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Bevezetés

Az elsgbdleges ér@neuronok a testi és zsigeri szOvetekét @echanikai, kémiai
vagy hsingerek felfogaséra, feldolgozésara és az ingafkivetk a kdzponti idegrendszerbe
juttatdsara specializalodott idegsejtek, melyekiékis csoportjat kilonboztethetjik meg:
fajdalomérs, illetve nem fajdalomérz sejteket. Amig a nem fajdalomérmeuronok csak
egyfajta ingerrel (vagy meleggel, vag§vds ingerrel, vagy tapintassal) aktivalhatok, addig
a fajdaloméré sejtek talnyomd tdbbsége valamennyiteljes ingerrel, ami esetleg szdveti
sérlléssel jarhat (forrd, hidegéermechanikai és kémiai inger) ingeriletbe hozhatéz
polimodalis sejt. A fajdaloméézelsidleges ér@neuronok aktivalasa ily moédon fajdalmat,
és fajdalomhoz tarsult viselkedési mintazatot, rkétést, elkeriilést valt ki.

A fajdalomérd neuronok tlilnyomd tébbségén kifejelkk a tranziens receptor
potencial vanilloid 1 (TRPV1) receptor és a kannald 1 (CB1) receptor. Azonban amig a
CBL1 receptor aktivalasa az éreuronok nikddését szignifikansan gatolja, és jetsnt
fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik, addig VR aktivalasa az idegsejteket stimulalé
hatassal bir. Polimodélis fajdaloméként a TRPV1 szamos fajdalmat Keltigand,
protonok és 43 °C felettisinérséklet hatasat integralja. A fiziologiagkadéseken kivil a
TRPV1 szamos patolégias folyamat kialakitasabankucsszerepet jatszik, koziluk
kiemelten fontos a gyulladassal jar6 fajdalom Walasadban és fenntartdsaban betoltott
szerepe. A TRPV1 disismert, és maig a legszelektivebbnek tartott exolggandja a
paprika csifsségéért felék kapszaicin, az egyik legismertebb endogén agoaipedig az
anandamid.

Az anandamid egy endogén lipid, melynek élettanipémldgias folyamatok
széles spektrumaban tulajdonitunk szerepet, részb@egrendszerben, részben azon kiviil.
Az anandamid t6bb kilonbéZehérjével is kdlcsonhatasba Iép, am a hatasaiidiségét a
CB1 és a TRPV1 receptorok kozvetitik. Szerteagazdddai kozil kiemelerd a
fajdalomérd primer érdneuronok nikddésének szabalyozasa, mely szintén a CB1 és a
TRPV1 receptorok kdzvetitésével valosul meg. Kiddmfszovetek egyes sejttipusai —
koztik a primer ééneuronok — anandamidot termelnek. Anandamidterniélds |épésben,
tdbb kilbnbé# enzimatikus Gtvonalon létrejohet, melyek egy ré6z&-ot igényel, mas

része C&-t6l fiiggetlenill is rikodik. Legalabb hat olyan enzimet ismeriink, mely
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kozremikddhet az anandamid szintézisében, kozilik legieier az N-
acilfoszfatidiletanolamin foszfolipaz D (NAPE-PLDjely az egyetlen ismert Esfliggs
anandamidtermél enzim. Tudjuk, hogy a primer émeuronok egy csoportja rendelkezik
NAPE-PLD-vel. A primer ér#dneuronok azonban képesek anandamidtermelésre
extracellularis C& hianyaban is, ami arra utal, hogy a NAPE-PLD dkimalizalt, ca-
figgd Gtvonalon kivill Iéteznie kell legalabb egy?Gtiiggetlen Gtvonalnak is ezekben a
sejtekben.

A tranziens receptor potencial vanilloid 1 molekulasajat maguk
(homotetramerként), vagy TRPV1 splice varidnsoké&sétleg a tranziens receptor potencial
vanilloid alcsalad mas tagjaival egyutt (heterabeterként) formaljdk a nem-szelektiv
kationcsatorna TRPV1-et. Az ioncsatornédkikidésének szabéalyozdsaban fontos
mechanizmus az alegységek Osszetételének valto2dsikkor a TRPV1 egyik splice
variansa, a TRPV1b egyiitt fefigik ki a TRPV1-gyel heteroldg rendszerekben, akkor
ligandok, pl. kapszaicin hatasara a csatorna csildédivitasa tapasztalhato.

A TRPV1-et kifejed sejtek kdzil a nociceptiv primer 8reuronokat altaldban
elssként emlitik. Ezekben a neuronokban a TRPV1 iomeeahak alapvétszerep jut a
periférias gyulladasos folyamatok jelzésében a @itip idegrendszer felé, majd a
gyulladéssal jar6 & hiperalgézia és viszcerdlis hiperreflexia kialdlsdban és
fenntartasaban. A TRPV1 és a TRPV1b molekulak ¢gyikifejeddése a primer
érzsneuronokon, és a TRPV1b heteroldg rendszerekbeh déilé hatdsa a csatorna
vélaszkészségére arra utal, hogy a TRPV1 ioncsatoisszetételének valtozasa
hozzajarulhat a receptor érzékenységének fokozasahgyulladasos korilmények kozott.
Ennek megfelélen, egy ilyen valtozas hosszabb tavon esetleg megkozhat a TRPV1 és

TRPV1b mRNS és fehérje szintjeinek médosulasaban.



Ceélkitiizések

A Ca*-fliggs modon termelt anandamid TRPV1 aktivalasaval stilfail primer
érzneuronokat, a Cafiiggetlen enzimek altal termelt anandamid szewsmmban eddig
ismeretlen volt. Ennek megfel@n, munkankban a &afiiggetlen anandamidtermelésre
alkalmas enzimek azonositasat ékauésének leirasai4tik ki célul, patkany hatsogyoki
ganglionjaibdl tenyésztett primer éreeuronokban.

Ezt kdveten az ezen enzimek altal termelt anandamid hatédgagaltuk a
TRPV1-et kifejed sejtekre, hiszen kordbbi eredmények arra utalfadgy ez az
endokannabinoidként ismert lipid megoldast jelenth&jdalom csokkentésére, ugyanis az
aktivalt CB1 receptor gatld hatast fejt ki a TRPkL-Az azonban tisztazatlan kérdés volt,
hogy az elédleges érgneuronok Aaltal termelt anandamidnak — a CB1 recepital
kdzvetitett hatason tal — milyen kdzvetlen hatdaa ® TRPV1 csatorna aktivitasara, igy
Osszességében hogyan valtoztatia meg a polimodalisiceptorok aktivitasat,
ingerelhebségét.

A TRPV1 és annak splice variansai egyitt kiféfpze altaldban modosult
érzékenységet, megvaltozott aktivitast mutatnak candietramer TRPV1 csatornahoz
képest. Kisérleteinkbem vitro “gyulladast utanzé kdzeg” hatasat vizsgaltuk a VRP
ioncsatorna valaszkészségére, mikozben a TRPVIRE/Ib mRNS és fehérje szintjeit
vizsgaltuk. Azt kerestiik, hogy a TRPV1 egyik spliggiansa, a TRPV1b mennyiségének
valtozasa magyarazatot ad-e a TRPV1 fokozott érgéémére gyulladasos koriimények
kozott.



Anyagok és médszerek

Kisérleti llatok, alkalmazott anyagok.A kisérletekhez 6sszesen 94 him, 80-200 g téimeg
Sprague-Dawley patkanyt, valamint 5 vad tipusi €BR®V1 KO egeret aldoztunk fel.
NAPE, kapszaicin, anandamid, rimonabant, mustarékjionomycin oldasara etanolt,
Tocrisolve-ot vagy DMSO-t, vagy ezek keverékét hattwk. A DMSO-t legaldbb 2000-

szeresre, az etanolt legalabb 1000-szeresre higjkabmaztuk.

Primer érzéneuronok tenyésztéseA kisérleti allatok hatségyoki ganglionjait az @hsyaki
szegmen$l a hatodik lumbdlis szegmensig kipreparaltuk, émzpoldatba gyjtottik.
Enzimatikus és mechanikus emésztés utan a sejmigtDL-ornitinnel bevont (veg
fedslemezeken tenyésztettilk 24 vagy 48 6ran at. Temtgisk egy részét gyulladasos

mediatorok (prosztaglandin s bradikinin) jelenlétében tartottuk.

RNS izolalasa, cDNS atiras és polimeraz lancreakc{®T-PCR). Az RNS izolalasat QIA
shredder oszlopok, valamint RNeasy Mini Kit, RNe&sgtect Mini Kit vagy RNeasy Plus
Mini Kit (QIAGEN, UK) segitségével végeztik a gy@djanlasai szerint. A cDNS atirashoz
SuperScript 1l cDNS szintézis reagenseket haszamdaltd reverz transzkripciot kovétn a
kovetked gének felsokszorositasat, majd gélen vizualizélasfgeztik: NAPE-PLD,
glicerofoszfodiészter foszfodiészteraz 1 (GDE4/B-hidroldz 4 (ABHd4), protein tirozin
foszfatdz, nem-receptor tipus 22 (PTPn22), 1b atiopdartozé szolubilis foszfolipaz,A
(sPLA2G1b), inozitol 5’ foszfataz (Inpp5), TRPV1 gléceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz
(GAPDH).

Patkany TRPV1b szekvenalasaAz RT-PCR termékeket elektroforézist késet az
agar6z gélil QIAquick Gel extrakcio kit és mikrocentrifuga desggével a gyarté ajanlasa
szerint kinyertiik. A szekvenalast ABI Prism autcanstekvendld rendszerben adzéleg

RT-PCR-hoz is hasznalt primerekkel végeztik.

Immuncitokémia. A kitapadt sejteket PBS-ben mostuk, majd 4% panadéddehiddel
fixaltuk. Permeabilizalast, és blokkolast kdet a sejteket a primer antitestekkel
inkubaltuk, majd a jeleket szekunder antitestekkielalizaltuk. A sejteket Leica DMR

fluoreszcencias mikroszkoppal vizsgaltuk.
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Western blot. A sejtek homogenizélasat, a fehérijek membranbdéndrkipreparalasat
kdvetben a fehérjetartalmat meghataroztuk. A fehérjélesiatliraltuk, aztan Bis-Tris gélen
frakcionaltuk, majd PVDF membranra blottoltuk. Blokast koveten a membranokat a
primer antitestekkel inkubaltuk, majd torma per@xigal konjugéalt masodlagos antitesttel és

western blotting luminal reagenssel vizualizaltuk.

Anandamidfelszabadulas vizsgalata és mennyiségi niegarozasa. A tenyészeteket
kétszer mostuk HBSS-HEPES pufferben, majd 37 °CEonpercig inkubaltuk a
tesztoldatokban. A fellliszokat jégen ug§ttik, ahonnan a lipideket etilacetéattal
extrahaltuk. A mintakbol a termelt anandamid meségét harom fliggetlen labor, némileg
kiillénbo® modszerekkel hatarozta meg (,A”", ,B”, ,C” protokpl

Kobalt akkumulacio vizsgélata. A fedslemezre letapadt sejteket mostuk, majd a vizsgalt
agonistak, illetve antagonistak jelenlétében kefedltétel pufferben inkubaltuk. A sejtekbe
felvett kobaltbdl p-merkaptoetanollal csapadékot képeztiink, majd tekssj fixaltuk.

Fénymikroszkdpos felvételeket készitettlink, melyékege programmal elemeztiink.

Fluoreszcens C&'-koncentraciomérés. A sejtek kalciumhomeosztazisanak vizsgalatara
két fluoreszcens modszert alkalmaztunk. A kisékkt&ura-2 AM-mel toltétt sejteken PTI
rendszeren, vagy Fluo-4 AM-mel t6lt6tt sejteken s&eiLSM 5 LIVE konfokalis

mikroszk6pon végeztik.

Arammérés. Fesziiltség-clamp kérilmények kozétt teljes-sejtriteat mértink 15-30 um
atmésji tenyésztett éfmeuronokon, 37 °C-on. A kisérletek soran a sejte@tmV-os
tartopotencialon tartottuk. A sejteket akkor tekitik anandamidra vagy kapszaicinre

érzékenynek, ha a szer adagolasaval edjletgpz aram valtozasa meghaladta az 50 pA-t.

Statisztikai modszerek.Az ismételt kisérletekid szarmazo adatokat atlagoltuk. Az atlagok
kozotti  kildnbségeket Student-féle t-probaval, égyesds vagy tobbtényés
varianciaelemzéssel (ANOVA), illetve Fisher-félezelgt teszttel hasonlitottuk 6ssze. A
bemutatasra keréiladatoknal atlagtstandard hiba értékeket tlintetfgink



Eredmények

A primer érz 6neuronok tdbb anandamidszintetizal6 Gtvonallal ren@lkeznek

Patkany hatsogyoki ganglionokbdl tenyésztett prindexineuronok RT-PCR
vizsgalata azt mutatta, hogy minden olyan enzimjgggglen van a sejtekben, amelynek
szerepe ismert az aciletanolaminok, koztik az ssmaidiszintézisében. A termékek mérete
jol korrelalt a vart méretekkel. Mennyiségiik vatiomlt, legtébbnek a GDE1 expresszidjat
talaltuk, legalacsonyabbnak a PTPn22-¢é bizonyult.

Kovetked lépésben az enzimek expresszidjat immuncitokémigidszerrel
vizsgaltuk. Az éréneuronok szubpopuléaciéin ABHd4, GDEL, Inpp5 és PPfejeddik
ki. Neuronalis markerrel (NeuN) egyitt festve aéltuk, hogy mig az Inpp5 és a PTPn22
csak idegsejteken van jelen, addig a GDE1 és azd¥Btiilénféle nem-neuralis sejteken is

megtalalhato.

A NAPE anandamidtermelést indukdl a tenyésztett éineuronokban

Miutan tébb olyan enzim jelenlétét kimutattuk azé@euronokban, melyeér
tudjuk, hogy szerepet jatszhatnak az anandamidtézis@ében, megvizsgaltuk, hogy
ténylegesen betdltik-e ezt a szerepet, azaz teek@ranandamidot a patkany hatsogyoki
ganglionokbdl készilt tenyészetekben. Az ésszesrisranandamidot szintetizalé Gtvonal
kozds szubsztratja a 20:4-NAPE. Feltételeztilk, hagennyiben a sejtek funkcionalis
enzimekkel rendelkeznek, exogén 20:4-NAPE adasakandamidot fognak termelni. Els
Iépéshen ezt a feltételezett anandamidtermeléstialttiik vékonyréteg kromatografiaval.
A tenyészeteink fellilisz6iban 5 percig tarté 100 [2@:4-NAPE kezelés hatasara
anandamid jelent meg. Az anandamidon kivill egy kndghid is megjelent a
kromatogramon, melyt migracioja és nagy mennyisége alapjan ugy gookphogy maga
a 20:4-NAPE.

Anandamid kialakulasat kovign egy sor mas lipid terngelhet, kdztuk 18:1
lizofoszfatidsav (18:1-LPA), melynek endovanillotdlajdonsagara nemrég derilt fény.
Vékonyréteg kromatografiaval azonban nem talaltd®kl-LPA-t sem a kezelt, sem a
kezeletlen sejtek felliliszoéiban.

A kulonboéd  korulmények  kozotti  20:4-NAPE  kezelések  okozta

anandamidtermelés mennyiségi meghatarozésianetg kellett bizonyosodnunk arrdl, hogy
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az anandamidot valéban a tenyésztett idegsejtaketds, nem pedig pusztan az oldatban
spontan végbemén reakciérél van sz6 (mel§r irodalmi adat sajnos nem Allt
rendelkezésre). Ehhez szobatérséklei, valamint 37 °C-os, sejtmentes pufferben
tartottunk 100 pM 20:4-NAPE-et, ésdimként megmértiuk, keletkezett-e a pufferben
anandamid. Csekély mennyiséget sikerilt ugyanteneajes pufferl kimutatni, de még a
legmagasabb koncentracié is mintegy 6tvened résiteamnak, amit sejtek kezelésekor
mértiink. A sejtmentes pufferben mért anandamid ryisdge mellesleg nem mutatott
Osszefliggést sem a@rhérséklettel, sem a 20:4-NAPE pufferben tartasadétartamaval
(legmagasabb koncentraciot [0,15 ng/ml] 5 perc Itéltel mértink, 37 °C-on,
legalacsonyabbat [0,023 ng/ml] 2,5 éra utan, saiB&°C-on).

Egymastdl fuggetlen kisérletekben, két kulorbdzodszerrel mérve ésitettik
meg a vékonyréteg kromatografia eredményét: 5 garsid, 37 °C-on tortén 100 uM
20:4-NAPE kezelés szignifikans anandamidtartalormekédést idéz 8la sejttenyészetek
fellliszoiban. Az “A” protokoll szerint mérve a fitllisz6 anandamidtartalma 0,02+0,001
ng/ml-r6l (0,04+0,04 ng/mg protein) 9,6+2,6 ng/ml-re (12:5% ng/mg protein) étt (n=3).

A sejtek kezelése 20:4-NAPE nélkili kontroll old&t(Tocrisolve) nem valtoztatott az
anandamid mennyiségén (0,006+0,004 ng/ml, fehérnegiségre normalizélva 0,01+0,01
ng/mg; n=3).

A “B” protokoll alapjan mérve 100 uM 20:4-NAPE kdége a méréshatar alatti
(n=4), mig szobatmérsékleten ez az anandamidtefdés egy nagysagrenddel kisebb volt.
A 20:4-NAPE altal indukalt anandamidtermelés kom@miofiggnek bizonyult (“A”
protokoll). A legalacsonyabb 20:4-NAPE koncentraciamely mar szignifikans

anandamidtermelést okozottu/ volt.

A NAPE altal indukalt anandamidszintézis kalciumfliggése

Az anandamid C&-fiiggs és Ca'-fiilggetlen ttvonalakon is szintetizalodik. Annak
eldontésére, hogy a 20:4-NAPEZHiggs vagy C&'-fliggetlen Gtvonalakat aktival-e, €a
jelenlétében és Gahianyaban is kezeltik a sejteket 100 pM 20:4-NARE-Onmagaban a
Ca* jelenléte nem befolyasolta a feliilisz6 anandamidéntracijat (rendre 0,62+0,4
ng/mg protein; n=3, és 0,9810,1 ng/mg protein; n=B)0 pM 20:4-NAPE kezelés
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szignifikdnsan, egyeéil mértékben névelte az anandamidkoncentracidt {@denlétében
(9,57+2,6 ng/mg protein; n=3) és annak hianyabdhlg47+0,9 ng/mg protein; n=3).

Az, hogy a 20:4-NAPE hatasara %ahianydban is ugyanannyi anandamid
termeBdik, mint C&" jelenlétében, megléperedmény, hiszen ismert, hogy a tenyésztett
érneuronok egy része, tobbek kozott a nociceptiv elsejképesek Cafiiggs
anandamidszintézisre. Eligrzésként, hogy a mi tenyészeteink is mutatjak ezt a
tulajdonséagot, a sejtekre 5 percig 100 nM kapsztaagoltunk, mely TRPV1 csatornakon
keresztiil C# influxot hoz létre a nociceptiv sejtek t6bbségélRekapszaicinkezelés 0,13
ng/mg proteinre emelte a felllisz6 anandamidtaégim=2), amely ugyan szamotéen
alacsonyabb, mint ami 20:4-NAPE hatasara mérlus alatamasztja, hogy legalabb néhany

nociceptiv sejt C&-fliggen termel anandamidot.

A termelt anandamid egy része a sejtekben marad

Felmerilt a kérdés, hogy a sejtekben termelt saraidikikertil-e teljes egészében
az extracellularis térbe, azaz a fellliszObanjestéérmelt mennyiséget hatarozzuk-e meg.
A kérdés tisztazasara a ,C” protokoll alkalmazas&@lieezdtilk az anandamid mennyiségi
meghatarozasat sejtekhs (a tovabbiakban a fellldszon kivil a tenyésagtjeinek 90%-at
is erre hasznaltuk, a maradék 10%-ot az Osszesjdelmennyiségének megallapitasara
tartottuk fenn). A sejtek és a fellilisz6 Osszesndamidkoncentraciéja 0,09 ng/mg
protein6l 100 uM 20:4-NAPE hataséara 28,03 ng/mg proteinre (n=a}.nEz a csak
fellliszobdl kimutatott mennyiség nagyjabol haroonsgza, ami legegyszZésben azzal
magyarazhato, hogy a sejtek altal termelt anandaétitarmada sejten belll marad.

Mindezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a tertgéisZrdneuronok egy
szubpopulacioja 20:4-NAPE jelenlétében anandanteiwhel. Munkank tovabbi részében
arra igyekeztiink valaszt kapni, hogy a termelt daamidnak milyen hatdsai vannak egyik

fontosnak tartott célpontjara, a TRPV1 receptorra.

NAPE jelenlétében kobalt akkumulalédik a tenyésztdtérzéneuronokban

Ismert, hogy érmeuronokon a TRPV1 receptorok stimulalasa exogén
anandamiddal kobalt akkumulaciot eredményez. A #@aekben megvizsgaltuk, hogy az
endogén anandamidnak is van-e ilyen hatasa.
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Kobaltot tartalmazé kontroll pufferben a neurono}@+3%-a mutatott kobalt
jelolédést (n=10). Kapszaicin (500 nM) hatdsara a kadbalfelolt sejtek aranya
szignifikansan &tt (37,5+3%, n=10). Hasonléan, a 20:4-NAPE hatasakobalttal jel6lt
sejtek aranya szignifikdnsanéth mely hatds koncentraciofiggek bizonyult. A
legalacsonyabb 20:4-NAPE koncentracié, amely mégn#ikans kobalt akkumulaciét
okozott, 0,1 uM volt (6,4+1%, n=4). Tobbségébemidseti neuronok jelddtek.

Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy 20:4-NAPEakara kobaltpermeabilis

ioncsatornak aktivalédnak, melyeketéslsrban kismérétneuronok expresszalnak.

A NAPE inward aramot hoz |étre az érfineuronok egy csoportjaban

Annak megefsitésére, hogy a 20:4-NAPE valéban stimulalja tekef, teljes-sejt
aramokat regisztraltunk a tenyésztett primegeznronokon. Teljes sejtes konfiguracidban
Osszesen 22 sejt inward aramat regisztraltuk 5@AM-NAPE hatasara. Outward arammal
egyetlen sejt sem reagalt. Néhany neuron inwardna@ranég a 20:4-NAPE adagolas
befejezése utan is emelkedett. Eppen emiatt, aadtacsicsamplitudéjat (ami -0,41+0,1
nA-nek adddott, n=22), mindig az adagol&sadtama alatt hataroztuk meg.

A NAPE-re valaszolé sejtek kozil 9 esetben megéltsg 500 nM kapszaicin
hatasat is, és mind a 9 esetben kaptunk valasiteknamplitudéja szignifikansan nagyobb
volt (-2,36+0,6, n=9), mint a NAPE-re adott valdsz¢—-0,3510,1 nA, n=9). A NAPE-re és
kapszaicinre egyarant reagald sejteken kivil 2atotglaltunk, mely csak kapszaicinre
véalaszolt, NAPE-re nem. Az oldoszerekre egyetlginssen valaszolt (n=11).

NAPE hatéséara az érsneuronok intracellularis kalciumkoncentracidja né

Az endogén anandamid intracellularis kalciumkoncambra kifejtett hatasait 50
MM 20:4-NAPE adagolasaval vizsgaltuk. Kontrollkémt NAPE old6szerét (etanol és
Tocrisolve), kapszaicint (1 uM) és KCl-ot (50 mMiamaztunk.

Az olddszer adagolasa 343 KCl-ra valaszol6 segtiik@&gyben sem valtott ki
valaszt, kapszaicinre azonban 224 neuron reagalt.

Egy percen keresztil tartd6 20:4-NAPE adagolasshatdaz 546 KCl-ra reagald
sejt kozul 189-ben (35%, n=6) novekedett az’{fzaMinden sejt, amely vélaszolt 20:4-
NAPE-re, kapszaicinre is érzékeny volt. Azokon arpaokon kiviil, melyek NAPE-re és

kapszaicinre is reagaltak, az 545 s#jtbvabbi 273 valaszolt csak kapszaicinre (50%,)n=6
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lgy a kapszaicinre érzékeny sejtek aranya a teljgsilacioban 6sszesen 85%-nak adddott
(n=6), ami szignifikAnsan magasabb annal, mint asliizetes NAPE-adagolas nélkuli
kapszaicinhatasnal tapasztaltunk (343-bdl 224 sejt). A 20:4-NAPE hatasara kialakul6
valaszok (a KCl-valaszra normalizalva) kisebbekalglmint a kapszaicinre adottak (NAPE
/ KCI = 0,15+0,01, n=189, kapszaicin / KCI = 0,783D, n=189+273=462). A 20:4-NAPE
hataséara lassabban alakult ki valasz, mint kapszhitasara.

Annak vizsgdlatara, hogy a TRPV1 milyen szerepédt h@& a NAPE és a
kapszaicin altal kivaltott valaszok kialakitasabamM kapszazepin adagolasa utan mértik
a 20:4-NAPE (5uM), majd a kapszaicin (M) hataséat. llyen koérulmények kdzétt a 403
KCl-ra reagéld sejt kéziil 26 adott valaszt 20:4-NAfR és kapszaicinre is (6,45%, n=5). A
kapszaicin tovabbi 21 sejtben hozott étre {Gandvekedést, a NAPE pedig tovabbi 16
sejtben, azaz megjelentek NAPE-re igen, de kapsraioem reagalé neuronok. A NAPE-
re érzékeny sejtek aranya kapszazepin jelenlétéaiteties populacioban mindéssze 10%-
nak adodott (403 neuron kozil 42, n=5), mig azes&apszaicinérzékeny sejt aranya 12%
(403 neuron kozil 47, n=5). Kapszazepin jelenléiélae NAPE-re és a kapszaicinre
valaszol6 sejtek aranya is szignifikansan kisebbt, vanint kapszazepin nélkil.
Elgondolkodtatd, hogy a neuronok egy csoportjagskazepin adagolasa kézben (kb. 30 s
elteltével) [C&"]; novekedést mutatott. Ugyanezekben a sejtekbenNARE hataséra is
emelkedett az [(G4);. Kapszazepin hatasara emelkefC&"]-t korabban leirtak mar
killonféle daganatos sejtvonalakban, de tenyésatgtheuronokban még nem. A jelenség
tovabbi vizsgélata folyamatban van.

A CBL1 receptor szerepét a 20:4-NAPE altal kivalt@tiaszok kialakitasaban 200
nM rimonabant dlkezeléssel vizsgaltuk. Rimonabant jelenlétében a4-RAPE
adagolasara 498 KCl-érzékeny séjth05 reagalt [CH]; emelkedéssel (21%, n=6). Ez az
arany szignifikansan kisebb volt a rimonabant niétkért eredményekt. A kapszaicinre
valaszol6 sejtek aranyat azonban a rimonabant refolydsolta (498 neuron kozil 421,
85%). Az atlagos 20:4-NAPE-, és az atlagos kapsmailaszok amplituddjat a rimonabant
szignifikdnsan csokkentette (20:4-NAPE / KCI = 3021, kapszaicin / KCIl = 0,61+0,02).

Eredményeink arra utalnak, hogy a 20:4-NAPE okastekend hatas fligg a
TRPV1-8l, tovabba a 20:4-NAPE nem indukal CB1 altal mediatlast.
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A NAPE indukélta [Ca®'];-ndvekedés egér élneuronokban TRPV1-fiigg

Az a medfigyelés, hogy a 20:4-NAPE serkenti a TRPAgbnista anandamid
termebdését, valamint, hogy a 20:4-NAPE-re reagalé neakdwmpszaicinérzékenyek arra
utal, hogy a 20:4-NAPE anandamid kozvetitésévalvalia a TRPV1-et. A TRPV1 20:4-
NAPE-hatasok kozvetitésében bet6ltétt szerepénegleimtésére kisérleteinket vad tipusu
és TRPV1 knock out egerelttenyésztett éimeuronokon folytattuk. A 20:4-NAPE-et 50
UM koncentracidban alkalmaztuk.

68 sejt kozill 10 mutatott [ névekedést 20:4-NAPE adagolast kivest. A
patkanybdl tenyésztett neuronokhoz hasonléan mindem-NAPE-re érzékeny sejt
valaszolt kapszaicinre (1 uM) is, és a NAPE altafikott valaszok lassabban aktivalédtak,
mint a kapszaicin altal kivaltott valaszok. A WTéelgsl tenyésztett 68 neuron kozil 32 csak
kapszaicinre reagalt, NAPE-re nem (47%).

Ellentétben a WT egerek tenyészeteiben talalt RMPE-érzékeny neuronokkal,
a KO egerekdl szarmaz6 hatsogyoki gangliontenyészetek egyedkgtie (n=59) sem
reagélt 20:4-NAPE-re. A vartnak megféleh, a KO egerekdd szarmaz6 héatsogyoki
gangliontenyészetek egyetlen sejtje sem reagakzeéginre sem. Mustarolajra azonban 59
esetlbl 22-ben kaptunk valaszt, bizonyitva, hogy a temgésejtjei valaszképesek olyan
ligandra, melynek receptoraval rendelkeznek.

Ezzel megsdisitést nyert, hogy a 20:4-NAPE Aaltali hatasok, mlelynagy

valosziriséggel anandamid kozvetitésével valosulnak megVIRBggoek.

A patkany hatsogyoki gangliontenyészet neuronjainakegy-egy csoportja egyszerre
fejez ki TRPV1-et és anandamidszintézisben résztvéenzimeket

A fellliszéban mérhétanandamid koncentracidja (~10 nM) nagysagrendekkel
kisebb, mint az exogén anandamid 6@euronokon hatasos koncentrécibja. Igy jogosan
meril fel a kérdés, hogy akkor mégis hogyan fejtkieaz endogén anandamid a hatasat.
Azt feltételezziik, hogy a primer éreeuronok altal termelt anandamid autokrin Gton hat,
igy lokdlisan elég nagy koncentraciét érhet el aPVR aktivalasahoz. Annak
ellendrzéseként, hogy hipotézisiinknek adottak-e az anatéralapjai, kombinalt
immunfestéseket végeztiink a TRPV1 és az egye¥-filggetlen anandamidterndel
enzimek egyuttes kifejédésének vizsgalatara. A TRPV1 elleni és a vizsgé@tmek elleni

antitestekkel végzett kéak immunfestésekkel kiderllt, hogy a GDE1-et, ABHd4és
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Inpp5-6t expresszalod émeuronok jelerdts hanyada kifejezi a TRPV1-et is. A PTPn22

immunpozitiv sejtek kdzul alig néhany mutat TRP¥Bdést.

A tenyésztett érdineuronok TRPV1-et és TRPV1b-t egyarant kifejeznek

A TRPV1b-l5l részben vagy telies mértékbaidnyzik a 7-es exon. Igy a 7-es
exont  korilvew” primerparunk a vartnak megfelein két kilonbéa terméket
sokszorozott fel, egy nagyobb, valod#éy a teljes hosszlsagu TRPV1-nek megielel
~500 bazisparbol allo, valamint egy kisebb, valddeig a TRPV1b-nek megfelel~325
bazisparbdl allé terméket.

A DNS szekvenalas igazolta, hogy a két termék kinbod szekvencianak felel
meg. A nagyobb termék szekvencidja azonos annak RazPCR terméknek a
szekvenciajaval, amit a teljes hosszisagu TRP\&hlgtiében vartunk, mig a kisebb, 322
bazisparbdl allé szekvencia szintétra/1 gén része, ttpvl géntl 180 bazisparral (éppen
a teljes 7-es exonnal) kevesebb. A termékek a &lbbrts a gyulladasos kdrnyezetben tartott

tenyészetekben megegyeznek.

A BK és PGE jelenlétében tenyésztett émmeuronok fokozottan érzékenyek
kapszaicinre

Kapszaicinmentes kobaltfelvétel pufferben alig mghé&euron jel@dott a
kontroll és a gyulladasos kdzegben tartott tenytékben is (1,4+1%, n=4 kontroll, valamint
1,9+1%, n=4 gyulladasos tenyészet). A jeldlt seigdnya kapszaicinmentes pufferben nem
kilonb6zott egymastdl szignifikansan a kontroll és gyulladasos kézegben tartott
tenyészetek kozott.

30 nM kapszaicin hozzaadasa a kobaltfelvétel puderszignifikansan novelte a
jelolt sejtek aranyat a kontroll (1%2%; n=4) és a gyulladasos tenyészetekben {834
n=4) is, tovabba kapszaicin hatdsara a gyulladdsiIegben tartott tenyészetekben

szignifikansan tobb sejt jel&d6tt, mint kontroll tenyészetekben.

A BK és PGE jelenlétében tenyésztett élineuronok TRPV1 mRNS szintje ré, de a
TRPV1b mRNS expresszidja nem modosul
A TRPV1 és TRPV1b mRNS expressziojat kontroll,amaint BK és PGE
tartalmu tapoldatban tenyésztett sejtekben RT-PGRisaerrel vizsgaltuk két fliggetlen
kisérletsorozatban. A cDNS mennyiségi kontrolljak@mktint alkalmazva a TRPV1 és a
14



TRPV1b mRNS szemikvantitativ meghatarozasat elwéger gyulladasos kultirdkban a
TRPV1 kifejeddését szignifikdnsan nagyobbnak taldltuk (362+80%654), mint
kontrollban, mig a TRPV1b expressziéja nem emeltedd88+18%, n=4). Ez
Osszességében szignifikdns novekedést eredméngeER®V1/TRPV1b mRNS expresszio
aranyaban, a kontroll tenyészetekben medfigyel7 Q@ (n=4) értékil a gyulladasos
kbzegben tartott tenyészetekben 1,86+0,18 (n=4keatrtt.

A kisérletet GAPDH bets kontrollal megismételve hasonlé eredményt kaptunk,
gyulladdsos mediatorok hatdsara a TRPV1 mRNS kifdfsse 278%-ra (n=2), mig a
TRPV1b mRNS kifeje@dése 184%-ra (n=2)5tt.

A BK és PGE jelenlétében tenyésztett ékimeuronok TRPV1 és TRPV1b fehérje
expresszidja nem valtozik

A TRPV1 elleni antitest a teljes sejt lizatumokhpblalt fehérje Western blot
vizsgalatakor két egyértelran elkilonithgt (~110 kDa és ~88 kDa méiigtsavot jeldlt,
valamint egy harmadik, alig lathat6 (~95 kDa) saxté¢mbranfrakciobdl tortéhizolalaskor
ezeken kivill egy negyedik sav (~75 kDa) is megjelarfent emlitett 6sszes sav kontroll és
gyulladasos kbzegben tenyésztett sefiekimlalt fehérjék western blotjan is latszik. AQ1
kDa koriili és a 95 kDa korili fehérjék irodalmi &mlaalapjan a teljes hosszisagu TRPV1
teljesen glikozilalt, illetve a teljes hosszisag@PN1 nem-glikozilalt formajanak felelhet
meg. A ~88 kDa mérét fehérje valoszileg a TRPV1b, a ~75 kDa fehérje viszont
vélheten csak a membranfrakcidk preparalasakor kelétkeezlléktermék, hiszen a teljes
sejt lizatumbdl hianyzik. A kifejezetten gyenge nedgnése miatt a 95 kDa korli fehérje
mennyiségét nem hataroztuk meg, igy a tovabbiaktsak a TRPV1 és a TRPV1b
mennyiségi valtozasait vizsgaltuk. Jetenkulonbséget talaltunk a teljes sejt lizatumola és
membranfrakciok TRPV1 és a TRPV1b expresszidja ftokkegle® modon, a gyulladasos
mediatorok nem okoztak szignifikdns valtozasokan se teljes sejt lizatumbdl izolalt
TRPV1, sem a TRPV1b mennyiségében. Hasonl6 eredmuitpttunk a membranfrakciok
vizsgalatakor is. Bar a TRPV1 némileg kevesebbaekikRPV1b valamivel tdbbnek adédott
a gyulladasos kozegben tartott tenyészetekben, Bnlkdegek nem bizonyultak

szignifikansnak.
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Megbeszélés

Endogén anandamid
Vizsgalataink kezdetéig 6t kalciumfiiggetlen enzperepét valosziisitették az

anandamid termelésében. Munkankban ezek kéziil fedgyje (ABHd4, GDEL1L, Inpp5 és
PTPn22) kifejeédését mutattuk meg tenyésztett primesgeuronokon. Immunfestéseink
tovabba azt mutattak, hogy az emlitett enzimek ké@iGDEL1 és az ABHd4 nemcsak
neuronokon, hanem nem-neurdlis sejteken is expiésbk. Azt taldltuk, hogy az ésszes
ismert Gtvonal kozoés szubsztratja, a 20:4-NAPEagEa")-t névelk TRPV1 agonista
kapszaicin anandamidtermelést idé4. ellindez arra utal, hogy a patkany hatsogyoki
ganglionokhdl tenyésztett sejtekben jelel@nandamid szintézisében szebephzimek
tobb dtvonalat alkotnak, melyek stimulus-fdggnddon termelhetnek anandamidot. Az
enzimek idegi, valamint nem-idegi sejtek kozottszlasa alapjan tovabba ugy gondoljuk,
hogy az anandamid talnyomé tébbsége a primerén@aronokbdl szarmazik.
Legvaloszifibb, hogy az &ltalunk kimutatott anandamidszint&nigan a sejtekre adagolt
20:4-NAPE beépll a sejtmembranba, ahol az intnaléels enzimek a membranhoz
asszocialddva atalakitjak azt.

Bar a 20:4-NAPE adagolasa valamelyest emeli aZ']@aa kalcium eltavolitasa
az extracelluléris téh nem valtoztatja meg a termelt anandamid menngiséggért Ugy
gondoljuk, hogy ez a novekedés az{ieban nem elég a NAPE-PLD aktivadlasahoz. Mas
szbval, a 20:4-NAPE adagolasakor megjélemandamidot nem a NAPE-PLD termeli,
hanem kalciumfiggetlen Gtvonalak. Az altalunk kiatatt enzimek jelenléte tehat
funkciondlis Utvonal(ak) kialakulasaban is megnkdatk, bar egydire nem tudjuk, hogy
pontosan melyek ezek.

A 20:4-NAPE kobaltbearamlast, kalciumbearamlasirasot indukdl a tenyészett
érzsneuronok egy csoportjagban. A 20:4-NAPE kis atijiér sejtekben okozott
kobaltbearamlast, mely sejtek tdbbsége TRPV1-etresspalé fajdalomész neuron.
Kontroll korilmények kozott minden egyes sejt, ame20:4-NAPE adagolaséara
kalciumbearamlassal illetve inward arammal valaszeBlaszolt kapszaicinre is. A
valaszolé sejtek aranyat a TRPV1 antagonista kappha szignifikAnsan csokkentette.
Tovabba, TRPV1 KO egereébizolalt neuronok kdzill egy sem reagalt 20:4-NAREmig
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a vad tipustak igen. Mindezen eredményeink ariaakahogy a 20:4-NAPE altal kivaltott
hatasokat TRPV1 kozvetiti.

Néhany eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy :4-IRAPE altal okozott
TRPV1 aktivalas kozvetve, anandamidtermelés Utg@asul meg. Elszoris, a 20:4-NAPE
altal kivaltott anandamidtermelés és a 20:4-NAP&I &livaltott ionaramok is a szubsztrat
koncentraciéjatél fliggenek. Masodszor, a kapszacivalaszold, azaz TRPV1-et
expresszald sejteknek csak egy része érzékenyNZPE-re. A TRPV1-et expresszald
sejteknek ez a korlatozott érzékenysége 6sszhangimaa TRPV1 és az anandamidteidnel
enzimek koexpressziés mintazataval. Harmadszohasémérsékleten a 20:4-NAPE nem
okoz kalciumbearamlast, mig a kapszaicin, ami kilenél kd6dik a TRPV1-hez, igen.
Végiil, a 20:4-NAPE szignifikAnsan lassabb valaszdke létre, mint a kapszaicin altal
kivaltott valaszok. Ezek persze mind kozvetett bydtékok, de ©sszességében mind
ugyannarra utalnak: a folyamathoz sziikséges a szébgelenléte, az enzimek jelenléte,
megfeleb hémérséklet, ahol az enzimek aktivak, és ele§edd a termék elkészitéséhez.
Az anandamidon kivll egyéb, 20:4-NAPE erédeietabolitok részvétele az éreuronok
(20:4-NAPE adaséara tortén aktivalasaban igen valésitten, hiszen a vékonyréteg
kromatografia semmilyen mas lipid jelenlétét nemzigita, mint az anandamid és maga a
20:4-NAPE.

A vizsgalt enzimek persze nem kizar6lagosan anaittatermelésére
specializalédnak, egész mas ,céllal” is lehetnesefiben. Masrészt, tobb olyan enzim is
szerepet jatszhat az anandamid szintézisében, jelgaleg még nem azonositottak, igy
pillanatnyilag lehetetlen arrél nyilatkozni, hogysejtek mekkora hanyada rendelkezik az
anandamid élllitAsahoz szikséges teljes enzimrendszerrel.dramidis méréseink alapjan
mindenesetre Ugy gondoljuk, hogy a kapszaicinérngkeejteknek kb. fele képes
kalciummentes kdzegben anandamidot termelni.

Lévén a fellluszéban mért anandamidkoncentracigelgesen alacsonyabb, mint
ami a TRPV1 aktivalasahoz szikséges, a kalciumfleggétvonalakon termelt anandamid
valosziriileg autokrin médon hat. Azon kivil, hogy a ternaglandamid aktivalja a TRPV1-
et, Ugy tinik, hogy szenzitizalja is. A kapszaicinérzékenjtebearanya ugyanis 60%-rol
80%-ra ritt elszetes 20:4-NAPE adagoléas hataséara, tovabba a keipsgads NAPE-re is
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vélaszolé sejtek kozott gyakoribb volt a nem, vaggk lassan visszatényugalmi [C&';
kapszaicin adagolasa utan, mint a csak kapszaic#haszol6 sejtek kdzott.

Az exogén anandamid CB1 receptor aktivalasa ditayetve gatolja a primer
érzneuronok TRPV1-valaszait. Ezzel szemben, a CBlpteceantagonista rimonabant
gétolta a 20:4-NAPE-re véalaszol6 sejtek arany&t ealaszok amplitudojat egyarant. Bbb
arra kovetkeztethetiink, hogy a 20:4-NAPE hatasalaumfiiggetien enzimek altal termelt
anandamid és az exogén anandamid hatasa nem npodémn egyezik meg (az exogén
anandamid CB1-medialt gatlé hatast valt ki, az gédoanandamid viszont nem). Az
exogén anandamid TRPV1 aktivitasra kifejtett hdté&shefolyasolja azonban az anandamid
koncentracidja és a CBL1 receptor elésbége.

Osszefoglalva, megmutattuk, hogy a primegenronok egy része legalabb egy
kalciumfliggetlen utvonalon képes 20:4-NAP&-Bnandamidot termelni; az exogén 20:4-
NAPE-3l (majdnem) kizardlag kalciumfliggetien Gtvonalak@nmebdik anandamid; az
exogén 20:4-NAPE-# kalciumfliggetlen utvonalakon termelt anandamitbkan Uton, a
TRPV1 receptorra hatva stimulalja a neuronokat. &zhatast dsszevetve az exogén
anandamid hatasaval nyilvanval6, hogy ennek a fofipd mediatornak a viselkedését

szamtalan tényézbefolyasolja.

A patkany TRPV1b splice variansa

A TRPV1 gén 7-es exonjat kézrefogd primerekkel dktzorozott két RT-PCR
terméket szekvenalva azt kaptuk, hogy a nagyobhélertokéletesen megfelel a patkany
TRPV1 mRNS-ének, mig a kisebb termék éppen 18Gpamial (a 7-es exonnal) kevesebb
ennél. A patkany hatségyoki ganglionbdl felsokszotbkisebb RT-PCR terméket TRPV1b
homolognak tartjuk, mely a teljes hosszisagu TRByHl-egyditt kifejezve az ioncsatorna
vélaszkészségét a kifefad®es aranyaban csokkenti. Eredményeink arra utalhagy a
TRPV1 és a TRPV1b mRNS is fehérjére irodik at temiett érdneuronokban.

A gyulladasos folyamatokban termelt és felszab#iddttamtalan mediator kézil a
fajdalom kialakitasaban és fenntartasdban nagyzm@micéggel a BK és a PGRatsszak az
egyik legfontosabb szerepet. Mind a BK, mind a P@ETRPV1 gyors foszforilacidjat
okozza, mely az ioncsatornékiiszobének szignifikans csdkkenéséhez vezet. Ishmgly
a kulonféle TRPV1 agonistak a csatorna kapuzasharekajat egyutt befolyasoljak, ez a

hokiiszobcsokkenés fokozza a TRPV1 altal kdzvetitéthszokat, beleértve a kapszaicin
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okozta kobaltbedramlast is. Azt talaltuk, hogy BKaéPGE fokozza atrpvl atirdsat, bar a
TRPV1 és a TRPV1b mRNS szintje nem eg§ankértékben névekszik. Korabbi kisérletek
viszont nem igazoltak fokozattpvl atirastin vivo. Az in vivo ésin vitro vizsgalatok kozotti
ellentmondasos eredményeket magyardzhatja a ggeblad szdvetekben val6jaban
felszaporodé mediatorok és a kisérleteinkben a lagésos korilményeket modelez
kornyezet kozotti kilonbség, de indokolhatja a @ddsos mediatorok hatasanak Kkitett
primer érdneuronokin vivo ésin vitro eltéi aranya is.

A BK- és PGE-indukalt TRPV1 mRNS szint novekedés ellenére a TRP
fehérje mennyiségében nem tudtunk valtozast kimutsgm teljes sejt lizatumban, sem
membranfrakcidban. A ndvekedés hianya talan a TR&ERtivitas-fligg fokozott turnovere
szamlajara irhato.

Mikdzben a TRPV1 fehérje szintie nem emelkedettapszaicin-indukalt, azaz
TRPV1 kozvetitett kobaltbearamlas szignifikAnsakofmbdott a gyulladasos mediatorok
jelenlétében tenyésztett sejtekben a kontroll terstek sejteihez képest. A legvalosibin
magyarazatnak a TRPV1 ioncsatorna érzékenység@kekddasara igy a BK- és PGE
indukalt poszttranszlacios médositdmik. Az is elképzelhét hogy a BK és a PGE
expozicié megvaltoztatja a TRPV1 és a TRPV1b akaggk aranyat az egyes 0sszeszerelt
csatornakban anélkil, hogy a TRPV1 vagy a TRPVIlfzriennyisége valtozna. Igy
eléfordulhat, gyulladasos kortlmények kozétt inkabbPVR homotetramerek és TRPV1b
homotetramerek szetelnek 6ssze, mig kontroll korilmények kdzoétt nagyatsnyban
jelennek meg TRPV1/TRPV1b heterotetramerek. Azazgwlladasos mediatorok
jelenlétében nagyobb szambabfetduld teljes valaszkészsegRPV1 homotetramerek
fokozott kapszaicinvalaszokat alakithatnak ki atiélkogy a TRPV1 fehérje mennyisége
véltozna. Ennek alatamasztasara nyilvanvaloan tovatasgalatok szikségesek, melyek
jelen pillanatban a TRPV1b-re specifikus antitegtnjia miatt nem Kkivitelezhéek. A
csokkent aktivitast létrehoz6 TRPV1b splice varianagy mennyiségben torign
kifejezédése a membranfrakcioban mindenesetre arra utgy BoTRPV1b-nek igenis
szerepe lehet a TRPV1 ioncsatorna aktivitdsandbadpazasaban, és az alegységosszetétel
moédosulasa hozzajarulhat a kapszaicinreceptor agdsios kérnyezetben megfigyethet

fokozott valaszkészségéhez.
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Osszefoglalas

Az értekezés az endogén anandamid, valamint exggeétladasos mediatorok
(bradykinin (BK) és prosztaglandin, HPGE)) elsidleges éréneuronokra gyakorolt
hatdsainak vizsgalata soran kapott eredményekietjiogssze.
fajdalom kialakulasaban betoltott szerepe, mindpkdz, mind periférias idegrendszeri
tdmadaspontokon. Anandamidtermelés?*@aggs és CA&'-fuggetlen UGtvonalakon is
torténhet. Megmutattuk, hogy patkanydelleges éréneuronjai C&'-mentes kdzegben is
képesek anandamidtermelésre, leirtuk &"@mgetlen enzimek jelenlétét a mar ismert
Cé*-fiiggs NAPE-PLD mellett. Az anandamidternieénzimek kozos szubsztratjanak, az
1,2-dioleoil-sn-glicero-3-foszfoetanolamin-N-araatmoilnak (NAPE-nek) az adagolasakor
anandamid termétiik. Megvizsgaltuk, hogy a termelt anandamid TRRA%adialt serkerdt
hatést fejt ki a primer éémeuronokra, mely serkentést a kannabinoid 1 receqgyideji
aktivalasa nem gatolja. A vizsgalt neuronok egyeésgyiitt fejezi ki a TRPV1-et és az
anandamidtermelésre alkalmas enzimeket. Ezek alapgdményeink arra utalnak, hogy a
primer éréneuronok altal Cé-fiiggetlen Gtvonalakon termelt anandamid inkabimsiélo,
mint gatlé hatast fejt ki ezekre a sejtekre, éatadivaldszilleg el$sorban autokrin.

A TRPV1 kdzponti szereppel bir a gyulladassal féttdiperalgézia létrejottében.
A TRPV1 egyik splice variansa, a TRPV1b a TRPVIcgatorna rikodését csokket a
természetben is @brduld inhibitorikus alegység. A TRPV1 és a TRBRVMRNS- és
fehérjeexpresszidjat vizsgaltuk kontroll kdrilméky@zott és gyulladasos mediatordlO(
UM BK és 10 uM PGH jelenlétében tenyésztett patkany primerSgeuironokon annak
megallapitasara, hogy BRPV1 és a TRPV1b expresszidjaban bekdveéikedltozasok
hozzajarulhatnak-e az ioncsatorna gyulladasbhanigyediiets fokozott valaszkészségéhez.
A primer érdneuronok mind TRPV1-et, mind TRPV1b-t kifejeznek KRR és fehérje
szinten egyarant. A TRPV1b mRNS-e pontosan a t&ljes exon hianyaban kilonbdzik a
TRPV1 mRNS-6l. Az érzneuronok TRPV1 valaszkészsége szignifikansétt amikor a
sejteket BK és PGE jelenlétében tenyésztettik. Ezzel egyitly a TRPV1 mRNS
mennyisége is dtt, fehérje szintje azonban nem valtozottBK és PGEjelenléte tovabba
nem modositotta sem a TRPV1b mRNS, sem a TRPV Brjéebxpresszidjat.
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