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ALTALANOS BEVEZETES
A CAPSAICIN-ERZEKENY SZENZOROS NEURONOKROL

Az elsédleges érzéneuronok vizsgalataban fontos szerepe van a paprika
(Capsicum annuum) csipbéanyaganak, a capsaicinnek (8-methyl-N-vanillyl-6-
nonenamide), melynek elsé farmakologiai vizsgalata magyar tudosok nevéhez
ftzédik (Hégyes, 1878, Jancso Miklos, 1955). A capsaicin szelektiv hatasara
mar ezek a korai vizsgalatok is felhivtak a figyelmet, és ktiléndsen fontos volt
Jancso Miklosnak az a megfigyelése, mely szerint capsaicin nagy doézisai
utan a kémiai fajdalomkelté anyagokkal szemben deszenzibilizacio alakul ki.
Tovabbi vizsgalatok bizonyitottak, hogy a capsaicin szelektiven izgatja majd
karositja a hatso gyoki illetve a trigeminalis elsédleges érzéneuronok egy
csoportjat (Joo és mtsai, 1969, Szolcsanyi és mtsai, 1975). A capsaicin-
érzékeny primer afferens neuronoknak (Szolcsanyi, 1982) ehhez a
nociceptorok, melyek forro ingerekkel, kémiai fajdalomkelté anyagokkal és
mechanikai ingerekkel egyarant aktivalhatoéak. Egyrost elvezetéses adatok
alapjan (1. Szolcsanyi 1993, 1996) a polimodalis nociceptorokon kiviil, - mely
forro receptorokat, fizikai ingerekkel nem aktivalhaté kemonociceptorokat és
a meleg receptorokat is izgatja. Patkany, nyul, macska, majom és ember
béridegeirdl elvezetett egyrost vizsgalatok alapjan bizonyitott ez a szelektiv
hatas. Ezzel szemben a boér 6sszes C, AS vagy AP rostu mechanoreceptor
tipusat nem aktivalta a capsaicin (l. Szolcsanyi 1996).

A polimodalis nociceptiv afferensek izgatasa a klasszikus afferens
valasz mellett lokalis efferens (Holzer, 1988, Szolcsanyi, 1984), soé6t
szisztémas szoveti hatasokat is okoz (Szolcsanyi, 1996, Szolcsanyi és mtsai,
1998a, b). Antidromos izgatasra, vagy kémiai, mechanikai és hdéingerek
hatasara az idegvégzédésekbdl neuropeptidek, nevezetesen calcitonon gén-
rokon peptid (CGRP), tachykininek (substance P (SP), neurokinin-A (NKA))
valamint szomatosztatin szabadulnak fel. A felszabadulo CGPR és SP

neurogén gyulladast, mint lokalis valaszt valtanak ki az innervacios



tertileten. Ennek Osszetevéi az arteriolas vazodilatacio, és vénas plazma
extravazacio. A CGRP az érfal simaizom sejtjeinek falan elhelyezked6 CGRP-1
receptorokon keresztil fejti ki vazodilataciot és mikrocirkulaciot fokozo
hatasat. Az SP hatasara vazodilatacio és plazma extravazacio egyarant
kialakul az endotélen 1lévéd NK-1 receptorok kozvetitésével. A CGRP
onmagaban nem valt ki plazma extravazaciot, de fokozza az SP hatasat.
Capsaicin hatasara a periférias idegvégzédésekbdl a fent emlitett
tachykininek és neuropeptidek szabadulnak fel. Ez a centralis végzédésekbdl
valo anyag-felszabadulassal tarsul, de 6sszetételében és kiiléndsen fiziologiai
hatasaban, koévetkezményeiben nem azonos vele, s6t a centralis és a
periférias terminalisokbol valo peptidfelszabadulas egymastol flggetlen is
lehet.

Erzéducokban a szenzoros neuronok két fé6 csoportjat szévettani
festédési tulajdonsagaik alapjan meg tudjuk kuloénbéztetni (Andres, 1961,
Lieberman, 1976). Az egyik csoportba nagyobb, vilagosan fest6ddé sejtek
tartoznak, ezeket A tipusu sejteknek hivjuk, az atméréjuk 25-80 pm. Az
ezekhez tartozo axonok vastagabbak és vel6htivelyesek. A masik csoportba a
kisebb (t6bbnyire 10-25 pm, de nem ritkan nagyobb atmeérdéju), sodtéten
fest6d6 B-tipusu sejtek tartoznak. Axonjaik velétlen, C-tipusu, vagy vékony
vel6htivelyh Ad rostok. A festédésbeli kiillonbségek onnan erednek, hogy a
nagyobb A-tipusu sejtekben sok a vilagosan fest6d6é neurofilamentum. Az
endoplazmas retikulum révidebb lamellakbol all és a mitokondriumok
egyenletesen oszlanak el a citoplazmaban. A kisebb B-tipusu sejtek
citoplazmaja a sok szabad riboszoma, valamint kevesebb neurofilament
miatt sOtétebbre festédik. Az endoplazmas retikulum lamellai tgynevezett
Nissl-testeket alkotnak, tébb bennik a Golgi apparatus, ezek jobban
struktaraltak mint az A sejtekben. A mitokondriumok a sejtmag koéruli
régioban koncentralodnak. Az endoplazmas retikulum, a Golgi apparatus és
a lizoszomak egy komplex rendszert (GERL) alkotnak ezekben a sejtekben. A
kis sejtek isolectin (IB4) immunpozitiv alcsoportjaban neuropeptideket,
legtobb sejtben példaul CGRP-t illetve tachykinineket (SP, NKA) és
receptoraikat lehet kimutatni, de sok a galanin, szomatosztatin,

neuropeptid-Y, vazointesztinalis polipeptid tartalmu is koézoéttik. A ko-



lokalizaciok rendje bonyolult, sok alcsoportot sikertilt jellemezni az
érzéneuronokon beltl.

A nagyobb A-tipusu sejtekre mas markerek, példaul a parvalbumin,
calbindin, calretinin jellemzdk, de a sejtmeéret, vagy festédési tulajdonsag,
illetve mas klasszifikacio szerint megnevezett csoportok kozott eléfordulnak
atfedések is. Az RT97 anti-neurofilament antitest az A-tipusu sejteket
szelektiven tlnteti fel, igy alkalmas a két sejttipus elktilénitésére (Lawson és
Harper, 1994, Lawson és Waddell, 1991). Bonyolitja a képet, hogy kuilénb6zd
sérulések (gyulladas, axonmetszés) koévetkeztében megvaltozhat a fehérjék,
neuropeptidek eloszlasa, néhet vagy csdokkenhet szazalékos eloszlasuk
(fenotipus valtas) mert tobb a neuronok tuléléséhez, regeneracidjahoz
szlikséges faktor és hianyzik az innervalt szovetekbdl szarmazé novekedési

faktorok egy része. A neurokémiai tulajdonsagok koézo6tt esetenként szoros,

maskor laza 6sszefliiggésekre lehet kovetkeztetni.

CAPSAICIN-RECEPTOR, CAPSAICIN ANALOGOK

A capsaicinnel végzett szerkezet-hatas vizsgalatok vetették fel elészor
egy specifikus, capsaicinnel aktivalhaté farmakolégiai receptor 1étezését
(Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975, 1976). Az errdl megjelent elsé kozlések
utan tébb mint 20 évvel sikerult a receptor létezését klonozassal bizonyitani
(Caterina és mtsai, 1997). A receptor a vanilloid receptor (VR1) nevet viseli,
mely utal arra, hogy capsaicinen kivill egyéb vanilloid anyagok (pl.
resiniferatoxin) is képesek aktivalni. A VR1 capsaicin receptor nem-szelektiv
kationcsatorna, mely leginkabb a kalciumionra permeabilis (Bevan és
Szolcsanyi, 1990, Caterina és mtsai, 1997). Mivel a savas pH, vagyis magas
protonkoncentracio és 48°C- nal magasabb fajdalmas héinger is nyitja a
VR1 kationcsatornat, igy e két utobbi inger a receptor természetes
aktivatoranak, a VR1 pedig a fajdalmas fizikai és kémiai ingerek molekularis
integratoranak tekintheté (Tominaga és mtsai, 1998). A capsaicin molekula
kotédése a receptorhoz megnyitja a kation csatornat, a befelé iranyulo
kationaram membrandepolarizaciot okoz, majd akcios potencial keletkezik. A

gerincvel6 hatso szarvaban masodrendu neuronokra tevédik at az ingertlet



és nociceptiv vagy fajdalomingerként jelentkezik. A VR1 receptorok jelen
vannak a capsaicin-érzékeny szenzoros neuronok minden részén, a szoman,
végig az axonon, valamint a periférias és centralis idegvégzédéseken.
Ujabban néhany adat utal arra is, hogy a szenzoros neuronok mellett az
idegrendszer szamos teruletetén (a limbikus rendszer strukturai, striatum,
hipotalamusz preoptikus areaja, talamusz, kisagy, hid) a korabbi
resiniferatoxin kotédésekkel ellentétben PCR technikaval sikertilt VRI1
receptort kimutatni. (Sasamura és mtsai, 1998, Mezey és mtsai, 2000). A
receptor az idegsejt szomajaban a plazmamembranhoz, valamint a Golgi-
apparatushoz koétotten fordul elé, az idegvégzédésekbe pedig axonalis
transzporttal jut el (Szallasi és Blumberg, 1999).

Napjainkban mar tébb olyan anyagot ismertink melyek képesek hatni
a VRI1 receptoron. Ezek kozodtt vannak szintetikus anyagok, mint az olvanil,
nuvanil, valamint a természetben is eléfordulé anyagok, mint példaul a
zingeron, piperin, resiniferatoxin, guajacol, eugenol, triprenyl fenolok és
terpenoidok. A felsorolt anyagok kuilénbézhetnek mind receptort izgatd, mind
deszenzitizalo hatasukban. A csipéanyagok massziv kationaramot okoznak,
gyorsan nyitjak a csatornat, mig az enyhén csip6 vegyuletek lassan nyitjak
azt, és igy feltehetéen nem mindig elegendé mértékll az ionaram az akciés
potencial generalasahoz. Kuléndsen érdekes az Euphorbia resinifera-bol
nyert resiniferatoxin (RTX), mely kulénb6z6  receptorkétési és
deszenzitizacios vizsgalatokban tobb ezerszer mutatkozott hatasosabbnak
mint a capsaicin (Blumberg és mtsai, 1993, Szallasi és Blumberg, 1990,
1999). Az RTX csatornanyitasi kinetikaja bizonyitottan lassabb mint a
capsaiciné (Liu és mtsai, 1998), és képes a pulmonalis kemoreflexet el6zetes
aktivaciéo nélkiil deszenzitizalni (Szolcsanyi és mtsai, 1989). Korabban
feltételezték, hogy a capsaicin és az RTX két kulén receptor altipuson
hatnak, C-tipusu és R-tipusu receptor altipusok létezéséroél beszéltek. A VR1
receptor klonozasa azonban bizonyitotta, hogy egyazon receptort aktivalja
mindkét agonista vegytlet.

A VR1 receptor klonozasa 6ta megnévekedett az érdeklédés a vanilloid-
kutatas tertiletén, mivel a receptor inaktivalasa elbézetes izgatas nélkul

elvezethet az els6 olyan fajdalomcsillapitdé gyogyszerhez, mely szelektiven a



nociceptorokon fejti ki hatasat. Azéta mar tobb olyan molekulat talaltak
melyek nagyfokti hasonléosagot mutatnak a VR1-el. Ilyen a VRL1 (vanilloid
receptor-like protein) melyet a magas hé aktival, valamint a SIC (strech-
inhibitable channel) mely mechanoszenzitiv tulajdonsagokkal bir (Szallasi és
Di Marzo, 2000). A VRI1 receptoron kivil azonban tovabbra sem talaltak
olyan rokon molekulat, mely capsaicinnel, RTX-el vagy mas vanilloid

struktaraval aktivalhato lett volna.

A CAPSAICIN ELOKEZELES ,NEUROTOXIKUS” HATASA A SZENZOROS
NEURONOKON

Ujszuil6ttkori capsaicin elékezelés utan felnétt allatban szignifikansan
kevesebb a B-tipusu szenzoros neuronok és a vel6huively nélkuli rostok
szama (Jancso és mtsai, 1977, Nagy és mtsai, 1980, Jancsoé és Kiraly, 1981,
Nagy és mtsai, 1983 Lawson, 1987, Sugimoto és mtsai, 1998). Ezzel
szemben hasonlé sejtpusztulast felnéttkori elékezelés utan nem sikeruilt
kimutatni és a hatso gyodki C-tipusu afferens rostok szama sem csdkkent
(Joo és mtsai, 1969, Szolcsanyi és mtsai, 1975, Sugimoto és mtsai, 1998).
Ujszulétt allatokban a capsaicin okozta karosodast akut neurotoxikus
sejtpusztulasként irtak le, mely fél ora alatt mar manifesztalodik (Jancso és
mtsai, 1977, Jancso és Kiraly, 1981, Jancso és mtsai, 1987), ezért a szerzék
a funkcionalis karosodast az elpusztult neuronok hianyaval magyarazzak.
Feln6ttkori capsaicin vagy RTX elékezelés utan komoly
mitokondriumkarosodas figyelhet6 meg egyes B sejtekben, mely napokkal
hatso gy6k axonszamanak csdkkenésével (Tandrup és mtsai, 2000) vagy az
érzéduc neuronjainak akut pusztulasaval nem sikeruilt alatamasztani (Joo és
mtsai, 1969, Szolcsanyi és mtsai, 1975, Szallasi és mtsai, 1989, Sugimoto és
mtsai, 1998). Kvantitativ morfometrias bizonyitékot talaltak viszont az
(Tandrup és mtsai, 2000) Az ujszuléttkori és felndttkori el6kezelés cellularis
hatasai kozotti kvalitativ kiléonbségek magyarazata nem ismert. A VRI

receptoron haté fajdalomcsillapitdo gyogyszerek kifejlesztésénél lényeges



szempont, hogy az 0j vegylletek szintéziséhez hasznalatos vezetémolekulak,
mint a capsaicin, RTX esetleg az anandamid rendelkeznek-e akut
sejtpusztulast kivalté neurotoxikus hatassal vagy sem. Az ujszulottkori
capsaicin el6kezelés gyors sejtpusztulast kivalté hatasat azonban csak egyes
neuronok ultrastrukturalis elvaltozasaival bizonyitottak, és a kezelést
kovetéen kvantitativ morfometrias meérésekre érdekes modon a jelenség

leirasa oOta eltelt tobb mint két évtized 6ta nem kertilt sor.

ANANDAMID HATASA A SZENZOROS NEURONOKON

A VR1 receptor sikeres klonozasa megujitotta az endogén ligand
azonositasara tett eréfeszitéseket is. Korabbi kozlések szerint a gyulladasos
folyamatokban szereplé mediatorok (bradykinin, hisztamin, szerotonin,
prosztaglandin E,) bar a capsaicin-érzékeny nociceptiv érzéidegvégzédéseket
izgatjak, de nem a VRI1 receptoron hatnak (Kress és mtsai, 1997, Vyklicky és
mtsai, 1998). A 2000. és 2001. években ko6zodlt bizonyitékok sora szol
amellett, hogy az anandamid (N-arachidonilethanolamide) viszont
kozvetlentll a VR1 receptort aktivalja, igy felmertlt annak a lehetésége, hogy
ez a molekula lenne a VR1 endogén ligandja (Zygmunt és mtsai, 2000,
Szolcsanyi, 2000a, Smart és Jerman, 2000, Szolcsanyi, 2000b). Az
anandamid az els6ként megismert endogén cannabinoid, melynek
kimutatasaval az agyban igazoltak egy endogén cannabinoid szabalyozo
rendszer létezését (Devane és mtsai, 1992). Az anandamid a legtébbet
vizsgalt cannabinoid, amely az endocannabinoidok két ismert receptor
altipusa (CB1 és CB2) ko6zil a CB1 altipushoz kapcsolodik nagyobb
affinitassal. CB1 receptorok agyi strukturakon mutathatok ki, mig a CB2
receptorok jelenléte inkabb az immunrendszerre jellemz6. Mindkét receptor
altipus a G-protein kapcsolt receptorok ko6zé tartozik (Matsuda és mtsai,
1990, Devane és mtsai, 1988, Caulfield és Brown, 1992). A CB1 receptor
aktivacié anandamid hatasara az adenil ciklaz valamint a feszultségfliggd
kalciumcsatornak gatlasahoz vezet, emellett a sejtekbe befelé folyo
kaliumaram megnoévekszik. Transzmitter felszabadulast gatlo hatasa van, és

szamos idegrendszeri folyamat neuromodulatora. In vivo kisérletekben az



anandamid csokkenti a spontan motoros aktivitast, hipotermiat,
immobilitast okoz, valamint analgetikus hatasa is van (DiMarzo és mtsai,
1998, 2001). Ezek a tinetek megegyeznek a vadkender (Cannabis sativa)
pszichoaktiv hatéanyaga, a A°-tetrahidrocannabinol okozta hatasokkal
(cannabimimetikus hatas), mely hatasok szintén CB1 receptorok
kozvetitésével jelentkeznek. Az anandamid a sejtben hidrolizissel képzédik
egy foszfolipid prekurzor molekulabol, a folyamatot a foszfolipaz-D
katalizalja. A bioszintézis kalciumbearamlas hatasara indul el az
idegsejtekben. Az inaktivacido egy membran transzporter segitségével a sejtbe
torténdé visszavétel utan szintén enzimatikus hidrolizissel torténik. Az
anandamid és egy szintetikus capsaicin analég, az olvanil kémiai
hasonlosaga miatt kezdték vizsgalni, hogy a vanilloidok képesek-e hatni a
CB receptorokon. Az olvanilrol kidertilt, hogy parcialis CB1 receptor
agonistaként viselkedik, és akarcsak az anandamid transzport inhibitor
AMA404, az olvanil is képes gatolni a [*HJanandamid akkumulaciét human
astrocytoma sejtekben (Beltramo és Piomelli, 1999). Ez utan kerultek az
érdeklédés koézéppontjaba a vanilloid kutatas tertiletén is a cannabinoidok és
az anandamid. Az anadamid feltehetéen képes a cannabinoid és a capsaicin
receptorok  kozti interakciora mind az idegrendszeri mind a
kardiovaszkularis struktarakon (Zygmunt és mtsai, 1999). A 2001. évben
megjelent koézlések bizonyitottnak vélik, hogy az anadamid a cannabinoid
receptorok mellett a VR1 receptort is aktivalja, a vitak inkabb a VRI1
aktivacio fiziologiai szerepérdl folynak (Zygmunt és mtsai, 2000, Szolcsanyi,
2000a, Smart és Jerman, 2000, Szolcsanyi, 2000b). Mivel az anandamid
ellentétes hatasokat kozvetit a CB1 valamint a VR1 receptor aktivacion
keresztiill (példaul a CB1 receptor aktivaci6 a feszultségfiiggd
kalciumcsatornak gatlasahoz vezet, mig a VR1 receptor aktivalasa
kalciumion-bearamlast okoz a sejtekbe) ezért azokon a strukturakon ahol
mindkét receptor megtalalhato, két nagysagrenddel nagyobb affinitasa a CB1
receptorhoz nem engedi fiziologias koértilmények kozott manifesztalodni a
VRI1 agonista hatast (Szolcsanyi 2000a, 2000b). Feltételezik azt is, hogy az
anandamid fiziologiai szerepe az intracellularis szignal mechanizmusok

finom szabalyozasa lenne (DiMarzo és mtsai, 2000, Szallasi, DiMarzo, 2000).



AZ ERTEKEZES CELKITUZESEI

[. Célunk volt kvantitativ morfometriai vizsgalattal ellendrizni
ujszulottkori capsaicin elékezelés hatasait patkany trigeminalis ganglion
sejteken. Elektronmikroszkopos vizsgalatokat és nociceptiv tesztet (capsaicin
szembe cseppentésével kivaltott védekezé magatartas vizsgalata) végeztiink,
hogy a sejtek ultrastrukturalis allapotat valamint a nocicepcio valtozasat
figyelemmel tudjuk koévetni. Vizsgaltuk idegnévekedési faktor ("nerve growth
factor" (NGF)) kezelés hatasait capsaicin-kezelt allatok trigeminalis
ganglionsejtjeire.

II. Patkany trigeminalis ganglionsejt-tenyészeten vizsgaltuk 3 anyag, a
capsaicin, anandamid és RTX neuronokra kifejtett hatasat. Intracellularis
kalciumionszint-mérést végeztink fura-2 AM fluoreszcens festéket
hasznalva. Célunk volt a capsaicin és az anandamid, mint VR1 receptor
kuls6 és endogén ligandok ganglionsejtekre kifejtett hatasainak
O0sszehasonlitasa.

III. Kisérleteinben ujsztilottkori anandamid és capsaicin el6kezelés
tartos hatasait kivantuk 6sszevetni. A forré ingerekre adott nociceptiv valaszt
tail-flick teszttel vizsgaltuk. Ellendriztiik az elékezelés hatasat az érzéducok
ganglionsejtjeinek  ultrastrukturajara a  kezelées utan  klénbozd
idépontokban.

IV. Patkany trigeminalis ganglionsejt-tenyészeten fel akartuk tarni a
mitokondriumok szerepét a capsaicin és RTX hatasanak kialakulasaban. A
mitokondriumok részvételét a capsaicin intracellularis kalciumionszintre
gyakorolt hatasa alapjan vizsgaltuk mitokondriumpotencialt befolyasolo

szerek jelenlétében.

10



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

Bevezetés

Ujsziléttkori szisztémas capsaicin vagy RTX kezelés csdkkenti a
periférias idegek C-tipusu, vel6huively nélkuili rostjainak valamint az érzd
ganglionok B sejteinek szamat patkanyban (Jancso és mtsai, 1977, Nagy és
mtsai, 1980, Jancso és Kiraly, 1981, Nagy és mtsai, 1983 Lawson, 1987,
Sugimoto és mtsai, 1998). Egyes szerzok (Lawson és Harper, 1984, Lawson,
1987) az elékezelés utan a nagy, A sejtek szamanak csdkkenését is leirtak.
Masok szintén Ujszulott egerek lumbaris hatso gyoki ganglionjaban talaltak
degeneralodott A sejteket capsaicin elékezelés utan (Hiura és Ishizuka, 1989,
Hiura, 2000). Ujszulétt allatokban a capsaicin okozta karosodas
jellemzo6jének tartjak, hogy az nagyon gyorsan, 30 perc alatt vagy néhany ora
alatt lezajlik (Jancs6 és mtsai, 1977, Jancso és Kiraly, 1981, Jancso és
mtsai, 1987). Felndétt korban kezelt patkanyokban capsaicin vagy RTX
kezelés utan sem hasonlo sejtszamcsokkenést sem a hatso gyoki C-tipusu
afferens rostok szamanak redukciojat nem észlelték, ellenben komoly
mitokondriumkarosodast figyeltek meg a hatsé gydki és trigeminalis
ganglionok egyes B sejtjeiben. Az injekcio utan napokkal sét hetekkel is
leirtak ilyen duzzadt mitokondriumu sejteket nem csupan capsaicin, de RTX
kezelés utan is (Jo6 és mtsai, 1969, Chiba és mtsai, 1975, Szolcsanyi és
mtsai, 1975, Szallasi és mtsai, 1989, Szallasi, 1990, Szolcsanyi, 1990,
Szolcsanyi és mtsai, 1990, Sugimoto és mtsai, 1998). Az érintett
mitokondriumokban sérultek a belsé krisztak, melyek hianyozhatnak is.
Hasonl6é ultrastrukuralis valtozasok lathatok a hipotalamusz preoptikus
areajaban is ahol a centralis meleg receptorok lokalizalodnak ( Szolcsanyi és

mtsai, 1971, Szolcsanyi, 1982). Az elékezelt allatokban kémiai és forro
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ingerekkel szembeni hosszu ideig tarté fajdalomérzés kiesés, és
termoregulacio karosodasa jelentkezik. Neurogén gyulladas nem alakul ki
capsaicinnel kezelt patkanyokban (Jancs6 és mtsai, 1967, Jancs6-Gabor és
mtsai, 1970, Szolcsanyi és mtsai, 1975, Bevan és Szolcsanyi, 1990,
Szolcsanyi €s mtsai, 1990, Holzer, 1992, Szallasi és Blumberg, 1999).
Kisérleteink célja az volt, hogy az ujsziloéttkori capsaicin-kezelés
hatasait tobb oldalrél megvizsgaljuk. Az elektronmikroszkopos vizsgalatok

mellett fiziologiai, valamint kvantitativ morfometriai vizsgalatot végeztiink.

Modszerek

1. Ujsziilétt patkdnyok el6kezelése capsaicinnel: Ujsziilétt Wistar
patkanyokat a masodik napon 50 mg/kg capsaicinnel kezeltlink (s.c.) ahogy
azt mar korabban Jancsé €és munkatarsai leirtak (1977). A patkanyok egy
csoportja a capsaicin kezelés utani naptol szamitott 10 napon keresztiill NGF
injekciot kapott (NGF fiziologias sooldatban 10x100 ng/kg, s.c.), egy masik
csoportnak csak a sooldatot adtuk. Kontroll allatokat is hasznaltunk, ezek a
capsaicin oldészerét (10% etanol, 10% Tween 80 fiziologias séoldatban, s.c.)

kaptak.

2. Perfuzié: A patkanyokat ketaminnal altattuk, 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. A perfuzié ktilénb6z6
idépontokban tortént, egy nappal a capsaicin kezelés utan, tehat 3 naposan,
majd 1, 2, 3, 6, 10, 12, 14, 20 hetes korukban. A capsaicin+NGF-kezelt

allatok esetében a perfaziot 3 hetes korban végeztik.

3. Fénymikroszkoépos vizsgdlatok: Négy kontroll, 4-6 capsaicin-kezelt
vagy capsaicintNGF-kezelt allat trigeminalis ganglionjat kimetszettik,
dehidraltuk, majd paraffinba agyaztuk és 8 pm vastag sorozatmetszeteket
készitettink beldluk. 1%-os Cresyl ibolya festékkel megfestettik majd

DePexszel fedtiik a metszeteket.
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4. Kvantitativ analizis: A  sejtszamolast 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 ganglionjaban 6 hetes korig minden
korcsoportban, igy az A és B sejtek aranyat is megkaptuk. Csak azokat a
sejteket szamoltuk, melyek nukleolusza is latszott. Teljes sejtszam
meghatarozast is végeztiink a nukleolaris szamolasi modszerrel és egy
korrekcios faktor (Konigsmark, 1970) segitségével 1 hetes (4 kontroll, 6
capsaicin-kezelt) és 3 hetes (4 kontroll, 4 capsaicin-kezelt, 5 capsaicin+NGF-
kezelt) patkanyok ganglionjaiban. Az adatok statisztikai értékelése nem-
parametrikus Mann-Whitney teszttel tortént. Statisztikailag szignifikansnak

p<0,05 érték esetén tekintettlik az adatokat.

5. Elektronmikroszkoépos vizsgdlatok: Minden korcsoportbol 2 kontroll
és 2 capsaicin-kezelt allat, valamint 2 capsaicintNGF-kezelt 3 hetes allat
trigeminalis ganglionjat vizsgaltuk. A perfazio utan a ganglionokat
kipreparaltuk, 1 mm?®-es darabokat metszettiink bel6ltik, és 1-2 o6ran at
posztfixaltuk paraformaldehid és glutaraldehid keverékben. Ezutan ozmium-
tetroxiddal folytattuk a fixalast, majd dehidralas utan Durcupanba agyaztuk
a gangliondarabokat. Leica ultramikrotommal 0.5 pm vastag félvékony
metszeteket vagtunk, toluidin-kékkel megfestettik majd fénymikroszkop
alatt megnéztiik az altalanos strukturat, kivalasztottuk az ultravékony (1-2
nm vastag) metszetek készitésére alkalmas tertileteket illetve sejteket. Mivel
féelvekony metszeten is feltinik a jelentésebb capsaicin okozta sejtelvaltozas,
ilyen metszeteken par szaz sejt leszamolasaval kovetkeztethettink a
karosodas mértékére is. Az  ultravékony metszeteket o6lommal

kontrasztoztuk, majd JEOL 1200 elektronmikroszkop alatt vizsgaltuk.

6. Kemonocicepcio vizsgdlata: 3 és 6 hetes kontroll, capsaicin-kezelt és
capsaicin+NGF-kezelt allatokat vizsgaltunk. 10®° g/ml capsaicint (1%-os
capsaicin todrzsoldatbol fiziologias sooldatban higitva) cseppentettiink az

allatok szemébe, majd a mells6 labakkal veégzett toérlé mozdulatokat
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szamoltuk, ahogy azt mar korabban az ugynevezett ,wiping teszt”-nél leirtak

(Szolcsanyi és mtsai, 1975).

7. Neurogén gyulladdas vizsgalata plazma extravazdcié mérésével: Hat
hetes kontroll (n=7), capsaicin-kezelt (n=7) és capsaicin+tNGF kezelt (n=8)
patkanyokat hasznaltunk a kisérlethez. Az allatokat natrium-thiopenthallal
(Trapanal, 50 mg/kg, i.p.) altattuk, majd neurogén gyulladast valtottunk ki a
labhatak bérében paraffinolajpan oldott 1 %-os mustarolaj helyi
ecsetelésével. Ez a Dbeavatkozas a capsaicin-érzékeny C-polymodalis
nociceptorok orthodromos iranyu szelektiv kémiai izgatasaval valtja ki a
neurogén gyulladas f6 tlneteit, az értagulatot és a plazma extravazaciot
(Jancso6 és mtsai, 1967). A gyulladas okozta plazma extravazaciot Evans kék
akkumulacios modszerrel a koévetkezéképpen hataroztuk meg. Az allatok a
gyulladas kivaltasa el6tt 10 perccel vénas kantilon keresztiil Evans kék
festéket kaptak 50 mg/kg doézisban. Mivel ez a festék koétédik a plazma
albuminhoz, a gyulladas helyén kilép az érpalyabdl és a gyulladt szovetben
tortéené akkumulacigja aranyos a plazma extravazacio meértékevel. A
mustarolajecsetelés utan 20 perccel az allatokat elvéreztetttik, a labhati
bdéroket lemetszettik, majd 72 oras formamid extrakcio utan 620 nm-en
meghataroztuk az extravazalodott festék mennyiségét. Az eredményeket pg/g
egységben nedves szovetsulyra vonatkoztatva adtuk meg. Az adatok
statisztikai  értékeléséhez nem-parametrikus Mann-Whitney tesztet

hasznaltunk, szignifikansnak a p<0,05 érték esetén tekintettiik az adatokat.

Eredmények

Capsaicin kezelés hatasa a trigeminalis ganglionsejtekre

Kontroll allatok trigeminalis ganglionjat vizsgalva a két {6 sejttipus, az
A és B sejtek szépen elkulénithet6k mar fénymikroszkopos valamint
féelvekony metszetekrol készult felvételen (I/1a,b kép). A bevezetében mar
leirt ultrastruktaralis kulénbségek az elektronmikroszkopos képeken

nyomonkoévethetdék (I/2a,b,c kép).
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I/1. kép. a: Patkany trigeminalis ganglion fénymikroszkopos képe, 8
pm, cresyl ibolya festés. b: A ganglion félvékony metszetének képe, 1 pm,
toluidin kék festés. A képeken jol elktilénitheték az A és B sejtek (A, B). Jel:
S pm.
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Huszonnégy oraval a capsaicin kezelés utan néhany B sejt feltind
ultrastrukturalis karosodast mutat. Az endoplazmas retikulum, a
mitokondriumok és a Golgi apparatus membranjai szakadozottak. A
sejtmagban a kromatinallomany kondenzalddott, a sejtek nekrotikusak. Az A
sejtek és a szatellita sejtek nem mutatnak hasonlo eltéréseket. Duzzadt
mitokondriumok csak az olyan B sejtekben lathatok, melyek a fent leirt
membraneltéréseket is magukon viselik (I/2d. kép). Egy héttel a kezelés utan
a nekrotikus B sejtek mar nem lathatok, ekkor fénymikroszkoposan nem
kulénboztethet6k meg egymastol a kezelt és a kontroll allatok ganglonsejtjei.
Elektronmikroszkopban vizsgalva az 1 hetes capsaicin-kezelt allatok
ganglionsejtjeit, néhany B sejtben duzzadt mitokondriumokat talaltunk
hianyzo belsé krisztakkal, ezeknek a sejteknek a szama né a 2. héten (I/4a.
kép). A citoplazma mas organellumai és a sejtmag teljesen épek. Az A sejtek
és a szatellita sejtek is érintetlenek.

Harom és hat héttel a kezelés utan mar olyan kifejezett a
mitokondriumkarosodas, hogy a legsulyosabban érintett B sejtek mar
féelvékony metszeteken fénymikroszkopban is lathatok (I/3. kép). Ezekben
nagy vilagos holyagok jelzik a hianyzé krisztaju duzzadt mitokondriumokat.
Capsaicin-kezelt allatokban a B sejtek 8%-a érintett 3 hetes korban (I/4b,c.
kép), 10%-a 6 hetes korban (I/5a,b. kép), és 9%-a a 3 hetes capsaicin+NGF-
kezeltek esetében (I/6,. kép). Az A sejtek és a szatellita sejtek épek.
Elektronmikroszkopban feltinik, hogy az érintett B sejtek szinte Osszes
mitokondriuma karosodott, az 6sszes bels6é kriszta hianyzik beléluk (I/4c,
S5a,b kép). A tobbi sejtorganellum viszont ebben a korcsoportban is
érintetlen, olyan mint a kontroll allatokban. Apoptotikus illetve nekrotikus
sejteket sem lehet felfedezni. A leghosszabb, még vizsgalt id6 a capsaicin
elékezeléstdl szamitva, a 20. hét volt. Ekkor sem lattunk apoptozisra illetve
nekrozisra utalo jeleket, viszont a 14.-t6l a 20.-dik hétig a karosodott
mitokondriumu sejtek szazalékos aranya a normal sejtekhez Lképest

csOkkent, utalva arra, hogy ezek a sejtek lassan eltinnek a ganglionokbdl.
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I/2. kép: Patkany trigeminalis ganglionjsejtek elektronmikroszkopos képe.
A: Egy A tipusu sejt a jellegzetes neurofilament halézattal (nf). B és C: B
tipusu sejt a szabad és membrannal asszocialt riboszomaval (B) valamint a
sok mitokondriummal (C). D: Nekrotikus ganglionsejt 24 o6raval a capsaicin
kezelés utan. Az endoplazmas retikulum duzzadasa lathatoé (nyil), duzzadt és
ép mitokondriumok egyarant eléfordulnak, a nucleusban (n) a kromatin
allomany kondenzalodasa észlelhet6. A szomszédos B sejt (b) nem mutat
hasonl6 nekrotikus elvaltozast. Jelek: A. és B: 0,2 ym, C: 1 ym, D: 2 pm.
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I/3. kép: Harom hetes, Ujszulétt korban capsaicinnel kezelt patkany
félvekony metszetének képe toluidin kékkel festve. A duzzadt

mitokondriumok mar fénymikroszkopban is lathatok (nyil).
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I/4. kép: Két hetes (A) és harom hetes (B,C) ujszilott korban
capsaicinnel kezelt patkany trigeminalis ganglionjanak B-tipusu sejtjeinek
elektronmikroszkopos képe. A: Lathatjuk a mitokondriumkarosodas kezdeti
jeleit (vilagos nyil) és a duzzadt mitokondriumokat (s6tét nyil). A tébbi
sejtalkotd (g, er) és a nucleus (n) ép. Jel: 1.5 pm. B és C: A kisebb és
nagyobb nagyitasu képeken is feltind, hogy szinte az 6sszes mitokondrium
(m) érintett. A t6bbi organellum (pr: poliriboszéma) €és a nucleus itt is ép. Jel:
0,4 pm.

19



I/5. kép: Hat hetes, Ujszulott korban capsaicinnel kezelt patkany B tipusu
ganglionsejtje kisebb (A) és nagyobb (B) nagyitassal. A sejt szinte Osszes
mitokondriuma mutatja a karosodas jeleit, némelyikben még lathatok a
krisztak nyomai (s6tét nyil), mashol mar hianyoznak (vilagos nyil). A Golgi
apparatus (g) és az endoplazmas retikulum (er) itt is intakt. Jel: A: 2.5 pm,
B. 0,3 pm
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NGF kezelés hatasa a capsaicin-kezelés okozta mitokondrialis
karosodasra

A capsaicin beadasa utan kezdett rendszeres, 10 napon at tarté NGF
kezelés nem akadalyozta meg a mitokondrialis elvaltozasokat a sejtekben. A
3 hetes capsaicintNGF-kezelt allatok ganglionsejtjeiben a mitokondriumok
ugyanolyan elvaltozasai figyelhet6k meg, mint amilyenek a csak capsaicinnel

kezelt allatok hasonlo korcsoportjaban lathatok (I/ 6. kép).

I/6. kép.: Harom hetes capsaicintNGF kezelt patkany trigeminalis
ganglionjanak B sejtje. A duzzadt mitokondriumok (m) mellett a tébbi
sejtalkoto (riboszomak ( r), Golgi apparatus (G), endoplazmas retikulum (ER))

ezekben a sejtekben is ép.
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Kvantitativ adatok

A capsaicin kezelés utan 5 nappal nem volt csékkenés az A és B sejtek
szamaban a trigeminalis ganglionokban a kontrollhoz képest. A teljes
neuronalis sejtszam 26.103x1310 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 allatokban. A kulonbségek a két csoport kozott nem voltak

szignifikansak (I/ 1. abra).

20000 I:IkOHtroll (n=4)

-capsaicin kezelt (n=6)

15000

10000

Sejtszam

5000

A sejtek B sejtek
I/1. abra: Trigeminalis ganglionok sejtszamainak alakulasa 1 hetes
kontroll és capsaicin kezelt allatokban

Harom heéttel a kezelés utan a B sejtek szamanak csokkenését
tapasztaltuk. A teljes sejtszam 28.138+2136 volt a kontroll (n=4) és
22.218%£989 a capsaicin-kezelt csoportban. A B sejtek szama szignifikansan
nagyobb volt (p=0.03) a kontroll (20.348£1609) mint a kezelt patkanyoknal
(12.369+543). Az A sejtek szamaban nem talaltunk eltérést.
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[/2. abra: Sejtszamvaltozasok a trigeminalis ganglionban
capsaicin valamint capsaicin + NGF kezelés utan 3 héttel

Habar az NGF kezelés nem hatott a capsaicin okozta ultrastruktaralis
elvaltozasokra, a sejtszamcsokkenést kivédte a capsaicin-kezelt allatok
ganglionjaiban. A kontroll allatokban a B sejtek szama 20.348+£1609 volt 3
hetes korban, ugyanez capsaicin+tNGF-kezelt allatoknal 21.496+3948 (n=5,
p=0.4) (I/ 2. abra).

A sejtméretek a kezelés utan 1 és 5 nappal nem mutattak kiildnbséget
a kontroll és capsaicin kezelt csoportokban, mig 3 és 6 héttel a capsaicin
kezelés utan a nagyobb méretek felé tolodtak el (I/3. dbra). Egy 6 hetes
kontroll és egy capsaicin kezelt allat trigeminalis ganglionjanak A és B sejt

megoszlasat és a méretbeli eltolodast mutatja az I/4. dbra.
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I/4. abra: A és B sejtek megoszlasa egy kontroll és egy capsaicin kezelt allat
trigeminalis ganglionjaban.
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Capsaicin és capsaicin+NGF kezelés hatasa a kemonocicepciora
Szisztémas capsaicin kezelés deszenzitizaciot okoz 3 és 6 hetes,
ajszulott korban capsaicinnel kezelt allatoknal. Capsaicin (10° g/ml
fiziologias sooldat) 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) (p<0,001). Mig a kontroll allatoknal
minden esetben blepharospasmus jelentkezik, addig a kezelt allatoknal ez
nem lathato. A capsaicin+tNGF kezelt 3 és 6 hetes allatoknal a mozdulatok
szama 3.910.8 és 2.1+1 (p<0,05 a 3 heteseknél és p<0,001 a 6 heteseknél),
s6t a blepharospasmus is visszatér néhany allatnal. A deszenzitizacio
meértéke tehat kisebb azoknal az allatoknal melyek a capsaicin utan NGF
kezelést is kaptak mint azoknal, akik csak capsaicin injekciot kaptak (I/5.

abra).

|:| kontroll allatok
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[/5. abra: Capsaicin szembecseppentéssel kivaltott kemonocicepcio
vizsgalata 3 és 6 hetes patkanyoknal
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Capsaicin és capsaicin+tNGF kezelés hatasa mustarolaj okozta
plazma extravazaciora

Ujszuiléttkori szisztémas capsaicin kezelés 85%-al csékkentette a
plazma extravazacio meértékét a kezelt allatokban a kontroll allatokhoz
képest (p<0,001). A capsaicintNGF-kezelt allatok esetén ez az érték hasonlo
volt, 86%. Az ujszuléttkori NGF kezelés tehat nem befolyasolja a capsaicin

kezelés plazma extravazaciot gatlo hatasat (I/ 6. dabra).
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I[./6. abra: Mustarolajjal kivaltott plazma extravazacio vizsgalata
6 hetes allatoknal

Megbeszélés

Az elektronmikroszkopos vizsgalatok és a kvantitativ adatok azt
bizonyitjak, hogy ujszulottkori capsaicin el6kezelés az érzé ganglionok B
sejtjeiben lassan kialakulé mitokondriumkarosodast és lassan bekdvetkezd
sejtszamcsokkenést okoz.

Korabbi morfometriai vizsgalatokbol mar ismert, hogy az 50 mg/kg

capsaicinnel torténdé uUjszulottkori kezelés sejtszamcsdkkenést okoz hatso

27



gyoki ganglionokban, 3-6 honappal az injekcié6 utan (Lawson, 1987,
Arvidsson és Ygge, 1986, Mc Carthy és mtsai, 1999). A sejtszamcsdkkenés
mellett a myelinhtively nélkuli afferens rostok szama is kisebb lett (Jancso és
mtsai, 1977, Scadding, 1980, Lynn és mtsai, 1984, Jancs6 és mtsai, 1987,
Lawson és mtsai, 1987). Nagyobb, 100 mg/kg dozis esetén a myelinhtivelyes
rostok szama (Nagy és mtsai, 1983) valamint az A sejtek szama is csokken
(Lawson és Harper, 1984, Lawson, 1987). Ugyanakkor csak Otten és
munkatarsai (1983) kozoltek olyan sejtszamolasi adatokat, melyek két héttel
a capsaicin kezelés utan mutattak mar sejtszamcsékkenést hatso gyoki
ganglionokban. Korabbi idépontban sejtszam meghatarozasok nem
torténtek. Régota ugy tartjak, hogy a capsaicin okozta sejtszamcsokkenéshez
a B sejtek gyors nekrozisnak tindé halala vezet, mely 30 percen belil
bekovetkezik (Jancso és mtsai, 1977, 1984, 1987). Egér kisérletekben a B
2000). A capsaicin neurotoxikus hatasa az érzdéducsejteken in vitro
korulmények kozott is kimutathato, azonban csak nagy koncentracio esetén
és akkor is csak hosszabb latencia id6é utan. Hatsé gyodki ganglionokbol
készitett sejttenyészetekre adva a capsaicint 30 pM koncentracidéban, 24 ora
mulva a sejtek mintegy 1.9%-a pusztul csak el (Chard és mtsai, 1995), pedig
ez a dozis sokkal magasabb mint az, amit az 50 mg/kg-os subcutan injekcio
in vivo okoz a szenzoros neuronokban. A vérbdl, agybol és gerincvel6bdl vett
mintakban 0,4-0,5 pg/g-os maximumot ért el a mennyisége 5 oraval a
kezelés utan (Saria és mtsai, 1982). Sugimoto és munkatarsai (1998, 1999)
ujszulottkori capsaicin  kezelés (50 mg/kg, s.c) utan 12-48 oraval
apoptotikus neuronokat irtak le, de gyors, a korabban leirt neurotoxikus
sejthalalnak nem talaltak nyomat. Felndéttkori elékezelés soran apoptozisra
utalo jeleket nem talaltak. Ezek a tények nem tamasztjak ala azt a
feltételezést, mely szerint a capsaicin gyors, neurotoxikus sejthalalt okoz.
Kisérleteinkben 24 o6raval a capsaicin elékezelés utan apoptotikus
sejteket nem talaltunk, viszont ozmiofil, nekrotikus sejtek el6fordultak,
melyek sejtmagja és sejtorganellumai karosodottak, ahogy azt korabban
leirtak patkanyban (Jancs6é és mtsai, 1977, Jancso és Kiraly, 1981) és

egérben (Hiura és Ishizuka, 1989, Hiura, 2000). Meg kell emliteni azonban,
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hogy a capsaicin subcutan injekcidja utan apnoe, bradykardia és hipotenzio
lép fel, melyet az allatok mesterséges lélegeztetés nélktil nem élnek tul.
Feltehetd, hogy a mesterséges lélegeztetés ellenére olyan komoly ischémia
alakul ki, mely néhany sejt esetében akar apoptotikus akar nekrotikus
sejthalalhoz vezethez (Lipton, 1999). Ot nappal a kezelés utan azonban nem
talaltunk szignifikans sejtszamcsokkenést. Tehat a harom hét utan
jelentkez6 redukciot a B sejtek szamaban nem tekinthetjuk korai, akut
sejthalal koévetkezményének. Korabbi irodalmi adatok sem szamolnak be
olyan sejtszamcsOkkenésrdl, mely biztosan az akut sejtelpusztulasnak
tulajdonithaté.

A keésén jelentkezdé sejthalalt valdszinlileg a periférias és centralis
idegvégzédések degeneralodasa kovetkeztében fellépé6 NGF felvétel hianya
okozta ujszulottkori el6kezelés esetén. Felndttkori elékezelés utan ez a hatas
nem jar egyutt sejtpusztulassal. Az NGF nélkulozhetetlen a nociceptiv
afferesek prenatalis és korai posztnatalis fejlédési periodusaban (Mendell,
1999). Ha ujszulott allatokban megvonjuk a sejtektél az NGF-t, akkor az a
sejtek pusztulasahoz vezet. Szisztémas capsaicin kezelés felndétt allatokban
az axonok centralis és periférias terminalisainak pusztulasat okozza
(Szolcsanyi és mtsai, 1990, Holzer, 1992, Winter és mtsai, 1993). Hasonl6
karosodas ujszulott allatokban megakadalyozza az NGF transzportjat az
axonokbodl a sejttestbe, igy azok elpusztulhatnak. Hatso gyodki ganglionsejtek
szamanak csOkkenése capsaicin kezelés utan kivédheté volt NGF adasaval
(Otten, 1983). Mivel az NGF amellett, hogy fontos a sejtek tulélése
szempontjabol, fokozza a sejtek capsaicin-érzékenységét is (Winter és mtsai,
1988, Shu és Mendell, 1999), igy mi a kisérletek soran nem egyszerre adtuk
a capsaicint és NGF-et a patkanyoknak mint Otten és munkatarsai, hanem
egy nappal késébb kezdtiik az NGF adagolasat. Igy nem befolyasoltuk a
capsaicin okozta korai ultrastrukraralis valtozasok kialakulasat.

A capsaicin kezelés hatasara a nociceptiv primer afferensek hosszu
ideig elhtizodo funkcionalis zavaraival parhuzamosan a mitokondriumok
karosodasa is megfigyelhetd, ahogy azt leirtak korabban felnétt allatokban
(Joo és mtsai, 1969, Szolcsanyi és mtsai, 1975, Chiba és mtsai, 1986), in

vitro capsaicin adas utan (Marsh és mtsai, 1987) valamint szisztémas RTX
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hatasara (Szolcsanyi és mtsai, 1990). Kalciummentes kérnyezetben hasonlo
valtozas nem torténik (Marsh és mtsai, 1987). A capsaicin megnyitva a VR1
receptor kation csatornajat megnoéveli az intracellularis kalciumion-
koncentraciot (Bevan és Szolcsanyi, 1990, Caterina és mtsai, 1997), a
mitokondriumok kalciummal telitédnek, ez pedig strukturalis karosodashoz
vezet (Dedov és Roufogalis, 2000). Megvalaszolatlan az a kérdés, hogy ez
miért nem vezet azonnali sejtpusztulashoz, vagy miért nem kéveti restitucio.
[lyen mitokondriumokat hetekkel a kezelés utan is lathatunk. Az NGF
kezelés a sejtszamcsokkenést megakadalyozta, de a mitokondriumok
dezorganizaciojara nem volt hatassal. Ezen a ponton tovabbi vizsgalatok
ravilagithatnanak a mitokondriumok szerepére a sejt életciklusaban,
valamint a VR1 aktivacié altal inditott molekularis biologiai torténésekben.
Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy az Ujsziiléttkori capsaicin kezelés
a felnéttkori kezeléshez hasonléan hosszu ideig elhtz6do szelektiv
ultrastrukturalis és funkcionalis valtozasokat okoz a  B-tipusu
érzéducsejtekben. Kvantitativ morfometriai adatokkal nem tamaszthaté ala a
capsaicin korai neurotoxikus hatasa. A B-tipust neuronok szignifikans
csokkenése csak harom hét utan mutathato ki és NGF adassal kivédheté.
NGF-adas antagonizalja a capsaicin-adassal kivaltott antinociceptiv hatast
de nem védi ki a capsaicin-adassal kivaltott neurogén gyulladasgatlé hatast

és a tobb hétig tarté mitokondriumduzzadast.
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II. A CAPSAICIN ES ANANDAMID HATASANAK VIZSGALATA PATKANY
TRIGEMINALIS GANGLIONSEJT-TENYESZETEN INTRACELLULARIS
KALCIUMIONSZINT-MERESSEL

Bevezetés

A kloénozott VR1 capsaicin receptoron keresztiil a capsaicin vagy forro
inger a sejtbe befelé iranyulo kationaramot hoz létre, melynek fontos
Osszetevdje a kalcium ion. A capsaicin hatas létrejottéhez nincs szlikség
masodlagos hirvivé rendszer kozremukoédésére. A kalciumionok bearamlasa
kalcium-szenzitiv enzimeket stimulal, mely intracellularis mediatorok, mint
példaul cGMP, szintjének emelkedéséhez vezet (Wood és mtsai, 1989, Bevan
és Szolcsanyi, 1990). Az extracellularis kalcium ionok hatasat a capsaicin
valasz kialakulasara tébben vizsgaltak. Megallapitottak, hogy az
extracellularis kalcium jelenléte sziikséges a deszenzitizacio kialakulasahoz
(Holzer, 1991, Szolcsanyi, 1993). A kalciumionok eltavolitasa az
extracellularis térbdl a deszenzitizacio mértékének csdkkenéséhez vezet (Liu
and Simon, 1996). Ez a jelenség a Xenopus oocytakban expresszalt klonozott
VR1 capsaicin receptoron is kimutathatéo volt. Extracellularis kalcium
hianyaban a VR1 nem, vagy csak kis mértékben mutatott tachyphylaxiat
ismételt capsaicin alkalmazasakor. ValészinUsithetd, hogy a capsaicin
hatasara megnoévekvd intracellularis kalciumionszint biokémiai folyamatok
sorozatat inditja el, melyek k6z6s eredménye a VR1 receptor deszenzitizacio
(Szallasi és Blumberg, 1999).

A VRI1 receptor természetes aktivatorai, valamint szintetikus és a
természetben is el6fordulé VR1 agonistak mellett felmertilt a cannabinoid és
a capsaicin—€érzékeny rendszer kapcsolata. Az endocannabinoid anandamid
tenyésztett endothél sejteken kalciumion-akkumulaciot okoz, melyet a
szelektiv CB1 receptor antagonista SR 141716A blokkolni tudott (Fimiani
1999). Az anandamid képes csOkkenteni a capsaicin altal kivaltott CGRP
felszabadulast a hatso gyoki ganglionbdl a nociceptiv afferensek CB1

receptorain keresztil (Calignano és mtsai, 1998, Richardson és mtsai, 1998).
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Ugyanakkor sikerult igazolni az anandamid izgaté hatasat a VR1 receptort
expresszalo HEK293 sejteken, ahol befelé foly6 aramot valtott ki, melyet a
capsaicin antagonista capsazepin kivédett (Zygmunt és mtsai, 1999, Smart
és mtsai, 2000). Izolalt ér-preparatumon az anandamid vazodilataciét hoz
letre CGRP felszabaditasan keresztiil, mely szintén blokkolhato volt a
capsaicin antagonista capsazepinnel (Bevan 1992, Szallasi és Blumberg,
1999). A neuronokban keltett anandamid valasz modulalasara a kompetitiv
CB1 antagonista SR 141716A (Rinaldi-Carmona és mtsai, 1994) illetve
antinociceptiv hatasu agonistak, példaul a WIN 55212-2 és a A°-
tetrahydrocannabinol (Rinaldi-Carmona és mtsai, 1995) hasznalatosak.

A CB1 receptorok jelenlétét kimutattak koézponti és periférias
idegrendszerben, a capsaicin érzékeny rostokon is (Chard és mtsai, 1995,
Farquhar-Smith és mtsai, 2000). Tenyésztett hatso gyoki ganglionsejtekben
a CB1 és VR1 immunpozitiv sejtek nagymeérték(i atfedésérdl szamoltak be
(Ahluwalia és mtsai, 2000).

Kutatocsoportunk egy 1j kisérleti modszert allitott be, az
intracellularis  kalciumionszint mikrofluorimetrias meérését patkany
trigeminalis ganglionsejt-tenyészeten. Doktori munkam része volt a
sejttenyésztési technika és intracellularis Ca?*-mérés moddszereinek
beallitasa. Kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy az anadamid szenzoros
neurontenyészetben is képes-e kalciumion-akkumulaciot létrehozni,
valamint azt, hogy az anandamid hatasaban a CB1 cannabinoid receptorialis
gatlas vagy a VRI capsaicin  receptoron  keresztil  kifejtett

kalciumakkumulaciot aktivalé hatas mutathaté ki nativ érzéducsejteken.

Modszerek

1. Patkany trigeminalis ganglionsejt-tenyészet készitése: 2-5 napos
Wistar patkanyokat éteres altatas 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
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deoxiribonukleaz I-et tartalmazo PBS-ben inkubaltunk 8 percen keresztul.
Trituralas utan a sejteket steril 24 luku tenyésztéedényekbe helyeztik,
melyek fenekén poly-D-lysinnel elékezelt iveg lemezek voltak. A tenyésztd
meédium a koévetkezd Osszetevokbdl allt: 180 ml Dulbecco's-Modified Eagle
Medium (D-MEM), 5% 16 szérum, 5% ujszulott kecske szérum, 5% BSA, 100
pl penicillin, 100 pl sztreptomicin. A tapoldathoz 200 ng/ml NGF-t adtunk, a
tapoldatot kétnaponta cseréltiik, a kisérletekhez 3-8 napos tenyészeteket

hasznaltunk.

2. Intracellularis kalciumionszint-mérés fluoreszcens moédszerrel: A 3-8
napos tenyészeteket 1 pM fura-2-acetoxy-metilészter (AM) fluoreszcens
kalcium-indikator festéket tartalmazo oldatba helyeztik at, melynek
Osszetétele a kovetkez6 (mM-ban): NaCl, 122; KCl, 3.3; CaCl,, 1.3; MgSOs.,
0.4; KH,PO, 1.2; HEPES, 25; glukoz, 10; pH 7.3. A festékkel valé inkubalas
15 percig tartott 37°C-on, mely soran a festék akadalytalanul jut at a
sejtmembranon, a sejt belsejében az észterazok lehasitjak a rola az észtert,
és igy az képes lesz a szabad kalciumionokat megkétni, viszont a
membranon igy nem tud atjutni, sejten beltil marad. Az inkubalas utan 20
perces mosas kovetkezett tapoldatban, melynek 6sszetétele a kévetkezd (mM-
ban): NaCl, 160; KCl, 2.5; CaCl,, 1; MgCl,, 2; HEPES, 10; gltikéz, 10; pH 7.3.
A kisérleteket szobahdmérsékleten végeztiik Olympus BXSOWI fluoreszcens
mikroszkoppal. A sejtekre folyamatosan friss tapoldatot aramoltattunk egy
kb. 150 pm atmeérdji csévon keresztiil. A fluoreszcens képet egy 20x%-os
nagyitasu vizimmerzios objektiv és egy szamitogéphez csatlakoztatott
digitalis kamera (CCD, SensiCam PCO) segitségével rogzitettiik. Egy
latotéren belil 3-12 sejten tudtunk egy idében meéréseket végezni. A
meéréshez igyekeztink kis (<25 pm) atmérdju sejteket kivalasztani. Egy sejt
kb 800-1500 pixelt tesz ki a képernydén. A sejteket alternalva 340 és 380 nm
hullamhosszu fénnyel vilagitottuk meg egy monochromator (Polychrome II,
Till Photonics) segitségével, az emittalt fényt 510 nm hullamhossztsagon
mértik. A két hullamhosszon gerjesztett fluoreszcencia intenzitas aranyat
(raciometrikus érték, R=F340/F380) az id6 fuiggvényében az Axon Imaging
Workbench 2.2 software-el mértiik, a kapott figgvényeket a Microcal Origin
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6.0 software segitségével értékeltiik. A sejtmentes tertiletekrél nyert adatok

felhasznalasaval hattérlevonast végeztiink.

3. Capsaicin, KCl és anandamid hatdas vizsgadlata. A sejtekre
folyamatosan tapoldat aramlott, e mellett még 3 masik anyagot tudtunk
tesztelni a kisérleti elrendezésben. Ez lehetévé tette, hogy a tapoldatot révid
idére, par masodpercre kicseréljuk a tesztelni kivant anyagra, melyrél mivel
nagyon kozelrdl, kozvetlentil a sejtekre aramlott tudjuk, hogy pontosan
milyen koncentracioban érte el a sejteket. A ktilonb6z6 kisérletekben eltérd
ideig alkalmaztuk az anandamidot, capsaicint és KCIl-t, ezeket az
eredmények leirasakor ismertetem a kénnyebb attekinthetdéség érdekében. A
capsaicint 100 nM, 330 nM 1 pM koncentraciéban, az anandamidot 200 nM
és 10 pM koncentracioban hasznaltuk. A KCl-dal végzett kisérletek esetén a

mM-ra noveltik.

4. Az anandamid capsaicin-vdlaszt gatlé hatasdnak vizsgadlata. Az elsé
capsaicin valasz kivaltasa utan a tapoldat aramlasat leallitottuk, és a
kamraba pipettaval anandamidot adtunk, 1Ugy, hogy ott annak végsé
koncentraciéja 200 nM legyen. Az inkubacio s6tétben zajlott 5 percig, hogy
az anandamid lebomlasat akadalyozzuk. Ezutan elinditottuk a tapoldat
aramlasat, és fél percen belil elvégeztiik a masodik capsaicin tesztet is, a két
eredményt Osszehasonlitva, a masodikat az els6h6éz viszonyitva

kovetkeztettiink a gatlas hatasfokara.

5. Az SR 141716A szelektiv CBI1 receptor antagonista hatdsa az
anandamid vdlaszra. Az SR 141716A tesztelése el6tt két alkalommal adtunk
anandamidot (200 nM, 5 masodperc) a sejtekre , majd a tapoldat aramlasat
leallitottuk 5 percre, és a kamraba pipettaval SR 141716A-t adtunk, hogy ott
a végsé koncentracié vagy 300 nM vagy 10 pM legyen. Ezutan az tapoldat
aramlasat ujrainditottuk, a harmadik anandamid tesztet fél percen belul
elvégeztiik, majd a masodik és harmadik teszt eredményét hasonlitottuk

Ossze, az eredményeket az elsd valaszhoz viszonyitottuk.
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6. Az SR 141716A szelektiv CB1 receptor antagonista hatdsdanak
vizsgdlata az anandamid capsaicin-valaszt gatlé hatdasara. Ebben az esetben
a sejtek egy csoportja 3 izben ismeételt (2 masodperces) 330 nM
csoportjanal a masodik és a harmadik capsaicin adas ko6zoétt 200 nM-os
anandamid inkubalast alkalmaztunk (4. pont). A sejtek harmadik csoportja
esetén az anandamidos inkubalas mellett egyidében 300 nM SR 141716A-t

is a kamraba juttattunk.

Eredmények

Capsaicin-érzékeny sejtek identifikalasa

A kisérletek elsé fazisaban azonositottuk a capsaicin-érzény sejteket, a
fluorescencia arany (R) megnovekedése alapjan (II/ 1. abra) (Csak azokat a
sejteket vettik figyelembe ahol az R érték elérte vagy meghaladta a 0.1-et). A
sejtek 47,4%-a (302-b6l 143) valaszolt intracellularis kalciumionszint
noévekedéssel 100 nM capsaicin alkalmazasakor, 45.3%-a (75-bdl 34) 330 nM
capsaicin, 70.4%-a (71-b6l 50) 1 pM capsaicin sejtekre juttatasara. A
capsaicin adas mindig 5 masodpercig tartott, mely azonban a valaszok
kinetikaja és id6tartama szempontjabdl jelentés eltéréseket okozott.
Nagyjabol egyforma gyakorisaggal észleltink révid tranziens, valamint egy
kezdeti gyors fazist koévetéd hossza platos résszel rendelkezdé formakat.
Kvantitativ értékelésre a kalcium-valaszok maximumait hasznaltuk, mely az
elsé 20-30 masodpercben mindig kialakult. Az atlag R érték 100 nM
capsaicin esetén 0.293+0.32 volt, 330 nM hatasara 0.683+0.23, 1 pM
capsaicin alkalmazasakor pedig 0.758+0.24 értéknek adodott.

Capsaicinre nem valaszolo sejtek egy csoportjan (n=20) 50 mM KCI-t
adva 18 sejtben figyeltink meg fluoreszcencia arany noévekedést. Ez az adat
bizonyitja, hogy a capsaicin-valasz hianya nem jelenti a sejtek karosodott
allapotat, reakciora valdo képtelenségét, hanem a receptor molekulak

hianyanak tudhato be.
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II/1. abra: A capsaicinnel kivaltott intracellularis kalciumion
koncentracié valtozasainak jellegzetes tipusai. Az x tengely az idét, az y
tengely fluoreszcencia arany értékét (R) mutatja. Az egyes regisztratumok
kuléonbo6z6 sejtekre adott elsé capsaicin adasok hatasat mutatja. Mindenhol
feltintettiik az alkalmazott koncentraciot is.
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Anandamid gatlo hatasa a capsaicin valasz kialakulasara

Két masodpercig adott 100 nM capsaicinnel kivaltott R érték
novekedéssel identifikaltuk a capsaicin-érzékeny neuronokat. Ezutan
meghataroztuk 5 masodpercig adott 330 nM capsaicin hatasat, mely kontroll
kérulmeények kozott R=0.242+0.20-nek adodott. Ha a 330 nM capsaicin
adasa elétt 200 nM-os anandamiddal inkubaltuk a sejteket, a fluoreszcencia
novekedés korulbelil 20%-ara csékkent (R=0.04+0.07 (n=14)). Az
anandamid tehat nanomolaris koncentracioban gatolta a masodik capsaicin

reakcio kialakulasat, a kalciumion bearamlasat a sejtbe.

Anandamid altal kivaltott intracellularis kalciumionszint emelkedés
Kisérleteinkben elészor igazoltuk, hogy az anandamid képes szenzoros
neurontenyészeten a capsaicinhez hasonlé intracellularis kalciumionszint
emelkedés kivaltasara (II/2. dbra). Anandamid alkalmazasa 100 sejten a
kovetkezé eredményeket hozta. A sejtek 17%-a valaszolt intracellularis
kalciumionszint névekedéssel 200 nM anandamid hasznalatakor
(R=0.2+0.13, n=17). Ezeket a sejteket is beleértve, csupan a sejtek 27%-aban
nétt meg a kalciumionszint 10 pM anandamid alkalmazasakor (R=0.16+0.12,
n=27). Mindkét koncentraciot 10 masodpercig alkalmaztuk a sejteken, a
valaszok az anandamid esetében is valtozo idébeli lefutasuak voltak. A
capsaicinre adott valaszokhoz hasonléan, révid tranziens valaszok és

hosszabb, platos reakciok egyarant eléfordultak (II/ 2b,e. abra).

Anandamid- és capsaicin-érzékeny sejtek megoszlasa a
sejttenyészetben

Rovid ideig, 2 masodpercig alkalmaztuk a harom hasznalt capsaicin
koncentracio koéziil az egyiket a sejteken. Igy azonositani tudtuk a capsaicin-
érzékeny neuronokat anélkil, hogy teljes deszenzitizacio kialakult volna. 5
percel késébb a capsaicin-érzékeny sejtek kozel 50%-a valaszolt 10 pM
anandamidra kalciumionszint névekedéssel. Az atlag R érték R=0.36+0.35
volt, ha el6tte 100 nM capsaicint hasznaltunk (38 capsaicin-érzékeny sejt
kozul 17 sejt reagalt), R=0.36+0.25 volt ha el6tte 330 nM capsaicint
alkalmaztunk (n=13/38) és R=0.197x0.16 (n=7/17) értéket kaptunk
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amennyiben 1 UM capsaicint hasznaltunk elétte. Az R értékek jol mutatjak,
hogy 2 masodpercig tartd, révid expozicional csak 1 pM-os koncentracio
alkalmazasa utan jott létre részleges deszenzitizaci6. Ezutan egy S perces
mosasi periodus kovetkezett, majd Ujra capsaicint adtunk a sejteknek. A
kontaktusiddét ekkor 10 masodpercre néveltik. A sejtek 39.4%-a reagalt
capsaicinre azok koézul, amelyek anandamidra is reagaltak, a sejtek 13%-a
csak capsaicinre reagalt, a sejtek 10.5%-aban a capsaicin hatasa eltunt az

anandamid okozta kalciumionszint-névekedés utan (II/ 2. dbra).

Anandamid hatasa szelektiv CB1 receptor antagonista SR 141716A
jelenlétében

Anandamid (200 nM, 5 masodpercig) 5-10 percenként ismeételt
adasakor, harom tesztelés utan a valasz hatascsokkenés nélktl
reprodukalhaté volt. A CB1 antagonistat a masodik és a harmadik
141716A-val (300 nM) torténé S5 perces inkubacié utan az anandamid
adasakor észlelheté intracellularis kalciumionszint-névekedés nem
kuléonbo6zott jelentésen az antagonista elétt adott anandamid hatasatol
(n=18). 10 pM SR 141716A adasat kovetéen 27 sejtbdl 12 sejtben figyelttik
meg a valasz névekedését. (Az elsé anandamid valasz esetén R=0.385+0.161,
a masodiknal R=0.328+0.168, az SR 141716A alkalmazasa utan a harmadik
valasznal R=0.426+0.158.) Vizsgalataink tehat azt bizonyitjak, hogy a gatlo
CB1 receptorok blokkolasa SR141716A-val a sejtek mintegy 50 %-anal
fokozta az anandamiddal kivaltott kalcium-valaszt jelezve, hogy a sejtek ezen
csoportjaban a CB1 receptorialis gatlas és VR1 receptorialis izgatas egyarant
szerepet jatszik. Erdekes, hogy a sejtek masik csoportjaban ez a CB1
receptorialis gatlas nem volt megfigyelhet6 és 7 esetben hatascsdkkenést
figyeltink meg, 6 esetben pedig a valasz nem volt kivalthaté. Tovabbi
vizsgalatot igényel annak kideritése, hogy ezeknél a sejteknél a VR1 receptor

deszenzitizacioja milyen szerepet jatszik a hatas csokkenésében.
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II/2. abra: Intracellularis kalciumion-koncentraci6 noévekedés
tenyésztett trigeminalis ganglionsejtekben. a-c: egy sejt valaszai capsaicinre
(a, 330 nM, 2 mp), majd S5 perces szlinet utan anandamidra (b, 10 pm, 5
mp), €s végul ismét capsaicinre (¢, 330 nM, 10 mp), d-e: Két szomszédos sejt
valasza capsaicinre (d, 100 nM, 2 mp), majd anandamidra (e, 10 pm, S mp).
Lathato, hogy a capsaicinre valaszolo két sejt kozil csak az egyik volt
érzékeny anadamidra (5 perc mulva ismételt anandamid adasakor az eltéré
valaszkészség reprodukalhato volt-el), f: ismételt capsaicin adasakor az
anandamid-inszenzitiv sejt tovabbra is reagal capsaicinre. Fuiggdleges jel: R=
0,2, vizszintes jelek: capsaicin és anandamid alkalmazasanak hossza, x

tengely: id6 masodpercben
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Az anandamid capsaicin-valaszt gatlo hatasa SR 141716A
szelektiv CB1 receptor antagonista jelenlétében

A kontroll csoporban tehat a sejtek 3 izben ismételt (2 masodperces)
330 nM koncentracioju capsaicint kaptak. A sejtek masik csoportja esetében
a masodik és a harmadik capsaicin adas ko6zott S5 perces 200 nM-os
anandamid inkubalast alkalmaztunk. A sejtek harmadik csoportja esetén az
anandamidos inkubalassal egyidében 300 nM SR 141716A-t is adtunk a
kamraba.

A II/4. abran lathato, hogy 200 nM anandamid jelentésen gatolta a
capsaicinnel kivaltott kalciumionszint emelkedést. A gatlo hatas nagysaga
CB1 antagonista jelenlétében is valtozatlanul megfigyelhet6. Ez az adat arra
utal, hogy a VR1 receptorialis deszenzitizacié kialakulasat az anandamid

CB1 receptort izgatdé hatasa nem befolyasolja.
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I1./4. abra: Az anandamid capsaicin-valaszt gatlo hatasa
SR 141716A szelektiv CBI receptor antagonista jelenlétében
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Megbeszélés

Az anandamid mint endocannabinoid izgatja a CB1 receptorokat és ez
gatolja a szenzoros neuronok aktivalhatosagat és analgetikus hatasat
(Calignano és mtsai, 1998, Richardson és mtsai, 1998). Ujabb eredmények
alapjan az anandamid CB1 agonista gatlé hatasan kivil a VR1 receptor
agonistajaként depolarizaciot is kivalt a szenzoros neuronokon (Zygmunt és
mtsai, 1999, Smart és mtsai, 2000).

Elséként bizonyitottuk, hogy az anandamid fura-2-vel felt6ltott
tenyésztett szenzoros neuronokban tranziens fluoreszcens noévekedést,
kalciumion-akkumulaciét valt ki. Ez a nativ sejteken kapott megfigyelés
O0sszhangban all azokkal az eredményekkel, melyek anandamiddal kivaltott
befelé folyo ionaramrol szamolnak be VRI1-et expresszalo HEK293 sejteken
(Zygmunt és mtsai, 1999, Smart és mtsai, 2000). A reakcié kinetikaja és
idébeli lefutasa az egyes sejteknél eltérést mutatott, de hasonlo jellegti volt
mint a capsaicin tesztek soran kapott eredmények. Az anandamid VRI1
aktivacioval kivaltott kalciumion-bearamlast (Bevan és Szolcsanyi, 1990)
elézetes aktivacio utan, vagy anélkiill gatolni is képes, mivel nanomolaris
koncentracioban képes a capsaicin hatasat antagonizalni, vagy anandamid
jelenlétében gatolt a capsaicin reakcido kialakulasa. Ez a gatlo hatas az
anandamid parcialis VR1 receptor antagonista hatasaval, vagy az
anandamid kivaltotta cannabinoid receptor aktivaciojaval is magyarazhato. A
capsaicin-érzékeny idegvégzédésekbdl az anandamid altal kivaltott CGRP-
felszabadulas gatlasa szintén az anandamid VR1 receptorialis antagonizalo
hatasara utal (Richardson és mtsai, 1998, Szolcsanyi, 2000). A szelektiv CB1
receptor antagonista SR141716A-val végzett vizsgalataink bizonyitottak,
hogy a receptorok blokkolasa a sejtek mintegy felénél megndvelte az
anandamiddal kivaltott kalcium-valaszt. A gatlasban tehat a CB1 receptor
izgatasanak szerepét sikeruilt kisérletesen bizonyitanunk a VRI1 receptroialis
izgatas mellett is, ami a CB1 és a VR1 receptorok koexpressziojat mutatja
egyes neuronokban. Talaltunk azonban olyan sejteket is, ahol az antagonista
adasa utan az anandamid valasz gatlasa volt lathato, CB1 antagonista

jelenlétében is. Igy a VR1 parcidlis antagonista hatas szerepe is
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feltételezhet6. Mas kutatocsoportok is hasonlo diverzitasrél szamoltak be

(Poling és mtsai, 1996, Calandra és mtsai, 1999, Vasques és Lewis, 1999).
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III. UUSZULOTTKORI ANANDAMID KEZELES HATASANAK VIZSGALATA
PATKANY TRIGEMINALIS GANGLIONSEJTEKEN OSSZEHASONLITVA A
CAPSAICIN KEZELES KOVETKEZMENYEIVEL.

Bevezetés

A 1II. fejezetben leirt kisérletek értékelésekor felmerult, hogy az
anandamid hatasara kialakuléo valaszban a VR1 receptor aktivalasa
valoszinusithet6. A capsaicin el6kezelés hatasairol, a B sejtek
ultrastruktaralis karosodasaroél, a mitokondriumok elvaltozasarél, hetekkel
késébb jelentkezé sejtszamcsOkkenésrdl, valamint a hosszan elkuzodo
deszenzitizacié jelenségérél mar esett sz6 az elsé fejezetben. Erdekes volt
tehat megvizsgalni azt, hogy vajon az anandamidnak vannak-e a
capsaicinhez hasonlo morfologiai hatasai a szenzoros ganglionok sejtjein és
okoz-e hasonlo, hetekig tarto antinociceptiv hatast. Ezek a jelenségek Gjabb
bizonyitékok lennének arra, hogy az anandamid a VRI1 receptor endogén
ligandja és érdekes példajat képezhetnék annak, hogy egy endogén ligand is
képes kivaltani a capsaicinhez hasonloan tartos funkcionalis és morfologiai

hatasokat.

Modszerek

1.Ujsziilétt patkdnyok kezelése anandamiddal: Két napos Wistar
patkanyokat kezeltink anandamiddal 1 mg/kg dozisban (s.c.), ugy ahogy
korabban a capsaicin elékezelést végeztik (Jancsé és mtsai, 1977). Az
injekciot nem koévette sem asphyxia, sem apnoe, melyek a capsaicin kezelés
velejaroi. A kontroll allatokat az anandamid oldoszerét kaptak (1% etanol

fiziologias sooldatban).

2. Perfuzié: A ketaminnal elaltatott patkanyokat transzkardialisan 0.1

M-os foszfat pufferrel (PB, pH=7.4), majd 4%-os paraformaldehid és 1%
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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 VR1 immun-elektronmikroszképia: Két 6 hetes,
anandamiddal kezelt Wistar patkanyt transzkardialisan 0.1 M-os foszfat
pufferrel (PB, pH=7.4), majd 4%-os paraformaldehiddel perfundaltunk.
Ezutan a trigeminalis ganglionokat kimetszettiik, azokat 1 o6ran kereszttl
posztfixaltuk a paraformaldehidben. Két 6rara 15%-os szukroz oldatba (0.1
M PB-ben) majd éjszakara 30%-os szukroz oldatba helyeztik a
gangliondarabokat. A perfaziot koévetd napon a ganglionokat a szukroz
oldatbdl kivettiik, majd egy Eppendorf csébe helyezve folyékony nitrogénben
lefagyasztottuk o6ket. A felolvadas utan ezt még egyszer megismételtik.
Ezutan fagyasztéo mikrotommal 15 pm vastagsagu metszeteket készitettiink a
ganglionokboél. TRIS pufferben (pH=7.6) térténd mosas utan a metszeteken
hattérgatlast végezttink (Vector P6200 Universal Kit), majd egy éjszakan at
szobahdmeérsékleten TRIS pufferben (pH=7.6) higitott VR1 antitesttel
inkubaltuk (1:500, Chemicon). Masnap Tris pufferes mosas utan 2 oras
inkubalas kovetkezett a szekunder antitesttel (Vector P6200 Universal Kit),
majd 2 oras inkubalas avidin-biotin —peroxidaz komplexben (Vector P6200
Universal Kit). Ujabb mosast kévetéen DAB-os hivast végeztiink. A reakciot
fénymikroszkop alatt figyeltiik, az immunpozitiv sejtek megjelenése utan
allitottuk le 0.1 M Tris pufferben. A metszetek ezutan kertltek 2 %-os
glutaraldehidbe 1-2 o6rara. Ezutan rutin elektronmikroszkopos beagyazas
tortéent az 1. fejezetben ismertetett modon ugynevezett ,flat embedding”
modszerrel Félvékony metszetekben jol lathatok voltak a jeldlt sejtek,
melyek VR1 immunpozitivak, ezeket a sejteket kerestiik meg az ultravékony

metszeteken az elektronmikroszkopban.
4. Elektronmikroszképos vizsgdlatok: A perfuzio utan minden

korcsoportbdl 2 kontroll és 2 kezelt allat trigeminalis ganglionjat, valamint a

3 hetes allatok hippokampuszat kivettik, és szintén az 1. fejezetben
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ismertetett modon processzaltuk, az ultravékony metszeteket JEOL 1200

elektronmikroszkoép alatt vizsgaltuk at.

5. Médositott tail-flick teszt: A kezelt és kontroll allatokkal 3-14 hetes
korukig hetente végeztik el a koévetkezd tesztet. Az allatok farkat olyan
vizfirdébe logattuk, melynek hémeérsékletét termosztat és vizcirkulacio
segitségével +£0.2°C-os pontossaggal allitottuk be. A viz hémérsékletét 45°C-
tol fokonként emeltiik maximum 53°C-ig. A nociceptiv kiisz6b hémeérsékletet
ugy allapitottuk meg, hogy meghataroztuk azt a minimalis hémeérsékletet,
melynél az allat 5 masodperc alatt a farkat a vizbdl kirantotta. Kiiszob
hémeérsékletnél magasabb hémeérsékleten tesztelést nem végeztink. Ezen
modositas segitségével a klasszikus tail-flick teszttel ellentétben nem reakcio
latencia id6t, hanem a nociceptiv héklisz6bot lehetett mérni, ami a capsaicin
hatasainak vizsgalatanal alkalmasabb modszernek bizonyult korabbi

vizsgalatok alapjan (Szolcsanyi, 1990).

Eredmények

Anandamid kezelés hatasa a trigeminalis ganglionsejtekre
Huszonnégy oraval a kezelés utan a ganglionsejteken nem
tapasztaltunk morfologiai eltéréseket, ellentétben a capsaicin kezelés (50 pg/
kg, s.c.) utan tapasztaltakkal, ahol nekrotikus B sejtek is lathatunk ebben az
idészakban. Megjegyzésre mélto, hogy anandamid adas nem valtott ki apnoe
valaszt a patkanyokon. Egy héttel az elékezelés utan a kis, sotét, B sejtekben
talalhaté6 mitokondrumok karosodasa, a krisztak dezorganizacigja figyelhet6
meg. A karosodas még nem érinti a sejt 6sszes mitokondriumat. A két hetes
allatokban ugyanilyen mértékti karosodas volt megfigyelhetd, bar ezekben a
sejtekben mar t6bb mitokondrium volt érintett (IIl/ 2a. kép). Az egy-két hetes
kezelt allatok ganglionjabol készitett félvekony metszetek még nem
kulénbéznek a hasonlé koru kontrollokbdl készitett metszetektél. A harom
hetes allatok esetében az érintett sejtek szinte 06sszes mitokondriuma

karosodott. A krisztak némelyikben teljesen eltinnek, a mitokondriumok
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meérete megné, duzzadt (Ill/ 2b. kép) Ugyanazok a vilagos, buborészeri foltok
lathatok a mitokondriumok helyén a félvékony metszetekben mint capsaicin
kezelés utan 3 héttel (IIl/ 1. kép). A jelenséget ebben a sorozatban is 20 hétig
vizsgaltuk mint ahogy a capsaicinnel kezelt allatok esetében. Az eredmény is
ugyanaz volt, a sérult B sejtek végig megtalalhatok a ganglionokban.
Ugyanugy épek a vilagos, A sejtek és a szatellita sejtek. Az érintett, kis
sejtekben a mitokondriumokon kivil az 6sszes sejtalkoto ép, duzzadasnak,
léezionak nincs nyoma a nucleusban, endoplazmas retikulumban, Golgi
apparatusban. Sem apoptozisra, sem nekrozisra utaldo jelek nem

detektalhatok egyik korcsoportban sem.

III/1. kép: Harom hetes, Ujszilott korban anandamiddal kezelt
patkany trigeminalis ganglionjanak félvékony metszetérdl keészult kép. Az
anandamid elékezelés a capsaicinhez hasonloan a B sejteket (B) érinti, az A
sejtek (A) épek. S6tét nyil jelzi a karosodott sejteket. Jel: 10 pm.
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III/2. kép: Ujszilétt korban anandamiddal elékezelt 2 hetes (A) és 3
hetes (B) patkany trigeminalis ganglionjanak elektronmikroszkopos képe., A
karosodas itt is a mitokondriumokat érinti (m), mig a tébbi sejtalkoto (G, ER)
és a nucleus (N) ebben az esetben is ép. Jel: 0.5 pm
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Anandamid kezelés hatasa a hippokampusz sejtjeire

Harom héttel a kezelés utan, amikor a trigeminalis sejtekben a
mitokondrium karosodasa mar szembetlind, a hippokampusz {6 sejtjei és
interneuronjai egészségesnek tuinnek elektronmikroszkopban. Sem a gyrus

dentatusban, sem az Ammon szarvban nem lattunk elvaltozasokat.

VR1 immun-elektronmikroszkopia

A 6 hetes el6kezelt allatok trigeminalis ganglionsejtjeinek korutlbelul
35-40%-a volt VR1 immunpozitiv (III/3. kép). A jelolt sejtek a kis B tipusu
sejtek mérettartomanyaba estek, kb. 10-30 pm atmérdju sejtek mutattak
immunpozitivitast. Elektronmikroszkoépban megvizsgalva a jelolt sejteket,
megtalaltuk benniik a duzzadt, sérilt mitokondriumokat a hianyzo
krisztakkal. A tobbi sejtalkotdo ép ezekben a sejtekben, jelezve, hogy a
mitokondriumok karosodasa nem a hypoxianak vagy a hisztologiai
proceduranak koszonhetd. A VR1 pozitiv sejtek mellett lathatok nem jelolt A
és B sejtek, melyekben a mitokondriumok épek (III/ 4. kép).

Tehat nem mindegyik B sejt VR-immunpozitiv, és csak a VR1 pozitiv
sejtek mutatnak érzékenységet ujszulottkori anandamid kezelésre. Az dsszes
VR1-immunpozitiv sejtben megtalaltuk a karosodott mitokondriumokat (III/

4. kép).
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III/3. kép: Hat hetes, 2 naposan anandamiddal kezelt patkany
fénymikroszkopos képe. A nyilak a VR1 immunpozitiv sejteket jelolik. A-B:
kisebb nagyitas, C-D: nagyobb nagyitas. C: A nyillal jel6lt immunpozitiv sejt
mellett egy nem jeldlt A sejt (A) lathato. D: Két immunpozitiv sejt képe. Jel:
A, B: 50 pym, C, D: 10 pm.
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III/4. kép: Egy VR1 immunpozitiv és immunnegativ sejt egymas
melletti elektronmikroszkopos képe. A: Egy immunpozitiv B sejt (VR1)
szakadozott mitokondriumokkal (m) valamint egy intakt nem jel6lt B sejt
képe. B: Egy immunpozitiv B sejt (VR1) és egy intakt A sejt egymas melletti
képe. A sejthatarokat a nyilak jelzik. Jel: 0.5 pm.
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Modositott tail-flick teszt

A harmadik héten a kontroll csoportban (n=6) 47°C volt a nociceptiv
hékiszoéb atlagosan, az anandamiddal elékezelt allatoknal (n=5) 48°C. A
kuldénbség nem volt statisztikailag szignifikans. A III/1. abra mutatja, hogy
csak az 6tddik héten lett szignifikans a kontroll allatok és az elékezelt allatok
kozti kulonbség. A hokliszOb szignifikans eltolodasat egészen a 13. hétig
tapasztaltuk az anandamiddal kezelt patkanyok esetén (III/ 1. dbra). Erdekes
modon a 14-15. héten mar nem volt kulonbség a két csoportban mért
értékek kozott. Hasonld reverzibilis kuszobemelkedés ismert felnéttkori

capsaicin elékezelés utan (Szolcsanyi, 1990, 1993).
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I11/1. abra: Ujsziiléttkori szisztémas anandamid kezelés hatasa
a hokuisz6b alakulasara
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Megbeszélés

Kisérleteinkkel bizonyitottuk, hogy az Ujszulottkori szisztémas
anandamid kezelés az érzé ganglionokban szelektiv és hosszan elhtzodo
mitokondrialis  elvaltozasokat okoz, csakugy mint a capsaicin.
Hasonloképpen az anandamid is hosszan tarté antinocicepciot idéz el6. Az
anandamid akut, antinociceptiv hatasarodl tail-flick teszttel vizsgalva mar
tobben beszamoltak intratekalis adasakor és ezt a hatast CB1 receptor
izgatasaval magyarazzak (Richardson és mtsai, 1998, Mason és mtsai, 1999,
Houser és mtsai, 2000). Kisérleti eredményeink bizonyitjak elséként, hogy az
anandamid egyszeri szisztémas adas esetén feltehetéen VR1 receptor
izgatasat kovetéen a capsaicinhez hasonloan hetekig tarté antinocicepciot is
ki tud valtani.

Mind a mitokondriumkarosodas ultrastrukturalis jelei, mind annak
idébeli lefutasa hasonlo a capsaicin okozta valtozasokhoz (Jo6 és mtsai,
1969, Szolcsanyi és mtsai, 1975, SzOéke és mtsai, 1998), illetve a VRI1
agonista RTX kezelés utan kialakulo ultrastrukturalis eltérésekhez (Szallasi
és mtsai, 1989, Szolcsanyi és mtsai, 1990). Az egyetlen eltérés az, hogy
anandamid kezelés utan 24 o6raval nem talaltunk nekrotikus sejteket a
ganglionokban, melyrél tébben beszamoltak capsaicin kezelés utan (Jancso
és mtsai, 1977, Jancso és Kiraly, 1981, Szoéke és mtsai, 1998). Az
anandamid kezelést sohasem koveti a capsaicin kezelés utani asphyxia és
apnoe. Igy ez a két megfigyelés alatamasztja feltételezéstinket (Széke és
mtsai, 2002), mely szerint a capsaicinnel kezelt allatokban a respiratorikus
stressz miatt kialakul6 ischémia okozza a nekrotikus sejtek el6fordulasat, és
nem a capsaicin akut neurotoxikus hatasa.

Ahluwalia és munkatarsai (2000) leirtak, hogy a nociceptiv elsédleges
érz6 neuronokban a CB1 és VRI1 receptorok egytlittes expresszidja igen
gyakori. A VR1 immunpozitiv sejtek 98%-a mutat CB1 immunpozitivitast.
Termeészetesen ahhoz, hogy teljes biztonsaggal tudjuk allitani, hogy az
anandamid kezelés hatasara létrejové valtozasok a VR1 vagy a CBl1
receptoron torténtek, olyan sejteken kellene a hatast megvizsgalnunk, mely

csak az egyik tipusu receptort expresszalja. Az egész hippokampusz
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tertiletén nagy szamban vannak jelen CB1 immunreaktiv sejtek (Egertova és
Elphick, 2000). A hippokampusz CA3 areajaban, valamint a gyrus dentatus
molekularis rétegében lokalizaltak CB receptorokat (Herkenham és mtsai,
1991). Az interneuronok koézul féként a kosarsejtekben talaltak CBI1
immunpozitivitast (Katona és mtsai, 1999). Az a tény, hogy a hippokampusz
tertiletén az anandamid kezelés semmiféle ultrastrukturalis elvaltozast nem
okoz arra utal, hogy az anandamid nem a CB1 receptoron keresztiil, hanem
a VRI1 receptor aktivalasat kévetéen fejti ki a mitokondriumkarositéo hatasat.
Ezt a kovetkeztetést tamasztja ala az a masik eredménylnk is, hogy
Ujszulottkori capsaicin  elékezelés sem okoz a hippokampuszban
mitokondrialis duzzadast. Emlitésre mélté azonban, hogy PCR technikaval
kimutattak VR1 mRNS-t a hippokampuszban is (Sasamura és mtsai, 1998,
Mezey és mtsai, 2000), de Caterina és munkatarsai (1997) Northern blot
modszerrel végzett hasonld vizsgalatai negativ eredményre vezettek. Ezen
irodalmi adatok k6zo6tti ellentmondas oka nem ismeretes, de valoszinu, hogy
ha a hippokampusz néhany sejtjében VR1 expresszio PCR technikaval
kimutathato is, azok gyér eléfordulasa miatt nem vezet olyan mérv
intracellularis  kalciumion-akkumulaciora mely mar mitokondrialis
karosodast okozna.

Az eddig elvégzett in vitro kisérletek mellett az in vivo kisérleteink
eredményei alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az anandamid az
érz6 ganglionok B sejtjeinek mitokondriumait karosité hatasaban a VRI1

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

Bevezetés

Korabbi kisérleteinkben kimutattuk, hogy a capsaicin illetve
anandamid a trigeminalis gangliontenyészet sejtjeiben kalciumion-
akkumulaciot valt ki (Széke és mtsai, 2000). A kalciumion-koncentracio
novekedés megvaltoztatjia a sejt funkcionalis allapotat, modositja
membrancsatornak és receptor molekulak egy részét patkany érzé
neuronokban (Thayer és Miller, 1990). A szerteagazo részletek megértéséhez
tobbet kell tudnunk a sejtben 1lévé kalciumion pufferek mukoédésérol. Az
intracellularis kalcium-fluoreszcencia meérés fellenditette a pufferrendszer
vizsgalatat is. Harom tényezé (a kalciumkoétd fehérjéek, az endoplazmas
retikulum és a mitokondriumok) szabalyozza az intracellularis kalciumion
koncentraciot és e pufferek feladata az iddészakos kalciumion bearamlas
kovetkezményeinek kivédése. A kézremiikédd mitokondiumok kulcsszerepet
jatszanak a cellularis energiaatalakitasban is (Duchen, 1994). Kulénféle
farmakonok (protonoforok, cianidok, ATP szintézis gatlok) képesek a
mitokondriumok kalciumion-transzportjat, metabolizmusat €s
membranpotencialjat valtoztatni (Duchen és Biscoe, 1992, Pozzan, 1994,
Werth and Thayer, 1994, Chard és mtsai, 1995, Budd és mtsai, 1996,
Nicholls és Budd, 2000) és ezek segitenek bizonyitani, hogy bar a
mitokondriumok mindenfajta sejtben részt vesznek a kalciumion-
homeosztazis fenntartasaban, de feladatuk a két masik pufferhez képest az
egyes sejtféleségekben nem azonos.

Kisérleteinkben azt keresttik, hogy a tenyésztett trigeminalis sejtekben
a capsaicin akut hatasara végbemend kalciumionszint valtozas
kialakitasaban mekkora szerepe van a mitokondriumoknak, hiszen

kozremukodéstik puszta ténye régen ismert (Bevan és Szolcsanyi, 1990), és a
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tartos mitokondrium duzzadas kardinalis jele a deszenzitizacionak (1. I.
fejezet). Célunk a capsaicin analéog RTX és a mar korabban is vizsgalt
anandamid hatasara létrejové valaszok Osszehasonlito elemzése volt.
Kontrollként, mas szerz6kh6éz hasonléoan, a KCl hatasara létrejovo
intracellularis kalciumion-belépést hasznaltuk, melynek hatasara a
kalciumionszint a feszlultségfliggd kalciumcsatornak megnyitasa révén
emelkedik. A mitokondriumok kalciumtarolasanak blokkolasara a protonofor
FCCP-t (carbonyl cyanide p-trifluoromethoxy-phenylhydrazone) hasznaltuk.
Az FCCP hatasara a mitokondrialis belsé membran protonok szamara
atjarhatova valik, a membranban 1évé ATP-szintetaz mikédése megfordul, az
ATP-t a sejt felhasznalja, ezért a sejtlégzés folyamata ellenérizetlenné valik.
[lyenkor a mitokondriumban raktarozott kalciumionok az intracellularis
cytosolba jutnak, ahol a jelenlévd fura-2 miatt fluoreszcencia noévekedést
lathatunk (Nicholls és Budd, 2000), igy a kalcium-jel regisztralasa alkalmas
a mitokondriumok funkcionalis allapotanak ellendérzésére. Kisérleteinkben
tehat azt vizsgaltuk, hogyan befolyasolja a mitokondriumok kalciumion-
akkumulaciés  képességének  FCCP-vel  tortént — felfliggesztése a
fesziltségfliggd kalciumcsatornakon, vagy a VRI1 capsaicin receptor
aktivacion keresztiil kivaltott intracellularis kalciumionszint-emelkedést.
Ezen adatok 6sszevetésébdl informaciot nyerhetiink arra vonatkozoan, hogy
milyen lényeges a szerepe a mitokondriumoknak a VRI1 aktivaciot koévetd

intracellularis magas kalciumionszint lecsékkentésében.

Modszerek

1. Patkany trigemindlis ganglionsejt-tenyészet készitése: A tenyészet

készitését a II. fejezet modszertani leirasanal ismertettem.
2. Intracellularis kalciumionszint-mérés fluoreszcens modszerrel: A

modszer ismertetése szintén megegyezik a II. fejezet modszertani részében

leirtakkal.
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3. Capsaicin, resiniferatoxin, KCl és anandamid hatds vizsgdlata: A
folyamatos tapoldat aramoltatasa mellett rendszerinkben O&sszesen 3
hatdéanyag sejtekre adagolasat tudjuk megoldani. A tapoldatot par
masodpercre a tesztelni kivant anyagra cseréltiik. Mivel az oldat nagyon
kozelrdl, kozvetlentll a sejtekre aramlott, ezért biztosra vehetd, hogy ismert
koncentracio szerint érvényesul a sejtekre gyakorolt hatasuk. A capsaicint
100 nM, 330 nM és 3,3 puM koncentraciéban, az RTX-et 1 nM, az
anandamidot 200 nM koncentracioban hasznaltuk. Maskor a tapoldat NaCl
magas kalium toménység kovetkezményeinek ellendrzése céljabol. A
kulonbo6z6 kisérletekben kulonbozé ideig alkalmaztuk az anandamidot,
capsaicint, RTX-et és KCIl-t, ezek a részletek az eredmények leirasaban

szerepelnek.

4. A protonofér FCCP (1 uM) kivdltotta intracellularis kalciumionszint-
ndvekedés vizsgalata:

a. Hatasvizsgalat kontroll koértilmények kozott, a sejtek barmilyen
szerrel valo elékezelése nélkiil. Ot masodperces FCCP aramoltatas alatt
ilyenkor csupan a mitokondriumok alap kalciumion tartalma urdl a
citoplazmaba, a kalcium-fluoreszcencia jel rendszerint nagyon kicsi.

b. Hatasvizsgalat valamilyen megel6z6, a sejtekben kalciumion-
akkumulaciot kelté stimulus (capsaicin, RTX, anandamid vagy KCl adas)
utan alkalmazva. Az FCCP adagolas kulénb6z6é idépontokban, vagy a
stimulaloé hatas lecsengése utan, vagy annak fennallasa kézben, szintén 5
masodperces idétartamban tértént. A figyelt valtozo a stimulus el6tt mért és
a rovid, kontroll FCCP adassal keltett kalcium jelhez viszonyitott
fluoreszcencia novekedés volt. Az észlelt kiilénbséget a stimulalé anyagnak a

mitokondrium-kalciumpuffert befolyasolo effektusaként értékeltik.
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Eredmények

Capsaicin, resiniferatoxin és KCl altal kivaltott intracellularis
kalciumionszint valtozasok vizsgalata

33 nM capsaicin 3 masodperces adasa esetén az atlagos fluoreszcencia
arany eértékek a kovetkezéképpen 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 pM 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 KCl szintén 2
masodperc alatt pedig nagyobb: R=0.54+0.21 (n=107/120) kalcium-jelet
okoz. Mint ahogy azt mar korabban leirtak (Werth és Thayer, 1994) a KCl
kivaltott valasz esetén adatainkban is feltint egy korai tranziens csucs, mely
hamar (5-10 masodperc alatt) csékken, majd egy kb. 50 masodperces platos
szakasz kovetkezik, mely utan lassan (3-4 perc alatt) tér vissza a kezdeti
(alap-) fluoreszcenciaérték. Ehhez hasonlo valaszok ritkan eléfordulnak
ugyan a capsaicin és RTX alkalmazasa esetén is, de ilyen két fazisu valaszok
50 mM KCI1 adasara voltak jellemzék. A capsaicin és RTX hatasaként keltett
jelalak tipikusan sokkal révidebb ideig tart és benne platéo szakasz csak

elvétve alakul ki (II/ 1. dbra).

FCCP hatasa a kalciumjelre

FCCP hatasara a mitokondrium bels6 membranja depolarizalodik, a
kalciumionok a citoplazmaba turulnek. Az intracellularis kalciumionszint
emelkedése ebben az esetben is a fluoreszcencia arany névekedését okozza,
R=0.098+0.08 (n=271). A reakcio nagysaga és kinetikaja eltérést mutat az
el6zéeknél tapasztaltakhoz képest. Mig a capsaicinnél és RTX-nél a sejtek
tobbségében a valasz 20 masodpercen belll lezajlott, az FCCP altal kivaltott
kisebb kalciumionszint névekedés atlagosan 10 masodperc utan érte el a
tetépontjat, és egy 20-50 masodperces lassu csokkenés volt megfigyelheto.
Ez magyarazhato azzal, hogy a hatas alatt a mitokondrium nem képes

visszavenni a beléle felszabadult kalciumot (IV/ 1a. dbra).
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Amennyiben az FCCP adasat megelézte egy olyan stimulus, amely
megnovelte az intracellularis kalciumionszintet, legyen az capsaicin,
anandamid, RTX vagy KCI, az FCCP lényegesen nagyobb kalciumionszint-
novekedést okozott. Ez az adat arra wutal, hogy a kalciumion-
homeosztazisban a mitokondriumok szerepe a trigeminalis ganglionsejt-
tenyészetekben is jelentdés mértékt. Az FCCP-vel kivaltott atlagos normalizalt
R értékek az egyes megel6z6 stimulusok utan a kévetkezéképpen alakultak:
R=10,8+1,77 33 nM capsaicin esetén, R=2,72+2,04 330 nM esetén,
R=7,2313,46 3,3 pM alkalmazasa utan és R=3.66+2,68 a KCIl utan. Az
adatokbol kittinik, hogy nincs 06sszefliggés az FCCP altal kivaltott jel
nagysaganak névekedése és a megel6zé kalciumion-akkumulaciot eléidézé
stimulus természete k6zott. A capsaicin receptorhoz koétédés altal kivaltott,
valamint a feszlltségfliggd kalciumcsatornakon at bearamlé ionok okozta
kalciumnoévekedés utan a mitokondriumok belsé membran-
depolarizaciéjanak hatasara egyarant jelentésen nagyobb kalcium-jelet
kaptunk mint az FCCP adas kontroll eseteiben. Osszefliggés mutatkozott
azonban az iddéintervallum és az FCCP jel nagysaga koz6tt. Amennyiben a
megeléz6 stimulus hatasa még nem =zajlott le, sokkal nagyobb jeleket
mérhettink FCCP adasakor, mint fél perccel, vagy percekkel a reakcio
lezajlasa utan. Eszerint a mitokondriumok kalciumpufferel6 hatasa
kulénésen a magas kalciumion-koncentracioknal jelentés, és az
intracellularis kalciumionszint csokkenésével parhuzamosan a

mitokondrialis kalciumionok kipumpalasa is megkezddédik (IV/ 1b,c,d. dbra).

FCCP gatlo hatasa a capsaicin és RTX valaszra

A kovetkezdékben az volt a célunk, hogy protonofor FCCP adasa utan
kozvetlentl vizsgaljuk a kulénb6zé stimulusokra bekoévetkezé kalciumion-
bearamlas kovetkezményeit. Ilyen kortlmények koz6tt még nagyobb
fluoreszcens jelekre szamitottunk, mert a mitokondrium az FCCP hatas
miatt képtelen pufferelé feladatat ellatni, a kalciumionszint nem marad egy
viszonylag allando szinten a sejtplazmaban, hanem a bearamlo kalciumionok
sokaig kotetlen szabad ionként vannak jelen és névelik a fluoreszcens jelet.

Varakozasunkkal ellentétben azonban azt tapasztaltuk, hogy ha a capsaicint
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és RTX-et kozvetlenil az FCCP utan adtuk, akkor a valaszok sokkal
kisebbek lettek mint ha csak a capsaicint vagy RTX-et egyedul adtuk volna
(IV/ 3. abra). Ismételt, FCCP nélkuli adas utan a valaszok ismét emelkedd
tendenciat mutattak, ami kulénésen kifejezett volt az RTX esetében.
Capsaicin (330 nM, n=18) adasakor a fluoreszcencia arany értékek a
kovetkezéképp alakultak: capsaicin elészor- R=0,4+0,17, FCCP utan-
R=0,1940.1, 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 ismeételten 6nmagaban adva 112 %-ot ért el a kalcium-jel (IV/2.,3.

abra). Az FCCP hasonlo gatlo hatasat a KCI adas esetében nem tapasztaltuk.
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IV/2. abra: FCCP gatlo hatasa capsaicin és RTX altal kivaltott intracellularis
kalciumakkumulaciéra
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IV/3. abra: FCCP gatlo hatasa az RTX altal kivaltott intracellularis

kalciumionszint-emelkedésre.
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Megbeszélés

A kisérletek 0Osszefiiggést igazoltak a kalciumion-akkumulacié és a
mitokondriumok mukoédése kozott. A szenzoros neuronok relative kevés
kalciumot raktaroznak, tobbféle mechanizmussal rendelkeznek arra, hogy a
kalciumionokat a cytosolbol kipumpaljak (Duchen 1994). Ha a sejteket
kalciummal ideiglenesen feltoltjiik, akar capsaicin és analogjai akar KCl
alkalmazasaval, a sejtben lévé kalciumion raktarak hamar telitédnek. A
mitokondriumokban raktarozott kalcium kitiritheté, példaul a fent emlitett
FCCP-vel. Kisérleteinkben elészér mutattuk ki, hogy az FCCP gatolni képes a
szenzoros neuronokban a capsaicin és resiniferatoxin hatasara bekévetkezd
kalciumion-akkumulaciét. E hatas mechanizmusa ismeretlen és tovabbi
vizsgalatokat igényel. Valoszinli, hogy FCCP adasa utan a mitokondrialis
funkcio csokkenésével az ATP-szint is c¢s6kken, a VRI1 receptor
defoszforilalédik, ami irodalmi adatok szerint (Docherty és mtsai, 1996,
Koplas és mtsai, 1997, Oh és mtsai, 1998, Szallasi és Blumberg, 1999) az
ioncsatorna nyitasi valoszinltiségének csOkkenéséhez, vagyis
deszenzitizaciohoz vezet. A kézelmultban egy masik kutatocsoport (Dedov és
Roufogalis, 2000) részben hasonlo megkozelitéssel mas kovetkeztetésre
jutott. Ok is hasonlé kisérleteket végeztek szenzoros neuronokon, de sokkal
hosszabb (30 masodperc) ideig alkalmaztak a capsaicint, és ezutan 2 és 50
perc kozott nézték az FCCP hatasokat. Ilyen kortilmények kozott az FCCP
capsaicin adasa utan nagyobb kalcium-jelet valtott ki, mint KCI] adasa utan,
ami arra utal, hogy a capsaicin tartésabb alkalmazasa miatt tébb kalciumion
akkumulalodott a mitokondriumokban, mint a KCl adasat kovetéen. Ez
felhivja a figyelmet az egy két percen belili és a tartésabb kévetkezmények
cellularis mechanizmusai kozt sejtett szamottevd eltérésre, de a latszolagos

ellentmondas feloldasa tovabbi kisérleteket kovetel.
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A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Ujszuldttkori capsaicin elékezelés a trigeminalis ganglionok B sejtjeiben
lassan kialakulé mitokondriumkarosodast és lassan bekovetkezd
sejtszamcsokkenést  okoz. Az egy hetes kezelt allatokban
sejtszamcsokkenés nem tapasztalhaté, ez csak a harom hetes
patkanyoknal lathato, tehat a kialakulo sejtszamcsdkkenés lassan
bekovetkezd folyamat, és nem a capsaicin okozta akut neurotoxikus
sejthalal eredmeénye.

2. NGF kezelés a capsaicin okozta sejtszamcsokkenést és a kemonociceptiv
deszenzitizaciot kivédi, mig a capsaicin okozta mitokondriumkarosodasra
és plazma extravazaciora nincs hatassal.

3. El6szor igazoltuk kisérleteinkben, hogy az anandamid a capsaicinhez
hasonl6é intracellularis kalciumionszint-noévekedés kivaltasara képes
szenzoros neurontenyészeten.

4. Igazoltuk, hogy az anandamid nanomolaris koncentraciéban gatolni
képes a capsaicin hatasara kialakulé kalciumion-akkumulaciot a
neurontenyészeten mely hatasban vagy parcialis VR1 receptor
antagonista hatas vagy cannabinoid receptor aktivacio jatszik szerepet.

5. Kisérleteinkkel elséként igazoltuk, hogy az ujszilottkori szisztémas
anandamid kezelés az érzd ganglionokban a capsaicin hatasahoz
hasonloan szelektiv és hosszan elhuzod6é mitokondrialis elvaltozasokat
okoz, melyet hosszan tarté antinocicepcio kisér. A hatas kialakulasaban a
VR1 receptornak nagy valoszinuséggel szerepe van. A
mitokondriumkarosodas mind ultrastrukturalis jeleiben, mind az idébeli
lefutasaban hasonlo a capsaicin okozta valtozasokhoz.

6. Anandamid kezelés hatasara mitokondriumkarosodast mutato sejteken
sikeruilt kimutatni VR1 receptorok jelenlétét.

7. A VR1 agonistak hatasaban sikertilt igazolnunk a mitkondriumok
kozremukodését a szenzoros neurontenyészeten. Els6ként mutattuk ki a
protonofor FCCP gatlo hatasat a capsaicin és RTX altal kivaltott

intracellularis kalciumionszint emelkedésre.
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