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1. BEVEZETES ES IRODALMI ATTEKINTES

A TRPV1 receptor

A TRPV1 egy nem szelektiv kationcsatorna (Pco/Pna < 10). A TRPV1 azonositasa kapszaicin
érzékenysége alapjan tortént, amikor kapszaicin receptorként azonositottak 1997-ben. Strukturalis
sajatsagai alapjan a kapszaicin receptor homoldgiat mutatott a Drosophila melanogaster
retinajaban talalhat6 TRP (tranzient receptor potential) fehérjével, a kapszaicin receptor igy a TRP
receptor csalad egyik altipusidnak 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 oszthatok tgy, mint ankirin (TRPA),
kanonikus (TRPC), melasztatin (TRPM), policisztin (TRPP), mukolipin (TRPML) és vanilloid
receptorok. A TRPV1 a TRPV alcsalad ismert els6 tagja, napjainkig azonban még tovabbi 5
csatornat soroltak ebbe a csalddba (TRPV2-6). Erdekes, hogy a TRPV csalad tobbi tagjara
(TRPV2-6) nem hatnak olyan vanilloid strukturaji vegyiiletek, mint a kapszaicin ¢és a
reziniferatoxin (RTX).

A késobb klonozott emberi TRPV1 receptor 92%-o0s hasonlésagot mutat a patkany receptor
szerkezetével. Ez a receptor 838 aminosavbol allo, 95 kDa nagysagu fehérje, amit 6 B-redd
szerkezet(i transzmembran domén épit fel, ahol az 6tddik és hatodik transzmembran domén kozott
egy rovid, porust formald hidrofob hurok talalhato. Mint a legtobb TRP csatorna esetében, a
TRPV1 receptorhoz is tartozik egy hosszi N-terminalis régio, amely prolinban gazdag régiot és hat
ismétl6d6 ankirin domént is tartalmaz, melyek potencialis protein kinaz A (PKA) foszforilacios
helyek. Tovabba a receptor hatodik transzmembran doménjéhez kozel talalhato egy C terminalis
régié is. Mind a C-, mind az N-terminalis régié intracellularisan helyezkedik el. Az ankirin
régioknak szerepiik lehet szamos, a citoszolban talalhaté fehérje kotésében, mint amilyen a
kalmodulin (CaM), amelynek fontos szerepe van a receptor Ca**-fiiggd deszenzitizacidjaban.

A receptor szenzitizacidjaban fontos szerepet kap a PKA, protein kindz C (PKC) és a

Ca’*/kalmodulin-fiiggé kinaz II (CAMKII) altali foszforilacio.



A TRPV1 stimulaciojat kovetéen a sejten beliili Ca** szint megnd, és ezzel egyidejiileg a
receptor aktivitasa csokken (deszenzitizacid). Ez alatt az akut deszenzitizacids periodus alatt a
receptor aktivitdsdt a reverzibilis foszforilacié szabalyozza. A defoszforilaci6 a TRPV1-et
deszenzitizalja, az intracellularis Ca**-koncentraciot pedig alacsony szinten tartja. Ebben az akut
deszenzitizacioban foleg a protein foszfataz 2B-nek (calcineurin) igazoltak a szerepét, mely enzim

képes a TRPV1-et defoszforilalni.

A TRPV1 élettani jelentosége

A TRPVI1 megtalalhato a szenzoros C és A-d neuronokban. Ezzel 6sszhangban egyik
¢élettani szerepe a fajdalmas ingerek érzékelése, amit fizikai és kémiai hatasok, mint az alacsony
pH, magas hémérséklet, extracellularis ozmolaritas-és nyomasvaltozasok, irritativ anyagok, mint a
paprika csipds izét ad6 kapszaicin és tagabb értelemben a vanilloidok valtanak ki.

A szenzoros idegek végzédéseiben expresszalodd TRPV1 aktivacioja Ca®* és Na* ionok
sejtekbe torténé bearamlasaval jar. Az intracellularis Ca®* koncentracio emelkedése a periférias
TRPV1 aktivacidja esetén helyi, ugynevezett ,,szenzoros efferens” hatdsokhoz vezet. A folyamat
soran az intracellularis Ca** koncentracié emelkedése az idegvégzGdésekben talalhatd
neurotranszmittereket (CGRP és a SP) tartalmazd vezikuldk kiiiriiléséhez vezet. Ezen
neurotranszmitterek az erek endotéljéhez diffundalnak és a sejtfelszini receptorokhoz kétodve
aktivaljak az endotelialis nitrogén-monoxid szintazt (NOS). A képz6d6 NO a simaizom sejtekben a
szolubilis guanilat ciklaz aktivalasaval emelkedett cGMP szinthez és ezen keresztiil relaxacidohoz
vezet. A TRPV1 kozvetitett vazodilatacio tehat ennek megfeleléen endotél és NO szintézis fiiggo.
A vazodilatacio kiilonbozé vérerekben figyelhetd meg, mint a mezenterialis, hepatikus, bazilaris,

duralis és meningealis artériakban.

A TRPV1 expresszid tekintetében az utobbi években meglepo eredmények sziilettek, melyek
arra utalnak, hogy a TRPVI1 korantsem csak a szenzoros neuronokban expresszalodik. igy

kimutattak a TRPV1 jelenlétét a kozponti idegrendszer szamos sejttipusaban (neuronok,



asztrocitak, pericitak). Egyre tobb informacio lat arrdl is napvilagot, hogy ezen nem szenzoros
neuronokban expresszdloddo TRPV1 funkciondlis jelentdséggel birhat. Immunhisztokémiai
vizsgalatok segitségével kimutattdk human boér epidermiszén ¢és tenyészetett epidermalis
keratinocitakon, amit RT-PCR moddszerrel ald is tamasztottak. Ezt kovetGen beszamoltak arrdl,
hogy a keratinocitdak a receptor funkcionalis formajat expresszaljak. Tovabbi vizsgalatok
ramutattak arra, hogy az epidermalis keratinocitdkon megtalalhat6 TRPV1 szerepet jatszhat a bor
gyulladdsos folyamatainak kialakitdsdban, illetve szabalyozasaban. A receptor farmakologiai

befolyasolasa pedig kiilonbozo borbetegségek kezelésében lehet fontos.

A TRPV1 vaszkularis expresszioja és stimulaciojanak hatasai

A kapszaicin kivaltotta in vivo vazokonstrikciot szamos értipus esetében mar évtizedekkel
ezel6tt is leirtak. Vazokonstrikcio volt megfigyelheté kutya mezenterialis, koronaria, vazizom ¢és
duralis erekben is, késébbi adatok alapjan.

A kapszaicin kivaltott vazokonstrikci6 nem egyetlen szervben és nem faj specifikusan
figyelhet6 meg. A megfigyelt konstrikci6 mechanizmusara tobb Iehetséges magyarazatot
javasoltak. Ennek alapjan felmeriilt a TRPV1 stimulaciét kovetd, vazokonstriktiv anyagok
(endothelin, illetve SP) felszabadulasa, illetve pontosabban nem karakterizalt simaizom fiiggd
folyamatok aktivacidja. Sajat eredményeink viszont arra utalnak, hogy a TRPV1 funkcionélisan
expresszalodik a vazizomerek simaizom rétegében ¢és aktivacigja kozvetleniil vezethet
intracellularis Ca®* szintemelkedéshez és vazokonstrikcidhoz.

Korabbi eredményeink szerint a TRPV1 expresszalodhat a vaszkularis szovetekben is. Azt
talaltuk, hogy a TRPV1 stimulacié a patkany bérben vazodilatacidt valtott ki, mig az izomban
vazokonstrikciot. A vazokonstriktiv mechanizmusok vizsgélata soran megerdsitettiik a vaszkularis
TRPV1 jelenlétét az erek simaizom rétegében, ami a receptor kapszaicin iranti érzékenységének
sejtspecifikussagara utal. Mindezekbdl arra kovetkeztetiink, hogy a vazizomerek simaizom

rétegében expresszalodd TRPV1 szerepet jatszik a rezisztenciaerek atméréjének szabalyozasaban.



A TRPV1 stimulacié gyakran okoz ellentétes vazoaktiv hatasokat ugyanazon értipusban is. Igy
példaul mezenteridlis erek esetében egyarant leirtak vazokonstrikcidt és vazodilataciot. Ezen
bifazisos hatasokat izolalt vazizom erek esetében is megfigyelték. Mindezek alapjan felmertil
annak lehetdsége, hogy az ératmérd szabalyozasaban két ellentétes hatast TRPV1 populécié vesz
részt: ugyanazon éren beliil a vaszkuléris innervacio vazodilatativ hatdsokat, mig a simaizomban
talalhato receptorok vazokonstriktiv hatasokat kozvetitenek. A kifejlodd valasz ezen kettds hatas

ereddje.

A TRPV1 farmakologiai jelentosége

A TRPV1 a fijdalomérzet kialakuldsaban jatszott szerepe miatt a gyogyszergyari kutatasok
homlokterébe keriilt, amit az a tény is jelez, hogy napjainkig tobb mint 1000 szabadalmat jegyeztek
be ebben a vonatkozasban. A TRPV1 gatlasa klinikai fazis I és II vizsgalatok szintjére jutott a
kronikus gyulladdsos fijdalom és a migrén kezelésében. Emellett mas fajdalom tipusokban is
feltételezik a TRPV1 antagonistak alkalmazhatdsagat, mint a kronikus meghatarozhatatlan oku
fajdalom, mely rakos megbetegedésekben, AIDS, cukorbetegség és herpesz fertdzés utan
visszamaradd neuropatias fajdalom mellett fordul elé. A fajdalomcsokkenté hatas mellet az is
nyilvanvald, hogy a TRPV1 gatlasa terapias jelentdségii lehet az inkontinencia és a kronikus
kohogés esetében is. A TRPVI1-gatlas fajdalomcesillapité  hatdsit TRPV1  knockout
egérmodellekben kapott eredmények is alatamasztjak. Amellett, hogy a TRPV1 antagonistak mind
allatmodellekben, mind klinikai vizsgalatokban sikeresnek bizonyultak, bizonyos TRPV1
antagonistak alkalmazasa komoly hipertermiat okozott. A hipertermia kialakulasanak hatterében
valdsziniileg a TRPV1 homérséklet szabalyozasban betdltott szerepe allhat. Ugyanakkor az a tény,
hogy nem minden fajdalom csokkentésére alkalmas TRPV1 antagonista okozott hipertermiat arra
utal, hogy a TRPV1 fajdalom kialakitasban és hdszabalyozasban fontos régidi farmakologiailag
megkiilonboztethetoek.

A TRPV1 receptor legismertebb antagonistaja a kapszazepin, amely nem szelektiv, mivel

képes gatolni a fesziiltségfiiggd Na'-, K*- és Ca**-csatornékat, tovabba a human HCNI1 csatornat is.



Sajat tanulmanyunkban az AMG9810 antagonistat alkalmaztuk. Kordbban mar igazoltdk ezen
vegyiilet hatasait patkany és human TRPV1 receptorokra és ennek soran kompetitiv antagonizmust
irtak le.

A kapszaicin kémiai szerkezetét tekintve harom régiora oszthaté. Ugy tiinik, hogy a vanillil
csoportot is tartalmazé ,,A” régié a TRPV1 aktivitasanak modulalasaban fontos szereppel bir; kis
modositasaval lehet agonista és antagonista molekulakat szintetizdlni a TRPV1 kotoképesség
jelentds befolyasolasa nélkiil. A ,,B” és ,,C” régidk legfontosabb szerepe az ,,A” régid optimalis
orientacidja és a vegyiiletek membranokhoz kétése, igy modositasuk jelentésen érinti a TRPV1-hez
valo kotodésiiket

Az ultrapotens TRPV1 agonista RTX szerkezete ugyanakkor ramutatott, hogy a ,,C”
régidban is lehetnek tovabbi TRPV1 kotéhelyek, melyek megfeleld viszonyok mellett (példaul a
RTX szerkezetében) a TRPV1-hez valé affinitast akar harom nagysagrenddel is novelhetik. Ezen
tulajdonsag kiaknazasat RTX-szerli szerkezetek ,,C” régidba torténd beépitésével is megprobaltak

vizsgalni.

Az anandamid és hatasai

Az anandamidot 20 éve olyan agyi molekulaként azonositottak, amely képes a kannabinoid
receptorokhoz kotddni. Az anandamid (N-arachidonil-etanolamin) mellett a masodikként leirt 2-
arachidonil-glicerin (2-AG) a legismertebb endogén kannabinoid molekula. Rajtuk kiviil szdmos, a
klasszikus kannabinoid receptorokon hatd, illetve az endokannabinoidokkal kémiailag rokon
bioaktiv lipidet sikeriilt azonositani az agyban. Késobbi kutatasok ezt megerdsitették, sét azt is
kimutattak, hogy az anandamid nemcsak a kannabinoid receptorokat (CB1 és CB2), hanem a
TRPV1-et is aktivalja, és szamos mas fehérje aktivitasat is befolyasolja. Hatékonysagat tekintve
azonban jelentés kiilonbségeket talaltak: egyes kisérleti rendszerekben teljes, mig masokban

részleges agonistanak bizonyult igy a TRPV1 esetében is.



Az anandamid szintézise és lebomlasa

Az anandamid kémiailag arachidonil-etanolamid, vagyis az etanolamin arachidonsavval
képzett amidja. Az anandamid felépitése alapjan az N-acil-etanolaminok (NAE) csaladjaba
tartozik. Szamos mas bioaktiv lipidszarmazék mellett, amelyekkel k6zos metabolikus utvonalakon
szintetizalodik, a lebontasat is a rokon molekuldkat is degradald enzimek végzik az idegsejtekben.
Az anandamid a membranokban jelen 1évé N-acil-foszfatidil-etanolaminok (NAPE) hidrolizisével
keletkezik egy specifikus foszfolipaz D (NAPE-PLD) segitségével.

Az anandamid hossza szénhidrogén-lanca zsiroldhatova teszi a molekulat, ezaltal konnyedén
jut keresztiil a membranokon. Ugyanakkor az anandamid sejten beliili szallitisdban és a lebomlas
sebességének novelésében fontos szerepe lehet az anandamid transzportereknek. Fontos
megjegyezni, hogy az anandamid a klasszikus neurotranszmitterekkel szemben nem tarolédik a
intracellularisan pedig a zsirsavamid-hidrolazok (FAAH), valamint kiilonb6z6 oxigenazok gyorsan
atalakitjak.

Az arachidonsav a szervezetben linolsavbol és linolénsavbol szintetizalodik. Emlds
fordul el6. A spontdn felszabaduld arachidonsav szinte azonnal reészterifikaldodik. Stimulalt
sejtekben az arachidonsav két ton valik szabadda. A legfontosabb Ut az, amikor a foszfolipaz A,
(PLA,) enzimek hatasara hidrolizissel szabadul fel foszfolipidekb6l. A nagy molekulatomegii PLA,
specifikus, csak az arachidonsavat tartalmazé foszfolipidek hidrolizisét katalizalja az intracellularis
Ca’*-koncentracié novekedése esetén. A Ca®*-koncentracié emelkedés a PLA, plazmamembranhoz
(és igy a szubsztratjadhoz) torténd transzlokacidjahoz sziikséges. Az arachidonsav felszabadulas
masik Utjahoz két enzim, a foszfolipaz C (PLC) és a diacil-glicerol-(DAG) lipaz aktivitasa
sziikséges. A PLC hatasara keletkezett diacil-glicerol lehet a DAG lipdz szubsztratja és beldle

szabadul fel az arachidonsav.



Az anandamid, mint endovanilloid

srer

metabolizmusanak. Az anandamid lebomlasanak gatldsaval koncentracioja a sejten beliil megndhet,
ami aktivalhatja a TRPV1-et. A TRPV1 érzékenységét az anandamid irdnt mas endogén lipid
molekuldk hatdsai is megndvelhetik, illetve a receptor foszforildcidja is hozzajarulhat ezen
érzékenyitéshez. Az anandamid TRPVI1-en keresztiil kifejtett hatasait ugyanakkor nagyban
befolyasoljak a sejtek tipusai és a kornyezet is. Ugy tiinik, hogy az anandamid affinitisa a TRPV 1
irant hasonlo, illetve 6tszor gyengébb, mint a kapszaicin affinitasa a receptorhoz. Altalanossagban
elmondhatd, hogy az anandamid hatékonysaga a TRPV1 irant szdvet-, expresszio- €s fajfiiggs. Az
anandamid a TRPV1 medialt valaszok részleges aktivatora lehet, ha a receptor expresszidja

alacsony, mig teljes aktivatora, ha a receptor expresszioja magas a szovetekben.

Az anandamid vazoaktiv hatasai

Az anandamid fajdalomcsokkenté hatasa mellett altalanossagban elmondhatjuk, hogy
vazodilataciot okoz. Az anandamid altal kivaltott vazodilatacidé soran a perivaszkularis szenzoros
neuronokban aktivalodik a TRPV1 receptor, aminek kovetkeztében CGRP szabadul fel. Szintén
vazodilataciot okoz a trigeminovaszkularis rendszerben expresszalodo TRPV1 aktivalasaval, ami
fliggetlen a CB1 receptoroktol. Ezen vazodilatativ hatasok azonban nagymértékben kiilonbdznek az
érrendszer kiilonboz0 szakaszain. A nagy artéridkban bizonyos esetekben jelent0s, mig mas
esetekben csupan kismértékii relaxacio volt megfigyelhetd. Fontos megjegyezni, hogy a dilatativ

hatasok sokszor a CB és TRPV1 receptoroktdl is fiiggetleniil jelentkeztek.



2. CELKITUZES

Tudomanyos kutatdsaim sordn az alabbi célkitlizéseim voltak:

1. A vaszkularis TRPV1 jellemzése:

a TRPV1-et expresszald vaszkularis sejttipusok azonositsa,

- aTRPVI stimulacidt kovetd vazokonstrikcié mechanizmusanak feltarasa,

- avaszkularis TRPV1 farmakologiai jellemzése,

- annak vizsgilata, hogy a neurondlis és vaszkuldris TRPV1 eltér-e

farmakologiailag.

2. Az endovanilloid anandamid vaszkularis hatasainak vizsgalata:

- az anandamid altal kivaltott vazodilatacié mechanizmusa,

- adilatacioban 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 megfelelden jartunk el. A kisérleti protokollok eldtt az allatokat
natrium pentobarbital (50 mg/ttkg) intraperitoneélis adasaval altattuk el. Ezutan az allatokon

eutanaziat végeztiink.

Kisérletes allatmodellek

Kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat hasznaltunk, amelyeket normal tapon tartottunk
(CRLT/N tap). A patkanyok mellett 12-14 hetes knockout TRPV1™ (C57BL/6-TRPV1™"/J) és

vad tipusu (C57BL/6) egereket is hasznaltunk.

Izolalt mikroértechnika

Méréseinket patkany vazizomban (musculus gracilis) futé artériakon végeztiik. A patkanyok
gracilis izmat kimetszettik és az izomban futd artériat mikrosebészeti eszkdzokkel, apro
vagasokkal izolaltuk a korildtte 1évé izomtol, majd jégbe hiitott, oxigenalt KREBS oldathan
tartottuk. Ezt kdvetben az izolalt ér mintegy 2 mm hosszisagli, mellékagak nélkiili szakaszat
kimetszettink. Ezt az érszakaszt iivegkapillarisok segitségével, egy specialis szervkadban
kaniilaltuk KREBS oldatban. Az oldatot 2,5 mM CacCl, tartalmi KREBS-re cseréltiik, és a tovabbi
kisérletek soran kizarolag ezt az oldatot hasznaltuk. Az oldatcserét kovetden a szervkad
hémérsékletét 37 °C-ra emeltiik és a kisérleteket ezen a hdmérsékleten végeztiik. Az ereket 80
Hgmm intraluminalis nyomasnak tettiik ki. Az erek atmérdjének valtozasait video mikroszkopia

segitségével vizsgaltuk. Az adatokat Excel és Graph Pad szoftverek segitségével értékeltiik.

A TRPV1 receptor agonistak vizsgalata

A TRPV1 agonistak hatasara kialakul6 ératméré valtozasokat 0,1 nM-1 mM Kkapszaicin; 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; 1 nM-1
mM JYL-1511 jelenlétében vizsgaltuk. A kapszaicin altal kivaltott valaszok specifitdsdnak

vizsgalatara a TRPV1 antagonista AMG9810-et hasznaltuk. A gracilis arteriolakat vad tipusu és
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TRPV1 knockout egerekbdl is izolaltunk. A kapszaicin (0,1 nM-30 mM) doézis-hatas vizsgalatat

mindkét egér tipusnal elvégeztiik.

Intracellularis Ca?*-koncentracié mérése az ératméré valtozasok mellett

Az intracelluldris Ca”*-koncentracié méréséhez az arterioldkat az elézbleg leirt modon
izolaltuk. Az ereket 60-120 percig inkubaltuk 1% BSA és 5 uM fura2-acetoximetil észter-t
tartalmazé Ca®*-0s KREBS oldatban, mely inkubécio alatt a spontan miogén tonus is kialakult. Ezt
kovetden a méréseket Incyt Im2 imaging rendszerrel végeztiik. Az ereket valtakozva 340 és 380
nm-en vildgitottuk meg. Az 510 nm-nél nagyobb hulldmhossziisagu emittalt fényt mértik. A

képeket 2-5 masodpercenként vettiik fel, a kiértékelés pedig offline modban tortént.

Simaizomsejtek izolalasa és intracelluliris Ca**-koncentracié valtozasok
mérése

Intracellularis Ca®*-koncentracié méréseinkhez felnétt beagle kutydbol —szarmazo
enzimatikusan izolalt koronaria simaizom sejteket hasznaltunk. A sejteket 2 6rara 1 mg/mL BSA-t
és 5 uM fura2-acetoximetil észtert tartalmaz6 DMEM tapoldatba tettiik. A sejteket ezt kovetéen a
mérésekig szobahdmérsékleten, sotétben tartottuk. Az individualis sejtek fluoreszcencigjat InCyt
Im2 fluoreszcencia imaging rendszerrel mértilk a fentieknek megfeleléen. Méréseink soran a
sejteket 1 uM kapszaicinnel és 100 mM KCl-dal kezeltik. Az adatokat InCyt 4.5 software-rel

elemeztiik és Exel, valamint GraphPad Prism 5.0 szoftverekkel dolgoztuk fel.

Eye-wiping teszt

Az allat jobb, illetve bal konjunktivajara 10 ul TRPV1 receptor agonistat (kapszaicin, 1 uM;
RTX, 10 nM; JYL-273, 1 uM; MSK-195, 1 uM; JYL-79, 1 uM; JYL-1511, 1 uM) cseppentettiik.
Ezen anyagok inirritaljak a konjunktivat, fajdalmat és konnyezést valtanak ki, amelyre az allat
intenziv szemtoOrléssel reagal. A szemtorlések szamat 60 masodpercig szamoltuk. A kontroll

csoportokban ezen agonistak oldoszerét cseppentettiik az allatok konjunktivajara.
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Az anandamid ératmérore gyakorolt hatasainak vizsgalata

Izolalt mikroér kisérleteinkhez az ereket az el6z6ekben leirt modon készitettiik el6. Az erek
miogén valaszat értaméréd meghatirozassal vizsgaltuk 20-120 Hgmm intralumindlis nyomas
alkalmazasa mellett. Az ereket anandamiddal (0,1-30 uM), arachidonsavval (1 pM), kapszaicinnel
(TRPV1 agonista, 1 uM), vagy WIN55-212-2-vel (CB1 és CB2 agonista, 1 uM) kezeltiik. Ezen
kezeléseket 40 perc regeneracid (alapos mosatéas utan) kdvette, és az értamérot a kisérlet végén is
rogzitettiik. Végiil, a miogén valaszt jra megmértiik Ca®" jelenlétében és annak hianyaban is.
Néhany esetben az arteriolakat eldkezeltiik baicaleinnel (lipoxigenaz inhibitor, 1 uM),
indometacinnal (ciklooxigenaz inhibitor, 10 uM), PPOH-val (epoxigenaz inhibitor, 20 uM) és a
FAAH inhibitor URB-597-tel (1 uM), és ezen el6kezelések hatasat is ellenériztiik mind az
ératmérdre, mind az erek miogén valaszara, mely méréseket az anandamidnal mar fentebb emlitett

kezelés és mérési sor kovette.

Immunhisztokémia

A patkanybol a fentieknek megfelel6 modon kimetszett gracilis izom kis darabjat Tissue-tek
O.C.T. oldatba meritettilk, majd folyékony nitrogénben fagyasztottuk. Ezt kovetéen a blokkot
kriosztatban metszettiik (vastagsag 10 um), a metszeteket adherens targylemezre helyeztiik és
acetonban fixaltunk. A fixalt metszetet FAAH ellenes antitesttel 50 szeres higitasban végeztiik. A

FAAH-t expresszalo sejtek azonositasara simaizom aktint (higitas: 1:100) alkalmaztunk.

Statisztika

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 0sszehasonlitasara paratlan t-tesztet), illetve kétutas ANOVA-t és Dunnett’s post
hoc tesztet hasznaltunk. Az értékeket akkor tekintettiik szignifikdnsan kiilonb6z6nek, ha a P <0,05

volt.
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4. EREDMENYEK

A TRPV1 aktivacio altal kivaltott vaszkularis hatasok

A TRPV1 specifikus agonista kapszaicin (1 uM) vazokonstrikciot eredményezett (ératmérd
csokkenés: 210+11 um-rél 91+17 pm-re, n=7, P <0,01) a vazizom artériakon. Ez a konstrikcio a
noradrenalin (10 uM) Aaltal kivaltott konstrikcié mértékével volt 6sszemérhet6 (noradrenalinnal
kivaltott ératmérd csokkenés: 68+9 um-re, n=7). Ezzel szemben az endotél-fiiggd vazodilatator

acetilkolin dilataciot okozott (ératmérd novekedés: 240 £20 pm-re, n=7, P=0,03).

A TRPV1 specifikus antagonista AMG9810 hatasai

Az AMGY9810 kompetitiv modon gatolta a kapszaicin medialt valaszokat, amire a dozis-
hatas gorbe jobbra tolodasabol kovetkeztettiink. Az AMG9810 hatékonysaga az altalunk végzett
kisérletekben (177 nM) Osszevethetének bizonyult az irodalomban talalhato adatokkal (87,3 nM).
A kapszaicin medialt kontraktilis valaszok TRPV1 specificitasit TRPV1 knoc kout (TRPV1™)
egereken is vizsgaltuk. A kapszaicin hatékonysaga (ECsg) ezekben a vizsgalatokban 137 nM-nak, a
maximalis hatas pedig vad tipusu egyedekben 73%-nak bizonyult (ératméré csokkenés: 90+8 pum-
rél 24+3 pm-re, n=6). A kapszaicin kezelés a TRPV1” egerek esetében nem vezetett

vazokonstrikcidhoz (n=5).

A TRPV1 medialt konstrikciéo mechanizmusa

A kapszaicin medialt intracellularis Ca®* véltozasok vizsgalatira a Ca**-imaging rendszert
alkalmaztuk. Az intracellularis Ca**-koncentréacio és a patkany vazizom ereinek atméré-valtozasait
(ebben az esetben a kiils6é ératméré) parhuzamosan, ugyanazon az éren vizsgaltuk. A Kapszaicin
medialt vazokonstrikcid egyiitt valtozott az intracellularis Ca**-koncentracioval. Mind az ératmérd,
mind az intracellularis Ca** véltozasok dozis-fiiggd jelleget mutattak (maximalis hatas 1 uM-0s
koncentracional). A TRPV1-et expresszald sejttipus azonositasa érdekében arteridlis simaizom
sejteket izolaltunk kutyabol szarmazd korondria artéridkbol, majd az intracellularis Ca®*

valtozasokat 1 uM kapszaicin és 100 mM KCI jelenlétében vizsgaltuk. A kapszaicinre 10 sejt
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esetében intracelluldris Ca®*-koncentracié novekedését tapasztaltuk. Ezen intracelluldris Ca®*-
koncentraciéo emelkedés (340/380 arany novekedés: 0,69+0,10-r61 0.93+0,17-re, P <0,05) hasonlo
volt a KCl-dal kivaltott depolarizacié kovetkeztében kialakulé intracellularis Ca®*-koncentracio

névekedéshez (340/380 arany ndvekedés: 1,04+0,20-re) ezekben a sejtekben.

A vaszkularis TRPV1 farmakologiai tulajdonsagainak vizsgalata

A tovéabbiakban behatéan vizsgaltuk a vaszkuldris TRPV1 farmakologiai tulajdonsagait. A
kapszaicin hatékonysaga (ECsy) ebben az esetben 221 nM volt, 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 konstrikcié kinetikdjat 1 uM kapszaicin
hozzaadast kovetden 20 percig vizsgaltuk. A maximalis konstrikcio 90 masodperc alatt alakult Ki
(ératmérd csokkenés: 160+11pm-rél 76+16 pm-re, n=9), majd a kezelés végére az erek atmérdje a
kiindulasi értékre tért vissza (a receptor akut deszenzitizacioja, a valasz csokkenése az agonista
jelenlétében). Végiil a tachyphylaxis (a valaszkészség csokkenése az agonista tijraadasat kovetden)
jelenségét vizsgaltuk a 40 perces regeneracios fazis utan kapszaicin (1 uM) adasaval. Az ératmérd
161£17 pm-r6l 109+18 pm-re csokkent (n=6, P <0,05), ami részleges tachyphylaxisra utalt.

Az ultrapotens TRPV1 agonista RTX vizsgalatat hasonlo korilmények kozott végeztiik. Az
1 pM-10 nM-os koncentracié tartomanyban az RTX nem valtott ki vazoaktiv hatasokat. A
tachyphylaxis vizsgalata kapcsan azonban a 40 perces regeneracids fazis végére a receptor teljes
deszenzitizacidjat tapasztaltuk.

A JYL-273 egy tjabb 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). A 20
perces kezelés alatt a JYL-273 esetében sem figyeltiink meg vazoaktiv hatast (n=5), mig ezen
agonista a RTX-hoz hasonldan, szintén a receptor teljes deszenzitizacidjat okozta (n=4).

Kisérleteinkben az MSK-195 hatékonysaga 120 nM-nak, mig maximalis hatasa 71+£11%-nak
(n=5) bizonyult. A 20 perces kezelés alatt 1 pM MSK-195 hatasara tranziens konstrikcié alakult Ki
(ératméré csokkenés: 255+19 pum-r6l 155+25 pum-re 90 masodperc alatt, n=6). Az akut

deszenzitizacid kinetikajat vizsgalva azonban lassubb kinetikaji konstrikcidét kaptunk a
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kapszaicinhez képest, illetve az ératmérd a 20 perces inkubacios periddus végére nem tért vissza a
kiindulasi ératmérd értékére (ératmérd: 193+25 pm, P=0,03 Osszevetve a kezelés eldtti
ératmérdvel, n=6). Az el6zbéekben leirt agonistakhoz hasonléan az MSK-195 is képes volt a
TRPV1 receptor teljes deszenzitizacigjat kivaltani.

A JYL-79-et talaltuk a leghatasosabb vaszkularis TRPV1 receptor agonistanak (ECs,=3,6
nM, n=8). A maximalis hatasa 39+8%-nak bizonyult (n=8). 1 uM-os koncentraciéban (ératmérd
csokkenés: 228+13 um-r6l 12712 pum-re 100 masodperc alatt, n=5) szintén tranziens
vazokonstrikciot okozott. Az akut deszenzitizacio vizsgalata soran az atmérd nem tért vissza a
kezelés elotti értékre (ératmérd a 20 perces kezelés végén: 204+12 um, p=0,046 a kezelés elotti
ératmér6hoz képest, n=5). A 40 perces regeneracios fazist kovetéen azonban az 1 uM kapszaicin
hatastalan volt (n=5).

A TRPV1 stimulécios kiiszobének megbecsiilése érdekében a parcialis agonista JYL-1511-et
is hasznaltuk. A JYL-1511 dozis-hatas vizsgalata soran a legmagasabb koncentraciéban (1 uM) az
ératmér6 a kezelés el6tti 239+17 uM-hez képest 22615 uM-re valtozott (P >0,05). A 20 perces
kezelés (1 M) soran nem tapasztaltunk ératmérd valtozast. A 40 perc regeneraciot kovetden az 1
UM kapszaicin az ératmérdt a JYL-1511 jelenlétében (1 uM) 209+17 uM-re csokkentette. Ezen
szamszeri adatok alapjan a JYL-1511 hatdsa ezen a receptoron a 10+5% agonizmus ¢és 70+£11%

antagonizmus tartomanyba esik.

A vaszkularis és szenzoros neuronalis TRPV1 populaciok kozotti
kiilonbségek

Tanulmanyunk egyik fontos célja az volt, hogy Gsszehasonlitsuk a szenzoros neuronokban
expresszalodd és a vazokonstrikcid kialakitasaban fontos TRPV1 populaciokat. A szenzoros
neuronalis funkcidkat eye wiping tesztet alkalmazva in vivo vizsgaltuk. A JYL-1511 nem okozott
szignifikans novekedést a kontrollhoz képest a szemtorlések szamaban, mig a tobbi altalunk

hasznalt TRPV1 receptor agonista ndvelte a szemtdrlések szamat.
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Anandamid altal Kivaltott vazodilatacio

Az anandamid altal kivaltott vaszkularis hatasokat izolalt vazizom arteriolakon
tanulmanyoztuk. Az anandamid alacsonyabb do6zisban (0,1 pM) hatastalan volt a 20 perces kezelés
¢és az ezt kovetd 40 perces regeneracios fazis utdn is. Azonban 1 uM-nal magasabb dozisokban
tranziens dilataciot okozott. A 30 uM anandamid hatasara a 20 perces kezelés elsé 10 perce soran
tranziens konstrikcid, mig a kovetkezd 10 perc alatt egy lassan kialakuld, fokozatos dilatacié volt
megfigyelhetd, mely maximumat a kezelés végére érte el. Ebben a rendszerben a 40 perces
regeneracios fazist kovetéen meglepd modon az anandamiddal kezelt erek esetében a dilataciok
nem cs6kkentek, hanem névekedtek, elérve a lehetséges maximalis értéket (Ca2+ nélkiili KREBS-

ben mért atméro).

Az anandamid hatasai az erek miogén tonusara

A miogén tonussal rendelkezd erek esetében a dilatativ hatasok oka lehet a miogén tonust
fenntarté mechanizmusok gatlasa/csokkenése is. Ezen mechanizmusok vizsgalatara az erek miogén
valaszat is vizsgaltuk a kisérlet elején (kontroll), a 20 perces kezelés, majd az ezt kdvetd

;o o7 s rr . ’ . r r , r SR 2 e ’
regeneracids fazis végén is (aktiv miogén ténus), tovabba az extracellularis Ca®" hidnyaban

srer

crer

eredmények egy anandamid szenzitiv Gtvonalat sejtetnek, amely felelds lehet a dilataciot kivaltd

agensek szintéziséért és felszabadulasaért.

Az endotél szerepe az anandamid altal kivaltott vazodilatacioban

Endotél-fosztott ereken is vizsgaltuk az anandamid hatdsait. El6szor az endotélfosztas
sikerességét vizsgaltuk az endotél-fiiggd vazodilatator acetilkolin adasaval. Az acetilkolin-medialt
dilatativ valaszok karosodtak (endotélfosztas eldtt az acetilkolin kivaltott ératmérd novekedés:
180+8um-r6l 242+11pum-re, P <0,05, ami az endotél-fosztott erek esetében: 173+14-r61 188+10

pum-re, n=5). Az acetilkolin csokkent dilatativ hatasaiért az endotél sejtek csokkent NO termelése
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volt felelds, mert az NO donor nitroprusszid-natrium (SNP) hatasara maximalis dilatacio alakult ki
(n=5). Az endotélfosztas az erek miogén tonusat nem érintette (n=11). A sikeres endotélfosztast
kovetden 30 pM anandamid jelenlétében elvégeztiik ugyanazokat a kisérleteket, mint ép endotéllel
rendelkezd ereink esetében. Az anandamid (30 pM) altal kivaltott bifazisos hatas dilatativ
komponense megsziint az endotél-fosztott erek vizsgalata soran. A miogén tonusra gyakorolt hatas

azonban hasonl6 volt az ép endotéllel rendelkezd erek esetében kapott eredményeinkhez.

Az anandamid lebomlasanak szerepe a dilatacioban

Az anandamid arachidonsavra val6 lebomlasat a zsirsav-amid hidrolaz (FAAH) gatlasaval
vizsgaltuk (1 uM, URB-597, 5 percig inkubalva az anandamid hozzaadasa elétt). A FAAH
inhibitor jelenlétében az anandamid nem volt képes vazoaktiv hatast kivaltani, viszont az inhibitor
jelenléte az akut hatdsokat nem befolyasolta. Az anandamid bomlastermék arachidonsav (1 pM)
anandamidhoz hasonl6 hatast valtott ki az ép endotéllel rendelkezé ereknél, viszont endotélfosztas

utan nem volt hatassal az erekre.

Funkcionalis anandamid receptorok jelenlétének vizsgalata

Korabbi eredményeink funkcionalis anandamid receptorok (kiilonésen TRPV1) jelenlétére
utaltak a kisérletekben hasznalt vazizomerek esetében. Ezen receptorok irodalmi adatok alapjan
aktivalhatéak az altalunk alkalmazott anandamid koncentraciok mellett. Ezen hipotézis
ellendérzésére a TRPV1 agonista kapszaicint alkalmaztuk (1 uM), amely tranziens vazokonstrikciot
valtott ki a 20 perces kezelés alatt, azonban a kezelés €s a 40 perces regeneracios fazis végére nem
volt semmilyen hatassal. A CB1/CB2 receptor agonista WIN55-212-2 (1 uM) szintén nem okozott

szignifikans valtozasokat az ératmérében.

Az anandamid lebomlasabél szarmazo arachidonsav altal Kivaltott
hatasok vizsgalata

Az anandamid Utvonal tovabbi vizsgalatara a 30 uM anandamid altal kivaltott dilatacios
mechanizmusokat vettiik alapul (mivel ez a dozis jelentds dilataciot okozott a 20 perces kezelés

alatt). Az anandamid metabolizmusanak gatlasa (1 uM TURB-597) teljes mértékben
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megakadalyozta az anandamid altal kivaltott dilataciot. Az arachidonsav (1 uM) kezelés az
anandamidhoz hasonl6é hatasokat valtott ki. A 40 perces regeneracids fazist kovetOen is
megvizsgaltuk ezen kezelések hatasait az ératmérére. A TRPV1 (kapszaicin), illetve a CB1/CB2
(WIN55-212-2) receptor aktivacio a 40 perc elteltével is hatastalan volt ebben a kisérleti
elrendezésben, mig az anandamid dilatativ hatasat a FAAH inhibitor (URB+ANA) gatolni volt
képes. Az anandamid bomlasterméke, az arachidonsav hasonlo hatasokat valtott ki ebben az
esetben is. A miogén tonusra gyakorolt hatdsokat is részletesen tanulmanyoztuk. A TRPVI
receptor aktivacioja kapszaicinnel (1 pM), illetve a kannabinoid receptorok aktivacioja WINSS-
212-2-vel (1 pM) nem volt hatdssal a miogén tonusra. Ezzel szemben a 30 pM anandamid
jelentésen csokkentette az erek miogén tonusat, amit az URB-597 (1 uM) eldkezeléssel fel tudtunk
fliggeszteni. Az arachidonsav dnmagaban (1 pM) szintén miogén tonus csdkkenést okozott.
Eredményeink alapjan feltételeztiik, hogy az anandamid altal kivaltott vazodilatacioban és
miogén tonus csokkenésben az anandamid FAAH altali metabolizmusabol szarmazo
hatasos volt a miogén téonusra) anandamidot alkalmaztuk, és gatoltuk azon lehetséges utvonalakat,
amelyek szerepet jatszhatnak az arachidonsav kiilonb6z6 dilatativ  agensekké valo
tovabbalakulasaban. A lipoxigenaz (baicalein, 1 uM) és a citokrom P450 (PPOH, 20 uM)
utvonalak gatlasa soran az 1 uM anandamid tranziens vazokonstrikcidt okozott a 20 perces kezelés
volt hasonld (30 uM). Azonban az ératmérék a 20 perces kezelés végére szignifikinsan nem
kiilonboztek a kiindulasi ératméréktél. A 40 perces regeneracios fazis végére sem alakult Ki
semmilyen vaszkularis hatas, kivéve a cikooxigenaz indometacinnal torténd gatlasa soran (10 uM).
A miogén tonusra gyakorolt hatasokat vizsgalva, a baicalein nem volt képes gatolni az anandamid
hatasait. Ezzel ellentétben a citokrom P450 gatlasa PPOH-val (20 uM), illetve a ciklooxigenaz
indometacinnal torténd gatlasa (10 uM) teljesen felfiiggesztette az anandamid miogén tonusra

gyakorolt hatésait.
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FAAH expresszio a vazizomerekben

A funkcionalis kisérleteink FAAH jelenlétére utaltak a gracilis artéridkon végzett
kisérleteinkben. Annak vizsgalatira, hogy mely sejttipusban van jelen, immunhisztokémiai
modszereket hasznaltunk. Eredményeink szerint FAAH expresszio a gracilis izomban talalhato

artéria simaizom rétegében mutathato ki.
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5. MEGBESZELES

A vaszkularis TRPV1

Jelen tanulmany elsé részének célja a vaszkularis TRPV1 farmakologiai és élettani
jellemzése volt. Ennek soran vizsgaltuk a kiillonb6z6 agonistdkra ¢és parcidlis
agonistakra/antagonistakra kapott ératmérd valtozasokat. Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy
jelentés farmakologiai kiillonbségek vannak az endogénen expresszalodé TRPV1 kozott. Két {6
kovetkezménye lehet ezen megfigyeléseinknek. Eldszor is a fajdalomcsillapitasra szintetizalt
antagonistak vérkeringéssel kapcsolatos mellékhatasai elkeriilhetdek. Masrészt a vaszkularis
TRPV1 yj terapias célpont lehet a vérkeringés szabalyozasaban.

A vaszkularisan expresszalodd TRPV1 jellemzése a TRPVI1 stimulaciojat kovetd
vazokonstrikcio alapjan tortént. Korabbi eredményeink alapjan TRPV1 expressziot figyeltiink meg
az altalunk hasznalt erek simaizom rétegében. Ezen eredményeket jelen tanulmanyban
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kiegészitettiik azzal, hogy az ératmérd csokkenésével parhuzamosan az intracelluldris Ca®'-

koncentracié n6 az erek falaban; emellett ez az els6 alkalom, amikor bizonyitottuk a funkcionalis

s

fliggd bifazisos hatast is; alacsony koncentracioju kapszaicin dilataciot, mig a kapszaicin magasabb
dozisa vazokonstrikcidot okozott. Ez azt sugallja, hogy a dilatacidért illetve konstrikcioért
kiilonboz6 farmakoldgiai tulajdonsagit TRPV1 lehet felelds. A vazokonstrikcié mechanizmusarol
korabban azt feltételezték, hogy a TRPV1 altal kivaltott konstrikcidoban a szenzoros neuronokbol
felszabadul6 endotelin-1-nek vagy a P-anyagnak lehet szerepe. Sajat eredményeink arra utalnak,
hogy a TRPV1 funkcionalisan expresszalodik a vazizomerek simaizom rétegében és aktivacioja

kozvetleniil vezethet intracellularis Ca®*-koncentracio emelkedéshez és vazokonstrikciohoz.
A kapszaicin kivaltott konstrikcio specificitasa

A Kapszaicin altal kivaltott vazokonstrikcio6 TRPV1 specificitasat is vizsgaltuk. TRPV1

konckout egerekben a kapszaicin nem volt képes semmilyen vazoaktiv hatast kifejteni. Az érfalban
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a kapszaicin hatasara az intracellularis Ca®*-koncentracié novekedését tapasztaltuk, mint ahogy az
izolalt simaizomsejtekben is. Megallapithatjuk tehat, hogy vaszkularis TRPV1 expresszalodik a
simaizomsejtekben, és ezen receptorok aktivacidja az intracellularis Ca”'-koncentracid
noveledéséhez és igy vazokonstrikcidhoz vezethet.

Ezt kovetéen a TRPV1 farmakologiai gatlasat vizsgaltuk. Kisérleteinkben a TRPV1
specifikus antagonista AMG9810-et alkalmaztuk (ezt a vegyliletet korabban mar exogén és
szenzoros neuronalis TRPV1-en is sikerrel alkalmaztak), amely kompetitiv modon gatolta a
kapszaicin medialt konstrikciot. Ennek fontos kdvetkezménye, hogy a fajdalomcsillapitasra
kifejlesztett antagonistak is befolyasolhatjak a vazizom véreloszlasat a vaszkularis TRPV1 gatlasan
keresztiil.

Jelen tanulmany azt is célozta, hogy vizsgaljuk a vaszkularisan expresszalod6 TRPV1
farmakoldgiai tulajdonsagait. A kapszaicin hatdsdra jelentds vazokonstrikcié volt megfigyelhetd
kaniilalt vazizom erek esetében. A kapszaicin mellett szamos, a kereskedelmi forgalomban elérhetd
agonistat is teszteltiink. Jelentds kiilonbségek vannak a maximalis hatds, a hatékonysag és a
deszenzitizacios képességben.

Megfigyeltiik, hogy néhany TRPV1 agonista (mint a RTX és JYL-273) képes deszenzitizalni
a receptort, mas vazoaktiv hatds nélkiil. A RTX viselkedése a méréseink soran nem meglepd, mivel
nagyon hasonld hatast mar korabban leirtak a pulmonaris kemoreflex kapcsan. Az egyik hipotézis
erre a deszenzitizaciora az, hogy a TRPV1 alacsony szintli aktivacidja egyes szovetekben elegendd
lehet a tachyphylaxis kivaltisdhoz anélkiil, hogy jelentdsen ndovelné az intracellularis Ca’*-
koncentraciot, ami viszont a vazokonstrikcié kialakulasahoz elengedhetetlen. Egy masik hipotézis
szerint a tachyphylaxis lehet a TRPV1 RTX altal torténé irreverzibilis aktivalasanak is
kovetkezménye, ami viszont tartds Ca®* bearamlassal jar.

A kapszaicin adasat kdvetden tranziens lefutasu konstrikciot kaptunk, majd az erek a kezelés
végére teljesen deszenzitizalt allapotba keriiltek. A 40 perces regeneracios fazist kovetden a
kapszaicin képes volt jra dsszehtizni az ereket, ami a receptorok reszenzitizaciojara és részleges
tachyphylaxisra utalt. Ezen eredményeink alapjan elmondhatjuk, hogy a vaszkularis simaizmokban

expresszalodd TRPV1 és azon receptorok, amelyek a kapszaicin adasat kovetden a szem
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irritaciojaért felelosek lehetnek in vivo, kiilonbozé ligand szelektivitassal rendelkeznek, mint a
CHO sejtekbe transzfektalt receptrok.

Az akut deszenzitizacio kinetikdjat tekintve az agonista kezelések hatédsa kiilonb6zo lehet. A
kapszaicin esetében teljes akut deszenzitizaciot kaptunk, mig mas agonistak esetében (JYL-79,
MSK-195) részeleges deszenzitizacio volt megfigyelhetd.

Szamos mechanizmust feltételeznek a TRPV1 receptorok szenzitizacidja és deszenzitizacioja
hatterében. Ami a vazizom erek TRPV1-fiigg vazokonstrikciojat illeti, a receptor foszforilacio
allhat a mechanizmus hatterében. Munkacsoportunk korabbi eredményei is erre utalnak,
amennyiben az anandamid a RTX-hez, JYL-273-hoz hasonléan a vaszkularisan expresszalodo
TRPV1 teljes deszenzitizacidjat okozta. Azt is kimutattuk, hogy az anandamid altal kivaltott

tachyphylaxis gatolhat6 volt protein foszfataz 2B (calcineurin) inhibitor jelenlétében.

Az anandamid vaszkularis hatasai

Behatoan vizsgaltuk az endogén TRPV1 agonistanak vélt anandamid altal kivaltott
vaszkularis hatasokat izolalt vazizomereken. Az anandamid lebomlas in vivo jelent6ségét
mostanaban kezdik felismerni, mely felismerés jelent6ségét kiemeli az a tény, hogy a FAAH
knockout egérben az anandamid szint 15-szor magasabb, mint FAAH-val rendelkezdé tarsaban,
amihez csokkent nocicepcio parosul, azonban nincs nyilvanvalé hemodinamikai kiilonbség a vad
tipusi egerekhez képest. Ezen megfigyelés Osszhangban van a FAAH gatlasaval kapott
eredményeinkkel. Az URB-597 (ugyanaz a FAAH inhibitor, melyet ebben a munkaban
hasznaltunk) hatasara csokkentek a gyulladasos valaszok. A FAAH gatlasaval kapott eredmények
kapcsan meg kell jegyezniink, hogy a fajdalom- és gyulladascsdkkentd hatasok a magasabb
anandamid szintek kovetkezményei, mely anandamid valdszintileg a CBl-en fejtette ki hatasat.
Mindezen kisérletekb6l tehat nyilvanvald, hogy az anandamid lebomlasa jelents in Vivo
koriilmények kozott. Az anandamid fentebb emlitett fajdalomcsokkentd hatasaival szemben a

crer

anandamid altalaban vazodilatativ hatasu, azonban ezen hatasa nagyban fiigg a kisérletben hasznalt
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erekt6l. Az anandamid lebomlas vaszkularis jelentéségére utald elsé kozlemény tobb mint egy
évtizede jelent meg. Eszerint az anandamid a kozponti idegrendszerben arachidonsavva, majd
prosztaglandin E,-vé alakul at, és ezen molekuldk indometacinnal gatolhatd (ciklooxigenaz
medialt) dilataciot okoznak. Tovabbi vizsgalatok is alatimasztottak, hogy az anandamid lebomlasa
arachidonsavva a vazodilatativ hatas egy fontos eleme lehet nagy atmérdji erckben. Sajat
eredményeink ezt megerdsitik kis atmérdjii rezisztencia erek esetében is.

Az anandamid a vaszkularis rendszerben szintetizalddhat egyebek mellett a perivaszkularis
szenzoros neuronokban, illetve makrofagokban. A szintézis utan, az anandamid a kdrnyez6 erekhez
diffundal és az érfal simaizom sejtjeiben a szabad zsirsav-amid hidrolazok altal arachidonsavra €s
etanolamidra bomlik. Az intracellularisan felszabaduld arachidonsav aktivalja az arachidonsav
érzékeny utvonalakat ezen sejtekben, ami a ciklooxigenaz €s citokrom P-450 aktivacidja révén
értagulathoz és miogén autoregulacié karosodasahoz vezet.

Eredményeink arra utalnak, hogy az anandamid képes gatolni/csokkenteni a miogén
valaszokat FAAH fiiggd és endotél fiiggetlen utvonalakon keresztiil. Ezen megallapitasokat tovabb
vizsgaltuk a lehetséges mechanizmusok tekintetében. Az arachidonsav az anandamidhoz hasonlo
hatasokat valtott ki ép endotéllel rendelkezd ereken. Funkcionalis eredményeink tehat arra utalnak,
hogy az anandamid lebomlasabol szarmazo arachidonsav, amely a miogén valaszokért felelds,
simaizom fiiggd mddon hat ebben a rendszerben. Ezzel Gsszhangban a FAAH expresszidja
simaizom specificitast mutatott gracilis arteriolakbol készitett metszeteken. Tovabba a jol ismert
anandamid receptorok (TRPV1 és CB) stimulacioja hatastalan volt a miogén tonusra.

Az anandamid lebomlasabol szarmazé arachidonsav altal kivaltott dilatacid ezidaig nem
keriilt tisztazasra. Eredményeink szerint fontos szerep tulajdonithat6 a citokrom P450 epoxigenaz
és ciklooxigenaz enzimeknek. Elképzelhetd, hogy mind a citokrom P450 epoxigenaz altal termel
epoxieicosatrién savak, mind a ciklooxigenaz altal termelt prosztaciklinek szerepet jatszhatnak a

miogén tonus gyengitésében.
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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 koronariabdl izolalt simaizom sejtekben illetve izolalt vazizom erek faldban. A vaszkularisan
expresszalodd6 TRPV1 farmakologiailag kiilonbdzik a szenzoros neuronalis irritacioért felelds
receptor populaciotol. A vaszkularis TRPV1 kompetitiven gatolhato volt egy fajdalomesillapitasra
fejlesztett TRPV1 antagonistaval (AMG9810), ami arra utal, hogy ezen receptor stimulacidja
mellékhatasokkal jarhat a klinikai fajdalomcsillapitas esetén. Mindemellett a vaszkularis TRPV1
receptornak fontos fiziologids/farmakoldgias szerepe lehet a vérnyomds szabalyozasaban is, ami
egy igéretes 1j terapias célpont.

Kimutattuk, hogy az anandamid altal kivaltott vaszkularis hatasok fliggetlenek a vanilloid
illetve kannabinoid receptoroktdl patkany gracilis artéridkban. Az anandamid a vaszkularis
simaizomsejtekben arachidonsavva metabolizalddik, amely vazodilataciot okoz. Eredményeink azt
sugalljak, hogy az aktivalt neuronok, vagy makrofdgok altal szintetizalt anandamid a kdrnyezd
erckben FAAH altal katalizalt modon lebomolva aktivalhatja azok arachidonsav érzékeny
jelatviteli folyamatait. Ezen arachidonsav tutvonal transz-aktivacié elvezethet a vaszkularis
autoregulacio csokkenéséhez (csokkent miogén tonus), ami a szoveti véreloszlast is érintheti. Az
anandamid koncentracio-fiiggé hatasai viszont azt mutatjak, hogy nemcsak a lokalis szoveti
véraramlas/véreloszlas szabalyozasaban, hanem mas patofiziologids allapotokban, mint amilyen a

gyulladashoz kapcsolodo lokalis vazodilatacioban is jelentds szereppel birhat.
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