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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

1.1. Az erek vaszkularis biologiaja

Az érszovet funkcionalis sejtjei koziil a simaizom- ¢és endotélsejtek alapvetd
jelentdséglick. Az simaizmok az erek kontraktilis sejtjei, amelyek a vegetativ mitkodések
végrehaijto (effektor) sejtjei. Osszehuzdédasuk és elernyedésiik altal mitkodésiik alapvetd
szerepet jatszik a vérkeringési rendszer szabalyozasaban. Az endotélsejtek a
simaizomsejtek mellett az érfalak integritasanak fenntartdsa ¢s az erek homeosztazisanak

kialakitasa mellett az erek dilatativ mechanizmusainak szabalyozéasaban is részt vesznek.

1.1.1. Simaizomfunkciok

A miozin molekula egyik alegysége a 20 kDa molekulatomegii miozin koénnyi-lanc
(MLC). Nyugalmi allapotban az MLC fehérje foszforilaltsagi szintje alacsony és gatolja a
miozin-aktin kolcsonhatast, ami altal nem alakul ki a kontrakcidhoz vezetd aktin-miozin
kozotti kereszthid-ciklus. Az 6sszehtizodast kivaltod hatasokra (elsésorban az intracellularis
Ca?*-koncentracio emelkedésére) az MLC foszforilalédik és konformacidvaltozason esik
at, igy a foszforilalt MLC kevésbé akadalyozza a miozin és az aktin kdzotti kereszthidak

kialakulasat. A MLC-ra specifikus miozin konny{i-lanc kinaz (MLCK) katalizalja MLC

crer

crer

A Ca”" hatasat kalmodulinhoz kapcsolédva, mint Ca®*-kalmodulin komplex fejti ki. Ez a
komplex aktivalja a MLCK-t, ami ezutdn az MLC egy meghatarozott szerin oldallancat

er oSziorilalja en es mtsai. . Z intracellularis Ca™ -koncentracio mellett
(Ser 19) foszforilalja (Allen é i, 1994). Az i [tularis Ca®*-k 1ci6 mell



az MLCK aktivitisa tovabbi szabalyozas alatt is all. igy példaul a protein-kindz A (PKA)
altali foszforilacio az MLCK Ca2+-érzékenységének csokkenésével jar.

Bér a simaizom-aktivitas legfontosabb mechanizmusa a Ca®" jel, mas, a Ca®' jeltdl
részben fiiggetlen mechanizmusok is képesek simaizom-6sszehuzodast kivaltani. A miozin
kénnyli lanc foszfatiz (MLCP) aktivitdsanak csokkenése is ilyen Ca®-fiiggetlen

o0sszehuzodashoz vezethet. Az erek simaizom Osszehuzodasa tehat foszforilacid és

defoszforilacio altal szabalyozott folyamat (1. abra) (de Lanerolle és mtsai. 1991).

inaktiv

Kontrakcio

1. abra. Simaizom kontrakcio és a Ca2+-érzékenyités

A simaizom kontrakcio elsédlegesen a miozin konnytli-lanc (MLC) foszforilacidjanak fiiggvénye. Az
intracellularis Ca®*-szint emelkedése fokozza a miozin kénnyii lanc kindz (MLCK) aktivitisat, ami az MLC
foszforilacigjahoz (MLC-P) és igy kontrakciohoz vezet. A kontrakcid6 mértékének és idétartamanak
szabalyozasa a MLC-P-t defoszforilald miozin foszfataz (MLCP) aktivitasahoz ko6tédik. A defoszforilacid
sebességének szabalyozasa az MLCP kozvetlen gatlasaval (CPI-17), illetve foszforilacioja altal (MLC-P)
meghatdrozza az adott intracellularis Ca®*-szint melletti kontrakcié mértékét; az MLCP gatlasa mellett
megfigyelheté fokozott kontrakciot Ca?*-érzékenyitésnek nevezziik.



A protein kinaz C (PKC) aktivalasa is szerepet jatszhat a tartés simaizom-
Osszehtizodasban. A PKC aktivalodasaval jard jelatviteli atvonalak a simaizmokban lassan
bekovetkezd és tartdos Osszehtizodashoz vezetnek (Horowitz és mtsai. 1996). Ennek
mechanizmusaként feltételezték, hogy a PKC foszforilalja a 17 kDa tomegii CPI-17-¢t,
amely foszforilalt formaban gatolja a miozin foszfatazt (MLCP). In vitro szamos kinaz
foszforilalja a CPI-17-t, de in vivo egyediil a PKC felel6s ezért a foszforilacidért (Eto és
mtsai. 1995) (1. abra). Korabbi tanulmanyokban leirtdk, hogy a PKC farmakoldgiai
gatlasanak, illetve aktivalasanak fontos szerepe van az arteridlis miogén ténus
szabalyozasaban (Hill és mtsai. 1990; Osol és mtsai. 1991; Hill és mtsai. 1996). A PKC
inhibitorok a kaniilalt ereken dilataciot, a PKC aktivatorok konstrikciot valtottak ki a Ca*-
koncentracié emelkedése nélkiil (Hill és mtsai. 1990).

Kisérleteinkben a simaizomfunkcio ellendrzésére €s a varhatdo maximalis konstrikcio
megitélésére a noradrenalint, a szimpatikus (adrenerg) idegrendszer ingeriiletatvivé
anyagat hasznaltuk. A noradrenalin altal kivaltott valaszok az erek simaizméaban talalhato o
receptorok aktivaciojanak kovetkezményei (Ahlquist 1948). Az o receptorok G-fehérjéket
aktivalva foszfolipaz C (PLC) aktivitas fokozddasan keresztiil mind az intracellularis Ca®'-
koncentracio emelkedésén, mind a Ca®* -érzékenyitésen Keresztiil vazokonstrikciot
okoznak. Ezen utobbi, Ca2+-jelt61 fliggetlen mechanizmus (Ca2+-érzékenyités) soran a PLC
a membran foszfatidil-kolinjabol arachidonsavat szabadit fel, amely a miozin kénny( lanc
foszfatazt gatolja; igy a foszforilalt MLC szintje emelkedik, és az izom 6sszehtizodik (1.
abra) (Dimopoulos és mtsai. 2007).

A Ca2+-érzékenyités folyamatadt a Rho/Rho kinazon alapulé mechanizmusokkal is
magyarazzak (1. abra). A Rho/Rho-kindz G-fehérjékhez kapcsolt utvonalainak szerepét
Bolz és munkatarsai rezisztenciaerek esetében irtak le. Az Aaltaluk vizsgalt kis

vazizomerekben az oxidalt lipoproteinek fokoztdk a Rho és Rho-kindz aktivacigjat, ami



vazokonstrikciohoz vezetett (Bolz és mtsai. 2000). A Rho-kinaz egy szerin/treonin kinaz,
amely szamos sejten beliili funkcidban jatszik szerepet, mint amilyen a simaizom
osszehtzodas is. Fontos szerepet jatszik a simaizom Ca?*-érzékenyitésében és az értonus
szabalyozasaban azaltal, hogy egyrészt foszforildlja a miozint, masrészt foszforilalja a
miozin foszfatazt, amely a foszfatazaktivitds gatlasat eredményezi. A Rho-kindz
foszforilacioval fokozza a CPI-17 fehérje miozin foszfataz gatld képességét is, igy a Rho-
kinaz-fiiggd foszforilacid hozzajarulhat a miozin foszforilacids szintjének ndveléséhez

(Dimopoulos és mtsai. 2007).

1.1.2. Dilatativ hatasok: endotél funkcio

Az erek miikdodésének szabalyozisaban nemcsak a simaizmok jatszanak fontos
szerepet, hanem az endotélsejtek is. A szervezet valamennyi erét endotélsejtek bélelik. Az
1980-as évektdl kezdédden mutattak ki, hogy az endotélsejtekbdl kiilonbozd értagitd és
érsziikitd szabalyozo molekulak szabadulnak fel. Ezeket a mediatorokat elébb endotélsejt-
eredetli relaxdlo faktorként (EDRF), illetve endotélsejt-eredetli kontrakcios faktorként
(EDCF) emlitették. Az EDRF-et a tovabbiakban, mint nitrogén-monoxidot (NO)
azonositottak (Furchgott és mtsai. 1980). A NO felszabadulasat kiilonb6z6 extracellularis
jelzdmolekuldkkal, mint példaul acetilkolinnal, tovabba az endotélsejt mechanikai
deformalasaval lehet kivaltani. Az endotélsejtekben a foszfolipaz A, (PLA;) a
membranlipidekb6l arachidonsavat tesz szabadda. Az arachidonsav metabolikus
utvonalakon keresztiil alakul at kiilonb6zo értagitd hatast prosztanoidokka, mint amilyen a
prosztaciklin (PGl,). A PGl; az adenilat-ciklaz aktivalasaval lazitja el az érfal simaizmait.
A rezisztenciaerek miogén valaszaért tovabba olyan arachidonsav metabolitok is feleldsek

lehetnek, mint példaul a 20-hidroxi-eikozatetraénsav (20-HETE) (Frisbee és mtsai. 2001).



Az acetilkolin a paraszimpatikus (kolinerg) idegrendszer ingeriiletatvivé anyaga,
amely muszkarinos receptorokon fejtheti ki hatasait. Az altalunk vizsgalt erekben az
acetilkolin vazodilatativ hatdsainak hatterében az endotelidlis sejtekben expresszalodo M3-
as tipusu muszkarinerg acetilkolin receptorok stimulacidja all (McCormack és mtsai.
1988). Stimulacidjuk endotél-fiiggd vazodilatacibhoz vezet, mely jelenséget sajat
munkankban az endotél épségének vizsgalatara hasznaltunk fel.

Az acetilkolin altal medialt hatasok harom ttvonalon Kkeresztiil vezethetnek
vazodilatacidhoz. Az els6 mechanizmus az endotélium eredetli relaxald faktorhoz kéthetd
(Furchgott és mtsai. 1980). A masodik mechanizmus a PGIl, szintéziséhez kotott
(Gryglewski és mtsai. 1986). A harmadik mechanizmus az ugynevezett endotél-eredetii
hiperpolarizal6 factor (EDHF) altal kozvetitett, amely NO és prosztaglandin szintézis
gatlasa mellett is megfigyelhetd (Chen és mtsai. 1988). Ezen utobbi faktor ugyan még nem
azonositott, de annyi mindenképpen tudott rdéla, hogy (i) a simaizomsejtek
hiperpolarizacigjaval jar; (ii) ez a hiperpolarizacié a simaizomsejtek Ca®*-aktivalt K*-
csatorndik megnyilasanak eredménye; (iii) ezért a faktor simaizomsejtekre kifejtett hatasa
mind az extracellularis Ca**-koncentracié emelésével, mind a K'-csatornak gatlasaval
felfliggeszthetd.

Az erek ellazitasaban a polimodalis afferens idegvégzddéseknek is szerepiik van.
Fizikai és kémiai artalmak hatésara az intracellularis Ca®*-koncentracié emelkedése az
idegvégzddésekben talalhatdé neurotranszmittereket tartalmazd vezikulak kitiriiléséhez
vezet. Az ilyen mechanizmusok altal 1étrejové vazodilatacioban jelenleg harom
neuropeptidnek, a P-anyagnak (SP), a kalcitonin gén-rokon peptidnek (CGRP), tovabba a
neurokinin A-nak tulajdonitunk szerepet. Ugy tiinik, hogy a harom neuropeptid koziil a 37
aminosavbol all6  CGRP-nek tulajdonitanak (Amara és mtsai. 1982) a legfontosabb

szerepet, mely fokozza az adenilat-ciklaz aktivitasat, ugyanis hatasara intracellularisan
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megnd a cAMP mennyisége. A megndvekedett CAMP-szint aktivalja a PKA enzimet, majd
ezt kovetden megnyilnak az ATP-fiiggd K'-csatorndk. A folyamat eredménye az érfali
simaizom relaxacioja és az erételjes értagulat (Edvinsson és mtsai. 1985; Han és mitsai.
1990; Hughes és mtsai. 1994). A CGRP érpermeabilitast fokozo hatasat nem kozvetleniil,

hanem a SP hatasanak potencirozasaval fejti ki (Cao és mtsai. 2000).

1.1.3. Az ératméro élettani szabalyozasa

Rugalmas tulajdonsédgaik, falvastagsaguk, adaptiv készségiik (compliance) és az
izomelemek alapjan a vérkeringési rendszer ereit feloszthatjuk a legnagyobb méretii
elasztikus  artéridkra, vezetd (konduktiv) funkciojG  muszkularis  artéridkra,
rezisztenciaerekre, kicserélési erekre, kapillaris erekre, valamint a kisebb és nagyobb
vénakra. Az elasztikus fala artéridk mérsékelik a nagyerekben a nyomasingadozéasok
amplitddojat, és hozzajarulnak az artérids rendszerekben az aramléds folyamatossagahoz.
Az elasztikus artéridkat kovetd artéridknak vezetd (konduktiv) funkcidjuk van. A
konduktiv artériakat kovetd kis artériakat és arteriolakat prekapillaris rezisztenciaereknek
nevezzilk, melyek jelen kisérleteink szempontjabol a legfontosabbak. Ezen erek
atmérdjének aranylag kismértékli valtozasa is jelentdsen modositja a véraramlast; az
Osszehuzodas csokkenti, mig az ellazulas noveli az ératmérdt. A rezisztenciaereknek kettds
funkcidjuk van: (i) mindenkori allapotuk az egyik meghatarozoja a nagyvérkdori artérias
nyomasnak, (ii) lokalisan szabalyozzak az utdnuk kovetkezd érszakasz, a mikrocirkulacios
teriilet véraramlasat; tagulatuk fokozza a helyi aramlast és a kapillarisokban uralkodd
nyomast, 6sszehtuzodasuk csokkenti a helyi aramlast és a kapillaris nyomast (Fonyo Attila,

Orvosi élettan).
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Az artéridk alapvetd tulajdonsaga, hogy az intralumindlis nyomas emelkedésére
konstrikcidval, mig a nyomas cs6kkenésére dilatacioval reagalnak (miogén valasz). Ezt a
jelenséget W. M. Bayliss eredetileg 1902-ben jegyezte le (Bayliss 1902). Ezen miogén
valasz jelent6s olyan reszisztenciaerekben, mint példaul a vazizom arteriolak. A
rezisztenciaerek simaizomsejtjei tehat nyugalmi allapotban nincsenek teljesen relaxalt
allapotban, hanem rendelkeznek egy bels6 (intrinsic) aktivitassal, amely fliggetlen a vérér
beidegzésétdl és a hormonalis hatasoktol. Ez a kontrakcid fenntart egy bizonyos mértékii
vazokonstrikciot, amelyet bazalis tonusnak neveziink (Folkow 1989).

A kardiovaszkuldris rendszer csak igen ritkdn miikddhet wvalédi nyugalmi
koriilmények kozott. Allandd valtozasoknak van Kkitéve, ezért az érfali simaizom
miikodését idegi és humoralis impulzusok is szabdlyozzak, ugyanis szimpatikus beidegzés
nélkiil a rezisztenciaerek bazdlis tonusa nem elégséges az artérids vérnyomas megfeleld
szintentartasahoz. Ezek a szimpatikus rostok folyamatos aktivitassal rendelkeznek, igy
folyamatosan stimulaljak az erek falaban elhelyezkedd simaizom sejteket. Ezen stimulacio
kovetkezménye szintén egy bizonyos mértékli vazokonstrikcié, amelyet nyugalmi
vazokonstriktor tonusnak neveziink. Az egyes érszakaszok szimpatikus beidegzésének
stirisége rendkiviil kiilonboz6: a legnagyobb beidegzési slirliség az artéridk szakaszan
talalhato, mig az aortaban és a nagy artéridkban a beidegzés igen kicsi. Ennek megfelelden
a nyugalmi vazokonstriktor tonus az agy és vese ereiben kisebb, mint a bdr €s a
splanchikus teriiletek ereiben. Az erekhez futd szimpatikus rostok végzddéseinek fo
neurotranszmittere a noradrenalin. A szimpatikus noradrenerg érsziikitd hatds a
simaizomsejteken 1év6é oj-receptorokon keresztiil érvényesiil (Ahlquist 1948). Az -
adrenerg receptor G4 fehérjéhez kapcsolt, ami az inozitol-triszfoszfaton (IP3) keresztiil
néveli a Ca**-koncentraciot, ami simaizomosszehtizodast eredményez. Az az-receptornak

fontos szerepe van a nyugalmi vazokonstriktor tonus kialakitasaban. A miogén tonus
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szabalyozasaban az a receptorok mellett a B-adrenerg receptorok is szerepet jatszanak. A
Gs fehérjéhez kapcsolt B-adrenerg receptorok aktivacioja stimuldlja az adenilat-ciklazt,
megnovelve a sejten beliili cAMP-szintet. A cAMP fokozza a PKA aktivitasat mely
foszforildlja a simaizom kontrakciojat szabalyozé Ca®*-kalmodulin dependens miozin-
konytilanc-kinazt (MLCK). Az MLCK foszforilalt forméja kevésbé aktiv, igy a kontrakcid
mértéke csOkken €s az érintett értertileten értagulat jon 1étre. A B-receptorok megoszlasa az
egyes parhuzamos érteriiletek ereiben nem egyenletes: P,-receptorok vannak a vaz- és a
szivizom legkisebb artéridiban és arterioldiban, a majban, vesében, tiidoben, valamint a
bélben, mashol azonban hianyoznak. Ugyanakkor a szivizomzatban féként (;1-receptorok
expresszalodnak, melyek stimulacidja révén fokozodik a szivosszehuzodasok ereje (2.
abra).

Adrenalin

Noradrenalin
.-. L

‘
. ciklaz cAMP
4 \ = TP

i - Simaizom
Szivizom

Simaizom kontrakcio kontrakci6 relaxacio

Foszfolipaz C

2. abra. Az adrenerg receptorok felosztasa és az altaluk kozvetitett hatasok
Az adrenerg receptorok szamos keringést érint6 hatasokat kozvetithetnek. Az a-receptorok simaizomsejteken
a Gy aktivalodasat okozva kontrakciohoz vezetnek. A B-receptorok stimulacidja Gs fehérje aktivacioja altal
szivizomsejtekben (f3;) kontrakciot, simaizomsejtekben (B,) relaxaciot valt ki.
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A koronariak nyugalmi tonusa magas, amely nagy részben miogén eredeti (Liu és
mtsai. 2009). A koronariaerckben ay- és fp-adrenerg-receptorok is megtalalhatéak. Az o
receptorok stimulacidja konstrikcidhoz (Kitazawa és mtsai. 2012), mig a [ receptorok
stimulacidja relaxaciohoz vezet (Laughlin és mtsai. 2012). Altalanossagban elmondhato,
hogy a koronaria erekben a P receptorok altal medialt relaxacios hatasok dominalnak.
stimulacid esetében az a receptorok altal medialt vazokonstrikcid a dontd jelenség. A Bo-
adrenerg-receptorok expresszalddhatnak koronariakban és a vazizmot ellatdo erekben is.
Jelentds kiilonbség ugyanakkor, hogy az altalunk vizsgalt erek esetében a koronaridkban a
noradrenalin dilataciét okozott, ami az o receptorokhoz koéthetd utvonalak kisebb
jelentdségére utal, mig a vazizomerekben a noradrenalin vazokonstrikcidt okozott, ami az

a receptorok dominanciéjéra utalt.

1.2. A TRPV1 receptor

A TRPV1 egy nem szelektiv kationcsatorna (Pca/Pna < 10). A TRPV1 azonositasa
kapszaicin érzékenysége alapjan tortént, amikor kapszaicin receptorként azonositottak
1997-ben (Caterina és mtsai. 1997). Strukturalis sajatsagai alapjan a kapszaicin receptor
homologiat mutatott a Drosophila melanogaster retindjaban talalhato TRP (tranzient
receptor potential) fehérjével (Minke 2010), a kapszaicin receptor igy a TRP receptor
csalad egyik altipusanak tekinthetd, ezért a szakirodalomban TRPV1-nek (tranzient
receptor potential vanilloid-1) nevezik. A tranziens receptor potencial (TRP)
szuperfamilianak koriilbeliil 28 tagja van emlésokben. Ezek 6 alcsoportba oszthatoak ugy,
mint ankirin (TRPA), kanonikus (TRPC), melasztatin (TRPM), policisztin (TRPP),

mukolipin (TRPML) és vanilloid receptorok. A TRPV1 a TRPV alcsalad ismert els6 tagja,
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napjainkig azonban még tovabbi 5 csatornat soroltak ebbe a csaladba (TRPV2-6). A csalad
jelenleg ismert hat tagja kozil négy (TRPV1-4) hére is érzékeny kationcsatorna, melyek
hémérsékleti/aktivalhatosagi tartomanya részleges atfedést mutat. A TRPV1-t61 mind
strukturalisan, mind aktivaciés mechanizmusédban a leginkdbb kiilonb6z6é csoportot a
TRPV5-6 alkotjak (Gunthorpe és mtsai. 2002; Pedersen és mtsai. 2005). A TRPVS és a
TRPV6 a kalcium abszorpcioban/reabszorpcioban mikodik kozre vese €és duodénum
epitéliumban. Erdekes, hogy a TRPV csalad tobbi tagjara (TRPV2-6) nem hatnak olyan
vanilloid struktirdji vegyiiletek, mint a kapszaicin és a reziniferatoxin (RTX).

A késobb klonozott emberi TRPV1 receptor 92%-o0s hasonldsagot mutat a patkany
receptor szerkezetével (Hayes és mtsai. 2000; McIntyre és mtsai. 2001). Ez a receptor 838
aminosavbol allo, 95 kDa nagysagu fehérje, amit 6 B-redé szerkezeti transzmembran
domén épit fel, ahol az 6todik és hatodik transzmembran domén k6z6tt egy rovid, porust
formalo hidrofob hurok taldlhatd. Mint a legtobb TRP csatorna esetében, a TRPV1
receptorhoz is tartozik egy hosszi N-terminalis régid, amely prolinban gazdag régiot és hat
ismétlédé ankirin domént is tartalmaz, melyek potencidlis PKA foszforilacids helyek
(Caterina és mtsai. 1997; Kedei és mtsai. 2001). A receptor hatodik transzmembran
doménjéhez kozel talalhaté egy C terminalis régié is. Mind a C-, mind az N-terminalis
régid intracellularisan helyezkedik el. Az ankirin régidoknak szerepiik lehet szdmos, a
citoszolban talalhaté fehérje kotésében, mint amilyen a kalmodulin (CaM) is (Tominaga és

mtsai. 2005), amelynek fontos szerepe van a receptor Ca?*-fiiggé deszenzitizacidjaban.
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3. abra. A TRPV1 szerkezete
A TRPV1-et 6 transzmembran domén épiti fel (S1-S6), ahol az 6todik (S5) és hatodik (S6) transzmembran
domén kozott egy rovid, porust formalod hidrofob hurok talalhato. A receptorhoz tartozik egy hossza N- és
egy C-terminalis régi6. Az N-terminalis régié prolinban gazdag régiot, hat ismétlddé ankirin domént és
szamos foszforilacios helyet is tartalmaz.

A sok sejtben homotetramerként eléforduld TRPV1 szabalyozasaban résztvevo
kitlintetett aminosav csoportokat deléciokkal, pontmutdciokkal hatdroztak meg. A
kapszaicin a masodik és harmadik transzmembran doménhez a csatorna lipid feliiletén
kotédhet, mig mas vanilloid molekuldk a csatorna citoszol fel6li oldalan.

A receptor foszforilaciojaban fontos szerepet jatszhat a PKC (Numazaki és mtsai.
2002; Bhave és mtsai. 2003; Mandadi és mtsai. 2004; Mandadi és mtsai. 2006), a CAMP
fliggd PKA (Bhave és mtsai. 2002; Mohapatra és mtsai. 2003), és a Ca**/kalmodulin-fiiggd
kinaz II (CaMKII) (Jung és mtsai. 2004). A foszforilacio szenzitizalja a TRPV1-et,
novekszik a sejteken beliili Ca**-szint is, és ezzel egyidejlileg a receptor aktivitasa csokken
(deszenzitizacio). Ez alatt az akut deszenzitizacids periddus alatt a receptor aktivitasat a
reverzibilis foszforilaci6 szabalyozza. A defoszforilacio a TRPV1-et deszenzitizalja, az
intracellularis Ca®*-koncentraciét pedig alacsony szinten tartja. Ebben az akut
deszenzitizacioban féleg a protein foszfataz 2B (calcineurin) (Docherty és mtsai. 1996;

Mohapatra és mtsai. 2005) szerepét igazoltak, mely enzim képes a TRPV1-et
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defoszforilalni. Kutatocsoportunk korabbi eredményei arra utalnak, hogy a vaszkularis
TRPV1 aktivacidjaban is fontos szerepet jatszik a PKC altali foszforilacio, illetve a
defoszforilacidért felelés kalcineurin gatlasa (Lizanecz és mtsai. 2006) is.

A TRPV1 akut deszenzitizacidjanak hatterében a defoszforilacion kiviil tovabbi
folyamatok jelent6ségét is igazoltak kiilonb6z6 sejtvonalakban. Ilyen folyamat a csatorna
kapuzasanak fesziiltség-fliggésének valtozasa (Piper és mtsai. 1999; Gunthorpe és mtsai.

2000); a kapszaicin kotéhelyek szamanak csokkenése (Jung és mtsai. 2004); valamint a

.....

1.2.1. A TRPVI1 élettani jelentosége

A TRPVI1 megtalalhaté a szenzoros C és A-3 neuronokban (Caterina és mitsai.
1997). Ezzel 6sszhangban egyik élettani szerepe a fajdalmas ingerek érzékelése, amit
fizikai és kémiai hatdsok, mint az alacsony pH, magas hémérséklet, extracellularis
ozmolaritas- és nyomadsvaltozéasok, irritativ anyagok, mint a paprika csipds izét add
kapszaicin és tagabb értelemben a vanilloidok valtanak ki (Szallasi és mtsai. 1999; Di
Marzo és mtsai. 2002; Di Marzo és mtsai. 2002; Ross 2003).

A szenzoros idegek végzédéseiben expresszalodo TRPV1 aktivacioja Ca®* és Na*
ionok sejtekbe torténé bearamlasaval jar. Az intracellularis Ca®* koncentracio emelkedése
a periférias TRPV1 aktivacidja esetén helyi, igynevezett ,,szenzoros efferens” hatdsokhoz
vezet (Szolcsanyi 1988). A folyamat soran az intracellularis Ca®* koncentracié emelkedése
az idegvégzOdésekben talalhatd neurotranszmittereket (CGRP ¢és a SP) tartalmazé
vezikulak kitiriiléséhez vezet. Ezen neurotranszmitterek az erek endotéljéhez diffundalnak
¢s a sejtfelszini receptorokhoz kotddve aktivaljak az endotelidlis nitrogén-monoxid szintazt

(NOS) (Zygmunt és mtsai. 1999). A képz6dé NO a simaizom sejtekben a szolubilis
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guanilat ciklaz aktivalasaval emelkedett cGMP szinthez és ezen keresztiil relaxaciohoz
vezet. A TRPVI1 kozvetitett vazodilatacido tehat endotél és NO szintézis fiiggd. A
vazodilataci6 kiilonbozoé vérerekben figyelhetdé meg, mint a mezenteridlis, hepatikus,
bazilaris, duralis és meningealis artéridkban (Zygmunt és mtsai. 1999; Ralevic és mtsai.
2001; Harris és mtsai. 2002; Dux és mtsai. 2003; Akerman és mtsai. 2004; O'Sullivan és

mtsai. 2004).

A TRPV1 expresszi6 tekintetében az utdbbi években meglepd eredmények sziilettek,
melyek arra utalnak, hogy a TRPV1 korantsem csak a szenzoros neuronokban
expresszalodik. fgy kimutattak a TRPVI1 jelenlétét a kozponti idegrendszer szamos
sejttipusaban (neuronok, asztrocitak, pericitak) (Mezey és mtsai. 2000; Toth és mtsai.
2005). Egyre tobb informacio lat arr6l is napvilagot, hogy ezen nem szenzoros
neuronokban expresszalodo TRPV1 funkcionalis jelentdséggel birhat. Immunhisztokémiai
vizsgalatok segitségével kimutattdk huméan bdr epidermiszén és tenyészetett epidermalis
keratinocitakon, amit RT-PCR modszerrel is alatamasztottak (Denda és mtsai. 2001; Inoue
¢s mtsai. 2002). Ezt kovetden beszamoltak arrdl, hogy a keratinocitdk a receptor
funkcionalis formajat expresszaljak. Tovabbi vizsgalatok rdmutattak arra, hogy az
epidermalis keratinocitdkon megtalalhato TRPV1 szerepet jatszhat a bor gyulladdsos
folyamatainak kialakitasaban, illetve szabalyozasaban. A receptor farmakologiai
befolyasolasa pedig kiilonbozé borbetegségek kezelésében lehet fontos (Biro és mtsai.

1997; Paus és mtsai. 2006; Biro és mtsai. 2007; Moran és mtsai. 2011).

1.2.2. A TRPV1 vaszkularis expresszioja és stimulaciojanak hatasai

Korabbi eredményeink szerint a TRPV1 expresszalodhat a vaszkularis szovetekben
is. Azt talaltuk, hogy a TRPV1 stimulacio a patkdny bérben vazodilataciot valtott ki, mig

az izomban vazokonstrikciot (Kark és mtsai. 2008). A vazokonstriktiv mechanizmusok
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vizsgalata soran megerdsitettiik a vaszkularis TRPV1 jelenlétét az erek simaizom
rétegében, ami a receptor kapszaicin iranti érzékenységének sejtspecifikussagara utal.
Mindezekbdl arra kdvetkeztetiink, hogy a vazizomerek simaizom rétegében expresszalodo
TRPV1 szerepet jatszik a rezisztenciaerek atmérdjének szabalyozésaban. A TRPV1
stimulacié gyakran okoz ellentétes vazoaktiv hatisokat ugyanazon értipusban is. Igy
példaul mezenterialis erek esetében egyarant leirtak vazokonstrikciot (Scotland és mtsai.
2004) és vazodilataciot (Ralevic és mtsai. 2001). Ezen bifazisos hatasokat izolalt vazizom
erek esetében is megfigyelték (Kark és mtsai. 2008). Mindezek alapjan felmeriil annak
lehetdsége, hogy az ératmérd szabalyozasaban két ellentétes hatdsu TRPV1 populécio vesz
részt: ugyanazon éren belill a vaszkuldris innervacié vazodilatativ hatdsokat, mig a
simaizomban talalhaté receptorok vazokonstriktiv hatisokat kozvetitenek (Lizanecz és
mtsai. 2006). A kapszaicin alacsony koncentracioban dilaticiot, magasabb
koncentracioban pedig vazokonstrikciot okozott vazizomerekben (Kark és mtsai. 2008). A
kifejlédo valasz ezen kettds hatas ereddje (4. abra).

vazokonstrikciot szamos értipus esetében mar évtizedekkel ezel6tt is leirtak (Molnar
és mtsai. 1967; Toda és mtsai. 1972; Donnerer és mtsai. 1982; Duckles 1986; Edvinsson és
mtsai. 1990). Vazokonstrikcio volt megfigyelheté kutya mezenterialis (Porszasz és mtsai.
2002), koronaria (Szolcsanyi és mtsai. 2001), vazizom (Lizanecz és mtsai. 2006) és duralis
(Dux és mtsai. 2003) erekben is.

A kapszaicin kivaltotta in vivo vazokonstrikciot szamos értipus esetében mar
évtizedekkel ezel6tt is leirtak (Molnar és mtsai. 1967; Toda és mtsai. 1972; Donnerer és
mtsai. 1982; Edvinsson ¢és mtsai. 1985; Duckles 1986). Vazokonstrikcido volt
megfigyelheté kutya mezenterialis (Porszasz és mtsai. 2002), koronaria (Szolcsanyi és
mtsai. 2001), vazizom (Lizanecz és mtsai. 2006) és duralis (Dux és mtsai. 2003) erekben

is. A megfigyelt konstrikci6 mechanizmusara tobb lehetséges mechanizmust javasoltak.
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Ennek alapjan felmeriilt a TRPV1 stimulaciot kovetd, vazokonstriktiv anyagok (endotelin,
illetve SP) felszabadulasa (Szolcsanyi és mtsai. 2001; Scotland és mtsai. 2004), illetve
pontosabban nem karakterizalt simaizom fiigg6 folyamatok aktivacioja (Porszasz és mtsai.
2002; Dux és mtsai. 2003). Sajat eredményeink viszont arra utalnak, hogy a TRPV1
funkciondlisan expresszalodik a vazizomerekben és aktivacidja szenzoros neuronoktol

fliggetlentil vezethet vazokonstrikciohoz (4. abra) (Kark és mtsai. 2008).

Dilatacio

Vaszkularis
simaizom

Endothelium

Konstrikcio

4. abra. A TRPV1 medialt vazoaktiv hatasok (Kark és mtsai. 2008)
A TRPV1 aktivacidja altal kivaltott dilatacioban fontos szerepet kapnak a szenzoros neuronok és a
veégzodéseikbdl felszabaduld neurotranszmitterek (CGRP, SP), ezen vazodilatacio endotél-fiiggd. A TRPV1
funkcionalisan expresszalodhat ugyanakkor a vazizomerek simaizom rétegében is, és aktivacioja kozvetleniil
vezethet intracellularis Ca®*-szintemelkedéshez és vazokonstrikciohoz.

1.2.3. A TRPV1 farmakologiai jelentosége

A TRPV1 a fajdalomérzet kialakuldsdban jatszott szerepe miatt a gyogyszergyari

kutatasok homlokterébe keriilt, amit az a tény is jelez, hogy napjainkig t6bb mint 1000
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szabadalmat jegyeztek be ebben a vonatkozasban. A TRPV1 gatlasa klinikai I és II fazisa
vizsgalatok szintjére jutott a kronikus gyulladasos fajdalom és a migrén kezelésében
(Szallasi és mtsai. 2007). Emellett mas fajdalomtipusokban is feltételezik a TRPV1
antagonistak alkalmazhatosagat, mint a kronikus meghatarozhatatlan oku fajdalom, mely
rakos megbetegedésekben, AIDS, cukorbetegség ¢s herpesz fertdzés utan visszamarado
neuropatias fajdalom mellett fordul elé. A fajdalomcsokkenté hatasa mellett az is
nyilvanvalo, hogy a TRPV1 gatlasa terdpias jelentdségli lehet az inkontinencia és a
kronikus kohogés esetében is (Szallasi és mtsai. 2007). A TRPV1-gatlas fajdalomesillapito
hatasat TRPV1 knockout egérmodellekben kapott eredmények is alatamasztjak (Caterina
¢s mtsai. 2000; Davis és mtsai. 2000). Amellett, hogy a TRPV1 antagonistak mind
allatmodellekben, mind klinikai vizsgalatokban sikeresnek bizonyultak, bizonyos TRPV1
antagonistak alkalmazasa komoly hipertermiat okozott (Gavva és mtsai. 2008). A
hipertermia kialakuldsanak hatterében valosziniileg a TRPV1 hdmérséklet szabalyozasban
betoltott szerepe allhat (Gavva és mtsai. 2007). Ugyanakkor az a tény, hogy nem minden
fajdalom csokkentésére alkalmas TRPV1 antagonista okozott hipertermiat (Khairatkar-
Joshi és mtsai. 2009) arra utal, hogy a TRPV1 fajdalom kialakitasban és hdszabalyozasban
fontos régioi farmakologiailag megkiilonboztethetdek.

A TRPV1 receptor legismertebb antagonistaja a kapszazepin, amely nem szelektiv,
mivel képes gatolni a fesziiltségfiiggd Na*-, K*- és Ca**-csatornakat (Ray és mtsai. 2003),
tovabba a human HCN1 csatornat is (Gill és mtsai. 2004). Sajat tanulmanyunkban az
AMGI9810 antagonistat alkalmaztuk, mellyel Gavva ¢s munkatarsai foglalkoztak
részletesen (Gavva és mtsai. 2005). Kisérleteikben igazoltak ezen vegylilet hatasait
patkany és human TRPV1 receptorokra, illetve kompetitiv antagonizmust irtak le.

Ugyanebben a tanulméanyban tartdk fel, hogy kiilonbség lehet az antagonizmusban savas
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pH-ra, hore, vagy kapszaicinre 1étrejovo receptorialis aktivacio esetén, valamint kiilonbség
mutatkozhat a human és patkany receptorok gatlasa kozott is (Gavva és mtsai. 2005).

A Kapszaicin kémiai szerkezetét (Szallasi és mtsai. 1999) tekintve harom régiora
oszthato (5. abra). Ugy tiinik, hogy a vanillil csoportot is tartalmazé ,,A” régié a TRPV1
aktivitdsanak modulalasdban fontos szereppel bir; kis modositasaval lehet agonista €s
antagonista molekuladkat szintetizalni a TRPV1 kotoképesség jelentds befolyasoldsa nélkiil
(Lee és mtsai. 2003). A ,,B” és ,,C” régiok legfontosabb szerepe az ,,A” régid optimalis
orientacioja és a vegyiiletek membranokhoz kétése, igy modositasuk jelentGsen érinti a
TRPV1-hez val6 kotédésiiket (Lee és mtsai. 2004).

Az ultrapotens TRPV1 agonista RTX (5. abra) szerkezete ugyanakkor ramutatott,
hogy a ,,C” régidban is lehetnek tovabbi TRPV1 kotohelyek, melyek megfeleld
konformacio esetében (példaul a RTX szerkezetében) a TRPV1-hez valé affinitast akar
harom nagysagrenddel is novelhetik. Ezen tulajdonsag kiakndzasat RTX-szerll szerkezetek

,C” régidba torténd beépitésével kisérelték meg (Lee és mtsai. 2004; Lee és mtsai. 2004).
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5. abra. A TRPV1 agonistik szerkezete
Szamos TRPV1 agonista esetében megfigyelhetd a kapszaicin harom funkciondlisan is fontos szerkezeti
elemének megjelenése. Az “A” régid tartalmazza a vanillil csoportot, a “B” régié kapcsolatot teremt az “A”
és a lipofob “C” régid kozott. A lipofob “C” régid szerkezete lehet egyszer(i (kapszaicin, anandamid), de
lehet a RTX-hoz hasonldéan Gsszetett. A THC a reziniferatoxinnal mutatott szerkezeti hasonlosaga miatt
keriilt bemutatasra.
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1.3. Az anandamid és hatasai

Az anandamidot 20 éve olyan agyi molekulaként azonositottak, amely képes a
kannabinoid receptorokhoz kotédni (Devane és mtsai. 1992). Az anandamid (N-
arachidonil-etanolamin) (Devane és mtsai. 1992) mellett a masodikként leirt 2-arachidonil-
glicerin (2-AG) (Mechoulam ¢és mtsai. 1995) a legismertebb endogén kannabinoid
molekula. Rajtuk kiviil szamos, a klasszikus kannabinoid receptorokon hato, illetve az
endokannabinoidokkal kémiailag rokon bioaktiv lipidet sikeriilt azonositani az agyban
ugymint a virodamint (Porter és mtsai. 2002), a 2-arachidonil-glicerin-étert (noladin-étert)
(Hanus és mtsai. 2001), az N-arachidonil-dopamint (NADA-t) (Bisogno és mtsai. 2000) és
az N-arachidonil-szerint (Milman és mtsai. 2006). Késébbi azt is Kimutattak, hogy az
anandamid nemcsak a kannabinoid receptorokat (CB1 és CB2), hanem a TRPVI1-et is
aktivalja (Zygmunt és mtsai. 1999), és szamos mas fehérje aktivitasat is befolyasolja
(Alexander és mtsai. 2007) (6. abra). Hatékonysagat tekintve azonban jelent6s
kiilonbségeket talaltak, egyes kisérleti rendszerekben teljes, mig mdasokban részleges

agonistanak bizonyult igy a TRPV1 esetében is (Toth és mtsai. 2009).

1.3.1. Az anandamid szintézise és lebomlasa

Az anandamid kémiailag etanolamin arachidonsavval képzett amidja, felépitése
alapjan tehat az N-acil-etanolaminok (NAE) csaladjaba tartozik. Az N-acil-etanolaminok
kozé tartozd molekuldk esetében a szintézisben és a lebomlasban részt vevd enzimek
gyakran képesek rokon szerkezetli molekulak atalakitasara is (Di Marzo €és mtsai. 1994;
Cravatt és mtsai. 1996). Az anandamid a membranokban jelen 1évé N-acil-foszfatidil-
etanolaminok (NAPE) (Di Marzo és mtsai. 1994) hidrolizisével keletkezik egy specifikus

foszfolipaz D (NAPE-PLD) segitségével (Okamoto és mtsai. 2004). A NAPE-PLD altal
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kozvetitett, hagyoményos szintézis-utvonal mellett az anandamid két 0j Ilehetséges
anabolikus utvonalat is azonositottdk. Az egyik az ABHD4-GDE1 kaszkad, ahol az o/B-
hidrolaz 4 (ABHD4) egy NAPE-kra specifikus lizo-foszfo-lipaz, a NAPE-k sn-1-es és sn-
glicerofoszfo-NAE-k keletkezését, melyeket egy fémion-fiiggd glicerofoszfo-diészteraz
(GDE1) hidrolizal NAE-kra és glicerin-3-foszfatra (Simon ¢és mtsai. 2006). A masik
utvonal pedig a NAPE-k foszfolipiz C (NAPE-PLC) éltal medialt hidrolizisének

termékébdl, a foszfo-NAE-kbol alakit at NAE-kat (Liu és mtsai. 2008) (6. abra).

Foszfoglicerid Foszfatidil-etanolamin

\ / NAT
Acilglicerol NAPE AC|I oldallancok

\\bhd4

Foszfo-etanolamin Foszfatidil-etanolamin
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?\ és SHIP 1 ™~
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Arachidonsav
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LOX cox

HPETE-k Prosztanocidok
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6. abra. Az anandamid metabolizmusa

Az anandamid képzédés jelentés 1épése az intracellularis Ca®*-koncentracié emelkedése, mely az N-acil-
foszfatidil etanolamid (NAPE) atalakulasat katalizalo foszfolipaz (PLD) aktivitasat fokozza. A keletkez6
anandamid a sejtmembranokon atjutva a szomszédos sejtekbe jut, ahol sejtfelszini receptorokat (CB1, CB2,
TRPVI1) aktivalhat, illetve a citoplazméba juthat. Az anandamid lebontasdt a zsirsav-amid hidroldz
katalizélja, amely az anandamidot arachidonsavra és etanolamidra hasitja. Az arachidonsav aztan a megfeleld
sejtekben COX-és LOX-medialt folyamatokban tovabbi aktiv molekulakka alakulhat. Az abran kékkel az
anandamidot és szintézisének-lebomlasanak kozti termékeit, sargaval az atalakitd enzimeket, pirossal a
receptorokat jeloltiik.
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Az anandamid hosszi szénhidrogén-lanca zsiroldhatéva teszi a molekulat, ezaltal
konnyedén jut keresztil a membranokon. Ugyanakkor az anandamid sejten beliili
szallitasaban és a lebomlas sebességének novelésében fontos szerepe lehet az anandamid
transzportereknek (Fowler 2012). Fontos megjegyezni, hogy az anandamid a klasszikus
kovetden szintetizalodik, ¢és onnan azonnal kiszabadul, intracellularisan pedig a
zsirsavamid-hidrolazok (FAAH) (Cravatt és mtsai. 1996), valamint kiilonb6z6 oxigenazok
gyorsan atalakitjak (6. abra). Szerkezete (5. 4bra) nagyon emlékeztet a
tetrahidrokannabinolra (THC). A THC-val ellentétben azonban az anandamid konnyen
lebomlik a szervezetben a sejten beliili hidrolizis kdvetkeztében (Di Marzo és mtsai. 1994),
mely folyamat eredménye az etanolamid és az arachidonsav.

Az arachidonsav a szervezetben linolsavbol és linolénsavbol szintetizalédik. Emlds
észterifikdlva fordul el6. A spontan felszabaduldo arachidonsav szinte azonnal
reészterifikalodik. Stimulalt sejtekben az arachidonsav két uton valik szabadda. A
legfontosabb Ut az, amikor a PLA; enzimek hatdsdra hidrolizissel szabadul fel
foszfolipidekbél. A nagy molekulatomegii PLA, specifikus, csak az arachidonsavat
tartalmazod foszfolipidek hidrolizisét katalizalja az intracelluléris Ca**-koncentracio
ndvekedése esetén. A Ca**-koncentracié emelkedés a PLA, plazmamembranhoz (és igy a
masik utjahoz két enzim, a PLC és a diacil-glicerol-(DAG) lipaz aktivitasa sziikséges. A
PLC hatésara keletkezett diacil-glicerol lehet a DAG lipaz szubsztratja és beldle szabadul

fel az arachidonsav (6. abra).
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1.3.2. Az anandamid, mint endovanilloid

crer

anandamid metabolizmusanak. Az anandamid lebomldsdnak gatlasaval koncentracioja a
sejten beliil megndhet, ami aktivalhatja a TRPV1-et. A TRPVI1 érzékenységét az
anandamid irdnt mas endogén lipid molekuldk hatésai is megndvelhetik, illetve a receptor
foszforilacidja is hozzéjarulhat ezen érzékenyitéshez. Az anandamid TRPV1-en keresztiil
kifejtett hatasait ugyanakkor nagyban befolyasoljék a sejtek tipusai és a kornyezet is. Ugy
tlinik, hogy az anandamid affinitdsa a TRPV1 irant hasonl6 (De Petrocellis és mtsai. 2001;
Ross és mtsai. 2001), illetve 6tszor gyengébb (Toth és mtsai. 2003), mint a kapszaicin
affinitdsa a receptorhoz. Altalanossagban elmondhato, hogy az anandamid hatékonysaga a
TRPV1 irant szovet-, expresszio- ¢és fajfiggé (Ross 2003). Az anandamid a TRPV1
medialt valaszok részleges aktivatora lehet, ha a receptor expresszidja alacsony, mig teljes

aktivatora, ha a receptor expresszidja magas a szovetekben.

1.3.3. Az anandamid jelentésége

Az anandamid legfontosabb tulajdonsaga fajdalomcsokkenté hatasa, melyet
feltételezések szerint CB1 és CB2 receptorokon keresztiil fejt ki (Jhaveri és mtsai. 2007).
A CBI1 receptor kozvetitett fajdalomcsokkentd hatds egyik legfontosabb probléméja
azonban a CB1 receptorok széleskorii expresszidja a kozponti idegrendszerben, mely olyan
lehetséges mellékhatasokhoz vezethet, mint a fiiggdség, kognitiv funkcidzavarok é&s
pszichdzis. Az a megfigyelés, hogy a periférids neuronokban expresszalodé CBI
felveti annak redlis lehetdségét, hogy perifériasan hat6 CBI1 receptor agonistakat

alkalmazzanak fajdalomcsokkentd terapiaként (Agarwal ¢és mtsai. 2007). Ezen
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megfontolasbol kiindulva a CBl-en hato fajdalomcsillapitok kutatdsanak egyik fontos
iranya lett az anandamid szintézisének és lebomlasdnak befolydsoldsa. Az anandamid
nemcsak a kozponti idegrendszerben szintetizalodik, hanem aktivalt makrofagokban (Di
Marzo és mtsai. 1996; Wagner és mtsai. 1997) és periférias szenzoros neuronokban
(Ahluwalia és mtsai. 2003) is.

A fijdalmas ingeriiletek hatasara szintetizaloddo anandamid fajdalomcsokkentd
hatasat azonban nemcsak a kannabinoid, hanem a TRPV1-en is kifejtheti, mely receptorok
szintén megtalalhatoak az érzdidegekben. Ugyanakkor érdekes lehetdséget jelenthet a
fajdalomesillapitasra az a megfigyelés, hogy az anandamid képes ezen TRPVI
receptorokat deszenzitizalni (Lizanecz és mtsai. 2006). Ez arra utalhat, hogy az anandamid
fajdalomcsokkentd hatasainak egy részét nemcsak a CB1 receptorok aktivacidja, hanem a
TRPV1 receptorok deszenzitizacidja révén is kifejtheti.

A szelektiv CB1 receptor antagonista rimonabant rendkiviil hatékonynak bizonyult a
metabolikus szindroma és elhizas kezelésében, azonban a CB1 hatasok gatldsa nem
okozott fokozott fajdalomérzetet (Patel és mtsai. 2007). Ez a megfigyelés két modon
magyarazhat6: az endogén CBI aktivitas aligha jatszik jelentds szerepet a fajdalomérzet
csokkentésében emberekben, illetve azzal, hogy az anandamid f4jdalomcsokkentd hatasat a

kozponti idegrendszerben fejti ki, ahova a rimonabant nem jut be.

1.3.4. Az anandamid vazoaktiv hatasai

Altalanossagban elmondhatjuk, hogy az anandamid fajdalomcsokkenté hatasa
mellett vazodilataciot okoz (Ellis és mtsai. 1995; Randall és mtsai. 1997; Pratt és mitsai.
1998; Jarai és mtsai. 1999; Wagner és mtsai. 1999; O'Sullivan és mtsai. 2004). Az

anandamid altal kivaltott vazodilataci6 soran a perivaszkularis szenzoros neuronokban
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aktivalodik a TRPV1, aminek kovetkeztében CGRP szabadul fel (Zygmunt és mtsai.
1999). Szintén vazodilataciot okoz a trigeminovaszkularis rendszerben expresszalodo
TRPV1 aktivalasaval, ami fliggetlen a CB1 receptoroktdl (Akerman és mtsai. 2004). Ezen
vazodilatativ hatasok azonban nagymértékben kiilonboznek az érrendszer kiilonb6zo
szakaszain. A nagy artéridkban bizonyos esetekben jelentés (Zygmunt és mtsai. 1999;
Mukhopadhyay és mtsai. 2002; Lopez-Miranda és mtsai. 2004; O'Sullivan és mtsai. 2004;
O'Sullivan és mtsai. 2005), mig mas esetekben csupan kismértékii (O'Sullivan és mtsai.
2004; Herradon és mtsai. 2007) relaxacié volt megfigyelheté. Fontos megjegyezni, hogy a
dilatativ hatasok sokszor a CB és TRPV1 receptoroktdl is fuggetleniil jelentkeztek (Pratt és
mtsai. 1998; Jarai és mtsai. 1999; O'Sullivan és mtsai. 2004; O'Sullivan és mtsai. 2005;

Herradon és mtsai. 2007).
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2. CELKITUZES

Tudomanyos kutatdsaim soran az alabbi célkitlizéseim voltak:
1. A vaszkuléris TRPV1 jellemzése:
- a TRPV1-et expresszald vaszkularis sejttipusok azonositasa,
- a TRPVI1 stimulacidot kovetd vazokonstrikcidé mechanizmusanak
feltarasa,
- avaszkularis TRPV1 farmakologiai jellemzése,
- annak vizsgalata, hogy a neuronalis és vaszkuldris TRPV1 eltér-e

farmakologiailag.

2. Az endovanilloid anandamid vaszkularis hatdsainak vizsgalata:
- az anandamid altal kivaltott vazodilatacié mechanizmusa,
- a dilatacioban milyen szerepe van a TRPV1

aktivacionak/deszenzitizacionak.
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3. METODIKAK

Allatkisérleteink soran a Debreceni Egyetem Munkahelyi Allatkisérletes Etikai
Bizottsag altal jovahagyott protokolloknak megfeleléen jartunk el. Az allatokat 12 oras
periddusokban sotét, illetve megvilagitott kdrnyezetben tartottuk, biztositva szamukra a viz
¢s a taplalék folyamatos hozzaférhetéségét. A kisérleti protokollok elétt az allatokat
natrium pentobarbital (50 mg/ttkg) intraperitonedlis adasaval altattuk el, amely utan a

ragesalokbol eltavolitottuk a gracilis izmot. Ezutan az allatokon eutandziat végeztiink.

3.1. Kisérletes allatmodellek

Kisérleteinkhez him Wistar patkdnyokat hasznaltunk (Charles River, Isaszeg),
amelyeket normal tapon tartottunk (CRLT/N tap, Szinbad Kft, G6dolld). A patkanyok
mellett 12-14 hetes knockout TRPV1"" (C57BL/6-TRPV1™/J) &s vad tipusa (C57BL/6,

Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME, USA) egereket is hasznaltunk.

3.2. Izolalt mikroértechnika

Patkany vazizomban (musculus gracilis) futdé artéria izolalasat és atmérdjének
mérését Lizanecz és munkatarsai altal k6zolt modon (Lizanecz és mtsai. 2006) végeztiik. A
patkdnyok gracilis izmat kimetszettik és az izomban futd artéridt mikrosebészeti
eszkozokkel, apro vagasokkal izolaltuk a koriilotte 1€v6 izomtdl, a mellette futd idegtdl és
vénatol, majd jégbe hiitdtt, oxigenalt (5% CO2, 10% O,, 85% N,) KREBS oldatban (110
mM NaCl, 5 mM KCI, 1 mM MgSO,, 1 mM KH,PO,, 5 mM gliikkoz és 24 mM NaHCOs3)
tartottuk. Ezt kovetden az izolalt ér mintegy 2 mm hosszusagl, mellékagak nélkiili, artéria
femoralishoz kozel esd szakaszat kimetszettiink. Ezt az érszakaszt {iivegkapillarisok

segitségével, egy specialis szervkadban (Living Systems Instrumentation, St. Albans, VT,
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USA) kaniilaltuk KREBS oldatban. Az oldatot Ca®" tartalmii KREBS-re (2,5 mM CaCl,
tartalmi KREBS) cseréltiikk, és a tovabbi kisérletek soran kizardlag ezt az oldatot
hasznéltuk. Az oldatcserét kovetéen a szervkad hémérsékletét 37 °C-ra emeltiik és a
kisérleteket ezen a hémérsékleten végeztiik. Az ercket 80 Hgmm intraluminalis nyomasnak
tettiik ki. Ennek hatdsara mintegy 40-60 perc alatt spontan kontrakcié alakult ki (miogén
tonus). Az erek atmérdjének valtozasait videomikroszkopia segitségével vizsgaltuk. A
mérésekhez egyszerli fekete-fehér kamerat (TOPICA) (Topica Technology CO., Taipei,
Taiwan), mig mas esetekben az Intracellular Imaging Inc. (Cincinnati, OH, USA) altal
forgalmazott intracellularis Ca**-koncentracié mérésére is alkalmas rendszert hasznéltunk.
A képeket rogzitettik és offline elemeztik. A kisérletekben el6szor az erek
endotéliumanak épségét vizsgaltuk acetilkolin (1 nM-10 puM, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) hozzaadasaval. Ep endotéliummal rendelkezd erck esetében vazodilataciot
tapasztaltunk. Ezt kovetéen a simaizom funkciot ellendriztiik noradrenalin (1 nM-10 uM,
Sigma-Aldrich) hozzaadasaval. Csak abban az esetben folytattuk a kisérleteket,
amennyiben az erek egyarant valaszoltak mindkét fenti stimulusra (legalabb 40% dilatacio
és legalabb 80% konstrikcio). Az adatokat Excel (Microsoft Corporation, Redmond, WA,
USA) és Graph Pad (GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA) szoftverek

segitségével értékeltiik (7. abra).
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7. abra. A videomikroszkopos rendszer vazlatos rajza
A mikrosebészeti eszkozokkel izolalt ereket egy megfeleld szervkadban iivegkapillarisok segitségével
kaniilaltuk. Az intraluminalis nyomast egy szervd kontrollalt perisztaltikus pumpaval allitottuk be. A
szervkadba adott anyagok hatasara bekdvetkezé ératmérd valtozasokat videomikroszkdpos rendszerrel
kovettiik. Altalaban az intraluminalis ératmérét hataroztuk meg.

3.3. A TRPV1 agonistak vizsgalata

A TRPVI1 agonistdk hatisara kialakuld ératmérd valtozasokat 0,1 nM-1 mM
kapszaicin (Sigma-Aldrich), 1 pM-10 nM RTX, 0,1 nM-1 mM JYL-273, 0,1 nM-3 mM
MSK-195, 3 pM-10 mM JYL-79 és 1 nM-1 mM JYL-1511 (Alexis, Enzo Life Sciences
AG, Lausen, Switzerland) jelenlétében vizsgaltuk (szerkezeti képletiiket lasd 5. abra). A
kapszaicin altal kivaltott valaszok specifitasanak vizsgalatara a TRPV1 antagonista
AMG9810-et (Tocris Bioscience, Ellisville, MO, USA) hasznaltuk. A kapszaicin dozis-
hatas dsszefliggéseit az AMG9810 jelenlétében (100, 300 és 1000 nM) és annak hidnyaban
is teszteltiik. Az ereket 20 percig kezeltiik az agonistak magas koncentracioju doézisaival a
receptor akut deszenzitizacidjanak (a valaszkészség csokkenése az agonista allandod
jelenlétében) vizsgalata céljabol. Egy alapos mosatas és 40 perces regeneracios fazis utan a

tachyphylaxis (a valaszkészség csokkenése az agonista ujraadasat kovetden) vizsgalatat

cre
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A gracilis arteriolakat vad tipusa és TRPV1 knockout egerekbdl is izolaltuk. A
kisérleteket ebben az esetben is az endotél és simaizom funkcid ellenérzése utan végeztiik

el. A kapszaicin (0,1 nM-30 mM) dozis-hatas vizsgalatat mindkét egér tipusnal elvégeztiik.

3.4. Az agonistak egyensulyi allandéjanak meghatarozasa a
vaszkularis TRPV1-hez

Adatainkon Schild plot (Arunlakshana és mtsai. 1959) analizist végeztiink. A
kapszaicin félmaximalis hatasanak kivaltasahoz sziikséges koncentraciot (ECsg értéket) az
AMG9810 hidnyaban (A-val jeloltiik) és jelenlétében (A’-vel jeldltiik) is vizsgaltuk, majd
log((A/A’)-1) értékeket az AMGO9810 koncentracid logaritmusanak fliggvényében
abrazoltuk. A kapott pontokra egyenest illesztettiink, és az antagonista-receptor stabilitasi

allandot az X-tengely metszetével jellemeztiik (1asd 10. B abra).

3.5. Intracellularis Ca®'-koncentrici6 mérése az ératméré
valtozasok mellett

Az intracellularis Ca®*-koncentracié méréséhez az arteriolikat az elézdleg leirt
modon izolaltuk. Az ereket 60-120 percig inkubaltuk 1% BSA és 5 pM fura2-acetoximetil
észtert (Molecular Probes, Eugene, OR) tartalmazo Ca?*-os KREBS oldatban, mely
inkubacid alatt a spontan miogén tonus is kialakult. Ezt kovetden a méréseket Incyt Im2
imaging rendszerrel végeztiik (Intracellular Imaging Inc.). Az ereket valtakozva 340 és 380
nm-en vilagitottuk meg. Az 510 nm-nél nagyobb hulldamhosszusagli emittalt fényt mértiik.
A képeket 2-5 masodpercenként vettiik fel, a kiértékelés pedig offline modban tortént. Az

ératmérd meghatarozasakor a fluoreszcens képeken lathato kiilsé ératmérdket hasznaltuk.
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3.6. Simaizomsejtek izolalasa és intracellularis Ca”’-koncentracié
valtozasok mérése

Intracellularis Ca®*-koncentracié méréseinkhez felndtt beagle kutyabol szarmazo
koronaria enzimatikusan izolalt simaizom sejteket hasznaltunk. Az allatokat 10 mg/ttkg
ketamin hidroklorid (Calypsol, Richter Gedeon, Budapest, Magyarorszag) és 1 mg/ttkg
xilazin hidroklorid (Sedaxylan, EURO-VET Allatgyogyaszati Kft., Nagyatad,
Magyarorszag) intravénas injekcid adasaval altattuk el. A sziv allatbol valo eltavolitasa
utan a jobb koronariat kaniilaltuk, majd a szivet atmostuk kalciummentes Joklik
Modification Solution-nal (JMM, sszetétel: taurin 2,5 g/L; pirosz6lésav 175 mg/L; riboz
750 mg/L; allopurinol 13,5 mg/L és NaH,PO,4 200 mg/L). A kalciummentes JMM oldattal
torténd atmosast legalabb 5 percig végeztik 95% Oz és 5% CO, gazkeverék
atbuborékoltatasaval. Ezutan az oldatot Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium-ra (DMEM,
Sigma-Aldrich) cseréltiik; 2,5 cm hosszu szakaszt izolaltunk a jobb koronaria artériabol,
majd mindkét végén kaniilaltuk. A kaniilok vége egy perisztaltikus pumpahoz volt
csatlakoztatva, igy a 3 mg/mL I-es tipust kollagenazt (Worthington, Lakewood, NJ, USA)
tartalmaz6 DMEM oldatot az artéria lumenében keringettiik 30 percen at. Ezutan 60 percig
1 mg/mL elasztaz (Worthington) jelenlétében tartottuk az eret. Az eddig recirkulalt
sejtekben gazdag oldatot 24 lyuku platekbe helyzett iiveglapokra pipettaztuk szét. A sejtek
letapaddsa utdn a tapfolyadékot DMEM oldatra cseréltiik és a sejteket 60 percig
sejttenyésztd termosztatba helyeztiik. Az egy ords inkubacids peridodus utdn a sejteket 2
orara 1 mg/mL BSA-t (Sigma-Aldrich) és 5 uM fura2-acetoximetil észtert (Molecular
Probes) tartalmaz6 DMEM tapoldatba tettikk. A sejteket ezt kovetéen a mérésekig
szobahOmérsékleten, sotétben tartottuk. Az individudlis sejtek fluoreszcencidjat InCyt Im2
fluoreszcencia imaging rendszerrel mértiikk a fentieknek megfeleléen. Méréseink soran a

sejteket 1 uM kapszaicinnel és 100 mM KCl-dal kezeltiik. Az adatokat InCyt 4.5 software-
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rel elemeztiik és Excel (Microsoft Corporation), valamint GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software Inc.) programokkal dolgoztuk fel.

3.7. Eye-wiping teszt

A fajdalom tesztek kozé tartozd eye-wiping tesztet Jakab és munkatarsai altal kozolt
modon (Jakab és mtsai. 2005) végeztiik el. Az allat jobb, illetve bal konjunktivajara 10 pl
TRPV1 receptor agonistat (kapszaicin, 1 uM; RTX, 10 nM; JYL-273, 1 uM; MSK-195, 1
uM; JYL-79, 1 uM; JYL-1511, 1 pM) cseppentettiik. Ezen anyagok irritaljak a
konjunktivat, fajdalmat és konnyezést valtanak ki, amelyre az allat intenziv szemtorléssel
reagal. A szemtorlések szamat 60 masodpercig szamoltuk. A kontroll csoportokban ezen

agonistak olddszerét cseppentettiik az allatok konjuktivajara.

3.8. Az anandamid ératmérore gyakorolt hatasainak vizsgalata

Izolalt mikroér kisérleteinkhez az ereket az el6zéekben leirt modon készitettiik eld.
Az endotél és simaizom funkci6 ellendrzése utdn bizonyos kisérletekben az erek endotél
rétegét eltavolitottuk levegébuborék intraluminalis térbe torténé juttatasaval. Az
endotélfosztas sikerét minden esetben ellendriztiik az acetilkolin valasz hianyaval, illetve
az NO-donor nitroprusszid-natrium alkalmazasaval.

Az erek miogén valaszat atmérd meghatarozassal vizsgaltuk 20-120 Hgmm
intraluminalis nyomas alkalmazéasa mellett, majd a nyomast 80 Hgmm-re allitottuk az
atmérére gyakorolt konstriktiv/dilatativ hatasok vizsgalata érdekében. Az ereket
anandamiddal (0,1-30 uM), arachidonsavval (1 uM), kapszaicinnel (TRPV1 agonista, 1

uM) (Lizanecz és mtsai. 2006), vagy WIN55-212-2-vel (CB1 és CB2 agonista, 1 uM)
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(Kim és mtsai. 2008) kezeltiik 20 percig, mikdzben az értamér6t 10 masodpercenként
rogzitettiik. Ezen kezeléseket 40 perc regeneracios fazis (alapos mosatas utan) kovette, €s
az értamérot a kisérlet végén is rogzitettiik. Végiil, a miogén valaszt Gjra megmértiik Ca**
jelenlétében ¢és annak hianyaban is a fentiecknek megfeleléen. Néhany esetben az
arteriolakat 5 percig el6kezeltiik baicaleinnel (lipoxigenaz inhibitor, 1 uM, (Machha és
mtsai. 2007), indometacinnal (ciklooxigenaz inhibitor, 10 uM, (Xiang és mtsai. 2008),
PPOH-val (epoxigenaz inhibitor, 20 uM, (Xiang és mtsai. 2008) és a FAAH inhibitor
URB-597-tel (1 uM, (Piomelli és mtsai. 2006), és ezen elékezelések hatasat is ellendriztiik
mind az ératmérdre, mind az erek miogén valaszéra, mely méréseket az anandamidnél mar

fentebb emlitett kezelés és mérési sor kovette.

~ Miogén valasz
Atmérd 20-120 Hgmm-en

atmerd atmérd
Miogén vélasz &tmérd ﬂ ~ Miogén valasz
Atmérd Atméré 20-120 Hgmm-en
Atméré 20-120 Hgmm-en ﬂ ANAANKapSRWIN

! ! Baicalein,Indometacin, Mosas / Reeneramo ! !

PPOH, URB-597

J L L I L L 1

L]
0 10 20 30 40 50 60 70
1d6 (perc)

8. abra. Az elvégzett Kkisérletek sémaja
A miogén ténust 20-120 Hgmm tartomanyban kapott ératmérdk alapjan (aktiv; Ca?* jelenlétében, passziv;
Ca’* hianyaban) hataroztuk meg a kisérlet elején, végén és esetenként a gatloszeres elékezelések utan (vastag
nyilak). Az akut vazoaktiv hatasokat 80 Hgmm-en, izobarikus koriilmények kozott mértiik a kisérletek elején,
a TRPVI agonista alkalmazasa soran, és a regenerdcios periddus végén (keskeny nyilak). A kisérletek
idobeosztasa is lathato az abra x tengelyén.
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3.9. Immunhisztokémia

Az immunhisztokémiai kisérletekhez a szovetek elokészitését Kark és munkatarsai
szerint végeztiik (Kark és mtsai. 2008) kisebb modositasokkal. A patkanybol a fentieknek
megfelel6 modon kimetszett gracilis izom kis darabjat Tissue-tek O.C.T. oldatba (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) meritettilk, majd folyékony nitrogénben
fagyasztottuk. Ezt kovetden a blokkot kriosztatban metszettiik (vastagsag 10 um) és a
metszeteket adherens targylemezre (Electron Microscopy Sciences) helyeztik. A
metszeteket acetonban fixaltunk 10 percig. A FAAH immunfestését mar a korabban
Cristino és munkatarsai altal leirt modon (Cristino és mtsai. 2008) végeztiik. A fixalt
metszetet normal kecske szérummal blokkoltuk (1,5% PBS, Sigma-Aldrich) 20 percig. Az
immunfestést FAAH ellenes antitesttel (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) 50
szeres higitasban végeztiik. A FAAH-t expresszalo sejtek azonositasara simaizom aktint
(Sigma-Aldrich, higitas: 1:100) alkalmaztunk. Valamennyi els6dleges antitestet blokkold
pufferben higitottuk. 90 perc inkubacié utan a metszeteket tovabb reagaltattuk biotinalt
anti-nyal (Jackson, Suffolk, Anglia, higitas: 1:300), anti-egér-FITC (Jackson, higitas:
1:100) és Streptavidinnel konjugalt Cy3 (Jackson, higitas: 1:500) tartalmi PBS-sel, 1 6ran
at. Végiil a metszeteket DAPI-t tartalmazé feddanyaggal (Vector) fedtiik és a kotddo
antitesteket fluoreszcens mikroszkdpban (Nikon Eclipse 801) figyeltilk meg, és egy kamera
segitségével (Scion, Frederick, MD, USA) szamitogéppel rogzitettiik. Az abra esetleges

tovabbi formazasat Image J program segitségével (NIH) végeztiik.
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3.10. Statisztika

Az izolalt erekben vazoaktiv szerek hatdsdra kialakuld atmérd-valtozasokat a
maximalis dilatacio szazalékaban fejeztiik ki. Maximalis dilatacioként az ér 80 Hgmm-en,
kalcium-mentes KREBS oldatban mért passziv atmérdjét vettiik. Az abrakon a nyert
adatok atlagértékei = SEM szerepelnek. Statisztikai elemzéseinkhez Student féle t-probat
(a TRPV1 agonista kezelések el6tt és utan mért ératméréket paros, mig az Eye-wiping teszt
esetében a kontroll és kezelt allatok szemvakarasainak Osszehasonlitasara paratlan t-
tesztet), illetve kétutas ANOVA-t és Dunnett’s post hoc tesztet hasznaltunk. Az értékeket

akkor tekintettiik szignifikansan kiilonbozének, ha a P <0,05 volt.
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4. EREDMENYEK

4.1. A TRPVI1 aktivacio altal kivaltott vaszkularis hatasok

A TRPVI1 specifikus agonista kapszaicin (1 puM) a vazizom artéridkon
vazokonstrikciot eredményezett (ératmérd csokkenés: 210+11 pm-rél 91+17 pm-re, n=7, P
<0,01) (9. abra). Ez a konstrikcié a noradrenalin (10 uM) altal kivaltott konstrikcid
mértékével volt 6sszemérhetd (noradrenalinnal kivaltott ératmérd csokkenés: 68+9 um-re,
n=7, 9. dbra). Ezzel szemben az endotél-fiiggd vazodilatator acetilkolin dilataciot okozott

(ératmérd novekedés: 240 £20 um-re, n=7, P=0,03, 9. 4bra).
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9. dbra. A TRPV1 stimulaci6janak hatasai vazizom arteriolikon
A belsé ératmérét 80 Hgmm nyomason mértiik gracilis artéridkon (kontroll). A miogén téonus kialakuldsat és
az endotél épségét az endotél-fiiggd vazodilatator acetilkolin (10 uM) jelenlétében vizsgaltuk. A TRPV1
specifikus agonista kapszaicin (1 uM) hatdsara bekovetkezd konstrikcié a noradrenalin (10 pM) altal
kivaltott vazokonstrikcidhoz volt hasonld. A kisérleteket ugyanazon az artéridkon végeztiikk (n=7). Az édbran
szerepl6 értékek atlagok + SEM. A szignifikans kiilonbségeket a kontrollhoz viszonyitva (*P <0,05 vagy **P
<0,01) csillaggal jeloltiik.
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4.2. A TRPVI1 specifikus antagonista AMG9810 hatasai

Az AMGI810 kompetitiv modon gatolta a kapszaicin medialt valaszokat, amire a
dozis-hatas gorbe jobbra tolodasabol kovetkeztettiink (10. A abra). Az AMG9810
hatékonysaga az altalunk végzett kisérletekben (177 nM, 10. B abra) Gsszevethetének
bizonyult az irodalomban talalhato adatokkal (87,3 nM; (Gavva és mtsai. 2005). A
kapszaicin medialt kontraktilis valaszok TRPV1 specificitasast TRPV1” egereken is
vizsgaltuk. A kapszaicin hatékonysaga (ECsg) ezekben a vizsgalatokban 137 nM-nak (10.
C ébra), a maximalis hatas pedig vad tipusu egyedekben 73%-nak bizonyult (ératmérd
csokkenés: 90+£8 pm-rél 24+3 pm-re, n=6, 10. C abra). A kapszaicin kezelés a TRPV1™"

egerek esetében nem vezetett vazokonstrikcidhoz.
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10. abra. A kapszaicin kivaltotta vazokonstrikcié6 TRPV1 specificitasa
A kapszaicin kiilonb6z6 dozisaira (kumulativ dozis-hatas gorbe) a TRPV1 specifikus antagonista AMG9810
hidnyaban (kontroll, A panel) és jelenlétében (100, 300 és 1000 nM) kialakulé vazokonstrikciot vizsgaltuk
gracilis artéridkon. Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM, n=5-9. Az AMG9810 egyensulyi disszocidcids
allandgjat a hagyomanyos Schild plot analizissel hataroztuk meg (B panel). Végiil a kapszaicin medialt
vazokonstrikciot megvizsgaltuk kontroll (vad tipusti) és TRPV1 knockout (TRPV1™) egereken is (C panel).
Az abran szerepld értékek atlagok = SEM, n=5-6.

41



4.3. A TRPV1-medialt konstrikcio mechanizmusa

A TRPVI1 aktivaciéja depolarizacidhoz ¢és intracelluléris Ca®*-koncentrécio
emelkedéséhez vezethet. A kapszaicin medialt intracellularis Ca**-koncentracio valtozasok
vizsgalatara a Ca2+-imaging rendszert alkalmaztuk. Az intracellularis Ca®*-koncentracio és
a patkany vazizom ereinek atmér6-valtozasait (ebben az esetben a kiilsé ératmérot)
parhuzamosan, ugyanazon az ¢éren vizsgaltuk (11. abra). A kapszaicin medialt
vazokonstrikcid egyiitt valtozott az intracelluléris Ca®*-koncentracioval (11. A 4bra). Mind
az ératmérd, mind az intracellularis Ca?* valtozasok dozis-fiiggd jelleget mutattak

(maximalis hatds 1 uM-0s koncentracional, 11. B 4bra).
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11. abra. A kapszaicin kivaltott vazokonstrikcio mechanizmusa: vazizomartériak
A kapszaicin kivéltott konstrikciot a Ca®* valtozasokkal parhuzamosan kovettiik, az abran egy individualis
kisérlet (A) és az atlagolt értékek (B) lathatéak. A folytonos vonal jeloli az artéridk atmérdjét (kiilsé
ératmér8), mig a szaggatott vonal mutatja az intracellularis Ca®*-koncentracié valtozasokat 340/380
hullamhosszon mért gerjesztés aranyaban. A kapszaicint kumulativ dézisokban adagoltuk (az A panelen a
nyilak jeldlik az alkalmazott kapszaicin dozisokat:0,1 nM-3 uM). Az abran szerepld értékek atlagok + SEM,
n=5.

A TRPV1-et expresszald sejttipus azonositasa érdekében arterialis simaizom sejteket
izolaltunk kutyabol szarmazd koronaria artéridkbol, majd az intracelluldris Ca?*

valtozasokat 1 uM kapszaicin és 100 mM KClI jelenlétében (12. abra) vizsgaltuk.
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A kapszaicinre 10 sejt esetében (a 28 vizsgalt sejtb6l, a 12. A és 12. B abrakon a
reprezentativ kisérlet eredménye lathatd) intracelluléris Ca**-koncentracio novekedését
tapasztaltuk. Az intracellularis Ca**-koncentracié emelkedés (340/380 arany novekedés:
0,69+0,10-r61 0.93+0,17-re, P <0,05, 12. C abra) hasonlé volt a KCl-dal kivaltott
depolarizacio kovetkeztében kialakuld intracellularis Ca’*-koncentracid novekedéshez

(340/380 arany novekedés: 1,04+0,20-re, 12. C abra) ezekben a sejtekben.
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12. 4abra. A kapszaicin medialt vazokonstrikcié mechanizmusa: izolalt arterialis
simaizom sejtek

Kutya koronariakbol nyert simaizom sejteket Fura-2AM floureszcens festékkel toltottik fel (5 uM), majd
kapszaicinnel (1 pM) és KCl-dal (100 mM) kezeltik. Az intracellularis Ca®*-koncentraci6 valtozasokat
340/380 hullamhosszon mért fluoreszcencia intenzitasok alapjan detektaltuk (egy reprezentativ mérés lathato
az A panelen, ahol a zold szin az alacsony, mig a piros szin a magas Ca“'-koncentraciot jelsli). Egy
individualis sejt esetében az intracellularis Ca”*-koncentracié valtozasat mutatja a B panel a kezelések
hatasara (kapszaicin, KCl, jelolve). Végiil a kapszaicin érzékeny sejtek (28 életképes sejtb6l 10) atlagolt
eredményei is lathatoak (C). Az abran szerepld értékek atlagok + SEM. A szignifikans kiilonbségeket a
kontrollhoz viszonyitva (*P <0,05) csillaggal jeloltiik.
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44. A vaszkularis TRPV1 farmakologiai tulajdonsagainak
vizsgalata

A tovabbiakban behatéan vizsgaltuk a vaszkularis TRPV1 farmakologiai
tulajdonsagait. A kapszaicin hatékonysaga (ECsp) ebben az esetben 221 nM volt (13. A
abra), mig maximalis hatasa 58+7%-0s (n=7), amely ebben az elrendezésben sem
kiilonbozott  szignifikansan a noradrenalin  altal kivaltott konstrikciotol  (69+3%
konstrikcid, n=6, P=0,08). A konstrikcio kinetikajat 1 uM kapszaicin hozzaadast kovetéen
20 percig vizsgaltuk. A maximalis konstrikci6 90 mdsodperc alatt alakult ki (ératmérd
csokkenés: 160+11um-r6l 7616 um-re, n=9, 13. B dbra), majd a kezelés végére az erek
atmérdje a kiinduldsi értékre tért vissza (a receptor akut deszenzitizacidja, a valasz
csokkenése az agonista jelenlétében). Végiil a tachyphylaxis jelenségét vizsgaltuk a 40
perces regenerdcios fazis utdn kapszaicin (1 pM) adasaval. Az ératmérd 161+17 pm-rél

109418 pm-re csokkent (n=6, P <0,05, 13. C 4bra), ami részleges tachyphylaxisra utalt.
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13. abra. A kapszaicin altal kivaltott vaszkularis hatasok karakterizalasa
A kisérleteket kantilalt vazizom artéridkon végeztiik. El6szor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=7). Az
izolalt artéridk egy tujabb csoportjat 20 percig kezeltik 1 pM kapszaicinnel, az ératméréket 10
masodpercenként rogzitettik (B, n=9). A 20 perces kezelés utan egy alapos mosatas, majd 40 perces
regeneracids fazis kovetkezett. A regeneracids fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 uM
kapszaicint adtunk (C, n=7). Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM. A szignifikans kiilonbségeket a
kontrollhoz viszonyitva (*P <0,05) csillaggal jeldltik.
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Az ultrapotens TRPV1 agonista RTX (14. abra) vizsgalatat hasonldé koriilmények
kozott végeztiikk. Az 1 pM-10 nM-os koncentracio tartomanyban (14. A abra) az RTX nem
valtott ki vazoaktiv hatasokat. A tachyphylaxis vizsgalata kapcsan azonban a 40 perces

regeneracios fazis végére a receptor teljes deszenzitizaciojat tapasztaltuk (14. B és 14. C

abra).
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14. abra. A RTX vaszkularis hatasai

A kisérleteket kaniilalt vazizom artériakon végeztiikk. El8szor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=3). Az
izolalt artériak egy ujabb csoportjat 20 percig kezeltiik 10 nM RTX-al, az ératmérdket 10 masodpercenként
rogzitettik (B, n=5). A 20 perces kezelés utin egy alapos mosatds, majd 40 perces regeneracids fazis
kovetkezett. A regeneracios fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 pM kapszaicint adtunk (C,
n=5). Az abran szerepl6 értékek atlagok = SEM.

A JYL-273 (15. abra) egy Gjabb TRPV1 agonista, amelyet vizsgaltunk. Ez az anyag
szintén nem volt képes vazokonstrikciot kivaltani az altalunk vizsgalt vazizomerekben (0,1
nM-0,1 uM, n=7, 15. A 4abra). A 20 perces kezelés alatt a JYL-273 esetében sem

figyeltink meg vazoaktiv hatast (n=5, 15. B abra), mig ezen agonista a RTX-hoz

hasonldan, szintén a receptor teljes deszenzitizacigjat okozta (n=4, 15. C abra).
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15. abra. A JYL-273 vaszkularis hatasai

A Kkisérleteket kaniilalt vazizom artériakon végeztiik. El0szor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=7). Az
izolalt artéridk egy ujabb csoportjat 20 percig kezeltik 1 pM JYL-273-mal, az ératmérdket 10
masodpercenként rogzitettiik (B, n=5). A 20 perces kezelés utan egy alapos mosatas, majd 40 perces
regeneracios fazis kovetkezett. A regeneracios fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 uM
kapszaicint adtunk (C, n=4). Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM.

Kisérleteinkben az MSK-195 (16. abra) hatékonysaga 120 nM-nak, mig maximalis
hatasa 71+11%-nak (n=5, 16. A abra) bizonyult. A 20 perces kezelés alatt 1 uM MSK-195
hatéséra tranziens konstrikcio alakult ki (ératmérd csokkenés: 255+19 pm-rél 155+25 pm-
re 90 masodperc alatt, n=6, 16. B abra). Az akut deszenzitizaci6é kinetikajat vizsgalva
azonban lasstbb kinetikaju konstrikciot kaptunk a kapszaicinhez képest, illetve az
ératmérd a 20 perces inkubacids peridodus végére nem tért vissza a kiindulasi ératmérd
értékére (ératmérd: 193+25 um, p=0,03 Osszevetve a kezelés eldtti ératmérdvel, n=6, 16. B
abra). Az eldzbéekben leirt agonistdkhoz hasonléan az MSK-195 is képes volt a TRPV1

receptor teljes deszenzitizaciojat kivaltani (16. C abra).
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16. abra. Az MSK-195 vaszkularis hatasa
A kisérleteket kaniilalt vazizom artéridkon végeztiik. ElGszor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=5). Az
izolalt artéridk egy ujabb csoportjat 20 percig kezeltik 1 pM MSK-195-tel, az ératméroket 10
masodpercenként rogzitettiik (B, n=6). A 20 perces kezelés utan egy alapos mosatas, majd 40 perces
regeneracios fazis kovetkezett. A regeneracios fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 uM
kapszaicint adtunk (C, n=6). Az abran szerepl6 értékek atlagok +£ SEM.

A JYL-79-et taldltuk a leghatasosabb vaszkularis TRPV1 receptor agonistanak
(EC50=3,6 nM, n=8, 17. A abra). Maximalis hatasa 39+8%-nak bizonyult (n=8, 17. A
abra). 1 uM-os koncentracidban (ératmérd csokkenés: 228+13 um-r6l 127+12 pm-re 100
masodperc alatt, n=5, 17. B abra) szintén tranziens vazokonstrikciot okozott. Az akut
deszenzitizacid vizsgalata sordn az atmérd nem tért vissza a kezelés elotti értékre (ératmérd
a 20 perces kezelés végén: 204+12 pm, p=0,046 a kezelés elotti ératmérohoz képest, n=5,

17. B abra). A 40 perces regeneracios fazist kovetéen azonban az 1 uM kapszaicin

hatastalan volt (n=5, 17. C abra).
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17. abra. A JYL-79 vaszkularis hatasai
A kisérleteket kaniilalt vazizom artériakon végeztiik. El0szor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=8). Az
izolalt artéridk egy Uujabb csoportjat 20 percig kezeltik 1 puM JYL-79-cel, az ératmérdket 10
masodpercenként rogzitettiik (B, n=5). A 20 perces kezelés utan egy alapos mosatas, majd 40 perces
regeneracios fazis kovetkezett. A regeneracids fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 uM
kapszaicint adtunk (C, n=5). Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM.

A TRPV1 stimulaciés kiiszobének megbecsiilése érdekében a parcialis agonista JYL-
1511-et is hasznaltuk. A JYL-1511 doézis-hatas vizsgalata soran (18. A abra) a
legmagasabb koncentracioban (1 uM) az ératméré a kezelést megel6z6 239+17 uM-hez
képest 226+15 puM-re valtozott (P >0,05). A 20 perces kezelés (1 puM) soran nem
tapasztaltunk ératmérd valtozast (18. B abra). A 40 perc regeneraciot kovetéen az 1 uM
kapszaicin az ératmérdt a JYL-1511 jelenlétében (1 pM) 209+17 uM-re csokkentette. Ezen
szamszer( adatok alapjan a JYL-1511 hatasa a TRPV1-en 10+5% agonizmus és 70+£11%

antagonizmus tartomanyba esik (19. abra).
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18. abra. A JYL -1511 vaszkularis hatasai
A kisérleteket kaniilalt vazizom artériakon végeztiikk. ElGszor a dozis-hatas gorbéket vettiik fel (A, n=5). Az
izolalt artéridk egy ujabb csoportjat 20 percig kezeltik 1 uM JYL-1511-gyel, az ératmérdket 10
masodpercenként rogzitettiik (B, n=5). A 20 perces kezelés utdn egy alapos mosatas, majd 40 perces
regeneracios fazis kovetkezett. A regeneracids fazis végén a tachyphylaxis jelenségét vizsgalva 1 uM
kapszaicint adtunk (C, n=5). Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM. A szignifikans kiilonbségeket a
kontrollhoz viszonyitva (*P <0,05) csillaggal jeloltiik.
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19. abra. A JYL-1511 hatasai a vaszkuldris simaizmokban expresszalédo
TRPV1-re

Az erek kiindulasi atmérGjét a kezelések eldtt (kontroll, n=6), majd 1 uM JYL-1511 (JYL-1511, n=6)
jelenlétében is meghataroztuk. A kapszaicin medialt valaszokat 1 pM JYL-1511 jelenlétében is vizsgaltuk
(JYL-1511+kapszaicin, n=6). Végiil az erek egy ijabb csoportjahoz 1 pM kapszaicint is adtunk (kapszaicin,
n=7). A JYL-1511 maximalis hatasat, mint parcilis agonista a kapszaicin altal kivaltott atmér6é csékkenés
szazaldkahoz (100% kapszaicin), mig. maximalis hatasat, mint parcialis antagonista a JYL-1511 jelenlétében
(1 uM, JYL-1511+kapszaicin) szintén a kapszaicin kivaltotta konstrikcid szazalékahoz (100% kapszaicin )
viszonyitva hataroztuk meg. Az abran szerepld értékek atlagok = SEM. A szignifikans kiilonbségeket a
kontrollhoz viszonyitva (*P <0,05) csillaggal jeloltiik.
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4.5. A vaszkularis és szenzoros neuronalis TRPV1 populaciok
kozotti kiilonbségek

Tanulmanyunk egyik fontos célja az volt, hogy Osszehasonlitsuk a szenzoros
neuronokban expresszaloddo és a vazokonstrikcié kialakitasaban fontos TRPV1
populacidkat. A szenzoros neuronalis funkciokat eye wiping tesztet alkalmazva in vivo
vizsgaltuk. A JYL-1511 nem okozott szignifikans novekedést a kontrollhoz képest a
szemtoOrlések szamaban, mig a tobbi altalunk hasznalt TRPV1 receptor agonista ndvelte

azokat (20. abra).
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20. abra. A TRPV1 ligandok altal kivaltott szenzoros neuronalis irritacio
Az allat jobb, illetve bal konjunktivijara a TRPVI1 receptor agonistak egy-egy cseppjét (10 ul), illetve
oldodszeriiket cseppentettiik, majd a szemtorlések szamat 60 masodpercig szamoltuk. Az agonistak dozisait a
vaszkularis kisérletek soran kapott telitési gorbék (vagy ezek hidnyaban a legnagyobb alkalmazott d6zisok)
alapjan hataroztuk meg. Az abran szerepld értékek atlagok = SEM (n=5). A szignifikans kiilonbségeket (*P
<0,05) a kontrollhoz viszonyitva (oldoszert cseppentettiink az allatok szemébe) csillaggal jeloltiik.
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4.6. Anandamid altal kivaltott vazodilatacio

Az anandamid altal kivaltott vaszkularis hatasokat izolalt vazizom arteriolakon
tanulmanyoztuk. Az anandamid alacsonyabb dézisban (0,1 uM) hatastalan volt a 20 perces
kezelés ¢és az ezt kovetd 40 perces regeneracids fazis utan is (21. A ébra). 1 uM-nal
magasabb doézisokban azonban dilataciot okozott (21. B abra). A 30 uM anandamid
hatasara a 20 perces kezelés elsd 10 perce soran tranziens konstrikcid, mig a kovetkezo 10
perc alatt egy lassan kialakulo, fokozatos dilatacio volt megfigyelhet, mely maximumat a
kezelés végére érte el (21. C és D abra). Ebben a rendszerben a 40 perces regeneracios
fazist kdvetden meglepd mdodon az anandamiddal kezelt erek esetében a dilatdciok mértéke
nem csokkent, hanem novekedett, elérve a lehetséges maximalis értéket (Ca2+ nélkili

KREBS-ben mért atmérd) (21. D 4bra).

51



A B C

0.1 uM anandamid 1 UM anandamid 30 M anandamid

7 180 I
¥ m L
O 160]
£ 150 T T T ]
<o 5 10 15 2
d (perc)
250 * * O Kezelés elstt
TE\ 225, * 3 20 perc
= 3 20+40 perc
= 200 I I T & Passziv
E
‘©
® 1757
©
=
< 150/
125

0.1 uM ANA 1 uM ANA 30 uM ANA

E F G

0.1 M 1uMm 30uM
~ ~
g5 %\275' £ 215,
3 - Kontrol - Kontroll 3 - Kontroll
I 2509 3 ontro ~ 250
0 # 0.1 uMANA ~ 2501 1 MANA & 30 uM ANA
5 257 4 # © Passziv zg 2051 © Passziv & 251 © Passziv
2001
£ £ 200{ £ a0y
&5 s T T 175
© 150 s oy i «© ¥ 1
@ 15 3 50 S ¥ * %
£ — T —T T £ s * S T T T T 1
< 20 0 6 8 100 120 < 0 0 0 8 100 < 20 4 60 8 100 120

Intralumindlis nyomas (Hgmm) Intraluminélis nyomés (Hgmm) Intralumindlis nyomas (Hgmm)

21. abra. Anandamid hatasai vazizom arteriolikon
Az izolalt artéridkat 20 percig anandamiddal kezeltik (0,1, 1, 30 uM, n=5, 10, A-C panel), majd az
ératméréket 10 masodpercenként rogzitettiik. Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM (A-C panel). Az 1D.
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abra az ératmérdk atlagait mutatja. Az lires oszlopok a kezelések eldtt mért, a halvanysziirke oszlopok a 20
perces anandamid kezelés hatasait, a sotétsziirke oszlopok a regeneraciot kovetd (mosas, majd 40 perces
regeneracios fazis), mig a fekete oszlopok a passziv atmérdt (10 uM acetilkolin hatisa) abrazoljak. A
szignifikans kiilonbségeket a kontrollhoz képest (*P <0,05) csillaggal jeloltiik. Végiil a miogén ténusra
gyakorolt hatast vizsgaltuk. Az arteriolak ératmérdjét 20-120 Hgmm intralumindlis nyomason mértiik az
anandamid kezelés (0,1, 1, 30 pM, n=4, 5, 10, E-G panel) ¢l6tt (kontroll, @), a 20 perces kezelést kovetd 40
perces regeneracios fazis utan (m) és Ca®* hianyaban (passziv, o). Az dbran szerepl6 értékek atlagok + SEM
(E-G panel). A szignifikans kiilonbségeket (P <0,05) csillaggal (*) jelltiik, ha a kezelt ératméréket az aktiv,
miogén tonussal rendelkezd erekkel hasonlitottuk 6ssze, mig a kettds kereszt (#) esetében a kezelt ereket a
passziv ératméréhoz viszonyitottuk.

4.7. Az anandamid hatasai az erek miogén tonusara

A kaniilalt vazizomerek, melyeket tanulmanyunkban felhasznaltunk, spontan miogén
tonussal rendelkeztek (kiilonbség a Ca?* jelenlétében és hianyaban mért atmérdk kozott). A
miogén tonussal rendelkezd erek esetében a dilatativ hatasok oka lehet a miogén tonust
fenntarté mechanizmusok gatlasa/csdkkenése is. Ezen mechanizmusok vizsgélatdra az erek
miogén valaszat is vizsgaltuk a kisérlet elején (kontroll), a 20 perces kezelés, majd az ezt
kovetd regenerdcios fazis végén is (aktiv miogén tonus), tovabba az extracellularis Ca?*
miogén tonusra (21. E abra). Megfigyeléseink szerint a 20 perces kezelés, melyet 40 perc
regeneracid kovetett, a miogén tonus teljes eltlinésével jart egyiitt a magasabb
egy anandamid szenzitiv Gtvonalat valdszinisitenek, amely felelds lehet a dilataciot kivalto
agensek szintéziséért ¢s felszabadulasaért. Ezen dgensek csokkenthetik a miogén
valaszokat. Altaldban a dilatativ agensek képzddésének f6 forrasa az erek endotél rétege,

mig a miogén valaszokért a simaizom sejtek feleldsek.
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48. Az endotél szerepe az anandamid altal Kivaltott
vazodilatacioban

Endotél-fosztott ereken is vizsgaltuk az anandamid hatasait. ElGszor az
endotélfosztas sikerességét vizsgaltuk az endotél-fliggé vazodilatator acetilkolin
hozzaadasaval (22. A abra). Az acetilkolin-medialt dilatativ valaszok karosodtak
(endotélfosztas elott az acetilkolin kivaltott ératmérdndvekedés: 180+8um-rdl 242+11pum-
re, p <0,05, ami az endotél-fosztott erek esetében: 173+14-r61 188+10 um-re, n=5). Az
acetilkolin csokkent dilatativ hatasaiért az endotél sejtek csokkent NO termelése Vvolt
felelés, mert a NO donor nitroprusszid-natrium (SNP) hatisara maximalis dilatacio alakult
Ki (22. B abra, n=5). Az endotélfosztas az erek miogén tonusat nem érintette (22. C abra,
n=11). A sikeres endotélfosztast kovetéen 30 uM anandamid jelenlétében elvégeztiik
ugyanazokat a kisérleteket, mint az ¢ép endotéllel rendelkezd ereink esetében. Az
anandamid (30 pM) altal kivaltott bifazisos hatds dilatativ komponense megsziint az
endotél-fosztott erek vizsgalata soran (22. D és J dbra). A miogén tonusra gyakorolt hatas
azonban hasonl6 volt az ép endotéllel rendelkezd erek esetében kapott eredményeinkhez

(22. G abra).
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22. abra. Az anandamid hatasai az ératmérore endotélfosztast kovetden
Az endotélfosztas sikerességét acetilkolin adasaval ellendriztiik (A panel, n=5). A simaizom sejtek NO
érzékenységét natrium-niroprusszid adasaval ellendriztik (SNP, B panel, n=5), majd az endotélfosztas
miogén tonusra gyakorolt hatasat vizsgaltuk (C panel). Az ératméréket 20-120 Hgmm intraluminalis
nyoméason mértiik az endotélfosztas elétt (@), utan (A) és Ca®* hianyaban (passziv, o). A miogén tonust
anandamid kezelés utan (30 uM, 20 perc, amit 40 perces regeneracios fazis kovetett, G panel, n=5) és
arachidonsav kezelés utan (1 pM, 20 perc, amit 40 perces regeneracios fazis kovettet, 1 panel, n=4) is
lemértiik. Az anandamid medialt valaszokat a FAAH antagonista URB-597 jelenlétében is vizsgaltuk (1 uM,
15 perc elokezelés, H panel, n=5). Az anandamid akut hatasait a 20 perces kezelés alatt vizsgatuk, aminek
soran az ératméroket 10 masodpercenként mértiikk (D—F panel). A 20 perces kezelés utdn a 40 perces
regeneracios fazis végén ismét vizsgaltuk a miogén tonusra gyakorolt hatasokat. A J panel az atlagolt
eredményeket mutatja. Az abran szereplé értékek atlagok = SEM (E-G panel). A szignifikans kiilonbségeket
(P <0,05) csillaggal (*, a kontrolltol), illetve kettds kereszttel (#, a passziv ératméréktdl) jeloltik.



4.9. Az anandamid lebomlasanak szerepe a dilatacioban

Az anandamid arachidonsavra valdé lebomlasat a zsirsav-amid hidrolaz (FAAH)
gatlasaval vizsgaltuk (1 pM, URB-597, 5 percig inkubdlva az anandamid hozzaadésa
elétt). A FAAH inhibitor jelenlétében az anandamid nem volt képes hatasait a miogén
tonusra kifejteni (22. H abra), viszont az inhibitor jelenléte az akut ératmérére gyakorolt
hatasokat (22. E abra) nem befolyéasolta. Az anandamid bomlastermék arachidonsav (1
uM) anandamidhoz hasonlo hatést valtott ki az ép endotéllel rendelkezd ereknél, viszont

endotélfosztas utdn nem volt hatassal az erekre (22. F, I és J abra).

4.10. Funkcionalis anandamid receptorok jelenlétének vizsgalata

Kordbbi eredményeink funkciondlis anandamid receptorok (kiilonosen TRPV1)
jelenlétére utaltak a kisérletekben hasznalt vazizomerek esetében (Lizanecz és mtsai.
2006). Ezen receptorok irodalmi adatok alapjan aktivalhatoak az altalunk alkalmazott
anandamid koncentraciok mellett. Ezen hipotézis ellenérzésére a TRPV1 agonista
kapszaicint hasznaltuk (1 pM, 23. A és 24. abra), amely tranziens vazokonstrikciot valtott
ki a 20 perces kezelés alatt, azonban a kezelés és a 40 perces regeneracios fazis végére nem
volt semmilyen hatassal az erek atmérdjére. A CB1/CB2 receptor agonista WINS55-212-2

(1uM, 23. B és 24. abra) szintén nem okozott szignifikans valtozasokat az ératmérében.
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23. abra. Az anandamid receptorok szerepének vizsgalata a vazodilataciéban
Az izolalt artériakat a TRPV1 agonista kapszaicinnel (1 uM, n=9, A panel), a nem-szelktiv CB agonista WIN
55-212-2-vel (1 uM, n=4, B panel), anandamiddal (30 uM, n=10, C panel), illetve arachidonsavval (1 uM,
n=5, E panel) kezeltiik, és az ératméréket 10 masodpercenként mértiik a 20 perces kezelés alatt. Néhany
esetben az anandamid (30 uM) kezelés el6tt az ereket 5 percig eldkezeltiik a FAAH inhibitor URB- 597-tel
(1 uM, n=7, D panel). Az abran szerepl6 értékek atlagok + SEM.
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24. abra. Az anandamid medialt hatasok vizsgalata: metabolikus hatasok
Az ératmérdket a kezelések eldtt (kontroll, fehér oszlop), a 20 perces kezelés végén (20 perc, sziirke oszlop)
és a 40 perces regeneraciés fazist kovetden (20+40 perc, sotétsziirke oszlop) is mértiikk. Az arteriolak
maximalis dilatativ kapacitdsat a kisérletek végén hataroztuk meg 10 uM acetilkolin jelenlétében és fekete
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oszlopokkal jeloltiik. Az ereket kapszaicinnel (Kapsz, 1 uM, n=9), WIN55-212-2-vel (WIN, 1 puM, n=4),
anandamiddal (ANA, 30 uM, n=10) és arachidonsavval (AA, 1 uM, n=4) kezeltiik. Az anandamid (30 uM)
altal kivaltott valaszokat FAAH gatlészer (URB-597, 1 uM, 5 perces eldkezelés) jelenlétében is
megvizsgaltuk (URB+ANA, n=7). Az abran szerepl6 értékek atlagok £ SEM. A szignifikans kiilonbségeket a
kontrolltdl (kétutas ANOV A, Dunnett’s post hoc teszt, P <0,05) csillaggal (*) jeldltiik.

411. Az anandamid lebomlasabol szarmazo arachidonsav altal
kivaltott hatasok vizsgalata

Az anandamid utvonal tovabbi vizsgalatara a 30 uM anandamid altal kivaltott
dilatacios mechanizmusokat vettiik alapul (mivel ez a ddzis jelentds dilataciot okozott a 20
perces kezelés alatt, 23. C és 24. abra). Az anandamid metabolizmusanak gatlasa (1 uM
URB-597, 23. D és 24. abra) teljes mértékben megakadalyozta az anandamid altal kivaltott
dilataciét. Az arachidonsav (1 uM, 23. E és 24. abra) kezelés az anandamidhoz hasonl6
hatasokat valtott ki. A 40 perces regeneracids fazist kovetden is megvizsgaltuk ezen
kezelések hatasait az ératmérére (24. abra). A TRPV1 (kapszaicin), illetve a CB1/CB2
(WIN55-212-2) receptor aktivacid a 40 perc elteltével is hatastalan volt ebben a kisérleti
elrendezésben, mig az anandamid dilatativ hatdsit a FAAH inhibitor (URB+ANA, 24.
abra) képes volt gatolni. Az anandamid bomlasterméke, az arachidonsav az anandamidhoz
hasonl6 hatasokat valtott ki ebben az esetben is (24. dbra). A miogén tonusra gyakorolt
hatasokat is részletesen tanulmanyoztuk. A TRPV1 receptor aktivacidja kapszaicinnel (1
uM, 25. A abra), illetve a kannabinoid receptorok aktivacioja WINS5-212-2-vel (1 uM, 25.
B abra) nem volt hatassal a miogén tonusra. Ezzel szemben a 30 uM anandamid jelentdsen
csokkentette az erek miogén tonusat (25. C abra), amit az URB-597 (1 uM, 25. D 4bra)
elékezeléssel fel tudtunk filiggeszteni. Az arachidonsav 6nmagéban (1 puM, 25. E abra)

szintén miogén tonus csdkkenést okozott.
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25. abra. Az anandamid medialt hatasok vizsgalata: miogén tonus

Az ératmérdket 20-120 Hgmm intraluminalis nyomason mértiik a kezelés eldtt (kontroll, @), utan (20 perces
kezelés, majd ezt kovetd 40 perc regeneracio, m), illetve a kisérletek végén Ca®* hianyaban (passziv, o). Az
ereket kapszaicinnel (1 puM, n=9), WINS55-212-2-vel (1 pM, n=4), anandamiddal (30 uM, n=10) és
arachidonsavval (1 uM, n=5) kezeltik. A FAAH gatlas hatasat (URB-597, 1 uM, 5 perces el6kezelés) is
vizsgaltuk az anandamid (30 uM) jelenlétében (URB+anandamid, n=7). Az abran szerepl6 értékek atlagok +
SEM (E-G panel). A szignifikans kiilonbségeket a kezelt erek esetében (kétutas ANOV A, Dunnett’s post hoc
teszt, P <0,05) csillaggal (*, a kontrolltdl) illetve kettds kereszttel (#, a passziv ératmér6tol) jeloltiik.

Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy az anandamid 4altal kivaltott
vazodilaticioban ¢és miogén ténus csokkenésben az anandamid FAAH Aaltali
metabolizmusabdl szarmaz6 arachidonsavnak lehet szerepe. Ennek vizsgalatara az 1 uM
anandamidot alkalmaztuk, és gatoltuk azon lehetséges utvonalakat, amelyek szerepet
jatszhatnak az arachidonsav kiilonbozd dilatativ dgensekké vald tovabbalakuldsdban. A
lipoxigenaz (baicalein, 1 uM, 26. B &bra) és a citokrom P450 (PPOH, 20 uM, 26. C éabra)
utvonalak gétlasa sordn az 1 uM anandamid tranziens vazokonstrikciot okozott a 20 perces

crer

vazokonstrikcié lefutasahoz volt hasonlé (30 uM, 21. C abra). Azonban az ératmérdk a 20
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perces kezelés végére szignifikansan nem kiilonboztek a kiindulasi ératmérdktol (26. A, B
¢s C abra). A 40 perces regeneracios fazis végére (26. E dbra) sem alakult ki semmilyen
vaszkularis hatés, kivéve a cikooxigenaz indometacinnal torténd gatlasa soran (10 uM, 26.
D ¢s E abra). A miogén tonusra gyakorolt hatasokat vizsgélva, a baicalein nem volt képes
gatolni az anandamid hatésait (26. G éabra). Ezzel ellentétben a citokrom P450 gatlasa
PPOH-val (20 uM), illetve a ciklooxigenaz indometacinnal torténd gatlasa (10 pM)

teljesen felfiiggesztette az anandamid miogén tonusra gyakorolt hatasait (26. H és I abra).
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26. abra. Az anandamid lebomlasabdol szarmazo arachidonsav metabolitok

hatasainak vizsgalata
Méréseink soran az ereket eldkezeltiik (5 perc) KREBS oldattal (kontroll, ANA, A, E, és F panelek; n=5),
lipoxigenaz inhibitorral (baicalein, 1 uM, B, E és G panelek; n=5), citokrom P450 inhibitorral (PPOH, 20
uM, C, E és H panelek; n=5) és ciklooxigendz inhibitorral (indometacin, 10 pM, D, E és I panelek; n=5) és
20 percig vizsgaltuk az ératméré valtozdsokat 1 uM anandamid (ANA) jelenlétében (A-D panel). Az
ératmérd valtozasok eredményeit Osszegezve az E panel mutatja. Az atmérdket a kisérlet elején (kontroll,
iires oszlop), ANA jelenlétében a 20 perces kezelés végén (20 perc, halvanysziirke oszlop) és a 40 perces
regeneracios fazis végén (20+40 perc, sotétsziirke oszlop) is megmértiik. A maximalis dilatacié vizsgalatara
10 pM acetilkolint hasznaltunk (passziv, fekete oszlop). Az abran szerepld értékek atlagok + SEM, a
szignifikans kiilonbségeket (kétutas ANOVA, Dunnett’s post hoc teszt, P <0.05) a kontrollhoz képest
csillaggal (*) jeloltiik. Az inhibitorokkal torténd kezelés hatasait a miogén tonusra is vizsgaltuk (F-1 panel).
20-120 Hgmm intraluminalis nyomason mértiik az ératméréket a kezelések eldtt (kontroll, @) és a kezelések
végén (20 perc és az azt kovetd 40 perces regeneracio, m). A passziv ératmérét Ca*-mentes KREBS oldatban
mértiik (passziv, ©). Az abran szerepld értékek atlagok + SEM. Az ératmérdk szignifikans kiilonbségeit



(kétutas ANOVA, Dunnett’s post hoc teszt, P <0,05) a kezelések alatt az aktiv ératmérékhoz képest (*), a
passziv atmérokhoz pedig (#) jeloltiik.

4.12. FAAH expresszio a vazizomerekben

A funkciondlis kisérleteink FAAH jelenlétére utaltak a gracilis artéridkon végzett
kisérleteinkben. Annak vizsgalatara, hogy mely sejttipusban van jelen, immunhisztokémiai
modszereket hasznaltunk. Egy reprezentativ eredményiink lathato a 27. &bran.
Eredményeink szerint FAAH expresszio a gracilis izomban taldlhatd artéria simaizom

rétegében mutathato ki.

FAAH Simaizom aktin Atfedés
gracilis artéria
(keresztmetszet)
Nincs elsddleges antitest Simaizom aktin Atfedés
Hattér

gracilis artéria
(keresztmetszet)

27. abra. Zsirsav-amid hidrolaz expresszio a vazizomerekben

Patkany gracilis izom festését végeztilk a modszerekben leirt modon. Az abran lathato kisérlet esetében
Caymantol beszerzett nyulban termelt FAAH ellenes antitestet (higitas: 1:50, 10% NGS-t és 0,05% Na-azidot
tartalmazé PBS-ben, 1 napig) és simaizom aktin-elleni antitestet hasznaltunk (Sigma, higitas: 1:100, egér, 90
percig). Az elsddleges antitestek kotédését anti-egér-FITC (Jackson, higitas: 1:100, zold fluoreszcencia) és
Streptavidinnel konjugélt Cy3 (piros fluoreszcencia) antitestekkel tettiik lathatova. A piros szin a FAAH-t,
mig a zold szin a simaizom sejteket jeloli. Az atfedés képen lathato, hogy a FAAH expresszidja simaizom
sejtekkel esik egybe. Kontrollként vizsgalt metszeteinken a FAAH elleni antitest elhagyasa miatt FAAH
jelolddés nem tortént.
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5. MEGBESZELES

5.1. A vaszkularis TRPV1

Jelen tanulmany els6 részének célja a vaszkularis TRPV1 farmakologiai €s élettani
jellemzése volt. Ennek sordan vizsgéaltuk a kiilonbozé agonistdkra ¢és parcialis
agonistakra/antagonistakra kapott érdtméré valtozasokat. Eredményeink alapjan
elmondhat6, hogy jelentds farmakoldgiai kiilonbségek vannak az endogénen expresszalodo
TRPV1 kozott. Két {6 kovetkezménye lehet ezen megfigyeléseinknek. Eldszor is a
fajdalomesillapitasra szintetizalt antagonistak vérkeringéssel kapcsolatos mellékhatasai
elkeriilhetoek. Masrészt a vaszkularis TRPV1 Uj terapias célpont lehet a vérkeringés
szabalyozasaban.
vazokonstrikci6 alapjan tortént. Korabbi eredményeink alapjan TRPV1 expresszidt
figyeltiink meg az altalunk hasznalt erek simaizom rétegében (Kark és mtsai. 2008). Ezen
eredményeket jelen tanulmanyban kiegészitettiikk azzal, hogy az ératmérd csokkenésével
parhuzamosan nd az intracellularis Ca”*-koncentréacio az erek falaban (11. abra); emellett
ez az elso alkalom, amikor az intracellularis Ca?*-koncentréaciot kozvetleniil mérni tudtuk,
¢és bizonyitottuk a funkcionalis TRPV1 jelenlétét izolalt artéria simaizom sejtekben is (12.
abra). TRPV1 stimulacio kovetkeztében kialakuld vazokonstrikciot mar korabban is irtak
le (Molnar és mtsai. 1967; Toda és mtsai. 1972; Donnerer és mtsai. 1982; Duckles 1986;
Edvinsson és mtsai. 1990), mely hatast Gjfent is megerdsitettek (Szolcsanyi és mtsai. 2001;

Dux és mtsai. 2003; Scotland és mtsai. 2004; Keeble és mtsai. 2006; Lizanecz és mtsai.

cre

kapszaicin dilataciét, mig a kapszaicin magasabb dozisa vazokonstrikcidot okozott
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(Edvinsson és mtsai. 1990; Dux és mtsai. 2003). Ez azt sugallja, hogy a dilataciéért, illetve
konstrikcidért kiilonbozé TRPV1 populaciok vagy kiilonbozoé farmakologiai tulajdonsaga
TRPV1-ek lehetnek felelések. A vazokonstrikcid6 mechanizmusar6l (Porszasz és mtsai.
2002; Dux ¢és mtsai. 2003; Keeble és mtsai. 2006) korabban azt feltételezték, hogy a
TRPV1 Aaltal kivaltott konstrikcidban a szenzoros neuronokbdl felszabaduld endotelin-1-
nek (Szolcsanyi ¢és mtsai. 2001) vagy a P-anyagnak (Scotland és mtsai. 2004) lehet
szerepe. Sajat eredményeink arra utalnak, hogy a TRPV1 funkcionalisan expresszalodik a
vazizomerek simaizom rétegében, melynek aktivacioja kozvetleniil vezethet intracellularis
Ca?*-koncentracioé emelkedéshez, igy vazokonstrikciohoz. Elképzelésiink szerint a TRPV1
receptor mind Ca?* mind, Na* ionokat is beenged a sejt belsejébe. A bedramld Ca®* képes
aktivalni az aktin-miozin ciklust, kivaltva ezzel a kontrakciot. A belépd kationok (mind a
Ca?* mind a Na") emellett depolarizaciohoz is vezethetnek, amely valdsziniileg elegendd
lehet a fesziiltségfiiggd L-tipust Ca?*-csatorna aktivalasahoz. Ezen keresztiil a sejtbe

tovabbi Ca®* 4ramlik be, a kontrakcié pedig tovabb erdsodik. A 28. abra az altalunk

elképzelt mechanizmust szemlélteti.

%%%2%%3% i

Depolarlzacm

Kontrakcio

C a2+

[ Aktin + Miozin ]

28. abra. A TRPV1-medialt kontrakcio feltételezett mechanizmusa
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5.2. A Kkapszaicin kivaltott konstrikcio specificitasa

A kapszaicin altal kivaltott vazokonstrikci6 TRPV1 specificitasat is vizsgaltuk.
TRPV1 konckout egerekben a kapszaicin nem volt képes semmilyen vazoaktiv hatast
kifejteni (10. C abra). Intracellularis Ca**-koncentracio méréseinkben, az érfalban a
kapszaicin hatasara az intracellularis Ca* -koncentracio novekedését tapasztaltuk (11.
abra), mint ahogy az izolalt simaizomsejtekben is (10. abra). A 28 darab vizsgalt sejtbdl
mindossze 10 sejt valaszolt kapszaicinre, de ezen eredményeink is alatamasztjak a
vaszkularis TRPV1 expressziojat a simaizomsejtek nagyjabol harmaddban. A receptor
aktivacidja az intracellularis Ca®*-koncentracié névekedéséhez, igy vazokonstrikcidhoz
vezethet. Munkacsoportunk korabbi eredményei is alatamasztjdk a TRPV1 receptor
expresszidjat a gracilis izomban futé artéria simaizom rétegében (Kark és mtsai. 2008).

Ezt kovetden a TRPV1 farmakoldgiai gatlasat vizsgéltuk. Kisérleteinkben a TRPV1
specifikus antagonista AMG9810-et alkalmaztuk (ezt a vegyiiletet korabban mar exogén és
szenzoros neuronalis TRPV1-en is sikerrel alkalmaztak (Gavva és mtsai. 2005; Tekus és
mtsai. 2010)), amely kompetitiv modon gatolta a kapszaicin medialt konstrikciot. Ennek
fontos kovetkezménye, hogy a fajdalomcsillapitasra kifejlesztett antagonistak is
befolyasolhatjak a vazizom véreloszlasat a vaszkularis TRPV1 gatlasan keresztiil.

A kapszaicin hataséra jelentés vazokonstrikcio volt megfigyelhetd kaniilalt vazizom
erek esetében (Lizanecz ¢és mtsai. 2006; Kark és mtsai. 2008). A kapszaicin mellett
szamos, a kereskedelmi forgalomban elérhetd agonistat is teszteltiink. Jelentds
kiilonbségek vannak a maximalis hatasban, a hatékonysaghan és a deszenzitizacios

képességben (1. tablazat).
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Szenzoros
DRG/CHO-TRPV1 CHO-TRPV1 Vaszkuldris TRPV1 (vazokonstrikeio) neurondlis
hatas
Agonista
ECs ECs _r i
e 3 . L Akut . . Maximalis Akut . Szemtorlés
: 150
K; (kotodeés) (Ca (mtrace!lularls deszenzifizécio Hatékonysag Hatds deszenzifizécio Tachyphylaxis Jperc
uptake) Ca”)
1.8£0.3 uM 9528 nM 35211 aM +
Kapszaicin (Wang efal., | (Pearceetal, (Tothet al., (Tothet al., 221 M 587 % + - 15£1.2
2003) 20082) 2005b) 2005b)
23 pM 1.5£0.3 oM 81£20 pM - Nincs haths
RTX (Leeetal., (Pearce et al., (Tothet al., (Tothet al., 10 M 10 0M N/A + 20£5.1
2001) 2008a) 2003b) 2005b)
1144 oM 361454 nM Nincs hata
TYL-273 Leectal, | (Leeerdl, Nincs adat Nines adat >3 M mfs r\i as NA + 12423
2001) 2002) H
162433 nM 52£12 M -
MSK-195 Nincs adat (Lee et al., (Tothet al., (Tothet al., 120 M T1£11 + + 1824
2002) 2005b) 2005b)
194 nM 24£1.0 .M -
+
TYL-79 (Lee etal., 52{ :["I‘Z{OBLE;E (Tothetal, | (Tothetal, 391M 368 % + + 13415
2001) 2005b) 2005b)
50£17 aM 3.450.5 M + Nincs haté
VLIS | (Wangetal, | (Wangetal, | Nincs adat (Wang et al., N/A ‘“‘1:5 1\1 a N/A e 10£1,6
2003) 2003) 2003) H

1. tablazat. A TRPV1 agonistak farmakolégiai tulajdonsagai
A tablazat bal oldali oszlopaiban az irodalmi adatokat, a jobb oldali oszlopokban (vaszkularis/szenzoros
neuronalis TRPV1) sajat, jelen munkaban bemutatott adatainkat tiintettiik fel.

Megfigyeltiik, hogy néhdny TRPVI1 agonista (mint a RTX és JYL-273) képes
deszenzitizalni a receptort, mas vazoaktiv hatas nélkiil. A RTX viselkedése a méréseink
soran nem meglepd, mivel nagyon hasonld hatast mar kordbban leirtak a pulmondris
kemoreflex kapcsan (Szolcsanyi és mtsai. 1990). Az egyik hipotézis erre a
deszenzitizaciora az, hogy a TRPVI alacsony szintli aktivacidja egyes szdvetekben
elegendd lehet a tachyphylaxis kivaltdsdhoz anélkiil, hogy jelentdsen nodvelné az
intracellularis Ca®*-koncentraciot, ami a vazokonstrikcié kialakuldsahoz elengedhetetlen.
Egy masik hipotézis szerint a tachyphylaxis lehet a TRPV1 RTX altal torténd irreverzibilis
aktivalasanak is kovetkezménye (Jeffry és mtsai. 2009), ami viszont tartds Ca?*-
bedramldssal jar. A tahyphylaxis kivaltasaban szerepet jatszo aktivacid szintjének

vizsgalatara egy parcialis agonistat (JYL-1511) alkalmaztunk. Maximalis hatasa
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agonistaként 17%-nak, mig hatékonysdga 3 nM-nak adodott a TRPV1-et expresszal6 CHO
sejtvonalon (CHO-TRPV1) végzett kisérletekben (Wang és mtsai. 2003). A parcialis
agonista hatédsait vaszkuléris receptorokon is megerdsitettiik (10% agonizmus és 70%
antagonizmus).

A kapszaicin adésat kdvetOen tranziens lefutastu konstrikciot kaptunk, majd az erek a
kezelés végére teljesen deszenzitizalt allapotba keriiltek. A 40 perces regeneracids fazist
kovetden a kapszaicin képes volt az ereken vazokonstrikciot kivaltani, ami a receptorok
valaszkézségének részleges helyreallasara utalt. Ezen eredményeink alapjan elmondhatjuk,
hogy a vaszkuléris simaizmokban expresszaloddo TRPV1 ¢és azon receptorok, amelyek a
kapszaicin adasat kovetden a szem irritaciojaért felel6sek lehetnek in vivo (20. abra),
kiilonb6zd ligand szelektivitassal rendelkeznek, mint a CHO sejtekbe transzfektalt
receptrok (1. tablazat) (Wang és mtsai. 2003; Toth és mtsai. 2005).

Az akut deszenzitizacio kinetikdjat tekintve az agonista kezelések hatasa kiilonb6z6
lehet. A kapszaicin esetében teljes akut deszenzitizaciot kaptunk, mig mdas agonistdk
esetében (JYL-79, MSK-195) részleges deszenzitizacid volt megfigyelhetd.

Szamos mechanizmust feltételeznek a TRPV1 receptorok szenzitizacidja ¢és
deszenzitizacidja hatterében. Ezen mechanizmusok k6zé tartozik a PKC (Bhave és mtsai.
2003) és PKA (Bhave és mtsai. 2002) altali foszforilacio és a kalcineurin-fiiggd
defoszforilacid (Docherty és mtsai. 1996). Ami a vazizom erek TRPVI-fiiggd
vazokonstrikcigjat illeti, itt is a receptor foszforilacié allhat a mechanizmus hatterében.
Munkacsoportunk korabbi eredményei is erre utalnak, amennyiben az anandamid
(Lizanecz és mtsai. 2006) az RTX-hez és a JYL-273-hoz hasonléan a vaszkularisan
expresszalodo TRPV1 teljes deszenzitizacidjat okozta. Azt is kimutattuk, hogy az
anandamid altal kivaltott tachyphylaxis gatolhato volt protein foszfataz 2B (kalcineurin)

inhibitor jelenlétében (Lizanecz és mtsai. 2006). Osszefiiggésben ezzel a hipotézissel a
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kiilonbozd agonistdk a kalcineurin gatlasara kiilonb6zé moddon reagaltak CHO-TRPV1
sejtvonal vizsgalata soran (Pearce és mtsai. 2008), ami a receptor foszforilacio-fiiggd
szenzitizacidjanak/deszenzitizacidjanak/tachyphylaxisnak ligand szelektivitasara utal.

Mar korabbi tanulmanyunkban megfigyeltiik, hogy a vazizom erek esctében a
TRPV1 aktivacidja jelentOs vazokonstrikcioval jar (Lizanecz és mtsai. 2006). A kapszaicin
intra-arterialis adasa is dozis-fliggden novelte a véraramlast patkanybérben (vazodilatacio),
mig ezzel egyidejlileg csokkentette a véraramlast a vazizomban (vazokonstrikcio) (Kark és
mtsai. 2008). Ez arra utal, hogy a vaszkularisan expresszalodd6 TRPVI1 receptor a

szenzoros neuronoktol fiiggetlen élettani hatassal rendelkezhet.

5.3. Az anandamid vaszkularis hatasai

Behatoan vizsgéltuk az endogén TRPV1 agonistanak vélt anandamid éaltal kivaltott
vaszkularis hatdsokat izolalt vazizomereken. Az anandamid lebomlasanak in vivo
jelentdségét mostanaban kezdik felismerni, jelent6ségét kiemeli az a tény, hogy a FAAH
knockout egérben az anandamid szint 15-szor magasabb, mint FAAH-val rendelkezd
tarsaban, amihez csokkent nocicepcidé parosul (Cravatt és mtsai. 1996), azonban nincs
nyilvanvalé hemodinamikai kiilonbség a vad tipusu egerekhez képest (Pacher és mitsai.
2005). Ezen megfigyelés Osszhangban van a FAAH gatlasaval kapott eredményeinkkel
(anandamid FAAH inhibitor jelentében nem volt hatdssal a miogén tonusra). Az URB-597
(ugyanaz a FAAH inhibitor, melyet ebben a munkaban hasznéltunk) hatésara csokkentek a
gyulladasos valaszok (Holt és mtsai. 2005; Jayamanne és mtsai. 2006; Jhaveri és mtsai.
2006). A FAAH gatlasaval kapott eredmények kapcsan meg kell jegyezniink, hogy a
fajdalom- és gyulladascsokkentd hatdsok a magasabb anandamid szintek kdvetkezményei,
mely anandamid valdsziniileg a CB1-en fejtette ki hatasat. Mindezen kisérletekbdl tehat
nyilvanvalod, hogy az anandamid lebomlasa jelentds In vivo koriilmények kozott. Az

anandamid fentebb emlitett fajdalomcsokkentd hatdsaival szemben a vaszkuldris hatdsok
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nem csak a CB stimulacidjanak eredményei (Ho és mtsai. 2007). Az anandamid altalaban
vazodilatativ hatast, azonban hatiasa nagyban fiigg a kisérletben hasznalt erektél. Az
anandamid lebomlas vaszkularis jelentéségére utaldo elsé kozlemény tobb mint egy
évtizede jelent meg (Ellis és mtsai. 1995). Eszerint az anandamid a kozponti
idegrendszerben arachidonsavva, majd prosztaglandin E,-vé alakul at, mely molekulak
indometacinnal gatolhat6 (ciklooxigendz medialt) dilataciot okoznak. Ezen eredményeket
késobb kiegészitették azzal a megfigyeléssel, hogy szarvasmarhabol izolalt koronéria
gylriikon végzett kisérletekben az anandamid-arachidonsav 4atalakulds gatlasa
felfliggesztette a dilataciot, mig a CB gatlasa nem befolyasolta azt (Pratt és mtsai. 1998).
Egy tovabbi vizsgalatban az anandamid medialt vazodilatacidét mind korondria (sertés és
nyul), mind karotisz (nyul) erek esetében diclofenac (ciklooxigenaz inhibitor) fiiggdnek
talaltak (Fleming és mtsai. 1999). Barany koronariakban az anandamid dilatacio TRPV1 és
CB fliggetlennek bizonyult, de gatolhatd volt FAAH inhibitorral (Grainger és mtsai. 2001).
Osszefoglalva, bizonyitékok vannak arra, hogy az anandamid lebomlasa arachidonsavva a
vazodilatativ hatas egy fontos eleme lehet nagy atmér6jii erekben. Sajat eredményeink ezt
megerdsitik kis atmérdjii rezisztenciaerek esetében is. Az anandamid altal kivaltott
vazodilatacié gatolhatdé volt a FAAH gatlasaval, és az arachidonsav az anandamidhoz
hasonld hatast valtott ki, ami az anandamid arachidonsavra val6d lebomléaséara utal olyan
erekben, amelyek ép endotéllel rendelkeznek. Mindazonaltal a ciklooxigenaz gatlasa
indometacinnal nem volt képes az anandamid 4altal kivaltott dilatacidot megsziintetni, amely
a 20 perces kezelés alatt fentartott maradt, viszont a 40 perces regeneracio alatt eltiint (24.
D ¢és E abra). Ezek a megfigyelések a TRPV1, CBI1 receptorok és arachidonsav
metabolitok k6zotti komplex kdlcsonhatast sugalljak. Kiilondsen a ciklooxigenaz gatlasa a
lokalis arachidonsav metabolizmus irdnyaba tolhatja el a citokréom P450 epoxigendz

utvonalat, mely dilataciét okozhat.
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Az anandamid a vaszkularis rendszerben szintetizaloédhat egyebek mellett a
perivaszkularis szenzoros neuronokban, illetve makrofagokban. A szintézis utdn, az
anandamid a kornyezo erekhez diffundal €s az érfal simaizom sejtjeiben a szabad zsirsav-
amid hidrolazok 4ltal arachidonsavra és etanolamidra bomlik. Az intracelluldrisan
felszabadulé arachidonsav aktivélja az arachidonsav érzékeny ttvonalakat ezen sejtekben,
ami a ciklooxigenaz és citokrom P-450 aktivacioja révén értagulathoz és a miogén

autoregulacié karosodésahoz vezet.

ciklooxigenaz,
citokrom P-450

Periférias idegsejt
TRPV1
CB1/CB2

Makrofag
Adventicia
Simaizom

Endotélium

29. abra. Anandamid képzddése és hatasai vazizoméren

Fontos eredménye tanulmanyainknak, hogy az anandamid spontan miogén ténusra
gyakorolt hatasat rezisztenciaereken vizsgaltuk. Az altalunk hasznalt kantilalt érrendszer
egyik jelentés eldnye a fentebb emlitett kisérletekben hasznélatos modszerekkel szemben,

hogy a kis vazizomerek spontan kontrakcioval valaszolnak az intraluminalis nyomas
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emelkedésére, hasonldéan az in vivo koriilményekhez, aminek fontos szerepe lehet a
vérnyomas szabalyozasaban.

Eredményeink arra utalnak, hogy az anandamid képes gatolni/csokkenteni a miogén
valaszokat (21. F, G és 22. G abra), FAAH-fiiggd (25. D abra), és endotél fiiggetlen (22. H
abra) utvonalakon keresztiil. Ezen megallapitasokat a lehetséges mechanizmusok
tekintetében tovabb vizsgaltuk. Az arachidonsav az anandamidhoz hasonlé hatasokat
valtott ki ép endotéllel rendelkezd ereken (26. E abra). Funkcionalis eredményeink tehat
arra utalnak, hogy az anandamid lebomlasdbdl szdrmazo arachidonsav, amely a miogén
valaszokért felel6s, simaizom-fiiggd modon hat ebben a rendszerben. Ezzel 6sszhangban a
FAAH expresszidja simaizom specificitast mutatott gracilis arterioldkbol készitett
metszeteken (28. abra). A jol ismert anandamid receptorok (TRPV1 ¢és CB) stimulacioja
hatastalan volt a miogén tonusra.

Itt meg kell jegyezni azt is, hogy nem konnyii kiilonbséget tenni a miogén jelatviteli
ut specifikus hatdsai (nyomés okozta vazokonstrikcid, amit ebben a tanulményban is
vizsgaltunk) és a dilatativ Gtvonalak ellentétes hatdsai kozott. Kiilondsen bonyolult az,
amikor gy tlnik, hogy egy agens (mint az anandamid, 21. C &bra) az alkalmazasa utan
kozvetleniil okoz dilataciot. Mindazondltal az anandamid kezelést kovetd dilatacidt az
endotélium kozvetiti, amely dilatacié esetliinkben endotél hidnydban megsziint a 20 perces
kezelés alatt (22. D 4bra), azonban a miogén tonusra gyakorolt hatdsai megmaradtak (21. G
abra ellenben a 22. G abraval).

Az a megallapitas, hogy az 1 uM arachidonsav esetében ellentétes hatasokat kaptunk
¢p endotéllel rendelkezd (25. E dbra) és endotélfosztott (22. 1 dbra) ereken érdekesnek
bizonyult. Csak spekulalni lehet, hogy az arachidonsav dozis-fiiggden gatolhatja a miogén
tonust azokban az erekben, amelyek nem rendelkeznek funkciondlisan ép endotéllel, mivel

30 uM anandamid csokentette a miogén tonust (22. G abra) és ez a hatas megsziintethetd
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volt metabolizmusanak gatlasaval (22. H &bra). Figyelembe kell venni tovabba azt is, hogy
az anandamid a sejten beliil elhelyezked6 FAAH hatasara bekovetkezé metabolizmusabol
keletkez6 arachidonsav mas hatdsokat fejthet ki, mint a plazmamembranon keresztiil
diffuzioval atjutd arachidonsav.

Az anandamid lebomlasabol szarmazo arachidonsav altal kivaltott dilatacid ezidaig
nem keriilt tisztazasra. Eredményeink szerint fontos szerep tulajdonithaté a citokrom P450
epoxigenaz és ciklooxigendz enzimeknek. Elképzelhetd, hogy mind a citokrom P450
epoxigenaz 4altal termel epoxi-eikosatriénsavak, mind a ciklooxigenaz 4ltal termelt
prosztaciklinek szerepet jatszhatnak a miogén tonus gyengitésében.

Eredményeink szerint az anandamid 4&ltal kivaltott vazodilatacidhoz hozzajarul a
spontan miogén valasz csokkenése, mely hatdsnak egyik kulcseleme az anandamid FAAH
altali lebomlasa arachidonsavva. Kisérleteinkben az anandamid hatdsai endotél
fiiggetlennek bizonyultak, és miogén tonus csokkentd hatdsa a citokrom P450 és
ciklooxigenaz enzimek altal katalizalt folyamatnak bizonyult. A miogén valasz a szdveti
perfuzidoban alapvet jelentdségli (Davis ¢és mitsai. 1999), amely felveti az aktivalt
neuronok és makrofagok altal szintetizalt anandamid (Devane ¢és mtsai. 1992; Di Marzo és
mtsai. 1996; Wagner és mtsai. 1997; Ahluwalia és mtsai. 2003) szerepét a véreloszlas
szabalyozasaban. Az anandamid a miogén valaszokat mar 1 uM-os koncentraciéban is

crer

tenyésztett szenzoros neuronalis sejteken is megfigyelték (Ahluwalia és mtsai. 2003).
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6. OSSZEFOGLALAS

Tanulmanyunkban kimutattuk, hogy a TRPV1 (nem specifikus Ca®*-csatorna)
aktivacidja kozvetleniil intracellularis Ca**-koncentracio emelkedéshez, és ezen keresztiil
vazokonstrikciohoz vezet Kkoronariabol izolalt simaizomsejtekben, illetve izolalt
vazizomerek faldban. A vaszkuldrisan expresszal6ddo TRPV1 farmakolodgiailag kiilonbozik
a szenzoros neurondlis irritacidért felelds receptor populaciotol. A vaszkularis TRPV1
kompetitiven gatolhatd volt egy fajdalomcsillapitasra fejlesztett TRPV1 antagonistaval
(AMG9810), ami arra utal, hogy ezen receptor stimuldcidja mellékhatasokkal jarhat a
Klinikai fajdalomcsillapitas esetén. Mindemellett a vaszkularis TRPV1 receptornak fontos
fiziologias/farmakologids szerepe lehet a vérnyomas szabdlyozdsaban is, ami egy igéretes
Uj terapias célpont.

Kimutattuk, hogy az anandamid altal kivaltott vaszkularis hatasok fiiggetlenek a
vanilloid, illetve kannabinoid receptoroktol patkany gracilis artéridkban. Az anandamid a
vaszkularis simaizomsejtekben arachidonsavva metabolizalodik, amely vazodilataciot okoz
(endotélium fliggd modon) vagy gyengiti a miogén tonust (endotélium fiiggetlen modon).
Eredményeink azt sugalljak, hogy az aktivalt neuronok, vagy makrofagok altal szintetizalt
anandamid a kornyez6 erekben FAAH altal katalizalt modon lebomolva aktivalhatja azok
arachidonsav érzékeny jelatviteli folyamatait. Ezen arachidonsav utvonal transz-aktivacio
elvezethet a vaszkularis autoregulaci6 csokkenéséhez (csokkent miogén tonus), ami a
szoveti véreloszlast is érintheti. Az anandamid koncentracio-fliggd hatdsai viszont azt
mutatjak, hogy nemcsak a lokdlis szoveti véraramlés/véreloszlas szabalyozasaban, hanem
mas patofiziologias allapotokban, mint amilyen példaul a gyulladashoz kapcsolddo lokalis

vazodilatacidban is jelentds szereppel birhat.
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7. SUMMARY

Our results indicate that TRPV1 (a nonspecific Ca®* channel) activation leads to an
increase in intracellular Ca®* concentrations in isolated coronary smooth muscle cells and
in the wall of isolated skeletal muscle arteries, resulting in vasoconstriction. The
pharmacological profile of the vascular TRPV1 differs from that of the TRPV1 population
responsible for sensory irritation. Arteriolar TRPV1 was inhibited by a competitive TRPV1
antagonist developed as an analgesic suggesting that vascular TRPV1 activation may
represent a side effect of TRPV1 antagonists when used as analgesics in vivo. Moreover,
vascular TRPV1 may be a new therapeutic target for the regulation of tissue blood
distribution.

On the other hand, anandamide mediated vascular effects are independent of
vanilloid and cannabinoid receptors in the rat gracilis artery. We propose that anandamide
is metabolized to arachidonic acid in vascular smooth muscle cells. Anandamide derived
arachidonic acid synthesis may directly lead to dilation (in an endothelium dependent
manner) or to a blunted myogenic response (in an endothelium independent fashion) which
may also contribute to physiological vasodilatation. Furthermore, these findings also
suggest that anandamide synthesized in cells like neurons or activated macrophages may
diffuse to the adjacent vascular beds and trans-activate the arachidonic acid pathway in the
vascular wall by its FAAH mediated breakdown. This transactivation of the arachidonic
acid pathway may result in an impaired vascular autoregulation and in a consequent
vasodilatation affecting tissue blood distribution. Moreover, the concentration-dependent
effects of anandamide observed here may suggest a significant role not only in local blood
flow/distribution but also in certain vascular pathophysiological states, such as

inflammation, or hypotension associated with sepsis.
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