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BEVEZETES

Mig torténelmi adatok alapjan joggal feltételezziik, hogy az emberiség akar tobb ezer éve
ismerheti a kapszaicin és a kannabisz élettani, tobbek kozott a fajdalmakra gyakorolt
hatdsat, az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek, amelyek receptorain a
kapszaicin, illetve a kannabisz f6 pszichoaktiv és fajdalomcsokkentd molekuldja, a D9-
tetrahidrokannabinol fejti ki a hatdsat, a legrovidebb ideje ismert jelzérendszerek kozé
tartoznak. Mivel mind az endovanilloid mind az endokannabinoid rendszer szoros
kapcsolatot mutat a patologids folyamatokat kisérd tartdés fajdalmak kialakulasaval, és
ezeknek a fajdalmaknak a hatékony és jelentés mellékhatdsok nélkiili csillapitdsa nem
megoldott, mind az endovanilloid mind az endokannabinoid rendszer, felismerésiik utan
szinte azonnal, az akadémiai és ipari fajdalomkutatasok kozéppontjdba keriilt. Az
Akadémiai Doktori Ertekezésben bemutatott munkdm ezen akadémiai aktivitas egy
jelentds részét képezi.

A “klasszikus” nézet szerint az endokannabinoid és endovanilloid rendszerek a fajdalom
kialakuldsanak “yin”-e “yang”-a. Mig az endovanilloid rendszer receptordnak, a tranziens
receptor potencial ion csatorna, vanilloid alcsalad, egyes tagjanak (TRPV1) az aktivitasa
fajdalmat valt ki, addig az endokannabinoid rendszerhez tartozé egyes tipusu kannabinoid
(CB1) receptor aktivalasa csokkenti a fijdalmat. Az Ertekezésben bemutatott munkam
elkezdésekor rendelkezésre 4ll6 adatok azt mutattdk, hogy a TRPVI1 aktivitasa
elengedhetetlen a gyulladdsos korképeket kisérd égd fajdalmak (hé hiperalgézia)
kialakulasdhoz. A rendelkezésre all6 adatok azt is valdszintsitették, hogy a CB1 receptor
és a TRPV1 kozos kifejez6dést mutathat a fajdalom kifejlédésében kulcsfontossagu

fajdalomérzo elsddleges érzd idegsejteken. Ezen adatok alapjan valdsziniinek latszott,

hogy a CB1 receptor aktivalasa az elsddleges érzd idegsejteken gatolhatja a gyulladasos
hé hiperalgézia kialakulasat, illetve csokkentheti annak mértékét.

Az egyértelminek tind “klasszikus” nézetet illetve az abbdl szarmazé kdvetkeztetéseket
azonban néhany adat arnyalta. A TRPV1 hosszantart6 aktivalasa, példaul kapszaicinnel, a
TRPV1 illetve a TRPVI1-t kifejezd fajdalomérzé elsddleges ¢érzé idegsejtek
deszenzitizaciojahoz, igy a fajdalom csokkentéséhez vezet. Ennél fontosabbnak tiint
azonban, hogy az endokannabinoid molekulaként felismert anandamid, a CB1 receptor
mellett a TRPV1-t is képes aktivalni. Igy adottnak tiint egy, a patoldgias folyamatokat
kiséré fajdalmak kialakuldsdban alapvetd fontossdggal bird sejtcsoport, a fajdalomérzé
elsddleges érzd idegsejtek, amelyek egylittesen fejezik ki az anandamidra vélaszolo
excitatorikus hatdst kozvetitd TRPVI-t és a gatld hatast kozvetit6 CB1 receptort.
Munkam célja ezen szokatlannak tin6 jelenségbdl kiindulva vezetett el az elsddleges érz6
idegsejtekben  kifejez0d0 endokannabinoid és endovanilloid jelzérendszer(ek)
feltérképezéséhez és mitkddésiik jobb megértéséhez. Ezen munka soran egy sor in vitro és
in vivo kisérletet végeztiink, amelyek eredményeként leirtuk az endokannabinoid és
endovanilloid rendszerekhez tartozd molekuldk kifejez6dési mintazatat, fizioldgiai és
farmakologiai jellemzdit, illetve a rendszereknek a szoveti gyulladast (cisztitisz) kisérd
fajdalomra és hiigyholyag motoros hiperaktivitasra gyakorolt hatasat. Munkatarsaimmal
egy sor jelentés ¢és varatlan felfedezést tettiink, amelyek elvezethetnek az
endokannabinoid és endovanilloid rendszerekben rejld fajdalomcsillapité hatas
kiaknazasahoz, illetve magyarazattal szolgalhatnak az elmult 20 évben kifejlesztett és a
pre-klinikai vizsgalatokban biztatonak mutatkozé vegytiletnek a klinikai teszteken torténd

elbukasanak okaira.



dc_1608_18

MODSZEREK

1. Kisérleteinkben Sprague-Dawley és Wistar patkanyokat, valamint vad tipusu és
TRPV1 és CB1 gén hidnyos egereket hasznaltunk.

2. In vivo kisérleteinkben cisztometrids méréseket végeztiink, amelyek sordn a
hugyholyagot testhdmérsékletli fizioldogias sooldattal perfundaltuk, €s az intravezikalis
nyomast mértiik a hugyholyagnak a hugyhdlyagot beidegzd elsddleges érzé idegsejtek
aktivitasatol fliggd motoros aktivitdsanak jellemzéséhez.

3. A hugyholyag gyulladasat, amely a hugyhdlyagot beidegzd elsédleges érzo
idegsejteken  kifejez6d6 TRPV1-t8l fiigegd motoros hiperaktivitdshoz vezet,
intraperitonedlis cyclophosphamid injekcidval valtottuk ki.

4. Az endokabbaninoid és endovanilloid rendszerekhez tartoz6 molekuldk gén
kifejez6dését reverz transzkriptdz polimeraz lanc reakcidval és in situ hibridizacioval, a
fehérjék kifejez0dését immunoblot illetve immunhisztokémiai festés segitségével
tanulmanyoztuk. Ezekhez a szoveteket az elvéreztetett allatokbdl illetve elvéreztetett és
sziven keresztill parafromaldehydet tartalmazd rdgzitd oldattal perfundalt allatokbol
tavolitottuk el.

5. Elsédleges érz6 idegsejteket a hatsd gyoki duc eltavolitasaval, majd annak enzimatikus
kezelésével és a sejtek disszocidcidjaval nyertink. A sejteket tapfolyadékban
tenyésztettiik.

6. A tapfolyadékban tenyésztett sejtek kiillonbozé modon kivaltott valaszait teljes sejtes
vagy egyedi csatorna fesziiltségzaras elektrofiziologiai modszerrel, intracelluléris kalcium
szint méréssel, kobalt festéssel vagy transzmitter (kalcitonin gén-rokon peptid, CGRP)

felszabadulas mérésével tanulmanyoztuk.

7. A szovetmintdkhoz hasonldan a tapfolyadékban tenyésztett sejteket is felhasznaltuk
gén ¢és fehérje kifejez6dés vizsgalatara a fentebb leirt médon.

9. A CBIl receptor ¢és a TRPV1 feltételezett fehérje-fehérje kapcsolatat
immunprecipitaciot kovetd immunblot segitségével vizsgaltuk.

8. A CBI1 receptor és a TRPV1 térbeli eloszlasat a SDS-emésztett fagyasztva tort replica
modszerrel végeztiik a hats6 gyoki dicbol készitett preparatumokon.

9. Az anandamid koncentracidjat folyadék kromatografia-tomeg spektrometria
modszerrel hataroztuk meg a szovetekbdl illetve sejtekbdl készitett fehérjementes
preparatumokbol.

10. Adatainkat statisztikai modszerekkel analizaltuk.

EREDMENYEK

1. A TRPV1 elsédleges érz6 idegsejteken torténd kifejezddését a tdpfolyadékban torténd
tenyésztés csak kis mértékben befolyasolja.

2. A TRPV1-t kifejezd elsddleges érz6 idegrostok a patkdny hiigyholyagjaban jellegzetes
megoszlast mutatnak.

3. Az emberi hugyholyag atmeneti hamja miikodé TRPV1-t fejez ki.

4. Az elsddleges érzd idegsejtek, héérzékenységiik alapjan, két csoportba oszthatok: a
kapszaicinre is érzékeny alacsony hokiiszobli sejtek csoportjara, és a kapszaicinre nem
érzékeny magas hokiiszobii sejtek csoportjara.

5. Mig teljes sejt szinten az alacsony kiiszobli h6 és kapszaicin érzékenység 100%-os

atfedést mutat, egyedi csatorndk szintjén az érzékenység szétvalik: az egyedi csatornak
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tulnyomo tobbsége vagy csak kapszaicinnel vagy csak hdovel kivaltott csatorna aktivitast
mutat, csak kis szamu csatorna mutat kettds érzékenységet.

6. Ugyan mind az alacsony kiiszobli hdvel és kapszaicinnel kivaltott valaszok a TRPV1
aktivalasaval jonnek létre, a hdvel és a kapszaicinnel kivaltott valaszok biofizikai és
farmakologiai jellemzdi jelentdsen eltérnek.

7. A kobalt és kalcium bedramlads valamint a CGRP felszabadulds mérése megbizhatéan
jellemzi a kapszaicinre érzékeny sejtek kapszaicinre adott valaszait.

8. A CBI1 receptor az elsddleges érz6 idegsejtek egy jelentds részében kifejez6dik mind
az intakt hatsé gyoki ducban, mind a tapfolyadékban torténd tenyésztés utdn. A
kifejez6dés jellemzoéit a tapfolyadékban torténd tenyésztés lényegesen nem valtoztatja
meg.

9. A CBI1 receptor kifejez6dését az idegnovekedési faktor vagy a glia eredetii novekedési
faktor, legalabb is a tapfolyadékban torténd tenyésztés esetén, nem befolyasolja.

10. A CBI1 receptor a patkany hugyhdlyagot beidegzd elsddleges érzé idegrostok egy
jentds hanyadan kifejezddik.

11. A TRPVI-t kifejez6 fajdalomérzé elsédleges érzd sejtek és nyulvanyok szinte
mindegyike kifejezi a CB1 receptort is.

12. Az anandamid 6 hidrolizal6 enzime, a zsirsav amid hidrolaz (FAAH), a fajdalomérzo
elsédleges érzd idegsejtek egy jelentOs részében kifejez6dik. A FAAH jelentds kozds
kifejez6dést mutat a TRPV1-al.

13. Az anandamidot szintetizald kalcium érzékeny N-acilfoszfatidiletanolamin specifikus
foszfolipaiz D (NAPE-PLD) az els6dleges ¢érzé idegsejtek egy jelentds részében
kifejezédik ¢és jelentds kozds kifejezédést mutat mind a TRPVl1-al, mind a CBI

receptorral mind a FAAH -al.

14. Szinte valamennyi, a ma ismert anandamidot szintetizal6é kalciumra nem érzékeny
enzim kifejez6dik az elsédleges érzé idegsejtek egy részében. A kalciumra nem érzékeny
enzimek koziil az foszfatidilinozitol-3,4,5-trifoszfat 5-foszfataz 1 mutatja a legerdsebb
kozos kifejez6dést a TRPV1-al.

15. Az elsddleges érz6 idegsejtek anandamidot szintetizdlnak mind kalcium fiiggé mind
kalcium fiiggetlen modon.

16. Az exogén anandamid az elsddleges érzo idegsejtek egy jelentds csoportjadban 1uM
alatti koncentracioban CB1 receptor kozvetitett gatldé hatast, mig 1uM feletti
koncentracidban TRPV1 altal kozvetitett serkentd hatast valt ki.

17. Az exogén anandamiddal kivaltott CB1 receptor aktivitas gatolja a TRPV1 aktivitasat.
18. A gyulladasos medidtorok megnovelik az exogén anandamid TRPV1-on kifejtett
excitatorikus hatdsat.

19. A gyulladdsos mediatorok csokkentik a CB1 receptor TRPV1 aktivitast csokkentd
hatésat.

20. A FAAH gatlasa TRPV1 altal kozvetitett excitatorikus hatast valt ki az elsédleges
érz6 idegsejtekben.

21. Az anandamid szintézis kiindulé molekuldja a 20:4-N-acilfoszfatidiletanolamin,
anandamid szintézisen keresztiil, TRPV1 altal kozvetitett excitatorikus hatast valt ki az
elsddleges érz6 idegsejtekben.

22. Az anandamid és kapszaicin TRPVI1-t aktivald hatdsa elkiiloniil egymastol az
elsédleges érz6 idegsejtek egy csoportjan. igy, anandamidra és kapszaicinre érzékeny
(ACR) illetve csak kapszaicinre érzékeny (COR) sejteket lehet megkiilonboztetni.

23. A CBI1 receptor szenzitizalja a TRPV1-t, de ez a szenzitizal6 hatds csak az ACR

tipust elsddleges érz6 idegsejtekben mérhetd.
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24. A CBI1 receptort valamennyi ACR és a legtobb COR sejt kifejezi.

25. A CBI1 receptor és TRPV1 térbeli eloszlasa kétféle mintazatot mutat az elsédleges
érz0 idegsejtek membranjan. A sejtek nagy részében, a CB1 receptor és a TRPV1
molekuldk egy része 60 nm-en beliili tavolsdgban vannak egymastdl, ami az
immunkomplexekben résztvevé molekuldk mérete alapjan lehetdséget teremt a CBI1
receptor és a TRPV1 fehérje-fehérje kapcsolat 1étrejottéhez.

26. A CBI receptor és a TRPV1 az elsddleges érz6 idegsejtekben valoban fehérje-fehérje
kolcsonhatasba 1ép.

27. A patkany hugyhdlyag motoros aktivitasat az anandamid TRPV1 altal kozvetitett uton
képes megemelni.

28. Az anandamid a TRPV1 aktivalasan keresztiil, megemeli a gerincveléi cFos
kifejez6dést, ami a fajdalom kialakuldsara utal.

29. Hugyholyag gyulladasban jentdsen megnd a hugyholyag anandamid tartalma.

30. Az endogén anandamid szint tovabbi emelése FAAH gatlas tjan tovabb emeli a

holyag 0sszehtizodasi gyakorisagat.

KOVETKEZTETESEK ES MEGBESZELES

Kezdeti eredményeink alapjan arra a kdvetkeztetdsre jutottunk, hogy a tapfolyadékban
torténd tenyésztés nincs jelentds hatdssal a CB1 receptor és a TRPV1 kifejezddésére az
elsédleges érz6 idegsejtekben. Igy feltételeztiik, hogy a tapfolyadékban tenyésztett
elsddleges érz6 idegsejtek felhaszndldsaval nyert eredmények megbizhatoan jelzik az in
vivo kisérletek lehetséges kimenetelét. Ezen kovetkeztetés helyességét in vivo kisérleteink

eredményei valdban meg is erdsitették.

A patkany hugyholyagon végzett immunfestés eredményeibdl arra kdvetkeztettiink, hogy
mind a CBI receptor mind a TRPV1 jellegzetes kifejez6dési mintdzat mutat a patkany
hugyholyagot beidegzé elsédleges érzé idegsejtek nyulvanyain, igy a patkany
hugyhodlyag alkalmas lehet az endovanilloid és endokannabinoid rendszereknek az
els6dleges ¢érzd idegsejtek aktivitdsat befolyasold hatdsanak vizsgalatira. Az in vivo
kisérleteink eredmanyei ezt a feltevést is megerdsitették.

A fijdalmat eldidéz6, potencialisan szoveti karosodast okozd magas hdémérséklet
detektalasaban szerepet jatszo elsddleges érzd idegsejtek élettani és gydgyszertani
vizsgélatainak az eredménye alapjan feltételeztiik, hogy legalabb két, kiilonbozd
elsddleges érzo idegsejt csoporton kifejezddd, legalabb két kiilonbozé molekula vesz
részt a magas homérséklet detektalasaban illetve a hdenergia elektromos energiava
torténd atalakitdsaban: az alacsony hdkiiszobi TRPV1 és egy magas hdkiiszobu
molekula. Kés6bbi adatok alapjan ezt a magas hokiiszobli molekuldt a TRPV2-vel
azonositottak, amely a kapszaicin érzékeny elsddleges érz6 idegsejteknél nagyobb, CGRP
tartalmt sejteken fejezédik ki. Mig a TRPV1 szerepe a fajdalmak kialakuldsaban az
elsddleges érzd idegsejteken tisztdzottnak tiinik, a TRPV2 szerepérdl kevés adat all
rendelkezésre. Ezért a TRPV2 szerepének tisztdzdsa fontos jovobeli feladat.

Az egyedi TRPV1 csatorndk vizsgalatai azt sugalltdk, hogy a csatorna alegység
Osszetétele, az alegységek poszt-transzlacios modosuldsa vagy a TRPVI1-t tartalmazo
fehérje komplex Osszetétele szabhatja meg a csatorna érzékenységét a kiilonbdzo
aktivatorokkal szemben. Késobbi vizsgalatok eredményei mind a sajat mind mésok
laboratériumaibol megerdzitették a feltevést, hiszen a TRPV1 molekula egy sor mas TRP
molekulaval hozhat 1étre miikodd csatornat, illetve a TRPV1 fehérje komplexet alkot a

CBI receptorral. Az igy 1étrejové heterotetramer illetve TRPV1-CB1 receptor komplex
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gyogyszertani  tulajdonsagai  jelentdsen eltérnek a TRPV1 homotetramerek
tulajdonsagaitol.

Eredményeink megmutattak, hogy a egymast kiegészité modszerek, a kobalt és kalcium
bearamlas, valamint a CGRP felszabadulas mérése alkalmasak az endovanilloid és
endokannabinoid rendszerek hatasanak vizsgéalatira nagyszamu tapfolyadékban
tenyésztett elsddleges érzé idegsejten. gy, tovabbi vizsgilatainkban ezen modszereket is
alkalmaztuk.

Az elsédleges érzé idegsejten végzett immunfestés altal kimutatott CBI1 receptor,
TRPVI1, FAAH, NAPE-PLD és/vagy né¢hany kalciumra nem érzékeny anandamid
szintetizald enzim kozos kifejezOdése felveti egy autokrin endokannabinoid-
endovanilloid jelzérendszer 1étezését a fajdalomérzé elsddleges érzé idegsejtek egy
jelentés csoportjaban. Az elsddleges ¢érzé idegsejtekben kifejez6dé autokrin
endokannabinoid-endovanilloid jelzérendszer 1étezését tovabb erdsiti, hogy az érzo
idegsejtek mind kalcium fiiggd, mind kalcium fliggetlen mddon képesek anandamidot
szintetizalni. Ez az autokrin jelzérendszer a fajdalomérzd elsddleges érzd idegsejtek
aktivitasanak nagyon finom szabalyozasat teheti lehet6vé.

Vizsgélataink eredménye megerdsitette, hogy az anandamid valoban jelentds szerepet
jatszik a TRPV1 és a CB1 receptor aktivalasan keresztiil a kapszaicin érzékeny elsédleges
érz6 idegsejtek aktivitdsanak szabalyozasdban. A CB1 receptor aktivitasa, pl. anandamid
altal, legalabb két uton jarul hozza az elsddleges érz6 idegsejtek aktivitasanak
csokkenéséhez. Egyrészt gatolja a fesziiltségfiiggd kalcium csatorndk aktivitasat, igy a
sejtekbdl torténd transzmitter felszabadulast. Masrészt, a CB1 receptor képes a TRPV1
aktivitasat is gatolni. Eredményeink alapjan arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy az

anandamidnak az elsOdleges érz0 idegsejtek aktivitdsanak szabalyozasdban betoltott

szerepét a gyulladasos folyamatok jelentésen befolyasoljak. A gyulladdsos mediatorok
megnovelik az anandamid TRPV1-t aktivalé hatasat, mig jelentésen csdkkentik a CBI
receptor aktivitdsat. Ezen eredmények alapjan kérdéses, hogy az anandamid szint
novelése valoban képes-e az elsddleges érz6 idegsejtek aktivitasanak csokkentésével
csokkenteni a fajdalmat. Ezen feltevésiinket az értekezésben nem szerepld, de az
értekezés elkésziiltekor mar részben kozolt in vivo adataink alatamasztjak.

A fenti feltételezést tamogatjdk azok az adataink is, amelyek azt mutatjak, hogy a
kapszaicin érzékeny elsédleges érz6 idegsejtekben termelddo illetve a FAAH gatlas sordn
felhalmozd6doé endogén anandamid a CB1 receptoron és a TRPV1-on keresztiil jelentds
mértékben hozzajarulhat a sejtek aktivitdsdnak a szabalyozdsdhoz. Az endogén
anandamid azonban a vart CB1 receptor kozvetitett gatlo hatas helyett TRPV1 kozvetitett
excitatorikus hatast fejt ki. Eredményeink azt is mutatjak, hogy ehhez az excitatorikus
hatashoz a CBI1 receptor is hozz4jarul, hiszen a CB1 receptor a fajdalomérzé elsédleges
érz6 idegsejtek egy csoportjaban szenzitizalja a TRPV1-t; mind konstitutiv mind kivaltott
szenzitizl6 hatds nagymértékben hozzdjarulhat az anandamid TRPV1 kozvetitett
excitatorikus hatdsdhoz. A CBI1 receptor altal kozvetitett TRPV1 szenzitizacio alapja a
két molekula fentebb mar emlitett térbeli szoros kapcsolata, illetve a szoros kapcsolat adta
lehetéség a fehérje-fehérje kapcsolat létrehozédsara. Ez a fehérje-fehérje kapcsolat a
receptorok térbeli szerkezetének megvaltoztatdsan keresztiil jarulhat hozza a TRPV1
szenzitizacidhoz. Ezen in vitro adatainkkal Osszhangban, in vivo eredményeink azt
mutatjak, hogy a hugyholyagban gyulladds sordn termelédé anandamid a TRPV1
aktivalasan keresztiill valéban hozzajarul a gyulladds sordan kialakulé megndvekedett

holyag aktivitas és fajdalom létrejottéhez.
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Osszességében eredményeink azt sugalljik, hogy az endokannabinoid és endovanilloid
rendszerek egy autokrin jelzérendszert alkotnak a fajdalomérzé elsédleges érz6 idegsejtek
egy jelentds csoportjaban. Ez a jelzérendszer gyulladasos megbetegedések soran valik
kiilonosen fontossd, amikor az anandamid szintézis, CBI1 receptor altali TRPV1
szenzitizacié és TRPV1 aktivitas alakul ki. Ezek a hatdsok jelentésen hozzajarulnak a
gyulladasos megbetegedéseket kisérd elsddleges érzé idegsejt aktivitasahoz, amely
fajdalom kialakulasahoz, illetve az iireges szervek esetén a szervek fokozott motoros
aktivitasahoz vezetnek. Eredményeink alapjan ugy vélem, hogy a gyulladasos fajdalmak
csokkentéséhez az anandamid szintézis gatlasa illetve a CB1 receptornak a TRPV1

szenzitizalo hatdsanak gétlasa sziikséges.

KOSZONETNYILVANITAS
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