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Roviditések jegyzéke

ABHd4: o/B-hidrolaz 4

AM: acetoximetilészter

ANOVA: variancia analizis (analysis of variance)

ATP: adenozin-trifoszfat

[C&"];: intracelluléris szabad kalciumionkoncentracié
CaMKIlI: kalmodulinfligg protein kinaz Il

CAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CB1: kannabinoid receptor-1

cDNS: dezoxiribonukleinsav masolat (komplementzaxiribonukleinsav)
DAPI: 4',6-diamidino-2-fenilindol

DNS: dezoxiribonukleinsav

DRG: hatségyoki ganglion (dorsal root ganglion)
EGTA: etilénglikol-tetraecetsav

GAPDH: gliceraldehid-3-foszfat dehidrogenaz

GDEL1.: glicerofoszfodiészter foszfodiészteraz 1
HEPES: 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinetdnszulfonsav
Inpp5: inozitol 5’ foszfataz

KO: génhianyos, génkittétt (knockout)

MRNS: hirvid ribonukleinsav (messenger RNS)
NAPE: N-acilfoszfatidiletanolamin
NAPE-PLD:N-acilfoszfatidiletanolamin foszfolipaz D
NGF: idegnovekedési faktor (nerve growth factor)
PAM: point accepted mutation (evolucios tavolsa&gtekegysége: 1 PAM az azjcami
alatt két kezdetben azonos szekvencia kozott 186eslialakul ki)
PBS: foszfat-pufferelt sdoldat (phosphate-buffesalihe)
PCR: polimeraz lancreakcio

PGE: prosztaglandin £

PIP: foszfoinozitol-bisz-foszfat

PKA: protein kindz A

PKC: protein kindz C

PLC: foszfolipaz C
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PTPn22: protein tirozin foszfatdz nem-receptorgip

RT-PCR: reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio

RNS: ribonukleinsav

SPLAG1b: 1b csoportba tartozé szolubilis foszfatipga

TRIS: tris(hidroximetil)aminometan

TRP: tranziens receptor potencial

TRPA: tranziens receptor potencial ankirin alcsalad

TRPAZ1: tranziens receptor potencial ankirin transaroran protein 1
TRPC: tranziens receptor potencial klasszikus bhitus alcsalad
TRPM: tranziens receptor potencial melasztatinaddck

TRPML.: tranziens receptor potencial mukolipin aléda

TRPN: tranziens receptor potencial nem mechanotecefcsalad
TRPP: tranziens receptor potencial policisztirsaléd

TRPV: tranziens receptor potencial vanilloid alésial

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid lahWoid receptor 1 / kapszaicin receptor
VR1: vanilloid receptor 1 (=TRPV1)

WB: western blot

WT: vad tipusu (wild type)
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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

1.1. Tranziens receptor potencial csatornak
A tranziens receptorpotencial (TRP) géncsalad raregy membranfehérjéket kodol,

melyek ioncsatornaként thodnek. A fehérjék egy mutans ecetmuslidarosophila
melanogastér retingjaban leirt fényérzékeny receptorral vakieksencia és szerkezeti
hasonlosdg alapjan kertilnek a TRP csalddba, igybséijiiknek a tranziens
receptorpotencialhoz valdjaban nincs koze, csup@evaber{Cosens és Manning, 1969). A
TRP csatornak az éleéktél a gerincesekig a legtbbb fajban, szinte mindedvetben
megtalalhatéak, ingerellietés nem ingerelhét sejteken egyarant. Szerteagazé élettani
folyamatokban vesznek részt, kilonféle ingerekoffemnok, izek, dmérséklet, fajdalom)
erzekelésél kezdve, az izomkontrakciokon keresztll az iondwdas szabalyozasaig.

A TRP csalddon bellul az alabbi alcsaladokat kuit@njiik el: klasszikus vagy
kanonikus (TRPC), vanilloid (TRPV), melasztatin {@MR), policisztin (TRPP), mukolipin
(TRPML), ankirin (TRPA), melyek tagjai emberben &bfordulnak, valamint TRPN
(NOMPC-szeii) alcsalad, melynek tagjait eddig csak gerinctétbea és halakban irtak le (1.
abra).

A legtobb TRP nem-szelektiv kationcsatorna, csakang jellemezhét kifejezetten
magas kalciumszelektivitassal (pl. TRPV5 és TRP@@sianik és munkatarsai 2006), egy-
ketts pedig még az ésen hidralt M§" ionokat is atengedi (pl. TRPM7; Schmitz és
munkatarsai 2003). Kapuzasuk is igen valtozatoslogén és exogén ligandok kotése,
feszlltség vagy dmérsékletvaltozas is nyithatfket. Az aktivalt TRP csatorna depolarizélja
a sejtmembrant, melynek kovetkeztében feszilts@gfigoncsatorndk nyilnak, az
intracellularis  kalciumkoncentracid valtozasat enédyezve. A TRP nemcsak a
plazmamembranban, hanem a magmembran és a mitakonkivételével az 6sszes tobbi
sejtalkot6 membranjan is itkddik, igy az endoszémak, lizoszémak és egyéb rsdyedili
organellumok funkciojat befolyasolja (Dong és mudéksai 2010).

TRP gének mutacidinak szerepe, megvaltozott meégyisagy funkciéju fehérjék
jelenléte, TRP ioncsatorndk modosult aktivitdsangyeto kilonbo& patoldgids allapotok,
tébbek ko6zo6tt neurodegenerativ betegségek (Selh@samunkatarsai 2012, Peduslo és
munkatarsai 2009), vazrendszeri diszplaziak (Racknénkatarsai 2008, Auer-Grumbach és
munkatarsai 2010), vesebetegségek (Grantham 1998\, &8 munkatarsai 2005) és fajdalom
szindromak (Kremeyer é€s munkatarsai 2010) kialaklian, a TRP kutatasok ezaltal

lehetséget nyujthatnak ezek kezelésének megoldasara.
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1. abra. A TRP csatorndk human filogenetikai faja A szekvenciak homoldgia analizise
alapjan a TRP csatornak hét alcsaladot alkotnakeMemberben &RPC2pszeudogén, a
TRPN csatornak pedig e&sokben nincsenek jelen, a kulonBdzinekkel jelolt alcsaladok
kozotti kapcsolatok bemutatasahoz egér TRPC2 (ENSRDO000102562) és hal TRPN1
(ENSDARP00000093955) kerdlt feltiintetésre. Az ewidls tavolsagot jeldl skala 0,2 PAM
egység(Forras: Nilius és Owsianik, 2011)

1.1.1. TRPV1

A kapszaicin receptora, melyet azonositéi vanilloeteptor 1-nek neveztek el
(Caterina é€s munkatarsai, 1997), az InternationalotJ of Pharmacology (IUPHAR)
nevezéktana szerint — a TRP csaladdal val6 szdikedensag felismerése (Clapham és
munkatarsai 2001, 2003) alapjan — ma tranziengptec@otencial vanilloid hévre hallgat.
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Elektrofiziologiai és biofizikai vizsgélatok igazak, hogy a TRPV1 egy nem-szelektiv
kationcsatorna, amely a kulonkitkationokra az 1. tdbldzatban 6sszefoglalt perntitii
értékeket mutatja (1. tdblazat).

Az adatok koziil kiemelerid hogy a TRPV1 igen jelets permeabilitast mutat €a
ra, ami egyrészt a kapszaicinnel kivaltott valaskisiérletes detektaldsa, masrészt a valaszok
cellularis hatasai miatt fontos.

ion a TRPV1 relativ permeabilitisa
Na" 1

K* ~1

Cs ~1
Mg?* 4,99

ca* 9,6

1. tablazat. A TRPV1 ioncsatorna N&a-permeabilitashoz viszonyitott relativ
permeabilitasa az egyes kationokraMonovalens kationok kdz6tt a csatorna ,nem valagat”
divalensekre a permeabilitasa nagyobb. Kalciumpahilitisa joval meghaladja a nem-
specifikus kationcsatornak atlagos kalciumperméabat, csak néhany olyat ismerink
(NMDA tipusu glutamatreceptos,7 nikotin tipusu acetilkolinreceptor), amelynek negqél
is nagyobb(Caterina és munkatarsai 1997 alapjan)

A TRPV1-et endogén és exogeén fizikai és kémiai @iiisok széles spektruma képes
stimulalni. Exogén ligandja, a kapszaicin utan rakgdtak el$ endogén ligandjat, az
anandamidot is (Caterina és munkatarsai 1997), btovéontos endogén aktivatorai a
hémérséklet emelkedése, és a pH acidotikussa valasa.

A TRPV1 aktivalasanak kovetkezménye a csatornavamgttasi valdsziiségének
fokozasa, mely kationok bearamlasat, a membran laepaciojat eredményezi (Wood és
munkatarsai 1988, Dray 1992, Caterina €s munkatd@yv). Ingerelhét sejtek — tdbbek
kozott a neuronok — membranjan valé kifé@es esetén mindez egyutt jar akcios potencialok
generalasaval és tovabbitasaval (Caterina és marskatl997).
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1.1.1.1. A TRPV1 aktivalasa
Polimodalis fajdalomériként a TRPV1 szamos fajdalmat Keligand, protonok és

43°C feletti tmérséklet hatasat integralja (Nagy €s munkataid 2

1.1.1.1.1. Exogén ligandok
A TRPV1 sokféle exogén — kilondsen névenyi eredeliganddal aktivalhato. Az

el ismert, és maig az egyik leggyakrabban alkalmazagbnistaja az éspaprika
csipisségéért feléb kapszaicin (transz-8-metil-N-vanillil-6-nonenamii abra; Caterina és
munkatarsai 1997). A kapszaicinhez hasonl6an eggaliloidokra is reagal, tdbbek k6zott a
feketeborg(Piper nigrun) csipsségét add piperinre (McNamara és munkatarsai 2@gy)
marokkoi kutyatejfélében Euphorbia resinifery talalhaté reziniferatoxinra (Szallasi és
munkatarsai 1999), a gyoémbétb(Zingiber officinalg@ kivonhaté gingerolra (lwasaki és
munkatarsai 2006) vagy az eugenolra (Yang és margat2012), ami a szdgizegben
(Eugenia caryophyllatp a fahéjban Cinnamomum zeylanicym és a bazsalikomban
(Ocimum gratissimujris megtalélhato.

A Xy J

*«’E%\);vrfw)\))y

2. abra. A kapszaicin (A) és az anandamid (B) szeeketi képlete A kapszaicin képletébe

>

a szénatomot pirosi$zerpaprika helyettesiti, az oxigénatom helyéen ajpdka all, a
nitrogénatomot narancssarga paprika jeloli, végillogigénhez vagy a nitrogénhez kotott
hidrogénatom jele a piros kaliforniai paprik&orras: Dan Tandberg MD [A], Devane és
munkatarsai 1992 [B])
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Nemcsak vanilloidok, hanem egyéb ndvényi hatéarkago képesek a TRPV1
aktivalasara, mas kéelyeken. igy példaul a fokhagymabahllium sativum 1évs allicin
(Macpherson és munkatarsai 2005), a mustarbam@sabiban &y allil-izotiocianat is hat —
a TRPA1l mellett — a TRPV1-re (Everaerts és munkatd2011), &, a TRPV1 reagal a
kamforfa (Cinnamomum camphoyakérgelél kivont, jellegzetes illatd kdmforra (Xu és
munkatarsai 2005, Moqgrich és munkatarsai 2005), hamddtali aktivalas utan a
deszenzitizacié (1.2.1. alfejezet, 4. bekezdés)yolay mérték, mint a kapszaicin altali
aktivalast koveten (Xu és munkatarsai 2005).

Az etanol 0,1% és 3% kozotti koncentracioban fokoazTRPV1 egyéb aktivatorai
(kapszaicin, protonok, &) altal kivaltott valaszait (Trevisani és munkasar2002), az
ioncsatorna bkiszobének csokkentésével. A TRPV1-et kiféjezrzdineuronok alkohol
hatasara igy akar testinérsékleten is aktivalédnak, ami magyarazza, miéorz é@ érzest a
magas alkoholtartalmu italok fogyasztasa, és mieéinyzik ez az & erzés, amikor
ugyanezeket az italokat jéggel fogyasztjak.

A természetes,6ként ndvényi hatéanyagokon kivil szamtalan megjessdigand
hasznalatos a TRPV1 farmakologiai befolyasolagadaiilik néhany tdbb TRP csatornat is
stimuldl, pl. a 2-aminoetil-difenilborinat a TRP\ét- TRPV2-t és TRPV3-at is (Chung és
munkatarsai 2004), masok viszonylag szelektivek RPW1-re, pl. az olvanil (lida és
munkatarsai 2003).

1.1.1.1.2. Protonok
Az extracellularis protonkoncentracid6 novekedésékksnti a TRPV1 receptor

hoéklszobét (Tominaga és munkatarsai, 1998), de a TR#Pdonérzékenysége 6nmagaban is

elég lehet a csatorna megnyilasahoz (Jordt és rrarskg 2000). A TRPV1 fiziologias pH-n

43°C folotti bmeérsekleten aktivalodik csak, mig 6 alatti pH-n s@obalimérsékleten is.
Erdekes modon, nemcsak a savas, hanem az alkalikis aktivalja a csatornat, de a

protonkoncentracié csokkenése az intracellularialoh hat (Dhaka és munkatarsai 2009).

Ezek alapjan feltételezliiethogy a TRPV1 fontos szerepet jatszik mind a sdjiedli, mind

a sejten bellli pH érzékelésében és fenntartasaban.

1.1.1.1.3. Wmérséklet
A TRP csatornak tdbbsége érzékeny kulonféle fizétamulusokra, mint példaul a

hémérseklet vagy a nyomés valtozasara (Nilius és Agipe 2011). A TRPV1 volt az dls
molekula, amelyil leirtak, hogy specifikusan a&merséklet ndvekedésére valaszol (Caterina
és munkatarsai 1997). Ugyinik, hogy a TRPV1in vivo tonusosan aktiv, és molekularis
homérnként mikddik (Gavva és munkatarsai 2007)6t,Segyes feltételezések szerint a
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TRPV1 elédleges feladata az allandé teéstrérséklet biztositasa (Gavva €s munkatarsai
2007). Ez az elmélet mindenesetre magyarazza, hoést csokkenti a kapszaicin vagy a
reziniferatoxin a testimérsékletet, és nem sok reményt hagy arra, hoggrteippniat nem
okozé antagonistét talaljunk (Holzer 2008).

A TRPV1 HRszenzora alkalmat nyudjt a receptornak a fajdalmdngerek
detektalasara (Liu és munkatarsai 2003).°@5korili hsmérséklet elérése mar kifejezett
emelkedést idéz &la TRPV1-et kifeje& sejtek intracellularis kalciumkoncentracidjdban
(Caterina és munkatarsai 1997), ugyanis az entgttéhséklet nydjtja a TRPV1 csatorna
nyitvatartasi idejét (Trevisani €s munkatarsai 2002

Elgondolkodtatd, hogy hogyan képes a TRPV1 egyszgrtositani az allandé (3T
koruli) testlbmérsékletet, és kdzben felelni a fajdalmasan m@tRC feletti) Mre. Egyebre
keveset tudunk a mechanizmusrdl, szoba johetneknkol® splice variansok, poszt-
transzlaciés modositasok (specifikus foszforilachidyek), de akar a TRPV1 kapuzasi
tulajdonsagait szabalyozo6 szovet-specifikus meéatis.

1.1.1.1.4. Feszilltség
A TRP csatornak jeles része fesziltségfiiggést mutat, kiléndsen azokyekne

érzomiikodésekben jatszanak szerepet (Nilius és munkata@f¥b, Voets és munkatarsai
2004). A TRPV1-et kezdetben nem tartottdk feszgfteggonek (Caterina és munkatarsai
1997), mivel a fesziltségfugdkaliumcsatornakra jellendz a feszlltséget érzékepozitiv
téltédi lizin- és arginingazdag molekularészek a TRPV1 t@hszmembran szegmensén
nincsenek jelen. Kébb arra utaldo eredmények szulettek, hogy a karterinalis (1.1.1.2.
alfejezet) lbmérsekletet es fesziltséget is érzekel (Vlachovanaskatarsai 2003), de a
héérzékeny régio és a feszlltségszenzor a molekulantkdz részein helyezkedik el
(Brauchi és munkatéarsai 2006).

1.1.1.1.5. Endogén ligandok
A TRPV1-re hat6 endogén ligandoknak kétdsoportjat kilénboztetjuk meg. Az

egyik csoportba azok az endogén vegyiletek tarigzneelyek az exogén ligandokhoz
hasonléan a TRPV1-hez Kdlve ndvelik a csatorna nyitvatartasi valé$siégét. Az endogén
TRPV1 aktivatorok masik csoportjat azok az intradéfis jelatvivw molekuldk alkotjak,
amelyek 8ként bizonyos aminosavak foszforildlasaval mas TRV aktivalé ligandok
hatékonysagat fokozzak, azaz szenzitizaljak a tedepA két csoport persze nem teljesen
atfedésmentes, az anandamidra példaul korabbamlkgat tekintettek, ma egyre tobb adat
utal intracellularis jelatvig szerepére.

10
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A szervezetben termi@lé endogén ligandok kézil az endokannabinoid anardtami
(N-arachidonoil-etanolamin, AEA, 2. 4bra) irtak |6és2i6r (Caterina és munkatarsai 1997), de
TRPV1-et stimulalé hatdssal bir az oleol-etanolartinern 2003), azN-arachidonoil-
dopamin (NADA; Huang és munkatarsai 2002, Téth éskatarsai 2003), a 12-hidroperoxi-
eikozatetraénsav (12-HPETE; Hwang és munkatarda®)2@agy a lizofoszfatidsav (LPA;
Nieto-Posadas és munkatarsai 2011) is.

Anandamid

Az anandamid (2. 4bra) egy endogén li(ilcbvane és munkatarsai 1992), melynek
élettani és patologias folyamatok széles spektramatiolajdonitunk szerepet, részben az
idegrendszerben, részben azon kiviul (Di Marzo éso$iro 2007, Ligresti és munkatarsai
2009, Bisogno és Di Marzo 2010). Az anandamid tdkilioénboz fehérjével is
kolcsonhatasba 1ép (Goodfellow és Glass 2009), ahatasainak tbbbségéet a CB1 és a
TRPV1 receptorok kdzvetitik (Matsuda €s munkatai€80, Devane €s munkatarsai 1992,
Caterina és munkatarsai 1997, Zygmunt és munkaté@&®, Di Marzo és Petrosino 2007,
erzoneuronok nikodésének szabalyozasa, mely szintén a CBl1 és a/ITTR&ceptorok
kozvetitésével valdésul meg (Ligresti és munkata2889, Di Marzo és De Petrocellis 2010).
Az anandamid val6sziileg ugyanahhoz a kéttelyhez kapcsolddva fejti ki hatasait, mint a
kapszaicin (Jordt és Julius 2002).

Kilonféle szbvetek egyes sejttipusai — koztuk anpriérdneuronok — anandamidot
termelnek (Di Marzo és munkatérsai 1994, 1996, i©aés munkatérsai 2004, van der Stelt
és munkatarsai 2005, Vellani és munkatarsai 20@8). elsidleges éréneuronokban
anandamid termelését indukala a TRPV1 aktivalasetid@zményeként megemelked
intracellularis kalciumszint (Caterina és munkaaad997), az aktivalt protein kindz A és az
aktivalt protein kinaz C egyarant (Vellani és muidksai 2001, van der Stelt és munkatarsai
2005). Anandamidtermelés tobb lépésben, tobb kidzihlenzimatikus Utvonalon létrejohet
(3. &bra), melyek egy része Gat igényel, mas része Eaol fuggetlenil is rtikodik
(Okamoto és munkatarsai 2004, Sun és munkatarfdi 20u és munkatarsai 2006, Simon és
Cravatt 2008). Az anandamid termelésének sebesgbgideoz0o lépése a 20:4-NAPE
eléallitasa a kalciumfudygN-aciltranszferaz altal (Cadas és munkatarsai 1B9®arzo és
munkatarsai 1994). A 20:4-NAPE ezutan kulonb@nandamidszintetizalo enzimek kdzos
szubsztratja. Legalabb hat olyan enzimet ismerimkly kozrenikédhet az anandamid
szintézisében (Okamoto és munkatarsai 2004, Sunuékatarsai 2004, Liu és munkatarsai
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2006, 2008, Simon és Cravatt 2008), kozuluk legitehe azN-acilfoszfatidiletanolamin
foszfolipAz D (NAPE-PLD, 3. 4bra), mely az egyetlsmert C4&'-fliggs anandamidtermal
enzim (Okamoto és munkatarsai 2004, Ueda és muskat2013). Tudjuk, hogy a primer
érzoneuronok egy csoportja rendelkezik NAPE-PLD-vel dda&és munkatarsai 2009). A
primer érdneuronok azonban képesek anandamidtermelésre elkitags C&* hianyaban is
(Vellani és munkatarsai 2008), ami arra utal, hagyAPE-PLD altal katalizalt, G&fiiggs
Gtvonalon kivil léteznie kell legalabb egy?Géiiggetlen Gtvonalnak is ezekben a sejtekben.

NAPE ABHd4
sPLA2G1b

PLC lizoNAPE

NAPE-PLD

p-anandami lizo-PLD ABHd4

lizo-PLC

gp-anandamid
PTPn22

Inpp> GDE1

anandamid

3. abra. Az anandamidszintézis fontosabb ismert Utnalainak vazlata. Eddig hat
anandandamidtermelésben részévewmzimet azonositottak (félkover biket. Mig a NAPE-
PLD csak C& jelenlétében termel anandamidot, addig a tébbiner(alahGzott beik) -
melyek kifejesdését jelen munkaban vizsgéltuk - %Gl fiiggetlenil nikodik. A
szubsztratokat dalt betik jeldlik. Roviditések: NAPE-PLD:N-acilfoszfatidiletanolamir
foszfolipAz D, GDEL: glicerofoszfodiészter foszkesliterdz 1, ABHd4w/B-hidrolaz 4,
PTPn22: protein tirozin foszfataz nem-receptor gi@2, sPLAG1b: 1b csoportba tartaz6
szolubilis foszfolipaz A, Inpp5: inozitol 5’ foszfataz, NAPEN-acilfoszfatidiletanolamin

PLC: foszfolipAz C, p-anandamid: foszfo-anandamgh-anandamid: glicerofoszfo
anandamid.

Az anandamid az integrans membranfehérje zsirsavhitiiolaz (fatty acid amide
hydrolase, FAAH) aktivitasdnak koszonden gyorsan lebomlik (Basavarajappa 2007, Di
Marzo 2008), ezaltal hatdsa korlatozott. Az anandbhatas nyujtasara szelektiv FAAH
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inhibitorok alkalmazaséaval torténnek kisérletek aj@tt és Lichtman 2003, Pattipati és
munkatarsai 2010, Starowicz €s munkatérsai 2013).

Foszfolipidek

A membran foszfolipidjei kdzvetlenul aktivalhdjaa TRPV1-et (Karashima és
munkatarsai 2008, Kim és munkatarsai 2008, Stemwskatarsai 2006). Kiemelt jelésédi
a PIR, mely a sejtmembran legnagyobb mennyiségbéforeluld savas foszfolipidje. A
membran PIPR szintje gyorsan valtozhat a kulonlBoPLC izoformak és foszfatidilinozitol
kindzok/foszfatazok hatasara, modositva ezzel aviIRdktivitasat is (Voets és Nilius 2007).
A TRPV1-hez tortéé kozvetlen kéidésen (Prescott €s Julius 2003, Chuang és murdiatars
2001, Brauchi és munkatarsai 2007) kivil a,Ftizfolipaz C altali hasitasaval keletkez
DAG (Woo és munkatarsai 2008), és; IfiAhern és munkatarsai 2005) is befolyasolja a
csatorna rikddését, valamint szamos membran-kotott enzim &zibefolyasolhaté a PIP
szinttel, igy kozvetve, vagy kozvetlendl hat a TRPWikodésére (Kim és munkatarsai
2008). Erdekes médon, maga a hatas még nem tisoihzégyes eredmények a TRPV1
aktivitas csokkenéseét (Chuang és munkatarsai 20@43pk épp annak a fokozodasat (Liu és
munkatarsai 2005, Stein és munkatarsai 2006) tdjaksta PIR jelenlétében.

Intracellularis jelatviv 6k

Az intracellularis jelatvié anyagokkal val6 ingerelhgtég miatt a TRPV1 aktivitdsa
Osszefligghet mas — kilondsen tirozin kinaz aksvitavalamint G-fehérjéhez kotott —
receptorok aktivitdsanak valtozdsaval (Nagy és ratémkai 2004). Az aktiv G-fehérjéhez
kotott receptorok csokkentik a TRPV16Kiuiszobét, és érzékenyitik mas ligandokra
(Tominaga és munkatéarsai 2001, Vellani és munkait@®01, Cesare és McNaughton 1996,
Lopshire és Nicol 1998). Ez a szabalyozasi modddfetten fontos gyulladasos korilmények
kozott, amikor a gyulladasos mediatorok, tobbek ckibzaz idegnovekedési faktor, a
bradikinin, a szerotonin, a hisztamin és a prosatatinok felszaporodnak, majd receptorukat
aktivalva a TRPV1-et szenzitizaljak. A TRPV1 gyddsos mediatorok altali
szenzitizalasaban szerepe lehet a tirozin kinazepr kindz A, és protein kinaz C fifg
atvonalaknak is (Cesare és munkatarsai 1999, Pmmakwés Ahern 2000, Vellani és
munkatarsai 2001), tovabba endogén ligandoknakf amnanandamid vagy a 12-HPETE
(Shin és munkatarsai 2002, Vellani és munkatai3@8p

A PKA utvonal kiemelt jeleritsédi a gyulladassal jaré hiperalgézia kialakulasaban
(Levine és Taiwo 1990). A prosztaglandinok, kilé@ds PGEnoéveli a sejten beluli cAMP
szintet, ennek kovetkeztében fokozza a PKA aksuait{Taiwo €s munkatarsai 1989, Taiwo
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és Levine 1990), a PKA-mediélt foszforilacio pedigkilozhetetlennekihik ahhoz, hogy a
TRPV1 aktivalhato legyen (Bhave és munkatérsai 20hmud és munkatarsai 2009).

1.1.1.1.6. A jelek integralasa
Az, hogy a TRPV1 kulonb@&z érzeteket integral, a hétkdznapi életben is

megfigyelhed. A ligandok érzékelése bizonyos esetekben Osszetéhet lehet
hoérzetekkel. Ezértinik a csips gulyasleves forrobbnak, illetve a forré leves még
csippsebbnek (angol nyelven ez még szemléletesebb: ghdi’pepper).

Az integralas molekularis alapjai még tisztazatkantelenleg két fontosabb elméletet
tamogatnak, illetve cafolnak a kisérleti eredmény8ernd Nilius és munkacsoportja
szekvencialis modellje szerint mindenféle stimuhagdjaban a csatorna fesziltségfliggését
tolja el az élettani szempontbdl érdektelen feségitartomanybdl egy relevans fesziltségre
(Nilius és Voets 2005). Bar szamos poszt-transagniodositas és ligandkétés bizonyitottan
a hbérzékenységet valtoztatja meg, ez nem ellenkegi#ekvencialis modellel, hiszen maga a
héérzékenység is a feszlltségfliiggéshez kétf@tinthorpe és munkatarsai 2000, Vlachova
és munkatarsai 2003).

Ezzel ellentétben Latorre és munkatarsai allogatérimodellje alapjan — bar az egyes
szenzorok befolyasolhatjdk egymast — minden szekidpvetlen kapcsolatban all a TRPV1
kapuzaséaval, igy a stimulusok egymastdl fliggetlenyitjak a csatornat (Latorre és
munkatarsai 2007).

1.1.1.2. ATRPV1 szerkezete
A 839 aminosavbdl felépdil 95 kDa tomet TRPV1 fehérje tetramer formaban alkot

funkcionalis, nem-specifikus kationcsatornat (Kedss munkatarsai 2001, Benham és
munkatarsai 2002).

A homotetramer TRPV1 csatorna alegységei hat traesmran doménbol
szerveddnek, intracellularisan elhelyezkedmino- és karboxi-terminalissal (4. 4bra). A
receptor nikodését befolydsold ingerek a fehérje kulordbogontjain hoznak létre
konformaciovaltozast, amely a receptort érzékenmtiitha kationcsatorna megnyilasahoz
vezethet, vagy éppen ellenkézy, gatolhatja a ftkodését.

A kapszaicin, az anandamid és egyéb vanilloidokoéhelye intracellularisan
helyezkedik el (Welch és munkatarsai 2000), kiaésdban a 2-es €s a 4-es transzmembran
domének, a 2-es és 3-as domént Oss#ekiitacellularis hurok, a 4-es és 5-0s domeént
0sszekd intracellularis hurok, valamint az amino- és abkai-terminalis is részt vesz (Jordt
és Julius 2002, Gavva és munkatarsai 2004, Chonuékatarsai 2004, Lee és munkatéarsai
2011). A ligandkotés a csatorna megnyilasat ok¢raalt €s Julius 2002).
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A receptor extracellularis proton-érzékenységééret, k negativan  toltott
glutaméatcsoport felés az 5. és 6. doméneket 6sszéksitakaszon (Jordt és munkatarsai
2000), mig a sejten beluli alkalotikus pH felisnsgigen az amino-terminalisnak lehet szerepe
(Dhaka és munkatarsai 2009). A megvaltozdtinérsékletet a karboxi-terminalis érzékeli,
annak lehasitdsaval a csatornéérzékenysége elvész (Vlachova és munkatarsai 2003,
Brauchi és munkatarsai 2007). Szintén a karboxniteflishoz kothét a tetramer
kialakitasanak szabalyozasa a TRP domeén révénig=danz és munkatarsai 2004), valamint
PIP, k6tohely is talalhato itt (Brauchi és munkatarsai 20@gyebre tisztazatlan hatassal.

Tobb lehetséges protein kindz A, protein kinaz adsodulinfiigg protein kinaz Il
(CaMKII) foszforilacios helyet kimutattak a karbexds amino-terminalison, valamint azéls
intracellularis hurkon is. Kozuluk egyes helyekZimsilalasa a receptoréhe adott valaszait
noveli (Rathee és munkatarsai 2002), masoké a &mpse adott valaszokat fokozza
(Numazaki és munkatarsai 2002).

4. abra: A homotetramer TRPV1 ioncsatorna egy aleggegének sematikus szerkezete|a
membranban. A transzmembran domének narancssarga oszlopokkéldlveg, 1-6
szamozassal. A lathatdésag kedvéért a porusformatokhis narancssarga. Bordo szinpel
tuntettem fel a TRPV16fligandjait (kapszaicin, proton, 43°C feletthrhérséklet) azokon a
helyeken, ahova kétinek. A zo6ld pontok kiemelt PKA foszforilaciés heky A: ankirin
domén, H: proton, ec: extracelluléris oldal, ic: intracédiis oldal, NH: amino-terminalis
COOH: karboxi-terminalisNagy és munkatarsai 2014 alapjan)
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Az amino-végen hat ankirin domén isndélik, melyek kalmodulin és ATP kotésével
a TRPV1 C&'-fiiggs deszenzitizAcidjat szabalyozzak (Koplas és munsaitd997). Emellett
az amino-terminalis tovabbi protein kindz A tAmambdsokat nyujt, melyek foszforiladlasa a
TRPV1 kapszaicin-stimulaciot kdvetleszenzitizaciojat gatolja (Bhave és munkatareap2
Mohapatra és Nau 2005).

1.1.1.3. A TRPV1 ebfordulasa
A TRPV1 Kkulcsszerepet jatszik egy jol meghatarozhatelidleges

érzéneuronpopulacio, a polimodalis nociceptorok (1.Hejezet, 2. bekezdés) fajdalmas
termikus és kémiai stimulusok detektalasaban (@eterés munkatarsai 2000), és
nagymeértekben hozzajarul a gyulladas altal kivalietmalis hiperalgézia kiféjtiéséhez és
fenntartdsdhoz (Davis és munkatérsai 2000). Azb&&ban ismertetett eredményeink ezen
nociceptorok TRPV1 receptorainakiikbdésésl nydjtanak tovabbi informaciokat, azonban
érdemes megemliteni, hogy a TRPV1 szamos egyéh gtagturan és nem-neurondlis
sejtféleségen is kifejédik.

Mar a receptor klonozédsaval egdfieen leirtak a TRPV1 mRNS jelenlétét a vesében
(Caterina és munkatarsai 1997), azo6ta tdbben \jakgézerepét a human huagyhdlyag
simaizmaban, epitelidlis és intersticialis sejgaib(Birder és munkatarsai 2001, Ost és
munkatarsai 2002, Lazzeri és munkatarsai 2004)erak atmésjét a periférias idegekre és a
vaszkularis simaizomsejtekre egyarant hatva befolja@ (Kark és munkatéarsai 2008). A
TRPV1 a gyomor nyalkahartyajanak sejtjein kivédtetialkohol és a savas kézeg okozta
sejtpusztulast (Kato és munkatarsai 2003), a kordiledelmekkel ellentétben a kapszaicin a
TRPV1-en keresztul nemhogy fokozna a gyomorfekédlakulasanak kockazatat, hanem
valoszirileg véed szerepe van (Luo és munkatarsai 2012). TRPV1 atdkban is
kimutathato, stimuladlasa bronchokonstrikcié kivadtea képes (Ellis €és munkatarsai 1997),
valamint fokozza a gyulladaskeltitokinek (IL-6, IL-8, TNFe) termelését és felszabadulasat

(Reilly és munkatarsai 2005).

1.1.2. A TRPVL1 splice variansai

A tranziens receptor potencial vanilloid 1 molekusajat maguk (homotetramerként),
vagy TRPV1 splice variansokkal, esetleg a tranziensptor potencial vanilloid alcsalad mas
tagjaival egyutt (heterotetramerként) formaljdk emnszelektiv kationcsatorna TRPV1-et
(Caterina és munkatarsai 1997, Cheng és munka®08di Hellwig és munkatarsai 2005, Lu
és munkatérsai 2005, Vos és munkatarsai 2006, \&amgunkatarsai 2004). Az ioncsatornak
mukddésének szabalyozasaban fontos mechanizmus @sédek 6sszetételének valtozasa.
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A TRPV1 legismertebb splice variansai a VR.5'sv,lyna hatségyoki ganglionokban
kifejezett TRPV1 kb. 5%-a, a TRPV1b, és a TRPV1wae)yeket szintén kimutattak DRG-
ban (Schumacher és Eilers 2010), és melyek minkeggsokkent TRPV1 valaszokat
eredményez. Amikor a TRPV1 egyik splice variansalRPV1b egyitt fejeik ki a
TRPV1-gyel heterolog rendszerekben, akkor a lighngd kapszaicin hatdsara a csatorna
csokkent aktivitasa tapasztalhatd (Lu és munkat@@@b, Vos és munkatarsai 2006, Wang
és munkatarsai 2004).

A TRPV1-et kifejed sejtek kozll a nociceptiv primer éreuronokat altalaban
elsskéent emlitik (Caterina és munkatarsai 1997, Whientunkatarsai 2011a). Ezekben a
neuronokban a TRPV1 ioncsatornanak alapgeerep jut a periférias gyulladasos folyamatok
jelzésében a kozponti idegrendszer felé, majd allaglassal jar6 & hiperalgézia és
viszceralis hiperreflexia kialakulasaban és fertat@ban (Caterina és munkatarsai 2000,
Charrua és munkatarsai 2007, Davis és munkataBad)2 A TRPV1 és a TRPV1b
molekulak egyittes kifejédése a primer éémeuronokon, és a TRPV1b heterolog
rendszerekben leirt gatlé hatasa a csatorna vésaz&gére (Lu és munkatarsai 2005, Vos és
munkatarsai 2006, Wang és munkatarsai 2004) arah bbgy a TRPV1 ioncsatorna
Osszetételének valtozasa hozzdjarulhat a receptaékenységének fokozdsadhoz is
gyulladdsos korilmények kozott. Ennek megtedal kisérleteinkbernn vitro “gyulladést
utanzé kdzeg” hatasat vizsgaltuk a TRPV1 ioncsatedlaszkészségére, valamint a TRPV1
és TRPV1b mRNS és fehérje szintjeinek lehetségemsubasara.
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1.2. Primer érzoneuronok
A primer, mas néven didleges éréneuronok a testi és zsigeri szOveteket ér

mechanikai, kémiai vagy dingerek felfogasara, feldolgozasara és az ingekiek a
kozponti idegrendszerbe juttatasara specializalodiggsejtek. Egyik & nydlvanyuk a
periférias szovetekben, a mésik a geringVeltsé szarvaban agazodik el, sejttestiik a spindlis
hatsogyoki (DRG), valamint az V. (TRG), VII., IXséX. agyidegek éfz ganglionjaiban
helyezkedik elUgyan az érgneuronok egy részének a periférias nyulvanya shetiddott
szOveti strukturakkal, ugynevezett @rzégkészilekekkel all kapcsolatban, az ingerek
felfogasa — mind ezekben a sejtekben, mind az éégkeészilékekkel kapcsolatban nemblév
(szabad idegvégrédi) sejtekben — a sejtek membranjaban kifégézreceptoroktol fligg.

150

100+
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o

0 50 200
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5. abra. Periférias ideg keresztmetszetének elekinmikroszképos képe a kilonboé
vezetési sebességet mutatd sematikus rajzz&lz elektronmikroszkopos felvétel fekete,

gyiraszen képletei a Schwann-sejtek altal formalt mielinhymek felelnek meg, bennik|a

A

vildgosszirke képletek az idegsejtek nyulvanyaelMhively nélkuli sejtek (u) is lathato
A vastagon mielinizalt, M-mel jelolt nydlvany atnégg kb. 12 um. A periférias ideger
elvezethet akcidés potencidl komponensei a kilonbozezetési sebessigrostokbol
szarmaznak. A mielinhlively jelenléte noveli a vésesebességdiAz elektronmikroszkpas
kép forrdsa: D.F. Davey, Department of Physioldgdgiversity of Sydney)
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Bar az elédleges érésejtek mind morfolégiai, mind élettani és farmakypéd
vonatkozasban heterogén csoportot alkotnak, a dedpmorfologidja, valamint élettani és
farmakoldgiai tulajdonsagai 6sszefliggnek. A nagymédtjii sejtek gyors ingervezetés
(vastagon mielinizalt) B rostokkal rendelkeznek, amelyek alacsorisséd elektromos, &
és mechanikai ingerekkel aktivalhatoak. Ezzel éddren, a kis atméypi érzneuronok
rostjai lassu ingeriletvezetgesigynevezett A (vékony vebshivellyel boritott) és C
(veloshively nélkuli) rostok, amelyek d@&r ingerekkel hozhatdék csak ingertletbe (5. abra).
Mivel az etss ingerek (~50°C feletti vagy ~10°C alatéihérséklet, 50 kg/cfifeletti nyomas)
fajdalmat valtanak ki, ezért ezeket a sejteket a mdlitett fajdalomérk sejteknek
(polimodalis nociceptoroknak) nevezziik (Nagy 2004).

Amig a nagy atméji, nem fajdaloméz neuronok csak egyfajta ingerrel (vagy
meleggel, vagy tvos ingerrel, vagy tapintassal) aktivalhatok, addigajdaloméré sejtek
tulnyomé tobbsége valamennyi ingerrel (forrd, hidegs mechanikai és kémiai inger)
ingeriletbe hozhaté (6. abra), azaz polimodalis. $&jlegtdébb polimodalis éfimeuron
valaszol az dispaprika csifisségéért felés anyagra, a kapszaicinre (2. abra). Hasonloan a
forr6hoz, hideghez, &8 mechanikus ingerléshez, valgjaban a kapszaidégdalmat valt ki,
amelyet leggyakrabban &@rzésként jellemzink.

A7

6. abra. Az el$dleges érsneuronok két tipusanak rajza.Nyomast érzékél Vater-Pacini

testhez kapcsolddo, vastagon mielinizalt axonw@réraron (z6ld), valamint polimodalis
szél$séges hidegre, forréra, 68r mechanikai ingerre aktivaléodé -, @shively nélkili
érzéneuron (narancssarga).
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1.2.1. Kapszaicinérzékeny neuronok

A mar emlitett kapszaicin (2. abra) a kozonséggsile (Capsicum annuuprcsigs
izéért felebs vegyllet. A fiszerként haszndlt paprikak o$$pégét hagyomanyosan a
Scoville-féle organoleptikus teszttel (SHU egység)érik, a magyarok kedvelt
cseresznyepaprikaja pl. 1000-5000 SHU &sjpmig a vilag egyik legcsipebb csilije, a
Dorset Naga akar 1,5 milli6 SHU émséget is elér (azaz oldatat masfélmilliészorosia k
higitani ahhoz, hogy mar ne érezzik ésiek). A tiszta kapszaicin cégsége 15-16 millio
SHU korlil mozog, az egyaltalan nem d&sipaprikaink (pl. a paradicsompaprika, vagy a
kaliforniai paprika) pedig nem tartalmaznak kapsizei

A kapszaicin élettani hatasainakdelszsgalatai allatokon és emberens(jyes 1878a,
1878b), a nociceptiv neuronokon kivaltott hatasolutmanyozasa (Jancso és Jancsoné 1949,
Porszasz és Jancso 1959), és a ,kapszaicin retefddteirasa (Szolcsanyi és Jancso-Gabor
1975) is magyar kutatok érdeme. A receptort expedsgén azonositdsa €s a receptor
szerkezetének megismerése joval dbds David Julius nevehez kéthet aki
munkacsoportjaval klébnozta a molekulat a hatsogygamglionok sejtjeibl (Caterina és
munkatarsai 1997).

A kapszaicin és a rokon vanilloid vegyuletek (pl.reziniferatoxin, a piperin, a
zingeron, vagy az eugenol) hatasmechanizmusa aeprér®neuronokon harom fazisra
kulonithet el. A kapszaicin-adagolas azonnali hatdsa exditdwelynek soran a kapszaicin
receptora, nem-specifikus kationcsatorna lévén ldepélja a membrant (Marsh és
munkatarsai 1987, Wood és munkatarsai 1988, Bewamuénkatarsai 1992). A kezdeti
excitacié in vivo gyulladasos mediatorok helyi felszabadulasaval faelyet é¢ jellegi
fajdalom érzése kisér.

Az excitaciot koveien homoldg és heterolég deszenzitizacid figyélheteg. A
kapszaicinhatdsnak kitett sejtek érzéketlenné wakaailloidokra (homoldg deszenzitizacio;
Pdérszasz és JancsO 1959%t, sa csokkent érzékenység kiterjed egyéb fajdaldtdike
anyagokra is (heteroloég deszenzitizacio; Jancs®,19467, Szallasi és Blumberg 1999). A
TRPV1 csatorna megnyilasaval névekszik az*{fzamajd a C& kalmodulinhoz kétdve
aktivalja a kalcineurint és a CaMKII-t, amelyekadiltdefoszforilalas, illetve foszforilalas a
TRPV1 deszenzitizalasahoz szikséges (Numazaki éskatéusai 2003, Rosenbaum és
munkatarsai 2004, Lishko és munkatarsai 2007). grelezitizacio tehat jelefg mértékben
kalciumfiigg folyamat, C&" hianyaban elmarad (Koplas és munkatarsai 1997%rdégat a
protein kindz A aktivitasa éppen a deszenzitizéell@n hat, fokozza a kapszaicinnel,
anandamiddal és protonokkal szembeni érzékenyglpdiapatra €s Nau 2005, Di Marzo és
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munkatarsai 2002, Bhave és munkatarsai 2003). AVIRRalciumfugd deszenzitizacidjat
igy a kalcineurin altali defoszforilalas és a kidém kinazok altali foszforilalas egyensulya
szabalyozza (Jung és munkatarsai 2004, Cortrighizalasi 2004, Docherty és munkatarsai
1996, Mohapatra és Nau 2005, Mandadi €s munkatZosd).

A kapszaicin harmadik hatdsa a szert csak viszgnylagas koncentraciéban, elég
tartosan alkalmazva féflik ki. Ez a hatas pedig neurotoxicitds, nevezetese
kapszaicinérzékeny neuronok szelektiv elpusztitfmacso €és munkatarsai 1977, 1985), mely
a megemelkedett intracellularis kalciumszintnek,lavant ennek kovetkeztében a
kalciumfigg proteazok fokozott aktivitasanak tulajdonithatbo®l €és munkatarsai 1988,
Winter €s munkatarsai 1990, Chard 1995, SzallaBigsberg 1999).

1.2.2. Kapszaicinérzékeny neuronok a terapia célptjaban

A nociceptiv primer éfmeuronoknak kulcsfontossagu szerepe van kulonféle
fajdalmas allapotok kialakitasaban és fenntartaséidagy és munkatarsai 2004). Eppen ezért
ezeknek a sejteknek a receptorai — kiemelt jéBigggel a TRPV1 — potencialis terapias
célpontok, tobbek kdzott a gyulladassal jard tersniiperalgézia, a csontdaganatok okozta
fajdalmak vagy a szivinfaktussal jar6 mellkasi &égan csokkentésére (White és munkatarsai
2011b).

A kapszaicin el$ terapias felhasznalasa valéditéy a csipspaprikaval egykoru.
Kémiai szerkezete ugyan csak 1919 6ta ismert (Kelil9), a népi gyogyaszatban mar
évszazadok Ota alkalmazzak izuleti és izomfajdajméksomor okozta fajdalmak
csillapitasara. A cayenne paprikabdedtt tea segit orrdugulas esetén, a cayenne és gyombé
keveréke a cifibe szOrva melegen tartja a labat. A szépségipasbdl hianyozhat, a
paprikakrémes testtekercselés keringést fokozoshedh allitblag csokkenti a cellulitot, a
kapszaicin a metabolikus rata novelésével pedigriueslehet fogyokurazoknak (Ludy és
munkatarsai 2012). A TRPV1 metabolikus hatasardinban ellentmondasos eredmények
vannak: a TRPV1 hidnyos fiatal egerek még emettazsdlmu tplalkozas mellett sem hiznak
(Motter és Ahern 2008), azdddd TRPV1 hianyos egerek azonban tulsulyosak (Wanser €
munkatarsai 2011).

A fajdalomcsillapitdé és gyulladascsokkénthatasunak remélt, szelektiven a
kapszaicinérzékeny é@meuronok nikdodését befolyasold szer kifejlesztésekor alapvet
szempont, hogy a molekula milyen meértékben izgatszdnzitizal, illetve neurotoxikus.
Terapiasan egyarant igéretesnek bizonyulhatnaksekecin receptorat gatlo szerek, valamint
olyan parcialis agonistak is, melyek serkerftatdsa elhanyagolhatd a deszenzitizaciot
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elosidéz hatdshoz képest.66 olyan megkozelitésekkel is egyre gyakrabbanlkiadank,
melyek tamadaspontja valamely mas, a TRPV1 aksait&ozvetve befolydsolé molekula,
példaul a kannabinoid 1 (CB1) receptor.

Csak néhanyat emlitenék a klinikai kiprébalasigitelf TRPV1 antagonistak kozul:
ABT-102 (Abbott), SB-705498 (GSK), AMG-517 (AmgenylK2295 (Merck/Neurogen),
and GRC-6211 (Lilly/Glenmark; Kym és munkatarsai020 Kozulik néhany kiesett a
vizsgalatok korétl nemkivanatos mellékhatasok miatt (az AMG-517 @eldhipertermiat
valthat ki), masok varhatéan hamarosan megjeleshdtareskedelmi forgalomban is (hozza
kell tenni, hogy ehhez hasonlé — és eddig be n§esiiett — joslatokat mar évekkel edtlis
olvashattunk; pl. Rami és Gunthorpe 2004). Az SB4BB hatdanyagu orrspray példaul
allergias rhinitis kezelésében lehet hasznos (Barés munkatarsai 2013), az MK2295
fajdalomcsillapitoként jelenhet meg (Trevisani ealfasi 2010). Azt azért érdemes szefitel
tartani, hogy a hipertermia kockazata minden TRRYtagonista esetén fennall, valamint a
hokliszob csokkenése miatt alkalmazasuk serilésvesiz@that.

A TRPV1 agonistak klinikai felhasznalhatésaga sintntenziven tanulmanyozott
terilet (Ueda és munkatarsai 2013b, Noto €s murdatda009). Az mar a kutatasok kezdetén
kiderilt, hogy a kapszaicin szisztémas adagolashkaatycardia, vérnyoméaseses és fellletes
légzés (Bezold-Jarisch reflex) 1ép fel (SzallasB&smberg 1999), igy lokalisan alkalmazhat6
készitmények (krémek, tapaszok, orrcseppek, itika&@risan adhato oldatok) fejlesztése lett
a ceél. Kulsleg alkalmazhatd kapszaicinkrémek jelenleg is recegkil kaphatoak, bar
kapszaicintartalmuk megleldsen alacsony (Zostrix 0,025% kapszaicintartalommasain
0,075% kapszaicintartalommal). Ezeket az alacsod$o (alatti) kapszaicintartalmu
készitményeket leginkdbb oszteoartritiszes beted@klalmaira, illetve cukorbetegek
periférias neuropatids tineteinek enyhitésére jajande eredményességik nem &e
kapszaicin viszont lényegében csak szoros orvdisgyelet mellett adhaté a kezdeti szinte
elviselhetetlen &gy érzés miatt (Derry és munkatarsai 2013). igy aztdmpszaicin helyett
olyan TRPV1 agonistaktdl varunk megoldast, melyedzdeti aktivalo, majd kébbi
deszenzitizald hatasanak aranya a kapszaicinngekéab. A kdmfor példaul ételjesebben
deszenzitizalla a TRPV1-et, hatasa tovabba kiegéaszTRPA1l gatlasaval (Fajardo és
munkatarsai 2008). A TRPA1 - hasonlbéan a TRPV1-hbpzzajarul a gyulladashoz tarsulo
fajdalom kialakitasahoz, ez lehet a magyarazataarafde jOl ismert, és széles korben
alkalmazott fajdalomcsillapité hatasanak (Xu és katérsai 2005, Fajardo €s munkatarsai
2008).
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Szintetikus TRPV1 agonistakkal (legtobbszor sziktst kapszaicinnel) is egyre
gyakrabban talalkozhatunk. Az Anesiva altal fejtetiz ALGRX-4975 (Adled) iziileti
fajdalmak csokkentésére igéretes szer, a Winstdnorbtories intranazalis készitménye, a
WN1001 (Civamide) klaszter tipusu é€s migrénes jiegfasillapitdsabaninik hatdsosnak,
NGX-4010 (Qutenza) tapaszt HIV férbttek polineuropatiajara tesztelik.

A TRPV1 aktivitAsanak médositasa a CB1 receptaflifehegkodzelitéssel szintén
intenziven tanulmanyozott tertlet. A hatsogyoki glmmok nagy részén TRPV1 és CBl1
receptor is kifejeddik (Agarwal és munkatarsai 2007, Ahluwalia és mataksai 2000,
Amaya és munkatarsai 2006, Binzen és munkatars2t, 2ditrirattanakul és munkatarsai
2006). Mig a TRPV1 aktivalas depolarizaciéval>Ca&ramok megjelenésével jar, addig a
CB1 aktivalas csokkenti a €acsatornak aramait (Caterina és munkatarsai 192k és
Hille 1992, Mackie és munkatarsai 1995, Milins ésnikatarsai 2001, Nagy €s Rang 1999).
Ennek megfelélen, a TRPV1 stimuladlasa fokozza, a CB1l stimuldlagdolja az
intracellularis kalciumkoncentracido novekedésétydtkezményesen a neurotranszmitterek
felszabaditasat a primer éreeuronokban (Milins és munkatarsai 2001, Olah éskaarsai
2001, Oshita és munkatarsai 2005).

A CB1 receptor endogén ligandja, az anandamid jgagoTRPV1-medidlt teljes-sejt
aramokat primer éémeuronokon (Santha és munkatarsai 2010). Hatsogyoki
gangliontenyészeten végzett kobaltfelvétel vizdgala(Mahmud és munkatarsai 2009)
alapjan nagy a valésisege, hogy az anandamid hatasa CB1l-en keresziigwaineg,
hiszen a kannabinoid-mediélt gatlas felfigges#thetit a CB1 antagonista rimonabanttal
(200 nM). Az aktiv CB1 hatdsa a TRPV1-re a gyultm$amediatorokéval (1.1.2.2. fejezet,
“endogén ligandok” rész) ellentétesen képzélmkt Az aktiv CB1 csdkkenti a CAMP szintet,
ezzel gatolja a PKA aktivitast, igy csokken a TRPddzforildlasa, és csokken a TRPV1
aktivitdsa is. Mindez kivalban alatamasztja azt edtéfelezést, hogy az anandamid a
kannabinoid rendszer kodzvetitésével gatolja a TRBWKkifejed, fajdalomérd neuronok
aktivitasat, igy a terapias célbol megndvelt anaridszintnek fajdalomcsillapitd hatasa lehet.

Ezt hasznaljak ki a FAAH inhibitorok alkalmazasaeal endokannabinoid rendszer
aktivitasanak novelésére (és a TRPV1 aktivitasagath) iranyuld térekvések (Cravatt és
Lichtman 2003, Pattipati €s munkatarsai 2010, 3tamwés munkatarsai 2013). Mikdzben a
FAAH farmakologiai gatlasaval sikeresen csoOkkerithat kronikus fajdalom szamos
allatkisérletes modellben (Roques és munkatarsb?)2@ klinikai kiprobalasok eddig nem
sok sikerrel jartak (Huggins és munkatarsai 201R)sikertelenséget magyarazhatja az
anandamid hatasanak koncentracioéfiggése: 1 uM ktattentracioban a CB1 receptoron
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keresztlli neurotranszmitter leadas gatldsa domimady 1 puM folott a TRPV1-medilt
stimulalas kerll étérbe (Morisset és Urban 2001, Nemeth és munkata€€¥B, Engel és
munkatarsai 2011). Tovabb arnyalja a képet, hogpl@gias allapotok modosithatjak az
anandamidhatast. A gyulladasos mediatorok altaliPYRszenzitizalas az anandamid
fokozott stimulalé hatdsat eredményezi a TRPV1Emi§ €s munkatarsai 2004b, Singh
Tahim és munkatarsai 2005). A TRPV1 érzékenyitésszben PKA és PKC Altali
foszforilalds atjan torténik (Premkumar és Aher®@0De Petrocellis és munkatérsai 2001,
Bhave és munkatarsai 2002, 2003), de a PKA és RikGzbtt aktivitasa egyuttal a CB1
receptor valaszkészségét is csokkenti (Garcia akanérsai 1998, Huang és munkatarsai
2002). A TRPV1 és CB1 érzékenyséegéenek novekedeskewle csokkenésével dsszhangban
agy ftinik, hogy az anandamid nem tudja a gatolni a TRR\bialt kationbearamlast
gyulladasos mediatorok jelenlétéelfdfahmud és munkatarsai 2009).
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1.3. Célkitiizések
A C&*-fiiggs médon termelt anandamid TRPV1 aktivalasaval stifjaula primer

érzdneuronokat, a Cafiiggetlen enzimek altal termelt anandamid szerspenban eddig
ismeretlen volt. Ennek megfeten, munkankban a kdvetkezélokat tiztik ki:

- a C&'-fuggetlen anandamidtermelésre alkalmas enzimeknaosithsa és
mikodésének leirdsa patkany hatsdégyoki ganglionjaiteiyésztett primer
érzsneuronokban

- az azonositott Gafliggetlen enzimek &ltal termelt anandamid TRPVkifefezs
sejtekre gyakorolt hatasanak vizsgalata, hiszealtmreredmények arra utalnak,
hogy ez az endokannabinoidként ismert lipid meggildalenthet a fajdalom
csokkentésére, ugyanis az aktivalt CB1 receptdd detast fejt ki a TRPV1-re.
Az azonban tisztazatlan kérdés volt, hogy agdégyes ér@neuronok altal termelt
anandamidnak — a CB1 receptor altal kdzvetitethdaat tul — milyen kdzvetlen
hatdsa van a TRPV1 csatorna aktivitdsara, igy 8ségében hogyan valtoztatja
meg a polimodalis nociceptorok aktivitasat, ingeegiségét.

A TRPV1 és annak splice varidnsai egyutt kiféphze altalaban maddosult
érzékenységet, megvaltozott aktivitast mutatnabradtetramer TRPV1 csatornahoz képest.
Céljaink:

- in vitro “gyulladast utanzé kozeg” hatdsanak vizsgalataR®PW1 ioncsatorna

valaszkészségére

- a TRPV1 és egyik splice variansa, a TRPV1b mRNSfe@grje szintjeinek

vizsgélata “gyulladast utdnzo kézeg” hatasara

- 0Osszeflggés keresése a TRPV1 és a TRPV1b mennyiegaltozdsa és az

ioncsatorna gyulladasos kérilmények hatasara fakigézékenysege kozott
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Kisérleti allatok
A bemutatasra keréilkisérletekben Sprague-Dawley patkanyokat, valawadttipusu

C57BL/6 x129SvJ (WT) és TRPV1(C57BL/6 x129SvJ eredet TRPV1 knock out, KO)
egereket hasznaltunk. Az allatok elaltatdsaban s&eevek kivételében a Guide for the Care
and the Use of Laboratory Animals (US Public He&#rvice, NIH Publication No. 85-23,
1985), és a Committee for Research and Ethicaksssif IASP (Pain, 16: 109-110, 1983)
ajanlasait kovettiik, az alkalmazott protokollokaEayetem Allatetikai Tanacsa jovahagyta.

A Kkisérletekhez 6sszesen 94 him, 80-200 g td@im8grague-Dawley patkanyt,
valamint 5 vad tipusu és 6 TRPV1 KO egeret alddezfah

2.2. Primer érzineuronok tenyésztése
A Kkisérleti allatot izofluran belélegeztetésévelaliattuk, aszeptikus korulmények

kozott a gerinccsatornat teljes hosszaban meghyktoA hatsogyoki ganglionokat az éls
nyaki szegmenét a hatodik lumbalis szegmensig kipreparaltuk, Hafl2 tenyés#bldatba
gyijtottik. A ganglionokat 2000 U/ml IV-es tipusy laalenaz (Worthington Biochemical
Corp., NJ, USA) jelenlétében, 37 °C-on, harom oOka&mesztil emésztettik, majd az
emeészioldat eltavolitasa utan a sejteket trituralassgiregptol szétvalasztottuk. Penicillinnel
(50 IU/ml, Invitrogen), streptomycinnel (5@g/ml, Invitrogen), glutaminnal (1 mM,
Invitrogen), mesterséges szérummal (Ultroser G, BiSepra SA, Franciaorszag) és idegi
ndvekedési faktorral (NGF, 50 ng/ml, Promega, UK)mplementalt Ham'’s F12 tapoldatban,
poly-DL-ornitinnel (Sigma) bevont Uveg félémezeken tenyésztettilk a sejteket 24 vagy 48
oran at. A konfokalis mikroszképon végzett kisé&ilgtez a sejteket poly-DL-ornitinnel
bevont lGivegalju petri-csészéb@nidi GmbH, Martinsried, Németorszag) tenyészietti

2.2.1. Er®neuronok tenyésztése gyulladasos mediatorok jeletdden

Tenyészeteink egy részét a tenyésztés teljgaridma alatt (a tenyésztés kezditét
48 Ora elteltéig) gyulladasos mediatorok jelenlétéb tartottuk. A Ham’'s F12
tenyészioldathoz a mar emlitett szupplementeken kivil 10 prbkztaglandin £t (PGE,
Sigma) és 10 uM bradikinint (BK, Sigma) adtunk.

2.3. Alkalmazott anyagok
Kisérleteinkben a kodvetkézanyagokat alkalmaztuk: NAPE, kapszaicin (500 nM,

Tocris, UK); anandamid (1puM és 3M kozott, Tocris, UK), rimonabant (200 nM, NIH,
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USA), mustérolaj (5QuM, Sigma), ionomycin (UM, Sigma). A NAPE torzsoldatot etanol és
Tocrisolve 1:1 aranyu keverékében, az anandamidsatitatot etanolban, a kapszaicin,
rimonabant, mustarolaj és ionomycin térzsoldatokd¥1SO-ban oldottuk. A DMSO-t

legaldbb 2000-szeresre, az etanolt legalabb 10&@sz higitva alkalmaztuk. Kontroll
kisérleteinkben egyetlen oldészer (az anyagok d&htEs alkalmazott legnagyobb
koncentracidjdban) sem valtott ki valaszt.

2.4. RNS izolalasa
Az RNS izolalasat QIA shredder oszlopok, valamirtiegdsy Mini Kit, RNeasy

Protect Mini Kit vagy RNeasy Plus Mini Kit (QIAGENJK) segitségével végeztik a gyartd

ajanlasai szerint.

2.5. cDNS éatiras és polimeraz lancreakcié (RT-PCR)
Az RNS-Bl tortérs cDNS atirdshoz SuperScript 1| cDNS szintézis raagket

(Invitrogen) hasznaltunk. A reverz transzkripciotovktben a kovetkeZ gének
felsokszorositadsara tervezett primerekkel dolgdztuNAPE-PLD (NM_199381.1),
glicerofoszfodiészter foszfodiészteraz 1 (GDE1, NMIB779.1),a/B-hidrolaz 4 (ABHd4,
NM_001108866.1), protein tirozin foszfataz, nememor tipus 22 (PTPn22,
NM_001106460.1), 1b csoportba tartozé szolubilisszfolipaz A (sPLA2G1b,
NM_031585.1), inozitol 5’ foszfataz (Inpp5, NM_01931), TRPV1 (NM_031982.1) és
haztartasi génként, gliceraldehid-3-foszfat delidraaz (GAPDH, NC_005103). A primerek
szekvenciait (Eurofins MWG Operon, Németorszag), kapcsolédasi (annealing)
hémérsékleteket és a termékek varhatd méretét dlazk foglalja 6ssze.

A cDNS-hez primereket, 1,5 mM Mggedt, 1x Green Go-Taq Reaction puffert
(Promega), 0,2 mM deoxinukleotid mixet (Promega),1625 U Go-Tag DNS polimerazt
(Promega) adtunk, majd 30 (GAPDH esetén csak 28)istin keresztul amplifikaltuk. A
ciklusok 0,5 perc denaturaciobol (95 °C), 1 perkdbedéskdl (a 2. tdblazatban szerépl
hémérseékleten), valamint 1 perc végslongéciobdl (72 °C) élltak, melyek kivitelezése
thermal cycler-ben tortént (Eppendorf-Mastercy&lersonal, Eppendorf, UK).

A TRPV1/TRPV1b cDNS amplifikélasa éttkissé eltéd kdozegben tortént: 1,5 mM
MgCl,, 5 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0,2 mM deoxinukleotidixés 1,25 U Go-Taq Flexi
DNA polimeraz (Promega, UK) jelenlétében, 8.3 ptéiéen.

A PCR termékeket 2% agar0z geélen elektroforézikg@nitettilk el, és etidium-

bromiddal tettik lathatova.
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hémérséklet | a termék varhaté

enzim szekvencia (OC) mérete (bp)

GDEL F: TGCAGAAGGATTTTGTCTCC 57 298
R: TTGGGGTAAAACTGTGGCTA

ABHd4 F: CAAAGCCATGATGGAGTCCT 57 244
R: GATCTCCTCCACCACAGCAT

PTPN22 F: CATTGAAGACCCCAGGAAAA 61 202
R: CAAGTTGATGGTGGGTTCCT

F:ACTGCTACAATCAGGCCAAG
SPLA2GL R: GTGCGGTGCAGAAATAAGAC >7 292

- F: TACACACCTCTCACCCACCCA - T60
PP R: GCTGGTGAGGTTCTTCAAGC

F: TGGAGGTGGCAGATAACACA
TRPVL R: CCTTCCACAGGCCGATAGTA >9 5007325

F: ACCCATCACCATCTTCCA
GAPDH 57 80
R: CATCACGCCACAGCTTTCC 3

2. tébldzat. A RT-PCR soradn alkalmazott primerek forward (F) és reverz (R)
szekvenciai, kapcsoldédasi émérsékletek és a termékek varhatd mérete. GDEI.:
glicerofoszfodiészter foszfodiészteraz 1, ABHadp-hidrolaz 4, PTPn22: protein tirozin
foszfataz nem-receptor tipus 22, sPLAG1b: 1b cgsbporartozé szolubilis foszfolipaz -A
Inpp5: inozitol 5’ foszfatdz, GAPDH: gliceraldehBdfoszfat dehidrogenaz

2.5.1. Patkany TRPV1b szekvenalasa

Az RT-PCR termékeket elektroforézist kitext az agar6z geélr QlAquick Gel
extrakcio kit (Qiagen, UK) és mikrocentrifuga segiével a gyarté ajanldsa szerint
kinyertik. A szekvenalast ABI Prism automata szei@e rendszerben (Applied Biosystems
3100 16-capillary Genetic analyzer, Japan) éz&tg RT-PCR-hoz is hasznalt primerekkel
végeztik (2. tAblazat).

2.6. Immuncitokémia
A kitapadt sejteket PBS-ben mostuk, majd 0,1 M BBS- oldott 4%

paraformaldehiddel fixaltuk (pH 7,4). Permeabilésil (0,3% Triton-X 100), és blokkolast
(10% normal szamar szérum) késeh a sejteket a primer antitestekkel 4 °C-on, ¢gga&an
at inkubaltuk, masnap a jeleket szekunder antkkstevizualizaltuk (a primer és szekunder
antitestek listdja, alkalmazasanak részletei aaBlatatban kerlltek Osszefoglalasra). A
sejtmagokat DAPI-val jel6ltik (Vector Laboratoried)K). A sejteket Leica DMR
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fluoreszcencias mikroszképpal vizsgaltuk, a sefteklamamatsu CCD kamera segitségével,

QWIN szoftvercsomag (Leica, UK) alkalmazésaval éebleket készitettiink.

GDE1 Santa Cruz 1:500 AF-568 DAR IgG 1:1000
ABHd4 Santa Cruz 1:200 AF-568 DAG IgG 1:3000
PTPN22 ProteinTech Group 1:500 AF-568 DAR IgG Qa0
sPLA2G1b Millipore 1:150 AF-568 DAM IgG 1:1000
Inpp5 Santa Cruz 1:150 AF-568 DAM IgG 1:1000
TRPV1 Neuromics 1:2000 AF-488 DAGP IgG 1:10000
TRPV1 A. Avelino 1:2000 AF-488 DAR IgG 1:10000
NeuN Millipore 1:1000 AF-488 DAM IgG 1:1000

3. tdblazat. Az immuncitokémia soran alkalmazott edédleges és masodlagos antitests

gyartdja, tipusa és a higitasukAF-568: Alexa Fluor 568, AF-488: Alexa Fluor 48BAR:

nydl IgG ellen szamérban termeltetett antitBAG: kecske IgG ellen szamérban termelte
antitest, DAM: egér IgG ellen szamarban termeltetett antitBstGP: tengerimalac IgG elle

szamarban termeltetett antitest

nk

tett
n

2.7. Western blot
A sejteket proteaz inhibitor koktéllal (Sigma) splgmentéalt NP40 sejtlizis pufferben

(Invitrogen), jégen homogenizaltuk, a fehérjék meinbol tortéd preparalasadhoz pedig

ProteoJET™

Membrane Protein Extraction Kitet

(Fertags, Burlington,

Canada)

hasznaltunk. A fehérjetartalmat BCA Protein Assaagenssel (Pierce Biotechnology, IL,
USA) hataroztuk meg.
A fehérjéket négyszeres koncentracioju NUPAGE LDS8epben (Invitrogen) 70 °C-

on, 10 percig denaturaltuk, aztan NUPAGE Novex %1Bis-Tris gélen (Invitrogen)

frakcionaltuk, majd iBlot® Dry Blotting System (litvxogen) alkalmazasaval PVDF

membranra blottoltuk.
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5% tejporban tortéh blokkolast koveien a membranokat a primer antitestekkel
inkubaltuk TRPV1 ellen kecskében termeltetett golildlis antitesttel (Santa Cruz, San
Diego, CA), 1:200 higitdsban, szobatersékleten, 2 6rdn at. A vizualizalashoz torma
peroxiddzzal konjugdlt, kecske IgG ellen szamérbameltetett masodlagos antitestet
(1:10000, Santa Cruz) és Western blotting lumiaabenst (Santa Cruz, UK) hasznaltunk. Az
Ujabb antitest-jel6lés (nyulban termeltetett gnéktin, loading kontrollként, 1:1000, Cell
Signaling, MA, USA) edtt a membranokat 0,5% Tween-20-szal (pH 3,0) kizigets 0,2 M
glicin ,stripping” pufferrel letisztitottuk (,stripeltiik”). A képeket a Syngene GeneTools
szoftverével analizaltuk.

2.8. Anandamidfelszabadulas vizsgalata
A tenyeészeteket kétszer mostdBSS-HEPES pufferben (mmol/l: NaCl 111, KCI 3,

MgCl, 0,49, CaCJ 1,27, glikéz 5,5, MgS£0,4, KH,PO, 0,44, NaHPQ, 0,33, HEPES 10,
100 nM MAFP, pH 7,4), majd 5 percig inkubaltuk HBE&EPES pufferben, vagy HBSS-
HEPES pufferben oldott Tocrisolve-ban (Tocris; 1%);4-NAPE-ben (30 nM, 100 nM, 300
nM, 1 uM, 3 uM, 10 uM, 30 uM, 100 uM), vagy kapsraben (100 nM). Néhany kisérletet
CaCb hianyaban és 10 mM etilaglikol-tetraecetsav (EGTA, Sigma) hozzdadaséaval
végeztink. Minden mosés és inkubacio 37 °C-on rfyrtkivéeve, ahol az eredmények
fejezetben kilon jeleztik a szolbamérsékletet.

A fellliszokat ezutan jégen jottiik, ahonnan a lipidek vagy azonnal extrakciora
kerlltek, vagy tovabbi felhasznélasig a felllusz6k&0 °C-on tartottuk. A fellliszo
eltavolitdsat kovéen a sejteket azonnal felkapartuk, majd jéghidejlizes pufferbe
helyeztiik, BCA Protein Assay Reagens segitégévgntifehérjemeghatarozas céljabal.

Néhany kisérletben csak az adottéledhezen tenyésztett sejtek 10%-at hasznaltuk
fehérjemeghatarozashoz, 90%-ot metanolban tarolmrdnandamid kimutatasahoz.

Kontrollként HBSS-HEPES pufferben oldott 100 uM£2B0IAPE anandamidtartalmat
meértik meg szob#&mérsékleten vagy 37 °C-on torééns percdl 5 oOraig terjed allast
koveben.

2.9. Az anandamid mennyiségi meghatarozasa
Az anandamid jelenlétét a felliluszOban oként vékonyréteg kromatogréafiaval

mutattuk ki. Ehhez két patkanybdl szarmazo 12ledeznyi (6 kontroll, és 6 1060M 20:4-
NAPE-pel kezelt) sejttenyészet feluliszojabol dxdituk a lipideket etilacetattal. Az
etilacetatot ezutan folyamatos ,-Bramoltatas alatt elparologtattuk, majd a lipideke
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acetonitrilben feloldottuk. A mintakat TLC szilikgélen (60 F254; Merck, UK) valasztottuk
el. A mozgé fazis kloroform, etanol és viz 70:2@rdnyu keveréke volt. A lipideket kalium-
permanganattal vizualizaltuk.

Vizsgdlataink legkritikusabb, legnehezebben megitiétd Iépése a véllien
nanogrammnyi mennyiségben terfd#l anandamid mennyiségi meghatarozdsa. Harom
olyan laborral sikerllt munkakapcsolatot teremténi@nol némileg kilonbd&maodszerekkel
ugyan, de képesek voltak a mérések kivitelezésArekilonb6zd laborokbdl kapott
eredmények O6sszeveths€gének ellefrzése érdekében a kisérletek egy résizébarmazo
mintakat a harom labor ismételten vizsgalta, arldsgk tobbségéhez azonban egy labor (egy
mérési modszere) tartozik. Az eredmények fejezethenadott kisérleteknél igy mindig
jeleztik, hogy azt éppen melyik médszerrel (,A”,",,BC” protokoll) mértek.

2.9.1. ,A” protokoll

Etilacetatos extrakciot, Nes beparlast, majd acetonitrilben toétémisszaoldast
kovetben az anandamid mennyiségének meghatarozasa ghranaljesitméniy
folyadékkromatografia-tandem elektrospray tomegspatetria (UHPLC-ESI-MS/MS)
maodszerrel tortént Acquity UPLC BEH;£32,1 x 30 mm) oszlopon (Waters, UK) és Acquity
UPLC BEH Gg VanGuard ditétoszlopon (Waters, UK). A kolonnatéérhérséklete 60C
volt a mérések soran az alkalmazott Shimadzu Nex##LC (Shimadzu Scientific
Instruments, Japan) készuléken. A mozgo fazis A%0Ohangyasavat tartalmazo viz) és B
(0,1% hangyasavat tartalmazo6 acetonitril) kompob@réllt, a kovetke# gradiens program
szerint: a 0. percben 2% B; 1,8 perctol 2,3 peB5§o B; 2,31 percnél 2% B, majd a 3.
percnél 2% B. A mintatér dmérséklete 4°C volt a mérések soran. A vegylleteket (a
kromatogréafia soran elvalasztandd anyagokat) tandksktrospray témegspektrometriaval
detektaltak pozitiv ion modban (API 4000, ABSci©d, USA), MRM mddban (t6bbszoros
reakciomonitorozas) m/z 348,5>62,0 ésm/z 348,5>91,052 atmeneteken az anandamid,
valamint m/z 260,420>116,200 atmeneten propranolol esetén, andigl$ standardként
alkalmaztak. Az anandamidkoncentracidkat adostandardra (Analyst 1.5.1, ABSciex) adott
relativ valaszokbdl szadmoltak.

2.9.2. ,B” protokoll

A fellliszo6 lipidjeit szilard fazisa extrakciovalyerték ki. A fellluszékhoz,
pufferekhez és sejtmentes kontrollokhoz okta-daittemandamidot (2,5 pmol/ml, Cayman
Chemicals) adtak, és kondicionalt Oasis HLB (13€cmg) oszlopokra (Waters) vitték fel. Az
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oszlopokat 40% metanollal mostak, majd 1 ml acétidial (Fisher Scientific, UK) eluéltak a
mintédkat. Az eluatumokat beparlas utan @O0 acetonitrilben vették fel. Az anandamid
mennyiségi meghatarozdsat UHPLC-ESI-MS/MS modsizeégezték Acquity UPLC BEH
Ci5 (2,1 x 50 mm) oszlopon (Waters), 4G-on, Acquity UHPLC rendszeren (Waters). A
mozgo fazis A (0,1% hangyasavat és 5% acetoniaitalmazé 2 mM ammaonium-acetat
vizes oldata) és B (0,1% hangyasavat tartalmaztoritel) komponensbl allt, a kovetke#
gradiens program szerint: az&I3,5 percben 20% B; 2,5 peftB,5 percig 100% B; majd a
4. percre visszacsokkentve 20% B-re. A mintatadcett végig 4°C-on tartottak. A
vegylleteket elektrospray ionizacidés témegspekttdénal detektaltak pozitiv ion médban
(Quattro Premier tandem mass spectrometer, WatdvbgM maodban (t6bbszo6rds
reakcibmonitorozasin/z 348,25>61,85 atmeneten anandamidmés356,4>63,0 atmeneten
okta-deuteralt anandamid esetén, melyet doatmndardként alkalmaztak. Az anandamid
koncentracidkat a beélstandardra (Quanlynx, Waters) adott relativ vaklsal szamoltak.

2.9.3. ,C” protokoll

A sejtek és a felliluszo egylttes anandamidtartaamérésére alkalmazott médszer.
A mintakat azonos térfogatu kloroform/metanol l:xangl keverékében 5 pmol okta-
deuteralt anandamiddal (Cayman Chemicals) kezei@lg egy percig ultrahangos figtzen
szonikaltdk. A vizes fazist azonos térfogatu klorofmal kétszer extrahaltak. Harom
0sszegyjtott szerves fazist liofilizaltak, mini szilika ppokon tisztitottdk. Az anandamidot
tartalmazo szilika oszlop frakcidkat folyadék krdografia/légkori nyomasa kémiai ionizald
tandem tomegspektrometriai (APCI-LC/MS/MS) moédszlerelemezték. A mérést SIM
modban (egy kivalasztott ion monitorozasa), 356348 m/z értekeken (rendre deuteralt
anandamid, illetve anandamid) Shimadzu LCMS-202&dqupole MS-hez kotott Shimadzu
HPLC készulékkel (LC-10ADVP) Shimadzu Scientifisfruments) végezteék.

2.10. Kobalt akkumulacio vizsgalata
A feddlemezre letapadt sejteket ,A” pufferben (mmol/l:&b7,5, KCI 5, MgCi 2,

HEPES 10, glikéz 12, szachardz 139, pH 7.4) mosha#yd kobalt-felvétel pufferben (,A”
puffer 5 mM CoCj-dal) oldott 20:4-NAPE-pel (100 nM, 1 puM, 10 pM,A@M) vagy
kapszaicinnel (500 nM) inkubdltuk 5 percig 37 °C-aArkontroll kobalt-felvétel puffer egyéb
vegyszert nem tartalmazott. A TRPV1 szerepénekgéizsakor a TRPV1 antagonista
kapszazepin (5 uM), a CB1 szerepének vizsgalawmkiB1 antagonista rimonabant (200 nM)

jelenlétében inkubaltuk a sejteket a kezelést ndefedét percben, illetve a vizsgalt agonista
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a kezelés teljes édartama alatt (tovabbi 5 perc) jelen volt a kolfeltétel pufferben. A
sejtekbe felvett kobaltbol 2,598-merkaptoetanollal (Sigma) csapadékot képeztink. A
sejteket 70% etanolban fixaltuk, végul a dkxinezeket glicerollal fedve targylemezre
forditottuk. Leica fénymikroszk6phoz kapcsolt sz#mépen QWin programcsomag (Leica)
alkalmazasaval felvételeket készitettlink, melyekedblemezenként legaldbb 100 sejtet
véletlenszdien kivalasztva az atlagos szinintenzitdst Imageagrammal (NIH, USA)
elemeztik.

2.11. Fluoreszcens Cakoncentraciomérés
A sejtek kalciumhomeosztazisanak vizsgalatara kéiordszcens modszert

alkalmaztunk. A kisérleteket részben Fura-2 aceteklészterrel (Fura-2 AM, SuM;
Molecular Probes, OR, USA) tolt6tt sejteken PTIANJ, USA) rendszeren, részben Fluo-4
acetoximetilészterrel (Fluo-4 AM, 10M) toltott sejteken Zeiss LSM 5 LIVE konfokalis
mikroszkopon végeztik.

2.11.1. Fluoreszcens Cakoncentraciomérés egyedi sejteken

A sejteket 2 mM probenecid (Molecular Probes) jE&ben, 37 °C-on, 60 percig
inkubaltuk 5uM Fura-2 AM-et tartalmazé HEPES-pufferelt sooldatijanmol/l): NaCl, 122;
KClI, 3,3; CaC}, 1,3; MgSQ, 0,4; KHLPQ, 1,2; HEPES, 25; glukéz, 10; pH 7,3. A festékkel
feltoltodott  sejteket tartalmazo targylemezt perfazidés kédbrogzitettik, a kadat
folyamatosan kufs oldattal (mmol/l: NaCl 160; KCI 2,5; CagLll; MgCL 2; HEPES 10;
glikéz 10; pH 7,3) aramoltattuk (2 ml/min, Warnastrument Corp., UK). A kovetkéz
tesztoldatokat manudlisan adagoltuk a sejtekre4d-R&PE (50 uM), kapszaicin (1uM),
anandamid (3QuM) mustarolaj (50uM; Sigma) és KCI (50 mM). A tesztoldatokat 30-90
masodpercig hagytuk a sejtek kérnyezetében, mijdsé oldat ataramoltatasaval kimostuk.
A TRPV1 szerepének vizsgalatakor a TRPV1 antagarksipszazepin (5 uM), a CB1
szerepének vizsgalatakor a CB1 antagonista rimonngB@0 nM) jelenlétében inkubaltuk a
sejteket a 20:4-NAPE és kapszazepin, 20:4-NAPEirdenabant, valamint kapszaicin és
kapszazepin, kapszaicin €s rimonabant kezeléstlimgeé0 masodpercben. Kizarolag KCI-
erzekeny sejteket értékeltlink, valamintdiednezenként csak egy latoteret. Néhany kisérlet
végen ionomicint (mM, Sigma) is adagoltunk. A mérések soran a sejt@Re€C-on tartottuk,
kivéeve azokban az esetekben, ahol kifejezettetneehsekletklilonbségek hatasat vizsgaltuk.
Ezeket az Eredmények fejezetben jeleztiik.
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A mérés alapelve, hogy a €@t kétott Fura-2 AM abszorpciés maximuma eltér a
Cd*-ot nem kotott festékat, igy a két kiilonbés abszorpciés maximumnak (340 és 380 nm)
megfeleb hulldAmhosszon gerjesztve a sejteket, a két hulbdsaon vald gerjesztést ko§en
emittélt fluoreszcens fény intenzitasanak hanydaasR = F340/~380) az intracellularis
Cd*-koncentracié kiszamolhaté (Grynkiewicz és munisatarl985). A sejtekbe juttatott
festék 340 és 380 nm hullamhosszusagok kozottkedtagerjesztését a Photon Technology
International (PTI) Delta ScAfl ketiss monokromatoros berendezése biztositotta (Delta
Scad™, Photon Technology International, New Brunswickl, NSA). Az emittalt fényt 510
nm-en detektaltuk. A jeleket 1 Hz gyakorisaggalisegaltuk. A hattérfluoreszcenciat a
targylemezek sejtmentes helyein mértik, ezt a progautomatikusan levonta a meért
fluoreszcenciaértékekb A regisztratumokat szamitdégéppel rogzitettikadgeMaster 5.0
programmal (PTI) értékeltik.

2.11.2. Fluoreszcens CGakoncentraciomérés konfokalis mikroszképpal

A poly-DL-ornitinnel bevont lvegalju petri-cséseeltenyésztett sejteket 37 °C-on
inkubaltuk 10uM Fluo-4 AM-et tartalmazé Ham's F12 tenyé&satlatban, amit 60 perc
elteltével a kovetkdy 6sszetétdl kilsd oldatra cseréltink (mmol/l): NaCl 160; KCI 2,5;
CaCh 1; MgCh 2; HEPES 10; glukéz 10; pH 7,3. A tesztoldatok#®:4-NAPE 50uM,
kapszaicin JuM és KCI 50 mM), valamint az antagonistakat (kagspén 5 uM, rimonabant
200 nM) az &z6 pontban (2.12.2.) részletezettekhez hasonl6ancitdiga sejteket 37 °C-
on vagy szobalmérsékleten tartva.

Az intracellularis kalciumkoncentracié valtozdsamalé fluoreszcenciaintenzitas
valtozasokat Zeiss LSM 5 LIVE konfokalis mikroszlap kovettik.

2.12. Arammérés
Axopatch 200B disits és Digidata 1200 jelatalakitd (Molecular Devicé$K)

segitségével fesziltség-clamp korulmények kozdjgstsejt aramokat mértink 15-30 um
atmenji tenyésztett efimeuronokon. A pipettakat (4-6 @) boroszilikat Gvegkapillarisbol
haztuk DMZ pipetta-huzén (DMZ, Németorszag), é®adtked Osszetétdl oldattal toltottik
fel (mmol/l): NaCl 5, KCI 150, MgGl 2, HEPES 10, EGTA 1; pH 7.4. A kidlsoldat
Osszetétele a kovetkeézolt (mmol/l): NaCl 150, KCI 5, MgGl 2, CaC} 2, HEPES 10,
glikoz 10; pH 7,4. A méréseket 37 °C-on végeztilszAreket egy 0,5 mm bélatmeésji
miianyag csovon keresztll adagoltuk a &lUtddathoz, kb. 100 um tavolsagra a vizsgalt
sejtol.
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A szamitdgépes vezérléshez és adgtgshez pClamp 8.0 szoftvert (Molecular
Devices, USA) alkalmaztunk, 1 kHz adaiggsi frekvenciaval és 5 kHz &2ssel. A
kisérletek soran a sejteket -60 mV-o0s tartopotémuitartottuk.

A sejteket akkor tekintetik anandamidra vagy kaipsmr® érzékenynek, ha a szer
adagolasaval egyidédgg az aram valtozasa meghaladta az 50 pA-t.

2.13. Statisztikai médszerek
Az ismételt kisérletekid szarmazd adatokat atlagoltuk. Az atlagok kozotti

kulonbségeket Student-féle t-probaval, egytéfigezagy tobbtényéis varianciaelemzeéssel
(ANOVA) hasonlitottuk 6ssze. Amikor az ANOVA a csofpk inhomogenitasat mutatta, a
csoportok kilénbdiségét paronként Fisher-féle egzakt teszttel viasgaheg. A kiulonféle
szerek adagolasara valaszolé6 neuronok aranyat émziriiisher-féle egzakt teszttel
hasonlitottuk 6ssze. A bemutatasra k&rdatoknal atlagtstandard hiba értékeket tintettiink
fel. A kulonbséget p<0,05 értéknél tekintettilkgerikansnak. Az n értékek az esetszamokat
(tenyészetek szama western blot, immuncitokémiaan@amidfelszabadulas, kobalt
akkumulécié és qPCR esetén, latéterek szani&komcentraciomérések, végiil sejtek szama
arammérés és &akoncentraciomérések esetén) jelentik. Minden edgagészet egyetlen
allat ganglionjaibdl készlt.
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3. Eredmények

3.1. Anandamid termebdik primer érz 6neuronokban

3.1.1. A primer érzneuronok tébb anandamidszintetizadl6 utvonallal
rendelkeznek

Patkany hatsogyoki ganglionokbdl tenyésztett prim&azneuronok RT-PCR
vizsgalata azt mutatta, hogy minden olyan enzimjgggelen van a sejtekben, amelynek
szerepe ismert az aciletanolaminok, koztik az aaramdl szintézisében (7A abra). A
termékek mérete jOl korrelalt a vart méretekkel.nkigségik valtozé volt, legtdbbnek a
GDEL1 expressziojat talaltuk, legalacsonyabbnak Rri22-é bizonyult (7A abra).

Kovetked I|épésben az enzimek expressziojat immuncitokémmabdszerrel
vizsgaltuk. Az érgneuronok szubpopulaciéin ABHd4, GDEL, Inpp5 és PPiejeddik ki
(7B abra). Neuronalis markerrel (NeuN) egyutt fesazt talaltuk, hogy mig az Inpp5 és a
PTPn22 csak idegsejteken van jelen, addig a GDEdzéaBHd4 kilénféle nem-neuralis

Inpp5 PTPn22

sejteken is megtalalhato (7B 4bra).

A

ABHd4
% © & Vq’ <2°
L Q’ Oo \(\Q gv é\ Ov
1000 bp—
500 bp—
300 bp= — -

100 bp—

7. 4dbra. A Cd&'-fuggetlen anandamidtermeé Gtvonalak enzimjeinek kifejedése
tenyésztett érdneuronokban (A) Reprezentativ kép a polimeraz lancreakcié gélen
megjelent termékedt. Az “L” a létrat jeldli. A termékek a DRG tenyésthol izolalt teljes
RNS reverz transzkripcidja sordn kapott cDNS-re cHBip&is primerek segitségével
felsokszorozott DNS szakaszok. Bar mind az 6t is@dr'-fiiggetlen, anandamid termelésére
alkalmas enzim mRNS-e jelen van azé@euronokban, mennyiséguk valtozd. Legnagypbb
mennyiségben a GDE1 mRNS-ét tudtuk kimutatni, Eggdnyabb szitihek PTPn22
bizonyult. (B) Reprezentativ kepek a “G#iiggetlen anandamidterntelenzimek ellen
termeltetett antitestekkel (piros), €s a neuronogpecifikusan felismér NeuN (zold)
antitesttel jelolt érgneuronokrél. A DAPI (kék) a sejtmagokat jeldli. ABHdA4, GDEL,
Inpp5 és PTPn22 elleni antitestek specifikus jeldtak a sejtek egy-egy alcsoportjan, a
SPLA2G1b elleni antitesttel azonban nem j&diék neuronok. A GDE1 és az ABHd4 elleni
antitestek a neuronokon kivil néhany nem-ideghegjis kobdtek. A skala 2um-nek felel
meg.
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A sPLA2G1b elleni antitest nem jel6lt neuronokateayészetben, annak ellenére,
hogy az antitest a pozitiv kontrollként alkalmazo#tsnyalmirigy metszeten a vart jeldlést

eredményezte.

3.1.2. A NAPE anandamidtermelést indukal a tenyésett érzéneuronokban

Miutan tobb olyan enzim jelenlétét kimutattuk azé@euronokban, melyeér tudjuk,
hogy szerepet jatszhatnak az anandamid szintémiséhegvizsgaltuk, hogy ténylegesen
betdltik-e ezt a szerepet, azaz termelnek-e anaddam patkany hatségyoki ganglionokbdl
készilt tenyészetekben. Az dsszes ismert, anandaszhtetizald atvonal k6zos szubsztratja
a 20:4-NAPE (3. abra; Leung és munkatarsai 200808iés Cravatt 2008, 2010, Liu és
munkatarsai 2006, 2008, Okamoto és munkatarsai, 2004 és munkatarsai 2004, Ueda és
munkatarsai 2013). Feltételeztiik, hogy amennyibersefiek funkcionalis enzimekkel
rendelkeznek, exogén 20:4-NAPE adasakor anandaroigioak termelni. Eislépésben ezt a
feltételezett anandamidtermelést eflerntiik vékonyréteg kromatografiaval. A tenyészdtein
feltluszdéiban 5 percig tartd 100 uM 20:4-NAPE késehatasara anandamid jelent meg (8.
abra). Az anandamidon kivil egy masik lipid is neégpt a kromatogramon, mebyr
migracioja és nagy mennyisége alapjan ugy gondotjagy maga a 20:4-NAPE.

Anandamid kialakulasat koven egy sor mas lipid terntelhet, koztuk 18:1
lizofoszfatidsav (18:1-LPA), melynek endovanilloiilajdonsdgara nemrég derilt fény
(Nieto-Posadas és munkatarsai 2011). Vékonyrétegnatografiaval azonban nem talaltunk
18:1-LPA-t sem a kezelt, sem a kezeletlen sejtékifeziban.

A kiulonboa kordlmeények kozotti 20:4-NAPE kezelések okoztanal@enidtermelés
mennyiségi meghatarozasastelmeg kellett bizonyosodnunk arrél, hogy az anamdat
valéban a tenyésztett idegsejtek termelik, nemgpdsztan az oldatban spontan végbd&men
reakciorél van sz6 (melgt irodalmi adat sajnos nem A&llt rendelkezésre). ezhh
szobalbmeérséklet, valamint 37 °C-os, sejtmentes pufferben tartétti®O puM 20:4-NAPE-
et, és idnként megmeértik, keletkezett-e a pufferben anandlai@sekély mennyiséget
sikertlt ugyan a sejtmentes pufférlkimutatni, de még a legmagasabb koncentracié is
mintegy Otvened része volt annak, amit sejtek Kemdlor mértiink. A sejtmentes pufferben
mért anandamid mennyisége mellesleg nem mutatstetigggést sem ameérséklettel, sem
a 20:4-NAPE pufferben tartasanalétartamaval (legmagasabb koncentraciot [0,15 ngéml]
perc elteltével mértlink, 37 °C-on, legalacsonyaflh@®3 ng/ml] 2,5 6ra utan, szintén 37 °C-

on).
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Egymastol flggetlen kisérletekben, két kulorbdmodszerrel mérve ésitettik meg a
vékonyréteg kromatografia eredményét: 5 percight&@7 °C-on tortéfy 100 uM 20:4-NAPE
kezelés szignifikAns anandamidtartalom ndvekediEst €b a sejttenyészetek fellliszoiban.
Az “A” protokoll szerint mérve a feliliszé anandatairtalma 0,02+0,001 ng/méir
(0,04+0,04 ng/mg protein) 9,6+2,6 ng/ml-re (12,55tHg/mg protein) étt (n=3). A sejtek
kezelése 20:4-NAPE nélkili kontroll oldattal (Tewive) nem valtoztatott az anandamid
mennyiségén (0,006+0,004 ng/ml, fehérjemennyisggrmalizalva 0,01+0,01 ng/mg; n=3).

A “B” protokoll alapjan mérve 100 pM 20:4-NAPE kéze a méréshatar alatti
ertéksl 13,26x4,4 ng/mg protein értékre novelte az anamdakoncentraciojat 37 °C-on
(n=4; 8A abra), mig szobaémérseékleten ez az anandamidtedés egy nagysagrenddel
kisebb volt (8B abra). A 20:4-NAPE altal indukaitaandamidtermelés koncentraciofidggk
bizonyult (“A” protokoll, 8C abra). A legalacsonyal20:4-NAPE koncentracid, amely mar
szignifikans anandamidtermelést okozotf,M volt.

A B C D

* * * * *

i 14 |
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N A OO 0
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0
-8-7-6-5-4 NAPE - + - +
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8. abra. 20:4-NAPE adagoléssal kivaltott Ca-fliggetlen anandamidtermelés tenyésztett
primer érzéneuronokban. (A) 5 percen keresztul, 37°C-on, 100 pM 20:4-NAPE
jelenlétében (NAPE) inkubalva a DRG tenyészeteteléldisz6 anandamidkoncentracioja
szignifikansan & a 20:4-NAPE-t nem tartalmazo kontroll oldatban (&)térd inkubalashoz
képest. A mennyiségi meghatarozast lipidextrakcidvetten UHPLC-ESI-MS/MS
modszerrel végezték (“B” protokoll, n=4}B) 5 percen keresztil, 100 uM 20:4-NAPE
jelenlétében (NAPE) inkubalva a DRG tenyészeteteléldisz6 anandamidkoncentracioja
szobalbimeérsékleten is szignifikansalh a 20:4-NAPE-t nem tartalmazo kontroll oldatban (K)
tortérd inkubalashoz képest (n=3). (C) A DRG tenyészet@Kk-NAPE-inkubalasa 30 nM és
100 pM Kkozotti  koncentricidtartomanyban koncengféigigoen emeli a felllisz¢
anandamidtartalmat (n=3 minden mérési ponton). ADRalciummegvonas nem valtoztatja
meg sem a bazalis, sem a 100 pM 20:4-NAPE hatasaragnoévekedett
anandamidkoncentraciét (n=3 minden mérési pont@zjgnifikans eltérés).
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3.1.3. A NAPE altal indukalt anandamidszintézis katiumfliggése

Az anandamid Ca-fiiggs és C&'-fiiggetlen Gtvonalakon is szintetizal6dik (Leung és
munkatarsai 2006, Simon és Cravatt 2008, 2010ekimunkatarsai 2006, 2008, Okamoto és
munkatarsai 2004, Sun és munkatarsai 2004, Uedaugkatarsai 2013). Annak elddntésére,
hogy a 20:4-NAPE CAfiiggs vagy C&'-fliggetlen Gtvonalakat aktival-e, €gelenlétében
és C4" hianyaban is kezeltilk a sejteket 100 uM 20:4-NARE-Onmagaban a €3elenléte
nem befolyasolta a fellliszé anandamidkoncentrdic{égndre 0,62+0,4 ng/mg protein; n=3,
és 0,98+0,1 ng/mg protein; n=3; 8D abra). 100 uM420APE kezelés szignifikdnsan,
egyenb mértékben novelte az anandamidkoncentraciét {@tenlétében (9,57+2,6 ng/mg
protein; n=3) és annak hianyaban is (11,47+0,9 ggirotein; n=3; 8D abra).

Az, hogy a 20:4-NAPE hatasara’Caianyaban is ugyanannyi anandamid tetiuii
mint C&* jelenlétében, megléperedmény, hiszen ismert, hogy a tenyésztetinéuronok
egy része, tobbek kozott a nociceptiv sejtek kép&s#'-fiiggs anandamidszintézisre (van
der Stelt és munkatarsai 2005). Edereésként, hogy a mi tenyészeteink is mutatjak ezt a
tulajdonsagot, a sejtekre 5 percig 100 nM kapsateilagoltunk, mely TRPV1 csatornakon
keresztil C& influxot hoz létre a nociceptiv sejtek tobbségélb@aterina és munkatarsai
1997, Nagy és Rang 1999, Wood és munkatarsai 198&ppszaicinkezelés 0,13 ng/mg
proteinre emelte a felllisz6 anandamidtartalmét2)n=amely ugyan szamottésn
alacsonyabb, mint ami 20:4-NAPE hatdsara mértae alatdmasztja, hogy legalabb néhany
nociceptiv sejt Cd-fliggden termel anandamidot.

3.1.4. A termelt anandamid egy része a sejtekben mnzal

Felmerilt a kérdés, hogy a sejtekben termelt aaraidikikeril-e teljes egészében az
extracellularis térbe, azaz a felliluszéban a tégemelt mennyiséget hatarozzuk-e meg. A
kérdés tisztazdsara a ,C” protokoll alkalmazasasiakezdtik az anandamid mennyiségi
meghatarozasat sejteklis (a tovabbiakban a fellluszon kivil a tenyésagtieinek 90%-at
is erre hasznaltuk, a maradék 10%-ot az dsszegjdehdennyiségének megallapitasara
tartottuk fenn). A sejtek és a fellilisz6 6sszemdamidkoncentracioja 0,09 ng/mg protéinr
100 uM 20:4-NAPE hatasara 28,03 ng/mg proteinre (n=&.nEz a csak fellluszobal
kimutatott mennyiség nagyjabdl haromszorosa, amedgszeibben azzal magyarazhato,
hogy a sejtek altal termelt anandamid kétharmapierskeltl marad.

Mindezen eredmények azt bizonyitjak, hogy a terngéiszérdneuronok egy
szubpopulacioja 20:4-NAPE jelenlétében anandamidohel. Munkank tovabbi részében
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arra igyekeztiink valaszt kapni, hogy a termelt daaridnak milyen hatdsai vannak egyik
fontosnak tartott célpontjara, a TRPV1 receptorra.

3.2. A NAPE stimulalja az elédleges érdneuronokat

3.2.1. NAPE jelenlétében kobalt akkumulalédik a tepésztett éréineuronokban

Ismert, hogy érineuronokon a TRPV1 receptorok stimulalasa exogé@maamiddal
kobalt akkumulaciot eredményez (Sathianathan éskatarsai 2003, Singh-Tahim és
munkatarsai 2005, Mahmud és munkatarsai 2009).wtkeézekben megvizsgaltuk, hogy az
endogén anandamidnak is van-e ilyen hatasa.

Kobaltot tartalmaz6 kontroll pufferben a neuronok9+3%-a mutatott kobalt
jelolédést (9A abra, n=10). Kapszaicin (500 nM) hatasareobalttal jel6lt sejtek aranya
szignifikansan étt (37,5+3%, n=10; 9B abra). Hasonldan, a 20:4-NARIEAsara a kobalttal
jelélt sejtek aranya szignifikansatty mely hatds koncentraciofiguek bizonyult (9C abra).
A legalacsonyabb 20:4-NAPE koncentracié, amely meggnifikans kobalt akkumulaciét
okozott, 0,1 uM volt (6,4+1%, n=4). T6bbségébemiéseti neuronok jelddtek (9D abra).

Eddigi eredményeink azt mutatjak, hogy 20:4-NAPEabkara kobaltpermedbilis
ioncsatornak aktivalédnak, melyeketésarban kismérétneuronok expresszalnak.

A C * * % * D
454 150)
35 3
2 c100}
\(U \m
< 25 N
=< X
S 3
Q154 ' 50,
S
1A
0 011 10 100 75 375 675 975 1275

20:4 NAPE (M) teriilet (um?)

9. abra. 20:4-NAPE adagolasa kobaltfelvételt indulaa tenyésztett primer éréineuronok
egy részében.(A-B) Reprezentativ képek tenyeésztett é@euronokrol 5 mM CoGlot
tartalmaz6 kontroll (A), illetve 100 uM 20:4-NAPE-&s tartalmazé (B) pufferben torté@n
Otperces inkubélast kowvetn. A kobaltot felvett sejtek vildgosak. (C) A kitbafelvett sejtek
aranya 100 nM és 100 uM kozotti tartomanyban azlsiézott 20:4-NAPE koncentracidjatol
figg (Xn<9 az egyes pontokon, * szignifikans eltérés). (DR®&4-NAPE altal indukalt
kobaltfelvétel (fekete oszlopok) tulnyomo tébbségela kis atméjt sejteket érinti. A fehéy
oszlopok a kobalttal nem jelolt sejteket képviselik
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3.2.2. A NAPE inward aramot hoz létre az éréneuronok egy csoportjaban

Annak megefsitésére, hogy a 20:4-NAPE valdban stimulalja sekef, teljes-sejt
aramokat regisztraltunk a tenyésztett primeéernronokon. Teljes sejtes konfiguraciéban
dsszesen 22 sejt inward dramat regisztraltuk 5@QM-NAPE hataséara (10A abra). Outward
arammal egyetlen sejt sem reagalt. Néhany neussarcharama még a 20:4-NAPE adagolas
befejezése utan is emelkedett. Eppen emiatt, @z@kecsicsamplitudojat (ami -0,41+0,1 nA-
nek adddott, n=22), mindig az adagol&sadtama alatt hataroztuk meg.

A NAPE-re valaszol6 sejtek kozll 9 esetben megwltag 500 nM kapszaicin hatasat
is, és mind a 9 esetben kaptunk valaszt (10B abn&)yek amplituddja szignifikhnsan
nagyobb volt (-2,36+0,6, n=9), mint a NAPE-re ade#laszoké (-0,35+0,1 nA, n=9,
Student-féle t-teszt, p=0,002; 10C &bra). A NAPEé&s kapszaicinre egyarant reagalo
sejteken kivul 27 olyat talaltunk, mely csak kapspae valaszolt, NAPE-re nem. Az
oldészerekre egyetlen sejt sem valaszolt (n=11).
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10. abra. 20:4-NAPE adagolasa inward aramot hoz Ié& a tenyésztett primer
erzéneuronok egy részében(A) 60 masodpercig tarto 50 uM 20:4-NAPE adagolasak
regisztralt tipikus aram. (B) Az (A) regisztratumi@thatd neuron 500 nM kapszaicin adasara
is reagal. (C) A kapszaicin (500 nM) szignifikansaagyobb aramot valt ki, mint a 20:4-
NAPE (NAPE, 50 uM, n=9, * szignifikans eltérés).

41



Dr. Jenes Agnes: A TRPV1 ioncsatorna vizsgalatén@uronokon (PhD értekezés)

3.2.3. NAPE hatasara az eémeuronok intracellularis kalciumkoncentracioja né

Az endogén anandamid intracellularis kalciumkoncambra kifejtett hatasait 50 uM
20:4-NAPE adagolaséaval vizsgaltuk. Kontrollként ARE oldoszerét (etanol és Tocrisolve),
kapszaicint (1 uM) és KCl-ot (50 mM) alkalmaztunk.

Az oldoszer adagolasa 343 KCl-ra valaszol6 sejilkégyben sem valtott ki valaszt,
kapszaicinre azonban 224 neuron reagalt.

Egy percen keresztil tartdé 20:4-NAPE adagolasshstaaz 546 KCl-ra reagalo sejt
kdziil 189-ben (35%, n=6) ndvekedett az{{;g11. abra). Minden sejt, amely valaszolt 20:4-
NAPE-re, kapszaicinre is érzékeny volt. Azokon arnaokon kivil, melyek NAPE-re és
kapszaicinre is reagaltak, az 545 s#jtiovabbi 273 valaszolt csak kapszaicinre (50%,;n=6
11D &bra). igy a kapszaicinre érzékeny sejtek aanteljes populacioban 6sszesen 85%-nak
adodott (n=6), ami szignifikhnsan magasabb annial, amit ebzetes NAPE-adagolas nélkli
kapszaicinhatasnal tapasztaltunk (343-bél 224 seff). A 20:4-NAPE hatasara kialakulo
valaszok (a KCl-valaszra normalizalva) kisebbekalglmint a kapszaicinre adottak (NAPE /
KCI = 0,15+0,01, n=189, kapszaicin / KCI| = 0,7818,06=189+273=462; 11E abra). A 20:4-
NAPE hatasara lassabban alakult ki valasz, mingZaipin hatdsara (11A-C abra).

Annak vizsgalatara, hogy a TRPV1 milyen szerepkth® a NAPE és a kapszaicin
altal kivaltott valaszok kialakitasabanu®l kapszazepin adagolasa utan mértik a 20:4-NAPE
(50 uM), majd a kapszaicin (tM) hatasat. llyen kortlmények kdzott a 403 KCl-eagalod
sejt kozll 26 adott valaszt 20:4-NAPE-re és kapsaa is (6,45%, n=5; 11B,D abra). A
kapszaicin tovabbi 21 sejtben hozott létre {Gandvekedést, a NAPE pedig tovabbi 16
sejtben, azaz megjelentek NAPE-re igen, de kapszainem reagalé neuronok. A NAPE-re
érzékeny sejtek aranya kapszazepin jelenlétébetjes populacibban mindéssze 10%-nak
adodott (403 neuron kézil 42, n=5; 11D abra), nzigsszes kapszaicinérzékeny sejt aranya
12% (403 neuron kozil 47, n=5; 11D &bra). Kapszaz@gienlétében a NAPE-re és a
kapszaicinre valaszold sejtek aranya is szigniiankisebb volt, mint kapszazepin nélkil
(Fisher-féle egzakt teszt, p<0,0001, 11D abra).okdglkodtatdé, hogy a neuronok egy
csoportja a kapszazepin adagolasa kézben (kb. dtelgével) [CA"]; novekedést mutatott
(11B &bra). Ugyanezekben a sejtekben 20:4-NAPEsamtais emelkedett az [Eh
Kapszazepin hatasara emelkedCa*]i-t korabban leirtak mar kulénféle daganatos
sejtvonalakban (Teng és munkatarsai 2004, Huanghéskatarsai 2006), de tenyeésztett
erzéneuronokban még nem. A jelenség tovabbi vizsgéddyamatban van.
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11. &bra. 20:4-NAPE adagolasa noveli az émeuronok egy részének [C&]i-jat. (A-C)
Reprezentativ gorbék patkany tenyésztetbrégmronok [C&]i-valtozasairdl 20:4-NAPE (5
uM), kapszaicin (1 pM), valamint KCI (50 mM) adageh kdzben. Néhany mérést 5 |
kapszazepin (B) vagy 200 nM rimonabant (C) folyamajelenlétében végeztink. (A)
neuronok egy része lasst fandvekedéssel valaszol 60 s-ig tartd6 NAPE adagém)liik
mind valaszol kapszaicinre is (z6ld gorbe). Néhkagszaicinérzékeny neuron azonban r
reagal NAPE adasakor (bordd gorbe). (B) NAPE adakapszazepin jelenlétében is la

[Ca®]i-n6vekedéssel valaszol a sejtek egy része (nadmgesgorbe), de tobbségik ne

reagél kapszaicinre. Néhany sejtben a kapszazeggjnkis hatasara enyhe fanovekedés
indul el (sziirke gorbe). (C) Rimonabant jelenlétélsemegfigyelhet néhany neuron [GH;-
novekedése NAPE hatasara (zold gorbe), de a kapszaekeny neuronok tébbsége NAH
re nem valaszol (bordd gorbe). (D) Az oszlopdiagraae agonistakra valaszolé neuron
aranyat szemlélteti kilonbdzkorialmenyek kozoétt @n<6). A kapszazepin szignifikanse
csokkenti a kapszaicinre reagald sejtek aranydt. AE oszlopdiagramm a KCl-valaszok
normalizalt, agonistak hatdsara jelentkefCa’*]i-valtozasokat foglalja ©ssze kontre
oldatban, valamint kapszazepin és rimonabant j&lébén (* szignifikans eltérés, Q455).
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A CBL1 receptor szerepét a 20:4-NAPE Aaltal kivalt@ttaszok kialakitdsaban 200 nM
rimonabant dlkezeléssel vizsgaltuk (11C &bra). Rimonabant jétében a 20:4-NAPE
adagolasara 498 KCl-érzékeny séjth05 reagalt [CH]; emelkedéssel (21%, n=6; 11D &bra).
Ez az arany szignifikansan kisebb volt a rimonalvetikil mért eredményakt (Fisher-féle
egzakt teszt, p<0,0001). A kapszaicinre valaszejtels aranyat azonban a rimonabant nem
befolyasolta (498 neuron kozll 421, 85%, Fishes-&gzakt teszt, p=1, 11D abra). Az atlagos
20:4-NAPE-, és az atlagos kapszaicinvalaszok augdjat a rimonabant szignifikdnsan
csokkentette (20:4-NAPE / KCI = 0,12+0,01, Studiéthe-t-teszt, p=0,02, kapszaicin / KCI =
0,61+0,02, Student-féle t-teszt, p<0,0001, 11E)abra

Eredményeink arra utalnak, hogy a 20:4-NAPE oksetkend hatas fligg a TRPV1-
t6l, tovabba a 20:4-NAPE nem indukal CB1 altal mediatlast.

3.2.4. A NAPE indukélta [C&*];-ndvekedés egér éineuronokban TRPV1-fiiggp

Az a megfigyelés, hogy a 20:4-NAPE serkenti a TRP&jonista anandamid
termebdését, valamint, hogy a 20:4-NAPE-re reagaldé neakdtapszaicinérzékenyek arra
utal, hogy a 20:4-NAPE anandamid kozvetitéséevelal a TRPV1-et. A TRPV1 20:4-
NAPE-hatasok kozvetitésében betdltétt szerepénedersdtésére kisérleteinket vad tipusu
és TRPV1 knock out egereibtenyésztett ékmeuronokon folytattuk. A 20:4-NAPE-et 50
UM koncentraciéban alkalmaztuk.

68 sejt kozil 10 mutatott [G3; novekedést 20:4-NAPE adagolast kdeet (12A
abra). A patkanybdl tenyésztett neuronokhoz hasmniainden 20:4-NAPE-re érzékeny sejt
valaszolt kapszaicinre (1 uM) is, és a NAPE altahkott valaszok lassabban aktivalodtak,
mint a kapszaicin altal kivaltott valaszok (12A @brA WT egérBl tenyésztett 68 neuron
kozul 32 csak kapszaicinre reagalt, NAPE-re nerf(412A abra).

Ellentétben a WT egerek tenyészeteiben talélt RBRE-érzékeny neuronokkal, a
KO egerekBl szarmazd hatsogyoki gangliontenyészetek egyetigipe (n=59) sem reagalt
20:4-NAPE-re (12B abra). A vartnak megféksh, a KO egerekih szarmazd hatsogyoki
gangliontenyészetek egyetlen sejtie sem reagakzeaginre sem (12B abra). Mustarolajra
azonban 59 eseib22-ben kaptunk véalaszt (12B abra), bizonyitvagyha tenyészet sejtjei
valaszképesek olyan ligandra, melynek receptor@valelkeznek.

Ezzel megsdisitést nyert, hogy a 20:4-NAPE Aaltali hatasok, mlelynagy
valosziriséggel anandamid kdzvetitésével valésulnak megVIRBggoek.
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12. abra. Reprezentativ regisztratumok vad tipusi € TRPV1l KO egerek
érzéneuronjainak 20:4-NAPE adagolasara adott [C&']; valtozasardl. A tenyészetekre
adagolt szerek koncentraciéi: 20:4-NAPE 50 uM, kafsn 1 pM, mustarolaj 50 uM, KC
50 mM, ionomcin 5 uM. A vad tipusu (A) neuronok eggze valaszol NAPE adasakor (z¢ld
gorbe), melyek mindegyike valaszol kapszaicinrdigapszaicinre valaszoldk kozil viszgnt
vannak olyanok, amelyek NAPE-re nem reagalnak (bgftbe). TRPV1 KO egere&b(B)
tenyésztett neuronok egyike sem ad valaszt sem NA&H® kapszaicin adaséra (narancssarga

gorbe).

3.3. A patkany hatsogyoki gangliontenyészet neuroajnak egy-egy
csoportja egyszerre fejez ki TRPV1-et és anandamidmtézisben résztved

enzimeket
A fellluszoban meérhét anandamid koncentracidja (~10 nM) nagysagrendekkel

kisebb, mint az exogén anandamidé@euronokon hatasos koncentracidja (Ahluwalia és
munkatarsai 2003, Evans €s munkatarsai 2004, Fasbhés munkatarsai 2007, Singh-Tahim
és munkatarsai 2005, Zygmunt és munkatarsai 19§@)jogosan meriil fel a kérdés, hogy
akkor mégis hogyan fejtheti ki az endogén anandanichtasat. Azt feltételezzik, hogy a
primer érdneuronok altal termelt anandamid autokrin Gton Mgy, lokalisan elég nagy
koncentraciot érhet el a TRPV1 aktivdlasahoz. Angletrzéseként, hogy hipotézisiinknek
adottak-e az anatémiai alapjai, kombinalt immurifesket (13. &bra, 4. tdblazat) végeztink a
TRPV1 és az egyes &diiggetlen anandamidterndelenzimek egyiittes kifejédésének
vizsgélatara. A TRPV1 elleni és a vizsgalt enzimadleni antitestekkel végzett kést
immunfestésekkel kidertlt, hogy a GDE1l-et, ABHd4-és Inpp5-6t expresszalo
érzoneuronok jelertis hanyada kifejezi a TRPV1-et is (13. abra). A PAZPmmunpozitiv
sejtek kozul alig néhany mutat TRPV1 jéldést (13. abra).
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GDE1 PTPn22

13. abra. A tenyésztett éréneuronok egy-egy csoportja egyszerre fejez ki TRPVét és
anandamidszintézisben résztvaly enzimeket. A tenyésztett étneuronokat egyutt
inkubaltuk TRPV1 elleni (zold), valamint ABHd4, GREInpp5 vagy PTPn22 elleni (piros)
antitestekkel (3. tAblazat). A sarga szinben megjedejtek a két vizsgalt molekula egyszerre
tortérd kifejezésére utalnak. A skala gh-t jeldl.

ABHd4 GDE1 Inpp5 PTPNn22 | sPLA2G1h
Enzimet expresszal6 sejtek (%) 29,82 40,310 44 12 48,%10 n.k.
TRPV1-et expresszal6 sejtek (%) 50,6:4 46,63 56,25 42 42 n.a.
TRVt opreserdd sk iottz0n0 | 250 | saeu | 178 | na
E?f;;,“\‘fiee’;ﬁ;eesfgf‘ég;%fﬁ Eﬁ%“ 1335 | 21,84 | 51,38 | 16,445 n.a.

4. tablazat. Patkany hatsogyoki ganglionjaibdl tenyésztetédisges ér@neuronok TRPV1+
et és kalciumfliggetlen anandamidszintézisben régxztenzimeket kulon-kulon, valamint
egyutt expresszalé hanyafBa3 tenyészetl szamolt aranyok). n.k.: nem kimutathato, nia.:
nincs adatABHd4: o/p-hidrolaz 4, GDEL: glicerofoszfodiészter foszfodigsaz 1, Inpp5
inozitol 5’ foszfataz, PTPn22: protein tirozin féstéiz nem-receptor tipus 22, sPLAG1b: |1b
csoportba tartozé szolubilis foszfolipaz A

3.4. A TRPV1b kifejeadésének szerepe megkééielezhe az érzékenység
fokozasaban gyulladasos kérulmények kdzott

3.4.1. A tenyésztett érineuronok TRPV1-et és TRPV1b-t egyarant kifejeznek
A TRPV1b-Bl részben (Lu és munkatarsai 2005) vagy teljesékben (Schumacher
és munkatarsai 2000, Xue és munkatarsai 2001) filarsy 7-es exon. igy a 7-es exont

.Korllvevsé” primerparunk a vartnak megfeteln két kilonbod terméket sokszorozott fel,
egy nagyobb, valdsziieg a teljes hosszusagu TRPV1-nek megieleb00 bazisparbal allo,
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valamint egy kisebb, valés#ileg a TRPV1b-nek megfete325 bézisparbol allé terméket
(14. abra).

e e TRPV1
- ©  TRPV1b

14. &bra. Reprezentativ kép a TRPV1 7-es exonja koré tetivgmwamerpar segitségéve
felsokszorozott, 325 és 500 bp méreCR termékekil.

A DNS szekvendlas igazolta, hogy a két termék kabribod szekvencidnak felel
meg. A nagyobb termék szekvenciaja azonos ann&ITa&2CR terméknek a szekvenciajaval,
amit a teljes hossziusagu TRPV1 (NM_031982, NCHBnjétében vartunk, mig a kisebb,
322 bazisparbdl all6 szekvencia szintétr@vl gén része, arpvl géntl 180 bazisparral
(éppen a teljes 7-es exonnal) kevesebb. A termakadntroll és a gyulladasos kdrnyezetben
tartott tenyészetekben megegyeznek.

3.4.2. A BK és PGE jelenlétében tenyésztett élineuronok fokozottan érzekenyek
kapszaicinre

Kapszaicinmentes kobaltfelvétel pufferben alig mdhéeuron jel@doétt a kontroll és
a gyulladasos kozegben tartott tenyészetekben,42i1%, n=4 kontroll, valamint 1,9+1%,
n=4 gyulladasos tenyészet, 15. abra). A jeloltekefiranya kapszaicinmentes pufferben nem
kUlonb6zo6tt egymastol szignifikAnsan a kontrolb&gyulladasos kézegben tartott tenyészetek
kozott.

[ Tkapszaicin nélkil
Il kapszaicin-adagolassal

301
257
2071
151
101

valaszol6 sejtek aranya

—

K K I I

15. abra. Kobaltot felvett sejtek aranya kapszaicinmenteffepoen (fehér oszlopok) és
kapszaicin hatasara (zo6ld oszlopok), kontroll kdwhyek kozott (K) és gyulladas

O

s
mediatorok jelenlétében (1). (* szignifikans elt€yé
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30 nM kapszaicin hozzdadésa a kobaltfelvétel podfeiszignifikdnsan novelte a jeldlt
sejtek aranyat a kontroll (1%2%; n=4) és a gyulladasos tenyészetekben £33746; n=4,
15. abra) is, tovabba kapszaicin hatasara a gydtad kdzegben tartott tenyészetekben
szignifikansan tobb sejt jel@dott, mint kontroll tenyészetekben.

3.4.3. A BK és PGE jelenlétében tenyésztett ééineuronok TRPV1 mRNS szintje
né, de a TRPV1b mRNS expresszidéja nem modosul

A TRPV1 és TRPV1b mRNS expressziojat kontroll,amaint BK és PGEtartalmu
tapoldatban tenyésztett sejtekben RT-PCR moddszewnizsgaltuk két fliggetlen
kisérletsorozatban (16. abra). A cDNS mennyiségitrodljaként p-aktint alkalmazva a
TRPV1 és a TRPV1b mRNS szemikvantitativ meghat&az&lvégezve a gyulladasos
kulturdkban a TRPV1 kifejézlését szignifikAnsan nagyobbnak taléltuk (36218094, 16.
abra), mint kontrollban, mig a TRPV1b expresszidgggn emelkedett (188+18%, n=4, 16.
abra). Ez 0sszességében szignifikAns novekedédnéngezett a TRPV1I/TRPV1b mRNS
expresszio aranyaban, a kontroll tenyészetekbenfiggeti 1,07+0,2 (n=4) értéki a
gyulladasos kdzegben tartott tenyészetekben 1,88%0=4) értékre 6tt.

' *
A K | K | B Dl)
2 4{ |
e ‘5_
S 3 l
—— 0
Z 5
TRPV1 GAPDH o 2 I
e
>1{H------ -f------ -
<
(]
.
TRPV1 TRPV1b

16. abra. Reprezentativ képek PCR termékdKA) és relativ mRNS expresszio (B) kontroll
(K) és gyulladasos korulmeények kdzott tartott ényeszetekben.

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

3.4.4. A BK és PGE jelenlétében tenyesztett éineuronok TRPV1 és TRPV1b
fehérje expresszidja nem valtozik

A TRPV1 elleni antitest a teljes sejt lizatumokbiablalt fehérje western blot
vizsgélatakor két egyértelran elkilonitheét (~110 kDa és ~88 kDa meéiigtsavot jelolt,
valamint egy harmadik, alig lathato (~95 kDa) s&datA abra). Membranfrakciobdl tori@n
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izolalaskor ezeken kivil egy negyedik sav (~75 kiBapegjelent (17A abra). A fent emlitett
dsszes sav kontroll és gyulladasos kdzegben teteyesejtekBl izolalt fehérjék western
blotjan is latszik. A 110 kDa korili és a 95 kDarldd fehérjék irodalmi adatok alapjan
(Jahnel és munkatérsai 2001, Rosenbaum és murdia2@32) a teljes hossziusagu TRPV1
teljesen glikozildlt, illetve a teljes hosszusag@PV1 nem-glikozilalt forméjanak felelhet
meg. A ~88 kDa mérétfehérje valdsziiieg a TRPV1b (Vos és munkatarsai 2006), a ~75
kDa fehérje viszont vélhéen csak a membranfrakciok preparaldsakor kelétkez

melléktermék, hiszen a teljes sejt lizatumbdl hiaky17A abra).

A B

. . 217
telies sejt  membran
3Ty ,,\":,"" : \9
g N
TRPVL e = ~110kDa &
.‘7- " s G-)
TRPVLy | ~ggl§8a ;
.hn_‘..-,.. & ~ a -
TRPVlob et o ~EeKba ,31
3 =
> 7 e
B-aktin ensrem g--@ ~45kDa >
! ke
g
CREB |wieciWeee [INSNINE -S0kDa K | K | K | K |
K | K | TRPV1 TRPV1b TRPV1  TRPVlb
teljes sejt membran

7\

17. abra. A TRPV1 és a TRPV1b kifejeddése kontroll és gyulladasos kérilménye
kozott. Az abra ,A” része teljes sejt lizatumbdl (baloldéd membranfrakciobdl (jobboldg

)

készllt reprezentativ western blotokat mutat. Mmdelot baloldali mintai kontrol
tenyészetek (K), jobboldali mintai a gyulladasosdiétorok jelenlétében tenyésztett sejiek
(). Az 4bra ,B” része a western blotok alapjan imegdrozott relativ fehérjemennyiségeket
foglalja Ossze, az disnégy oszlop a teljes sejt lizatumokban, a masodigy oszlop a
membranfrakciokban. A fehér szin a kontroll, a ldoadgyulladasos mediatorok jelenlétében
tartott tenyészeteket jeloli, az egysrioszlopok a TRPV1, mig a vonalkdzott oszlopok a

TRPV1b mennyiségére utalnak.

A kifejezetten gyenge megjelenése miatt a 95 kDdilkdehérje mennyiségét nem
hataroztuk meg, igy a tovabbiakban csak a TRPVA dRPV1b mennyiségi valtozasait
vizsgaltuk. Jelerds kilonbséget talaltunk a teljes sejt lizatumok aésnembranfrakciok
TRPV1 és a TRPV1b expresszioja kozott (17B abraggle® mddon, a gyulladasos
mediatorok nem okoztak szignifikans valtozasokat seteljes sejt lizatumbdl izolalt TRPV1
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(kontroll/gyulladasos arany 0,9+0,1, n=3), sem aPVRb (kontroll/gyulladasos arany
1,12+0,3, n=3) mennyiségében (17B abra). Hasomdneényre jutottunk a membranfrakciok
vizsgélatakor is. Bar a TRPV1 némileg kevesebbaekoftroll 81+22%-a, n=3), a TRPV1b
valamivel tobbnek (a kontroll 135+42%-a, n=3) adbda gyulladasos kozegben tartott
tenyészetekben, a kilonbségek nem bizonyultak ifik@nsnak (17B 4bra).
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4. Megbeszélés

4.1. Anandamidtermeb enzimek jelenléte és rikodése elédleges
érzéneuronokban

Vizsgalataink kezdetéig 6t kalciumfliiggetlen enzéxerepét valdszisitették az
anandamid termelésében (Leung és munkatarsai 8¥@n és Cravatt 2008, 2010, Liu és
munkatarsai 2006, 2008, Okamoto €s munkatarsai ,2@Wh €s munkatarsai 2004).
Munkankban ezek kozul négy fehérje (ABHd4, GDElppl és PTPn22) kifejédését
mutattuk meg tenyésztett primer &euronokon. Az 6todik enzim, a SPLA2G1b jelenlétét
kimutattuk mMRNS szinten, élr azonban gy tinik, nem irédik at az antitestiinkkel
detektalhatd mennyiségfehérje. Immunfestéseink tovabba azt mutattak,yham emlitett
enzimek kozil a GDE1 és az ABHd4 nemcsak neurondkamem nem-neuralis sejteken is
expresszalodik. Azt talaltuk, hogy az 6sszes ismmmdnal k6zds szubsztratja, a 20:4-NAPE
(Di Marzo és munkatéarsai 1994, Leung és munkat&@@é, Simon és munkatérsai 2008, Liu
és munkatarsai 2006, 2008, Okamoto és munkata@€el, Zun és munkatarsai 2004), és a
[Ca®]; -t nbveb TRPV1 agonista kapszaicin (Caterina és munkat4®97, Nagy és Rang
1999, Valente és munkatarsai 2010) anandamidtestiieiéz eb. Akar a felilUszokban, akar
a sejtekben mért anandamid koncentracidjaban l&syefiéréseket talaltunk attol fidagmn,
hogy a terméidést 20:4-NAPE vagy kapszaicin adagolaséaval vakestki. Mindez arra utal,
hogy a patkany hatségyoki ganglionokbol tenyészsajtekben jelenlé anandamid
szintézisében szeréplenzimek tobb Uutvonalat alkotnak, melyek stimulilggh maddon
termelhetnek anandamidot. Az enzimek idegi, valamem-idegi sejtek kozotti eloszlasa
alapjan tovabba ugy gondoljuk, hogy bar nem-idegjtek is termelhetnek esetleg
anandamidot, az emlitett endokannabinoid/endowaahilltiinyomo tobbsége a primer
erzsneuronokbol szarmazik.

A sejteket nem tartalmazo felliliszohoz adagolt -20AMPE nem eredményez
anandamidtermelést, tovabba a sejtekre adagoltNARE hatasara term@lé anandamid
nagyobb mennyiségben mutathatd ki a feltluszob@ gsjtekBl egyttt mérve, mint csak a
feltliszébdl mérve. Mindez egyrészt arra utal, hagfMAPE atjut a membranon/beépil a
membranba, és az anandamidszintézis a sejtekbeEmikyrmasrészt arra, hogy a sejtekben
termelt anandamid egy része a sejtekben marad.l Esszhangban, az 6sszes ismert
anandamidtermal enzim intracellularis, atmenetileg asszocialédikneambranhoz, ahol a
membran NAPE-jait alakitja at (Cadas és munkatdr@a6, Liu és munkatarsai 2006, 2008,
Okamoto és munkatarsai 2004, Simon és Cravatt 2008,és munkatéarsai 2004, Ueda és
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munkatarsai 2013). Legvalésibb tehat, hogy az &ltalunk kimutatott anandamidézia
soran a sejtekre adagolt 20:4-NAPE beépll a sejtrémba, ahol az intracellularis enzimek a
membranhoz asszocialédva atalakitjak azt.

A 100 uM 20:4-NAPE hatdsara ternéels anandamid mennyisége (~38 pmol/5
perc/mg fehérje) hasonlé nagysagrendben mozog, mant agyhomogenizatumokban
atalakitott 20:4-NAPE-¢é (akar ~40 pmol/perc/mg fehéd eungés munkatarsat006 Simon
és Cravatt 2008, 2010). Az altalunk meért, 100 n\dzaicin hataséra ternddb anandamid
mennyisége (~100 fmol/~7000 sejt) tovabba jol Ossttet a felilisz6 és a sejtek
anandamidtartalmaval thapsigargin adagolasat kémet~60 fmol/25000 sejtjan der Stelés
munkatarsak005. Fontos megemliteni, hogy adatainkat tobb, fllggemérésbl gyijtottik,
€s a mennyiségi meghatarozasokat harom kul@nkgizoratorium is elvégezte egymastol
fuggetlendl, némileg eltérmaoddszereket alkalmazva. Eredményeik kismértékigimk6znek
ugyan egymastol ¢feg a legalacsonyabb, bazélis koncentraciok tetéhamn), 6sszességében
meégis megnyugtatdan konzisztens eredményeket admakgd a 20:4-NAPE, mind a
kapszaicin hatasara termelt anandamid mennyi§egeér

Az anandamid szintézisét az f(Jaszabalyozza, elsorban a 20:4-NAPE-t &llit6
N-aciltranszferaz altal, mely kalciumfig@nzim (Cadas é€s munkatarsai 1996, Di Marzo és
munkatarsai 1994). Ha ezt a sebességmeghatarogst lafhidaljuk — esetlinkben a 20:4-
NAPE adagolasaval — az anandamidszintézis egyttiéibi kalciumfligg Iépése a NAPE-
PLD altal katalizalt 20:4-NAPE hasitds (3. abra;d&a és munkatarsai 1996, Liu és
munkatarsai 2006, 2008, Okamoto és munkatarsai,2B8idon és Cravatt 2008, Sun és
munkatéarsai 2004, Ueda és munkatarsai 2013). Kaltiidnyaban a NAPE-PLD aktivitasa
elhanyagolhatd, még akkor is, ha a szubsztrat pd@n(Ueda és munkatarsai 2001, Wang és
munkatarsai 2006), mikozben az fJa novekedése o©nmagaban is elég az
anandamidtermeléshez (Di Marzo és munkatarsai 2@89% der Stelt és munkatarsai 2005).
Bar a 20:4-NAPE adagolasa valamelyest emeli aZ'J@a a kalcium eltavolitdsa az
extracellularis térl nem valtoztatia meg a termelt anandamid menngiségzért Ugy
gondoljuk, hogy ez a novekedés az {Tieban nem elég a NAPE-PLD aktivalasahoz. Mas
szoval, a 20:4-NAPE adagolasakor megjélemandamidot nem a NAPE-PLD termeli,
hanem kalciumfuggetlen atvonalak. Az altalunk kiatatt enzimek jelenléte tehat
funkcionalis utvonal(ak) kialakulasaban is megnkdaik, bar egydire nem tudjuk, hogy

pontosan melyek ezek.
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4.2. Az endogén anandamid hatasai
A 20:4-NAPE kobaltbearamlast, kalciumbearamlastmé&smbranon atfolyd aramot

indukal a tenyészett é&meuronok egy csoportjaban. A 20:4-NAPE kis atijieisejtekben
okozott kobaltbearamlast, mely sejtek tobbsége TREVexpresszald fajdalomérneuron
(Caterina és munkatarsai 19Wagy 2004 Guo €s munkatérsai 1999, Jancs6 és munkatarsai
1977, Michael és Priestley 1999agy és Rang 1999Kontroll kérilmények kdzott minden
egyes sejt, amely 20:4-NAPE adagolasara kalciurabdassal illetve inward arammal
valaszolt, valaszolt kapszaicinre is. A valaszadftek aranyat 5uM kapszazepin — mely
ebben a koncentraci6ban alig hat barmi mas reaaptonint a TRPV1 (Docherty és
munkatarsai 1997} szignifikhnsan csokkentette. Tovabba, TRPV1 K@rekdl izolalt
neuronok kozul egyetlen egy sem reagalt 20:4-NA®Emig a vad tipustak kozdl igen.
Mindezen eredményeink arra utalnak, hogy a 20:4-RA#Ral kivaltott hatasokat TRPV1
kozvetiti.

Néhany eredmény arra enged kovetkeztetni, hogy.&NAPE altal okozott TRPV1
aktivalas kozvetve, anandamidtermelés atjan valdsal. Ebszoris, a 20:4-NAPE altal
kivaltott anandamidtermelés és a 20:4-NAPE altalakott ionaramok is a szubsztrat
koncentracidjatol fuggenek. Masodszor, a kapszaocmlaszold, azaz TRPV1-et expresszald
sejteknek csak egy része érzékeny 20:4-NAPE-re RRM1-et expresszald sejteknek ez a
korlatozott érzékenysége 6sszhangban van a TRPVhzéanandamidtermiel enzimek
koexpressziés mintazataval. Harmadszor, sz@ibéhsékleten a 20:4-NAPE nem okoz
kalciumbearamlast, mig a kapszaicin, ami kozvetldritédik a TRPV1-hez (Jordt és
munkatarsai 2002), igen. Végil, a 20:4-NAPE szigaifsan lassabb valaszokat hoz létre,
mint a kapszaicin altal kivaltott valaszok. Bar & neuronban gyorsabb vélaszokat indukalt
a 20:4-NAPE, mint a tdbbiben, még ezek a ,gyordaszok is Iényegesen lassabbak voltak,
mint a kapszaicin altal kivaltottak. Ezek perszenanikdzvetett bizonyitékok, de
0sszességében mind ugyannarra utalnak: a folyamattitkséges a szubsztrat jelenléte, az
enzimek jelenléte, megfetehomérséklet, ahol az enzimek aktivak, és ele§eadd a termék
elkészitéséhez. Az anandamidon kivil egyéb, 20:2B8A&reddi metabolitok részveétele az
erzoneuronok (20:4-NAPE adéasara tokignaktivalasaban igen valosditen, hiszen a
vékonyréteg kromatografia semmilyen mas lipid jE&¥t nem igazolta, mint az anandamid
€s maga a 20:4-NAPE.

A vizsgalt enzimek persze nem kizarOlagosan anamtantermelésére
specializalédnak, egész mas ,céllal” is lehetnesegben (Liu és munkatarsai 2006, 2008,
Okamoto és munkatarsai 2004, Simon és Cravatt 2008,és munkatéarsai 2004, Ueda és

53



Dr. Jenes Agnes: A TRPV1 ioncsatorna vizsgélatén@uaronokon (PhD értekezés)

munkatarsai 2013). Masrészt, tébb olyan enzim isrepet jatszhat az anandamid
szintézisében, melyet jelenleg még nem azonoditofty pillanatnyilag lehetetlen arrol
nyilatkozni, hogy a sejtek mekkora hanyada rendskkeaz anandamid éhllitdsdhoz
szikséges teljes enzimrendszerrel. Funkcionaliséseérk alapjan mindenesetre uUgy
gondoljuk, hogy a kapszaicinérzékeny sejteknek fele képes kalciummentes kdzegben
anandamidot termelni.

Lévén a feliliszéban mért anandamidkoncentracigeggsen alacsonyabb, mint a
TRPV1 aktivalasahoz szikséges exogén anandamidkipace (Ahluwalia és munkatarsai
2003, Evans és munkatarsai 2004, Fischbach és idus&ia 2007, Singh-Tahim és
munkatarsai 2005, Zygmunt és munkatarsai 1999gleaunfliggetlen Gtvonalakon termelt
anandamid valdsziieg autokrin médon hat, hasonléan a kalciumtugtpn termelthez (van
der Stelt és munkatarsai 2005). Azon kivll, hoggrenelt anandamid aktivalja a TRPV1-et,
agy ftinik, hogy szenzitizalja is. A kapszaicinérzékenyesearanya ugyanis 60%-rél 80%-ra
nott elézetes 20:4-NAPE adagolas hatasara, tovabba a keipsgaés NAPE-re is valaszolo
sejtek kozott gyakoribb volt a nem, vagy csak lasgaszatés nyugalmi [C4"]; kapszaicin
adagolasa utan, mint a csak kapszaicinre valasepiek kozott.

Az exogén anandamid CB1 receptor aktivalasa akakvetve gatolja a primer
érzoneuronok TRPV1-valaszait (Ahluwalia és munkata@@00, Fischbach és munkatarsai
2007, Mahmud és munkatérsai 2009). Ezzel szemb@B,lareceptor antagonista rimonabant
gatolta a 20:4-NAPE-re valaszol6 sejtek aranyaa @alaszok amplitudéjat egyarant. Bbb
arra kovetkeztethetlink, hogy a 20:4-NAPE hatasaleidinflggetlen enzimek &ltal termelt
anandamid és az exogén anandamid hatasa nem npotéon egyezik meg (az exogén
anandamid CB1-medialt gatlo hatast valt ki, az g@édoanandamid viszont nem). Az exogén
anandamid TRPV1 aktivitAsra kifejtett hatdsat idoly@solja azonban az anandamid
koncentracidéja és a CB1 receptor eléfhége. EgyuM feletti koncentracidoban adott
anandamid nagyobb valaszokat valt ki TRPV1-et ésl-€Begyitt kifejed HEK293
sejtekben, mint csak TRPV1-gyel rendeliddzen (Hermann és munkatarsai 2003). Ennek
megfeleben, az anandamid serké&nhatasa rimonabanttal gatolhatd DRG tenyészetekben
(Selvarajah és munkatarsai 2012). Az anandamidbeartidan, a kapszaicin is kevésbé hat,
ha a CB1 receptor gatlas alatt all (Selvarajah eskatarsai 2012), vagy ha a CB1 receptor
nincs jelen (Fioravanti €s munkatarsai 2008). A &l egereken megfigyelt eredményekhez
(Fioravanti és munkatarsai 2008) hasonldéan azttu&lahogy a rimonabant csokkenti a
kapszaicin altal kivaltott valaszok amplitudéjag dem csokkenti a kapszaicinre reagalo
sejtek aranyat. igy aztan a 20:4-NAPE-re reagd|telsaranyanak — rimonabant altali —
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csokkentése megfelel a CB1 receptor feltételeZ&BV1-et bizonyos korilmények kozott
folyamatosan érzékenyit hatasanak (Fioravanti és munkatarsai 2008, Hermaéan
munkatarsai 2003). A primer é@meuronokban TRPV1-et aktivald, de CBl-medialt gdhtla
nem indukald hatas tekintetében tehat aMifeletti koncentracioju exogén anandamid és az
50 uM 20:4-NAPE adagolasakor kalciumfuggetlen Utvonatakermelt endogén anandamid
hatasa hasonlo.

Osszefoglalva, megmutattuk, hogy a primerégeuronok egy része legaldbb egy
kalciumfliggetlen utvonalon képes 20:4-NAP&-bnandamidot termelni; az exogén 20:4-
NAPE-B5l (majdnem) kizardlag kalciumfiiggetlen utvonalaktammebdik anandamid; az
exogén 20:4-NAPE< kalciumfiggetlen Utvonalakon termelt anandamidokiin Uton, a
TRPV1 receptorra hatva stimuldlja a neuronokat. Bzhatast 0sszevetve az exogén
anandamid hatasaval (Ahluwalia és munkatarsai 2B@8ns és munkatarsai 2004, Fischbach
€s munkatarsai 2007, Mahmud és munkatarsai 2008th&aés munkatarsai 2010)
nyilvanvaldé, hogy ennek a fontos lipid mediatornakviselkedését szamtalan tényez
befolyasolja.

4.3. A patkany TRPV1b splice variansa
A TRPV1 gén 7-es exonjat kozrefogd primerekkel detzorozott két RT-PCR

terméket szekvenalva azt kaptuk, hogy a nagyobbhéertokéletesen megfelel a patkany
TRPV1 mRNS-ének (Caterina és munkatarsai 1997), anikisebb termék éppen 180
bazispéarral (a 7-es exonnal; Hellwig és munkatd2€45) kevesebb ennél. Ez a splicing
kilonbodzik a koradbban patkanyban leirt TRPV1b wvesiél, viszont hasonlit az emberi
TRPV1b-hez (Lu és munkatarsai 2005).

TRPV13 elnevezéssel ismert az a splice varians, melyneksexonjabdl 60 bazispar
hianyzik (Wang és munkatarsai 2004). Sem a TRP\&Hm a TRPVf nem mutatja a
TRPV1-re jellem# vanilloid és pH érzékenységet, ésaehadott valaszaik is gyengébbek
(Lu és munkatarsai 2005, Vos és munkatarsai 200ngn\és munkatarsai 2004). A teljes
hosszusagu TRPV1-gyel egyltt kifejedwe a TRPV1b és a TRPWlis csokkenti az
ioncsatorna valaszkészségét, a variansok kidgesevel aranyos mértékben (Vos és
munkatarsai 2006; Wang és munkatarsai 2004). Meldedapjan a patkany hatségyoki
ganglionbdl felsokszorozott kisebb RT-PCR termd@iPV1b homoldgnak tartjuk.

Eredményeink arra utalnak, hogy a TRPV1 és a TRPYWRNS is fehérjére irddik at
tenyésztett émeuronokban. A TRPVL1 elleni antitestink altal felest ~88 kD mérit
fehérje aminosavszekvencigjat nem vizsgaltuk. A YRP fehérje kdzvetlen, egyértelim
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azonositasa sem tortént meg, hiszen éggelem all rendelkezésre antitest kifejezetten lenne
a splice variansnak a felismerésére. Irodalmi dd@fos és munkatarsai 2006) és a TRPV1b
MRNS mérete alapjan azonban feltételezziik, hogRRRVIL elleni antitestiink altal felismert
~88 kD mérdi fehérje a TRPV1b.

4.4. Gyulladasos mediatorok okozta valtozasok
A gyulladdsos folyamatokban termelt és felszab#dfipamtalan mediator kozill a

fajdalom kialakitdsaban és fenntartasaban nagysxaiiséggel a BK és a PGHRatsszak az
egyik legfontosabb szerepet (Ma és Quirion 2007hdv BK, mind a PGEa TRPV1 gyors
foszforilaciojat okozza, mely az ioncsatornikiiszobének szignifikans cstkkenéséhez vezet
(Cesare és munkatarsai 1999, Chuang és munkatZ064i Liang és munkatarsai 2001,
Lopshire és Nicol 1998, Sugiura €s munkatarsai ROB2nert, hogy a kulonféle TRPV1
agonistak a csatorna kapuzasi mechanikajat egwitiyldsoljak (Latorre €s munkatarsai
2007, Voets és munkatarsai 2004), edkiibzobcsokkenés fokozza a TRPV1 altal kdzvetitett
valaszokat, beleértve a kapszaicin okozta kobattipelast is (Cesare és munkatarsai 1999,
Chuang és munkatarsai 2001, Liang és munkatarssi, Ampshire és Nicol 1998, Singh
Tahim és munkatarsai 2005, Sugiura é€s munkatar@@R)2 Azt talaltuk, hogy primer
érzoneuron tenyészetekben a BK és a P®&ikozza atrpvl atirdsat, bar a TRPV1 és a
TRPV1b mRNS szintje nem egyéniértékben ndvekszik. Korabbi kisérletek viszomnne
igazoltak fokozottrpvl atirastin vivo (Charrua és munkatarsai 2008). ikzvivo ésin vitro
vizsgalatok kozotti ellentmondasos eredményeketyar@ghatja a gyulladasos szévetekben
valojaban felszaporodé6 mediatorok (Ma és Quirior0720Woolf és Ma 2007) és a
kisérleteinkben a gyulladasos kortlményeket modelledrnyezet kozotti kalonbség, de
indokolhatja a gyulladasos mediatorok hatasanadttkjirimer érégneuronokin vivo ésin
vitro eltéi aranya is.

A BK- és PGE-indukalt TRPV1 mRNS szint ndvekedés ellenére a WMRIehérje
mennyiségében nem tudtunk valtozast kimutatni sesfjest sejt lizatumban, sem
membranfrakcioban. A ndvekedés hianya talan a TR&\livitas-fligg fokozott turnovere
szamlgjara irhat0. A fokozott aktivitas miatti gyabb turnover igen valés#imz alkalmazott
gyulladasos mediatorok (BK- és PgHhelenlétében, mert a TRPVIkiiszobét mind a BK,
mind a PGE 37 °C ala csokkenti (Cesare és munkatarsai 1999, Chémngunkatarsai 2001,
Liang €s munkatarsai 2001, Lopshire és Nicol 18jiura €s munkatarsai 2002).

Mikbzben a TRPV1 fehérje szintie nem emelkedettkapszaicin-indukalt, azaz
TRPV1 kozvetitett kobaltbeadramlas szignifikansakofmdott a gyulladasos mediatorok
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jelenlétében tenyésztett sejtekben a kontroll tergtek sejteihez képest. A legvalogbin
magyarazatnak a TRPV1 ioncsatorna érzékenységéheizddasara igy a BK- és PGE
indukalt poszttranszlacios moédositagnik (Cesare és munkatarsai 1999, Chuang és
munkatarsai 2001, Liang és munkatarsai 2001, Lopsks Nicol 1998, Mahmud és
munkatarsai 2009, Soneji és munkatarsai 2010, Bugis munkatarsai 2002). Az is
elképzelheti, hogy a BK és a PGEexpozici6 megvaltoztatia a TRPV1 és a TRPVl1b
alegységek aranyat az egyes Osszeszerelt csatamakielkil, hogy a TRPV1 vagy a
TRPV1b ésszmennyisége valtozna. ig§feldulhat, gyulladasos koériilmények kozoétt inkabb
TRPV1 homotetramerek és TRPV1b homotetramerek Iézkvek ©6ssze, mig kontroll
korilmények kozott nagyobb aranyban jelennek med®WRTRPV1b heterotetramerek.
Azaz a gyulladasos mediatorok jelenlétében nagyatdamban eéforduld teljes
valaszkészség TRPV1 homotetramerek fokozott kapszaicinvalaszokdkithatnak ki
anélkdl, hogy a TRPV1 fehérje mennyisége valtoHrmek alatdmasztasara nyilvanvaldéan
tovabbi vizsgalatok szikségesek, melyek jelen qallban a TRPV1b-re specifikus antitest
hianya miatt nem kivitelezh&tk. A csokkent aktivitast Iétrehoz6 TRPV1b splicaians
nagy mennyiségben tort@kifejezodése a membranfrakcioban mindenesetre arra u@y, 0
TRPV1b-nek igenis szerepe lehet a TRPV1 ioncsataktigitdsanak szabalyozasédban, és az
alegységosszetétel moédosulasa hozzjarulhat adiaipseceptor gyulladasos kornyezetben
megfigyelhed fokozott valaszkészségéhez.
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5. Osszefoglalas
Az értekezés az endogén anandamid, valamint exgpémladdsos mediatorok

(bradykinin (BK) és prosztaglandin ; E(PGE)) elsidleges eéréneuronokra gyakorolt
hatasainak vizsgalata soran kapott eredményekigtijingssze.

Az arachidonoil-etanolamid (anandamid) szamos hatézll kiemelhét a fajdalom
kialakulasaban betoltott szerepe, mind kézponti, ndmi periférias  idegrendszeri
tamadaspontokon. Anandamidtermeléé'@aggs és Ca'-fiiggetlen Gtvonalakon is torténhet.
Megmutattuk, hogy patkany ékleges éréneuronjai C&-mentes kozegben is képesek
anandamidtermelésre, leirtuk a’Giggetlen enzimek jelenlétét a mar ismertcfaggd
NAPE-PLD mellett. Az anandamidterndetnzimek k6zos szubsztratjanak, az 1,2-dioleoil-sn-
glicero-3-foszfoetanolamin-N-arachidonoilnak (NAREk) az adagolasakor anandamid
termebdik. Megvizsgaltuk, hogy a termelt anandamid TRRWddialt serkerdt hatast fejt ki
a primer érégneuronokra, mely serkentést a kannabinoid 1 receygwideji aktivalasa nem
gatolja. A vizsgalt neuronok egy része egyiitt fidiga TRPV1-et és az anandamidtermelésre
alkalmas enzimeket. Ezek alapjan eredményeink watmak, hogy a primer &mneuronok
altal C&*-fiiggetlen Gtvonalakon termelt anandamid inkabmsi&alé, mint gatld hatést fejt ki
ezekre a sejtekre, és a hatas valddegnel$sorban autokrin.

A TRPV1 kozponti szereppel bir a gyulladassal jéciperalgézia létrejottében. A
TRPV1 egyik splice variansa, a TRPV1b a TRPV1 iamm®a nikodését csokkebt a
természetben is @&brdulé inhibitorikus alegység. A TRPV1 és a TRBVINRNS- és
fehérjeexpressziojat vizsgaltuk kontroll koriimékyazott és gyulladasos mediatorakO(
UM BK és 10 uM PGE jelenlétében tenyésztett patkany primerégeuronokon annak
megallapitasara, hogy @aRPV1 és a TRPV1b expressziojadban bekoveéikealtozasok
hozzajarulhatnak-e az ioncsatorna gyulladasban igysifiety fokozott valaszkészségéhez.
A primer érdneuronok mind TRPV1-et, mind TRPV1b-t kifejeznek NfRés fehérje szinten
egyarant. A TRPV1b mRNS-e pontosan a teljes 7-es éxanyaban kulénbozik a TRPV1
MRNS-6l. Az érdneuronok TRPV1 valaszkészsége szignifikanséth, amikor a sejteket
BK és PGE jelenlétében tenyésztettik. Ezzel egyitkyy a TRPV1 mRNS mennyisége is
nétt, fehérje szintje azonban nem valtozottBK és PGEjelenléte tovabba nem modositotta
sem a TRPV1b mRNS, sem a TRPV1b fehérje expregszioj
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6. Abstract

In this work, we investigated the regulatory effeat endogenous anandamide and exogenous
inflammatory mediatorsbfadykinin (BK) and prostaglandin,EPGE)) on the activity of
primary sensory neurons.

The endogenous lipid agent N-arachidonoylethanalan@nandamide), among other effects,
has been shown to be involved in nociceptive pingsboth in the central and peripheral
nervous systems. Anandamide is thought to be ssisid by several enzymatic pathways
both in a C&-sensitive and Cainsensitive manner, and rat primary sensory neuron
produce anandamide. Here, we show that cultureprimary sensory neurons expres<€a
insensitive enzymes implicated in the synthesisr@dndamide, and that application of 1,2-
dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine-N-arashayl (NAPE), the common substrate
of the anandamide-synthesising pathways, resulemandamide production. We also show
that anandamide, which has been synthesised inapyireensory neurons following the
application of NAPE induces transient receptor ptig¢ vanilloid type 1 ion channel
(TRPV1)-mediated excitatory effect that is not ited by concomitant activation of the
cannabinoid type 1 receptor. We show that subptipuk of TRPV1-expressing primary
sensory neurons also express some of the putadteir@ensitive anandamide-synthesising
enzymes. Together, these findings indicate thahderaide synthesised by primary sensory
neurons via a C&insensitive manner has an excitatory rather tharinaibitory role in
primary sensory neurons and that excitation is atedi predominantly through autocrine
signalling.

TRPV1 plays a pivotal role in the development dlammatory heat hyperalgesia. The splice
variant of the TRPV1 molecule, TRPV1b has been ssiggl to be a naturally-occurring
inhibitory subunit of the TRPV1 ion channel. Weessed TRPV1 and TRPV1b mRNA and
protein expression, as well as capsaicin-induce®@\VRactivity in cultured rat PSN grown
for 2 days in control or in an inflammation-asstetmilieu created by adding 10 uM BK
and 10 uM PGE to the medium to find whether alterations in TRP¥Ad TRPV1b
expression could contribute to the increased respeness of the TRPV1 ion channel in
inflammation. We found that both TRPV1 and TRPV1BNA and protein are expressed in
PSN and that TRPV1b mRNA lacks the entire exonultufing neurons in the presence of
BK and PGE significantly increases TRPV1 responsiveness &RBVIL mRNA expression.
However, the presence of BK and PGibes not alter TRPV1b mRNA, and TRPV1 and
TRPV1b protein expression.
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