglionok B sejteinek szamat
patkanyban. Ujsziilott allatokban a capsaicin okozta karosodas jellemzdjének tartjak, hogy az
nagyon gyorsan, 30 perc alatt vagy néhany oOra alatt lezajlik. Feln6tt korban kezelt
patkanyokban capsaicin vagy RTX kezelés utan sem hasonlé sejtszamcsokkenést sem a hatso
gyoki C-tipust afferens rostok szdmanak redukcidjat nem észlelték, ellenben komoly
mitokondriumkarosodast figyeltek meg a hatso gyoki és trigemindlis ganglionok egyes B

sejtjeiben.

Moédszerek

1. Ujsziilétt patkdnyok eldkezelése capsaicinnel: Ujszillott Wistar patkanyokat a
masodik napon 50 mg/kg (s.c.) capsaicinnel kezeltliink. A patkdnyok egy csoportja a capsaicin
kezelés utani naptol szamitott 10 napon keresztiill NGF injekciot kapott (NGF fiziologias
sooldatban 10x100 pg/kg, s.c.), egy masik csoportnak csak a soéoldatot adtuk. Kontroll
allatokat is hasznaltunk, ezek a capsaicin oldoszerét (10% etanol, 10% Tween 80 fizioldgias

sooldatban, s.c.) kaptak.

2. Perfuzio: A patkanyokat ketaminnal altattuk, transzkardidlisan 0.1 M-os foszfat
pufferrel (PB, pH=7.4), majd 4%-os paraformaldehid és 1% glutaraldehid keverékével (0.1 M
PB-ben) perfundaltuk. A perfuzié kiillonb6zd idépontokban tortént, egy nappal a capsaicin
kezelés utan, tehat 3 naposan, majd 1, 2, 3, 6, 10, 12, 14, 20 hetes korukban. A

capsaicintNGF-kezelt allatok esetében a perfuziot 3 hetes korban végeztiik.

3. Feénymikroszkopos vizsgalatok: Négy kontroll, 4-6 capsaicin-kezelt vagy
capsaicintNGF-kezelt 4llat trigeminalis ganglionjat kimetszettiikk, dehidraltuk, majd
paraffinba 4gyaztuk és 8 pum vastag sorozatmetszeteket készitettiink beldliik. 1%-os Cresyl

ibolya festékkel megfestettiik majd DePexszel fedtiik a metszeteket.



4. Kvantitativ analizis: A sejtszdmolast ¢és a sejtméretek meghatarozasat
szamitogéphez csatlakoztatott Nikon mikroszkoppal, és a Neurolucida 2.0 szoftverrel
végeztiik. 1100-1200 sejt méretét hataroztuk meg 2 kontroll és 2 capsaicin-kezelt allat
ganglionjdban 6 hetes korig minden korcsoportban, igy az A és B sejtek ardnyat is
megkaptuk. Csak azokat a sejteket szamoltuk, melyek nukleolusza is latszott. Teljes sejtszdm
meghatarozast is végeztiink a nukleoldris szdmolasi modszerrel és egy korrekcios faktor
(Konigsmark, 1970) segitségével 1 hetes (4 kontroll, 6 capsaicin-kezelt) és 3 hetes (4 kontroll,
4 capsaicin-kezelt, 5 capsaicintNGF-kezelt) patkdnyok ganglionjaiban. Az adatok statisztikai
értékelése nem-parametrikus Mann-Whitney teszttel tortént. Statisztikailag szignifikdnsnak

p<0,05 érték esetén tekintettiik az adatokat.

5. Elektronmikroszkopos vizsgalatok: Minden korcsoportbdl 2 kontroll és 2 capsaicin-
kezelt allat, valamint 2 capsaicin+tNGF-kezelt 3 hetes allat trigeminalis ganglionjat vizsgaltuk.
A perflizi6 utan a ganglionokat kipreparaltuk, 1 mm?®-es darabokat metszettiink bel6liik, és 1-2
oran at posztfixaltuk paraformaldehid ¢és glutaraldehid keverékben. Ezutan ozmium-
tetroxiddal folytattuk a fixdlast, majd dehidralds utdn Durcupanba d4gyaztuk a
gangliondarabokat. Leica ultramikrotommal 0.5 pm vastag félvékony metszeteket vagtunk,
toluidin-kékkel megfestettiik. Az ultravékony (1-2 nm vastag) metszeteket o6lommal

kontrasztoztuk, majd JEOL 1200 elektronmikroszkop alatt vizsgaltuk.

6. Kemonocicepcio vizsgalata: 3 ¢és 6 hetes kontroll, capsaicin-kezelt ¢és
capsaicintNGF-kezelt allatokat vizsgaltunk. 10° g/ml capsaicint (1%-0s capsaicin
torzsoldatbol fizioldgids soéoldatban higitva) cseppentettiink az allatok szemébe, majd a

mellsd labakkal végzett t6rl6 mozdulatokat szdmoltuk (,,wiping teszt”).

7. Neurogeén gyulladas vizsgalata plazma extravazacio mérésével: Hat hetes kontroll
(n=7), capsaicin-kezelt (n=7) ¢és capsaicintNGF kezelt (n=8) patkanyokat haszndltunk a
kisérlethez. Az allatokat natrium-thiopenthallal (Trapanal, 50 mg/kg, i.p.) altattuk, majd
neurogén gyulladast valtottunk ki a labhatak borében paraffinolajban oldott 1 %-os mustarolaj
helyi ecsetelésével. A gyulladds okozta plazma extravazaciot Evans kék akkumuléacios
modszerrel hatdroztuk meg. Ez a festék kotddik a plazma albuminhoz, tehat az allatoknak
adva (50 mg/kg dozisban) a gyulladas helyén kilép az érpalyabol és a gyulladt szovetben

torténé akkumulacioja ardnyos a plazma extravazacié mértékével. A mustarolajecsetelés utan



20 perccel a labhati béroket lemetszettiik, majd 72 6ras formamid extrakcié utdn 620 nm-en

meghataroztuk az extravazalodott festék mennyiségét pug/g egységben megadva.

Eredmények, kovetkeztetések

Huszonnégy ordval a capsaicin kezelés utdn csak a B sejtek koziil néhanyban az

endoplazmas retikulum, a mitokondriumok és a Golgi apparadtus membranjai szakadozottak.
A sejtmagban a kromatinalloméany kondenzélodott, a sejtek nekrotikusak. Egy héttel a kezelés
utdn a nekrotikus B sejtek mar nem lathatok, viszont néhany B sejtben duzzadt
mitokondriumokat taldltunk hianyz6 belsd krisztakkal, ezeknek a sejteknek a szdma nd a 2.
héten. Harom és hat héttel a kezelés utan mar olyan kifejezett a mitokondriumkérosodas, hogy

a legsulyosabban érintett B sejtek mar félvékony metszeteken is lathatok. Az érintett B sejtek
szinte Osszes mitokondriuma karosodott, az 0Osszes bels6 kriszta hianyzik beldlik. A
citoplazma mas organellumai és a sejtmag, valamint az A sejtek és a szatellita sejtek minden
korcsoportban érintetlenek. Apoptotikus illetve nekrotikus sejteket sem lehet felfedezni a 20.
hétig. A 14.-t61 a 20.-dik hétig a kdrosodott mitokondriumt sejtek szazalékos ardnya a normal
sejtekhez képest csokkent, utalva arra, hogy ezek a sejtek lassan eltlinnek a ganglionokbol.

A capsaicin beadédsa utan kezdett rendszeres. 10 napon at tartd NGF kezelés nem

akadélyozta meg a mitokondridlis elvaltozasokat a sejtekben. A 3 hetes capsaicin+tNGF-kezelt
allatok ganglionsejtjeiben a mitokondriumok ugyanolyan elvéltozésai figyelhetdk meg, mint
amilyenek a csak capsaicinnel kezelt allatok hasonld korcsoportjaban lathatok.

A capsaicin kezelés utan 5 nappal nem volt csokkenés az A és B sejtek szamdban a
trigeminalis ganglionokban a kontrollhoz képest. A teljes neuronalis sejtszam 26.103+1310 a
kontroll allatokban (n=4) és 24.386+1613 (n=6) a kezeltekben, ugyanilyen kis eltérés
mutatkozott a B sejtek szamaban, 19.115+1344 volt a kontroll és 18.277+1322 a capsaicin-
kezelt 4llatokban. Harom héttel a kezelés utdn a B sejtek szdmdanak csdkkenését tapasztaltuk
(kontroll 20.348+1609, kezelt 12.369+543). Az A sejtek szamaban nem talaltunk eltérést.

Habar az NGF kezelés nem hatott a capsaicin okozta ultrastrukturalis elvaltozasokra, a

sejtszamcsokkenést kivédte a capsaicin-kezelt 4llatok ganglionjaiban. A kontroll allatokban a

B sejtek szama 20.348+1609 volt 3 hetes korban, ugyanez capsaicintNGF-kezelt allatoknal
21.496+3948 (n=5, p=0.4).

A sejtméretek a kezelés utdn 1 és 5 nappal nem mutattak kiilonbséget a kontroll és
capsaicin kezelt csoportokban, mig 3 és 6 héttel a capsaicin kezelés utdn a nagyobb méretek

felé tolodtak el.




Szisztémadas capsaicin kezelés deszenzitizaciot okoz 3 és 6 hetes, ujsziilott korban

capsaicinnel kezelt allatokndl. Capsaicin szembe cseppentése joval kevesebb védekezd torld
mozdulatot eredményezett (0.86+0.86 és 0.14+0.11) mint a kontroll csoportokban (10.9+£1.9
és 6.9£1.9). A capsaicintNGF kezelt 3 és 6 hetes allatoknal a mozdulatok szadma 3.9+0.8 és

2.1+1. A deszenzitizacid mértéke tehat kisebb azoknal az allatoknél melyek a capsaicin utan

NGEF kezelést is kaptak mint azokndl, akik csak capsaicin injekciot kaptak.

’

Ujsziilottkori szisztémds capsaicin kezelés 85%-al csdkkentette a plazma extravazacid
mértékét a kezelt allatokban a kontroll allatokhoz képest. A capsaicintNGF-kezelt allatok

esetén ez az érték hasonlo volt, 86%. Az Gjsziilottkori NGF kezelés tehat nem befolydsolja a

capsaicin kezelés plazma extravazaciot gatld hatdsat.

Kisérleteinkben 24 oraval a capsaicin el0kezelés utdn apoptotikus sejteket nem
taladltunk, viszont ozmiofil, nekrotikus sejtek eléfordultak, melyek sejtmagja ¢és
sejtorganellumai karosodottak. Azonban a capsaicin subcutan injekcidja utdn apnoe,
bradykardia és hipotenzi6 1€p fel, melyet az allatok mesterséges 1€legeztetés nélkiil nem élnek
tal. Feltehetd, hogy ischémia alakul ki, mely néhany sejt esetében akar apoptotikus akar
nekrotikus sejthalalhoz vezethez. Ot nappal a kezelés utdn azonban nem taldltunk szignifikans

sejtszamcsOkkenést. Tehat a harom hét utdn jelentkezd redukciét a B sejtek szaméban nem

tekinthetjik korai, akut sejthalal kovetkezményének.

A késoén jelentkezd sejthalalt valészintileg a periférids és centralis idegvégzddések .
degenerdlodésa kovetkeztében fellépd NGF felvétel hidnya okozta ujsziildttkori eldkezelés

esetén. Felndttkori eldkezelés utdn ez a hatds nem jar egyiitt sejtpusztulassal. Az NGF
nélkiilézhetetlen a nociceptiv afferesek prenatalis és korai posztnatalis fejlédési periodusaban.

A capsaicin megnyitva a VR1 receptor kation csatornajat megndveli az intracellularis
kalciumion-koncentraciét, a mitokondriumok kalciummal telitédnek, ez pedig strukturalis
karosodashoz vezet. Megvalaszolatlan az a kérdés, hogy ez miért nem vezet azonnali
sejtpusztuldshoz, vagy miért nem koveti restiticid. Ilyen mitokondriumokat hetekkel a
kezelés utan is lathatunk. Az NGF kezelés a sejtszdmcsokkenést megakadalyozta, de a

mitokondriumok dezorganizacidjara nem volt hatassal.

Tehat az elektronmikroszképos vizsgalatok és a kvantitativ adatok azt bizonyitjak,
hogy 1jszil6ttkori capsaicin elékezelés az érz ganglionok B sejtjeiben lassan kialakuld
mitokondriumkarosodast és lassan bekovetkezd sejtszamcsdkkenést okoz.  Kvantitativ

morfometriai adatokkal nem tdmaszthaté ald a capsaicin korai neurotoxikus hatésa.
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II. A CAPSAICIN ES ANANDAMID HATASANAK VIZSGALATA PATKANY
TRIGEMINALIS GANGLIONSEJT-TENYESZETEN INTRACELLULARIS
KALCIUMIONSZINT-MERESSEL

Az endocannabinoid anandamid tenyésztett endothél sejteken kalciumion-
akkumuléacidt okoz, melyet a szelektiv CB1 receptor antagonista SR 141716A blokkolni
tudott. Az anandamid képes csokkenteni a capsaicin altal kivaltott CGRP felszabadulast a
hatsé gyoki ganglionbdl a nociceptiv afferensek CB1 receptorain keresztiil. Ugyanakkor
sikeriilt igazolni az anandamid izgat6 hatasat a VR1 receptort expresszalo HEK293 sejteken,
ahol befelé folyo aramot valtott ki, melyet a capsaicin antagonista capsazepin kivédett. [zolalt
ér-preparatumon az anandamid vazodilataciot hoz létre CGRP felszabaditasan keresztiil, mely
szintén blokkolhat6 volt a capsaicin antagonista capsazepinnel. A CB1 receptorok jelenlétét
kimutattdk kozponti ¢és periférids idegrendszerben, a capsaicin érzékeny rostokon is.
Tenyésztett hatsé gyoki ganglionsejtekben a CB1 és VR1 immunpozitiv sejtek nagymértékii

atfedésérol szamoltak be.

Modszerek

1. Patkany trigeminalis ganglionsejt-tenyészet készitése: 2-5 napos Wistar patkanyokat
éteres altatds mellett dekapitaltuk, kétoldali trigeminalis ganglionjukat steril foszfat pufferben
(PBS) kipreparaltuk és 1 mm?’-es darabokra vagtuk. A gangliondarabokat 40 percig 2 %
kollagenazt tartalmazo PBS-ben inkubaltuk 37°C-on, 5% CO, tartalom mellett. Ezutan
deoxiribonukleaz I-et tartalmazd PBS-ben inkubaltunk 8 percen keresztiil. Trituralas utan a
sejteket steril 24 luka tenyésztéedényekbe helyeztiik, melyek fenekén poly-D-lysinnel
elokezelt liveg lemezek voltak. A tenyésztd médium a kovetkezd Osszetevokbol allt: 180 ml
Dulbecco’s-Modified Eagle Medium (D-MEM), 5% 16 szérum, 5% jsziilott kecske szérum,
5% BSA, 100 pl penicillin, 100 pl sztreptomicin. A tdpoldathoz 200 ng/ml NGF-t adtunk, a

tapoldatot kétnaponta cseréltiik, a kisérletekhez 3-8 napos tenyészeteket hasznaltunk.

2. Intracellularis kalciumionszint-mérés fluoreszcens modszerrel: A 3-8 napos
tenyészeteket 1 UM fura-2-acetoxy-metilészter (AM) fluoreszcens kalcium-indikétor festéket

tartalmazd oldatba helyeztiik at 15 percre 37°C-os hémérsékleten. Az inkubalas utan 20
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perces mosas kovetkezett tdpoldatban, melynek Osszetétele a kovetkezd (mM-ban): NaCl,
160; KCl, 2.5; CaCl,, 1; MgCl,, 2; HEPES, 10; glikoéz, 10; pH 7.3. A kisérleteket
szobahOmérsékleten végeztik Olympus BXSOWI fluoreszcens mikroszkoppal. A sejtekre
folyamatosan friss tapoldatot aramoltattunk. A fluoreszcens képet egy 20x-os nagyitasu
vizimmerzids objektiv és egy szadmitdgéphez csatlakoztatott digitalis kamera (CCD,
SensiCam PCO) segitségével rogzitettiik. A sejteket alternalva 340 ¢és 380 nm hulldmhosszu
fénnyel vilagitottuk meg egy monochromator (Polychrome 11, Till Photonics) segitségével, az
emittalt fényt 510 nm hullamhosszisagon mértiik. A két hullamhosszon gerjesztett
fluoreszcencia intenzitas aranyat (raciometrikus érték, R=F340/F380) az id6 fliggvényében az
Axon Imaging Workbench 2.2 software-el mértiik, a kapott fliggvényeket a Microcal Origin

6.0 software segitségével értékeltiik.

3. Capsaicin, KCl és anandamid hatas vizsgalata. A sejtekre folyamatosan tapoldat
aramlott, ¢ mellett még 3 masik anyagot tudtunk tesztelni a kisérleti elrendezésben. A
kiilonbozd kisérletekben eltérd ideig alkalmaztuk az anandamidot, capsaicint és KCI-t. A
capsaicint 100 nM, 330 nM 1 PM koncentracidban, az anandamidot 200 nM és 10 pM

koncentracidoban hasznaltuk.

4. Az anandamid capsaicin-valaszt gatlo hatdsanak vizsgalata. Az elsd capsaicin
valasz kivaltadsa utan a tapoldat dramlasat leallitottuk, és a kamraba pipettaval anandamidot
adtunk, ugy, hogy ott annak végsd koncentracioja 200 nM legyen. Az inkubdcio sotétben
zajlott 5 percig, ezutan elinditottuk a tadpoldat aramlasat, €s fél percen beliil elvégeztiik a
masodik capsaicin tesztet is, a két eredményt Osszehasonlitva, a mdasodikat az els6hoz

viszonyitva kovetkeztettiink a gatlas hatasfokara.

5. Az SR 1417164 szelektiv CB1 receptor antagonista hatisa az anandamid valaszra.
Az SR 141716A tesztelése elott két alkalommal adtunk anandamidot (200 nM, 5 masodperc)
a sejtekre , majd a tapoldat aramlasat ledllitottuk 5 percre, és a kamraba pipettaval SR
141716A-t adtunk, hogy ott a végsd koncentracié vagy 300 nM vagy 10 UM legyen. Ezutdn
az tapoldat aramlasat ujrainditottuk, a harmadik anandamid tesztet fél percen beliil
elvégeztikk, majd a masodik ¢és harmadik teszt eredményét hasonlitottuk 0Ossze, az

eredményeket az elsd valaszhoz viszonyitottuk.
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6. Az SR 1417164 szelektiv CBI receptor antagonista hatdsanak vizsgalata az

anandamid capsaicin-valaszt gatlo hatdsara. Ebben az esetben a sejtek egy csoportja 3 izben

crer

A sejtek masik csoportjandl a masodik és a harmadik capsaicin adas kozott 200 nM-os
anandamid inkubaldst alkalmaztunk (4. pont). A sejtek harmadik csoportja esetén az
anandamidos inkubalas mellett egyidoben 300 nM SR 141716A-t is a kamréba juttattunk.

Eredmények, kovetkeztetések

Azonositottuk a capsaicin-érzény sejteket, a sejtek 47,4%-a valaszolt intracellularis

kalciumionszint novekedéssel 100 nM capsaicin alkalmazasakor, 45.3%-a 330 nM capsaicin,
70.4%-a 1 UM capsaicin sejtekre juttatasara. A valaszok kinetikdja és id6tartama jelentdsen
eltért. Az atlag R értek 100 nM capsaicin esetén 0.293+0.32 volt, 330 nM hatasara
0.683+0.23, 1 UM capsaicin alkalmazéasakor pedig 0.758+0.24 értéknek adodott.

Ha a 330 nM capsaicin adasa el6tt 200 nM-os anandamiddal inkubaltuk a sejteket, a
fluoreszcencia novekedés koriilbeliil 20%-ara csokkent (R=0.04+0.07). Az anandamid tehat

nanomolaris koncentracidoban gatolta a masodik capsaicin reakci6 kialakulasat.

Kisérleteinkben elészér igazoltuk, hogy az anandamid képes szenzoros

neurontenvyészeten a capsaicinhez hasonld intracellularis kalciumionszint emelkedés

kivéltisara. A sejtek 17%-a vélaszolt intracellularis kalciumionszint ndvekedéssel 200 nM
anandamid hasznalatakor (R=0.2+0.13). Ezeket a sejteket is beleértve, csupan a sejtek 27%-

aban nétt meg a kalciumionszint 10 UM anandamid alkalmazasakor (R=0.16%0.12).

A _capsaicin-érzékeny sejtek kozel 50%-a vélaszolt 10 UM anandamidra

kalciumionszint névekedéssel. Ujra capsaicint adva a sejtek 39.4%-a reaglt capsaicinre azok

koziil, amelyek anandamidra is reagaltak, a sejtek 13%-a csak capsaicinre reagalt, a sejtek
10.5%-4aban a capsaicin hatésa eltlint az anandamid okozta kalciumionszint-novekedés utan.
10 UM SR 141716A adasat kdvetden 27 sejtbdl 12 sejtben figyeltiik meg a valasz
novekedését. Vizsgalataink tehat azt bizonyitjak, hogy a gatld CB1 receptorok blokkolasa
SR141716A-val a sejtek mintegy 50 %-anal fokozta az anandamiddal kivaltott kalcium-

valaszt jelezve, hogy a sejtek ezen csoportjaban a CBI1 receptoridlis gétlds és VRI

receptorialis izgatas egyarant szerepet jatszik. Erdekes, hogy a sejtek masik csoportjdban ez a
CBI1 receptoridlis gatlas nem volt megfigyelhetd és 7 esetben hatascsokkenést figyeltiink meg,

6 esetben pedig a vélasz nem volt kivalthat6. Tovabbi vizsgélatot igényel annak kideritése,
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hogy ezeknél a sejteknél a VRI receptor deszenzitizacidja milyen szerepet jatszik a hatas
csokkenésében.

Kétszdz nM anandamid jelentésen gétolta a capsaicinnel kivaltott kalciumionszint
emelkedést. A gatlo hatds nagysdga CB1 antagonista jelenlétében is valtozatlanul

megfigyelhetd. Ez az adat arra utal, hogy a VR1 receptoridlis deszenzitizaci6 kialakuldsit az

anandamid CB1 receptort izgatd hatdsa nem befolyasolja.

Az anandamid mint endocannabinoid izgatja a CBI1 receptorokat és ez gatolja a
szenzoros neuronok aktivalhatosagat és analgetikus hatasat. Ujabb eredmények alapjan az
anandamid CB1 agonista gatld hatasan kiviil a VR1 receptor agonistdjaként depolarizaciot is
kivalt a szenzoros neuronokon. Az anandamid VRI1 aktivacioval kivaltott kalciumion-
bedaramlast eldzetes aktivacido utdn, vagy anélkiill gatolni is képes, mivel nanomoléaris
koncentracioban képes a capsaicin hatdsat antagonizalni, vagy anandamid jelenlétében gatolt
a capsaicin reakcid kialakuldsa. Ez a gatld hatds az anandamid parcialis VR1 receptor
antagonista hatdsaval, vagy az anandamid kivaltotta cannabinoid receptor aktivacidjaval is
magyarazhato. A capsaicin-érzékeny idegvégzodésekbdl az anandamid altal kivaltott CGRP-
felszabadulas gatlasa szintén az anandamid VR1 receptorialis antagonizalod hatdsara utal. A
szelektiv CB1 receptor antagonista SR141716A-val végzett vizsgélataink bizonyitottak, hogy
a receptorok blokkoldsa a sejtek mintegy felénél megnovelte az anandamiddal kivaltott
kalcium-valaszt. A gatlasban tehat a CB1 receptor izgatasanak szerepét sikeriilt kisérletesen
bizonyitanunk a VRI1 receptroialis izgatds mellett is, ami a CBl és a VRI receptorok
koexpresszidjat mutatja egyes neuronokban. Taldltunk azonban olyan sejteket is, ahol az
antagonista addsa utan az anandamid valasz gatlasa volt lathato, CB1 antagonista jelenlétében
is. fgy a VRI parciélis antagonista hatas szerepe is feltételezhetd. Mas kutatocsoportok is

hasonlo diverzitasrol szamoltak be.

III. UJSZULOTTKORI ANANDAMID KEZELES HATASANAK VIZSGALATA
PATKANY TRIGEMINALIS GANGLIONSEJTEKEN OSSZEHASONLITVA A
CAPSAICIN KEZELES KOVETKEZMENYEIVEL.

A 1II. fejezetben leirt kisérletek értékelésekor felmeriilt, hogy az anandamid hatdsara
kialakulé vélaszban a VRI1 receptor aktivalasa valdsziniisitheté. Erdekes volt tehat
megvizsgalni azt, hogy vajon az anandamidnak vannak-e a capsaicinhez hasonlé morfologiai

hatdsai a szenzoros ganglionok sejtjein és okoz-e hasonld, hetekig tartd antinociceptiv hatast.
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Ezek a jelenségek ujabb bizonyitékok lennének arra, hogy az anandamid a VRI1 receptor
endogén ligandja €s érdekes példdjat képezhetnék annak, hogy egy endogén ligand is képes

kivaltani a capsaicinhez hasonldan tartos funkciondlis és morfoldgiai hatasokat.

Modszerek

1.Ujsziilott  patkdnyok kezelése anandamiddal: Két napos Wistar patkanyokat
kezeltiink anandamiddal 1 mg/kg dézisban (s.c.). Az injekciot nem kovette sem asphyxia, sem
apnoe, melyek a capsaicin kezelés velejardi. A kontroll allatokat az anandamid oldoszerét

kaptak (1% etanol fiziologias sdoldatban).

2. Perfuzio: A ketaminnal elaltatott patkdnyokat transzkardialisan 0.1 M-os foszfat
pufferrel (PB, pH=7.4), majd 4%-os paraformaldehid és 1% glutaraldehid keverékével (0.1 M
PB-ben) perfundaltuk vagy egy nappal az anandamid kezelés utan, tehat 3 naposan, vagy 1, 2,
3,6, 10, 12, 14 illetve 20 hetes korukban.

3. Kombinalt VRI immun-elektronmikroszkopia: Két 6 hetes, anandamiddal kezelt
Wistar patkanyt transzkardidlisan 0.1 M-os foszfat pufferrel (PB, pH=7.4), majd 4%-os
paraformaldehiddel perfundaltunk. A trigeminalis ganglionokat 1 6ran keresztiil posztfixaltuk
a paraformaldehidben. Két ordra 15%-os szukréz oldatba (0.1 M PB-ben) majd éjszakara
30%-0s szukréz oldatba helyeztilkk a gangliondarabokat. A perfaziot kévetd napon a
ganglionokat folyékony nitrogénben lefagyasztottuk. Ezutan fagyaszté mikrotommal 15 pm
vastagsagi metszeteket készitettiink. TRIS pufferben (pH=7.6) torténd mosds utdn a
metszeteken hattérgatlast végeztiink (Vector P6200 Universal Kit), majd egy éjszakan at
szobahémérsékleten TRIS pufferben (pH=7.6) higitott VR1 antitesttel inkubaltuk (1:500,
Chemicon). Masnap Tris pufferes mosas utan 2 oOrds inkubalas kovetkezett a szekunder
antitesttel (Vector P6200 Universal Kit), majd 2 6rds inkubdlds avidin-biotin—peroxidaz
komplexben (Vector P6200 Universal Kit). Ujabb mosast kovetéen DAB-os hivast végeztiink.
A  metszetek ezutan keriiltek 2 %-os glutaraldehidbe 1-2 o6rara. Ezutdn rutin
elektronmikroszkopos beagyazas tortént az . fejezetben ismertetett moédon ugynevezett ,,flat

embedding” mddszerrel.
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4. Elektronmikroszkopos vizsgadlatok: A perfizié utan minden korcsoportbdl 2 kontroll
¢s 2 kezelt allat trigeminalis ganglionjat, valamint a 3 hetes allatok hippokampuszat kivettiik,
¢s szintén az I. fejezetben ismertetett modon processzaltuk, az ultravékony metszeteket JEOL

1200 elektronmikroszkdp alatt vizsgaltuk at.

5. Mddositott tail-flick teszt: A kezelt és kontroll allatokkal 3-14 hetes korukig hetente
végeztiik el a kovetkezO tesztet. Az allatok farkat olyan vizfiirdobe logattuk, a viz
homérsékletét  45°C-t6l fokonként emeltik maximum 53°C-ig. A nociceptiv kiiszob
hémérsékletet uigy allapitottuk meg, hogy meghatiroztuk azt a minimalis hémérsékletet,

melynél az allat 5 méasodperc alatt a farkat a vizbdl kirantotta.

Eredmények, kovetkeztetések

Huszonnégy 6raval a kezelés utan a ganglionsejteken nem lattuk a capsaicin kezelés

utdn lathaté nekrotikus B sejteket. Megjegyzésre méltd, hogy anandamid adas nem valtott ki

apnoe valaszt a patkdnyokon. Egy héttel az eldkezelés utdn a kis B sejtekben taldlhat6

mitokondriumok kérosodédsa, a krisztdk dezorganizacidja. A két hetes allatokban mar tobb

mitokondrium volt érintett. A harom hetes allatok esetében az érintett sejtek szinte Gsszes

mitokondriuma karosodott. A krisztak némelyikben teljesen eltinnek, a mitokondriumok
mérete megnd, duzzadt. 20 hétig a sériilt B sejtek megtalalhatok a ganglionokban. Az A sejtek
¢és a szatellita sejtek épek. Sem apoptdzisra, sem nekrdzisra utald jelek nem detektalhatok
egyik korcsoportban sem.

Héarom héttel a kezelés utan, amikor a trigemindlis sejtekben a mitokondrium
karosodasa mar szembetlind, a hippokampusz {0 sejtjei és interneuronjai egészségesnek
tinnek elektronmikroszképban. Sem a gyrus dentatusban, sem az Ammon szarvban nem
lattunk elvaltozasokat.

A 6 hetes eldkezelt allatok trigemindlis ganglionsejtjeinek koriilbeliil 35-40%-a volt.
VR1 immunpozitiv. A jelolt sejtek a kis B tipusi sejtek mérettartomanyaba estek.
Elektronmikroszkopban megvizsgalva a jelolt sejteket, megtalaltuk benniik a duzzadt, sériilt
mitokondriumokat a hianyzo6 krisztdkkal. A VR1 pozitiv sejtek mellett lathatok nem jelolt A

¢és B sejtek, melyekben a mitokondriumok épek.

Tehat nem mindegyik B sejt VR-immunpozitiv, és csak a VR1 pozitiv sejtek mutatnak
érzékenységet ujsziilottkori anandamid kezelésre. Az 6sszes VRI1-immunpozitiv _sejtben

megtalaltuk a karosodott mitokondriumokat.
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A harmadik héten a kontroll csoportban (n=6) 47°C volt a nociceptiv hdkiisz6b

atlagosan, az anandamiddal eldkezelt allatokndl (n=5) 48°C. A kiilonbség csak az 6tédik

héten lett szignifikans a kontroll allatok és az eldkezelt allatok kozott. A hokiiszob_
szignifikans eltolodasat egészen a 13. hétig tapasztaltuk az anandamiddal kezelt patkanyok_

eseten.

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy az Ujsziiléttkori szisztémas anandamid kezelés az
érz0 ganglionokban szelektiv és hosszan elhuzddd mitokondridlis elvaltozdsokat okoz,
csakugy mint a capsaicin. Kisérleti eredményeink bizonyitjak elséként, hogy az anandamid
egyszeri szisztémas adas esetén feltehetden VR1 receptor izgatdsat kovetden a capsaicinhez

hasonldan hetekig tartd antinocicepciot is ki tud valtani.

Mind a mitokondriumkarosodas ultrastruktiralis jelei, mind annak idébeli lefutasa
hasonl6 a capsaicin okozta valtozasokhoz Az egyetlen eltérés az, hogy anandamid kezelés
utan 24 o6raval nem taldltunk nekrotikus sejteket a ganglionokban. Az anandamid kezelést
sohasem koveti a capsaicin kezelés utani asphyxia és apnoe. Igy ez a két megfigyelés
alatamasztja feltételezésiinket, mely szerint a capsaicinnel kezelt allatokban a respiratorikus
stressz miatt kialakuld ischémia okozza a nekrotikus sejtek eléfordulasat, €s nem a capsaicin
akut neurotoxikus hatasa.

Ahluwalia és munkatdrsai (2000) leirtdk, hogy a nociceptiv elsddleges ¢érzo
neuronokban a CBI1 és VRI receptorok egylittes expresszioja igen gyakori. Természetesen
ahhoz, hogy teljes biztonsaggal tudjuk allitani, hogy az anandamid kezelés hatasara 1étrejovo
valtozdsok a VR1 vagy a CBI1 receptoron torténtek, olyan sejteken kellene a hatast
megvizsgalnunk, mely csak az egyik tipust receptort expresszalja. Az egész hippokampusz
teriiletén nagy szamban vannak jelen CB1 immunreaktiv sejtek. Az a tény, hogy a
hippokampusz teriiletén az anandamid kezelés semmiféle ultrastrukturalis elvaltozast nem
okoz arra utal, hogy az anandamid nem a CB1 receptoron keresztiil, hanem a VRI1 receptor
aktivalasat kovetden fejti ki a mitokondriumkérositd hatasat. Ezt a kdvetkeztetést tamasztja
ald az a masik eredményiink is, hogy ujsziilottkori capsaicin eldkezelés sem okoz a

hippokampuszban mitokondrialis duzzadast. Az eddig elvégzett in vitro kisérletek mellett az

in vivo kisérleteink eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az anandamid.
az érz0 ganglionok B sejtjeinek mitokondriumait karositd hatasdban a VR1 capsaicin receptor

nagy valdészinliséggel szerepet jatszik.
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IV. A MITOKONDRIUMOK SZEREPENEK VIZSGALATA A CAPSAICIN
HATASMECHANIZMUSANAK KIALAKULASABAN PATKANY TRIGEMINALIS
GANGLIONSEJT-TENYESZETEN INTRACELLULARIS KALCIUMIONSZINT-
MERES MODSZEREVEL.

Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a mitokondriumok kalciumion-
akkumulacidos  képességének FCCP-vel tortént felfliggesztése a  fesziiltségfliggd
kalciumcsatorndkon, vagy a VRI capsaicin receptor aktivacion keresztiil kivaltott
intracellularis kalciumionszint-emelkedést. (FCCP hatasara a mitokondrialis belsé membran
protonok szamara atjarhatévd valik, a mitokondriumban raktarozott kalciumionok az
intracellularis cytosolba jutnak, ahol a jelenlévO fura-2 miatt fluoreszcencia ndovekedést
lathatunk.) Ezen adatok Osszevetésébdl informdéciot nyerhetliink arra vonatkozdan, hogy
milyen lényeges a szerepe a mitokondriumoknak a VRI1 aktivaciot kovetd intracelluldris

magas kalciumionszint lecsokkentésében.

Modszerek

1. Capsaicin, resiniferatoxin, KCI és anandamid hatds vizsgalata: A capsaicint 100
nM, 330 nM és 3,3 PUM koncentracioban, az RTX-et 1 nM, az anandamidot 200 nM

koncentracioban hasznaltuk. Maskor a tapoldat NaCl tartalmat csokkentettiik, viszont a KCl

crer

4. A protonofor FCCP (1 uM) kivaltotta intracellularis kalciumionszint-novekedés
vizsgalata:

a. Hatasvizsgalat kontroll koriilmények kozott, 5 masodperces FCCP aramoltatas alatt
ilyenkor csupan a mitokondriumok alap kalciumion tartalma iiriil a citoplazmaba, a kalcium-
fluoreszcencia jel rendszerint nagyon kicsi.

b. Hatasvizsgélat valamilyen megel6z0, a sejtekben kalciumion-akkumuléciot keltd
stimulus (capsaicin, RTX, anandamid vagy KCI adés) utan alkalmazva. Az FCCP adagolas
kiilonbozé idOpontokban, vagy a stimuldlé hatds lecsengése utdn, vagy annak fennalldsa
kozben, szintén 5 masodperces id6tartamban tortént. A figyelt valtozé a stimulus elétt mért és
a rovid, kontroll FCCP adéassal keltett kalcium jelhez viszonyitott fluoreszcencia ndvekedés
volt. Az észlelt kiilonbséget a stimulalé anyagnak a mitokondrium-kalciumpuffert befolyasolo

effektusaként értékeltik.
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Eredmények és kovetkeztetések

33 nM capsaicin 3 masodperces adasa esetén az atlagos fluoreszcencia arany értékek a
kovetkezoképpen alakultak: R=0.33+£0.04 (n=14 érzékeny sejt a 49-bdl), 330 nM esetén
R=0.54£0.24 (n=48/120), és 3.3 UM hatasara R=0.81£0.29 (n=25/50). Két masodpercig adott
1 nM RTX utan az atlagos fluoreszcencia érték R=0.29+0.19 (n=44/109), 50 mM KCI szintén
2 masodperc alatt pedig nagyobb: R=0.54+0.21 (n=107/120) kalcium-jelet okoz.

FCCP hatasara az atlagos fluoreszcencia arany R=0.098+0.08 (n=271). Mig a
capsaicinnél és RTX-nél a sejtek tobbségében a valasz 20 masodpercen beliil lezajlott, az_

FCCP Altal kivaltott kisebb kalciumionszint ndvekedés atlagosan 10 masodperc utan érte el a
tetOpontjat, és egy 20-50 masodperces lasst csokkenés volt megfigyelhetd. Ez magyarazhato

azzal, hogy a hatas alatt a mitokondrium nem képes visszavenni a bel6le felszabadult

kalciumot,

Amennyiben az FCCP adasat megel6zte egy olyan stimulus, amely megndvelte az

intracellularis kalciumionszintet, legyen az capsaicin, anandamid, RTX vagy KCI, az FCCP

Iényegesen nagyobb kalciumionszint-névekedést okozott. Ez az adat arra utal, hogy a

kalciumion-homeosztdzisban a mitokondriumok szerepe a trigemindlis ganglionsejt-
tenyészetekben is jelentés mértékli. Eredményeink szerint nincs Osszefliggés az FCCP altal
kivaltott jel nagysaganak novekedése €s a megeldzd kalciumion-akkumulaciot eldidézo
stimulus természete kozott, tehat hogy capsaicin receptorhoz kotott vagy fesziiltségfliggd

kalciumcsatornakhoz kotott a kalciumnovekedés. Osszefiiggés mutatkozott azonban az

id6intervallum és az FCCP jel nagysaga kozott. Amennyiben a megelz6 stimulus hatdsa még

nem zajlott le, sokkal nagyobb jeleket mérhettiink FCCP addsakor, mint fél perccel, vagy

percekkel a reakcio lezajlasa utan. Eszerint a mitokondriumok kalciumpuffereld hatasa
kiilonosen a magas kalciumion-koncentracidknal jelentés, ¢és az intracellularis
kalciumionszint csdkkenésével parhuzamosan a mitokondridlis kalciumionok kipumpalésa is
megkezdddik.

Ha a capsaicint és RTX-et kozvetleniil az FCCP utan adtuk, akkor a valaszok sokkal

kisebbek lettek mint ha csak a capsaicint vagy RTX-et egyediil adtuk volna, holott még

nagyobb fluoreszcens jelekre szamitottunk, mert a mitokondrium az FCCP hatids miatt

képtelen puffereld feladatat ellatni, a bearamld kalciumionok sokaig kotetlen szabad ionként

vannak jelen ¢és ndvelik a fluoreszcens jelet. Capsaicin (330 nM, n=18) adésakor a
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fluoreszcencia arany értékek a kovetkezOképp alakultak: capsaicin elészor- R=0,4+0,17,
FCCP utan- R=0,19+0.1, harmadik capsaicin- R=0.21+0.11. RTX (1 nM, n= 34) esetén az

FCCP utan adva a fluoreszcens értékek atlagosan 33.5%-ra estek vissza, majd ismételten

Onmagaban adva 112 %-ot ért el a kalcium-jel. Az FCCP hasonlé gatlo hatasat a KCI adés

esetében nem tapasztaltuk.

A kisérletek Gsszefiiggést igazoltak a kalciumion-akkumulacidé és a mitokondriumok

mikodése kozott. Kisérleteinkben el0szor mutattuk ki, hogy az FCCP gatolni képes a

szenzoros neuronokban a capsaicin és RTX hatasara bekovetkez6 kalciumion-akkumulaciot.

E hatds mechanizmusa ismeretlen és tovabbi vizsgéalatokat igényel. Valoszinii, hogy FCCP
adésa utan a mitokondrialis funkci6d csokkenésével az ATP-szint is csdkken, a VR1 receptor
defoszforilalodik, ami irodalmi adatok szerint az ioncsatorna nyitdsi valdsziniiségének

csokkenéséhez, vagyis deszenzitizacidhoz vezet.
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A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Ujsziilsttkori capsaicin el6kezelés a trigeminalis ganglionok B sejtjeiben lassan kialakuld
mitokondriumkarosodast és lassan bekovetkezd sejtszamcsokkenést okoz. Az egy hetes
kezelt allatokban sejtszamcsokkenés nem tapasztalhatd, ez csak a harom hetes
patkanyoknal lathato, tehat a kialakuld sejtszamcsokkenés lassan bekovetkezd folyamat,
€s nem a capsaicin okozta akut neurotoxikus sejthalal eredménye.

2. NGF kezelés a capsaicin okozta sejtszamcsdkkenést €s a kemonociceptiv deszenzitizaciot
kivédi, mig a capsaicin okozta mitokondriumkarosodasra ¢és plazma extravazacidra nincs
hatassal.

3. El6szor igazoltuk kisérleteinkben, hogy az anandamid a capsaicinhez hasonlo
intracellularis kalciumionszint-ndvekedés kivaltasara képes szenzoros neurontenyészeten.

4. lIgazoltuk, hogy az anandamid nanomoldris koncentracidban gatolni képes a capsaicin
hatdsara kialakuld kalciumion-akkumulaciét a neurontenyészeten mely hatdsban vagy
parcidlis VR1 receptor antagonista hatds vagy cannabinoid receptor aktivacid jatszik
szerepet.

5. Kisérleteinkkel els6ként igazoltuk, hogy az 0jsziilottkori szisztémas anandamid kezelés az
érz6 ganglionokban a capsaicin hatasdhoz hasonloan szelektiv és hosszan elhtizodo
mitokondrialis elvaltozdsokat okoz, melyet hosszan tart6 antinocicepcid kisér. A hatas
kialakuldsdban a VRI receptornak nagy valdszinliséggel szerepe van. A
mitokondriumkarosodas mind ultrastruktaralis jeleiben, mind az iddbeli lefutdsdban
hasonl6 a capsaicin okozta valtozasokhoz.

6. Anandamid kezelés hatdsara mitokondriumkarosodast mutato sejteken sikeriilt kimutatni
VR1 receptorok jelenlétét.

7. A VRI agonistadk hatdsdban sikeriilt igazolnunk a mitkondriumok kozremiikodését a
szenzoros neurontenyészeten. ElsOként mutattuk ki a protonofor FCCP gatld hatasat a

capsaicin ¢s RTX altal kivaltott intracelluléris kalciumionszint emelkedésre.
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