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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AMPA: 2-amino-3-metil-(3-hidroxi-5-metil-izoxazol-1-il)-propionsav
ANOVA: variancia-analizis/analysis of variance

ARD: ismétl6 ankirin domén/ankyrin repeated domain

ATP: adenozin-trifoszfat

C1: carboxamido-szteroid

CaM: kalmodulin

CAPS: kapszaicin

CFA: komplett Freund-adjuvans

CGREP: kalcitonin-gén-rokon-peptid/calcitonin gene related peptide
CHO: kinai horesog ovarium/chinese hamster ovary

CoG: Center of Gravity

CRAC: koleszterin k6té domén/cholesterol recognition amino-acid consensus
DMSO: dimetil-szulfoxid

DRG: hatsogyoki ganglion/dorsal root ganglion

DPA: Dinamikus Plantaris Eszteziométer

ECS: extracellularis oldat/extracellular solution

GABA: y-amino-vajsav

Gag: csoportspecifikus antigén/group-specific antigen

GP: altalanositott polarizacid/generalized polarization

GPI: glikozil-foszfatidil-inozitol

HEK293: human embrionalis vese 293/human embryonic kidney 293
Laurdan: 6-dodekanoil-N,N-dimetil-naftilamin

MCD: metil-p-ciklodextrin

Myr: myriocin

NSAID: nem-szteroid gyulladasgatlok/non-steroidal anti-inflammatory drugs
NGF: idegi eredetli novekedési faktor/nerve growth factor

PBS: foszfat pufferelt fiziologias s6oldat/phosphate buffered saline
PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat

PGEZ2: prosztaglandin E2



PKA: protein kindz A

PKC: protein kinaz C

RAMEB: random-metilal-3-ciklodextrin

RTX: reziniferatoxin

Rv: rezolvin

SEM: standard hiba/standard error of mean

SMaz: szfingomielinaz

Trot; TOtacids Elettartam

TCM: Tradiciondlis Kinai Orvoslads/Traditional Chinese Medicine
TM: transzmembran

TG: trigeminalis ganglion

TRP: Tranziens Receptor Potencial

TRPA1: Tranziens Receptor Potencial Ankyrin 1
TRPCI: Tranziens Receptor Potencial Canonical 1
TRPC3: Tranziens Receptor Potencial Canonical 3
TRPCS: Tranziens Receptor Potencial Canonical 5
TRPMS: Tranziens Receptor Potencial Melastatin 8
TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1



2. KUTATASI KONCEPCIO

A fajdalom csillapitasa és a fajdalomesillapité gyogyszerek felfedezése mind a mai
napig igen fontos teriilete az orvosbiologiai kutatdsoknak, hiszen a modern kor egyik
legjelentésebb gazdasagi és egészségligyi problémajat jelenti a kdzponti és/vagy periférias
idegrendszer diszfunkcidjan alapuld neuropatids fajdalom. Ennek a koréallapotnak a kezelése
nagy kihivast jelent, hiszen a klasszikus gyogyszeres terapia, mint a nem-szteroid
gyulladascsokkent6k (NSAID) — leggyakrabban pl. diklofenak, ibuprofen -, illetve opioidok —
pl. a gyenge opioid hatasu tramadol, vagy az er6ésebb morfin, illetve fentanil — nem
rendelkeznek kielégitd terapids hatdssal és/vagy nem alkalmazhatéak hosszu tdvon a
mellékhatasok (pl. NSAID kivaltotta gyomorfekély, opioid dependencia) miatt. A ma
elfogadott terapids protokollok éppen ezért egyéb indikéacidban alkalmazott gyogyszerekkel —
ugynevezett adjuvans analgetikumok (pl. antiepileptikumok, antidepresszansok) - probaljak
enyhiteni a betegek fajdalmat, azonban szamos esetben ezekkel sem érhetd el megfeleld

terapias hatas (Botz és mtsai., 2017).

Eppen ezért van sziikség Uj terapids megkozelitések kutatasara, amelyek eltérnek a
klasszikus farmakologiai receptor-antagonizmust6l, hiszen a neuropatids fajdalom
kialakuldsédban nagy szerepet jatszo Tranziens Receptor Potencial (TRP) ioncsatornédk esetében
ezek koziil tobb probalkozas is elbukott az elmult évtizedekben (Helyes és mtsai., 2003; Lee és
mtsai., 2015). Kutatocsoportunk 1j megkozelitése a kapszaicin-érzékeny érzdideg-
végzddéseken megtalalhatéo TRP Vanilloid 1 (TRPV1) és TRP Ankyrin 1 (TRPAT1) receptorok
aktivacios mechanizmusainak alternativ befolyasolasan alapul, amelynek Ilényege a
sejtmembranok mikrodoménjeinek — tgynevezett lipid raftok — és TRP fehérjek kozotti

hidrofob kapcsolatok megbontasa.



3. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

3.1. A fajdalomcsillapitas rovid torténete

A fajdalom talan az egyik legmeghatiarozobb és legnehezebben megfogalmazhatd
emberi érzet, igy nem meglepd, hogy annak csillapitasa mar az idok kezdete ota foglalkoztatja
az emberiséget. Az ,, International Association for the Study of Pain” legijabb definicidja
szerint ,,egy kellemetlen szenzoros és emocionalis ¢lmény, amely tényleges vagy potencialis
szovetkarosodassal kapcsolatos, vagy ahhoz hasonlit”. A fajdalomcsillapitas torténetét
dokumentalé emlékek egészen az dkorig nyulnak vissza, és az egyik leghiresebb ezek koziil az
egyiptomi Ebers Papyrus, amelyben szamtalan korabeli betegség, gyogymod, valamint szamos
a gyogyitast atjaro vallasi elem leirdsa talalhato meg. Tobb okori feljegyzés és gylijtemény
szarmazik példaul a Tavol-Keletr6l, amelyekben a korabeli Tradicionalis Kinai Orvoslas
(TCM) alapjairol (pl. Jin és Jang elmélet) valamint a modszereirdl (pl. kdpolyozés,
akupunktura) nyerhetiink informaciokat, azonban megjegyzendd, hogy a TCM egyes tanai €s
modszerei a mai alternativ medicina gyakorlatdnak szerves részét képezik. A XIV. szdzadban
késziilt Codex Ayasofya (1. abra) Osszefoglalta a kor orvosi ismereteit, gyogynovényekkel

kapcsolatos informaciokat és a gydgyitas soran alkalmazott anyagokat.

1. abra Részlet a Codex Ayasofya-bél (Szallasi és Blumberg, 1999)



A kovetkez6 nagy lépést Friedrich Sertlirner munkéja jelentette, aki 1817-ben elséként
izolalta a makbol (Papaver somniferum) szarmazo6 6piumbol a morfiumot, amely késobb teret
nyitott a ma is hasznalatos major analgetikumok fejlesztésének (Sertuerner, 1817). Szintén még
a XIX. szazadban tortént (ijabb felfedezések inditottak utjara az NSAID-ok fejlesztését, hiszen
1897-ben Felix Hoffmann a Bayer gyogyszergyar munkatarsa kémiai szintézis utjan eldallitotta
az acetilszalicilsavat. Ezt az attorést kovette a tovabbi NSAID-ok fejlesztése az 1950-es évektol
kezdédéen (Goodman és mitsai., 1996). Manapsag szamos Uj hatasmechanizmusu
gyogyszerjelolt fejlesztése zajlik, amelyek egy része a klasszikus farmakoldgiai
megfontolasokat kdveti, azonban egyre inkabb teret nyernek a fajdalomérzet kialakulasaban

szerepet jatszo receptorok €s érzdideg-végzodések alternativ befolydsolasi lehetdséger is.

3.2. A fajdalom élettana

A szdvetek épségét, mechanikai, kémiai és termikus ingerek karosithatjak, amelyek a
specializalt magas ingerkiiszobti szabad idegvégzddéseket, az tigynevezett nociceptorokat
aktivaljak. Ez az elnevezés Sherringtontol szdrmazik és a latin nocere (artani, karositani) igébdl
eredeztethetd. A nociceptorok megtalalhatéoak a borben, bor alatti szovetekben, csontokban,
izmokban, fogbélben, savods hartyakban, illetve szdmos egyéb helyen a szervezetben.
Erzékenységiik alapjan megkiilonboztetink egyfajta ingerrel aktivalhatdé (unimodalis) és
tobbfajta ingerrel aktivalhaté (polimodalis) nociceptorokat. Mielinizaltsdg alapjan pedig
megkiilonboztetjiik az Ad, illetve C-rostokat. Elobbiek vékony veldshiivellyel rendelkeznek és
lassan vezetd (atlagosan kb. 15 m/s) rostok, amelyek végzddéseit leginkdbb intenziv
(faydalmas) mechanikai behatdsok és forr6 hdmérséklet aktivalja. Utdbbiak pedig vékony,
mielinhiivellyel nem rendelkez6 még lassabban (atlagosan 1 m/s) vezet6 rostok. A C-rostok
aktivalhatoak, és egy résziikben proinflammatorikus neuropeptidek termelédnek, mint pl. a P
anyag (Substance P), vagy a kalcitonin gén rokon peptid (CGRP), amelyek aktivaciot kovetéen

szabadulnak fel az idegvégz0désbdl és okoznak lokalisan ugynevezett neurogén gyulladast.



Az aktivalt nociceptorokbol szarmazo ingeriilet az elsérendli fajdalomrostok révén jut
be a hatso gyoki ganglionokba (Dorsal Root Ganglia — DRG) (I. neuron). Innen a centralis
nyulvanyok belépnek a gerincveld sziirkedlloményédba, ahol egy résziik atkapcsolodik
projekcios neuronokra (II. neuron) és a lateralis tractus spinothalamicus-ban a thalamus-ig
szallitja az ingeriiletet, ahonnan a III. neuronra torténé atkapcsolodas utan a thalamocorticalis
idegi kapcsolatok révén a fajdalomérzet a kéregben tudatosul (Gyires Klara és Fiirst Zsuzsanna,

2011; Fony6 Attila és Kollai Mark, 2014).

3.3. A kapszaicin kutatas torténete

A Capsicum fajokbol késziilt alkoholos kivonatok mar évszazadok Ota szerves részét
képezik az etnomedicina gyogyszerkincsének, hiszen tapasztalati iton megszerzett informaciok
alapjan étvagyjavitd, borvordsitdé és fajdalomcsillapitd hatdssal rendelkeznek és mindmaig
hasznalatosak a magisztralis gyogyszerkészitésben, mint a VIII. Magyar Gydgyszerkonyvben
hivatalos alapanyag (Capsici tinctura normata Ph. Hg. VIIL). A csipds hatasért felelGs
vegyiiletek keverékét az tigynevezett kapszacinoidokat Christian Friedrich Bucholz izolalta
el6szor és a keveréket az izolalt genusrdl nevezte el kapszicinnek (Bucholz, 1816). Késébb
John Clough Thresh 1876-ban izolalta a majdnem tiszta kapszaicint (CAPS) (Thresh, 1876),
végiil azonban ez Karl Micko-nak sikeriilt 1898-ban (Micko, 1898, 1899). A CAPS kémiajaban
a kovetkezO 1épés a szerkezet meghatarozasa volt, amelyet Nelson irt le 1919-ben (Nelson,
1919), majd 1930-ban Ernst Spith és Stephen F. Darling elvégezte a vegyiilet szintetikus
eléallitasat (Spath és Darling, 1930). Mindekdzben Hogyes Endre 1878-ban igazolta, hogy a
részleges tisztasdgih CAPS kivonat viszonylag szelektiven képes aktivalni a szenzoros
idegvégzodéseket (Hogyes, 1878). A CAPS-nel kapcsolatos farmakologiai kutatasok Hogyes
megfigyelését kovetden hattérbe szorultak a XIX-XX. szdzad vegetativ idegrendszerre hato
szerekkel kapcsolatos kutatdsai miatt, igy csak mintegy bd hetven évvel kés6bb Jancsé Miklos
foglalkozott ujra a CAPS-nel és irta le, hogy nagyobb doézisokat alkalmazva tartds

deszenzitizacid valthat6 ki kémiai irritdnsokkal szemben (Jancsd, 1955).



10 évvel késébb Jancsdé Miklos haldlat kovetden felesége Jancsd-Gabor Aranka és
koézvetlen munkatarsa Szolcsanyi Janos kozolte azokat az eredményeket, amelyben leirtdk,
hogy ortodrémos-, vagy antidrémos ingerlést kovetd plazma protein extravazacidé gatolhato
idegi denervacioval, illetve CAPS deszenzitizdcioval. A kisérletek eredményeibdl azt a
kovetkeztetést vontak le, hogy a gyulladaskeltd anyagok kapszaicin-szenzitiv érzdideg-
végzddésekbdl szabadulnak fel (Jancso és mtsai., 1967, 1968). Tovabbi kisérletekben mintegy
40 szintetikus CAPS analogot vizsgaltak, azonban nem taldltak olyan vegyiiletet, amely
eldzetes deszenzitizacid nélkiil tudta volna gatolni a fijdalomkeltd hatdsat a kiilonb6z6 kémiai
irritdnsoknak. Bar a hipotézis nem igazolodott, azonban ekkor vetddott fel eldszor egy
specifikus CAPS receptor 1étezésének az Gtlete, amelynek sematikus szerkezetérdl két cikkben
szamoltak be (Szolcsanyi és Jancs6-Gabor, 1975, 1976). A kdvetkezd néhany évtizedben sorra
jelentek meg a kozlemények a CAPS-nel kapcsolatban, amelyekben leirtak, hogy nem-kolinerg
nem-adrenerg mechanizmusok jatszanak szerepet a hatdsban, valamint megalkottdk a
kapszaicin-szenzitiv idegrendszer fogalmat, amely elmélet igazolast nyert a gyulladaskeltd
neuropeptidekkel — pl. CGRP, P anyag - kapcsolatban (Szolcsanyi és Bartho, 1978, 1979;
Szolcsany és Bartho, 1982; Szolcsanyi, 1983; Holzer, 1988; Maggi és Meli, 1988; Szolcsanyi,
1987; Maggi, 1995). Ujabb fejezetet nyitott meg az elsé CAPS antagonista vegyiiletek
szintézise (Bevan és mtsai., 1992), illetve egy masik vanilloid szerkezetii anyag, a
reziniferatoxin (RTX) hatasanak vizsgalata (Bevan és Szolcsanyi, 1990; Szallasi és Blumberg,
1990). Ekkoriban azt feltételezték, hogy két vanilloid receptor 1étezik, azonban Michael Jerry
Caterina és munkatarsai 1997-ben klonoztak a CAPS receptort (Caterina és mtsai., 1997),
amelyet eldszor Vanilloid 1 receptornak neveztek el, majd késébb a szerkezet alapjan a TRP
ioncsatorna csaladba, azon beliil a Vanilloid alcsaladba soroltak, mint els6 tagot és igy kapta a
TRPV1 nevet (Gunthorpe és mtsai., 2002).
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3.4._A kapszaicin érzékeny idegvégzodések miikodése

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések harmas funkcioval rendelkeznek. Az elsé
fontos funkcio, hogy aktivalodasakor a klasszikus afferens mechanizmus révén a képz6dott
ingeriilet eljut a kdzponti idegrendszerbe, ahol kialakul a nocicepcio. A masodik funkcid egy
lokalis efferens hatas, az aktivacio intracellularis Ca?* szint emelkedést eredményez, ami a
tarolt peptidmediatorok (CGRP, P anyag) felszabadulasahoz vezet, amelyek pedig plazma
protein extravazacioval, vazodilatacioval, gyulladasos sejtek aktivacidjaval valtanak Ki
neurogén gyulladast a beidegzett teriileten. A harmadik, egy szisztémas efferens funkcid, az
aktivacio utan az idegvégzodésekbdl ugyanis szomatosztatin is felszabadul, ami a szisztémas
keringésbe jutva a test tavolabbi pontjain is szisztémas gyulladasgatlo és fajdalomcsillapito
hatast fejt ki. Az érzdideg-végzddések e harmas funkcidjat — amelyet a 2. dbra szemléltet -

szenzokrin miikddésként definialtak (Szolcsanyi és mtsai., 2004).

. II. Lokalis efferens funkcio:

neurogén gyulladas
(értagulat, duzzanat,
gvulladasos sejt aktivacio)

e 1. Klasszikus
afferens funkcio:
fajdalomérzékelés

\ N\

Gyulladas- és fajdalomkeltd
neuropeptidek

III. Szisztémas efferens
funkcid: gyulladas- és
fajdalomcsillapitas

Gyulladas- és
e fajdalomesillapité —
neuropeptidek
(pl. szomatosztatin)

Kapszaicin-érzékeny
érzdideg-végzddés

2. abra A kapszaicin-érzékeny érzo idegvégzédés harmas funkcioja (1. klasszikus afferens funkcio, 2. lokalis

efferens funkciod, 3. szisztémas efferens funkcié) (Helyes és mtsai., 2018)
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A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések harmas funkcidjanak elsé kisérletes
bizonyitékait Szolcsanyi Janos és Pintér Erika megfigyelései szolgaltattdk, amelyben leirtak,
hogy gerincvel6i hatsd gyokerek (lumbalis 4-6) atmetszése utan a periférias csonk egyoldali
antidromos ingerlését kovetd, Evans kékkel jelzett — 1ézer Doppler késziilékkel mért - plazma
protein extravazacid €s neurogén gyulladas a masik gyokér ingerlését kovetden kisebb mértéki
volt, valamint ez a jelenség gatolhaté volt CAPS-nel torténd eldkezeléssel is (Pintér és
Szolcsanyi, 1988; Pintér és Szolcsanyi, 1996). Az ellenoldali gyulladasos vélasz csokkenését a
korabbrél mar ismert szomatosztatinnak tulajdonitottak, és ezt a feltételezést késdbb szamos
kisérleti elrendezésben igazolni tudtak (Helyes és mtsai., 2004; Pintér és mtsai., 2006; Helyes
¢s mtsai., 2009; Szolcsanyi és mtsai., 2011) és megalkottak a kapszaicin-érzékeny érzéideg-

végzddések harmas funkcidjanak elméletét.
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3.5.A Tranziens Receptor Potencial ioncsatornak

A TRP fehérjék alkotjak az egyik legnagyobb ioncsatorna csaladot, amelynek eddig
emldsokben 28 tagjat (emberben 27) azonositottak. Az ide tartozo kation csatornakat hét alcsaladba
lehet besorolni a szerkezeti-, és szekvencia-homologia alapjan (Nilius és Owsianik, 2011): TRPC
(“Canonical”), TRPV (“Vanilloid”), TRPM (“Melastatin”), TRPP (“Polycystin”’), TRPML
(“MucoLipin”), TRPA (“Ankyrin”), és TRPN ("NO-Mechano-Potential C”) (3. abra)

TRPys TRPVS  TRPAT

TRPV4
TRPV2
TRPP3
TRPV1
TRPP2
TRPML2
TRPPS
TRPML3
TRPC4
TREML1
TRPCs
TRPMS
S—
TRPM2
TRPC3
TRPMS
TRPN TRRC
TRPM7

TRPMB  —npnge  TRPMI
TRPM3 02

3. abra A TRP receptorcsalad eddig felfedezett tagjai (Nilius és Owsianik, 2011)

Cosens ¢s Manning 1969-ben irta le, hogy Drosophila melangoster egy mutans
torzsében a fotoreceptorok tranziens aktivitast mutatnak, majd késébb az elektroretinografias
vizsgaltok alapjan nevezték el ezeket a fotoreceptorokat TRP csatornaknak (Cosens és
Manning, 1969; Minke és mtsai., 1975). Ezt kovetden felfedezték, hogy a kérdéses receptor a
TRPL alcsaladba tartozik (Phillips és mtsai., 1992). Késobb Michael Jerry Caterina és
munkatarsai klonoztak és karakterizaltak a TRPV 1 receptort (Caterina és mtsai., 1997). A TRP
csalad tagjai tobbnyire nem-szelektiv kationcsatornak, azonban bizonyos altipusok kiemelt

szelektivitast mutatnak féként Ca®*, kisebb részben Mg?* ionok irant.
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Az ioncsatornak hat transzmembran (TM) doménnel rendelkeznek (S1-S6), altalaban
funkcionalis tetramer forméban képeznek miikddési egységet, és az ionok szamadra atjarhato
pérus az 6todik és a hatodik domén kozotti hurok régioban talalhatd. A membranfehérjék N-,
illetve a C-terminalis végzddése intracellularisan helyezkedik el, melyeken jellegzetes
funkcidju, jol ismert molekularis strukturak talalhatoak meg. Ide sorolandé tobbek kozott az
ismétlédé ankirin domén (Ankyrin Repeated Domain, ARD), a TRP domén, az EF-kéz
struktarak, illetve egyéb jellemzo6 képletek (Nilius és Owsianik, 2011) (4. abra).
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4. abra Az egyes TRP receptor alcsaladok altalanos szerkezete Li, Yu, és Yang 2011 alapjan

A kiilonb6z6 TRP csatorndknak kiemelt szerepiik van szamos élettani €s patologiai
folyamatban egyarant (Nilius és Owsianik, 2011; Gees és mtsai., 2012; Nilius és Szallasi,
2014). Azokat a korallapotokat, amelyekben bizonyitott egy-egy ioncsatorna szerepe gyakran
nevezik az angol nomenklatiraban ,, chanellopathy ”-nak. A TRP csatornaknak szerepiik van
tobbek kozott a kronikus obstruktiv - tlidobetegség, psoriasis, arthritis, gyulladasos
bélbetegségek és szamos egyéb betegség kialakulasaban (Moran és mtsai., 2011; Nilius és
Szallasi, 2014; Kaneko és Szallasi, 2014).
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3.6. A TRPV1 szerkezete és funkcidja

A CAPS receptor néven is ismert fehérje a TRP csalad tobbi tagjahoz hasonléan hat TM

régioval rendelkezik, az ionok szdmara atjarhatd porus az S5 és S6 szegmens kozott formalodik,

melyhez kapcsolodik az S1-4 TM szakasz. Megtalalhato benne a 23-25 aminosavbol all6 TRP

domén, mely az S6 TM régi6 utan helyezkedik el. Intracellularisan talalhat6 az N- és C-terminalis

vége is, illetve az N-terminalis fontos részét képezi az alcsaladra jellemz6 hatelemit ARD, amelynek

funkcionalis szerepe is van. A TRPV 1 szerkezetét és a funkcionalis mitkodés szempontjabol kiemelt

aminosav poziciokat az 5. abra szemlélteti.
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5. 4bra A TRPV1 receptor szerkezete. A funkciojat befolyasold jellegzetes anyagok kotédési helyeit a zold

korok szemléltetik (Jara-Oseguera és mitsai.,

2008). ATP: adenozin-trifoszfat, CaM: kalmodulin, CaMKII:

kalmodulin-dependens protein kinaz II, PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat, PKA: protein kindz A, PKC:

protein kinaz C, RTX: reziniferatoxin
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A TRPVI els6ésorban a primer szenzoros neuronokon expresszalodik, de megtalalhato
szamos extraneurondlis szovetben is, mint pl. a keratinocitdkban, hizosejtekben és a
gasztrointesztinalis rendszerben (Nilius és Owsianik, 2011). A TRPV1 receptor miikodését
szamos endogén és exogén anyag szabdlyozza. Az exogén agonistdi koziil a legfontosabbak a
vanilloid szerkezeti elemet tartalmazé molekulak - a CAPS illetve a RTX (Szallasi ¢és
Blumberg, 1999, 1990) — amelyek az S3 és S4 transzmembran régiok kozotti ugynevezett
,vanilloid-zsebbe” (S505-T550) kotédnek (Papakosta és mtsai.,, 2011). Tovabbi fontos
aminosavak a CAPS szempontjabol a T511, S512 és W549, az RTX szempontjabol pedig az
M547 (Chou és mtsai., 2004). Egy masik novénycsaladbol, az Allium fajok kozé tartozd
keresztiil (Macpherson és mtsai., 2005; Jara-Oseguera és mtsai., 2008). A novényi csipds
anyagokon kiviil szamos allati toxin (pl. skorpidk és pokok mérgei) is TRPV1 aktivaciot valt

ki (Siemens és mtsai., 2006; Min és mtsai., 2013).

Az exogén vegyiileteken til szdmos endogén anyag, illetve fizikokémiai valtozas is
képes aktivalni a csatornat. Az endokannabinoidok kozé tartozé anandamid, N-arachidonil-
dopamin valamint a nem kannabinoid N-oleoildopamin aktivaljak a receptort (Zygmunt és
mtsai., 1999; Smart és mtsai., 2000; Chu és mtsai., 2003), akarcsak az arachidonsav és egyéb
zsirsav metabolitok (Hwang és mtsai., 2000). A fizikokémiai paraméterek koziil az egyik
legfontosabb a magas hémérséklet (>43 °C), illetve az alacsony pH (<6) (Caterina és mtsai.,
1997; Tominaga ¢és mitsai., 1998; Nilius, 2007). Mindkét paraméter valtozasa az S5-S6
porusformaldé TM régid extracellularis részén aktivalja a receptort. A hOmérséklet
érzékelésében a kritikus aminosavak az N628, N652 ¢és Y653, mig a protonok érzékelésében az
E600 és E648 vesz részt (Welch és mtsai., 2000; Jordt és mtsai., 2000; Szolcsanyi és Sandor,
2012; Winter és mtsai., 2013).
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Az agonistakon tul fontos szerep jut a TRPV1 antagonistaknak is, amelyek koziil
emlitésre méltd a ruténium vords, amely nem specifikus gatloszer, a Tetradium daniellii-bél
izolalt pellitorin, valamint a specifikus gatlo — a CAPS szerkezet alapjan szintetizalt —
kapszazepin (Maggi és mtsai., 1988; Bevan és mtsai., 1992; Olah és mtsai., 2017). Tovabbi
fontos antagonista hatassal rendelkez6 anyagok az endogénen megtalalhat6 lipid mediatorok a

rezolvinok (Rv) (Xu és mtsai., 2010; Park és mtsai., 2011; Morales-Lazaro és mtsai., 2013).

Emlitést kell tenni azokrol az vegyiiletekrdl is - pl. foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
(PIP2), kalmodulin (CaM) és az adenozin triszfoszfat (ATP) — amelyek a TRPV1
szenzitizacidjaban és deszenzitizaciojaban jatszanak fontos szerepet (Winter és mtsai., 2013).
A PIP2 tobb kotddési hellyel is rendelkezik a TRPV 1 receptoron, egy az N-terminalis régidban
(F189-V221), kettd pedig a C-terminalison (K688-K718 és L777-S820) talalhato (Grycova és
mtsai., 2012). A funkcigjat tekintve eltérd feltételezések vannak, hiszen egyes kutatocsoportok
leirtak, hogy deszenzitizalja a csatornat (Prescott és Julius, 2003), mig masok eredményei
alapjan védi a csatornat a tachifilaxis kialakulasatol (Lishko és mtsai., 2007). A CaM szintén
képes kotddni a receptor N- és C-terminalisdhoz is, el6bbi esetben Ca?* jelenléte sziikséges a
kotédéshez (Rosenbaum és mtsai., 2004), mig utobbi esetében nem (Numazaki és mtsai., 2003).
A CaM kotohelyei (F189-V221 ¢és L777-S820) atlapolédnak a PIP2 kotdhelyeivel, igy
feltételezhetden kompeticid alakul ki kozottiik és a CaM hatasara a kalcium-kalmodulin-
dependens protein kinaz II altal defoszforilacio kovetkezik be, ami deszenzitizalja a TRPV1-et
(Jung és mtsai., 2004). Az ATP kotohelye szintén atlapolodik a CaM és PIP2 kotohelyekkel az
N-terminalison, a Kritikus aminosavak az R115, K155, K160, L163, Y199, Q202 és E210.
Funkciojat tekintve az ATP direkt védi a csatornat a tachifilaxistol, illetve indirekt moédon hat
a PIP2 regeneraciora (Lishko és mtsai., 2007). Ezeken kiviill egyéb foszforilacios
mechanizmusoknak — a protein kinaz A (PKA) és protein kinaz C (PKC), az idegi eredetii
novekedési faktor (Nerve Growth Factor - NGF) - a tirozin kinaz A receptor altal kozvetitett
modon — is fontos szerepet jatszanak a TRPV1 szenitizacidjaban (Premkumar és Ahern, 2000;
Vellani és mtsai., 2001; Mohapatra és Nau, 2003, 2005; Szolcsanyi és Sandor, 2012).
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3.7. A TRPAI szerkezete és funkcioja

A TRPAL1 receptor elsésorban a DRG-ben és a trigeminalis ganglionban (TG) fordul el
(Story és mtsai., 2003), de megtalalhat6 extraneuronalisan is a keratinocitakban (Atoyan és
mtsai., 2009), illetve az enterokromaffin sejteken (Nozawa és mtsai., 2009). A TRPAI1 és
TRPV1 kb. 30 %-ban ko-expresszalodik a kapszaicin-szenzitiv szenzoros idegekben és
els6sorban a fajdalom érzékelésében van szerepe (Salas és mitsai., 2009). A receptor
szerkezetével és a funkciot befolyasolo vegyiiletekkel kapcsolatos kutatasokban nagy kihivast
jelentenek, ugyanis a TRPA1 szerkezete fajonként bizonyos mértékben eltéré (Chen és Kym,
2009). A legfontosabb szerkezeti elemeket és a funkcié szempontjabol kritikus aminosavakat a

6. abra szemlélteti.
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6. abra A TRPAI1 receptor szerkezete a funkciot befolyasolé anyagok kotddési helyeinek megjelolésével

Laing és Dhaka 2016 alapjan. A: ismétldd6 ankirin domén, PIP2: foszfatidil-inozitol-4,5-biszfoszfat
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Jellegzetes szerkezeti elem a 14-18 elembdl allo ARD, amely tobb, a csatorna aktivacio
szempontjabol fontos kotddési helyet biztosit (Julius, 2013). Az agonista hatasu vegyiiletek
altaldban elektrofil tulajdonsagtiak, amelyek kovalensen kapcsoldodnak a megfeleld cisztein és
lizin aminosavakhoz az N-terminalison (Hinman és mtsai., 2006; Macpherson és mtsai., 2007).
A TRPV1-hez hasonloan exogén és endogén ligandok is képesek aktivalni a TRPA1-et, az
exogén agonistak jelentds része kémia irritans, pl. az allil-izotiocianat, a formaldehid, az allicin,
a fahéjaldehid és a mentol (Bésell és mtsai., 2004; Jordt €s mtsai., 2004; Macpherson és mtsai.,
2005; McNamara ¢és mtsai., 2007; Bautista és mtsai., 2013). Az endogén agonistak koziil
szamos vegyiilet gyulladasos folyamatok eredményeképpen képzddik, pl. a metilglioxal,
hidrogén-peroxid vagy a 4-hidroxi-nonenal (Trevisani és mtsai., 2007; Eberhardt és mtsai.,
2012). Ezeken a ligandumokon kiviil TRPA1 aktivaciot valt ki az alacsony homérséklet (<17
°C), valamint mechanikai ingerek is, amely alapjan mechanoszenzitiv receptornak is szoktak
nevezni a TRPAl-et (McKemy és mtsai., 2002; Peier és mtsai., 2002; Reid és Flonta, 2002;
Story és mtsai., 2003; Vilceanu és Stucky, 2010).

Az antagonista hatast vegyiiletek koziil emlitést kell tenni a HC-030031-r6l, amely
gatolta a termalis és mechanikai hiperalgézia kialakulasat komplett Freund-adjuvans (CFA)
adasat kovetéen (da Costa és mtsai., 2010). Tovabbi fontos antagonista hatast vegyiilet az SZV-
1287, amely egy komplex hatdsmechanizmusti, TRPA1/TPRV1 antagonista és szemikarbazid-
szenzitiv amin-oxidaz hatassal rendelkez6 anyag (Payrits és mtsai., 2016; Horvath és mtsai.,
2018). Tovabbi fontos szerep jut a TRPA1 esetében is a foszforilacios és defoszforilacios
mechanizmusoknak is, amelyek hatassal vannak a csatorna aktivalhatosagara. llyen
folyamatokban jatszik szerepet a kalcium, a PKA, a PIP2, a bradikinin és ATP (foszfolipaz C
medialta Gtvonalon) (Doerner és mtsai., 2007; Akopian és mtsai., 2008; Karashima és mtsai.,
2008; Wang és mtsai., 2008).
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3.8. A sejtmembran szerkezete és a lipid raft modell

A sejtmembranok klasszikus fluid-mozaik modelljét Singer és Nicolson publikalta
1972-ben (Singer és Nicolson, 1972). Az elmélet szerint a membranok alkotéelemei, pl. a
foszfolipidek, glikolipidek ¢és koleszterin a termodinamika torvényszeriiségeinek megfeleléen
egyenletesen, a fehérjék pedig random modon helyezkednek el a membranban. A vazat a
foszfolipid kettésréteg alkotja, amely molekulainak a hidrofil fej része a vizes fazisok felé, a
hidrofob farki része pedig a membran belseje, azaz a masik lipofil réteg felé orientalodik, igy
alakitva ki egy a vizoldékony vegyiiletek szamara atjarhatatlan gatat. A membranfehérjék a
kiils6, vagy a belsé felszinen helyezkednek el, egyes esetekben azonban tobbé-kevésbé
bemeriilnek a membranba (integrans membranfehérjék), illetve teljesen at is érhetik

(transzmembranfehérjék) (Palfia és Kristof, 2013).

Ez a modell igazolast nyert tobb strukturalis és biokémiai vizsgélat altal, azonban azt a
tényszeriiséget nem tudta magyarazni, hogy egyes fehérjék egyenldtleniil oszlanak el a
sejtmembran felszinén (Karnovsky és mtsai., 1982). Ennek magyarazatara alkotta meg Simons
¢s Ikonen az ugynevezett lipid raft elméletet (Simons és Ikonen, 1997), amely szerint a
membranokban megtalalhatdak specialis felépitésii és rendezettségli mikrodomének, az
ugynevezett lipid raftok vagy lipid tutajok. Ezek a raft régiok koleszterinben, szfingolipidekben
¢s gangliozidokban gazdagok, ¢és ezek elhelyezkedése a membranon belill valtoz6. Az
extracellularis oldal szfingomielinekben ¢és glikoszfingolipidekben gazdag, mig az
intracellularis oldalon inkabb glicerofoszfolipidek helyezkednek el. A koleszterin — mint a
struktira integritasaért felelés f6 komponens — egyenletes elosztottsagot mutat (Simons és
Ikonen, 1997; Kobayashi és mtsai., 2006; Kannan és mtsai., 2007). Ez a nagy foku strukturalis
szervezettség eredményezi azt, hogy a raft régiok eltérd fizikai-kémiai tulajdonsagokkal
rendelkeznek a membran egyéb régidihoz képest. Ilyen jellegzetes tulajdonsag pl. az, hogy nem
ionos detergensekben (pl. 4 °C-on Triton-X100 detergensben) oldhatatlanok. Ez a tulajdonsag
azonban megsziintetheté a f6 alkotoclem a koleszterin depletalasaval, ami a lipid raftok
széteséséhez vezet (Brown és London, 2000). A lipid raftok sematikus abrazolasat a 7. abra

mutatja be.
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7. abra Lipid raft sematikus abrazolasa Hernaiz-Llorens és mtsai. 2021 alapjan. A lipid raftokban

elhelyezked6 fehérjék kozott gyakran alakul ki glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI) csoport.

3.9. A lipid raftok élettani és patologiai szerepe

A lipid raftok szamos funkciot toltenek be a szervezetben, pl. szabalyozzik a
membrantranszport folyamatokat, befolyasoljak az immun-, a kardiovaszkularis-, valamint az
idegrendszer megfeleld miikodését (Parton és Richards, 2003; Sonnino és mtsai., 2014; Sezgin
¢és mtsai., 2017). Ezen kiviil szamos gyulladasos folyamatban is regulator szereppel birnak,
ezért Miller és munkatarsai bevezették az ,,inflammaraft” fogalmat (Iwabuchi, 2015; Miller és
mtsai., 2020). Bizonyitott tovabba, hogy szamos ioncsatorna, koztiik tobb TRP receptor (Liu és
mtsai., 2006; Széke és mtsai., 2010; Saghy és mtsai., 2015), a 2-amino-3-metil-(3-hidroxi-5-
metil-izoxazol-1-il)-propionsav/AMPA glutamat receptor, a y-amino-vajsav/GABA receptor,
valamint a nikotinos acetilkolin receptor lipid raftokban helyezkedik el (Hering és mtsai., 2003;
Guirland és mtsai., 2004; Zhu, 2006).
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Szamos malignus daganattipussal Osszefliggésbe hozott fehérje is a raft régiokban
helyezkedik el, pl. a tobbféle daganattipus kialakulasaban szerepet jatszé Mucin-1 (Staubach
¢és mtsai., 2009), vagy az urokinaz plazminogén aktivator receptor, illetve a Ras fehérje,
amelyek szerepet jatszanak az emlédaganat kialakulasaban (Raghu és mtsai., 2010; Larsen és
mtsai., 2015). Ezeken a megfigyeléseken alapulva leirtak, hogy egyes anyagok (pl. edelphosine,
mitelphosine), amelyek moddositjak a membran szervezettségét és ujra-szervezddését,
tumorellenes hatassal rendelkeznek (Cuesta-Marban és mtsai.,, 2013). A lipid raftok egy
membranelemek. A kaveoldknak jelentds szerepiik van az endocitozis folyamataban, amelyrol
leirtak, hogy tobbek kozott szamos patogén — mint pl. a HIV-1 virus, illetve bakterialis
erdsiti tovabb a raft régiokban megtaldlhatdé koleszterin tartalom, valamint a patogének
specifikus receptorai, mint pl. a HIV-1 virus csoportspecifikus antigén (group-specific antigen
- Gag) fehérjéje kozotti kapcsolat (Harder és mtsai., 1998; Teissier és Pécheur, 2007; Dick és
mtsai., 2012; Lorizate és mtsai., 2013; lwabuchi, 2015; Farnoud és mtsai., 2015). A patogének
bejuttatdsdn til azonban terapids lehetdségeket is rejt a kaveoldk miikodése, hiszen akar
nagymolekulaju gyogyszeranyagok célba juttatasa is megvalosithatd ezeken keresztiil (Imre és
mtsai., 2020).

Egy masik specialis altipusha a ceramidban gazdag régiok tartoznak, amelyek
elsdsorban a szfingomielinaz enzim (SMéz) hatasara jonnek létre, méretiik valtozatos, néhany
nanométertdl egészen mikrométeres tartomanyig terjed (Zhang et al., 2009). Funkcidjukat
tekintve a membranreceptorok klaszterizacidjaban van szerepiik, pl. a CD40/CD40 ligand,
illetve CD95/CD95 ligand jelatviteli folyamatait szabalyozzak (Grassme és mtsai., 2001,
Grassmé és mtsai., 2001, 2002, 2003; Zhang és mtsai., 2009). Tovabbi specialis csoportot
képeznek a gangliozidokban gazdag raftok, amelyek tobbek kozott a kiilonbozé toxinok sejtbe
torténd bejutdsaban, valamint az Alzheimer betegség molekularis patomechanizmusaban
jatszanak szerepet (Holmgren és mtsai., 1973; Falguiéres és mtsai., 2001; Fujinaga és mtsai.,
2003; Hicks és mtsai., 2012)
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3.10. A lipid raftok farmakolégiai vizsgalata

A lipid raftok farmakologiai vizsgélata az elmult évtizedben jelentds szerepet toltott be
az alapkutatasokban, és ezek kozéppontjaban a raft régiok integritdsanak megbontasa all,
amellyel szdmos jeldtviteli ut, valamint receptor aktivacioja vizsgalhatdo. A raft régiok
megbontasara alapvetden két mechanizmust kiilonboztethetiink meg, az egyik az alkotoelemek
lebontasa, mig a masik a felépiilés gatlasa. A leginkabb tanulmanyozott mechanizmus a lipid
raft kutatdsban a koleszterin deplécioja, amelyre altalaban metil-p-ciklodextrint (MCD)
alkalmaznak, ami zarvanykomplexet képez a koleszterinnel (llangumaran és Hoessli, 1998). A
raftok szfingomielin tartalma is elbonthatd enzimatikusan SMaz-zal, ami foszfokolinna és
ceramidda alakitja a szfingomielineket (Chao és mtsai., 2011). Az alkotéelemek felépitését
gatlo szerek koziil kisérletesen a szfingolipidek szintézisét gatlokat alkalmazzak. Ide tartozik a
myriocin (Myr), amely a szerin-palmitoil-transzferaz enzimet — ez a sebességmeghatarozo

1épése a szfingolipid szintézisnek — gatolja (Miyake és mtsai., 1995).

A lipid raftokkal kapcsolatos kutatasok jelentds része in vitro rendszerek alkalmazasaval
tortént, és leginkabb az MCD hatasat vizsgaltak, azonban az eredmények tobb esetben is
ellentmondasosak. Liu és munkatarsai leirtdk, hogy az MCD kezelés hatasara nem modosul a
hé altal kivaltott TRPV1 aktivacid transzfektalt human embrionalis vesesejteken (human
embryotic kidney 293 - HEK293) (Liu és mtsai., 2003), azonban gatlédnak a protonok és CAPS
altal kivaltott aramok DRG neuronokon (Liu és mtsai., 2006). Vizsgaltak egyéb ligandok, pl. a
3[H]RTX TRPV1 receptorhoz vald kotddését is, azonban ezt nem befolyasolta a koleszterin
deplécidja (Bari és mtsai., 2005). Az MCD hatasat vizsgaltak egyéb TRP ioncsatornak
aktivacidjara is, és azt talaltak, hogy képes emelni a TRP Melastatin 8 (TRPM8) receptor
héaktivacios kiiszobét (Morenilla-Palao és mtsai., 2009), illetve csokkenti a TRP Canonical 1
(TRPC1) és TRP Canonical 3 (TRPC3) receptorok aktivacidjat (Lockwich és mtsai., 2000;
Bergdahl és mtsai., 2003; Graziani és mtsai., 2006). Startek ¢s munkatarsai bizonyitottak, hogy
MCD kezelés hatasara csokken a TRPAL receptornak a hideg ingerek, illetve bakterialis
endotoxin altali aktivacidja, azonban a membranon beliili expresszidja valtozatlan marad (J.
Startek és mtsai., 2019; J. B. Startek és mtsai., 2019). Hasonl6 hatasokat irtak le késébb a SMaz

enzimmel is (Startek és Talavera, 2020).
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Kutatocsoportunk is leirta, hogy in vitro koriilmények kozott az MCD, SMaz illetve
Myr eldkezelés hatasara a CAPS és RXT altal kivaltott TRPV1 aktivacio gatolhato a receptort
stabilan expresszalé kinai horcsog ovarium (Chinese Hamster Ovary - CHO) sejteken, valamint
primer szenzoros neuron tenyészeten egyarant (Szoke és mtsai., 2010; Saghy és mtsai., 2015).
Szintén kutatocsoportunk irta le, hogy egy karboxamido-szteroid vegyiilet (C1) —amit a Pannon
Egyetem Szerves Kémiai Intézetében szintetizaltak szamunkra — az MCD-hez hasonl6 gatlo
hatast fejt ki a TRPV1 aktivaciojara, azonban 1000-szer kisebb koncentracioban (Szanti-Pintér
¢és mtsai., 2015; Saghy és mtsai., 2018). A lipid raft kutatdsban Gjabb utat nyitott meg a Rv-ok
(pl. RvD1 ¢és RvD2) — endogén gyulladasgatlo hatasu lipidmediatorok — vizsgalata, amelyekrol
leirtak in vitro, hogy sajat G-protein kapcsolt fehérjéjiikon keresztiil képesek gatolni a TRPV1
aktivacigjat (Park és mtsai., 2011). Kutatocsoportunk feltételezése alapjan a RvD1 és RvD2
nagyobb koncentracidban lipid raft karosité hatassal is rendelkezhetnek és igy képesek gatolni
az ioncsatornak aktivaciojat. Ezt a hipotézist bizonyitottuk is mind a TRPV1, mind a TRPA1
esetében radioaktiv “°Ca®*-felvétel, illetve intracellularis Ca?*-imaging médszerekkel, valamint
az anyagok membranpolaritasra kifejtett hatasainak fluoreszcens spektroszkopiai modszerekkel
torténd vizsgalataval (Payrits és mtsai., 2020). Szintén ujabb eredmények bizonyitjak a
gangliozidok szerepét a lipid raftokkal 6sszefiiggésben kiilonbozo fajdalommechanizmusokban

(Séantha és mtsai., 2020).

Az in vitro vizsgalatokon tul csupan néhany allatkisérletes adat van a lipid raftok
fajdalomban betoltott szerepérdl és ezek is leginkabb a kiilonb6z6 ciklodextrin szarmazékokkal
foglalkoznak. Sauer és munkatarsai irtak le, hogy random-metilalt-B-ciklodextrinnel (RAMEB)
torténd lokalis vagy szisztémas elokezelés csokkenti a CFA kivaltotta termalis allodiniat és
mechanikai hiperalgéziat patkanyokban (Sauer és mitsai.,, 2017). Az MCD hatékonyan
csillapitja a hiperalgéziat az RTX altal kivaltott neuropatia egérmodelljében (Lin és mtsai.,
2019), valamint prosztagalndin E2 (PGE2) adasat kovetden patkanyokban (Ferrari és Levine,
2015). A gangliozidok szerepét is vizsgaltak in vivo, a gangliozid GT1b intraplantaris injekcioja
nociceptiv valaszokat valtott ki €s fokozta a formalin indukalta fajdalomreakciot, azonban a
szialidaz enzim — amely elbontja szialil rezidumokat a gangliozidokbol - beadasat kdvetéen

csokkenti a kialakulo fajdalomreakciot (Watanabe és mtsai., 2011).
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4. CELKITUZESEK

A neuropatias fajdalom kezelése mindmaig nem kielégitd, hiszen az alkalmazott
gyogyszerek tobbsége hosszl tavu alkalmazas esetén stilyos mellékhatasokat okoz és/vagy nem
biztosit megfeleld klinikai hatékonysagot. Ennek oka, hogy a kapszaicin-érzékeny érzoideg-
végzOddések farmakologiai befolydsoldsa szamos nehézségbe iitkozik tobbek kozott azért is,
mert a klasszikus receptor-antagonista megkozelitéssel nem tudtak eddig olyan hatéanyagot
kifejleszteni, amelynek a kockazat/mellékhatas (pl. hipertermia, hoérzékelési zavarok), illetve
elény aranya megfeleld klinikai hatékonysaggal tarsult volna (Helyes és mtsai., 2003; Lee és
mtsai., 2015). Eppen ezért van sziikség olyan 0j, alternativ farmakologiai lehetdségek
kutatasara, mint pl. a TRP receptorok lipid raftokon keresztiili befolyasolasa, amely egy uj

iranyt nyithat meg a fajdalomecsillapitok fejlesztésében.
Munkam soran ezért a kovetkez6 altalanos célokat tiztem ki:

1. A lipid raft diszrupcié hatasanak vizsgalata a sejtmembran polaritasara és
fluiditasara

2. Szfingolipid deplécié hatiasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAL1 ioncsatornak
aktivalhatosagara in vivo

3. Koleszterin deplécio hatiasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAI ioncsatornak

aktivalhatosagara in vivo
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5. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

5.1. Fluoreszcencia spektroszkopia

A 6-dodekanoil-N,N-dimetil-naftilamin (Laurdan) egy széles korben elfogadott és
alkalmazott fluoreszcens festék, amely alkalmas mind bioldgiai, mind modell membranok
tanulmanyozasara (Harris, Best, és Bell 2002; Gaus és mtsai. 2003). Szerkezetébo6l adoddan a
Laurdan molekuldk beépiilnek a membran foszfolipid rétegei koz€, €s a beépiilés mértékének
fliggvényében, valamint a membranban jelen 1év6 vizmolekuldk — poléaros fazis — ardnyanak
megfelelden valtozik a Laurdan fluoreszcens gerjesztési és emisszids spektruma (kék-vords
eltolodas) (Gaus és mtsai.,, 2003; Jay és Hamilton, 2017). A Laurdan felhasznalasaval
fluoreszcens mikroszkopia és két foton mikroszkopia modszereket alkalmazva szelektiven
vizsgalhato a sejteket koriilvevd, illetve a sejtek egyes kompartmentjeit hatarold6. membranok
polarizaltsaga, fluiditasa (Gaus és mtsai., 2003). Ezeknél a mddszereknél azonban sokkal
egyszeriibben kivitelezhetd a fluoreszcens spektroszkopia, amely ugyancsak alkalmas a
Laurdan emisszids tulajdonsagainak kovetésére, ezaltal a membranszerkezet valtozasanak

kimutatasara (Parasassi és mtsai., 1986).

A mintapreparacio soran nativ CHO sejteket inkubaltunk lipid raft karositdo anyaggal
(30 mU SMaz, 100 nM Myr, 10 mM MCD, 100 uM C1 — extracellularis oldatban (ECS) oldva)
vagy ECS-sel 45 percig, illetve a Myr esetében 24 oraig 37 °C-on. Ezt kdvetden a sejteket
haromszor mostuk steril foszfattal pufferelt fiziologias sooldattal (PBS), majd 40 uM
haromszor mostuk a sejteket steril PBS-sel, majd felvettiik a sejteket 1 ml steril PBS-ben. A
méréseket 4 mm-es uthosszsagi kvarckiivettakban (Hellma 104F-QS), rogzitett, 20 °C-0S
homérsékleten FL3-2iHR spekrofluoriméterrel (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog - 8. abra)

végeztik.
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8. abra HORIBA Jobin-Yvon NanoLog spektrofluoriméter

5.1.1. Membranpolaritas vizsgalata

A membran polaritasara — ami ellentétben a sejtbioldgiai polaritassal a fluoreszcens
spektroszkdpiaban a foszfolipid kettdsrétegbe beépiild polaros vizmolekulak aranyatol fiigg - a
Laurdan gerjesztési €és emisszios spektrumainak valtozdsabol kovetkeztethetiink, amelyek
Osszefliggésben vannak a membran aktualis hidratéaltsagi szintjével, vagyis a rendezett (liquid
ordered — alacsonyabb viztartalmu) és rendezetlen (liquid disordered — magasabb viztartalmu)
fazisok aranyaval (Golfetto, Hinde, és Gratton 2013). A gerjesztési spektrumok felvételekor
300 és 420 nm koz6tt, mig az emisszios spektrumok esetén 380 és 600 nm kozott valtozott a

hullamhossz.

5.1.2. Membranfluiditas vizsgalata

A membranfluiditas vizsgalatdhoz az emisszios spektrum 410-540 nm kozotti
tartomanyanak 14 lecsengési gorbéjét (AL = 10 nm) vettiik fel — a 9. dbra egy reprezentativ
lecsengési gorbét mutat —, amelyekbdl 4 exponencialis illesztéssel nyertiik ki az élettartam és
pre-exponencialis értékeket. Az igy eldallitott tiszta lecsengések szolgaltak a tovabbi
paraméterek meghatarozasanak alapjaul. Az elsé vizsgalt paraméter az 4altalanositott
polarizacié (GP), amely informaciot ad a spektralis (kék és vords iranyu) eltolodasrol, ami
Osszefliggésben van a membranba beépiilé vizmolekulak aranyaval (Sanchez, Tricerri, és

Gratton 2012).
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9. abra A Laurdan emisszidojanak lecsengése 420 nm-en. A piros gorbe a fluoreszcencia lecsengést, a kék a
gerjesztd impulzust a zold pedig a 4 exponencialis illesztést mutatja.

A masodik vizsgalt paraméter GP sulypontjanak valtozasat jellemzd sebességi
komponens (Center of Gravity - CoG), amely az olddszer-relaxaciordl, vagyis a Laurdan koriili
membranban 1év6 vizmolekulak forgasi mozgékonysagarol ad informaciot, amelyet gyakran a

membranviszkozitassal azonositanak.

A harmadik vizsgalt paraméter pedig az emisszio spektralis maximuman (450 nm)
idébontott polarizacids mérésekkel meghatarozott anizotropia lecsengésbdl szdrmaztatott
rotacios élettartam (t,.,,) ami pedig Laurdan molekulak foszfolipid kettds rétegben valo
mozgékonysagarol, azaz a membranban vald bezartsagarol nyujt informaciot (Ma és mtsai.

2018; Steinmark és mtsai. 2020).

A GP értékek meghatarozdsdhoz a fluoreszcencia emisszids spektrum két jol
meghatarozott pontjan (430 ¢és 500 nm) mért intenzitasértékeket vettiik figyelembe és az aldbbi

képletet alkalmaztuk:

Iy30 — 1
Gp = 430~ 1500

430 + Isoo

A steady-state GP érték szamitashoz hasznalt intenzitasadatokat a Laurdan

fluoreszcencia lecsengésének integraljabol hataroztuk meg az alabbiak szerint:

I= foool(t)dt
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A magasabb GP értékek a spektrum szinkép szerinti kék iranyu eltolodasat jelzik, amely
a Laurdan zartabb kornyezetben val6 jelenlétére utalnak, mig az alacsonyabb GP értékek a
vords iranyu eltolodéasat jelzik és ezzel a Laurdan kevésbé zartabb kornyezetére lehet

kovetkeztetni.

A GP fiiggvény idObeli valtozadsanak karakterisztikajat €s egyben a membran
mikroviszkozitasat jellemz6 paramétert, a CoG(t) fliggvényt (egy reprezentativ gorbét mutat az
10. 4bra) a kovetkez6 képlettel hataroztuk meg:

23 I(4, )2

CoG(t) = —=
ST (A,6)

470 7| — Center-of-Gravity (CoG)
468 4 -~ -CoG 1 exponencidlis illesztés

466
464
462
460 1
458
456 1
454

Hulldmhossz (nm)

452 41
450

4 6
Idd (ns)

0 2

10. abra A CoG érték valtozasa az idé fiiggvényében. A fekete vonal a CoG érték valtozasat, a piros pedig az 1

exponencialis illesztést mutatja.

Megallapitottuk, hogy a CoG érték idébeli valtozasa kivaloan leirhatd 1 exponencidlis
illesztéssel. Az igy kapott CoG karakterisztikus id6 alacsonyabb értéke alacsonyabb

mikroviszkozitasra, mig a magasabb értéke magasabb mikroviszkozitasra utal.
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Az idébontott anizotropia mérések soran — reprezentativ képet mutat a 11. dbra — a
forgasi ¢élettartamot hataroztuk meg az alabbi képlet segitségével:

r(t) = (ry — 1) exp (— L) + 7

rot

ahol 7, a forgasi élettartam, amely nagyobb értéke esetén a Laurdan molekulak lassabban
forognak, mig kisebb érték esetén gyorsabb forgas valdszinisithet6. Ezek alapjan pedig a

Laurdan molekulak membranban val6 bezartsagara lehet kovetkeztetni.

' | ! 1 | ' | | | | ' | '
a0 8 860 880 200 a0 a0 a0 a0 1000 020 040 1080 1080 1100 120 1140 1180
Chameks

11. abra Emissziés anizotropia spektrum a 30 mU SMaz-zal kezelt minta esetén 450 nm-es hullimhosszon
mérve. A piros gorbe az anizotropia lecsengést, a z61d pedig az 1 exponencialis illesztést mutatja.

Ezeknek a paramétereknek a kiilon-kiilon térténd interpretacioja a Laurdan molekulak
membranban vald viselkedését jellemzik, 6sszességében pedig a membran fluiditasarol adnak
informaciot. Megjegyzendd azonban, hogy a fluoreszcens spektroszkopiai mddszer nem
alkalmas a plazmamembran szelektiv vizsgalatara, hiszen a belsd ¢és kiils6 membranrendszerek
nem kiilonithetéek el egymastol, azonban a Laurdan molekuldk mindkét membranrendszerben
megjelennek (Balogh és mtsai., 2011). Eppen ezért a kapott eredmények kiértékelését kvalitativ

modon végeztiik el, a valtozas iranyabol relativ kovetkeztetéseket vontunk le.
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5.2. CAPS-kivaltotta akut kemonociceptiv reakcio modell

Vizsgalatainkban CAPS oldatot (20 pL, 30 pg/mL) cseppentettiink az allatok jobb
szemébe, majd egy ilivegkalitkaba helyezve 6ket 1 percen keresztiil szamoltuk a szemtorlések
szamat (Szoke és mtsai., 2002). Az értékelésnél csak az egy manccsal torténd torléseket vettiik
figyelembe, a mosakodod, illetve két manccsal torténd mozdulatok kizarasra keriiltek. A CAPS

oldat adasat a kisérlet masodik és harmadik 6rdjaban is megismételtiik.

5.3. RTX-indukalta termalis allodinia és mechanikai hiperalgézia modell

Az ultrapotens, szelektiv TRPV1 agonista RTX (20 pL, 0,1 pg/mL) jobb hatso talpba
injektalasaval akut neurogén gyulladdsos valaszt valtottunk ki, amelyben periférias
mechanizmusok révén termalis allodinia, komplex periférias és centralis mechanizmusok révén
pedig mechanikai hiperalgézia alakul ki (Pan és mtsai., 2003). A mérést megel6zéen két
egymast kovetd napon kondicionald vizsgalatokat végeztiink a hdkiiszob meghatarozasara
emelkedd hémérsékleth forro lap segitségével (Hot Plate, IITC Life Science, Woodland Hills,
CA, Egyesiilt Allamok), illetve a mechanikai fijdalomkiiszob meghatirozasara Dinamikus
Plantaris Eszteziométer (DPA, Ugo Basile, Comerio, Olaszorszag) segitségével. A vizsgalat
soran az RTX injektalasat kdvetden a 10., 20., és 30. percekben hdkiiszob vizsgalat tortént,
majda 30., 60. és 90. percekben mechanikai f4jdalomkiiszob meghatarozésra kertilt sor (Almasi

¢és mtsai., 2003; Payrits és mtsai., 2017; Kantas és mtsai., 2019).
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5.3.1. Emelked6 homérsékletii forro lap (Hot Plate)

A vizsgalando allatokat egy melegitheté fém lapra helyeztiik, amelyre egy milanyag
kalitkat illesztettiink. A kontroll vizsgalatok soran 35 °C-r6l inditva 12 °C/perc sebességgel
emeltiik a hdmérsékletet (maximum 53 °C-ig) addig, amig az allatok nocifenziv viselkedést
mutattak (hatsé 1ab nyalésa, felemelése, razasa), ekkor leallitottuk a késziiléket és feljegyeztiik
a homérsékletet, amely megfelelt a hokiiszobnek. Az RTX adasat kovetden a mérést 25 °C-rol

inditva 12 °C/perc sebességgel végeztiik. A Hot Plate késziiléket a 12. 4bra mutatja be.

12. abra Emelked6 hémérsékletii forré lap - Hot Plate, 11TC Life Science
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5.3.2. Dinamikus Plantaris Eszteziométer (DPA)

A vizsgalat soran az allatokat egymastdl elvalasztva, egymas felé atlatszatlan, de a
kisérletez6 felé atlatsz6 miianyag kalitkdkba helyeztiik egy racsra, ahol az éllatok szabadon
mozoghatnak. A DPA egy tompa végi tlivel felszerelt tiikrés manipulator, amelynek
segitségével pontosan az allat hatso talpparnajat stimulaltuk, igy fejtve ki mechanikai er6hatast
(max. 10 g, 2,5 g/s sebességii tii emelkedéssel). A mechanonociceptiv kiiszob elérésekor, vagyis
amikor az allat elharitd reakciot mutat — tehat elhtizza a 1abat — a digitalis szamlaléo megall és
az érték a kijelz6rél grammban leolvashatd. A mérések sordn minden esetben az allatok jobb

labat vizsgaltuk, a bal 1ab énkontrollként szolgalt. A DPA késziiléket a 13. abra mutatja be.

13. abra Dinamikus Plantaris Eszteziométer — DPA
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5.4. Formalin-kivaltotta akut gyulladasos fajdalom modell

A modellben a TRPAT aktivalé formalint (20 pL, 2,5 %) injektaltunk az egerek jobb
hats6 lababa, majd a kialakul6d fajdalomreakcié (kezelt 1ab ragéasa, nyaldsa, emelve tartdsa,
razasa) idejét mértiik két fazisban, 0-5 perc k6zott, valamint 20 és 45 perc kozott. Az elsé fazis
a TRPA1 receptorok kozvetlen kémiai ingerlése altal kozvetitett fajdalomhoz kotott, amelyet
egy 10-15 perc hosszusagi fajdalommentes periddus kovet, majd a masodik fazisban a
periférids neurogén gyulladdsos folyamatok tartjak fent a fajdalmat (Tjelsen és mtsai., 1992;

Boélcskei és mtsai., 2005).

5.5._ Anyagok

A kisérletekhez hasznalt C1 anyagot kollaboratorunk Skodané Dr. Foldes Rita és PhD
hallgatoja Ispan David szintetizalta szdmunkra a Pannon Egyetem Szerves Kémia Intézeti
tanszéken. A tobbi anyagot a formalinon kiviil (Molar Chemicals, Magyarorszag) — MCD,
SMaz, Myr, Laurdan, CAPS, RTX — mind a Sigma-Aldrich Magyarorszagtol szereztiik be. A
C1 anyagbol dimetil-szulfoxiddal (DMSO) 10 mM-os, mig a Myr-bol DMSO-val 5 mM-o0s
torzsoldatot készitettiink. Az MCD oldatot minden kisérlet eldtt frissen készitettiik. A SMaz
glicerines oldatban érkezett. Az in vitro vizsgalatokhoz az anyagokat ECS segitségével - 160
mM NacCl, 2,5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 2 mM MgClz, 10 mM HEPES, 10 mM gliik6z, pH 7,3
— higitottuk a kovetkezo koncentraciokra: MCD (10 mM), C1 (100 uM), SMaz (30 mU), Myr
(100 nM). Az in vivo vizsgalatokhoz a Myr kivételével a tobbi anyagbol fiziologias sooldattal
készitettiink higitasokat a kdvetkezd koncentraciokra: MCD (15 mM), C1 (100 és 500 uM),
SMaz (50 mU). A Myr-t DMSO higitottuk 1 mM-ra. A CAPS-bo6l 10 mg/mL-es torzsoldatot
készitettiink (10 % etanol, 10 % Tween 80 fiziologids sooldatban), majd fizioldgias sdoldattal
higitottuk 30 ug/mL-es koncentraciora. Az RTX-et | mg/mL toménységben oldottuk etanolban,
majd fiziologids soéoldattal higitottuk 0,1 pg/mL koncentraciora. A formalint egy 6 %-0s
pufferelt oldatbol higitottuk 2,5 %-ra steril PBS-sel.
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5.6. Etikai vonatkozasok

A CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakcid vizsgalatdhoz 12-16 hetes him
C57BL/6, mig az RTX indukalta termalis allodinia és mechanikai hiperalgézia, valamint a
formalin altal kivaltott akut gyulladdsos fajdalom modellhez azonos kort és nemii NMRI
egereket hasznaltunk. Az allatokat a Pécsi Tudoméanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar
Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézetének dallathdzaban tenyésztettiik és tartottuk.
Vizsgéalati modszereink és eljarasaink minden tekintetben megfelelnek az 4llatkisérletek
végzésérdl szold 1998/XXVIIL. szdml kormanyrendelet eldirdsainak, valamint az Europai
Parlament iranyelveinek (2010/63). A Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo
Etikai Bizottsaga a kisérleti protokollokat jovahagyta (Engedélyszam: BA02/2000-45/2020).

Minden kisérlet sordn 4 csoportot alkalmaztunk, amelybdl kettd (fiziologias
sooldattal/DMSO-val kétszer kezelt és lipid raft karositd anyaggal, majd fiziologias s6oldattal
kezelt) kontrollként szolgalt a szaras okozta, illetve az anyagok 6nallo hatasaként esetlegesen
fellépd fajdalom vizsgélatara. A statisztikai analizishez a két azon vizsgalati csoportot vettiik
alapul, ahol az allatok fiziologias sooldatot vagy anyagot kaptak elékezelésként, majd
kezelésként irritans beaddsa tortént. A Myr esetében még egy csoportot alkalmaztunk, ahol a
DMSO egyszeri és kétszeri adasat hasonlitottuk Ossze annak érdekében, hogy a DMSO

eldkezelés okoz-e barmilyen szignifikans deszenzibilizal6 hatast az allatoknal.

5.7. Statisztikai analizis

Eredményeinket minden esetben atlag = SEM értékben adtuk meg, amelyek legalabb 6-
os elemszamu 4allatkisérletekbdl keriiltek kiszamitdsra. A kiértékeléshez minden vizsgalat
esetén ismételt méréses kétutas ANOVA modszert hasznaltunk Bonferroni post hoc teszttel
kiegészitve. Szignifikansnak tekintettiink minden olyan eredményt, amely meghaladta a
p<0,05-6s értéket. Az allatkisérletek statisztikai analiziséhez a GraphPad Prism 8 szoftvert
hasznaltunk. A fluoreszcens spektroszkopiai vizsgalatok soran 2-es elemszammal dolgoztunk,
a mintakat minden esetben 0sszevontuk a mérési eléirasoknak megfeleléen, az adatokat pedig

OriginPro 8.5 szoftverrel értékeltiik.
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6. EREDMENYEK

6.1. A lipid raft diszrupciéo hatasanak vizsgalata a sejtmembran

polaritasara és fluiditasara

6.1.1. A SMiz és Myr hatasa a membranpolaritasra

A membranpolaritas vizsgalatakor felvett gerjesztési (300-420 nm kdzott) és emisszios
(380-600 nm kozott) spektrumok a 30 mU SMaz kezelés hatasara csak minimalisan valtoztak
(14. abra A ¢és B panel). A 100 nM Myr kezelés azonban jelentdsen és a teljes hullamhossz
tartomanyban megvaltoztatta a gerjesztési ¢és emisszios spektrumokat, amelybdl arra lehet
kovetkeztetni, hogy megvaltozott a membranpolaritds és a mikrokdrnyezet — zartabba valt a

membran — a kezeletlen (kontroll) mintdhoz képest (14. abra C és D panel).
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T T T T T 1
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14, abra A Laurdan gerjesztési és emisszios spektrumainak valtozasa 30 mU SMaz (A és B panel), illetve
100 nM Myr (C és D panel) kezelést kovetéen. A Myr kezelés jelentsen és a teljes hullamhossz tartomanyban

megvaltoztatja a spektrumok lefutisat. A folytonos vonalak a kezelt mintakat, a szaggatott vonalak a kezeletlen
(kontroll) mintakat abrazoljak. N = 2
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6.1.2. A lipid raft diszrupcié hatasa a membranfluiditasra

Az altalanos polarizacidé meghatirozasahoz a kezelt (30 mU SMaz, 100 nM Myr, 10
mM MCD és 100 pM C1) és kezeletlen mintakbdl nyert fluoreszcencia lecsengés integralasaval
kapott intenzitasértékeket vettiik alapul, minden egyes esetben a sajat kontrollhoz hasonlitva a

kapott eredményeket. A szamitott GP értékeket az 1. tablazat foglalja dssze.

Kezelés Kontroll GP Kezelt GP Vailtozas iranya
30 mU SMaz 0,49 0,46 Negativ
100 nM Myr 0,46 0,49 Pozitiv
10 mM MCD 0,45 0,40 Negativ

100 uM C1 0,54 0,39 Negativ

1. tablazat A GP értékei kontroll és kezelt mintakban. N = 2

A Myr kivételével minden esetben megallapithatd, hogy a kezelés hatasara a GP
fiiggvények értéke csokkent, ami a szinkép vords iranyba torténd eltolodasat jelenti. A vords
tartomany felé valo eltoldédas pedig egyértelmii bizonyitéka a membran rendezett (liquid
ordered) allapotabol a rendezetlen (liquid disordered) fazisba vald atmenetnek, vagyis az

anyagok kisebb-nagyobb mértékben megvaltoztatjak a membranok mikrokornyezetét.

A CoG fiiggvény karakterisztikdjanak valtozasat leird sebességi paraméter szamitott

értékeit a 2. tdblazat mutatja be.

Kezelés Kontroll zcoc (NS) Kezelt zcoc (NS) Valtozas iranya
30 mU SMaz 3,93 4,17 Pozitiv
100 nM Myr 3,32 3,53 Pozitiv
10 mM MCD 3,37 3,07 Negativ
100 uM C1 4,64 5,45 Pozitiv

2. tablazat A CoG valtozasianak sebességét meghatarozo TCoG értékei kontroll és kezelt mintakban. N = 2
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A SMaz, Myr ¢és C1 esetében a kezeletlen mintdkhoz képest emelkedést tapasztalhaté a
tcoc értékekben, amely a spektralis eltolodas lassulasat jellemzi, amibdl arra kdvetkeztethetiink,
hogy bizonyos mértékben megndvekedett a membran mikroviszkozitasa. Ezzel szemben az
MCD esetén jelentds csokkenés latszik a tcog értékében, ami egyértelmiien gyorsabb oldoszer-

relaxéciot, vagyis csokkent mikroviszkozitast feltételez.

Az olddszer-relaxacion tal vizsgaltuk a Laurdan molekuldk mobilitasi tulajdonsagat is,
amelynek jellemz6 paramétere a 17rt, amit az idObontott anizotropia spektrumok
felhasznaldsaval szdmithatunk ki. A kezelt és kezeletlen mintdk alapjan szamitott forgasi

¢élettartam értékeket a 3. tablazat tartalmazza.

Kezelés Kontroll zrot (nS) Kezelt zrot (nS) Vailtozas iranya
30 mU SMaz 1,60 1,40 Negativ
100 nM Myr 1,45 1,69 Pozitiv
10 mM MCD 1,60 1,55 Negativ

100 uM C1 1,71 1,56 Negativ

3. tablazat A trot értékei kontroll és kezelt mintakban. N = 2

A 1ot értékeinek valtozdsa informéciot ad a Laurdan membranban valo forgasi
tulajdonsagairol, vagyis, hogy mennyire van bezarva a molekula a membranban. A SMéz,
MCD és C1 esetében az értékek csokkentek a kontrollhoz képest, ami gyorsabb forgast, ezaltal
a Laurdan molekuldk kisebb mértékii bezartsagat jelenti, azonban a Myr esetében ezzel
ellentétesen emelkedés tapasztalhatd, ami lassulo rotaciot, ezaltal a membranban bezartabb

Laurdan molekulakat feltételez.
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6.2. Szfingolipid deplécio hatasanak vizsgilata a TRPV1 é TRPAl

ioncsatornak aktivalhatésagara in vivo

6.2.1. A SMiaz és Myr hatasa a CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakciora

A SMaz esetében a kontrollként fiziologias sooldattal elékezelt csoportnal a CAPS
szembe cseppentésének hatasara a kovetkezd szemtorlés értékeket kaptuk a kisérlet elso,
masodik és harmadik o6rajaban: 42,0 + 1,8; 33,6 + 1,7 és 28,0 + 3,2. Enyhe csokkenés figyelhetd
meg a CAPS-re adott valaszban, amely az ismételt adasbol ered6 TRPV1 deszenzitizacioval
magyarazhat6. A SMaz eldkezelés szignifikansan csokkentette a CAPS altal kivaltott
szemtorlések szamat a vizsgalat elsé ordjaban, a mért értékek a kovetkezdk voltak: 26,6 + 2,5;

27,6 £2,2 és 24,6 £2,1 (15. abra A panel).

A Myr esetében megvizsgaltuk az oldéoszer — DMSO — 6nallo hatasat is fiziologias
sooldathoz viszonyitva, annak érdekében, hogy tapasztalhato-e barmilyen deszenzibilizalo
hatés, azonban nem tapasztaltunk szignifikdns eltérést. A DMSO eldkezelt csoportban a CAPS
kivaltotta szemtorlések szama a kovetkezoképpen alakult a vizsgalati idépontokban: 27,5 +2.,8;
27,8 £1,4 ¢és 27,8 £2,4. Ezzel szemben a Myr elokezelést kapott allatok esetében az értékek a
kovetkezdk voltak: 16,2 + 1,1; 19,0 £ 1,5 és 23,5 + 2,3 (15. dbra B panel). A Myr eldkezelés
szignifikdnsan csokkentette a CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakcidt az elsd és a

masodik oraban is.
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15. abra A SMaz (A) és Myr (B) hatasa a CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakciéra. Mindkét vegyiilet
szignifikansan csokkentette a CAPS altal kivaltotta szemtorlések szamat az els6 éraban, illetve a Myr a masodik
oraban is. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztiik,
Osszehasonlitasként az el6kezelésnek fizioldgids sdoldatot vagy DMSO-t, illetve a csak 50mU SMaz-t, vagy csak
1 mM Myr-t kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag + SEM értékben vannak megadva, n = 6 allat / csoport. A
szignifikanciaszintek: *p<0,05; ***p<0,001; ****p<0,0001
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6.2.2. A SMaz é Myr hatasa az RTX indukalta akut termalis allodiniara és

mechanikai hiperalégziara

A hokiiszob kontroll mérések soran a vizsgalati csoportokban az allatok atlagosan 44-
49 °C kozotti hdmérsékletnél jelezték a fajdalomreakciot. Az RTX adéasat kovetden a 10., 20.
¢s 30. percekben a fiziologias sooldattal eldkezelt csoportban a kontroll értékhez képest a
termalis kiiszob jelentdsen csokkent. A mért értékek a vizsgalati idopontokban a kovetkezok
voltak: 34,1 + 1,2 °C; 36,9 + 1,3 °C ¢és 43,4 = 1,7 °C. A SMaz elokezelést kapott csoportban
pedig az alabbi értekeket mértiik a kontrollértékhez képest: 43,7 £1,0 °C; 46,2 £ 0,8 °C és 47,2
+ 0,2 °C. A SMaz clokezelés szignifikansan gatolta az RTX adasat kdveto termalis allodinia

kialakulasat az 6sszes mérési pontban a fiziologias sooldattal szemben (16. abra A panel).

A mechanikai fajdalomkiiszob tekintetében a kontroll értékek atlagosan 9 és 10 g
kozottiek voltak a vizsgalati csoportokban. Az RTX injektalasa utan 30, 60, illetve 90 perccel
a mechanikai fajdalomkiiszéb értéke a fiziologias sooldattal eldkezelt csoportban jelentdsen
csokkent. A mért értékek a kdvetkezok voltak: 4,1 +0,49; 4,3+ 0,4 gés 5,7+ 0,3 9. A SMaz
elokezelést kapott csoportban pedig az alabbi értékeket kaptuk a kontrollhoz képest az RTX
adasat kovetden: 6,5+ 0,3 ¢; 5,7+ 0,3 ¢; 6,2+ 0,7 g. A SMaz eldkezelés szignifikansan gatolta
a mechanikai hiperalgézia kialakulasat a vizsgalat 30. percében a fizioldgias s6oldattal szemben

(16. abra B panel).
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16. abra A SMaz hatasa az RTX indukalta termalis allodiniara (A) és mechanikai hiperalgéziara (B). A
SMaz szignifikansan csokkentette a hokiiszob értékének valtozasat mindharom vizsgalati idépontban (10., 20. és
30. perc) valamint jelentdsen gatolta a mechanikai fajdalomkiiszob csokkenését a 30. percben. Az adatokat ismételt
méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztik, dsszehasonlitasként az
elokezelésnek fiziologias sdoldatot, illetve az 50 mU SMaz-t kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag + SEM
értékben vannak megadva, n = 6 allat / csoport. A szignifikanciaszintek: **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.
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A Myr esetében a kezeletlen allatok hokiiszob kontroll értékei 44-49 °C kozotti
tartomanyba estek, mig a mechanikai fajdalomkiiszob értékek 8-10 g kozotti tartomanyban
voltak a vizsgalati csoportokban. Ebben a modellben is teszteltik a DMSO 6nallo hatasat
fiziologias sooldattal elokezelt allatokon, és nem tapasztaltunk deszenzibilizal6 hatast. Az RTX
injektalast kovetéen a DMSO-val eldkezelt allatok hokiiszobe a kontrollértékekhez képest
jelentésen csokkent. Az értékek a kovetkezok voltak a vizsgalat 10., 20. és 30. percében: 34,0
+1,7°C; 37,0+ 1,4°C és 44,5+ 1,9 A Myr elokezelést kapott allatok esetében az RTX hatésara
a hokiiszob a vizsgalat 10., 20. és 30. percében 41,1 £2,4 °C és 43,2 +£ 1,5 °C ¢és 48,6 = 0,9 °C
volt. A Myr el6kezelés hatasara szignifikansan csokkent a hokiiszob negativ iranyt
elmozdulasa az RTX adasat koveté 10. és 20. percben a fizioldgias kontrollcsoporttal

Osszehasonlitva (17. abra A panel).

Az RTX injektalasa utdn a mechanikai fajdalomkiiszob értékek a DMSO eldkezelt
allatok esetében a kontroll értékhez viszonyitva a kisérlet 30., 60. és 90. percében 5,3 + 0,5 g;
6,2+ 0,5 g és 6,7 0,5 g voltak. A Myr el6kezelést kapott allatok esetében az RTX hatasara a
fiziologias sooldattal elékezelt csoporthoz hasonlo értékeket tapasztaltunk a vizsgalati
idépontokban: .5,9 £ 0,8 g; 7,1 + 0,3 g és 8,0 + 0,6 g. A Myr eldkezelés nem befolyasolta az
RTX kivaltotta mechanikai hiperalgéziat (17. abra B panel).
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17. abra A Myr hatasa az RTX indukalta termalis allodinidra (A) és mechanikai hiperalgéziara (B). A Myr
szignifikansan csokkentette a hokiiszob értékének valtozasat a vizsgalat 10. és 20. percében, azonban hatastalan
volt a vizsgalat 30. percében és nem befolyasolta a mechanikai fajdalomkiiszob valtozasat sem. Az adatokat
ismételt méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztiik, 6sszehasonlitasként az
elékezelésnek DMSO-t, illetve az 1ImM Myr-t kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag + SEM értékben vannak

megadva, n = 6 allat / csoport. A szignifikanciaszintek: **p<0,01; ***p<0,001.
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6.2.3. A SMaz és Myr hatasa a formalin indukalta akut syulladasos fajdalomra

A formalin altal okozott, kozvetleniil a TRPA1 receptorok ingerlése révén kivaltott
fajdalomreakciojanak iddtartama (I. fazis) a fiziologias sooldattal elékezelt allatok esetében
127,2 £ 18,5 s volt, amely a SMaz elékezelés hatasara nem valtozott szignifikdnsan (125,9 +
8,0 s). Azonban a masodik fazisban, amelyet a periférids gyulladas tart fent a fajdalomreakcio
id6tartama a fiziologias sooldattal el6kezelt kontrollcsoportban 371,1 + 54,4 s, mig a SMaz
elokezelést kapott allatok esetében a 134,1 + 20,1 s volt (18. abra A panel). A SMaz elékezelés
tehat nem befolyasolta az elsd fazis idOtartamat, azonban szignifikdnsan csokkentette a masodik

fazis hosszusagat a fiziologids sdoldattal elokezelt kontrollcsoporttal 6sszehasonlitva.

A Myr esetében teszteltiik a DMSO egyszeri addsanak esetleges deszenzibilizald hatasat
fiziologias sooldattal elokezelt allatokon, de nem tapasztaltunk szignifikans eltérést a kétszeri
DMSO-val torténd kezeléssel dsszevetve. A DMSO elékezelt kontrollcsoportban a formalin
183,1 + 25,3 s és 283,4 + 69,4 s hosszisagu fajdalomreakcidt valtott ki az elsé és masodik
fazisban, mig a Myr elokezelést kapott allatok esetében az idOtartam a kovetkezd volt a két
fazisban: 131,0 + 15,2 s és 188,7 + 63,8 s (18. abra B panel). A Myr elokezelést kapott allatok
értékeit Osszehasonlitva a fizioldgids sooldattal eldkezelt kontrollcsoport értékeivel nem

mutatkozott szignifikans kiilonbség egyik fazisban sem.
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18. abra A SMaz (A) és Myr (B) hatisa a formalin kivaltotta akut gyulladasos fajdalomra. Egyik vegyiilet
sem befolydsolta a formalin altal okozott fajdalomreakcid elsé fazisanak hosszat, azonban a SMaz szignifikansan
csokkentette a masodik fazis reakcididejét. A Myr gyenge bioldgiai hatast mutatott, amely statisztikailag nem
szignifikans. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val
elemeztiik, 6sszehasonlitasként az elékezelésnek fizioldgias sooldatot vagy DMSO-t, illetve a csak 50mU SMaz-
t vagy a csak ImM Myr-t kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag = SEM értékben vannak megadva, n = 6 allat
/ csoport. A szignifikanciaszintek: ****p<0,0001
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6.3. Koleszterin _deplécio hatiasanak vizsgalata a TRPV1 és TRPAI1

ioncsatornak aktivalhatésagara in vivo

6.3.1. Az MCD és a C1 hatasa a CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakciora

Az MCD esetében a kontrollként fiziologias sdoldattal el6kezelt csoportnal a CAPS
szembe cseppentésének hatasara a kovetkezd szemtorlés értékeket kaptuk a kisérlet elso,
masodik és harmadik orajaban: 32,2 + 3,9; 27,2 + 2,1 ¢€s 26,5 £ 2,2, mig az MCD-vel eldkezelt
allatoknal az alabbiak szerint alakultak a torlésszamok a vizsgalati idOpontokban: 23,8 + 2,7;

242 £33 €5 22,7+ 2,7 (19. dbra A panel)

A CI1 esetében a fiziologids sooldattal eldkezelt csoportban a CAPS kivaltotta
szemtorlések szama a 42,0 £ 1,9; 33,7 + 1,8 és 28,0 + 3,3 volt a mérési idépontokban. Ezzel
szemben a C1 eldkezelést kapott allatok esetében az értékek a kdvetkezok voltak: 23,0 + 4,2;

23,0 + 3,8 €5 23,7 + 3,5 (19. abra B panel).

Mindkét esetben enyhe csokkenés figyelhetd meg a CAPS-re adott valaszban az 1., 2.
¢s 3. oraban, amely az ismételt adasbol eredd6 TRPV1 deszenzitizacioval magyarazhato,
azonban mindkét anyag szignifikansan csokkentette a CAPS altal kivaltott szemtorlések szamat

az els6 oraban, valamint a C1 a masodik 6raban is hatdsosnak bizonyult.
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19. abra Az MCD (A) és C1 (B) hatasa a CAPS kivaltotta akut kemonociceptiv reakciora. Mindkét vegyiilet
szignifikansan csokkentette a CAPS altal kivaltotta szemtorlések szamat az elsé o6raban, valamint a C1 a masodik
oraban is. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztiik,
Osszehasonlitasként az el6kezelésnek fiziologias sooldatot, illetve a csak 15 mM MCD-t vagy a csak 100 uM C1-
et kapott csoportokat vettilk. Az adatok atlag + SEM értékben vannak megadva, n = 6 allat / csoport. A
szignifikanciaszintek: *p<0,05; ****p<0,0001
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6.3.2. Az MCD és a C1 hatasa az RTX indukalta akut termalis allodiniara és

mechanikai hiperalégziara

Az MCD esetében a hokiiszob kontroll mérések soran az allatok atlagosan 44-49 °C
kozotti homérsékletnél jelezték a fajdalomreakcidt. Az RTX adésat kdvetden a 10., 20. és 30.
percekben a termalis kiiszobérték a fizioldgids sodoldattal elékezelt csoportban a kontroll
értékhez viszonyitva a kovetkezok voltak: 41,9 + 1,5 °C; 41,8 £ 1,4 °C és 43,8 £ 1,0 °C. Az
MCD eldkezelést kapott allatok esetében az RTX hatidsara kozel azonos csokkenést
tapasztaltunk a vizsgalati id6pontokban a kontroll értékhez képest, mint a fizioldgids séoldattal
elokezelt allatok esetében. Az értékek a kovetkezok voltak: 42,4 +£1,0 °C; 42,6 +0,3°C 43,5 +
1,2 °C (20. abra A panel).

A mechanikai fajdalomkiiszob tekintetében a kontroll értékek atlagosan 8 és 10 g
kozottiek voltak. Az RTX injektalasa utan 30, 60, illetve 90 perccel a kiiszobértékek a
fiziologias sooldattal elékezelt csoportban az alabbiak voltak a kontroll értékhez képest: 5,0 +
0,69;5,6+0,7gés5,5+0,2 g. Az MCD elokezelést kapott csoportban pedig az alabbi értékeket
kaptuk a kontrollhoz értékhez képest: 5,4+ 0,59; 4,9+ 0,3 g; 6,4 = 0,5 g (20. abra B panel).

Az RTX hatasara kialakulo6 termalis allodiniat, illetve mechanikai hiperalgéziat az MCD
elokezelés a fiziologids sooldattal eldkezelt csoporthoz viszonyitva nem volt képes

szignifikansan befolyasolni.
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20. abra Az MCD hatasa az RTX indukalta termalis allodinidra (A) és mechanikai hiperalgéziara (B). Az
MCD-vel torténd elékezelés sem a hokiiszob csokkenésére, sem pedig a mechanikai fajdalomkiiszob valtozasara
nem fejtett ki szignifikans hatast. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc teszttel kiegészitett kétutas
ANOVA-val elemeztiik, dsszehasonlitasként az el6kezelésnek a fiziologias sooldatot-t, illetve a 15 mM MCD-t

kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag + SEM értékben vannak megadva, n = 6 allat / csoport.
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A CI esetében a termalis kiiszob kontrollértéke a mérések soran 44-49 °C kozotti
tartomanyban volt. Az RTX injektalasat kovetden a fiziologias sdoldattal eldkezelt allatok
esetében a vizsgalat 10., 20. és 30. percében a kontrollértékhez viszonyitva a kdvetkezd
hokoszob értékeket mértiik: 41,6 + 0,5 °C; 43,0 + 0,6 °C és 44,7 + 0,5 °C. A Cl-el — 100 uM
koncentracioban alkalmazva — torténd elOkezelést kovetden az RTX hatdsara a vizsgalati
idépontokban a kontrollértékhez képest az alabbi eredményeket tapasztaltuk: 44,5 + 0,3 °C;
45,9+ 0,2 °C ¢s46,0 + 0,4 °C (21. abra A panel). A mechanikai fajdalomkiiszob kontrollértékei
8 és 10 g kozé estek. A fizioldgias sdoldattal elokezelt csoportban az RTX hatasara a 30., 60.
¢és 90. percekben jelentés mechanikai hiperalgézia alakult ki, a kiiszobértékek a kdvetkezok
voltak: 6,2 +0,29; 6,5+ 0,2 gés 7,8 £ 0,2 g. A 100 uM C1 elbkezelést kapott csoport értékei
az RTX hatéasara az alabbiak szerint alakultak a vizsgalati iddpontokban: 6,0 £0,5¢9; 7,2+ 0,5
g¢és 8,3+0,59g(21. dbra B panel).

A 100 uM C1 nem befolyasolta az RTX hatdsara kialakulé hokiiszob valtozast a
fiziologias sooldattal el6kezeléssel Gsszehasonlitva, azonban szignifikansan csokkentette az
RTX altal kivaltott mechanikai hiperalgéziat a vizsgalat 60. és 90. percében a fizioldgias

sooldattal torténd eldkezeléssel szemben.

crer

érdekében, hogy teszteljiik, koncentracio fiiggd modon van-e hatdsa az anyagnak a termalis
kiiszob valtozasara. Ebben a kisérletsorozatban a kontrollcsoport megegyezett az el6z6 Cl
sorozat kontrollcsoportjaval. Az 500 pM Cl-el eldkezelt csoportban az RTX hatdsara a
hokiiszob az alabbi értékeket vette fel a vizsgalat 10., 20. és 30. percében: 41,7 £ 1,2 °C; 43,6
+ 0,9 °C; 45,5 £ 0,5 °C, mig a mechanikai fajdalomkiiszob az aldbbiak szerint alakult a 30., 60.
¢s 90. percben: 8,3+0,39;8,3+0,39¢s8,5+0,19(21. abra A és B panel).

A statisztikai elemzés alapjan az 500 uM C1 szignifikdnsan csokkentette a mechanikai
fajdalomkiiszob negativ iranyu valtozasat az 0sszes vizsgalati idépontban, azonban nem volt

hatassal a hokiiszob valtozasara.
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21. abra A C1 hatasa az RTX indukalta termalis allodiniara (A) és mechanikai hiperalgéziara (B). Az RTX
hatasara kialakulé hokiiszob csokkenést sem a 100 uM (barna), sem az 500 pM (narancssarga) Cl1 nem
befolyasolta, azonban mindketté szignifikansan csillapitotta a kialakulé mechanikai hiperalgéziat —a 100 uM a
60. és 90. percekben, mig az 500 uM mindharom idépontban. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc
teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztiik, 6sszehasonlitasként az el6kezelésnek a fizioldgias séoldatot,
illetve a csak 100 vagy a csak 500 uM C1-et kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag + SEM értékben vannak
megadva, n = 12-20 allat / csoport. A szignifikanciaszintek: *p<0,05; **p<0,01; ****p<0,0001
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6.3.3. Az MCD és a C1 hatasa a formalin indukalta akut gyulladasos fajdalomra

Az MCD esetében a fiziologids sdoldattal eldkezelt csoportban az allatok a formalin
injektalast kovetéen a kozvetlen TRPA1 aktivacid eredményeként (I. fazis), és periférias
gyulladasos mechanizmusok altal fenntartott szakaszban (1. fazis) 173,9 + 17,6 és 331, + 45,0
masodpercig mutattak fajdalom reakciot. Az MCD eldkezelt csoportban az elsd fazis ideje a
fiziologias sooldattal elékezelt kontrollcsoporthoz képest a kovetkezd volt: 155,9 + 5,1 s (I.
fazis), és 163,2 + 31,3 s (II. fazis) (22. abra A panel). Az MCD el6kezelés nem befolyasolta az

elsd fazis idOtartamat, azonban szignifikdnsan csdkkentette a masodik fazisét.

A C1 esetében a fiziologias sdoldattal elékezelt kontrollcsoportban a formalin 179,5 +
16,0 s és 331,5 +45,0 s id6tartamu fajdalomreakciot valtott ki az els6 és masodik fazisban, mig
a Cl-el elokezelt csoportban az elsé fazisban 144,2 + 18,5 s, a masodik fazisban 212,2 + 31,5
s id6tartamot mértiink (22. abra B panel). A C1 nem befolyasolta az elsd fazis reakcididejét,

azonban szignifikansan csokkentette a masodik fazisban kialakul6 fajdalomreakcid id6tartamat.
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22. abra Az MCD (A) és C1 (B) hatasa a formalin Kivaltotta akut gyulladasos fajdalomra. Egyik vegyiilet
sem befolyasolta a formalin altal okozott fajdalomreakcio elso fazisanak hosszat, azonban mindkét vegyiilet
szignifikansan csokkentette a masodik fazis reakciodidejét. Az adatokat ismételt méréses Bonferroni poszt hoc
teszttel kiegészitett kétutas ANOVA-val elemeztiik, 6sszehasonlitasként az el6kezelésnek fizioldgias sdoldatot,
illetve a csak 15mM MCD-t vagy a csak 100 uM C1-et kapott csoportokat vettiik. Az adatok atlag = SEM értékben

vannak megadva, n = 6 allat / csoport. A szignifikanciaszintek: **p<0,01; **** p<0,0001
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7. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

A TRPV1 és TRPAI1 ioncsatorndk kiemelt fontossdgiiak szamos fizioldgiai és
patofiziologiai folyamatban egyarant (Nilius és Owsianik, 2011; Nilius és Szallasi, 2014),
mégis a gyogyszerkutatas szempontjabol a neuropatias fajdalomban betdltott szerepiik az egyik
legfontosabb. Multimodalis receptor tulajdonsdguk miatt rengeteg anyag képes befolyasolni a
miukoddésiiket, azonban a klasszikus antagonista hatasu vegyliletek fejlesztése sok problémaba
itk6zott a mellékhatasok miatt (Szolcsanyi és Sandor, 2012; Kaneko és Szallasi, 2014; Nilius
¢és Szallasi, 2014). Egyediili készitményként a 8 % kapszaicin tartalma tapaszt (Qutenza®)
alkalmazzuk terapiasan 6vsomort koveto, illetve diabetes-es neuropatia kezelésére (Treede és
mtsai., 2013; Haanpad és mtsai., 2016; Derry és mtsai., 2017). Ennek a készitménynek a
hatasmechanizmusa a TRPV1 receptor tartés deszenzibilizalédasan alapul (Sharma és mtsai.,
2013). Ugyan sokat tudunk az ioncsatornak miikodésérél, de viszonylag kevés informacionk

van az Oket koriilvevd sejtmembrannal val6 kapcsolatukrol.

A membranok szervezettségének €s egyes fehérjék inhomogén elhelyezkedésének uj
megkozelitését nevezziik a lipid raft elméletnek (Simons és Ikonen, 1997). A lipid tutajok
meghatarozott mikrodomének, amelyek koleszterinben, szfingolipidekben és gangliozidokban
gazdagok (Simons és Ikonen, 1997) és bizonyitottan funkcionalis egységet képeznek tobb
ioncsatornaval, pl. AMPA glutamat receptorral, GABA receptorral, nikotinos acetilkolin
receptorral, TRP ioncsatorndkkal — tobbek koézott a PhD dolgozatom kozéppontjaban allo
TRPV1 és TRPAI receptorokkal - (Hering és mtsai., 2003; Guirland és mtsai., 2004; Zhu, 2006;
Szbke és mtsai., 2010; Saghy és mtsai., 2015, 2018). A lipid raftok befolyasolasa alternativ utat
nyitott meg a farmakologiai vizsgélatokban, amellyel mind a membranok mikrokdrnyezetét,
mind pedig a benniik elhelyezkedé fehérjék funkcionalis miikodését vizsgalni lehet. A
membranok kornyezetének és fluiditdsanak kisérletes megkdzelitésére alkalmas anyag a
Laurdan fluoreszcens festék, amelynek gerjesztési €s emisszids spektrumainak valtozasabol
kovetkeztethetiink a membran aktualis hidratalsagi szintjére, vagyis a rendezett (liquid-ordered)
¢és rendezetlen (liquid-disordered) fazisok aranyara (Harris és mtsai., 2002; Gaus és mtsai.,
2003; Golfetto és mtsai., 2013).
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Ezen t0l az idObontott emisszios spektrum lecsengési gorbéjének jellemzd
paramétereivel — GP, CoG és trot — jellemezhetjiik a fluiditast (Sanchez és mtsai., 2012; Ma ¢és
mtsai., 2018; Steinmark és mtsai., 2020). Kutatocsoportunk korabban bizonyitotta, hogy a
koleszterint depletal6 MCD ¢és C1 megvaltoztatja a sejtmembran polaritasat (Saghy és mtsai.,
2015, 2018). Jelenlegi vizsgalatainkban a szfingomielinek hidrolizisét végzé SMaz és a
szfingolipidek de novo szintézisét gatldé Myr hatasait vizsgaltuk a membranpolaritas
véltozasara. A SMaz esetében elhanyagolhatoan kis mértékli valtozas latszott a Laurdan
gerjesztési €s emisszids spektrumdban, a Myr esetében azonban szignifikans valtozas volt
mindkét spektrum esetében a teljes hullamhossz tartomanyban. A Myr kezelésnél tapasztalt
pozitiv iranyu spektralis elmozdulas azt jelzi, hogy a Laurdan molekulak zartabb kornyezetbe

kertiltek, tehat a membrankdrnyezet jelentésen megvaltozott.

A fluidités vizsgalata soran a GP értékek valtozasa a SMaz, MCD ¢és C1 esetében vords
iranyu eltolédast mutatott, amelybdl megallapithatdo, hogy a membranrendezettség a
rendezetlenebb iranyba valtozott. Ez megallapitds 6sszhangban van az egyéb moddszerekkel
végzett membranvizsgalatokkal (J. B. Startek és mtsai., 2019). A Myr esetében a GP valtozas
a tobbitdl eltérd, kék irdnylt eltérést mutatott, amely Osszhangban az el6z6 méréssel azt
feltételezi, hogy a sejtmembran rendezettebb fazisba keriilt. Ez a megtfigyelés ellentétben all
azokkal az ujonnan kozolt eredményekkel, ahol két foton mikroszkopia segitségével vizsgaltak
a Myr hatasait (Monasterio ¢s mtsai., 2022). 5 percig tartdo 2,5 uM Myr kezelés hatasara a
Laurdan GP értékének jelentds csokkenése volt tapasztalhatod, azonban a szerzok megjegyzik,
hogy egyéb lipidomikai analizis soran emelkedett glicerofoszfolipid szintet mértek, amelyek
bizonyos mértékben kompenzaltak a Myr hatasat (Merrill és mtsai., 1997; Monasterio és mtsai.,
2022). Az eredmények kiilonbozosége feltételezhetéen a koncentracio kiilonbségbdl (az
altalunk alkalmazott 100 nM vs. 2,5 uM), a kezelés id6tartamabol (az altalunk alkalmazott 24
ora vs. 5 perc), illetve a modszer kiilonbozdségébdl adodik, hiszen a mérések egyarant CHO
sejtek felhasznalasaval torténtek, azonban a két foton mikroszkodpiaval szelektiven a
plazmamembran vizsgalhato, mig a fluoreszcens spektroszkopia a sejt teljes

membranrendszerérdl ad informaciot.
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A CoG értekek iddbeli valtozasanak sebességébdl koveztethetiink a Laurdant koriilvevo
csOkkenés egyértelmli jele a gyorsabb oldoszer-relaxdcionak, ami alacsonyabb
mikroviszkozitasra utal. A SMaz, Myr és C1 esetében azonban kisebb-nagyobb mértéki
novekedés volt tapasztalhatd a zcoc értékekben a kezelés hatdsara, ami a spektralis eltolodas
lassulasat jelenti, vagyis megnovekedett mikroviszkozitdsra utal. A SMaz esetében a
megfigyelésiink magyarazata lehet, hogy a szfingomielinek hidrolizise soran képz6dd
foszfokolin és ceramid a membranban maradva lassitja az olddszer relaxacios folyamatokat
(Chao és mtsai., 2011; Jiang és mtsai., 2014). A Myr esetében a fent emlitett glicerofoszfolipid
képzddéssel jard folyamatok allhatnak a hattérben (Merrill és mtsai., 1997; Merrill, 2002;
Monasterio és mtsai., 2022), mig a C1 esetében a koleszterinhez hasonld szerkezettel — 23. abra
- lehet magyardzni az olddszer relaxacio lassuldsat, ugyanis bizonyos szerkezeti hasonloésagok
miatt szubsztitudlhatja a koleszterint a membranban ezzel okozva a spektralis eltolodas

lassulasat.

C1

Koleszterin

23. abra A C1 karboxamido-szteroid vegyiilet és a koleszterin szerkezeti képlete
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A trot esetében azt tapasztaltuk, hogy a SMaz, MCD ¢és C1 kezelés hatasara csokkentek
az értékek a kontrollokhoz képest, ami egy kevésbé bezart, tehat gyorsabban forgé Laurdan
molekulat jelent. A Myr esetében itt is ellentétes eredményt kaptunk, amely a Laurdan
bezartabb jelenlétére utal. A magyardazatot a SMaz esetében a szfingomielinek, illetve
foszfokolin és ceramid kozotti szerkezeti kiillonbségek adhatjak meg, a C1 esetében szintén a
szerkezetben keresend6 a magyarazat. Az MCD esetében a koleszterin zarvanykomplexebe
vitele egyértelmili magyarazattal szolgal, mig a Myr esetében a glicerofoszfolipidek képzddése

magyarazhatja a megfigyeléseket.

A strukturalis-, és integritas-vizsgalatokon tal nagy jelentéséggel bir a lipid raftok
farmakologiai befolyasolhatosaganak és ezzel kiilonbozd receptorok ¢€s ioncsatornak
aktivacigjanak tanulméanyozasa, igy a TRP receptorok vizsgalata. Ugyan szdmos kutatdcsoport
foglalkozik a témaval, a kisérletekben tobbnyire in vitro modszereket alkalmaznak, és az
eredmények tobb esetben is ellentmondadsosak. Kutatocsoportunk leirta, hogy a SMéz, Myr,
MCD és C1 TRPVI és TRPAI gatlo hatasokkal rendelkezik in vitro TG tenyészeten, valamint
a receptorokat stabilan expresszalo CHO sejtvonalon (Széke €s mtsai., 2010; Saghy és mtsai.,
2015, 2018). Dolgozatomban ezt a gatld hatast in vivo kiilonb6zo akut fajdalom

egérmodelljeiben vizsgaltam.

Elséként irtuk le, hogy a szfingomielinek lebontésa, illetve a szfingolipidek de novo
szintézisének gatlasa TRPV1 és TRPA1 aktivacid gatld, ezaltal antinociceptiv hatasokat
kozvetit. A SMaz elékezelés hatasara 37 %-kal, mig a Myr elékezelés hatasara 41 %-kal
csokkent a szemtorlések szama a CAPS-kivaltotta akut kemonociceptiv reakcioban. Tovabba a
Myr a mésodik 6rdban is hatékonynak bizonyult, amihez hozzajarulhat a hosszan tartd és
komplex hatasmechanizmusa is (Wadsworth és mtsai., 2013). Kisérleteinkben bizonyitottuk azt
is, hogy a SMaz eldkezelés szignifikansan csokkenti az RTX altal kivaltott, féleg perfiérids
mechanizmusokon alapul6 termalis allodiniat, illetve a periférias és centralis mechanizmusokat
is magaba foglalé mechanikai hiperalgéziat (Pan és mtsai., 2003). Ezzel szemben a Myr csak a

hokiiszob csokkenését tudta gatolni.
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A TRPA1l-et aktivalé formalin esetében a jellemz6 kétfazist reakcioban (Tjelsen és
mtsai., 1992) az els¢ fazis idétartamat — amely a receptorok kozvetlen kémiai ingerlésének
eredményeként jon 1étre - egyik anyag sem volt képes befolyédsolni, azonban a mésodik fazis
idejét — amelyet periférias neurogén gyulladdsos mechanizmusok tartanak fenn - a SMaz a
kontrollcsoporthoz viszonyitva 64 %-kal lerdviditette, a Myr azonban csak gyenge biologiai
hatast mutatott, amely valosziniileg az alkalmazott oldészernek, a DMSO irritdns hatdsanak az

eredménye.

Kutatocsoportunk bizonyitotta, hogy MCD el6kezelés hatdsira a CAPS szembe
cseppentésére kialakul6 szemtorlések szama 32 %-kal csokkent, valamint a formalin indukélta
TRPA1 aktivacid altali fajdalomreakci6 masodik fazisba 51 %-kal rovidilt a
kontrollcsoporthoz  viszonyitva. Az RTX altal kivaltott komplex mechanizmusu
fajdalommodellben egyik paraméter csokkenésére sem fejtett ki szignifikdns gatld hatést az
MCD. Az MCD széles korben alkalmazott vegyiilet a lipid raft kutatasban, azonban a
vizsgalatok szinte kivétel nélkiil in vitro rendszerekben zajlottak (Lockwich és mtsai., 2000;
Liu és mtsai., 2006; Morenilla-Palao és mtsai., 2009; Szdke és mtsai., 2010). Néhany
allatkisérletes bizonyiték van az MCD és egyéb ciklodextrinek (pl. RAMEB) hatasara (Ferrari
¢és Levine, 2015; Sauer és mtsai., 2017). A sajat kutataisom szempontjabdl kiemelendé Lin és
munkatarsai munkdja, amelyben az MCD RTX-indukélta mononeuropatia egérmodelljében
kifejtett hatasait irjak le (Lin és mtsai.,, 2019). A szerz6k kiemelik, hogy a TRPV1 gatld
hatasban feltételezhetden a PIP2 és a prosztataspecifikus savanyu foszfataz is szerepet jatszik

(Lin és mtsai., 2019).

Korabbi in vitro eredményeinkre alapozva (Szanti-Pintér és mtsai., 2015; Saghy és
mtsai., 2015, 2018) igazoltuk, hogy a C1 invivo is képes gatolni a TRPV1 és TRPA1 receptorok
aktivacigjat, ami antinociceptiv hatdst eredményez. C1 eldkezelés hatasara a CAPS altal
kivaltott szemtorlések szama 45 %-kal csokken az els0 oraban, illetve 26 %-kal a masodik
oraban a kontrollcsoporthoz viszonyitva. Bar a C1 nem tudta befolyasolni az RTX indukalta
termalis allodiniat, de jelentdsen gatolta a mechanikai fajdalomkiiszob csokkenését. A TRPAT-
et aktivalo formalin hatasara kialakul6 akut gyulladasos fajdalomreakcidban a tobbi anyaghoz

hasonloan csak a masodik f4zis idejét csokkentette 36 %-kal a kontrollcsoporthoz viszonyitva.

59



Szamos szteroid szerkezettel rendelkez6 vegyiiletrdl irtak le, hogy képesek befolyasolni
a TRP ioncsatornak funkciojat. A dehidroepiandroszteron csokkenti a CAPS altal kivaltott
aramokat primer szenzoros neuronon (Chen és mtsai., 2004), azonban a pontos mechanizmus
nem ismert, igy a szerzok feltételezik a lipid raftok befolyasolasat is. A pregnenolon-szulfat,
pregnanolon, pregnanolon-szulfat, progesteron ¢és dihidrotesztoszteron 1-2  perces
latenciaidovel gatolta a TRP Canonical 5 (TRPCS) ioncsatorna aktivacidjat, azonban a 17--
osztradiol és dehidroepianroszteron-szulfat gyenge gatlé hatassal birt. Ebbol a vizsgalatbol
egyértelmilen levonhatd az a kovetkeztetés, hogy az egyes szteroid vegyiileteknél kiemelt
fontossagu a sztereo-szelektivitas (Majeed és mtsai., 2011). Kutatocsoportunk bizonyitotta,
hogy az 6sztradiol a tropomiozin receptor kinaz A medialta itvonalon szenzitizalja a TRPV1-

et (Payrits és mtsai., 2017).

Eredményeink bizonyitjak, hogy mind a szfingolipidek, mind a koleszterin deplécidja a
lipid raftokbol hatékonyan gatolja a TRPV1 és TRPAI ioncsatornak miikodését in vivo
allatkisérletekben. Bar a pontos hatdsmechanizmus jelenleg nem ismert, feltételezhetd, hogy a
lipid raftok integritisanak megbontdsa a receptorok membranban elfoglalt helyzetének
megvaltozasaval jar, amely bizonyos kotOhelyek elfedését okozza ezaltal gatolva az
ioncsatornak aktivaciojat. Ezt a feltételezést erdsitik a kutatocsoportunk korabbi vizsgalatai is
(Sz6ke és mtsai., 2010), amelyekben leirtak, hogy a CAPS és RTX altal kivaltott aktivacio
eltér6 modon gatolhatd a lipid raftok karositdsaval, a TRPV1 receptort expresszalo CHO
sejteken, illetve primer szenzoros neuron sejtkulturan, aminek a hatterében a kotohelyek
szempontjabol kritikus aminosavak pozicioi, valamint a receptor-expresszio mértéke is szerepet
jatszik.

Tovabbi potencialis mechanizmus lehet a C1 esetében, hogy szerkezete bizonyos
elemekben hasonlit a koleszterinhez (23. 4bra), és a koleszterinrdl leirtak, hogy a koleszterin
koté doménen (cholesterol recognition amino-acid consensus motif — CRAC) keresztiil
kozvetleniil is képes gatolni a TRPV1 CAPS, ho és fesziiltség altal kivaltott aramait (Picazo-
Juarez és mtsai., 2011; Levitan és mtsai., 2014; Morales-Lazaro és Rosenbaum, 2019).
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8. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

PhD munkam soran célul tiztem ki a lipid raft kdrosit6é hatast SMaz, Myr, MCD ¢és C1
sejtmembran paraméterekre kifejtett hatasanak vizsgalatat in vitro, valamint a potencialis
antinociceptiv hatds vizsgalatit TRPV1-et és TRPA1-et aktivald akut fajdalommodellekben

egérben. Kisérleteink sordn az aldbbi Uj eredményeket irtuk le:

1. Mind a négy lipid raft karositd6 anyag megvaltoztatja a membran jellegzetes
paramétereit — membranpolaritas, GP, 7coc €és 7t értékeket. A MCD
egyértelmilen csokkentette az Osszes paraméter értékét, amibdl arra
kovetkeztethetlink, hogy a membranfluiditds megnétt. A SMaz, Myr és C1
esetében az értékek valtozasa inkabb a membranfluiditas csokkenésére utal.

2. A szfingolipidek depletalasa 50 mU SMaz-zal vagy 1 mM Myr-nal in vivo
antinociceptiv hatdsokkal bir a TRPV1 és TRPAI1 aktivacidjanak gatlasan
keresztiil (4. tdblazat).

3. A koleszterin deplécidja 15 mM MCD-vel, illetve 100 uM vagy 500 uM C1-el
gatolja a TRPV1 és TRPAI aktivacidjat in vivo ezaltal kozvetitve analgetikus
hatast (4. tablazat).
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CAPS-kivaltotta akut

RTX-indukalta

RTX-indukalta

Formalin-

indukalta akut

mechanikai ,
Anyag kemonocicepcid termalis allodinia " Lo gyulladasos
1peralgezia fajdalom
10. perc ****
50 mU SMaz 1. Ora **** 20. perc **** 30. perc *** Il. fazis ****
30. perc ***
1. Ora *** 10. perc ***
1 mM Myr nsz nsz
2. 6ra * 20. perc **
15 mM MCD 1. ora * nsz nsz IL. fazis ****
1. Ora **** 60. perc ** o
100 uM C1 nsz II. fazis **
2. 6ra* 90. perc *
30. perc ****
500 uM C1 nv nsz 60. perc **** nv

90. perc *

4. tablazat In vivo eredmények osszefoglalasa. Nsz: nem szignifikans, nv: nem vizsgaltuk. A

szignifikanciaszintek: *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001

Vizsgalataink megerdsitik azt a feltételezést, hogy a TRP receptorok miikodését

befolyasold — elsésorban a TRPV1 — antagonistak fejlesztési kudarcai miatt sziikség van az

ioncsatornak  miikodésének  befolyasolasat

célzo

alternativ

megoldasok  kutatésa.

Kutatdcsoportunk fontosnak tartja a lipid raftok és TRP receptorok kdzotti hidrofob interakciok

farmakologiai vizsgalatat, hiszen ezek a késdbbiekben, mint potencialis gyogyszercélpont

hozzajarulhatnak 0j hatdsmechanizmusu — elsésorban topikalis alkalmazasu — készitmények

fejlesztéséhez.
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Transient Receptor Potential Vanilloid 1 and Ankyrin 1 (TRPV1, TRPA1) cation channels
are expressed in nociceptive primary sensory neurons, and play an integrative role
in pain processing and inflammatory functions. Lipid rafts are liquid-ordered plasma
membrane microdomains rich in cholesterol, sphingomyelin, and gangliosides. We
earlier proved that lipid raft disintegration by cholesterol depletion using a novel
carboxamido-steroid compound (C1) and methyl B-cyclodextrin (MCD) significantly and
concentration-dependently inhibit TRPV1 and TRPA1 activation in primary sensory
neurons and receptor-expressing cell lines. Here we investigated the effects of C1
compared to MCD in mouse pain models of different mechanisms. Both C1 and
MCD significantly decreased the number of the TRPV1 activation (capsaicin)-induced
nocifensive eye-wiping movements in the first hour by 45% and 32%, respectively,
and C1 also in the second hour by 26%. Furthermore, C1 significantly decreased
the TRPV1 stimulation (resiniferatoxin)-evoked mechanical hyperalgesia involving central
sensitization processes, while its inhibitory effect on thermal allodynia was not
statistically significant. In contrast, MCD did not affect these resiniferatoxin-evoked
nocifensive responses. Both C1 and MCD had inhibitory action on TRPA1 activation
(formalin)-induced acute nocifensive reactions (paw liftings, lickings, holdings, and
shakings) in the second, neurogenic inflammatory phase by 36% and 51%, respectively.
These are the first in vivo data showing that our novel lipid raft disruptor carboxamido-
steroid compound exerts antinociceptive and antihyperalgesic effects by inhibiting
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TRPV1 and TRPA1 ion channel activation similarly to MCD, but in 150-fold lower
concentrations. It is concluded that C1 is a useful experimental tool to investigate the
effects of cholesterol depletion in animal models, and it also might open novel analgesic
drug developmental perspectives.

Keywords: inflammation, lipid rafts, methyl p-cyclodextrin, nerve terminal, pain, sensory neuron, steroid,

Transient Receptor Potential channel

INTRODUCTION

Transient Receptor Potential (TRP) Vanilloid 1 and Ankyrin 1
(TRPV1 and TRPAI) cation channels are multisteric receptors
activated by a variety of inflammatory mediators and tissue
irritants, temperature changes and mechanical stimuli besides
the classical exogenous agonists such as capsaicin (CAPS),
resiniferatoxin (RTX) and formaldehyde, allyl-isothiocyanate (in
mustard oil), respectively (McKemy et al., 2002; Peier et al.,
2002; Reid and Flonta, 2002; Grimm et al., 2003, 2005; Lee
et al., 2003; Bandell et al, 2004; Corey et al, 2004; Jordt
et al., 2004; Macpherson et al., 2005, 2007; McNamara et al.,
2007; Trevisani et al., 2007; Wagner et al., 2008; Majeed et al,,
2010; Vilceanu and Stucky, 2010; Vriens et al., 2011, 2014;
Bautista et al., 2013; Drews et al, 2014; Oberwinkler and
Philipp, 2014). TRPV1 and TRPA1 are often co-localized on
the CAPS-sensitive peptidergic sensory neurons and play key
regulatory roles in pain and inflammation (Szolcsdnyi, 2004;
Salas et al, 2009). Pro-inflammatory neuropeptides such as
Substance P and calcitonin gene-related peptide released from the
activated CAPS-sensitive sensory nerve fibers evoke vasodilation,
plasma protein extravasation and inflammatory cells activation
in the innervated area called neurogenic inflammation, as
well as nociceptor sensitization (Helyes et al., 2003a, 2009;
Szolcsanyi, 2004). Therefore, both TRPV1 and TRPA1 have
been in the focus of analgesic and anti-inflammatory drug
development, especially for the treatment of chronic neuropathic
pain and inflammatory diseases with neurogenic inflammatory
components (chronic obstructive pulmonary diseases, psoriasis,
arthritis, inflammatory bowel diseases) (Moran et al, 2011;
Kaneko and Szallasi, 2014; Nilius and Szallasi, 2014). The
presently available drugs do not provide satisfactory pain
relief in most cases or induce severe side effects after long-
term use (Botz et al, 2017). Great efforts have been put
into the development of TRPV1 antagonists which proved
to be very effective in both preclinical and phase II and
II clinical trials, but due to their hyperthermic side effects
they could not be registered in the clinical practice (Helyes
et al., 2003b; Lee et al., 2015). TRPA1 is also considered to

Abbreviations: C1, carboxamido-steroid compound; CAPS, capsaicin;
CRAC, Cholesterol Recognition/interaction Amino acid Consensus; DHEA,
dehydroepiandrosterone; DRG, dorsal root ganglion; E2, 17-p estradiol; MCD,
methyl B-cyclodextrin; PGE2, prostaglandin E2; PI(4,5)P2, phosphatidylinositol
4,5-bisphosphate; PS, pregnenolone sulfate;, RAMEB, random methylated
B-cyclodextrins; RTX, resiniferatoxin; TrkA, tropomyosin-related kinase A; TRP,
Transient Receptor Potential; TRPA1, Transient Receptor Potential Ankyrin 1;
TRPCS5, Transient Receptor Potential Canonical 5; TRPM3, Transient Receptor
Potential Melastatin 3; TRPMS8, Transient Receptor Potential Melastatin 8;
TRPV1, Transient Receptor Potential Vanilloid 1.

be a promising analgesic target based on experimental and
human studies which seem to be free of severe side effects
(Romanovsky et al., 2009; Botz et al., 2017). These data clearly
suggest the drug developmental potential of TRPV1 and TRPA1
blockade, therefore alternative mechanisms in addition to the
direct antagonism have been proposed as promising inhibitors
options (Ferrari and Levine, 2015; Saghy et al, 2015, 2018;
Lin et al., 2019).

Recent results of extensive lipid raft research in the last
two decades have had a great impact on cell biology and
pharmacology. Lipid rafts are specialized microdomains in
the plasma membrane rich in cholesterol, sphingomyelins and
gangliosides (Simons and Ikonen, 1997). Several receptors, ion
channels and signaling molecules including TRPV1 and TRPA1
ion channels are located in lipid rafts and disruption of these
membrane regions affects their functions (Liu et al, 2006;
Morenilla-Palao et al., 2009; Széke et al,, 2010; Saghy et al.,
2015). However, data are controversial about the outcomes of
lipid raft modulation on TRP channels. Although several in vitro
data show that lipid raft decomposition inhibits TRP channel
opening, there are only two recent in vivo evidence. Methyl
B-cyclodextrin (MCD)-induced membrane cholesterol depletion
led to antinociception in the RTX-evoked mononeuropathy
model via phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate (PI(4,5)P2)
hydrolysis (Lin et al., 2019) and significantly attenuated the
prostaglandin E2 (PGE2)-evoked mechanical hyperalgesia in rats
(Ferrari and Levine, 2015).

Several endogenous steroids have been described to inhibit
TRPV1. Dehydroepiandrosterone (DHEA) is able to decrease
CAPS-evoked currents in primary sensory neurons (Chen
et al., 2004). However, it is not clear if DHEA bind directly
to the CAPS-binding domain or it is an allosteric modulator
of TRPV1. The neurosteroid pregnenolone sulfate (PS) has a
variety of neuropharmacological actions including glycinergic
synaptic transmission in the pain pathway. PS, pregnanolone,
pregnanolone sulfate, progesterone or dihydrotestosterone
administration in extracellular way significantly inhibited TRP
Canonical 5 (TRPC5) channel activation within 1-2 min,
17B-estradiol (E2) and dehydroepiandrosterone sulfate had
weak inhibitory effects. TRPC5 channels are able to direct
stereo-selective steroid modulation quickly, and it is lead to
channel inhibition (Majeed et al., 2011). We published earlier
that our novel synthetic carboxamido-steroid compound (Cl1)
decreased activation of TRP channels located on primary
sensory neurons, such as TRPV1, TRPA1l, TRP Melastatin
3 (TRPM3), and TRP Melastatin 8 (TRPMS). Furthermore,
we provided the first evidence and the presence and the
position of the carboxamido group was important for this
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action mediated by cholesterol depletion from the plasma
membrane. This effect was similar to that of MCD, but in a
much lower, 1000-fold concentration (Szanti-Pintér et al., 2015;
Saghy et al., 2018).

Based on these data obtained on primary sensory neuronal
cultures here we investigated the effects of C1 compound in
mouse pain models of different mechanisms related to TRPV1
and TRPA1 activation in comparison with MCD.

MATERIALS AND METHODS

Animals and Ethics

Twelve to sixteen week-old male C57BL/6 mice were used to
test CAPS-evoked nocifensive reactions, and NMRI mice of the
same age and sex in the formalin-, and RTX-induced models. The
animals were kept in standard plastic cages at 24-25°C, under
a 12-12 h light-dark cycle and provided with standard rodent
chow and water ad libitum in the Laboratory Animal House
of the Department of Pharmacology and Pharmacotherapy,
University of Pécs. All experimental procedures were carried out
according to the 1998/XXVIII Act of the Hungarian Parliament
on Animal Protection and Consideration Decree of Scientific
Procedures of Animal Experiments (243/1988). The studies
were approved by the Ethics Committee on Animal Research
of Pécs University according to the Ethical Codex of Animal
Experiments and license was given (license No.: BAI/35/702-
6/2018.).

Synthesis of Steroid Compound C1

The steroid compound Cl1 was synthesized by a method,
which was described earlier in details (Horvath et al., 2011;
Szanti-Pintér et al., 2011, 2015). In brief, the 16-keto-18-nor-
13a-steroid was obtained via an unusual Wagner-Meerwein
rearrangement of 16a,,17a-epoxy-5a-androstane in the presence
of an imidazolium-based ionic liquid (Horvéath et al., 2011).
The derivatization of the unnatural steroid was performed
by Barton’s methodology leading to an iodoalkene mixture
(Szanti-Pintér et al, 2015). The iodoalkene mixture was
converted to N-(prop-2-ynyl)-carboxamides via a palladium-
catalyzed aminocarbonylation reaction and after a column
chromatography, C1 was obtained in pure form.

CAPS-Evoked Acute Chemonocifensive

Reaction

The effects of C1 and MCD compared to the saline control were
investigated on acute chemonociception, 30 pg/ml CAPS (20 pl)
was instilled in the right eye of the mice. Local pretreatments
(20 1) with 100 M C1 or 15 mM MCD were performed 30 min
before the test. CAPS-induced eye-wiping movements with the
forelegs were counted during 1 min, as previously described
(Szolesanyi et al., 1975; Szoke et al., 2002). We counted only
the one-leg movements, washing- or other two-hand movements
were excluded. CAPS instillation was repeated 2 and 3 h after its
first administration.

RTX-Induced Thermal Allodynia and

Mechanical Hyperalgesia

Resiniferatoxin (0.1 pg/ml, 20 pl, ultrapotent TRPV1 agonist)
was injected intraplantarly into right hindpaws. RTX induces
an acute neurogenic inflammation with rapid development of
thermal allodynia due to peripheral sensitization, and later
mechanical hyperalgesia due to both peripheral and central
mechanisms (Meyer and Campbell, 1981; Pan et al., 2003).
Control thermo- and mechanonociceptive thresholds were
measured on two consecutive days before the experiment,
which were used for self-control comparisons. Intraplantar
pretreatments (20 pl) with 100 wM or 500 uM C1 and 15 mM
MCD were performed 30 min before the RTX administration,
which evokes a short acute nocifensive reaction of paw licking,
biting, lifting or shaking. The thermonociceptive threshold
was measured by an increasing temperature Hot Plate (IITC
Life Science, Woodland Hills, CA, United States) 10, 20, and
30 min after RTX injection, and the mechanical hyperalgesia
was investigated by Dynamic Plantar Aesthesiometer (DPA, Ugo
Basile, Italy) 30, 60, and 90 min after RTX administration,
as described earlier (Almasi et al,, 2003; Payrits et al., 2017;
Kéntés et al., 2019).

Formalin-Evoked Acute Nocifensive

Behavior

Intraplantarly injected formalin (20 wl, 2.5%) immediately
induced nocifensive reactions. The duration of hindpaw licking,
lifting, shaking and holding in an elevated position were
measured between 0 and 5 min (first phase). It is related to
direct chemical stimulation of nociceptors mainly via the TRPA1
receptor. After a resting period (ca. 10-15 min), the duration
of the nocifensive behaviors was measured between 20 and
45 min (second phase). This is due to neurogenic inflammatory
mechanisms (Tjolsen et al,, 1992). Intraplantar pretreatments
(20 1) with 100 wM C1 or 15 mM MCD were performed 30 min
before formalin administration.

Drugs and Chemicals

Methyl B-cyclodextrin (Sigma, St. Louis, MO, United States)
was dissolved in saline to reach final concentration of 15 mM
(500 mg/kg). C1 was dissolved in dimethyl sulfoxide to obtain
a 10 mM stock solution. Further dilution was made with saline
to reach final concentrations of 100 WM (850 pg/kg) or 500 wM
(4.25 mg/kg). CAPS from Sigma was diluted with saline from
a 10 mg/ml stock solution of 10% ethanol, 10% Tween 80 in
saline to reach final concentration of 30 pg/ml. RTX (Sigma) was
dissolved in ethanol to yield a 1 mg/ml stock solution, and further
diluted with saline to reach final concentration of 0.1 pg/ml
Formalin was diluted with phosphate-buffered saline from a 6%
formaldehyde stock solution (Molar Inc., Hungary).

Statistical Analysis

All data are the means & SEM of six animals per group in
the CAPS-evoked eye wiping test and formalin test, and 12-
20 animals per group in the RTX-induced thermal allodynia
and mechanical hyperalgesia model. Statistical analysis was
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performed by Two-way ANOVA followed by Bonferroni’s
multiple comparisons post hoc test, in all cases p < 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

C1 and MCD Reduce the Number of

CAPS-Evoked Eye-Wiping Movements

The number of CAPS-evoked eye-wipings in the 1st, 2nd, and
3rd h in the saline-pretreated group were 42.0 £ 1.9; 33.7 £ 1.8;
28.0 £ 3.3, respectively. In contrast, the corresponding values in
the Cl-pretreated group were: 23.0 & 4.2; 23.0 & 3.8; 23.7 & 3.5
(Figure 1A). In case of MCD pretreatment, the number of CAPS-
evoked wiping in the saline-pretreated control animals were
32.2£3.9;27.2 £ 2.1 and 26.5 & 2.2 after 1st, 2nd, and 3rd CAPS
instillation. MCD-pretreated animals showed less of eye-wipings
with the following results: 23.8 £ 2.7; 24.2 &+ 3.3; 22.7 £ 2.7
(Figure 1B).

In both cases slightly decreasing response to CAPS was
observed due to CAPS-evoked desensitization of the TRPV1
receptor. C1 significantly and gradually decreased the number
of eye-wipings both in the 1st and 2nd h, while MCD exerted
significant effect only in the Ist h.

C1 and MCD Do Not Influence
RTX-Induced Thermal Allodynia

The baseline heat threshold values of untreated mice were
between 44°C and 49°C. RTX-induced 9.5-16.3 + 2.3-3.1%;
9.1-9.6 &+ 2.3-3.2% and 4.3-5.3 & 1.4-1.6% (39.0-41.9 + 1.1-
1.5°C; 41.8-42.3 + 0.8-1.4°C; 43.9-44.5 £ 0.6-1.0°C) drop of
the thermonociceptive threshold 10, 20, and 30 min after its
intraplantar injection in the saline-pretreated control groups.
The corresponding values were 11.6 £ 2.3% (40.7 £ 1.1°C);
3.3+ 1.6% (43.9 +0.9°C); 3.8 £ 1.6% (47.0 = 0.5°C) for 100 uM
Cl, 145 + 1.8% (39.7 £ 0.9°C); 6.6 &= 1.4 (43.3 £ 0.6°C);
0.3 + 1.7% (46.5 £ 0.6°C) for 500 puM CI and 8.3 + 2.0%
(424 + 1.0°C); 7.8 + 0.9% (42.6 + 0.3°C); 58 + 2.1%
(43.5 £ 1.2°C) for 15 mM MCD.

Neither C1 nor MCD altered the RTX-induced thermal
allodynia (Figures 2A,B).

C1 Diminishes RTX-Induced Mechanical
Hyperalgesia

The basal mechanonociceptive thresholds of the intact mouse
paw were between 8 and 10 g RTX-evoked drop of the
mechanonociceptive threshold values were 43.9-44.5 + 3.2-
6.2%; 37.3-37.9 £ 3.9-8.1% and 26.9-39.5 £ 3.0-4.2% (5.0-
54 £ 0.3-0.6 g; 56-6.0 = 0.4-0.7 g 55-7.0 & 0.2-0.4 g)
30, 60, and 90 min after the injection in the saline pretreated
control groups. The corresponding values were 30.0 = 5.2%
(6.5+0.42);20.1 +£5.0% (7.4 +0.4¢);10.4 £4.8% (8.3 +0.4¢g)
for 100 pM C1, 19.0 £ 3.1% (7.8 £ 0.3 g); 16.6 = 2.9%
(8.0 £ 0.3 g); 14.3 & 3.0% (8.2 & 0.8 g) for 500 uM C1 and
36.6 £6.4% (54 £0.5¢);43.4 £3.4% (4.9 £0.3g);29.7 £ 6.4%
(6.0 £ 0.5 g) for 15 mM MCD.

Both 100 wM and 500 wM of C1 alleviated the RTX-induced
mechanical hyperalgesia, but MCD had no effect (Figures 3A,B).

C1 and MCD Alleviate Formalin-Evoked
Acute Nocifensive Behaviors

The durations of formalin-evoked acute nocifensive behaviors
in the saline-pretreated control group were 179.5 & 16.0 s and
331.5 £ 45.0 s in the first and second phases, respectively. In
the C1 pretreated animals these values were 144.2 4+ 18.5 s and
212.2 £ 31.5 s (Figure 4A). In case of MCD pretreatment, the
nocifensive behaviors durations in the saline control group were
173.9 £ 17.6 s and 330.5 & 49.2 s in the two phases, respectively.
Compared to the MCD-pretreated group, the corresponding
values were 155.9 &£ 5.1 s and 163.2 & 31.3 s (Figure 4B).

Neither C1 nor MCD modified the nocifensive behaviors
in the first phase related to direct chemical activation of
TRPAL1 receptors, but both compounds significantly decreased
the pain reactions in the second phase resulting from acute
neurogenic inflammation.

DISCUSSION

We present here the analgesic effect of lipid raft decomposition
depleting cholesterol by Cl and MCD (Szanti-Pintér
et al, 2015; Sdghy et al, 2018). We demonstrated that
Cl and MCD diminished TRPV1 and TRPA1 activation-
induced acute nocifensive behaviors, furthermore, Cl1
inhibited the development of TRPV1 stimulation-evoked
mechanical hyperalgesia.

Both C1 and MCD significantly diminished the number
of CAPS instillation-induced eye-wiping movements in the
Ist h by 45 and 32%, respectively, and Cl also in the
2nd h by 26%. We observed a slightly decreasing response
in the 2nd and 3rd h to CAPS due to desensitization
of TRPV1 receptor (Sharma et al., 2013). Furthermore, Cl
significantly decreased RTX-induced mechanical hyperalgesia
involving central sensitization processes as well, while its
inhibitory effect on thermal allodynia induced predominantly
by peripheral sensitization mechanisms (Pan et al., 2003) was
not statistically significant. In contrast MCD did not affect
these RTX-induced nocifensive responses. Both compounds
had inhibitory action on formalin-evoked acute neurogenic
inflammatory nocifensive reactions (paw liftings, lickings,
holdings, and shakings) in the second, neurogenic inflammatory
phase by 36 and 51%, respectively.

These novel in vivo results are well supported by our previous
in vitro findings showing that C1 and MCD significantly and
concentration-dependently inhibit TRPV1 and TRPAI receptor
activation both on primary sensory neuronal cultures and
receptor-expressing cell line (Széke et al., 2010; Szanti-Pintér
et al, 2015; Saghy et al, 2015, 2018). We have previously
proved by filipin staining and fluorescence spectroscopy
that C1 similarly to MCD depleted cholesterol from the
plasma membrane of sensory neurons, and therefore, they
are both considered to be lipid raft disruptors (Saghy et al,
2018). Furthermore, we described that the presence and the
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FIGURE 1 | Effect of 100 pM C1 (A) and 15 mM MCD (B) in the CAPS-evoked acute chemonociceptive reaction. Both compounds reduced the number of
eye-wipings. Data are means + SEM of n = 6 animals/group. Two-way ANOVA with Bonferroni post hoc test was used for statistical analysis (*p < 0.05;
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uced mechanical hyperalgesia. Both 100 wM and 500 uM C1 alleviated, while

ANOVA with Bonferroni post hoc test was used for statistical analysis ("o < 0.05;

position of the carboxamido group on the steroidal skeleton
are substantial for TRP channel inhibition. The importance
of stereoselectivity was emphasized for the inhibitory effects
of steroids on the TRPC5 cation channel. Progesterone and

pregnanolone diminished TRPC5 channel function, while
the stereo-isomer of pregnanolone, pregnenolone and a
progesterone metabolite allopregnanolone had no inhibitory
effects. It is suggested, that stereo-isomerism due to a minimal
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structural change might be sufficient to alter the biological effect
(Majeed et al., 2011). CAPS-induced currents in sensory neurons
were decreased by DHEA, but the molecular mechanism is
unclear. Although the authors suggested its direct effects on
the CAPS-binding domain or an allosteric modulation its
action on the lipid rafts surrounding the TRPV1 is also possible
(Chen et al,, 2004). In a previous study we demonstrated that
E2 incubation anticipated the TRPV1 desensitization via the
tropomyosin-related kinase A (TrkA) receptor. We provided
in vivo and in vitro evidence for E2-induced TRPV1 receptor
sensitization mediated by TrkA via E2-evoked genomic and
non-genomic mechanisms (Payrits et al., 2017). Cholesterol
depletion by MCD decreased the CAPS-evoked currents in
dorsal root ganglion (DRG) primary sensory neurons (Liu et al,,
2006). In contrast, MCD did not influence the heat-evoked
responses on TRPVI1-transfected Xenopus laevis oocytes (Liu
et al., 2003) or *H-RTX binding to TRPV1 receptors on rat
C6 glioma cells (Bari et al., 2005). Cholesterol enrichment in
isolated membrane segments can modulate the temperature
threshold for TRPV1 activation through specific Cholesterol
Recognition/interaction Amino acid Consensus (CRAC)
motifs (Morales-Ldzaro and Rosenbaum, 2019). Increased
membrane cholesterol, but not its diastereoisomer epicholesterol
addition, inhibited CAPS-, heat- and voltage-induced TRPV1
currents (Picazo-Judrez et al., 2011). These results were also
supported by structural studies of CRACs (Levitan et al., 2014;
Saha et al., 2017).

Although there are several in vitro evidence that lipid raft
disruption affected TRP channel activation (Széke et al., 2010;
Séghy et al., 2015), there are only sporadic, recent in vivo reports.
MCD-related cholesterol depletion induced antinociception in
RTX-induced mononeuropathy through PI(4,5)P2 hydrolysis
in mice (Lin et al, 2019). Intraplantar injection of MCD
attenuated the PGE2-, but not cyclopentyladenosine-evoked
mechanical hyperalgesia. It is suggest that the development
of PGE2-evoked hyperalgesia is closely related to lipid raft
integrity (Ferrari and Levine, 2015). Both local and systemic
administration of random methylated B-cyclodextrins (RAMEB)
attenuated complete Freund’s adjuvant-induced thermal
allodynia and mechanical hyperalgesia in rats. RAMEB might

capture the prostaglandin content and then decrease the
inflammatory pain which might be a novel anti-inflammatory
and analgesic tool (Sauer et al,, 2017). Intraplantar injection
of another components of lipid rafts, the ganglioside GT1b,
produced nociceptive responses and enhanced formalin-induced
nocifensive reactions. On the other hand, intraplantar injection
of sialidase, which cleaves sialyl residues from gangliosides,
attenuated these responses (Watanabe et al, 2011; Séntha
et al., 2020). The flavanone isosakuranetin blocked PS-induced
Ca**-influx in DRG neurons and significantly attenuated
the noxious heat- and PS-induced pain sensation in mice
(Straub et al., 2013).

The present in vivo data provide the first evidence that
the novel C1 compound modifying lipid rafts surrounding the
TRPV1 and TRPA1 ion channels exerts antinociceptive and
antihyperalgesic effects. The maximal inhibitory effect observed
in both TRPV1 and TRPA1l activation-induced nocifensive
tests were similar to that of MCD, but in 150-fold lower
concentrations. Furthermore, C1 proved to be effective also on
RTX-evoked mechanical hyperalgesia that was not affected by
MCD. However, despite the well-established lipid rafts disrupting
abilities of both C1 and MCD (Széke et al., 2010; Séghy et al.,
2015, 2018), their direct inhibitory actions on the TRPV1 and
TRPAL1 ion channel activation cannot be excluded.

We conclude that the novel Cl1 compound is a useful
experimental tool to investigate the effects of cholesterol
depletion in animal models, and it also might open novel
opportunities for analgesic drug development.
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Janos Erostyak?®, Géza Makkai®3, Eva Saghy ">*, Zsuzsanna Helyes "? and Eva Sz6ke ™2

" Deparment of Pharmacology and Pharmacotherapy, University of Pécs, Medical School, Pécs, Hungary, 2Janos Szentdgothai
Research Centre and Centre for Neuroscience, University of Pécs, Pécs, Hungary, SDepartment of Experimental Physics, Faculty
of Sciences, University of Pécs, Pécs, Hungary, “Department of Pharmacology and Pharmacotherapy, Semmelweis University,
Budapest, Hungary

Transient Receptor Potential (TRP) Vanilloid 1 and Ankyrin 1 (TRPV1, TRPA1) cation
channels are expressed in nociceptive primary sensory neurons, and integratively regulate
nociceptor and inflammatory functions. Lipid rafts are liquid-ordered plasma membrane
microdomains rich in cholesterol, sphingomyelin and gangliosides. We earlier showed that
lipid raft disruption inhibits TRPV1 and TRPA1 functions in primary sensory neuronal
cultures. Here we investigated the effects of sphingomyelinase (SMase) cleaving
membrane sphingomyelin and myriocin (Myr) prohibiting sphingolipid synthesis in
mouse pain models of different mechanisms. SMase (B50mU) or Myr (1 mM)
pretreatment significantly decreased TRPV1 activation (capsaicin)-induced nocifensive
eye-wiping movements by 37 and 41%, respectively. Intraplantar pretreatment by both
compounds significantly diminished TRPV1 stimulation (resiniferatoxin)-evoked thermal
allodynia developing mainly by peripheral sensitization. SMase (50 mU) also decreased
mechanical hyperalgesia related to both peripheral and central sensitizations. SMase
(60 mU) significantly reduced TRPA1 activation (formalin)-induced acute nocifensive
behaviors by 64% in the second, neurogenic inflammatory phase. Myr, but not SMase
altered the plasma membrane polarity related to the cholesterol composition as shown by
fluorescence spectroscopy. These are the first in vivo results showing that sphingolipids
play a key role in lipid raft integrity around nociceptive TRP channels, their activation and
pain sensation. It is concluded that local SMase administration might open novel
perspective for analgesic therapy.

Abbreviations: CAPS, capsaicin; CGRP, calcitonin gene-related peptide; CHO, Chinese hamster ovary; ECS, extracellular
solution; Laurdan, 6-dodecanoyl-N,N-dimethyl-naphthylamine; MCD, methyl p-cyclodextrin; Myr, myriocin; PGE2, pros-
taglandin E2; RAMEB, random methylated B-cyclodextrins; RM, repeated measurement; RTX, resiniferatoxin; TRP, Transient
Receptor Potential; TRPA1, Transient Receptor Potential Ankyrin 1; TRPCI, Transient Receptor Potential Canonical 1;
TRPC3, Transient Receptor Potential Canonical 3; TRPV1, Transient Receptor Potential Vanilloid 1.
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INTRODUCTION

Cell physiology is influenced by lipid rafts, which are specialized
cholesterol-, sphingomyelin- and ganglioside-rich plasma
membrane microdomains, surrounding several receptors and
ion channels (Simons and Tkonen, 1997). Membrane
disintegration causes pathophysiological processes, such as
neurodegeneration, neuropathy (Lee et al, 2014; Sonnino
et al., 2014; Gambert et al., 2017) and synaptic transmission
disruption (De Chiara et al., 2013). Modifying plasma membrane
functions is a mechanism of action for pharmacological
therapeutic interventions and/or side effects like the cytotoxic
actions of anticancer drugs (Adinolfi et al, 2013),
endocannabinoid-mediated analgesia (Rossi et al, 2012) and
hyperalgesia (Dina et al., 2005). Our previous studies provided
evidence that lipid raft disruption decreased the activation of
Transient Receptor Potential (TRP) ion channels. These receptors
are nonselective cation channels that open in response to
temperature changes, binding of a broad range of exogenous
and endogenous ligands, as well as other alterations of the
channel protein (Gees et al, 2012; Vay et al, 2012). TRP
“channelopathies” induce several diseases, such as skeletal
muscle disorders, multiple kidney diseases and inherited pain
syndrome (Moran et al, 2011; Nilius and Szallasi, 2014).
Although pharmaceutical companies have put great efforts and
investments into the development of TRP antagonists, only few
drug candidates have reached the clinical stages of drug
development (Szolcsinyi and Sandor, 2012; Kaneko and
Szallasi, 2014; Nilius and Szallasi, 2014).

TRP Vanilloid 1 (TRPV1) - expressed in the large population
of polymodal nociceptors - is a nocisensor plasma protein gated
by noxious heat (>43°C), protons (pH < 6.0), vanilloid-type
agonists such as capsaicin (CAPS) and its synthetic analogs,
resiniferatoxin (RTX), endogenous arachidonic acid or other
fatty acid metabolites (Hwang et al., 2000; Smart et al., 2000;
Welch et al., 2000; Raisinghani et al., 2005; Bianchi et al., 2006;
Caterina and Park, 2006; Gavva, 2008; Myers et al., 2008;
Szolcsanyi, 2008; Cao et al, 2013; Aiello et al, 2016).
Another similar TRP channel, TRP Ankyrin 1 (TRPA1), is
often colocalized with TRPV1 on the CAPS-sensitive sensory
nerves (Salas et al., 2009). Exogenous irritants, such as allyl-
isothiocyanate (in mustard oil), cinnamaldehyde, allicin, 4-
hydroxynonenal and mediators produced by inflammation or
tissue injury, e.g., formaldehyde and methylglyoxal, as well as
cold (below 17°C) and mechanical stimuli activate the TRPA1
receptor (Story et al.,, 2003; Bandell et al., 2004; Corey et al.,
2004; Jordt et al., 2004; Macpherson et al., 2005, Macpherson
et al.,, 2007; McNamara et al.,, 2007; Trevisani et al., 2007;
Vilceanu and Stucky, 2010; Bautista et al., 2013; De Logu
et al., 2019). Recent studies showed that both channels have
some interactions with the endocannabinoid system and play an
integrative role in regulating nociceptor and inflammatory
functions (Akopian et al, 2008; Salas et al., 2009; Brizzi
et al, 2014; Marrone et al, 2017). Pro-inflammatory

neuropeptides, such as Substance P and calcitonin gene-
related peptide (CGRP) released from the CAPS-sensitive
fibres induce vasodilation, plasma protein extravasation and
inflammatory cell activation (neurogenic inflammation) in the
innervated area (Helyes et al, 2003, Helyes et al, 2009
Szolcsanyi, 2004).

TRP channels are surrounded by lipid rafts of the plasma
membrane modifying their functions (Liu et al., 2006; Morenilla-
Palao et al., 2009; Szoke et al., 2010; Saghy et al., 2015). However,
data are controversial about the outcomes of lipid raft disruption
on TRP channel functions. Impaired TRP Canonical 1 (TRPC1)
and TRP Canonical 3 (TRPC3) signaling was reported after
methyl B-cyclodextrin (MCD) incubation depleting membrane
cholesterol (Lockwich et al., 2000; Bergdahl et al., 2003; Graziani
et al., 2006). In dorsal root ganglion neurons MCD treatment
significantly reduced the CAPS-activated currents (Liu et al,
2006), but it had no effect on heat-evoked responses on
TRPV1-transfected Xenopus laevis oocytes (Liu et al., 2003).
MCD did not influence *[H]RTX binding to TRPV1 receptors
on rat C6 glioma cells (Bari et al, 2005). Sphingomyelinase
(SMase) hydrolyzes sphingomyelin (SM) to phosphocholine
and ceramide (Kiyokawa et al., 2005; Kobayashi et al., 2006),
thus influences the signaling through the cell membrane (Chao
et al, 2011). The third mechanism to disrupt the lipid rafts
besides MCD and SMase is to block the sphingolipid synthesis by
inhibiting of serine palmitoyltransferase by myriocin (Myr)
(Miyake et al., 1995).

Our previous results suggested that disrupting lipid rafts by
pharmacologically depleting their various constituents, such as
SM, cholesterol or gangliosides inhibited the CAPS-, and RTX-
induced opening properties of TRPV1 and TRPA1 both on native
sensory neurons and receptor-expressing cell lines (Szoke et al.,
2010; Saghy et al., 2015). Fluorescence spectroscopy and filipin
staining clearly supported the ability of MCD to deplete
cholesterol from the cell membrane (Saghy et al, 2015).
Besides the sensory neuronal cell bodies we also showed the
ability of SMase to diminish TRPV1 and TRPA1 activation on the
nerve terminals by measuring the release of the neuropeptide
CGRP (Saghy et al,, 2015).

Despite all these in vitro data showing that lipid raft
disruption inhibits TRP channel activation, there are only
few very recent reports investigating this phenomenon in
vivo. Hyperalgesia responses in the RTX-evoked mouse
neuropathy model (Lin et al., 2019) and prostaglandin E2
(PGE2) (Ferrari and Levine, 2015) administration were
significantly attenuated by MCD. We recently reported the
antihyperalgesic actions of MCD and a novel carboxamido-
steroid compound in TRPV1 and TRPA1 activation-related
mouse pain models (Horvath et al., 2020). Furthermore Myr
exerted antitumor activity in a mouse melanoma model (Lee
et al,, 2011, Lee et al., 2012).

The aim of the present study is to examine the effects of SMase
and Myr in mouse pain models of different mechanisms related to
TRPV1 and TRPALI activation.
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MATERIALS AND METHODS

Ethics and Animals

Twelve- to Sixteen-week-old male NMRI mice were used in the
formalin and RTX tests and male C57BL/6 mice of the same
age in the CAPS-evoked wiping test. The animals were kept in
the Laboratory Animal House of the Department of
Pharmacology and Pharmacotherapy, University of Pécs. All
experimental procedures were carried out according to the
1998/XXVIII Act of the Hungarian Parliament on Animal
Protection and Consideration Decree of Scientific
Procedures of Animal Experiments (243/1988). The studies
were approved by the Ethics Committee on Animal Research
of Pécs University according to the Ethical Codex of Animal
Experiments and license was given (license no. BAI/35/702-
6/2018).

Capsaicin-Evoked Acute

Chemonocifensive Reaction

To characterize the effect of SMase and Myr - compared to the
saline or dimethyl sulfoxide (DMSO) controls - on acute
chemonociception, 30 pg/ml CAPS (20 pl, TRPV1 agonist) was
instilled in the right eye of mice. Local pretreatments (20 pl) with
50 mU SMase or 1 mM Myr were performed 30 min or 24 h
before the examination, respectively. CAPS-induced eye-wiping
movements with the forelegs were counted in a 1-min period, as
previously described (Szolcsanyi et al., 1975; Szoke et al., 2002;
Horvath et al., 2020). Only the one-leg movements were counted,
washing-, or two-hand movements were not considered. CAPS
administration was repeated in the second and third hours of
the test.

Resiniferatoxin-Induced Thermal Allodynia

and Mechanical Hyperalgesia

The effects of SMase and Myr were compared to the saline or
DMSO controls in the RTX-induced (ultrapotent TRPV1
agonist) thermal allodynia and mechanonociceptive
hyperalgesia model. RTX (0.1 pg/ml, 20 pl) was injected into
right hindpaw of the animals, which evokes acute neurogenic
inflammatory response with thermal allodynia and mechanical
hyperalgesia (Meyer and Campbell, 1981; Pan et al., 2003).
Baseline thermal- and mechanical threshold values were
determined on two consecutive days, and these data were
used  for  self-control comparisons. Intraplantar
pretreatments (20 ul) with 50 mU SMase or 1 mM Myr were
performed 30min or 24h before the RTX injection,
respectively. RTX injection evoked an acute nocifensive
reaction of paw licking, biting, lifting or shaking, but these
behavioral changes lasted for less than a couple of minutes.
The thermonociceptive threshold was measured by an
increasing temperature Hot Plate (IITC Life Science,
Woodland Hills, CA, United States) in the 10th, 20th and
30th min (Almadsi et al., 2003; Kéntés et al., 2019; Horvath
et al., 2020), and the mechanonociceptive threshold by a
Dynamic Plantar Aesthesiometer (DPA, Ugo Basile, Italy)

Analgesia via Lipid Raft Disruption

in the 30th, 60th and 90th min, as described earlier (Payrits
et al., 2017; Kantds et al., 2019; Horvath et al., 2020).

Formalin-Evoked Acute Nocifensive

Behavior

The effect of SMase and Myr compared to the saline- or
DMSO-pretreated controls, were investigated on formalin-
evoked (20 pul, 2.5%; into the right hindpaw) nocifensive
behaviors. Intraplantar pretreatments (20 pul) with 50 mU
SMase or 1mM Myr were performed 30min and 24h
before the examination, respectively. The duration of the
nocifensive behaviors (hind paw licking, biting, shaking and
holding) was monitored in two phase (0-5min and
20-45 min) (Bolcskei et al., 2005; Horvath et al., 2020). The
first phase is related to the direct chemical stimulation of
nociceptors, e.g., TRPA1. There is a period of 10-15 min,
when the animals show lack of nocifensive reactions. The
second phase starts 15-20 min after the formalin injection,
and it is referring to neurogenic inflammatory mechanisms.
For more details see work of Tjolsen and co-workers (Tjolsen
et al., 1992).

Fluorescence Spectroscopy to Determine
Membrane Polarity Related to Lipid Raft
Integrity

Native Chinese Hamster Ovary (CHO) cells were incubated with
6-dodecanoyl-N,N-dimethyl-2-naphthylamine  (Laurdan) in
40 uM final concentration for 40 min at 37°C in a humidified
atmosphere with 5% CO,. The spectral shape and position of
fluorescence emission and excitation spectra of Laurdan depend
both on the speed of its dipolar relaxation and the polarity of its
microenvironment in the membrane (Harris et al., 2002; Gaus
etal,, 2003). Cells were treated with 30 mU SMase or 100 nM Myr
- dissolved in extracellular solution (ECS) - for 45 min at 37°C
before Laurdan administration, then washed three times with
phosphate-buffered saline (PBS) and scraped from the plates into
1 ml PBS.

Fluorescence excitation and emission spectra, excitation-
emission matrices and anisotropy spectra, were measured by a
HORIBA Jobin-Yvon Nanolog FL3-2iHR spectrofluorometer
equipped with a 450-W xenon lamp. Samples were measured
in a 4 mm path length quartz cuvette (Hellma 104F-QS) and kept
at a constant 20°C using a Thermo Scientific circulating bath
AC200-A25. Excitation-emission matrices consisting of a series
of emission spectra recorded at different excitation wavelengths
were measured to determine spectral changes. An excitation-
emission matrix has one axis for the emission wavelengths, while
the other includes the excitation wavelengths. At the intersection
points, fluorescence intensity can be read as the value of the third
axis. Steady-state emission anisotropy was measured in “L-
format” arrangements to study the molecular mobility.
Excitation was vertically polarized, while anisotropy was
calculated from consecutively measured vertical and
horizontally polarized emission intensities. Anisotropy <r> is
defined as:
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_ Iyw -Gy
IVV + Z*G*IVH,

{ry

where G is the spectrofluorometer’s sensitivity factor given by:

Inn
where Iy and Iy are measured using horizontally polarized
excitation and vertically and horizontally polarized emission,
respectively. G value was automatically recalculated at each
points of the anisotropy measurements.

Drugs and Chemicals

Myr from Mycelia sterilia (PubChem CID: 643894) (Sigma, St.
Louis, MO, United States) was dissolved in DMSO (PubChem
CID: 679) to obtain 5 mM stock solution. Further dilutions
were made with ECS or DMSO to reach the final
concentrations of 100nM or 1mM, respectively. SMase
from Bacillus cereus (PubChem CID: 6476900) was
purchased from Sigma in a glycerol buffered solution, and
further dilutions were made with ECS or saline to reach the
concentrations of 30 or 50 mU. CAPS (PubChem CID:
1548943) was purchased from Sigma and diluted with saline
from a 10 mg/ml stock solution of 10% ethanol (PubChem
CID: 702), 10% Tween 80 (PubChem CID: 5284448) in saline.
RTX (PubChem CID: 5702546) was purchased from Sigma and
was dissolved in ethanol to yield a 1 mg/ml stock solution.
Further dilutions were made with saline to reach final
concentrations of 30 and 0.1 ug/ml, respectively. Laurdan
(PubChem CID: 104983) (Sigma) was dissolved in DMSO
to obtain 10 mM stock solution, and further dilution was
made with ECS to reach final concentration of 40 pM.
Formalin (PubChem CID: 712) - dilution was made with
PBS (PubChem CID: 24978514) to reach final concentration
of 2.5% - was prepared from a 6% buffered formaldehyde stock
solution (Molar Inc. Hungary).

Statistical Analysis

Fluorescence spectroscopy measurements were performed with
four samples per group. All of the animal experiment data are
presented as means + SEM of six animals per group. Statistical
analysis was performed by repeated measurement (RM) two-way
ANOVA - the investigated factors were the pretreatment, time
and their interaction (pretreatment x time) - with Bonferroni
multiple comparisons post hoc test, in all cases p < 0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS

Sphingomyelinase and Myriocin Reduce the
Number of Capsaicin-Evoked Eye-Wipings
The number CAPS-evoked eye-wiping movements within a 1-
min period was 42.0+1.8,33.6 + 1.7and 28.0+3.21,2and 3 h
after local saline-pretreatment, respectively, in the control
group showing desensitization in response to repeated
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CAPS administration. SMase pretreatment significantly
decreased the number of wiping in the first hour, the
corresponding values were 26.6 + 2.5, 27.6 + 2.2 and 24.6 +
2.1 (Figure 1A).

Since Myr was dissolved in DMSO, this vehicle control was
used in this experimental series. We also tested the DMSO in
saline-pretreated animals compared to the DMSO-pretreated
ones and we did not find significant difference (data not
shown). In DMSO-pretreated animals CAPS administration
induced 27.5 + 2.8; 27.8 + 1.4; 27.8 + 2.4 eye wiping
movements in the first, second and third hour,
respectively. Myr pretreatment significantly diminished the
number of eye-wipings in the first and second hour, these
values were 16.2 + 1.1; 19.0 £ 1.5; 23.5 + 2.3, respectively
(Figure 1B).

Sphingomyelinase and Myriocin Decrease
the Resiniferatoxin-Induced Thermal
Allodynia, and Sphingomyelinase Abolish

Mechanical Hyperalgesia

The baseline heat threshold values of untreated mice were
between 44 and 49°C. RTX induced 27.0 + 2.8%; 20.9 + 3.0%
and 7.1 + 3.8% drop of the thermonociceptive thresholds 10th,
20th and the 30th min after its intraplantar injection in the saline-
pretreated control group. SMase pretreatment abolished the
thermal allodynia in all measurement points with a decrease
by 6.2 + 1.8%; 0.8 £ 1.8% and an increase by 1.2 + 0.4%,
respectively (Figure 2A). The basal mechanonociceptive
thresholds of intact mice were in a range of 9 and 10 g. RTX-
evoked drop of the mechanonociceptive threshold values were
58.1 £ 3.9%, 55.6 + 4.2%, 42.6 + 2.5% 30, 60, and 90 min after the
injection in the saline-pretreated control. SMase significantly
alleviated the mechanical hyperalgesia in the 30th min, the
respective values were 30.7 + 2.5%, 39.4 + 3.3%, 34.5 + 8.2%
(Figure 2B).

In case of Myr, the thermo- and mechanonociceptive
threshold values of intact mice were between 44 and 49°C,
8 and 10 g, respectively. DMSO, as solvent of Myr was tested
in saline-pretreated animals in contrast with DMSO-
pretreated animals and significant desensitization effect
was not revealed (data not shown). After RTX injection
the thermonociceptive threshold in the DMSO-pretreated
group decreased by 27.5 + 3.2%; 21.0 + 3.2% and 4.9 +
3.8% in the 10th, 20th and 30th min, respectively, while
Myr-pretreated group values decreased by 10.7 + 5.2%;
6.3 + 3.0% after 10 and 20 min its injection and increased
by 5.5 + 1.4% after 30 min. Myr pretreatment diminished the
thermal allodynia in the 10th and 20th but not in the 30th
min (Figure 3A). RTX-evoked mechanical hyperalgesia in
the DMSO-pretreated control group were 43.9 + 4.8%; 34.7 +
4.3%; 28.6 + 4.7% on the measurement points, compared to
the Myr-pretreated group, these values were similar: 45.2 +
8.7%; 25.4 + 3.2%; 15.9 + 6.9%. Myr pretreatment did not
altered the mechanical hyperalgesia at any time point
(Figure 3B).
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The durations of formalin-induced paw lickings, liftings and
shakings in the saline-pretreated control group were 127.2 +
1855 and 371.1 + 544s in the first and second phases,
respectively. SMase-pretreatment did not influence the acute
chemonocifensive behavior in first phase due to direct
activation of TRPAI receptors on the sensory nerve endings,
but induced significant inhibition in the second phase related to
the acute neurogenic inflammatory reaction. The corresponding
results were the following in the first and second phases,
respectively: 125.9 + 8.0 and 134.1 + 20.1 s (Figure 4A).

In case of Myr, DMSO as its solvent was tested in saline-
pretreated animals in contrast to DMSO-pretreated animals, and
significant differences in the two groups was not found (data now
shown). The formalin-evoked nocifensive behavior durations
in the first phase were 183.1 + 253 and 131.0 + 1525 in
the DMSO-pretreated control group and Myr-pretreated
group, respectively. The durations of the second phase were
2834 + 694 and 188.7 + 63.8s in the DMSO control and

Myr-pretreated animals. Myr had some biological effect,
however this was not significant (Figure 4B).

Myriocin Changes the Membrane Polarity
SMase treatment did not influence the fluorescence spectroscopy
picture as compared to the non-treated control. Spectral shift,
broadening or changes in the shape of the spectra or intensity
were not detected, as shown by no signal alterations of Laurdan.
No changes were detected in the steady-state emission anisotropy
measurements and transition from liquid-ordered to -disordered
phase between the SMase-treated and non-treated cells (Figures
5A,B). In contrast to SMase, Myr treatment significantly
modified the membrane microenvironment. The fluorescence
emission was stronger in the Myr-treated samples than in the
non-treated ones as shown by both excitation and emission
spectra (Figures 5C,D). Excitation-emission matrices on the
entire spectral region of Laurdan fluorescence also showed
that the Myr-treated samples had higher fluorescence intensity
than the non-treated control samples (Figures 6A,B). Emission
anisotropy values of Myr-treated samples were significantly
higher on the whole spectral range (Figure 6C).
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DISCUSSION

We present here the first data on the analgesic effect of lipid
raft disruption by SMase-induced SM hydrolization
(Kiyokawa et al., 2005; Kobayashi et al., 2006) or Myr-
induced glycosphingolipid synthesis blockade (Miyake et al.,
1995). We proved that SMase and Myr decrease CAPS-evoked
eye-wipings, as well as RTX-induced thermal allodynia,
furthermore, SMase decreases the RTX-induced mechanical
hyperalgesia and duration of the formalin-evoked -acute
nocifensive behavior.

SMase and Myr significantly decreased TRPV1 activation-
evoked eye-wiping movements by 37 and 41%, respectively. The
decreasing response to repeated CAPS instillation was due to
TRPV1 receptor desensitization (Sharma et al, 2013).
Furthermore, SMase almost abolished TRPV1 stimulation-
induced thermal allodynia and significantly reduced
mechanical hyperalgesia. Myr had significant inhibitory effect
on thermal allodynia induced predominantly by peripheral
sensitization mechanisms, but not mechanical hyperalgesia
involving central sensitization processes as well (Pan et al,
2003).  TRPAl  activation-evoked  acute  neurogenic
inflammatory nocifensive reactions were also significantly
diminished by SMase (by 64%), while only non-significant
decreasing tendency was induced by Myr.

These novel in vivo findings are well supported by our
previous in vitro results demonstrating the ability of SMase
and Myr to significantly and concentration-dependently
inhibit TRPV1 receptor activation both on TRPV1 receptor-
expressing cell line and primary cultures of trigeminal sensory
neurons, similarly to MCD (Szoke et al., 2010). Furthermore,
similar inhibitory actions of these lipid raft disruptors were
described on the TRPA1, TRP Melastatin 8, but not the TRP
Melastatin 3 cation channels (Sdghy et al., 2015).

We provide the first direct evidence by fluorescence
spectroscopy for the ability of Myr to induce transition from
liquid-ordered to liquid-disordered phase indicating cholesterol
depletion in the plasma membrane. Higher fluorescence intensity
means less non-radiative processes of Laurdan and higher
anisotropy reflects to more restricted motion of Laurdan after
Myr treatment. These findings together indicate a more compact,
closed membrane structure around Laurdan molecules. In
contrast, SMase treatment did not influence the membrane
polarity. We have previously proved that fluorescence
spectroscopy is an appropriate technique to determine the
plasma cholesterol content by comparing this method with the
conventional filipin staining after MCD treatment in the same cell
cultures (Saghy et al., 2015).

The formation of lipid rafts in the plasma membrane depends
on the interaction of SM and cholesterol (Simons and Tkonen,
1997; Ridgway, 2000). Cholesterol content of the lipid membrane
does not affect significantly the biosynthesis of SMs being
involved in a variety of essential cellular functions (Ridgway,
2000). It has been reported that SM and cholesterol synthesis are
independent processes in cultured human intestinal cells, but the
amount of cholesterol and SM regulate their synthesis rates (Chen
et al, 1993). It has been described that orally administered Myr

Analgesia via Lipid Raft Disruption

decreases not only SM, but also cholesterol levels of the small
intestinal epithelial cell plasma membrane (Li et al., 2009).

Although results of in vitro experiments provided evidence,
that lipid raft disruption inhibited the activation mechanisms of
TRP channels (Szoke et al., 2010; Saghy et al., 2015), there are
only few recent animal experiments to prove this phenomenon in
vivo. Cholesterol depletion by MCD induced antinociception in
RTX-induced  neuropathy in the mouse through
phosphatidylinositol 4,5-bisphosphate hydrolysis (Lin et al,
2019). Furthermore, MCD and a novel carboxamido-steroid
compound were able to exert antinociceptive effects by
decreasing the activation of TRPV1 and TPRA1 ion channels
in mice in distinct pain mechanisms (Horvath et al., 2020). The
mechanical hyperalgesia induced by PGE2, but not
cyclopentyladenosine was attenuated by MCD injection into
the rat paw, suggesting that PGE2-evoked hyperalgesic effect is
dependent on the lipid raft integrity (Ferrari and Levine, 2015).
Complete Freund’s adjuvant-induced thermal and mechanical
hyperalgesia was attenuated by both local and systemic
administration of random methylated B-cyclodextrins
(RAMEB) in rats. The authors suggest that RAMEB capture
the prostaglandin content and then decrease the inflammatory
pain which might be a novel anti-inflammatory and analgesic tool
(Sauer et al., 2017). In a very recent paper, the role of another
components of lipid rafts, the gangliosides have been discussed in
pain mechanisms (Santha et al., 2020). Intraplantar injection of
the ganglioside GT1b induced nociceptive responses and
augmented formalin-evoked nocifensive reactions.
Nevertheless, sialidase injection cleaving sialyl residues from
gangliosides is able to diminish the nociceptive responses
(Watanabe et al., 2011; Santha et al., 2020).

The role of sphingolipids in pain sensation via the modulation
of TRP channel activation is poorly understood and we had only
in vitro experimental results (Szoke et al., 2010; Saghy et al., 2015).
The present results are the first in vivo data providing clear
evidence that sphingolipids play an important role in both
TRPV1 and TRPAl-evoked nocifensive behaviors and
hyperalgesia. Intraplantar pretreatments by both SMase and
Myr inhibited thermal allodynia in the acute neurogenic
inflammation model that develop mainly by peripheral
sensitization of the sensory nerves. Furthermore, SMase
injection into the paw even decreased mechanical hyperalgesia
induced by both peripheral and central sensitization mechanisms
(Pan et al,, 2003), demonstrating a stronger inhibitory effect on
the pseudo unipolar primary sensory neuron as compared to
Myr. This observation together with the fact that SMase does not
influence the membrane cholesterol composition support our
conclusion on the key importance of sphingolipids over
cholesterol in lipid raft integrity around TRPV1 and TRPAI
and consequent sensory nerve activation.

These in vivo results strongly suggest that membrane
sphingolipid modification particularly by SMase might open
novel analgesic opportunities. This innovative approach
potently inhibits the activation of the sensory nerves via
targeting pain sensing structures including TRPV1 and
TRPAL. This might be particularly promising since it is more
likely to inhibit the pathological activation, but not the
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physiological functions of TRPV1 and TRPA1. Moreover, other
main advantages are the opportunity for local administration and
its rapid onset of action. Therefore, SMase seems to be a
promising therapeutic tool with a good side effect profile (e.g.
it could avoid the hyperthermic side effects of TRPV1
antagonists).
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