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1. KUTATÁSI KONCEPCIÓ 

A fájdalom csillapítása és a fájdalomcsillapító gyógyszerek felfedezése mind a mai 

napig igen fontos területe az orvosbiológiai kutatásoknak, hiszen a modern kor egyik 

legjelentősebb gazdasági és egészségügyi problémáját jelenti a központi és/vagy perifériás 

idegrendszer diszfunkcióján alapuló neuropátiás fájdalom. Ennek a kórállapotnak a kezelése 

nagy kihívást jelent, hiszen a klasszikus gyógyszeres terápia, mint a nem-szteroid 

gyulladáscsökkentők (NSAID) – leggyakrabban pl. diklofenák, ibuprofen -, illetve opioidok – 

pl. a gyenge opioid hatású tramadol, vagy az erősebb morfin, illetve fentanil – nem 

rendelkeznek kielégítő terápiás hatással és/vagy nem alkalmazhatóak hosszú távon a 

mellékhatások (pl. NSAID kiváltotta gyomorfekély, opioid dependencia) miatt. A ma 

elfogadott terápiás protokollok éppen ezért egyéb indikációban alkalmazott gyógyszerekkel – 

úgynevezett adjuváns analgetikumok (pl. antiepileptikumok, antidepresszánsok) - próbálják 

enyhíteni a betegek fájdalmát, azonban számos esetben ezekkel sem érhető el megfelelő 

terápiás hatás (1). 

Éppen ezért van szükség új terápiás megközelítések kutatására, amelyek eltérnek a 

klasszikus farmakológiai receptor-antagonizmustól, hiszen a neuropátiás fájdalom 

kialakulásában nagy szerepet játszó Tranziens Receptor Potenciál (TRP) ioncsatornák esetében 

ezek közül több próbálkozás is elbukott az elmúlt évtizedekben. Kutatócsoportunk új 

megközelítése a kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződéseken megtalálható TRP Vanilloid 1 

(TRPV1) és TRP Ankyrin 1 (TRPA1) receptorok aktivációs mechanizmusainak alternatív 

befolyásolásán alapul, amelynek lényege a sejtmembránok mikrodoménjeinek – úgynevezett 

lipid raftok – és TRP fehérjék közötti hidrofób kapcsolatok megbontása. 
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2. BEVEZETÉS, IRODALMI ÁTTEKINTÉS 

2.1. A fájdalomcsillapítás rövid története 

A fájdalom talán az egyik legmeghatározóbb és legnehezebben megfogalmazható 

emberi érzet, így nem meglepő, hogy annak csillapítása már az idők kezdete óta foglalkoztatja 

az emberiséget. Az „International Association for the Study of Pain” legújabb definíciója 

szerint „egy kellemetlen szenzoros és emocionális élmény, amely tényleges vagy potenciális 

szövetkárosodással kapcsolatos, vagy ahhoz hasonlít”. A fájdalomcsillapítás történetét 

dokumentáló emlékek egészen az ókorig nyúlnak vissza, és az egyik leghíresebb ezek közül az 

egyiptomi Ebers Papyrus, amelyben számtalan korabeli betegség, gyógymód, valamint számos 

a gyógyítást átjáró vallási elem leírása található meg. Több ókori feljegyzés és gyűjtemény 

származik például a Távol-Keletről, amelyekben a korabeli Tradicionális Kínai Orvoslás 

(TCM) alapjairól (pl. Jin és Jang elmélet) valamint a módszereiről (pl. köpölyözés, 

akupunktúra), azonban megjegyzendő, hogy a TCM egyes tanai és módszerei a mai alternatív 

medicina gyakorlatának szerves részét képezik.  

A XIV. században készült Codex Ayasofya összefoglalta a kor orvosi ismereteit, 

gyógynövényekkel kapcsolatos információkat és a gyógyítás során alkalmazott anyagokat. A 

következő nagy lépést Friedrich Sertürner munkája jelentette, aki 1817-ben elsőként izolálta a 

mákból (Papaver somniferum) származó ópiumból a morfiumot, amely később teret nyitott a 

ma is használatos major analgetikumok fejlesztésének. Szintén még a XIX. században történt 

újabb felfedezések indították útjára az NSAID-ok fejlesztését, hiszen 1897-ben Felix Hoffmann 

a Bayer gyógyszergyár munkatársa kémiai szintézis útján előállította az acetilszalicilsavat. Ezt 

az áttörést követte a további NSAID-ok fejlesztése az 1950-es évektől kezdődően. Manapság 

számos új hatásmechanizmusú gyógyszerjelölt fejlesztése zajlik, amelyek egy része a 

klasszikus farmakológiai megfontolásokat követi, azonban egyre inkább teret nyernek a 

fájdalomérzet kialakulásában szerepet játszó receptorok és érzőideg-végződések alternatív 

befolyásolási lehetőségei is. 
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2.2. A fájdalom élettana 

A szövetek épségét, mechanikai, kémiai és termikus ingerek károsíthatják, amelyek a 

specializált magas ingerküszöbű szabad idegvégződéseket, az úgynevezett nociceptorokat 

aktiválják. Ez az elnevezés Sherringtontól származik és a latin nocere (ártani, károsítani) igéből 

eredeztethető. A nociceptorok megtalálhatóak a bőrben, bőr alatti szövetekben, csontokban, 

izmokban, fogbélben, savós hártyákban, illetve számos egyéb helyen a szervezetben. 

Érzékenységük alapján megkülönböztetünk egyfajta ingerrel aktiválható (unimodális) és 

többfajta ingerrel aktiválható (polimodális) nociceptorokat. Mielinizáltság alapján pedig 

megkülönböztetjük az Aδ, illetve C-rostokat. Előbbiek vékony velőshüvellyel rendelkeznek és 

lassan vezető (átlagosan kb. 15 m/s) rostok, amelyek végződéseit leginkább intenzív 

(fájdalmas) mechanikai behatások és forró hőmérséklet aktiválja. Utóbbiak pedig vékony, 

mielinhüvellyel nem rendelkező még lassabban (átlagosan 1 m/s) vezető rostok. A C-rostok 

egyik szubpopulációját alkotják a polimodális nociceptorok, amelyek mindhárom ingertípussal 

aktiválhatóak, és egy részükben proinflammatorikus neuropeptidek termelődnek, mint pl. a P 

anyag (Substance P), vagy a kalcitonin gén rokon peptid (CGRP), amelyek aktivációt követően 

szabadulnak fel az idegvégződésből és okoznak lokálisan úgynevezett neurogén gyulladást. Az 

aktivált nociceptorokból származó ingerület az elsőrendű fájdalomrostok révén jut be a hátsó 

gyöki ganglionokba (Dorsal Root Ganglia – DRG) (I. neuron). Innen a centrális nyúlványok 

belépnek a gerincvelő szürkeállományába, ahol egy részük átkapcsolódik projekciós 

neuronokra (II. neuron) és a lateralis tractus spinothalamicus-ban a thalamus-ig szállítja az 

ingerületet, ahonnan a III. neuronra történő átkapcsolódás után a thalamocorticalis idegi 

kapcsolatok révén a fájdalomérzet a kéregben tudatosul (2,3). 

  



5 

 

2.3.  A kapszaicin kutatás története 

A Capsicum fajokból készült alkoholos kivonatok már évszázadok óta szerves részét 

képezik az etnomedicina gyógyszerkincsének, hiszen tapasztalati úton megszerzett információk 

alapján étvágyjavító, bőrvörösítő és fájdalomcsillapító hatással rendelkeznek és mindmáig 

használatosak a magisztrális gyógyszerkészítésben, mint a VIII. Magyar Gyógyszerkönyvben 

hivatalos alapanyag (Capsici tinctura normata Ph. Hg. VIII.). Hőgyes Endre 1878-ban igazolta, 

hogy a részleges tisztaságú kapszaicin (CAPS) kivonat viszonylag szelektíven képes aktiválni 

a szenzoros idegvégződéseket (4). A CAPS-nel kapcsolatos farmakológiai kutatások Hőgyes 

megfigyelését követően háttérbe szorultak a XIX-XX. század vegetatív idegrendszerre ható 

szerekkel kapcsolatos kísérletei miatt, így csak mintegy bő hetven évvel később Jancsó Miklós 

foglalkozott újra a CAPS-nel és írta le, hogy nagyobb dózisokat alkalmazva tartós 

deszenzitizáció váltható ki kémiai irritánsokkal szemben (5). 10 évvel később Jancsó Miklós 

halálát követően felesége Jancsó-Gábor Aranka és közvetlen munkatársa Szolcsányi János 

közölte azokat az eredményeket, amelyben leírták, hogy ortodrómos-, vagy antidrómos 

ingerlést követő plazma protein extravazáció gátolható idegi denervációval, illetve CAPS 

deszenzitizációval. A kísérletek eredményeiből azt a következtetést vonták le, hogy a 

gyulladáskeltő anyagok kapszaicin-szenzitív érzőideg-végződésekből szabadulnak fel (6,7). 

További kísérleteik nyomán vetődött fel először egy specifikus CAPS receptor létezésének az 

ötlete, amelynek sematikus szerkezetéről két cikkben számoltak be (8,9). A következő néhány 

évtizedben sorra jelentek meg a közlemények a CAPS-nel kapcsolatban, amelyekben leírták, 

hogy nem-kolinerg nem-adrenerg mechanizmusok játszanak szerepet a hatásban, valamint 

megalkották a kapszaicin-szenzitív idegrendszer fogalmát, amely elmélet igazolást nyert a 

gyulladáskeltő neuropeptidekkel – pl. CGRP, P anyag - kapcsolatban (10,11). Újabb fejezetet 

nyitott meg az első CAPS antagonista vegyületek szintézise, illetve egy másik vanilloid 

szerkezetű anyag, a reziniferatoxin (RTX) hatásának vizsgálata (12,13). Ekkoriban azt 

feltételezték, hogy két vanilloid receptor létezik, azonban Michael Jerry Caterina és 

munkatársai 1997-ben klónozták a CAPS receptort (14), amelyet először Vanilloid 1 

receptornak neveztek el, majd később a szerkezet alapján a TRP ioncsatorna családba, azon 

belül a Vanilloid alcsaládba sorolták, mint első tagot és így kapta a TRPV1 nevet. 
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2.4. A kapszaicin érzékeny idegvégződések működése 

A kapszaicin-érzékeny érzőideg-végződések hármas funkcióval rendelkeznek. Az első 

fontos funkció, hogy aktiválódásakor a klasszikus afferens mechanizmus révén a képződött 

ingerület eljut a központi idegrendszerbe, ahol kialakul a nocicepció. A második funkció egy 

lokális efferens hatás, az aktiváció intracelluláris Ca2+ szint emelkedést eredményez, ami a 

tárolt peptidmediátorok (CGRP, P anyag) felszabadulásához vezet, amelyek pedig plazma 

protein extravazációval, vazodilatációval, gyulladásos sejtek aktivációjával váltanak ki 

neurogén gyulladást a beidegzett területen. A harmadik, egy szisztémás efferens funkció, az 

aktiváció után az idegvégződésekből ugyanis szomatosztatin is felszabadul, ami a szisztémás 

keringésbe jutva a test távolabbi pontjain is szisztémás gyulladásgátló és fájdalomcsillapító 

hatást fejt ki. Az érzőideg-végződések e hármas funkcióját szenzokrin működésként definiálták 

(15). 

2.5. A Tranziens Receptor Potenciál ioncsatornák 

A TRP fehérjék alkotják az egyik legnagyobb ioncsatorna családot, amelynek eddig 

emlősökben 28 tagját (emberben 27) azonosították. Az ide tartozó kation csatornákat hét alcsaládba 

lehet besorolni a szerkezeti és szekvencia homológia alapján (16): TRPC (“Canonical”), TRPV 

(“Vanilloid”), TRPM (“Melastatin”), TRPP (“Polycystin”), TRPML (“MucoLipin”), TRPA 

(“Ankyrin”), és TRPN (”NO-Mechano-Potential C”). Cosens és Manning 1969-ben írta le, hogy 

Drosophila melangoster egy mutáns törzsében a fotoreceptorok tranziens aktivitást mutatnak, 

majd később az elektroretinográfiás vizsgáltok alapján nevezték el ezeket a fotoreceptorokat 

TRP csatornáknak. Ezt követően felfedezték, hogy a kérdéses receptor a TRPL alcsaládba 

tartozik. Később Michael Jerry Caterina és munkatársai klónozták és karakterizálták a TRPV1 

receptort (14). A TRP család tagjai többnyire nem-szelektív kationcsatornák, azonban bizonyos 

altípusok kiemelt szelektivitást mutatnak főként Ca2+, kisebb részben Mg2+ ionok iránt. Az 

ioncsatornák hat transzmembrán (TM) doménnel rendelkeznek (S1-S6), általában funkcionális 

tetramer formában képeznek működési egységet, és az ionok számára átjárható pórus az ötödik 

és a hatodik domén közötti hurok régióban található. A membránfehérjék N-, illetve a C-

terminális végződése intracellulárisan helyezkedik el, melyeken jellegzetes funkciójú, jól 

ismert molekuláris struktúrák találhatóak meg. Ide sorolandó többek között az ismétlődő 

ankirin domén (Ankyrin Repeated Domain, ARD), a TRP domén, az EF-kéz struktúrák, illetve 

egyéb jellemző képletek (16). 
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2.6. A TRPV1 szerkezete és funkciója 

A CAPS receptor néven is ismert fehérje a TRP család többi tagjához hasonlóan hat 

transzmembrán régióval rendelkezik, az ionok számára átjárható pórus az S5 és S6 szegmens között 

formálódik, melyhez kapcsolódik az S1-4 TM szakasz. Megtalálható benne a 23-25 aminosavból 

álló TRP domén, mely az S6 TM régió után helyezkedik el. Intracellulárisan található az N- és C-

terminális vége is, illetve az N-terminális fontos részét képezi az alcsaládra jellemző hatelemű 

ARD, amelynek funkcionális szerepe is van. A TRPV1 elsősorban a primer szenzoros 

neuronokon expresszálódik, de megtalálható számos extraneuronális szövetben is, mint pl. a 

keratinocitákban, hízósejtekben és a gasztrointesztinális rendszerben (16). A TRPV1 receptor 

működését számos endogén és exogén anyag szabályozza. Az exogén agonistái közül a 

legfontosabbak a vanilloid szerkezeti elemet tartalmazó molekulák - a CAPS illetve a RTX 

(13,17) – amelyek az S3 és S4 transzmembrán régiók közötti úgynevezett „vanilloid-zsebbe” 

(S505-T550) kötődnek. További fontos aminosavak a CAPS szempontjából a T511, S512 és 

W549, az RTX szempontjából pedig az M547. Egy másik növénycsaládból, az Allium fajok 

közé tartozó fokhagymából származó allicin is aktiválja a TRPV1-et az N-terminális C157-es 

pozícióján keresztül. A növényi csípős anyagokon kívül számos állati toxin (pl. skorpiók és 

pókok mérgei) is TRPV1 aktivációt vált ki. Az exogén vegyületeken túl számos endogén anyag, 

illetve fizikokémiai változás is képes aktiválni a csatornát. Az endokannabinoidok közé tartozó 

anandamid, N-arachidonil-dopamin valamint a nem kannabinoid N-oleoildopamin aktiválják a 

receptort, akárcsak az arachidonsav és egyéb zsírsav metabolitok. A fizikokémiai paraméterek 

közül az egyik legfontosabb a magas hőmérséklet (>43 ºC), illetve az alacsony pH (<6) (14). 

Mindkét paraméter változása az S5-S6 pórusformáló TM régió extracelluláris részén aktiválja 

a receptort. A hőmérséklet érzékelésében a kritikus aminosavak az N628, N652 és Y653, míg 

a protonok érzékelésében az E600 és E648 vesz részt (18). Az agonistákon túl fontos szerep jut 

a TRPV1 antagonistáknak is, amelyek közül említésre méltó a ruténium vörös, amely nem 

specifikus gátlószer, a Tetradium daniellii-ből izolált pellitorin, valamint a specifikus gátló – a 

CAPS szerkezet alapján szintetizált – kapszazepin (19,20). További fontos antagonista hatással 

rendelkező anyagok az endogénen megtalálható lipid mediátorok a rezolvinok (21). 
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2.7. A TRPA1 szerkezete és funkciója 

A TRPA1 receptor elsősorban a DRG-ben és a trigeminális ganglionban (TG) fordul elő 

(22), de megtalálható extraneuronálisan is a keratinocitákban (23), illetve az enterokromaffin 

sejteken (24). A TRPA1 és TRPV1 kb. 30 %-ban ko-expresszálódik a kapszaicin-szenzitív 

szenzoros idegekben és elsősorban a fájdalom érzékelésben van szerepe (25). A receptor 

szerkezetével és a funkciót befolyásoló vegyületekkel kapcsolatos kutatások sok kihívást 

jelentenek, ugyanis a TRPA1 szerkezete fajonként bizonyos mértékben eltérő (26). Jellegzetes 

szerkezeti elem a 14-18 elemből álló ARD, amely több, a csatorna aktiváció szempontjából 

fontos kötődési helyet biztosít (27). A TRPV1-hez hasonlóan exogén és endogén ligandok is 

képesek aktiválni a TRPA1-et, az exogén agonisták jelentős része kémia irritáns, pl. az allil-

izotiocianát, a formaldehid, az allicin, a fahéjaldehid és a mentol (28,29). Az endogén agonisták 

közül számos vegyület gyulladásos folyamatok eredményeképpen képződik, pl. a metilglioxál, 

hidrogén-peroxid vagy a 4-hidroxi-nonenal (30). Ezeken a ligandumokon kívül TRPA1 

aktivációt vált ki az alacsony hőmérséklet (<17 ºC), valamint mechanikai ingerek is, amely 

alapján mechanoszenzitív receptornak is szokták nevezni a TRPA1-et (22,31). Az antagonista 

hatású vegyületek közül említést kell tenni a HC-030031-ről, az SZV-1287 vegyületről, amely 

egy komplex hatásmechanizmusú, TRPA1/TPRV1 antagonista és szemikarbazid-szenzitív 

amin-oxidáz hatással rendelkező anyag (32,33). 

2.8.  A sejtmembrán szerkezete és a lipid raft modell 

A sejtmembránok klasszikus fluid-mozaik modelljét Singer és Nicolson publikálta 

1972-ben (34). Az elmélet szerint a membránok alkotóelemei, pl. a foszfolipidek, glikolipidek 

és koleszterin a termodinamika törvényszerűségeinek megfelelően egyenletesen, a fehérjék 

pedig random módon helyezkednek el a membránban. A vázat a foszfolipid kettősréteg alkotja, 

amely molekuláinak a hidrofil fej része a vizes fázisok felé, a hidrofób farki része pedig a 

membrán belseje, azaz a másik lipofil réteg felé orientálódik, így alakítva ki egy a vízoldékony 

vegyületek számára átjárhatatlan gátat. A membránfehérjék a külső, vagy a belső felszínen 

helyezkednek el, egyes esetekben azonban többé-kevésbé bemerülnek a membránba (integráns 

membránfehérjék), illetve teljesen át is érhetik (transzmembránfehérjék) azt (35). 

  



9 

 

Ez a modell igazolást nyert több strukturális és biokémiai vizsgálat által, azonban azt a 

tényszerűséget nem tudta magyarázni, hogy egyes fehérjék egyenlőtlenül oszlanak el a 

sejtmembrán felszínén. Ennek magyarázatára alkotta meg Simons és Ikonen az úgynevezett 

lipid raft elméletet (36), amely szerint a membránokban megtalálhatóak speciális felépítésű és 

rendezettségű mikrodomének, az úgynevezett lipid raftok vagy lipid tutajok. Ezek a raft régiók 

koleszterinben, szfingolipidekben és gangliozidokban gazdagok, és ezek elhelyezkedése a 

membránon belül változó. Az extracelluláris oldal szfingomielinekben és 

glikoszfingolipidekben gazdag, míg az intracelluláris oldalon inkább glicerofoszfolipidek 

helyezkednek el. A koleszterin – mint a struktúra integritásáért felelős fő komponens – 

egyenletes elosztottságot mutat (36). Ez a nagy fokú strukturális szervezettség eredményezi azt, 

hogy a raft régiók eltérő fizikai-kémiai tulajdonságokkal rendelkeznek a membrán egyéb 

régióihoz képest. Ilyen jellegzetes tulajdonság pl. az, hogy nem ionos detergensekben (pl. 4 ºC-

on Triton-X100 detergensben) oldhatatlanok. Ez a tulajdonság azonban megszüntethető a fő 

alkotóelem a koleszterin depletálásával, ami a lipid raftok széteséséhez vezet (37). 

2.9. A lipid raftok élettani és patológiai szerepe 

A lipid raftok számos funkciót töltenek be a szervezetben, pl. szabályozzák a 

membrántranszport folyamatokat, befolyásolják az immun-, a kardiovaszkuláris-, valamint az 

idegrendszer megfelelő működését (38). Ezen kívül számos gyulladásos folyamatban is 

regulátor szereppel bírnak, ezért Miller és munkatársai bevezették az „inflammaraft” fogalmát 

(39). Bizonyított továbbá, hogy számos ioncsatorna, köztük több TRP receptor (40–42), 

valamint számos malignus daganattípussal összefüggésbe hozott fehérje is a raft régiókban 

helyezkedik el (38) A lipid raftok egy speciális altípusát alkotják a kaveolák, amelyek 

jellegzetes morfológiájú, kaveolin tartalmú membránelemek. A kaveoláknak jelentős szerepük 

van az endocitózis folyamatában, amelyről leírták, hogy többek között számos patogén sejtbe 

történő penetrációjában vesznek részt. A patogének bejuttatásán túl azonban terápiás 

lehetőségeket is rejt a kaveolák működése, hiszen akár nagymolekulájú gyógyszeranyagok 

célba juttatása is megvalósítható ezeken keresztül (43). 
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 Egy másik speciális altípusba a ceramidban gazdag régiók tartoznak, amelyek 

elsősorban a szfingomielináz enzim (SMáz) hatására jönnek létre, méretük változatos, néhány 

nanométertől egészen mikrométeres tartományig terjed (44). Funkciójukat tekintve a 

membránreceptorok klaszterizációjában van szerepük, pl. a CD40/CD40 ligand, illetve 

CD95/CD95 ligand jeltátvitali folyamatait szabályozzák (44). További speciális csoportot 

képeznek a gangliozidokban gazdag raftok, amelyek többek között a különböző toxinok sejtbe 

történő bejutásában, valamint az Alzheimer betegség molekuláris patomechanizmusában 

játszanak szerepet (45) 

2.10. A lipid raftok farmakológiai vizsgálata 

A lipid raftok farmakológiai vizsgálata az elmúlt évtizedben jelentős szerepet töltött be 

az alapkutatásokban, és ezek középpontjában a raft régiók integritásának megbontása áll, 

amellyel számos jelátviteli út, valamint receptor aktivációja vizsgálható. A raft régiók 

megbontására alapvetően két mechanizmust különböztethetünk meg, az egyik az alkotóelemek 

lebontása, míg a másik a felépülés gátlása. A leginkább tanulmányozott mechanizmus a lipid 

raft kutatásban a koleszterin depléciója, amelyre általában metil-β-ciklodextrint (MCD) 

alkalmaznak, amely zárványkomplexet képez a koleszterinnel. A raftok szfingomielin tartalma 

is elbontható enzimatikusan SMáz-zal, ami foszfokolinná és ceramiddá alakítja a 

szfingomielineket. Az alkotóelemek felépítését gátló szerek közül kísérletesen a szfingolipidek 

szintézisét gátlókat alkalmazzák. Ide tartozik a myriocin (Myr), amely a szerin-palmitoil-

transzferáz enzimet – ez a sebességmeghatározó lépése a szfingolipid szintézisnek – gátolja. A 

lipid raftokkal kapcsolatos kutatások jelentős része in vitro rendszerek alkalmazásával történt, 

és leginkább az MCD hatását vizsgálták, azonban az eredmények több esetben is 

ellentmondásosak. Liu és munkatársai leírták, hogy az MCD kezelés hatására nem módosul a 

hő által kiváltott TRPV1 aktiváció transzfektált humán embrionális vesesejteken (human 

embryotic kidney 293 - HEK293) (46), azonban gátlódnak a protonok és CAPS által kiváltott 

áramok DRG neuronokon (40). Vizsgálták egyéb ligandok, pl. a 3[H]RTX TRPV1 receptorhoz 

való kötődését is, azonban ezt nem befolyásolta a koleszterin depléciója. Az MCD hatását 

vizsgálták egyéb TRP ioncsatornák aktivációjára is, Startek és munkatársai bizonyították, hogy 

MCD kezelés hatására csökken a TRPA1 receptornak a hideg ingerek, illetve bakteriális 

endotoxin általi aktivációja, azonban a membránon belüli expressziója változatlan marad 

(47,48). Hasonló hatásokat írtak le később a SMáz enzimmel is (49). 
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Kutatócsoportunk is leírta, hogy in vitro körülmények között az MCD, SMáz illetve 

Myr előkezelés hatására a CAPS és RXT által kiváltott TRPV1 aktiváció gátolható a receptort 

stabilan expresszáló kínai hörcsög ovárium (Chinese Hamster Ovary - CHO) sejteken, valamint 

primer szenzoros neuron tenyészeten egyaránt (41,42). Szintén kutatócsoportunk írta le, hogy 

egy karboxamido-szteroid vegyület (C1) – amit a Pannon Egyetem Szerves Kémiai Intézetében 

szintetizáltak számunkra – az MCD-hez hasonló gátló hatást fejt ki a TRPV1 aktivációjára, 

azonban 1000-szer kisebb koncentrációban (50,51). Az in vitro vizsgálatokon túl csupán 

néhány állatkísérletes adat van a lipid raftok fájdalomban betöltött szerepéről és ezek is 

leginkább a különböző ciklodextrin származékokkal foglalkoznak. Sauer és munkatársai írták 

le, hogy random-metilált-β-ciklodextrinnel (RAMEB) történő lokális vagy szisztémás 

előkezelés csökkenti a komplett Freund-adjuváns kiváltotta termális allodíniát és mechanikai 

hiperalgéziát patkányokban (52). Az MCD hatékonyan csillapítja a hiperalgéziát az RTX által 

kiváltott neuropátia egérmodelljében (53), valamint prosztagalndin E2 adását követően 

patkányokban (54). A gangliozidok szerepét is vizsgálták in vivo, a gangliozid GT1b 

intraplantaris injekciója nociceptív válaszokat váltott ki és fokozta a formalin indukálta 

fájdalomreakciót, azonban a szialidáz enzim – amely elbontja szialil rezidumokat a 

gangliozidokból - beadását követően csökkenti a kialakuló fájdalomreakciót (55). 
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3. CÉLKITŰZÉSEK 

A neuropátiás fájdalom kezelése mindmáig nem kielégítő, hiszen az alkalmazott 

gyógyszerek többsége hosszú távú alkalmazás esetén súlyos mellékhatásokat okoz és/vagy nem 

biztosít megfelelő klinikai hatékonyságot. Ennek oka, hogy a kapszaicin-érzékeny érzőideg-

végződések farmakológiai befolyásolása számos nehézségbe ütközik többek között azért is, 

mert a klasszikus receptor-antagonista megközelítéssel nem tudtak eddig olyan hatóanyagot 

kifejleszteni, amelynek a kockázat/mellékhatás (pl. hipertermia, hőérzékelési zavarok), illetve 

előny aránya megfelelő klinikai hatékonysággal társult volna. Éppen ezért van szükség olyan 

új, alternatív farmakológiai lehetőségek kutatására, mint pl. a TRP receptorok lipid raftokon 

keresztüli befolyásolása, amely egy új irányt nyithat meg a fájdalomcsillapítók fejlesztésében. 

Munkám során ezért a következő általános célokat tűztem ki: 

1. A lipid raft diszrupció hatásának vizsgálata a sejtmembrán polaritására és 

fluiditására 

2. Szfingolipid depléció hatásának vizsgálata a TRPV1 és TRPA1 ioncsatornák 

aktiválhatóságára in vivo 

3. Koleszterin depléció hatásának vizsgálata a TRPV1 és TRPA1 ioncsatornák 

aktiválhatóságára in vivo 
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4. KÍSÉRLETI MODELLEK ÉS VIZSGÁLATI MÓDSZEREK 

4.1.  Fluoreszcencia spektroszkópia 

A 6-dodekanoil-N,N-dimetil-naftilamin (Laurdan) egy széles körben elfogadott és 

alkalmazott fluoreszcens festék, amely alkalmas mind biológiai, mind modell membránok 

tanulmányozására (56). Alkalmazásával mind a membránok polarizáltsága, mind a fluiditása 

vizsgálható. A mintapreparáció során natív CHO sejteket inkubáltunk lipid raft károsító 

anyaggal (30 mU SMáz, 100 nM Myr, 10 mM MCD, 100 µM C1 – extracelluláris oldatban 

(ECS) oldva) vagy ECS-sel 45 percig, illetve a Myr esetében 24 óráig 37 ºC-on. Ezt követően 

a sejteket háromszor mostuk steril foszfáttal pufferelt fiziológiás sóoldattal (PBS), majd 40 µM 

koncentrációjú Laurdan (ECS-ben) oldattal inkubáltuk őket 40 percig 37 ºC-on. Ezután 

háromszor mostuk a sejteket steril PBS-sel, majd felvettük a sejteket 1 ml steril PBS-ben. A 

méréseket FL3-2iHR spekrofluoriméterrel (HORIBA Jobin-Yvon NanoLog) 4 mm-es 

úthosszúságú kvarcküvettákban (Hellma 104F-QS) végeztük rögzített, 20 ºC-os hőmérsékleten. 

4.1.1. Membránpolaritás vizsgálata 

A membrán polaritására – ami ellentétben a sejtbiológiai polaritással a fluoreszcens 

spektroszkópiában a foszfolipid kettősrétegbe beépülő poláros vízmolekulák arányától függ - a 

Laurdan gerjesztési és emissziós spektrumainak változásából következtethetünk, amelyek 

összefüggésben vannak a membrán aktuális hidratáltsági szintjével, vagyis a rendezett (liquid 

ordered – alacsonyabb víztartalmú) és rendezetlen (liquid disordered – magasabb víztartalmú) 

fázisok arányával (57). A gerjesztési spektrumok felvételekor 300 és 420 nm között, míg az 

emissziós spektrumok esetén 380 és 600 nm között változott a hullámhossz. 

4.1.2. Membránfluiditás vizsgálata 

A membránfluiditás vizsgálatához az emissziós spektrum 410-540 nm közötti 

tartományának 14 lecsengési görbéjét (λ = 10 nm) vettük fel, amelyekből 4 exponenciális 

illesztéssel nyertük ki az élettartam és pre-exponenciális értékeket. Az így előállított tiszta 

lecsengések szolgáltak a további paraméterek meghatározásának alapjául. Az első vizsgált 

paraméter az általánosított polarizáció (GP), amely információt ad a spektrális (kék és vörös 

irányú) eltolódásról, ami összefüggésben van a membránba beépülő vízmolekulák arányával 

(58). 

 



14 

 

A második vizsgált paraméter GP súlypontjának változását jellemző sebességi 

komponens (Center of Gravity - CoG), amely az oldószer-relaxációról, vagyis a Laurdan körüli 

membránban lévő vízmolekulák forgási mozgékonyságáról ad információt, amelyet gyakran a 

membránviszkozitással azonosítanak. A harmadik vizsgált paraméter pedig az emisszió 

spektrális maximumán (450 nm) időbontott polarizációs mérésekkel meghatározott anizotrópia 

lecsengésből származtatott rotációs élettartam (𝜏rot) ami pedig Laurdan molekulák foszfolipid 

kettős rétegben való mozgékonyságáról, azaz a membránban való bezártságáról nyújt 

információt (59,60). Ezeknek a paramétereknek a külön-külön történő interpretációja a Laurdan 

molekulák membránban való viselkedését jellemzik, összességében pedig a membrán 

fluiditásáról adnak információt. Megjegyzendő azonban, hogy a fluoreszcens spektroszkópiai 

módszer nem alkalmas a plazmamembrán szelektív vizsgálatára, hiszen a belső és külső 

membránrendszerek nem különíthetőek el egymástól, azonban a Laurdan molekulák mindkét 

membránrendszerben megjelennek (61). Éppen ezért a kapott eredmények kiértékelését 

kvalitatív módon végeztük el, a változás irányából relatív következtetések vontunk le. 

4.2. CAPS-kiváltotta akut kemonociceptív reakció modell 

Vizsgálatainkban CAPS oldatot (20 µL, 30 µg/mL) cseppentettünk az állatok jobb 

szemébe, majd egy üvegkalitkába helyezve őket 1 percen keresztül számoltuk a szemtörlések 

számát (62). Az értékelésnél csak az egy manccsal történő törléseket vettük figyelembe, a 

mosakodó, illetve két manccsal történő mozdulatok kizárásra kerültek. A CAPS oldat adását a 

kísérlet második és harmadik órájában is megismételtük. 

4.3.  RTX-indukálta termális allodínia és mechanikai hiperalgézia modell 

Az ultrapotens, szelektív TRPV1 agonista RTX (20 µL, 0,1 µg/mL) jobb hátsó talpba 

injektálásával akut neurogén gyulladásos választ váltottunk ki, amelyben perifériás 

mechanizmusok révén termális allodínia, komplex perifériás és centrális mechanizmusok révén 

pedig mechanikai hiperalgézia alakul ki (63). A mérést megelőzően két egymást követő napon 

kondicionáló vizsgálatokat végeztünk a hőküszöb meghatározására emelkedő hőmérsékletű 

forró lap segítségével (Hot Plate, IITC Life Science, Woodland Hills, CA, Egyesült Államok), 

illetve a mechanikai fájdalomküszöb meghatározására Dinamikus Plantaris Eszteziométer 

(DPA, Ugo Basile, Comerio, Olaszország) segítségével. A vizsgálat során az RTX injektálását 

követően a 10., 20., és 30. percekben hőküszöb vizsgálat történt, majd a 30., 60. és 90. 

percekben mechanikai fájdalomküszöb meghatározásra került sor (64). 
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4.3.1. Emelkedő hőmérsékletű forró lap (Hot Plate) 

A vizsgálandó állatokat egy melegíthető fém lapra helyeztük, amelyre egy műanyag 

kalitkát illesztettünk. A kontroll vizsgálatok során 35 ºC-ról indítva 12 ºC/perc sebességgel 

emeltük a hőmérsékletet (maximum 53 ºC-ig) addig, amíg az állatok nocifenzív viselkedést 

mutattak (hátsó láb nyalása, felemelése, rázása), ekkor leállítottuk a készüléket és feljegyeztük 

a hőmérsékletet, amely megfelelt a hőküszöbnek. Az RTX adását követően a mérést 25 ºC-ról 

indítva 12 ºC/perc sebességgel végeztük. 

4.3.2. Dinamikus Plantaris Eszteziométer (DPA) 

A vizsgálat során az állatokat egymástól elválasztva, egymás felé átlátszatlan, de a 

kísérletező felé átlátszó műanyag kalitkákba helyeztük egy rácsra, ahol az állatok szabadon 

mozoghatnak. A DPA egy tompa végű tűvel felszerelt tükrös manipulátor, amelynek 

segítségével pontosan az állat hátsó talppárnáját stimuláltuk, így fejtve ki mechanikai erőhatást 

(max. 10 g, 2,5 g/s sebességű tű emelkedéssel). A mechanonociceptív küszöb elérésekor, vagyis 

amikor az állat elhárító reakciót mutat – tehát elhúzza a lábát – a digitális számláló megáll és 

az érték a kijelzőről grammban leolvasható. A mérések során minden esetben az állatok jobb 

lábát vizsgáltuk, a bal láb önkontrollként szolgált. 

4.4. Formalin-kiváltotta akut gyulladásos fájdalom modell 

A modellben a TRPA1 aktiváló formalint (20 µL, 2,5 %) injektáltunk az egerek jobb 

hátsó lábába, majd a kialakuló fájdalomreakció (kezelt láb rágása, nyalása, emelve tartása, 

rázása) idejét mértük két fázisban, 0-5 perc között, valamint 20 és 45 perc között. Az első fázis 

a TRPA1 receptorok közvetlen kémiai ingerlése által közvetített fájdalomhoz kötött, amelyet 

egy 10-15 perc hosszúságú fájdalommentes periódus követ, majd a második fázisban a 

perifériás neurogén gyulladásos folyamatok tartják fent a fájdalmat (65,66). 
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4.5. Etikai vonatkozások 

A CAPS kiváltotta akut kemonociceptív reakció vizsgálatához 12-16 hetes hím 

C57BL/6, míg az RTX indukálta termális allodínia és mechanikai hiperalgézia, valamint a 

formalin által kiváltott akut gyulladásos fájdalom modellhez azonos korú és nemű NMRI 

egereket használtunk. Az állatokat a Pécsi Tudományegyetem Általános Orvostudományi Kar 

Farmakológiai és Farmakoterápiai Intézetének állatházában tenyésztettük és tartottuk. 

Vizsgálati módszereink és eljárásaink minden tekintetben megfelelnek az állatkísérletek 

végzéséről szóló 1998/XXVIII. számú kormányrendelet előírásainak, valamint az Európai 

Parlament irányelveinek (2010/63). A Pécsi Tudományegyetem állatkísérletekkel foglalkozó 

Etikai Bizottsága a kísérleti protokollokat jóváhagyta (Engedélyszám: BA02/2000-45/2020). 

Minden kísérlet során 4 csoportot alkalmaztunk, amelyből kettő (fiziológiás sóoldattal/dimetil-

szulfoxiddal (DMSO) kétszer kezelt és anyaggal, majd fiziológiás sóoldattal kezelt) 

kontrollként szolgált a szúrás okozta, illetve az anyag önálló hatásaként esetlegesen fellépő 

fájdalom vizsgálatára. A statisztikai analízishez a két azon vizsgálati csoportot vettük alapul, 

ahol az állatok fiziológiás sóoldatot vagy anyagot kaptak előkezelésként, majd kezelésként 

irritáns beadása történt. A Myr esetében még egy csoportot alkalmaztunk, ahol a DMSO 

egyszeri és kétszeri adását hasonlítottuk össze annak érdekében, hogy a DMSO előkezelés 

okoz-e bármilyen szignifikáns deszenzibilizáló hatást az állatoknál. 

4.6.  Statisztikai analízis 

Eredményeinket minden esetben átlag ± SEM értékben adtuk meg, amelyek legalább 6-

os elemszámú állatkísérletekből kerültek kiszámításra. A kiértékeléshez minden vizsgálat 

esetén ismételt méréses kétutas varianciaanalízis (ANOVA – analysis of variance) módszert 

használtunk Bonferroni post hoc teszttel kiegészítve. Szignifikánsnak tekintettünk minden 

olyan eredményt, amely meghaladta a p<0,05-ös értéket. Az állatkísérletek statisztikai 

analíziséhez a GraphPad Prism 8 szoftvert használtunk. A fluoreszcens spektroszkópiai 

vizsgálatok során 2-es elemszámmal dolgoztunk, a mintákat minden esetben összevontuk a 

mérési előírásoknak megfelelően, az adatokat pedig OriginPro 8.5 szoftverrel értékeltük. 

  



17 

 

5. EREDMÉNYEK 

5.1.  A lipid raftok integritásváltozásának vizsgálata a sejtmembrán 

polaritására és fluiditására 

5.1.1. A szfingomielináz és myriocin hatása a membránpolaritásra 

A membránpolaritás vizsgálatakor felvett gerjesztési (300-420 nm között) és emissziós 

(380-600 nm között) spektrumok a 30 mU SMáz kezelés hatására csak minimálisan változtak. 

A 100 nM Myr kezelés azonban jelentősen és a teljes hullámhossz tartományban megváltoztatta 

a gerjesztési és emissziós spektrumokat, amelyből arra lehet következtetni, hogy megváltozott 

a membránpolaritás és a mikrokörnyezet – zártabbá vált a membrán – a kezeletlen (kontroll) 

mintához képest. 

5.1.2. A lipid raft diszrupció hatása a membránfluiditásra 

Az általános polarizáció meghatározásához a kezelt (30 mU SMáz, 100 nM Myr, 10 

mM MCD és 100 µM C1) és kezeletlen mintákból nyert fluoreszcencia lecsengés integrálásával 

kapott intenzitásértékeket vettük alapul, minden egyes esetben a saját kontrollhoz hasonlítva a 

kapott eredményeket. A Myr kivételével minden esetben megállapítható, hogy a kezelés 

hatására a GP függvények értéke csökkent, ami a színkép vörös irányba történő eltolódását 

jelenti. A vörös tartomány felé való eltolódás pedig egyértelmű bizonyítéka a membrán 

rendezett (liquid ordered) állapotából a rendezetlen (liquid disordered) fázisba való átmenetnek, 

vagyis az anyagok kisebb-nagyobb mértékben megváltoztatják a membránok 

mikrokörnyezetét. A SMáz, Myr és C1 esetében a kezeletlen mintákhoz képest emelkedést 

tapasztalható a τCoG értékekben, amely a spektrális eltolódás lassulását jellemzi, amiből arra 

következtethetünk, hogy bizonyos mértékben megnövekedett a membrán mikroviszkozitása. 

Ezzel szemben az MCD esetén jelentős csökkenés látszik a τCoG értékében, ami egyértelműen 

gyorsabb oldószer-relaxációt, vagyis csökkent mikroviszkozitást feltételez. Az oldószer-

relaxáción túl vizsgáltuk a Laurdan molekulák mobilitási tulajdonságát is, amelynek jellemző 

paramétere a τrot, amit az időbontott anizotrópia spektrumok felhasználásával számíthatunk ki. 

A τrot értékeinek változása információt ad a Laurdan membránban való forgási tulajdonságairól, 

vagyis, hogy mennyire van bezárva a molekula a membránban. A SMáz, MCD és C1 esetében 

az értékek csökkentek a kontrollhoz képest, ami gyorsabb forgást, ezáltal a Laurdan molekulák 

kisebb mértékű bezártságát jelenti, azonban a Myr esetében ezzel ellentétesen emelkedés 

tapasztalható, ami lassuló rotációt, ezáltal a membránban bezártabb Laurdan molekulákat 

feltételez. 
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5.2. Szfingolipid depléció hatásának vizsgálata a TRPV1 és TRPA1 

ioncsatornák aktiválhatóságára in vivo 

5.2.1. A szfingomielináz és myriocin hatása a kapszaicin kiváltotta akut 

kemonociceptív reakcióban 

Az 50 mU SMáz előkezelés hatására szignifikánsan csökkent a CAPS kiváltotta 

szemtörlések száma a vizsgálat első órájában a fiziológiás sóoldattal előkezelt 

kontrollcsoporttal összehasonlítva. Az 1 mM Myr előkezelés hatására szignifikáns csökkenést 

mutattunk ki a DMSO-val előkezelt csoportban a CAPS szembe cseppentését követően a 

vizsgálat első és második órájában is. A DMSO egyszeri szembe cseppentése nem okozott 

deszenzibilizáló hatást. 

5.2.2. A szfingomielináz és myriocin hatása a reziniferatoxin (RTX) indukálta 

akut termális allodíniára és mechanikai hiperalégziára 

Az RTX hatására kialakuló termális allodíniát a vizsgálat 10., 20. és 30. percében 

szignifikánsan csillapította az 50 mU SMáz előkezelés a fiziológiás sóoldattal szemben. 

Továbbá a kialakuló mechanikai hiperalgéziára is szignifikáns hatást fejtett ki az SMáz a 

vizsgálat 30. percében. Az 1 mM Myr-nal történő előkezelés a DMSO-val előkezelt csoporthoz 

viszonyítva szignifikánsan gátolta az RTX hatására kialakuló hőküszöb csökkenést a 10. és 20. 

percekben, azonban a 30. percben már nem volt hatása, továbbá nem befolyásolta egyik 

időpontban sem a kialakuló mechanikai hiperalgéziát. A DMSO egyszeri alkalmazása nem 

okozott deszenzibilizáló hatást. 

5.2.3. A szfingomielináz és myriocin hatása a formalin indukálta akut gyulladásos 

fájdalomra 

Az 50 mU SMáz előkezelés nem befolyásolta a formalin indukálta akut gyulladásos 

fájdalom I. fázisának reakcióidejét, azonban szignifikánsan csökkentette a II. fázis időtartamát 

a fiziológiás sóoldattal történő előkezeléssel összehasonlítva. Ezzel szemben az 1 mM Myr 

előkezelés nem befolyásolta egyik fázis időtartamát sem a DMSO előkezeléssel szemben. A 

DMSO egyszeri alkalmazása nem okozott deszenzibilizáló hatást. 
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5.3. Koleszterin depléció hatásának vizsgálata a TRPV1 és TRPA1 

ioncsatornák aktiválhatóságára in vivo 

5.3.1. A metil-β-ciklodextrin és a C1 karboxamido-szteroid hatása a kapszaicin 

kiváltotta akut kemonociceptív reakcióban 

Az 15 mM MCD előkezelés hatására szignifikánsan csökkent a CAPS kiváltotta 

szemtörlések száma a vizsgálat első órájában a fiziológiás sóoldattal előkezelt 

kontrollcsoporttal összehasonlítva. A 100 µM C1 előkezelés hatására szignifikáns csökkenést 

mutattunk ki a fiziológiás sóoldattal előkezelt csoporttal szemben a CAPS szembe cseppentését 

követően a vizsgálat első és második órájában is. 

5.3.2. A metil-β-ciklodextrin és a C1 karboxamido-szteroid hatása a 

reziniferatoxin (RTX) indukálta akut termális allodíniára és mechanikai 

hiperalégziára 

A 15 mM MCD előkezelés nem befolyásolta szignifikánsan az RTX hatására kialakuló 

termális allodíniát, sem pedig a mechanikai hiperalgéziát a fiziológiás kontrollcsoporttal 

összehasonlítva. A 100 µM C1 az MCD-hez hasonlóan nem volt hatással az RTX kiváltotta 

hőküszöb csökkenésre, azonban szignifikánsan csillapította a mechanikai hiperalgéziát a 

vizsgálat 60. és 90. percében. Ebben a modellben megvizsgáltuk, hogy van-e dózisfüggő hatása 

a C1-nek a termális allodíniára, ezért 500 µM-os koncentrációt is alkalmaztunk. Az 500 µM 

C1-nek azonban szintén nem volt befolyásoló hatása a hőküszöb változására, azonban 

szignifikánsan gátolta a mechanikai hiperalgézia kialakulását az összes vizsgált időpontban. 

5.3.3. A metil-β-ciklodextrin és a C1 karboxamido-szteroid hatása a formalin 

indukálta akut gyulladásos fájdalomra 

A 15 mM MCD előkezelés nem befolyásolta a formalin indukálta akut gyulladásos 

fájdalom I. fázisának reakcióidejét, azonban szignifikánsan csökkentette a II. fázis időtartamát 

a fiziológiás sóoldattal történő előkezeléssel összehasonlítva. Az MCD-hez hasonlóan a 100 

µM C1 előkezelés sem befolyásolta az I. fázis időtartamát, azonban szignifikánsan csökkentette 

a II. fázis hosszúságát. 
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6. MEGBESZÉLÉS, KÖVETKEZTETÉSEK 

A TRPV1 és TRPA1 ioncsatornák kiemelt fontosságúak számos fiziológiai és 

patofiziológiai folyamatban egyaránt (16), mégis a gyógyszerkutatás szempontjából a 

neuropátiás fájdalomban betöltött szerepük a legfontosabb. Multimodális receptor 

tulajdonságuk miatt rengeteg anyag képes befolyásolni a működésüket, azonban a klasszikus 

antagonista hatású vegyületek fejlesztése sok problémába ütközött a mellékhatások miatt (67). 

Egyedüli készítményként a 8 % kapszaicin tartalmú tapaszt (Qutenza®) alkalmazzuk terápiásan 

övsömört követő, illetve diabetes-es neuropátia kezelésére (68). Ennek a készítménynek a 

hatásmechanizmusa a TRPV1 receptor tartós deszenzibilizálódásán alapul (69). Ugyan sokat 

tudunk az ioncsatornák működéséről, de viszonylag kevés információnk van az őket körülvevő 

sejtmembránnal való kapcsolatukról.  

A membránok szervezettségének és egyes fehérjék inhomogén elhelyezkedésének új 

megközelítését nevezzük a lipid raft elméletnek (36). A lipid tutajok meghatározott 

mikrodomének, amelyek koleszterinben, szfingolipidekben és gangliozidokban gazdagok (36) 

és bizonyítottan funkcionális egységet képeznek több ioncsatornával, pl. AMPA glutamát 

receptorral, GABA receptorral, nikotinos acetilkolin receptorral, TRP ioncsatornákkal – többek 

között a PhD dolgozatom középpontjában álló TRPV1 és TRPA1 receptorokkal - (41,42,51). 

A lipid raftok befolyásolása alternatív utat nyitott meg a farmakológiai vizsgálatokban, 

amellyel mind a membránok mikrokörnyezetét, mind pedig a bennük elhelyezkedő fehérjék 

funkcionális működését vizsgálni lehet. A membránok környezetének és fluiditásának 

kísérletes megközelítésére alkalmas anyag a Laurdan fluoreszcens festék, amelynek gerjesztési 

és emissziós spektrumainak változásából következtethetünk a membrán aktuális hidratálsági 

szintjére, vagyis a rendezett (liquid-ordered) és rendezetlen (liquid-disordered) fázisok arányára 

(56). Ezen túl az időbontott emissziós spektrum lecsengési görbéjének jellemző paramétereivel 

– GP, CoG és τrot – jellemezhetjük a fluiditást (58–60). Kutatócsoportunk korábban 

bizonyította, hogy a koleszterint depletáló MCD és C1 megváltoztatja a sejtmembrán 

polaritását (42,51). Jelenlegi vizsgálatainkban a szfingomielinek hidrolízisét végző SMáz és a 

szfingolipidek de novo szintézisét gátló Myr hatásait vizsgáltuk a membránpolaritás 

változására. A SMáz esetében elhanyagolhatóan kis mértékű változás látszott a Laurdan 

gerjesztési és emissziós spektrumában, a Myr esetében azonban jelentős változás volt mindkét 

spektrum esetében a teljes hullámhossz tartományban. A Myr kezelésnél tapasztalt pozitív 

irányú spektrális elmozdulás azt jelzi, hogy a Laurdan molekulák zártabb környezetbe kerültek, 

tehát a membránkörnyezet jelentősen megváltozott. 
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A fluiditás vizsgálata során a GP értékek változása a SMáz, MCD és C1 esetében vörös 

irányú eltolódást mutatott, amelyből megállapítható, hogy a membránrendezettség a 

rendezetlenebb irányba változott. Ez megállapítás összhangban van az egyéb módszerekkel 

végzett membránvizsgálatokkal (48). A Myr esetében a GP változás a többitől eltérő, kék irányú 

eltérést mutatott, amely összhangban az előző méréssel azt feltételezi, hogy a sejtmembrán 

rendezettebb fázisba került. Ez a megfigyelés ellentétben áll azokkal az újonnan közölt 

eredményekkel, ahol két foton mikroszkópia segítségével vizsgálták a Myr hatásait (70). 5 

percig tartó 2,5 µM Myr kezelés hatására a Laurdan GP értékének jelentős csökkenése volt 

tapasztalható, azonban a szerzők megjegyzik, hogy egyéb lipidomikai analízis során emelkedett 

glicerofoszfolipid szintet mértek, amelyek bizonyos mértékben kompenzálták a Myr hatását 

(70,71). Az eredmények különbözősége feltételezhetően a koncentráció különbségből (az 

általunk alkalmazott 100 nM vs. 2,5 µM), a kezelés időtartamából (az általunk alkalmazott 24 

óra vs. 5 perc), illetve a módszer különbözőségéből adódik, hiszen a mérések egyaránt CHO 

sejtek felhasználásával történtek, azonban a két foton mikroszkópiával szelektíven a 

plazmamembrán vizsgálható, míg a fluoreszcens spektroszkópia a sejt teljes 

membránrendszeréről ad információt.  

A CoG értékek időbeli változásának sebességéből köveztethetünk a Laurdant körülvevő 

oldószer relaxációjára, amely összefüggésben áll a mikroviszkozitással. A MCD-nél tapasztalt 

csökkenés egyértelmű jele a gyorsabb oldószer-relaxációnak, ami alacsonyabb 

mikroviszkozitásra utal. A SMáz, Myr és C1 esetében azonban kisebb-nagyobb mértékű 

növekedés volt tapasztalható a τCoG értékekben a kezelés hatására, ami a spektrális eltolódás 

lassulását jelenti, vagyis megnövekedett mikroviszkozitásra utal. A SMáz esetében a 

megfigyelésünk magyarázata lehet, hogy a szfingomielinek hidrolízise során képződő 

foszfokolin és ceramid a membránban maradva lassítja az oldószer relaxációs folyamatokat 

(72,73). A Myr esetében a fent említett glicerofoszfolipid képződéssel járó folyamatok 

állhatnak a háttérben (70,71), míg a C1 esetében a koleszterinhez hasonló szerkezettel lehet 

magyarázni az oldószer relaxáció lassulását, ugyanis bizonyos szerkezeti hasonlóságok miatt 

szubsztituálhatja a koleszterint a membránban ezzel okozva a spektrális eltolódás lassulását. 
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A τrot esetében azt tapasztaltuk, hogy a SMáz, MCD és C1 kezelés hatására csökkentek 

az értékek a kontrollokhoz képest, ami egy kevésbé bezárt, tehát gyorsabban forgó Laurdan 

molekulát jelent. A Myr esetében itt is ellentétes eredményt kaptunk, amely a Laurdan 

bezártabb jelenlétére utal. A magyarázatot a SMáz esetében a szfingomielinek, illetve 

foszfokolin és ceramid közötti szerkezeti különbségek adhatják meg, a C1 esetében szintén a 

szerkezetben keresendő a magyarázat, az MCD esetében a koleszterin zárványkomplexebe 

vitele egyértelmű magyarázattal szolgál, míg a Myr esetében a glicerofoszfolipidek képződése 

magyarázhatja a megfigyeléseket. 

A strukturális-, és integritás-vizsgálatokon túl nagy jelentőséggel bír a lipid raftok 

farmakológiai befolyásolhatóságának és ezzel különböző receptorok és ioncsatornák 

aktivációjának tanulmányozása, így a TRP receptorok vizsgálata. Ugyan számos kutatócsoport 

foglalkozik a témával, a kísérletekben többnyire in vitro módszereket alkalmaznak, és az 

eredmények több esetben is ellentmondásosak. Kutatócsoportunk leírta, hogy a SMáz, Myr, 

MCD és C1 TRPV1 és TRPA1 gátló hatásokkal rendelkezik in vitro TG tenyészeten, valamint 

a receptorokat stabilan expresszáló CHO sejtvonalon (41,42,51). Dolgozatomban ezt a gátló 

hatást in vivo különböző akut fájdalom egérmodelljeiben vizsgáltam. Elsőként írtuk le, hogy a 

szfingomielinek lebontása, illetve a szfingolipidek de novo szintézisének gátlása TRPV1 és 

TRPA1 aktiváció gátló, ezáltal antinociceptív hatásokat közvetít. A SMáz előkezelés hatására 

37 %-kal, míg a Myr előkezelés hatására 41 %-kal csökkent a szemtörlések száma a CAPS-

kiváltotta akut kemonociceptív reakcióban az első órában. Továbbá a Myr a második órában is 

hatékonynak bizonyult (32%-os csökkenés), amihez hozzájárulhat a hosszan tartó és komplex 

hatásmechanizmusa is (74). Kísérleteinkben bizonyítottuk azt is, hogy a SMáz előkezelés 

szignifikánsan csökkenti az RTX által kiváltott, főleg perfiériás mechanizmusokon alapuló 

termális allodíniát, illetve a perifériás és centrális mechanizmusokat is magába foglaló 

mechanikai hiperalgéziát (63). Ezzel szemben a Myr csak a hőküszöb csökkenését tudta 

csökkenteni. A TRPA1-et aktiváló formalin esetében a jellemző kétfázisú reakcióban (65) az 

első fázis időtartamát – amely a receptorok közvetlen kémiai ingerlésének eredményeként jön 

létre - egyik anyag sem volt képes befolyásolni, azonban a második fázis idejét – amelyet 

perifériás neurogén gyulladásos mechanizmusok tartanak fenn - a SMáz a kontrollcsoporthoz 

viszonyítva 64 %-kal lerövidítette, a Myr azonban csak gyenge biológiai hatást mutatott, amely 

valószínűleg az alkalmazott oldószernek, a DMSO irritáns hatásának az eredménye. 
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Kutatócsoportunk bizonyította, hogy MCD előkezelés hatására a CAPS szembe 

cseppentésére kialakuló szemtörlések száma 32 %-kal csökkent, valamint a formalin indukálta 

TRPA1 aktiváció általi fájdalomreakció második fázisba 51 %-kal rövidült a 

kontrollcsoporthoz viszonyítva. Az RTX által kiváltott komplex mechanizmusú 

fájdalommodellben egyik paraméter csökkenésére sem fejtett ki szignifikáns gátló hatást az 

MCD. Az MCD széles körben alkalmazott vegyület a lipid raft kutatásban, azonban a 

vizsgálatok szinte kivétel nélkül in vitro rendszerekben zajlottak (40,41). Néhány állatkísérletes 

bizonyíték van az MCD és egyéb ciklodextrinek (pl. RAMEB) hatására (52,54). A saját 

kutatásom szempontjából kiemelendő Lin és munkatársai munkája, amelyben az MCD RTX-

indukálta mononeuropátia egérmodelljében kifejtett hatásait írják le (53). A szerzők kiemelik, 

hogy a TRPV1 gátló hatásban feltételezhetően a foszfatidilinozitol-4,5-biszfoszfát és a 

prosztataspecifikus savanyú foszfatáz is szerepet játszik (53).  

Korábbi in vitro eredményeinkre alapozva (42,50,51) igazoltuk, hogy a C1 in vivo is 

képes gátolni a TRPV1 és TRPA1 receptorok aktivációját, ami antinociceptív hatást 

eredményez. C1 előkezelés hatására a CAPS által kiváltott szemtörlések száma 45 %-kal 

csökken az első órában, illetve 26 %-kal a második órában a kontrollcsoporthoz viszonyítva. 

Bár a C1 nem tudta befolyásolni az RTX indukálta termális allodíniát, de jelentősen gátolta a 

mechanikai fájdalomküszöb csökkenését. A TRPA1-et aktiváló formalin hatására kialakuló 

akut gyulladásos fájdalomreakcióban a többi anyaghoz hasonlóan csak a második fázis idejét 

csökkentette 36 %-kal a kontrollcsoporthoz viszonyítva. Számos szteroid szerkezettel 

rendelkező vegyületről írták le, hogy képesek befolyásolni a TRP ioncsatornák funkcióját. A 

dehidroepiandroszteron csökkenti a CAPS által kiváltott áramokat primer szenzoros neuronon 

(75), azonban a pontos mechanizmus nem ismert, így a szerzők feltételezik a lipid raftok 

befolyásolását is. A pregnenolon-szulfát, pregnanolon, pregnanolon-szulfát, progesteron és 

dihidrotesztoszteron 1-2 perces latenciaidővel gátolta a TRP Canonical 5 (TRPC5) ioncsatorna 

aktivációját, azonban a 17-β-ösztradiol és dehidroepianroszteron-szulfát gyenge gátló hatással 

bírt. Ebből a vizsgálatból egyértelműen levonható az a következtetés, hogy az egyes szteroid 

vegyületeknél kiemelt fontosságú a sztereo-szelektivitás (76). Kutatócsoportunk bizonyította, 

hogy az ösztradiol a tropomiozin receptor kináz A mediálta útvonalon szenzitizálja a TRPV1-

et (77). 
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Eredményeink bizonyítják, hogy mind a szfingolipidek, mind a koleszterin depléciója a 

lipid raftokból hatékonyan gátolja a TRPV1 és TRPA1 ioncsatornák működését in vivo 

állatkísérletekben. Bár a pontos hatásmechanizmus jelenleg nem ismert, feltételezhető, hogy a 

lipid raftok integritásának megbontása a receptorok membránban elfoglalt helyzetének 

megváltozásával jár, amely bizonyos kötőhelyek elfedését okozza ezáltal gátolva az 

ioncsatornák aktivációját. Ezt a feltételezést erősítik a kutatócsoportunk korábbi vizsgálatai is 

(41), amelyekben leírták, hogy a CAPS és RTX által kiváltott aktiváció eltérő módon gátolható 

a lipid raftok károsításával, a TRPV1 receptort expresszáló CHO sejteken, illetve primer 

szenzoros neuron sejtkultúrán, aminek a hátterében a kötőhelyek szempontjából kritikus 

aminosavak pozíciói, valamint a receptor-expresszió mértéke is szerepet játszik. 

További potenciális mechanizmus lehet a C1 esetében, hogy szerkezete bizonyos 

elemekben hasonlít a koleszterinhez, és a koleszterinről leírták, hogy a koleszterin felismerő 

aminosav motívum-on (cholesterol recognition amino-acid consensus motif – CRAC) keresztül 

közvetlenül is képes gátolni a TRPV1 CAPS, hő és feszültség által kiváltott áramait (78). 

7. ÚJ EREDMÉNYEK ÖSSZEFOGLALÁSA 

PhD munkám során célul tűztem ki a lipid raft károsító hatású SMáz, Myr, MCD és C1 

sejtmembrán paraméterekre kifejtett hatásának vizsgálatát in vitro, valamint a potenciális 

antinociceptív hatás vizsgálatát TRPV1-et és TRPA1-et aktiváló akut fájdalommodellekben 

egérben. Kísérleteink során az alábbi új eredményeket írtuk le: 

1. Mind a négy lipid raft károsító anyag megváltoztatja a membrán jellegzetes 

paramétereit – membránpolaritás, GP, τCoG és τrot értékeket. A MCD 

egyértelműen csökkentette az összes paraméter értékét, amiből arra 

következtethetünk, hogy a membránfluiditás megnőtt. A SMáz, Myr és C1 

esetében az értékek változása inkább a membránfluiditás csökkenésére utal. 

2. A szfingolipidek depletálása 50 mU SMáz-zal vagy 1 mM Myr-nal in vivo 

antinociceptív hatásokkal bír a TRPV1 és TRPA1 aktivációjának gátlásán 

keresztül. 

3. A koleszterin depléciója 15 mM MCD-vel, illetve 100 µM vagy 500 µM C1-el 

gátolja a TRPV1 és TRPA1 aktivációját in vivo ezáltal közvetítve analgetikus 

hatást. 
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Anyag 

CAPS-kiváltotta 

akut 

kemonocicepció 

RTX-indukálta 

termális allodínia 

RTX-indukálta 

mechanikai 

hiperalgézia 

Formalin-

indukálta akut 

gyulladásos 

fájdalom 

50 mU SMáz 1. óra **** 

10. perc **** 

20. perc **** 

30. perc *** 

30. perc *** 
II. fázis **** 

1 mM Myr 
1. óra *** 

2. óra * 

10. perc *** 

20. perc ** 
nsz 

nsz 

15 mM MCD 1. óra * nsz nsz II. fázis **** 

100 µM C1 
1. óra **** 

2. óra * 
nsz 

60. perc ** 

90. perc * 
II. fázis ** 

500 µM C1 nv nsz 

30. perc **** 

60. perc **** 

90. perc * 

nv 

In vivo eredmények összefoglalása. Nsz: nem szignifikáns, nv: nem vizsgáltuk. A szignifikanciaszintek: 

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

Vizsgálataink megerősítik azt a feltételezést, hogy a TRP receptorok működését 

befolyásoló – elsősorban a TRPV1 – antagonisták fejlesztési kudarcai miatt szükség van az 

ioncsatornák működésének befolyásolását célzó alternatív megoldások kutatása. 

Kutatócsoportunk fontosnak tartja a lipid raftok és TRP receptorok közötti hidrofób interakciók 

farmakológiai vizsgálatát, hiszen ezek a későbbiekben, mint potenciális gyógyszercélpont 

hozzájárulhatnak új hatásmechanizmusú – elsősorban topikális alkalmazású – készítmények 

fejlesztéséhez. 
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