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Szakmai zaréjelentés ,,Az elsédleges fajdalomérzo neuronok inzulin és IGF-I

érzékenysége” cimii PD73259 szami OTKA palyazathoz

Bevezetés

A fajdalomérzd rendszer miitkodését alapvetden befolydsoljak az elsddleges érzd neuronok
fenotipusat €s funkciondlis allapotit meghataroz6 extracelluldris szabdlyozé molekuldk, a
kiilonb6zdé neurotrofikus faktorok és a gyulladdsos medidtorok. Palydzatunk célja annak
vizsgalata volt, hogy milyen szerepet jatszhat a primer nociceptorok inzulin (és IGF-I)
érzékenysége ezen neuronok miikodésében, ez mennyire jarulhat hozz4 gyakori betegségek
kialakuldsdhoz és a fdajdalom érz0 rendszer funkciondlis zavaraihoz. A féajdalomérzo
elsédleges érzd neuronok jelentds populécidjat alkotjdk a vanilloid 1 tipusu tranziens receptor
potencidl receptort (TRPV1) expresszal6 capsaicin érzékeny neuronok. Emldsokben ezek a
sejtek alkotjdk a polymodalis (kémiai- hé- és mechanoszenzitiv) nociceptorok tilnyomo
tobbségét, szerepiik alapvetd a szoveteket veszélyeztetd kémiai és ho ingerek detektdldsaban,
valamint a gyulladdsos fdjdalom és termadlis hiperalgézia kialakuldsaban (Jancs6, 1977, 1980;
felismerése jelentésen hozzdjarult a primer nociceptorok morfoldgiai, neurokémiai,
funkciondlis és farmakoldgiai jellemzdinek tanulmanyozasdhoz, ezaltal a fijdalomérzés
periférids mechanizmusainak megértéséhez (Jancsé N., 1968, Jancso, 1977,1985). Tovabb
mélyitette ismereteinket a capsaicin receptor TRPV1 csatorna identifikaldsa, ami nem csupan
a capsaicin hatds molekuldris szintli magyarazatat tette lehetové, hanem utat nyitott mas, nem
vanilloid tipusd kémiai irritinsok és ezek receptorainak, valamint a fijdalmas hdingerekre
adott nociceptor aktivacié celluldris mechanizmusainak megismeréséhez (Caterina, 1997,
Tominaga, 1998; Jordt, 2004; Bautista, 2006). Azéta szdmos medidtor és intracellularis
szignalizacids folyamatrdl igazolddott, hogy kozvetleniil szabédlyozzdk a TRPV1 (és mds
nociceptiv transzducer receptor) miikkodését, részben a gén-expresszid szintjén, részben poszt-
transzlacids véltozasokkal (Chuang, 2001; Vellani, 2001; Bonnington és McNaughton, 2003).
Korabbi vizsgalatainkban in vitro citokémiai és celluldris elektrofizioldgiai eszkozokkel
igazoltuk, hogy az inzulin és az IGF-I a tirozin kindz szignalizciés uton potencirozza a
capsaicinnal kivaltott TRPV1 aktivaciot (Sathianathan, 2003; Santha és Nagy, 2005; Santha
és Nagy, 2006). Palyazatunkban felvazolt kisérleteink célja az inzulin receptor (Inz-R) -
TRPV1 kozotti funkciondlis kapcsolat tovdbbi tanulmédnyozdsa volt kvantitativ morfometriai,

in vitro sejtélettani €s in vivo funkcionalis vizsgdlatokkal
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A palyazat keretében elvégzett kutatomunka f6bb eredményei

e Kimutattuk, hogy az inzulin receptort expresszild elsddleges €rz6 neuronok ardnya
jelentdsen magasabb a viszcerdlis szenzoros neuronokban, mint a bort, illetve az
izomzatot beidegzd szomatikus afferensekben.

* A higyhdlyagot beidegzd Inz-R-t expresszdlé szenzoros neuronok jelentds része a
TRPV1 pozitiv capsaicin érzékeny neuronpopuldcidba tartozik

e [gazoltuk, hogy a higyhdlyag afferensek choleratoxin b-alegység (CTb) kotés (GM1
gangliozid tartalom) és TRPV1 expresszié szempontjabdl négy kiilonb6z6 csoportra
bonthatok.

e Jgazoltuk, hogy a mind a thorakolumbadlis, mind a vagdlis pankreasz afferensek
jelentds populdcidja expresszal Inz-R-t, nagy ardnyban ko-lokalizdciéban a TRPV1
receptorral.

e A viszcerdlis Inz-R pozitiv neuronok jelentds populdcidja peptiderg, sustance P (SP)
és/vagy kalcitoni gén-rokon peptid (CGRP) tartalmu érz6 neuron.

e A krénikus inzulin kezelés fokozza a szenzoros neuronok capsaicin érzékenységét in
vitro, a kisérletes diabetes mellitus (in vivo inzulin hidny) viszont csokkenti a
neuronok capsaicin érzékenységét akutan izolalt szenzoros neuron kultirakon.

¢ Az inzulinnal és az IGF-fel hasonl6 celluldris mechanizmussal haté idegi novekedési
faktor (NGF) kronikus novekedést serkentd, és akut szenzitizald hatasat csokkenti a

GM1 gangliozid szintézis gatlésa.

A kutatéomunka eredményeinek részletes ismertetése a palyazat célkitiizései alapjan

1. Az inzulin (IGF-I) receptorok és a TRPVI/TRPMS receptorok ko-lokalizdciojdanak

vizsgdlata

Az Inz-R, az IGF-I receptor és a TRPV1/TRPMS receptorok kozott feltételezet funkciondlis
kapcsolat igazoldsara (Santha és Nagy, 2006) vizsgiltuk ezen fehérjék jelenlétét a
higyhdlyagot és mds kismedencei szerveket beidegzd L6-S1 spindlis ganglionokban,
valamint a pankreaszt beidegzé Th10-L2 spindlis és a n. vagus érz0 ganglionjdban, a ggl.
nodosum-ban. Mind a hdrom szenzoros diviziéban, az eddig ismert irodalmi adatokhoz

(amelyek az L4-L5 ganglionokbdl szarmaznak (Sathianathan, 2003; Baiou, 2007)) hasonldan,



Zardjelentés — OTKA PD73259 3

a ganglionsejtek jelentds hdnyada mutatott Inz-R (24-35%) és TRPVI1 (42-54%)
immunreaktivitast. Tovibbi vizsgdlataink szempontjabdl kiillonosen fontos, hogy a vizsgalt
teriileteken jelentds volt az Inz-R/TRPV1 kettésen jelolt neuronok ardnya: az L6-S1
ganglionokban: 23%, a Th10-L2 ganglionokban 12% és ggl. nodosum-ban: 10%. (Séantha,
2009; Séantha, 2010c) A TRPMS8 expressziot elsésorban a hugyhodlyagot ellaté L6-S1
ganglionokban vizsgaltuk, ahol az expresszi0 ardnya igen alacsony, 10% alatti volt. A
TRPMS csatorna minimaélis ko-lokalizaciojat figyeltiik meg a TRPV1 receptorral és az Inz-R-
ral. Az IGF-I receptor vizsgalatira két kiillonbozd antitestet is kiprobaltunk, de az Inz-R-ral
ellentétben nem sikeriilt egyértelmii lokalizaciot, illetve eloszldsi mintdzatot kimutatni, ami
feltételezhetéen a receptor expresszidjanak nagyon alacsony szintjével, vagy a receptor
expresszidjanak homogén, szenzoros neuron altipusokat nem preferdldé megoszlasaval

magyardzhato.

2. A kiilonbozo periférids célszerveket beidegzo inzulin receptort expresszdlo primer

szenzoros neuronok identifikdldsa retrogrdd jelolés technikdval

A kiilonboz6 szoveteket beidegzd szenzoros neuronok azonositisara altaldanosan hasznalt
modszer a fluoreszcens jelolomolekuldkkal végzett retrograd jelolés. Elso kisérleteinkben a
diamidino-yellow (DY) jeloldanyagot hasznaltunk, amit a periférids axonok aspecifikusan
vesznek fel és szdllitjdk a szenzoros neuronok sejttestébe. Az aspecificitds mellet a tracer
eldnye, hogy a sejtmag kromatin dllomanyaban dusul, ez megkonnyiti detektalasat és a
sejtszamoldst. Ezzel az eljardssal harom kiilonbozd szenzoros célszervet (bdr, vazizom,
higyhdlyag) vizsgaltunk a szenzoros beidegzést biztosité szomatikus illetve viszcerdlis
afferensek Inz-R expresszidjanak szempontjabol. Eredményeink ramutattak arra, hogy mig a
szomatikus afferensek esetében az Inz-R immunreaktivitdst mutaté neuronok ardnya alacsony
volt (16-19%) addig a viszcerdlis afferensek esetében ez az ardny lényegesen magasabbnak,
47%-nak adodott (Santha, 2009). A DY hasznalata azonban nem tette lehetové a tobbes
fluoreszcens jelolést igényld ko-lokalizacidos vizsgdlatokat (Id. 1. részbeszamolo). Ezért két
masik, specifikus retrograd jelold anyagot alkalmaztunk tovabbi vizsgdlataink sordn. A
buzacsira agglutinin (WGA) egy novényi lektin, ami specifikusan kapcsolodik a
plazmamembran N-acetyl-p-D-glucosaminyl kotShelyeihez. Altaldnosan haszndlt retrograd
marker, elonye, hogy a szenzoros neuronok esetében elsésorban a vékony C-tipusd rostok
széllitjak (Robertson és Grant, 1985), igy kiilondsen alkalmas a capsaicin-érzékeny szenzoros

neuronok vizsgdlatdra. A masik retrogrdd tracer a choleratoxin-b alegység (CTb), ami nagy
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affinitassal kotodik a plazmamembrdan GM1 gangliozid szénhidrat oldalldncaihoz (Robertson
és Grant, 1989). Bar a CTb-t a periférids (szomatikus) idegek esetében elsdsorban a vastag,
myelin hiivelyes AB szenzoros rostok kotik és szdllitjdk, ismert, hogy ez a preferencia a
vizscerdlis teriileten nem érvényesiil: a higyhoélyagot innerval6 nem myelinizalt C-rostok is
jelentds mértékben szdllitjdk (Wang , 1998). A higyhdlyagot beidegzd afferenseket a
biotinildlt WGA illetve FITC-konjugdlt CTb tracerekkel végzett retrograd jelolés utan az L6-
S1 spindlis ganglionokban (Jancs6 és Maggi, 1987) vizsgaltuk az Inz-R és a TRPV1
expresszié tekintetében. Eredményeink kimutattdk, hogy a WGA kotd holyag afferensek
52%-a, a CTb koto holyag afferensek 30%-a mutatott Inz-R pozitivitdst. Az inzulin receptort
expresszdlé hdlyag afferensek jelentds része mutatott TRPV1 pozitivitast: a WGA-val
visszajelolt populdcié 27%-a, mig a CTb-vel visszajelolt neuronok 15%-a volt TRPV1-InzR
kettOsen jelolt, ami arra utal, hogy az Inz-R-t expresszdld hélyag afferensek kozel fele a
capsaicin érzékeny populdcidba tartozik (Santha, 2009). Az adatokbdl 14thatd, hogy a WGA-
nel visszajelolt neuronok kozott magasabb volt a TRPV1 pozitiv neuronok ardnya (ahogy ez a
korédbbi irodalmi adatokbdl és sajat megfigyeléseinkbdl is varhaté volt), ugyanakkor a CTb
jelolt neuronok kozott is jelentés mennyiségben taldltunk TRPV1 pozitiv sejtet. Kordabbi CTb-
HRP konjugatummal végzett kisérleteink (Santha és Jancsd, 2003) és a késObb bemutatand6
Ujabb vizsgalatainkbdl ismert, hogy a capsaicin érzékeny primer szenzoros neuronok CTb
koté képessége, azaz a neuronok GMI1 expresszidja, jellegzetes valtozdsokat mutat a
periférias idegek sériilését kovetden, (Santha és Jancsd, 2003; Jancsé €s Santha, 2004).
Felmertiilt tovabba a GM1 gangliozid szerepe a neuronok capsaicin érzékenységének és
nociceptor milkddésének szabdlyozdsdban (Jancsd, 2008; illetve lasd késobb). Ezen tények
ismeretében figyelemre méltd, hogy a higyhdlyag (és feltehetden mds viszceralis) affernsek
kozott jelentds szamban taldltunk fizioldgids koriilmények kozott is CTB kotd, magas GM1
tartalommal rendelkez6 neuronokat, amelyek egyuttal capsaicin érzékenyek is. Ez egyrészt
egy olyan dj morfoldgiai tulajdonsdga a viszcerdlis afferenseknek, ami a szomatikus
afferensekre nem, vagy csak korldtozottan jellemzOd, madasrészt funkciondlis
kovetkezményekkel is jarhat, tekintettel a GM1 gangliozid és az NGF (valamint mads tirozin-
kinaz) receptorok kozotti kapcsolatra (1asd késobb, Mutoh , 1998). A tovabbiakban tervezziik
a viszcerdlis CTB+/- - TRPV 1+/- neuron populacidk részletesebb vizsgalatat.

Retrograd jeloléses modszerrel vizsgaltuk a TRPMS csatorndt expresszald hdlyag afferensek
morfoldgiai jellegzetességeit is. Megallapitottuk, hogy az irodalmi adatoknak megfeleléen a
vizsgdlt L6-S1 spindlis ganglionokban ezen neuronok ardnya jelentGsen kisebb, mint a

TRPV1 pozitiv neuronok ardanya (Hayashi, 2009). A WGA tracer-rel visszajelolt neuronok
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kevesebb mint 3%-a mutatott TRPMS8 immunreaktivitast, a CTB jelolt populdcibban nem
taldltunk ilyen neuront. A visszajelolt TRPMS8 neuronok elenyészd hdnyada volt TRPV1
pozitiv, ami szintén megegyezik azokkal a kordbbi megfigyelésekkel, miszerint in vivo
minimalis az atfedés a két neuronpopulacié kozott. A rendelkezésre 4ll6 antitestek nem tették
lehetdvé a TRPM&/Inz-R ko-lokalizacié kozvetlen vizsgdlatdt, azonban a rendelkezésiinkre
all6 adatok nagyban val6szinlisitik, hogy ha egyéltalan 1étezik Inz-R/TRPV1/TRPMS neuron
populécid, ezen sejtek a részardnya elenyészé lehet. Eredményiink arra utal, hogy a
palyazatban felvetett hipotézis, miszerint a kordbban megfigyelt inzulinnal kivaltott szenzoros
neuron aktivdciot a TRPV1/TRPMS8 csatorna ko-aktivicidja okozta volna, in vivo nem

valészinii (1d. késobb).

A pankreaszt beidegz0 kemoszenzitiv idegrostok szerepe az exokrin pancreas gyulladdsos
megbetegedéseiben régota ismert, kisérletesen tobbszordsen aldtimasztott tény (Nathan,
2001). Az elmult években tobb publikécid jelent meg arra vonatkozdan, hogy az endokrin
pankreasz szekrécids zavarainak, autoimmun eredetii megbetegedéseinek és a kiillonbozo
tipusu diabetes mellitus kialakuldsdban a szigetapparatus szenzoros beidegzésének is szerepe
lehet. Kollabordcidéban végzett kordbbi vizsgalatainkban sikeriilt kimutatni TRPV1 pozitiv
peptiderg (CGRP) idegrostok jelenlétét patkany szigetappardtusiaban (Gram, 2007). A Zucker-
Diabetes Fatty (ZDF) éllattorzson végzett funkciondlis kisérletek igazoltdk, hogy a
kemoszenzitiv neuronok szisztémds capsaicin kezeléssel kivaltott elimindcidja jelentdsen
javitja az allatok szénhidrat anyagcseréjét és inzulin szekrécidjat. A jelenség magyardzatara
feltételeztiik, hogy a csokkent inzulin szekrécié az éllatok szigetapparatusaban kialakul6
inzulitis, egy alacsony intenzitdsu (,,Jow grade”) gyulladdsos folyamat kovetkezménye lehet,
aminek kimenetelét az aktivalt idegvégzddésekbdl felszabadulé neuropeptidek
befolyésolhatjdk (Gram, 2007). Egy masik fiiggetlen kutatdcsoport az 1. tipusu diabetes
melllitus modelljének tekintet NOD egértorzson végzett kisérletei is részben hasonld
eredményhez vezettek: kimutattdk, hogy szigetapparatust beidegzd kemoszenzitiv TRPV1
pozitiv idegvégzddések elimindci6ja befolydssal van a diabeteszes anyagcserezavar
kialakuldsdra, és igazoltdk a mdsik szenzoros neuropeptid, a SP szerepét a betegség
pathogenezisében (Razavi, 2006). A fenti megfigyelések ismeretében iddszerlivé vilt a
pankreaszt beidegzd szenzoros neuronok Inz-R expresszidjanak igazoldsa, és az Inz-R pozitiv
neuronok kémiai fenotipusdnak a vizsgdlata. A higyhdlyagon végzett kisérleteink
eredményeire alapozva a retrograd jeloléseket biotinilalt WGA intrapankreatikus oltdsdval

végeztiik. A visszajelolt pankreatikus afferenseket a szervet ellat két szenzoros divizi6 eredo
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ganglionjaiban, a thorakolumbadlis dtmenet (Th10-L2) spindlis ganglionjaiban és a n. vagus
szenzoros ganglionjdban (ggl. nodosum) vizsgdltuk. Kvantitativ morfometriai médszerekkel
meghatdroztuk a  visszajelolt  ganglionsejtek  méreteloszlasat, tobbes  jeloléses
immunhisztokémiai moddszerrel pedig a neurokémiai jellegzetességeiket. Megéllapitottuk,
hogy mind a thorakolumbdlis ganglionokban, mind a ggl. nodosum-ban a visszajeldlt primer
szenzoros neuronok jelentds része (46% illetve 49%) volt Inz-R pozitiv. Kettds jeloléses
immunhisztokémiai vizsgédlataink jelentds atfedést mutattak az Inz-R és a TRPV1 expresszid
kozott: a visszajelolt populdcidban a neuronok 23% (Th10-L2) illetve 35%-a (ggl. nodosum)
volt kettdsen jelolt. Megéllapithato, hogy mind a kettd divizioban jelentds az inzulin receptort
expresszdld, és a két receptort ko-lokalizalé pankreatikus afferensek ardnya (Santha, 2010c).
Ez egyrészt ebben a szervben is felveti a nociceptiv és helyi regulatérikus funkciék (TRPV1
aktivacid) inzulin altal torténd szabdlyozdsanak lehetdségét, masrészt arra utal, hogy az Inz-R
pozitiv neuronok nagy ardnya nem csupdn a hélyag afferensek kiilonlegessége, hanem a

viszcerélis afferensek dltaldnos jellegzetessége lehet.

Mint kordbban emlitettilk, a kemoszenzitiv neuronok altal termelt, és aktivaciéjuk soran
felszabadul6 vazoaktiv neuropeptidek alapvetdk a szenzoros efferens funkcidk
kozvetitésében. Mind a hagyhdlyagot, mind a pankreaszt érintdé a gyulladdsos
kérfolyamatokban feltételezik a pro-inflammatérikus szenzoros neuropeptidek, elsGsorban a
CGRP és a SP kozremiikodését (Nathan, 2001; Nagy, 2004a). A kordbban ismertetett irodalmi
adatok a két neuropeptid szerepét feltételezik a szigetappardtust érintd gyulladédsos
folyamatokban is (Razavi, 2006; Gram, 2007). Ezért vizsgéltuk, hogy az Inz-R-t expresszalé
pankreatikus afferenseken beliil milyen ardnyt képviselnek a peptiderg neuronok. Retrograd
jeloléses vizsgdlatainkkal kimutattuk, hogy a thorakolumbadlis diviziéban az azonositott
pankreasz afferensek tobb mint fele volt CGRP+ (61%) és ezek tobb mint negyede (a
visszajelolt populacié 16%-a) volt Inz-R+. Ezzel szemben a n. vagus szenzoros ganglionjaban
a visszajelolt peptiderg neuronok ardnya lényegesen alacsonyabb volt (23%), és csak elvétve
taldltunk CGRP/Inz-R kettds jelolést. A két divizio CGRP tartalma kozotti jelentds kiilonbség
tikkrozi a két kiilonboz6 ganglion tipus teljes populdciéjaban megfigyelhetd kiilonbséget a
CGRP+ neuronok tekintetében (43% vs. 23%). A visszajelolt holyag afferensek 59%-a volt
CGRP+, és ezek kozel harmada (a visszajelolt populdcié 20%-a) volt Inz-R+. A SP-vel
végzett vizsgalatok hasonld tendencidkat mutattak, azzal a kiillonbséggel, hogy ez a
neuropeptid a vizsgélt ganglionokban lényegesen kisebb neuronpopuldciéban van jelen.

Eredményeink rdmutatnak arra, hogy az inzulin esetleges reguldtor hatdsa befolydsolhatja a
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peptiderg neuronok érz6 és szenzoros-efferens funkcidit. Ugyanakkor ez a hatds erdsségét
tekintve regiondlis kiilonbségeket mutathat, attdl fiiggden, hogy az adott szervben (teriileten) a

spindlis vagy a vagus eredetii szenzoros innervacié dominal.

3. Az inzulin/IGF-1 receptor szerepének vizsgdlata az inzulin nociceptor szenzitizdlo

hatdsdnak kozvetitésében

Primer szenzoros neuron kultirdkon végzett funkciondlis vizsgélatainkban elsOsorban az
inzulin és az IGF-I szenzitizdl6/aktival6 hatasat kozvetitd iondlis mechanizmusok vizsgalatira
torténtek kisérletek. Korabbi whole-cell voltage clamp vizsgdlataink eredményei arra utaltak,
hogy a primer nociceptorok inzulinnal (és IGF-I-gyel) kivaltott aktivdcidéjdban a hideg
érzékeny TRPMS8 ioncsatorna is szerepet jatszhat (Santha és Nagy, 2006). Ezt a
feltételezésiinket azonban el kell vetniink, mert megfigyeltiik, hogy hatségyoki neuron
kultirdkon a TRPMS csatorndk menthollal kivéltott szelektiv aktivicidja nem okoz kobalt
felvételt, valamint ismert, hogy a menthollal kivaltott iondram nem gétolhaté ruténium
vorossel. Tekintettel arra, hogy egy madsik hideg érzékeny csatorna, a TRPA1 receptor
aktivicidja kobalt akkumulaciot valt ki, és ez gatolhat6é ruténium voros kezeléssel (két olyan
tulajdonsag, ami az inzulinnal kivéltott aktivdciora is igaz), feltételezziik, hogy a TRPV1
csatorna mellett az Inz-R mads kobalt-permedbilis TRP csatorna, legval6szinlibben a TRPA1
csatorna aktivacidjat is befolyasolhatja. Ez azért is érdekes, mert szovettani eredményeink
alapjan a szenzoros ganglionokban a TRPM&/TRPV1/InsR ko-lokaliz4dcié meglehetdsen ritka
(1d. retrograd jeloléses vizsgalatok eredményeit), ugyanakkor a TRPV1/TRPA1/Inz-R ko-
lokalizaci6 viszont sokkal gyakoribb, tekintettel a TRPV1 és a TRPAIl pozitiv
neuronpopulédcié nagyfoku atfedésére (Jordt, 2004). A capsaicinnel kivaltott kobalt felvételes
vizsgalatainkhoz hasonldan tenyésztett szenzoros ganglionsejteken végzett kobalt felvétel
elézetes eredményei igazolni latszanak, hogy az inzulin és az IGF fokozza a mustarolajjal

kivaltott TRPA1 aktivaciot, és kobalt akkumulaciot.

4. A kronikus inzulin (IGF) kezelés hatdsdnak vizsgdlata a primer szenzoros neuronok

kémiai- és hoérzékenységére és aktivdlhatosdgdra

A hosszan tarté inzulin adminisztracié capsaicin-érzékeny primer szenzoros neuronokra
kifejtett trofikus hatdsait NGF mentes médiumban tenyésztett izoldlt szenzoros

ganglionsejteken vizsgéltuk. Az inzulin hidnydban, illetve kiilonb6z0 koncentracidju
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(100nM-10 uM) inzulin jelenlétében tenyésztett (4-6 nap) kultirdkon meghataroztuk az érzo
ganglionsejtek kémiai érzékenységét capsaicinnal kivaltott kobalt felvétel technikaval, illetve
a neuronok TRPV1 expresszidjat indirekt floureszcens immuncitokémidval. Eredményeink
arra utalnak, hogy a tartés inzulin adds részben kivédi a szenzoros neuronok capsaicin
érzékenységének és TRPVI1 expresszidjdnak NGF megvondssal kivaltott csokkenését. A
kemoszenzitiv neuronok capsaicin érzékenységére az inzulin altal kifejtett (neuro)trofikus
hatast in vivo allatmodellen is vizsgéltuk. Patkdnyban szisztémads streptozotocin kezeléssel
kivaltott diabetes mellitust, tartés inzulin hidnyos 4allapotot idéztiink eldé. A diabétesz
tilneteinek megjelenése (hyperglikémia és gliikkdzuria) utdn 4-6 héttel a szenzoros neuronok
capsaicin €rzékenységét ex vivo akkutan izolélt szenzoros neuron kultirdkon kobalt-felvétel
modszerével vizsgaltuk. Eredményeink szerint a tartés inzulin hidny a TRPV1 csatorna
funkciéjanak szignifikans, kozel 40%-os csokkenésével jart, ami 6sszhangban van az inzulin
feltételezett trofikus/szupportiv hatdsaval, ami a TRPV1 pozitiv neuronok capsaicin
érzékenységének fenntartisaban is megnyilvanul. Eredményeink Osszhangban vannak
azokkal a laboratériumunkban kordbban végzett kisérleteinknek az eredményeivel is,
amelyek kisérletes diabetes mellitus-ban a capsaicinnel kivaltott durdlis érreakcidk és a dura
mater TRPV1 pozitiv beidegzésének szignifikdns csokkenését igazoltdk (Dux, 2007; Dux,
2009).

5. Az inzulin (IGF) szabdlyozé hatdsanak igazoldsa a hdolyag afferensek érzé és szenzoros

efferens funkcidira kontroll és hiperinzulinémids patkdnyokban

Eldkisérleteinkben vizsgaltuk, hogyan befolyasolja az epikutdn mustérolaj, illetve capsaicin
applikécidval kivéltott nerogén plazma fehérje extravazacidt a vizsgalt borteriiletbe injektalt
inzulin, illetve IGF-I. A plazma fehérje extravazdscié kvantitativ Evans-kék kivonas
modszerével hataroztuk meg (Dux, 1996). Eredményeink azonban nem mutattak szignifikans
valtozast az extravazacié mértékében a legmagasabb inzulin koncentraciéban (10 pM) sem.
A potenciroz6 hatds elmaraddsét feltételezésiink szerint a kutdn (kemoszenzitiv) afferensek
kordbban kimutatott alacsony szintli Inz-R expresszidja is magyardzhatja. Ugyanezzel a
modszerrel a higyhdlyagon végzett kisérleteinkben a szerozdlis capsaicin applikdcidval
kivaltott neurogén plazmafehérje extrvazacidt vizsgaltuk lokalis inzulin el6kezelést kvetden.
Béar eredményeink tendencidjukat tekintve a capsaicin valasz fokozodasat mutattdk inzulin
kezelést kovetden, azonban ez sem bizonyult statisztikailag szignifikdnsnak. Jelenleg a

Sebészeti Miitéttani Intézettel egylittmiikodve a higyhdélyagon végziink in vivo fluoreszcens
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mikroszképos vizsgdlatokat a capsaicinnel kivaltott neurogén gyulladdsos folyamatok

mechanizmuséra €s azok farmakolégiai befolyasoldsara vonatkozéan (Hartmann, 2011).

Az eredeti palyazatban nem szereplé, de a palyazat témajahoz szorosan kapcsol6dé és

részben a palyazati tamogatasbdl finanszirozott kutatomunka eredményei

Az inzulin és az IGF receptorokhoz szdmos tekintetben hasonld, és szintén receptor tirozin-
kindzt aktivald6 NGF alapvet® szerepe régéta ismert a kemoszenzitiv szenzoros neuronok
fenotipusdnak kialakitdsdban és fenntartdsidban, valamint a nociceptor funkcidk
szabdlyozdsaban (Winter, 1988; Bonnington és McNaughton, 2003). A kemoszenzitiv
afferensek capsaicin érzékenységét az NGF mind hosszi tdvon, a TRPVI1 expresszio
szabdlyozdsaval, mind pedig rovid tavon, a TRPVI1 fehérje poszt-transzlacios
modifikdcigjaval és transzlokdcidjdval is befolydsolja. A CTb kotéssel végzett kordbbi
funkciondlis morfoldgiai kisérleteink sordn arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy a nociceptiv
neuronok gangliozd szintjének patholdgids koriilmények kozott megfigyelt valtozasai hatdssal
lehetnek ezen neuronok milkkodésére (Santha és Jancsé, 2003; Jancsé és Santha, 2004). Mutoh
és munkatarsai PC12 sejtvonalon kimutattdk, hogy a GM1 gangliozid deplécidja gatolja az
NGF neurotrofikus hatédsait ezekben a sejtekben (Mutoh, 1998). A fenti meggondoldsok
alapjan vizsgalatokat végeztiink arra vonatkozdan, hogyan befolyédsolja a primer szenzoros
neuron kultirdkban a sejtmembrdn GMI1 gangliozid szintjének csokkenése a neuronok
capsaicin érzékenységét, az NGF trofikus, valamint nociceptor szenzitizdlé hatdsat (Jancso,
2008). A gangliozid szintézis kulcsenzimének, a glucosylceramide-szintiz (GCS) enzim
gatlasaval hatékonyan csokkentettiik az els6dleges érzé neuronokban sejtmembran gangliozid
tartalmat. Funkciondlis vizsgdlatokkal (kobalt felvétel, CGRP felszabadulds) és kvantitativ
morfometriai eszkdzokkel kimutattuk, hogy a membridn gangliozidok deplécidja jelentOsen
csokkentette a TRPV1 csatorna aktivaldsat és expresszidjat. Igazoltuk, hogy a véltozasok
hatterében részben az NGF receptor szignalizacidjanak zavara all, ugyanis a GCS gatlasa
csokkentette az NGF 4ltal kivaltott neurit ndvekedést 4s az NGF akut szenzitizalé hatdsat a
capsaicinnal indukdlt kobalt felvételre (Sdntha, 2010b). Nem neurondlis sejteken mér
kordbban igazoltdk, hogy az Inz-R a sejtmembran koleszterinben és gangliozidban gazdag
detergens rezisztens mikrodomainekben, a. lipid raftok specidlis al-tipusdban, a caveoldkban
helyezkedik el (Gustavsson, 1999; Ikonen és Vainio, 2005), és ezek dezintegricidja

karosithatja az inzulin szignalizdciét (Gustavsson, 1999). A tovédbbiakban tervezziikk a
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neurondlis Inz-R/IGF-I szignaliz4cié €s a membran mikrodomének kapcsolatdnak vizsgdalatat

izolalt primer szenzoros neuronokon.

A primer szenzoros neuronokat érd periférids eredetli trofikus hatdsok megsziinése
leggyakrabban a sejtek periférids axonjdnak mechanikus sériilése, vagy a retrogrdd axondlis
transzport gitldsa kovetkeztében alakul ki. A C tipust, zomében polymodalis nociceptiv
afferensek szelektiv axondlis transzport gatlasat, és késobb ezek degeneracidjat eldidézo
perineurdlis capsaicin kezelés szelektiv kemodenervaciét, és kovetkezményes regiondlis
kemo- és termalis analgéziat idéz eld az érintett ideg dltal beidegzett felszines (bor) és mély
szoveti innervacios teriileteken (Jancsé, 1980; Gamse, 1982). A kiilonb6z6 eredetii axondlis
1ézidk alapvetd valtozdsokat okoznak az eredd szenzoros ganglion sejtekben (,,phenotypic
switch”), ami szdmos fehérje expresszidjanak véltozdsdval (csokkenésével vagy
novekedésével) jar (Hokfelt, 1994). Bar a nociceptorok capsaicin érzékenységének és TRPV1
expresszidjanak periférids idegsériillést kovetd véltozdsait munkacsoportunk kordbbi
publikéciéi és irodalmi adatok is tobbszorosen megerdsitették (Jancsé €s Lawson, 1990;
Michael és Priestley, 1999), a TRPV1 gén transzkripcié és transzlacid hosszabb iddtdvon
bekovetkezd véltozdsait leiré szisztematikus vizsgdlat még nem tortént meg. Ezért in situ
hibridiz4cié, immunhisztokémia, Western blot és kvantitativ reverz-transzkriptdiz PCR
analizis felhaszndldsdval Osszehasonlitottuk a TRPV1 expresszid6 mRNS és fehérje szintii
valtozdsait idegdtmetszés €s perineurdlis capsaicin kezelést kovetd kiilonbozé (3, 14, 30 nap)
idopontokban. Eredményeink igazoltdk a TRPV1 expresszid drasztikus csokkenését a 1éziot
kovet6 korai idépontokban. Meglepd mddon azonban a késéi idépontokban a TRPV1 mRNA
kismértékii, illetve a perineurdlis capsaicin kezelést kovetden szignifikans visszatérését
tapasztaltuk, amit azonban nem kisért a neuronok TRPV1 fehérje tartalmanak novekedése.
Eredményeink rdmutatnak arra, hogy periférids idegsériilést kovetden a szenzoros neuronok
capsaicin érzékenységének drasztikus és irreverzibilis csokkenése nem csupdn a TRPV1 gén
transzkripcidjanak down-reguldci6ja, hanem a transzlaci6 kozelebbrdl még nem ismert gatlasa
is szerepet jatszik (Szigeti, 2011). Ez a megfigyelés kiilonosen érdekes lehet a magas
koncentracidju, potencidlisan neurotoxikus/neurodegenarativ hatdsu capsaicin €s mas TRPV1
analogok terdpids felhaszndldsa és hatdsmechanizmusa szempontjabdl (Jancsé és Lynn, 1987;

Knotkova , 2008; Oszlacs, 2009; Jancsé, 2011).

Dr. Nagy Istvdn laboratériumdval (Section of Anaesthetics, Pain Medicine and Intensive

Care, Department of Surgery and Cancer, Faculty of Medicine, Imperial College London)
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foly6 egylittmiitkodés keretében folytattuk a capsaicin érzékeny szenzoros neuronok aktivitas
szabdlyozéasanak teriileten végzett k6zos kutatdmunkat. Celluléris elektrofiziolégiai (whole-
cell voltage clamp) vizsgdlatokkal igazoltuk a szenzoros neuronok adltal expresszalt
cannabinoid (CB1) receptoron haté CB1 agonistdk kozvetlen gatlé hatdsat a TRPV1 csatorna
aktivacidjara (Santha, 2010a). A kollaboracio keretében a késObbiekben vizsgélni kivanjuk a
részben a primer szenzoros neuronok altal termelt endogén CB1 agonista anandamid szintézis
f6 enzimének tekintett NAPE-PLD szerepét a nociceptiv funkcidk szabdlyozdsdban. Ebbdl a
célbdl intézetiinkben NAPE-PLD knock out egér tenyészallomanyt alapitottunk, amelynek
genotipizdldsa céljabol egy ujszerli gyors PCR eljardst dolgoztunk ki az egyetem

Mikrobioldgiai Intézetének kozremitkodésével (Horvéath, 2012).
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