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Osszefoglalo:

A sztrichnin-érzékeny glicin receptor (GlyR) kloridion atereszté ligandum-vezérelt
ioncsatorna, a kozponti idegrendszerben altalanosan elterjedt, legjellemzObben a
gerincveldben fejezddik ki, ahol a glicin a f6 gatld neurotranszmitter. A receptor 6t alegységét
klonoztak napjainkig emlds idegrendszerbdl: al—4 és B, amelyekbdl felépiil a homo-, vagy
heteropentamer szerkezetli receptor-komplex (6t a vagy két a és harom B alegységbdl). Bar a
GlyR funkciét altipus-specifikus modon fokozo vegyliletek hatasosak lehetnek tobb kdzponti
farmakologidja kevéssé feltart.

Kisérleteimben egysejt-elektrofiziologiai megkdzelitést, a patch clamp modszert
alkalmaztam a kiilonboz6 altipusi GlyR-ok farmakologiai érzékenységének vizsgalatara. A
HEK sejtekben kifejez6d6 rekombinans human olf, o3 ¢és a3 GlyR-ok mikodését
agonistaval (glicin), pozitiv (cink-klorid, oktanol, klor-propofol) és negativ modulatorokkal
(sztrichnin, pikrotoxinin) befolyasoltam.

Az endogén agonista glicin eltéré hatékonysaggal valtott ki bemend aramot, ezzel
ellentétben a GlyR szelektiv, kompetitiv antagonista sztrichnin hatékonysaga azonosnak
bizonyult, mar nanomolos koncentracidban kifejtve gatldé hatasat a kiilonb6z6 GlyR
altipusokon. A picrotoxinin altipus-szelektiven gatolta az aramot, az irodalmi adatoknak
megfelelden jelentdsen nagyobb hatdst mutatva a homomer GlyR-on. Elséként sikeriilt
kimutatni az oktanol és a klor-propofol a1 és a3p GlyR miikodést fokozo hatasat, mely a két
altipuson hasonld mértékii volt. Ismert, hogy a Zn®* alacsony koncentricioban (=1 pM)
pozitiv modulator, mig 10 uM feletti koncentracioban gatlo hatasa érvényesiil a GlyR-okon.
A kisérletek alapjan a Zn** pozitiv és negativ hatasa alegység-specifitast mutat a vizsgalt alf3
¢€s a3 altipusu receptorokon.

A fenti eredmények igazoljak, hogy az ioncsatorna—fehérje és a gyogyszer molekulak
kozotti kdlecsonhatasok hatékonyan tanulmanyozhatok az alkalmazott kisérletes felallasban.
Kiilonosen fontos lehet az agonistdk és antagonistak viselkedésének altipus szelektiv
vizsgalata, melyek segitségével a GlyR-ok farmakologiaja feltarhatd és hozzajarulhat j

gyogyszeres terapiak kifejlesztéséhez.



Summary:

Strychnine-sensitive glycine receptors (GlyRs) are chloride permeable ligand-gated
ion-channels, widely expressed in the nervous system, most abundantly in the spinal cord
where glycine is the main inhibitory neurotransmitter. Five subunits (a1—4 and ) have been
cloned from the mammalian nervous system to date. GlyRs are homopentamers of a subunits
or heteropentamers of 2 a and 3 3 subunits. Agents that selectively potentiate different GlyR
isoforms may be useful as therapeutic tools for nervous system disorders such as pain or
spasticity; however the pharmacology of GlyRs is still poorly studied.

Whole-cell patch clamp electrophysiology was used to examine the pharmacological
sensitivity of the different GlyRs. The function of human recombinant a1, a3 and a3p GlyRs
(expressed in HEK cell lines) were tested by agonist (glycine) positive (zinc-chloride, octanol,
chlor-propofol) and negative (stychnine, picrotoxinin) modulators.

The endogenous agonist glycine activated the receptors with slightly different
potencies among various GlyR subtypes. The competitive agonist, GlyR-selective strychnine
showed nanomolar inhibition at all subtypes tested. Picrotoxinin subtype specifically blocked
the glycine-evoked current; it has significantly higher potency towards homomeric GlyRs.
These results are very similar to the literature data. It was demonstrated for the first time, that
both octanol and Cl-propofol are positive modulators of the a1 and a3 GlyRs subtypes and
enhance the function of these receptors with similar efficacy. It is known that zinc is a
positive GlyR modulator at lower (=<1 pM) concentrations, while it is an inhibitor at higher
(>10 uM) concentrations. According to the experiments the effect of Zn** shows apparent
subtype specificity at the tested GlyRs.

These results prove that the interaction of drug molecules and ion channel receptors
can be feasibly studied in this experimental system. The research on the subtype specificity of
agonists and antagonists could be particularly important in exploring the pharmacology of

GlyRs, and could help to develop novel therapies for several central nervous system disorders.



Bevezetés:

A glicin receptorok

A sztrichnin-érzékeny glicin receptor (GlyR) kloridion ateresztd ioncsatorna, a
pentamer szerkezetli ligandum-vezérelt ioncsatornak (pLGIC, régebben: Cys-hurokkal
rendelkezd ioncsatorndk) csalddjaba tartozik. Ebbe a csoportba soroljdk a nikotinos acetil-
kolin, a GABAA, és az SHT; receptorokat is. Ezek 6t alegységbdl allnak, melyek atérik a
sejtmembrant, és a receptor nyitott allapotaban egy kb. 0,5 nm atmérdji, bizonyos ionok altal
atjarhato csatornat hatarolnak.'? A porus bejaratanal 16v8 pozitiv toltésti csoportok miatt a
Gly és a GABA receptorok esetében az ateresztett ionok anionok.

A GlyR a GABA receptorok utan a legelterjedtebb gatlod receptor az idegrendszerben.
A GlyR-ok megtalalhatok az agytorzsben, a hallokozpontban, a kisagyban, a talamuszban, a
hippokampuszban és a nagyagy kéregben is. LegjellemzObben azonban a gerincveldben
fejezddnek ki, ahol a glicin a f6 gatlé neurotranszmitter. 3

Az egyes alegységek tisztitdsakor hirom kiilonb6zé molekulatomegli fehérjét
izolaltak. Az o 48-50 kDa, a B 58 kDa tomegti, ezek mellett talaltak még egy 98 kDa tomegii
fehérjét, a gefirint, ami a P alegység IC részéhez kapcsolodva kihorgonyozza a GlyR-t a
tubulin fehérjéhez.® Osszesen 6t alegység ismeretes: al—4 és B, amelyekbdl felépiil a

pentamer szerkezetli receptor-komplex (6t o vagy két a és harom 3 alegység- 1. abra).

1. abra: Az o GlyR szerkezete 6t glicin és ivermectin és egy pikrotoxin molekula

bekotdéssel (balra) és az oz p receptor térszerkezet GluCl modell alapjan*



Az egyes receptorok alegység Osszetétele életkortol és agyteriilettdl fiiggden kiillonbozo
lehet,és nem is minden esetben tisztazott. Feln6tt emlésben a kozponti idegrendszer, €s igy a
gerincveld leggyakoribb alegység Osszetétele alp, ahol valdsziniileg 2 o és 3 B alegység
alkotja a csatornat. A kisagyban az al helyett a2-t talalunk. A fejlodé gerincveldben o2
homomer jellemz6, mig az o4 periférias. A kiilonbozé alegység Osszetétellel eltérd
farmakolégiai jellemzok jarnak.

A B alegység a GlyR-ok sejtfelszini elrendezddéséért felelés. A B alegység M3-M4
hidrofobszekvencidkat tartalmazé lancrészlettel kapcsolja a receptort a gefirinhez, ami a
posztszinaptikus denzitdsban (PSD) talalhato. A kizardlag o alegységekbdl felépiild,
homomer GIlyR-ok nem kapcsolédnak a gefirinhez, igy extraszinaptikusan is
el6fordulhatnak.”

A kozéps0, ionateresztd porust az 6t alegység koncentrikusan veszi koriil. Minden
alegység N-terminalisan egy hosszii EC domén helyezkedik el, egy-egy ligandum kotdhellyel
(és a cisztin hurokkal). Az egyes alegységek 4-4 a-helikalis TM doménnel rendelkeznek (M1-
M4). Az M3 és M4 doméneket egy hosszu, IC lancrészlet kapcsolja dssze. A C-terminalison
pedig egy rovid EC lancrész talalhaté. Ot agonista kotdhely talalhaté a receptor-komplexen, a
maximalis aktivadlodadshoz azonban harom glicin molekula egyidejii bekotddése sziikséges
(homomer o receptor esetén). Az agonista kotGhely zsebszer(i struktira, az alegységek
csatlakozasi felszinei alakitjak ki.2

A gatld, anion-szelektiv Cys-loop receptorok koziil eddig csak a C. elegans glutamat-
vezeérelt, homopentamer csatorndjanak térszerkezetét ismerjiik, mely a huméan pLGIC
receptorok koziil az oy GlyR-hoz hasonlit leginkabb (34%-0s szekvencia-egyezés). A GlyR

modellje a fenti szerkezet alapjan késziilt, melyet a 2. abran lathatunk.®

A glicin szerepe

A glicin a kozponti idegrendszerben viszonylag nagy mennyiségben jelenlévd
aminosav. Sok metabolikus reakcio6 szerepldje, féleg szerinbdl, treoninbdl, illetve glioxalatbol
keletkezik, €s bizonyitott a neurotranszmitter szerepe is. Az idegsejtekbdl proton antiporttal
nonvezikularisan, illetve Ca®'-fiiggben vezikuldrisan szabadul fel. A posztszinaptikus
membranon helyezkednek el a gatlo hatas kialakulasaért felel6s glicin-receptorok.

Az idegszovet egy atlagos idegsejtjében a leggyakoribb anion, a klorid koncentracidja

kb. 9 mM, a szovetkozti térben 125 mM, az egyensulyi potencidlja a sejtmembran két oldala
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kozt pedig —70 mV, ami koriilbeliil megegyezik a nyugalomban levd idegsejt transzmembran
potencialkiilonbségével. Ez azt jelenti, hogy egy enyhén depolarizalodott sejt esetében a
kloridcsatorndk  kinyitdsa a kloridionok bedramldsidt eredményezi, ezzel a sejt

hiperpolarizalodik, vagyis gatlodik.

A glicin receptor terapias jelentésége

A GlyR a gerincveldben a legelterjedtebb gatld receptor, ezért meghatarozo szerepe
van minden ott jatsz6do idegi folyamatban. Emellett mas agyi régidkban is megtalalhatd, de
mindezidaig nem hoztak forgalomba olyan gydgyszert, mely a GlyR-on fejtené ki hatasat.
Pedig a gatlas fokozéasanak sok indikacidja lehetne.

Bizonyos betegségekben a fajdalom kezelése terapias cél, mint pl. a reumatikus
fajdalmak, bizonyos hatfajasok, pre,-és posztoperativ fajdalmak, fajdalmas menstruacio, és
egyéb ndgyogyaszati fijdalmak, daganatokat kisérd fajdalmak, zsigeri eredetii fajdalmak,
mint pl. az IBS esetében. Ezekben az esetekben jellemzd a megndvekedett érzékenység a
fajdalmi ingerekre (hiperalgézia) és ez okoz fokozott fajdalomérzetet.

A gerincveldi glicinerg neuronok fontos szerepet toltenek be a fajdalom-szignal
transzdukcidjaban. A neuropatias fajdalom egér modelljén tortént vizsgalata szerint
antiallodinias hatds kotheté a gerincveléi a3 GlyR-okhoz. A neuropatias fajdalmak
kezelésében ezek alapjan az egyik targetmolekula a GlyR, mely az ilyen tipusti fajdalmak
kialakuldsaban is kozponti szereplé lehet.” Kimutattak, hogy a3 GIyR ,knock-out”
egerekben az o3 GlyR hianya csokkent fajdalmi szenzitizacidhoz vezet PGE,
beinjektalasakor vagy periférias gyulladas esetén.®®

A krénikus fajdalomhoz kapcsolodd kozponti szenzitizacid a csokkent glicinerg
gatlashoz kapcsolhaté a fajdalmi palyak gerincveld hatsd szarvi részében. Igy a GlyR
miikodés pozitiv modulécidja a gerincveld hétsdé szarvdaban csokkentheti a centrélis
szenzitizaciot és a hiperalgéziat. Ennek a receptornak az aktivalasaval helyre lehet allitani a
gatlo tonust €s dllatmodellekben csokkenteni a kronikus fe’tjdalmat.8

A migrén eddigi egyik legelfogadottabb magyardzata is a KIR-1 szenzitizacio
folyamatdhoz kothetd, mely szerint migrén sordn az agytdrzs szenzoros bemeneteinek
feldolgozasa valtozik meg, kiilondsen a nucleus trigeminalis caudalis.’ Ebben az esetben az

a3p GlyR-ok pozitiv modulacidja megoldast nyujthat.



Az 1idegi eredetii hallasromldas (SNHL) ¢és alesete az iddskori hallasvesztés
(presbycusis) kezelésekor szintén hatékony lehet a GlyR-ok pozitiv modulatorainak
alkalmazésa.

A legkézenfekvoébb indikécidja a pozitiv allosztérikus GlyR moduldtoroknak az al

0

Amiotrofias lateralszklerozis (ALS) modellben kimutattdk, hogy a GlyR-ok kivaltotta
aramok csokkennek a gerincveli motoneuronokban transzgénikus egerekben.*

A GlyR-ok modulacidja hozzajarulhat a fenti betegségeken kiviil az autizmus, ¢és a

HIV-hez kapcsolhaté dementia kezeléséhez is.***

2. dbra: Az oy GlyR szerkezete 6t glicin, 6t ivermectin és egy pikrotoxin molekula

bekotdéssel (balra) és az a;p receptor térszerkezete GluCl modell alapjan™

A glicin receptorok farmakoldgiaja

A receptor elsddleges endogén agonistdja a glicin, mely kotédésében tobbek kozt az o
alegységek 204. aminosavdnak van nagy szerepe. Fiatalkorban lehet nagyobb jelentdsége a
parcialis agonista taurinnak. Szintén parcialis agonista a béta-alanin is.

Bar a GlyR funkciét altipus-specifikus modon fokoz6 vegyiiletek hatdsosak lehetnek
tobb kozponti idegrendszeri korképben, a GlyR-ok farmakologidja kevéssé feltart. Kevés
olyan anyagot ismeriink, ami segitene elkiiloniteni és igy lokalizalni az egyes altipusokat.

Miutan ez a receptor elterjedt a kozponti idegrendszerben, igéretes gyogyszertarget, igy
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indokolt a pontosabb farmakologiai jellemzés, €és az esetleges hatdéanyagok vizsgalata. Az 1j
hatdsmechanizmus Uj hatasspektrumu gyogyszerekhez vezethet.

Az egyetlen nem-aminosav molekula, melynek (pozitiv modulatoros hatasa mellett)
bizonyitottan agonista hatasa van az ivermectin. Ennek a molekulanak is- akarcsak a glicin
esetében- hasonl6 a hatékonysaga az o és az ayff GlyR-okon, és aktivalja az o és az og
homomereket is. Habar sok molekulat ismeriink, melyek rendelkeznek némi altipus-
specificitassal, eddig nem talaltak olyan anyagot, amivel hatékonyan elvalaszthatdéak lennének
az al, a2, és a3 alegységek, akar homomer, akar heteroponetamer formaban fordulnak el.?

Az GlyR-oknak pozitiv modulatorai endocannabinoidok (pl. az anandamid) melyek
alacsony koncentracidban potencirozé hatastiak, nagy koncentracioban adva gatlé hatést

A hosszl szénlanct alkoholok és az illékony altalanos érzéstelenitok kozott tobb
pozitiv allosztérikus modulator talalhato (pl. propofol), bar hatasuk pontos helye még nem
ismert.?® Pozitiv modultorok tovabba az SHTs-receptor antagonista tropeinek egy része, a
glutaminsav és analdgjai, valamint a neuroszteroidok. *

A Zn* nagy koncentracioban el6fordul szamos
agyteriileten, ahol kiilonb6zé funkciokat lat el. Az
idegvégzddésekben vezikulakba csomagoltan
halmozédhat fel a Zn** és az idesejtek aktivalodéasakor

szabadul fel, tobbféle ioncsatornara is hatva befolyasolja

az idesejtek ingerlékenységét.20 A Zn**  jonrol
kimutattdk, hogy mar nanomolos koncentracioban " s
fokozza a GlyR-ok mikodését. Nagyobb
koncentracioban azonban gatolja a GlyR-okat.16 A Zn*
potencirozd kotdhelye az o alegység N-terminalisan
talalhaté, kozel a Cys-loop régiohoz. A Zn** kotéhely és  icoldal

a Cys-loop interakcidja okozhatja a Zn** GlyR-okon tapasztalhat6 potencirozé hatasat.*’

3. dbra: Pikrotoxin-kotéhely (az eliils6 két alegység eltavolitasaval) ®
A pikrotoxin, amely a GABAx receptor blokkoldja nem kompetitiv, és kis koncentraciéban csak az o-
homomereket gatolja. A f-alegységet is tartalmazo csatornat csak joval nagyobb koncentrdcioban

képes gatolni.®



Az agonista kotOhellyel atfedéen kotddik, ezért latszolagos kompetitiv antagonista a
sztrichnin, a régdta ismert glicin-receptor blokkolo, gorcskeltd. A sztrichnin hatékonysaga
alegységfiiggo, a legtobb GlyR altipus esetében gatlast joval kisebb koncentracidban kifejti,
mint az a.2* esetében.

A GlyR-oknak tobb nem kompetitiv anatgonistajat ismerjiikk, mint a pikrotoxinin
(PIC), a ginkolid vagy a cianofenilborat. A pikrotoxinin a transzmembran porus citoszol
feloli oldalan kotédik a receptorhoz, a nyitott receptort blokkolja, mar nagyon alacsony
koncentracioban is. Heteromer alegység-Osszetétel esetén kevésbé hatékony ez a gatld hatas,
mint homopentamer receptornal. 42l

A glicinerg gatlas fontos szerepet tolt be a fajdalom kozvetitéséért felelds idegi
terlileteken. Funkcionalis down-regulaciojuk hozzajarul a krénikus fajdalomra jellemzo
centralis szenzitizacid kialakulasahoz és fenntartasahoz. gy a GlyR-ok pozitiv modulacidja a
gerincveld hatso szarvaban csokkentheti a centralis szenzitizaciot és a hiperalgéziat. Ennek a
receptornak az aktivalasaval helyre lehet allitani a gatld tonust és igy csokkenteni a kronikus
fajdalmat. Bar a GIlyR funkciot altipus-specifikus médon fokozd vegyliletek hatdsosak
lehetnek tobb kozponti idegrendszeri kérképben, a GlyR-ok farmakologidja kevéssé feltart.
Kevés olyan anyagot ismeriink, ami segitene elkiiloniteni és igy lokalizalni az egyes
altipusokat. Miutdn ez a receptor elterjedt a kozponti idegrendszerben, igéretes
gyogyszercélpont. Uj gyogyszerek kifejlesztésének reményében mindenképpen indokolt a
receptorra haté anyagok intenziv kutatasa.>
megismerése volt. Ezen beliil kiilonb6zd pozitiv és negativ modulatorok hatdsanak elemzését

valasztottuk eltérd receptor altipusokon.
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Anyagok és médszer:

Sejttenyészet

A méréseket Flp-in HEK (human embrionic kidney) sejteken végeztem. (Az Flp-
medialta integracid rutinszerlien hasznalt technika, melynek segitségével szamos fehérje
hatékonyan kifejeztetheté az adott rendszerben.) Az altalam hasznalt sejtek aaff, asff és o3
GlyR-okat fejeztek ki, altipusonként kiilonb6z6 sejtvonalakon. A receptor-funkciokat ezeken
a sejteken vizsgaltam patch-clamp technika segitségével. A sejtek felvételekor a legnagyobb
passzazsszam nem ¢érte el a 35-6t. A felhasznalast megelézden a sejtek 2-4 nappal kordbban

lettek kitiltetve.

Egy-sejt elektrofiziologia

A manualis teljes-sejt patch-clamp technikat voltage-clamp iizemmodban hasznaltam,
ahol a tartopotencial -80 mV-ra volt allitva. A befelé iranyuld CI- dramokat ismétléses glicin-
adagolas alkalmazéasaval véltottam ki. A pipettak -v
ellendllasa 4-7 MQ kozott mozgott, melyeket egy P-87
horizontalis mikropipetta huzdval készitettem (Sutter
Instrument Co., USA), boroszilikat tivegkapillarisokbol
(Harvard Apparatus Edenbridge) és mérés elott IC oldattal
toltottem fel. A sejtek kivalasztasat (morfoldgia és méret
alapjan) és magat a patch-clamp mérést inverz fazis-
kontraszt mikroszkop segitségével végeztem (Eclipse

TE2000, Nikon Instech Co. Ltd., Japan).

4. abra: Egy HEK293 sejt megszﬁr{lsa18

A patch-pipettat piezoelektromos mikromanipulatorral (PCS-5000, Burleigh
Instrument Inc., USA) pozicionaltam és szartam meg vele a kivalasztott sejtet. (4. dabra)
A sejtek lyukasztasa enyhe vakuum alkalmazasaval, a pipetta és a sejtmembran kozotti giga
seal (nagy ellenallasu, szoros pipetta-sejt kapcsolat) kialakulasa utan tortént (5.dbra). A
vizsgalt anyagokat tartalmazd oldatokat egy 8 csatornds mikro-gylijtdcsovon (belsd atmérd
250uM, World Precision Instruments) keresztiil adtam a sejtekhez, valtoztathato tilnyomas

alkalmazasaval bedllitva a megfeleld kifolyatdsi sebességet. (A glicin, ill. egyéb kis méretii
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molekulék adagolasa soran, mint pl. a Zn" eléfordult, hogy a csébél kihigult az adott anyag és

kifolyatasra volt sziikség a mérés megkezdése elott.)

5. abra: Sejt megszirasa és lyukasztasa patch-pipettz’wal19

A bemend aramokat 3 s hosszu glicin-adassal 30 s peridédusokban valtottam ki. A kiilonb6z6
anyagokat ekdzben a glicin adasa eldtt és kozben is folyattam a sejtekre, a valaszok
stabilizalodasaig. A mérékamrat folyamatosan EC oldattal d&ramoltattam keresztiil.

Az intracellularis oldat 6sszetétele: 105 mM CsCl, 50 mM CsF, 1 mM GgCl,, 10 mM
HEPES, 10 mM EGTA, 4 mM ATP-Na,. A pH 7,3-ra, az ozmolalitas 295 ¢és 300 mOsm kozé
volt allitva. Az EC oldat 140 mM NaCl-ot, 5 mM KCl-ot, 2 mM CaCl,-ot, 2 mM MgCl,-ot,
10 mM HEPES-t és 20 mM gliikozt tartalmazott. Az EC oldat pH-ja 7,35, ozmolalitasa 305-
310 mOsm értékre lett beallitva.

A farmakologiai vizsgélatra a sztrichnint (STR) és a pikrotoxinint (PIC), mint ismert
inhibitorokat valasztottuk. A pozitiv modulatorok koziil az oktanol, a klor-propofol (metil-
klorofenol) €s a cink ion altipus-szelektiv hatasanak vizsgalata mellett dontottiink.

A mérési adatokat pClamp 9.0 programmal, Axopclamp 200A erdsitdn (Molecular
Devices Corp., USA) keresztiil regisztraltam, 0,025 kHz-es alul ateresztd sziirével, 50 Hz-es
mintavételezési frekvenciaval (Digidata 1320A, Molecular Devices Corp. ). A glicin dozis-
glicin altal kivaltott dramokat viszonyitottam az adott sejten elérheté maximalis d&ramhoz a
kiilonboz6 altipusokat kifejezd sejtvonalakon. A dozis-hatas gorbéket az Origin 6.0
programmal (OriginLab Corp., USA) szigmoid illesztéssel, Hill-egyenlet segitségével
készitettem. (6-7-8-9. dbra)

A glicin kivaltotta aramokat és azok valtozésait a pozitiv és negativ modulatorok
hatdséara az aramgorbék peak (legnagyobb kitérés) értékei alapjan szamoltam. A modulatorok
hatasat mindig az ugyanabban a sejtben mért, stabilizdlodott glicin dram peak értékéhez
viszonyitottam, a valtozast szdzalékban kifejezve. Minden koncentracioban tobb parhuzamos

mérést végeztem, és az eredményeket atlagolva, a szoérds értékek megadasaval tiintettem fel.
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Eredmények és megvitatasuk:

Eredmények

Elsoként az agonista glicin koncentracio-fliggd hatékonysagat vizsgaltam a3 és asf

GlyR-okon. (6.dbra)

Normalizalt aram

amplitudé

1 as:p GIyR

0.8 -
@ a:g GIyR
0.6 -
0.4 -
0.2 -
0.04%
I bl |
10 100

1000

Glicin (M)

6. abra: Glicin koncentracio-hatas gorbék alp és a3p receptorokon

tablazat: Az glicin ECs értéke anf} és asff receptorokon

GlyR altipus | ECsp (nM) Ny Maximum amplitadé (nA)
alp 587+134 (5) 2.5+0.2 3.1+0.6
a3f 413+56(10) 1.6£0.1 | 1.3+0.3
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A glicin-aktivalta valaszok nem kiilonb6znek szignifikansan a kétféle GlyR altipuson,
habar az o1p-t expresszald sejtekre nagyobb maximlis aramok voltak jellemzoek.
A gorbe alapjan kiszamoltam a glicin ECsp-€t az adott rendszerben, ez az a3 estén 587 uM-
nak (587+134 uM, a meredekség 2,5), mig az ogf altipusnal 413 puM-nak (413+56 uM, a
meredekség 1,6) adodott. A tovabbiakban pozitiv modulatorok vizsgalatdhoz oyf3
receptorokon 300 puM, az osf altipusnal 150 uM glicint alkalmaztam. Az antagonistak
hatasanak méréshez ayff receptorokon 600 uM, asp altipusnal 400 uM glicint hasznaltam
(=ECs0).

Gatlas (%)
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60 4
50 4

® a: GIyR
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40
30 4
20- &
'Ill-.

0 — T ——— T ———
1 10 100 1000
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7. abra: A sztrichnin (STR) dozis-hatas gorbéje alp és a3p receptorokon

14



Gatlas (%)
100 -
90 -
80 -

70 S
60 -

50 -

40 -

& a; GlyR
® aiff GIyR
asp GIlyR

30 -

20 =

10 4

0.01 0.1 1 10 100

Picrotoxinin (uM)

8. abra: A pikrotoxinin (PIC) dézis-hatas gorbéje a3, alf és a3p receptorokon

1. tablazat: A STR és a PIC-in 1Cx értékei a kiilonbézd altipusui GlyR-okon

alp a3p a3
STR 1Cs0 (NM) 15+3 (3) 22+4 (4)
PIC 1Cs50 (nM) 3.0+ 0.6 (5) 5.1+ 0.9 (6) 0.1+0.03 (4)

A sztrichnin és pikrotoxinin antagonistak hatasat mindharom receptor-tipuson az adott
altipusra kapott ECso-hez kozeli agonista koncentracié mellett mértem. A mért adatok alapjan
a sztichnin-gatlas nem mutatott altipus szelektivitast, mind az o3, mind az asf} altipusokban
mar nanomolos koncentracioban kifejtette gatld hatésat.

A pikrotoxinin azonban szignifikdnsan nagyobb hatast fejtett ki az alf és az o3p
receptorokon a homomer o3 altipushoz képest. Ez az irodalmi adatokhoz nagyon hasonlo
eredmény. A picrotoxinin al, a2, a3 receptorokon végzett vizsgalatok alapjan minden o
alegység tipus esetén erdsebb gatld hatdssal rendelkezik a homomer receptorokon a heteromer

tipusokhoz képest.> %2
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9. abra: ZnCl; modulal6 hatasa o, és asp receptorokon

A ZnCl; potencirozé hatasat ECyg-hoz kozeli értékeken (az o3 receptorokon 300 uM
glicin, mig asf receptorokon 150 pM glicin koncentracié mellett) mértem. A két kiilonb6z6
altipusi receptoron eltérd6 eredményeket kaptam: a ZnCl, kis koncentracioban mindkét
altipusban novelte a glicin-kivaltotta dramokat, az o3 receptorokon azonban még kisebb
koncentracioban (10-30 nM) is kifejtette potencirozd hatasat. A nagyobb koncentraciokban
még erdteljesebb az altipus-specifitds. A 0,1 uM feletti értékeknél a ZnCl; potenciroz6 hatasa
egyre nagyobb az a3 receptorokon, ouf altipus esetén azonban a ZnCl, gatld hatasa jelenik
meg.

A Zn?* irodalmi adatokbél ismert kettds hatasat, Miller €s tarsai oy €s o receptorokon mar
korabban bizonyitottak. A Zn?* alacsony koncentracioban (IpM koriili értéken) a receptor

aktivaciodt potencirozo, mig nagyobb koncentracidban adva (10 uM felett) gatlo hatast fejt ki a

GlyR-okon. *’
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10. abra: 10 uM ZnCl, modulalé hatasa ayf és asff receptorokon

cre

altipuson mérhetd eltérd hatas. Az alkalmazott agonista koncentraci6 ndvekedésével az asf3

esetén csokkent a pozitiv modulacid6 mértéke, az ouff receptorokon egyre nagyobb gatlast

lehetett megfigyelni.

Ill.  tablazat: Az oktanol és Cl-propofol modulailé hatisa GlyR-okon

Modulacio6 (%) alp a3p
Oktanol (100 pM) 34+17 (6) 37+11 (5)
Cl-propofol (10 pM) |104+27 (6) 81+25 (7)

glicin mellett vizsgaltam. Mind az oktanol, mind a Cl-propofol hasonlé mértékben novelte a

glicin kivaltotta valaszokat a két kiilonb6zd altipuson.
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Diszkusszio:

Az endogén agonsita glicin a kiilonb6z6 altipusu GlyR-okon csak kevéssé eltérd
aktivaciot mutatott. A GlyR-szelektiv sztrichnin minden vizsgalt altipusban azonosan, a nM-
0s koncentracidtartomanyban kifejtette gatlé hatasat. Ezzel szemben a pikrotoxinin altipus-
specifikus modon gatolta a glicin-kivaltotta &ramokat, szignifikansan nagyobb hatékonysaggal
a homomer a3 GlyR-on, mint a vizsgalt a1 €s o3p heteromer tipusokon. Ezek a mért adatok
nagyon hasonlitanak az irodalomban mar megtalalhato adatokhoz. 3?1

Az oktanol és a Cl-propofol pozitiv modulator hatdsat a vizsgalt GlyR altipusokon
els6ként sikertilt kimutatni.

A ZnCl; nagyobb koncentracioban alkalmazva gatolta az alf GlyR-okat, mig osf
altipusti receptorokon csak a serkentd hatas érvényesiilt. Ismert, hogy a cink ion pozitiv
modulator alacsony koncentracidban (~1uM), nagy koncentracidoban (>10uM) adva azonban
gatld hatasu. Ezek az adatok jol illusztraljak, hogy a cink bizonyos koncentracidkban altipus-
specifitdist mutat. A Zn®* ismert pozitiv modulalé hatdsa csokken az agonista
soran az agp GlyR-okon csokkent a pozitiv modulacio mértéke, o3 receptorokon viszont az
agonista koncentracio novelésével novekedett a Zn** gatl6 hatasa.

Ezek az eredmények azt mutatjdk, hogy a GlyR-ok altipus-szelektiv modulécidja
megfeleléen tanulmanyozhatd rekombinans in vitro rendszerekben. Ez a megkozelités pedig
hozzajarulhat Ujszer( terapiak kifejlesztéséhez kiilonféle kdzponti idegrendszeri betegségek

gyogyitasara.
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Szerzoi Hozzajarulas:

1.Patch-clamp vizsgalatokat végeztem az alf és a3p GlyR altipusok ECsg értékének
meghatarozasahoz.

2.Patch-clamp vizsgalatok segitségével megmértem a STR és a PIC-in I1Csq értékét oy és
asf, illetve a3, asp és as GlyR-okon.

3.Patch-clamp modszerrel megallapitottam a ZnCl; altipus sepcifikus modulaléd hatasat a3 és
a3p receptorokon.

4.Kimutattam patch-clamp modszerrel az oktanol és a Cl-propofol modulal6 hatasat az o3 és

az agf receptor altipusokon.

Roviditésjegyzék:

5HT3- szerotonin receptor

ALS- Amiotrofias lateralszkler6zis

EC- extracellularis

ECso- maximalis hatas feléhez tartozo koncentracio érték
GABAAa- A-tipusu GABA receptor

GlyR- sztrichnin szenzitiv glicin receptor

HEK- human embrionic kidney

IBS- irrtabillis bél szindroma

IC- intracellularis

ICs0- maximalis gatlas feléhez tartoz6 koncentracié érték
KIR- kdzponti idegrendszer

PSD- posztszinaptikus denzitas

PIC- pikrotoxinin

pLGIC — pentamer szerkezetli ligandum-vezérelt ioncsatorna
SNHL- idegi eredetii hallasromlas

STR- sztrichnin

Kiegészités:
A cimoldalon lathat6 abra a Cys-loop receptor-csaladra altalanosan jellemzo felépitést

mutatja. !
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