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1. AZ ERTEKEZES ALAPJAT KEPEZO EREDETI TUDOMANYOS

FELISMERESEK

. Az alacsony és magas hokiiszobli elsédleges érz6 idegsejtek felfedezése és a
két sejttipus elkiilonitése (Nagy és Rang, 1999a).

4 Az alacsony kiiszobii hdérzékenység ¢és a kapszaicin  érzékenység
Ossszfiiggésének a felfedezése egész sejtes szinten elsOdleges ¢€rzd
idegsejtekben (Nagy és Rang, 1999a; Nagy és Rang, 1999b).

4 Az alacsony kiiszobli hoérzékenység és a kapszaicin érzékenység farmakologia
¢s biofizikai jellemzdinek felsimerése elsddleges érzd idegsejtekben (Nagy és
Rang, 1999b).

4 Az alacsony kiiszobii hdérzékenység ¢és a kapszaicin  érzékenység
kiilonvalasanak felfedezése egyedi csatorna szinten elsddleges ¢érzo
idegsejtekben (Nagy és Rang, 1999b).

. A CBI1 receptor kifejezddésének felfedezése elsddleges érzd idegsejtekben
(Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Ahluwalia és munkatarsai, 2002b; Veress és
munkatarsai, 2013).

. A TRPV1 ¢és CBI1 receptor jelentds egyiittes kifejezddésének a felfedezése
els6dleges érzé idegsejtekben (Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Chen és
munkatarsai, 2016).

. A  FAAH kifejezddésének felismerése fajdalomérzé elsddleges érzod
idegsejtekben (Lever és munkatarsai, 2009).

. A NAPE-PLD kifejezddésének felfedezése fajdalomérzé elsddleges érzod

idegsejtekben (Nagy és munkatarsai, 2009a).
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A NAPE-PLD ¢és TRPV1 kozos kifejezddésének felfedezése fajdalomérzé
elsdleges érz6 idegsejtekben (Nagy ¢és munkatarsai, 2009a; Sousa-Valente és
munkatarsai, 2017).

A kalciumra nem érzékeny anandamid szintetizalé enzimek kifejezddésének
felfedezése fajdalomérzé elsddleges érzd idegsejtekben (Varga és munkatarsai,
2014).

A kalciumra nem érzékeny anandamid szintetizald enzimek és a TRPV1 kozos
kifejezddésének felfedezése fajdalomérzé elsddleges érzo idegsejtekben (Varga
¢s munkatarsai, 2014).

Elsédleges ¢érz6 idegsejtekbdl NAPE adagoldssal kivalthato anandamid
felszabadulas felfedezése (Varga és munkatarsai, 2014).

Elsddleges érz6 idegsejtekbdl az intracellularis kalcium szint megemelésével
kivélthat6 anandamid felszabadulés felfedezése (Varga és munkatarsai, 2014).
Az anandamid kettds (TRPV1 kozvetitett excitatorikus és CB1 receptor
kozvetitett gatld) hatasanak felfedezése elsddleges érzé idegsejtekbol
(Ahluwalia és munkatarsai, 2003a).

A CBl1 receptor aktivalasa altal kivaltott TRPV1 aktivitas gatldsanak
felfedezése elsddleges érzé idegsejtekben (Santha és munkatarsai, 2010a;
Mahmud ¢s munkatarsai, 2009).

A gyulladasos medatorok altal az anandamid TRPV1-on kifejtett excitatorikus
hatasa megemelésének felfedezése elsddleges érz6 idegsejtekben (Singh Tahim
¢s munkatarsai, 2005).

A gyulladdsos medatorok 4ltal a CB1 receptor kozvetitett gatld hatés
csOkkenésének a felfedezése elsddleges ¢érzé idegsejtekben (Soneji és

munkatarsai, 2010).
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Az elsdédleges érz6 idegsejtekben szintetizalodd anandamid TRPV1 kozvetitett
excitatorikus hatdsanak felfedezése (Varga és munkatarsai, 2014; Chen ¢és
munkatarsai, 2016).

A CBI1 receptor TRPV1-t szenzitizal6 hatdsanak a felfedezése elsddleges érzo
idegsejtekben (Chen és munkatarsai, 2016).

A CBI1 receptorok ¢s a TRPV1 molekuldk térbeli eloszlasanak felfedezése
elsddleges érz6 idegsejtekben (Chen és munkatarsai, 2016).

A CBI1 receptor és TRPV1 fehérje — fehérje kapcsolatanak felfedezése
elsddleges érz6 idegsejtekben (Chen és munkatarsai, 2016).

Az anandamid TRPV1 altal kozvetitett holyagaktivitast és gerincvel6i fajdalom
informacio feldolgozast kivaltd hatdsédnak a felfedezése (Dinis és munkatarsai,
2004b).

A holyaggyulladds anandamid szintézist kivaltdo hatdsanak a felfedezése (Dinis
¢s munkatarsai, 2004b).

Az anandamid szerepének felismerése a holyaggyulladast kisérd fokozott

holyagaktivitas 1étrejottében (Dinis és munkatérsai, 2004b).
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2. OSSZEFOGLALAS

Munkdm célja az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek, kiilonos
tekintettel a két rendszer {6 receptora, az egyes tipusu kannabinoid (CB1) receptor és
a kapszaicin receptor (TRPV1), illetve ezek kdzos endogén aktivatora, az anandamid,
szerepének jobb megértése volt az elsddleges fajdalomérzo idegsejtek aktivitdsanak,
igy a periférias szovetek megbetegedéseihez kapcsolodo fajdalmak szabalyozasaban.
Munkdm soran jellemeztem a TRPV1 és a CB1 receptor kifejezddési mintazatat mind
a hatso gyoki dicban taldlhatd, mind a tapfolyadékban novesztett elsédleges érzd
idegsejtekben. Jellemeztem tovabba a TRPV1 és a CBI receptor miikodését a
tapfolyadékban novesztett els6dleges érzé idegsejteken. Szintén leirtam az
anandamidot szintetizdlo és hidrolizdld enzimek kifejezddését az elsédleges érzd
idegsejteken. A kifejez6dési mintdzatok eredménye azt mutatja, hogy az elsddleges
fajdalomérzo idegsejtek egy jelentds hanyadaban egy endovanilloid-endokannabinoid
autokrin jelzérendszer taldlhatd. A kifejezdési mintdzatok eredményei azt is
megmutattak, hogy a CB1 receptor és TRPV1 fehérje-fehérje kapcsolatban van a
sejtek egy jelentds részében. A két receptor mitkddésére vonatkozo adataim alapjan
arra a kovetkeztetésre jutottam, hogy a fehérje-fehérje kapcsolaton keresztiil, a CB1
receptor alapaktivitdsa 4ltal kozvetitet TRPV1 szenzitizdcié jon létre, amely
hozzajarul a TRPVI1 érzékenységéhez, beleértve a TRPV1 anandamid iranti
érzékenységét. A két receptor mitkddésére vonatkozd vizsgalataimmal kimutattam
tovabba, hogy az anandamidnak a kulirmédiumban novesztett elsédleges érzd
idegsejtekhez torténd adagoldsa koncentracio fliggd modon vagy a CB1 receptoron
keresztiil gatolja a transzmitter felszabadulast és a TRPV1 aktivitast, vagy aktivalja a
TRPV1-t. Kimutattam tovabba, hogy a gyulladasos mediatorok jelentésen megemelik

az anandamid excitatorikus potencialjat és hatasossagat, illetve csokkentik a CBI1
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receptor altal kozvetitett gatlast. Eredményeim megmutattak, hogy az elsédleges érz6
idegsejtek altal szintetizalt anandamide, az exogén anandamiddal szemben, csak
TRPV1 kozvetitett serkentd hatast valt ki. Az in vitro eredményekkel 6sszhangban,
kimutattam, hogy a patkdny hugyhodlyag peritonealis felszinére adagolt anandamid
koncentracio- ¢és TRPV1 fiiggé modon fokozza a gerincveldi fajdalominger
feldolgozasat és a holyag {iritési reflexét, valamint hogy az anandamid lebontas
gatldsa is megndveli a holyag tiritési aktivitasat. Az in vivo kisérletekben kimutattam
tovabba, hogy a holyag gyulladdsa a holyag TRPV1 fiiggd iiritési reflex aktivitdsanak
novekedésével parhuzamosan szignifikdnsan megemeli a holyag anandamid tartalmat,
¢s hogy a megemelkedett anandamid szintnek az anandamid lebontasanak gatlasaval
torténd tovabbi emelése tovabb noveli az excitacidt. Ezen eredmények Osszességében
hozzajarulnak az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek miikddésének
teljesebb megértéséhez az elsddleges fajdalomérzd idegsejtekben, és a két rendszer

analgetikus potencidlja felhsznélasat célzo uj stratégia kidolgozasahoz.
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3. BEVEZETES

Az elsddleges érzd idegsejtek alapvetd feladata a kozponti idegrendszer
értesitése a szoveteinket érd hatasokrdl, illetve a szdveteink aktudlis allapotarol
(Nagy, 2004). Ezen hatdsok egy része veszélyezteti a szdveteink épségét. Az ilyen
szoveti épséget veszélyeztetd hatasok, illetve a szovetek sériilése €s a sériilést kdvetd
gyulladdsos reakciok, az elsddleges ¢érzo idegsejtek ugynevezett fajdalomérzd
csoportjat aktivalva, a szdvetek tovabbi sériilését megeldz6 reakcidkat, tobbek kozott
akut vagy hosszantart6 fajdalmat véltanak ki (Nagy, 2004). igy, a szévetek tovabbi
sériilését megeldzd reakciok, koztik a fajdalmak kialakulasa is az els6dleges érzd
idegsejtek érzékenységétdl és informacid tovabbitd képességétdl fiigg. Ezeket a
jellemzdket ugyanakkor egy sor tényezd, tobbek kozott az ingereket idegi elektromos
jelekké (membran potencidl valtozds) 4talakitdé molekuldk (transzducerek)
kifejezddése és poszt-transzlaciés modosulasa, valamint a sejteken kifejezddé egyéb
receptorok és ion csatornak aktivitdsa hatarozza meg (Nagy, 2004).

Az utdbbi néhany évtized munkdja egy sor transzducert azonositott az
els6dleges ¢érzé idegsejteken. Ezen transzducerek mellett az elsddleges ¢érzé
idegsejteken kifejez6dd nagyszamu receptort, valamint a transzducerek és receptorok
kozotti molekularis  kapcsolatot is megismertiink. A kutatdsi eredmények
ravilagitottak, hogy a transzdiicer molekuldk koziil az endovanilloid rendszerhez
tartozo tranziens receptor potencial ioncsatorna (TRP), V alcsalad (V), egyes tag,
(TRPV1) alapvet6 fontossagu a fajdalmak egyik {6 fajtajanak, az ég6é fajdalomnak (h6
hiperalgézia) a kialakuldsdban (Caterina ¢és munkatarsai, 1997; Caterina ¢és
munkatéarsai, 2000; Davis és munkatarsai, 2000). A kutatdsi eredmények arra is
ravilagitottak, hogy a kiilonboz6 receptorok ¢és ion csatorndk kozil az

endokannabinoid rendszerrel kapcsolatos molekuldk aktivitdsa jelentdsen képes
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csOkkenteni laboratoriumi allatokban a fajdalomérzd elsddleges érzé idegsejtek akut
aktivalasaval kivaltott fajdalom reakcidkat (Calignano ¢s munkatarsai, 1998; Kress ¢s
Kuner, 2009; Clapper és munkatarsai, 2010). A kutatasi eredmények tovabba azt is
valdsziniisitették, hogy az endovanilloid és endokabbaninoid rendszerek kozott
jelentds molekularis atfedés, valamint az egymas miikodését befolyasold hatés
létezhet (Di Marzo és munkatarsai, 2001; Di Marzo és munkatarsai, 2002; Toth ¢és
munkatarsai, 2009). A jelen értekezés tudoményos tevékenységem azon eredményei
alapjan késziilt amelyek az endovanilloid és endokabbaninoid rendszerek szerepét és
azoknak a szerepeknek a molekularis hatterét vizsgaltak az elsddleges érz6 idegsejtek

aktivitasanak szabalyozasaban.

3.1. AZ ENDOVANILLOID REDSZER

Az endovanilloid rendszer egyike a legrovidebb ideje ismert jelatvivo
rendszereknek, hiszen a rendszer alapit6 tagjat a TRPV1-t vagy kapszaicin receptor-t
1997-ben kiilonitettek el és allapitottdk meg az amindsav sorrendjét (Caterina és
munkatarsai, 1997). Mint valamennyi jelatvivo rendszer, az endovanilloid rendszer is
receptor(ok)bol, a receptor(ok)hoz kotddni és azon kotddésen keresztiil biologiai
hatast kivaltani képes endogén molekula(k)bol, és az ez(eke)t az endogén
molekula(ka)t szintetizal6 és lebontd enzim(ek)bdl, valamint az endogén molekulakat
transzportald6 molekuldkbol all. Ugyan a TRPV alcsaladban 6 molekula talalhato
(TRPV1-6), az endovanilloid rendszerhez, mai ismereteink szerint, ezek koziil csak
egy receptor, a kapszaicin receptor tartozik (Nilius és Owsianik, 2011). A receptor
elkiilonitése és aminodsav sorrendjének megallapitdsa oOta egy sor, a kapszaicin
receptort aktivalni képes endogén molekuldt ismertek fel (Sousa-Valente ¢és

munkatarsai, 2014a). Ezen aktivatorok koziil az elsd, a legismertebb, és talan a
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legfontosabb az anandamid (N-arachidon-etanol-amine) (Devane és munkatérsai,
1992; Zygmunt ¢és munkatarsai, 1999). Ugyan a tobbi ismert endovanilloid
molekulanak is jelentds szerepe lehet a kapszaicin receptor aktivaldsdban (Sousa-
Valente és munkatarsai, 2014a), a jelen értekezés els6sorban a TRPV1 csatornanak és
ennek az endovanilloid molekuldnak a viszonyéat vizsgalja.

Ugyan az endovanilloid redszer egyes elemei megtaldlhatdak mind az
idgrenszeren beliil, mind az idegrendszeren kiviil, legjellemzébb eléfordulasuknak az
idegrendszeren beliili kifejezddésiiket, azon beliil is a fajdalomérzé hatsé gyoki
neurokon torténd kifejezddésiiket tartjadk (Caterina és munkatdrsai, 1997; Mezey ¢és
munkatarsai, 2000; Nagy €s munkatarsai, 2004; Nagy €s munkatarsai, 2008; White és
munkatarsai, 2011b; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Nagy és munkatarsai,
2014; Toth és munkatéarsai, 2005; Cristino és munkatarsai, 2008; Tominaga és
munkatarsai, 1998; Nagy és munkatarsai, 2009b). Ennek a kifejez6dési mintazatnak
megfelelden, ugyan az endovanilloid rendszert egy sor fiziologids és patologids
folyamattal hozzak kacsolatba, a legfontosabb funkidjanak mégis a periférids
szovetek és a periférids idegrendszer kozotti, illetve az idegrendszeren beliili, a
fajdalom érzésekkel kapcsolatos jelatvitelt tekintik (Nagy és munkatarsai, 2014;
White ¢és munkatarsai, 2011b; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Nagy és
munkatarsai, 2004; Naziroglu, 2015; Nagy és munkatarsai, 2009b). Bar a kapszaicin
receptor kés6ébb targyalandd érzékenysége a 42°C feletti hémérsékletre predesztinalja
az endovanilloid rendszert, azon belill is elsésorban a kapszaicin receptort, a magas
hémeérséklet altal kivaltott akut, igynevezett nociceptiv fajdalomérzés kialkulasanak
elinditasara, a TRPV1 génhidnyos egerek viselkedése ezt a szerepet nem igazolta
(Caterina és munkatarsai, 2000; Davis és munkatarsai, 2000). TRPV1 génhidnyos

egereken végzett magatartds vizsgalatok eredményei ezzel szemben azt mutatjak,
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hogy az endovanilloid rendszeren keresztiil torténd jelatvitel elsédleges eredménye a
patologias, elsdsorban gyulladasos koriilmények kozott kialakuld hé hiperalgézia
létrejotte (Caterina és munkatarsai, 2000; Davis €és munkatarsai, 2000). Ennek
megfelelden a jelen értekezés az endovanilloid rendszer szerepét elsdsorban a
gyulladasos koriilmények kozott kialakuld fajdalom/hé hiperalgézia 1étrejottének

kontexuséaban targyalja.

3.1.1. A KAPSZAICIN RECEPTOR

Critical Residues Required for
Interaction between TRPV1 and:

B AEA M Heat
® ATP
® NO
A Basic pH
. APP,
[7] Calcineurin
M PKA
O cam
® PKC
3 A\ Capsaicin A RTX
(IT14a
“ R1156116 va19 B Cholesterol [T Src Kinase
e @ Glycan
AW O Voltage

Permeation Residues:
# Pore Constriction (blocks ions over ~6 A)
% Activation Gate (blocks ions over ~2 A)
¥¢ Cation Flow Coordinator
Y Selectivity Filter/ Tetramer Stabiliser

3.1. dbra. A TRPVI1 molekula szerkezete és a kapszaicin csatorna mukédését
befolydsolo legfontosabb aminosavak helyzete. Rovidétések: AEA anandamid,
ATP  adenozintrifoszfat,  CaM  kdlmodulin, ~ NO  nitrikoxid, = PIP;
foszfatidilinozitolbiszfoszfat, PKA proteinkinaz A, PKC proteinkinaz C, RTX
resiniferatoxin. (Nagy és munkatarsai, 2014).
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A kapszaicin receptor, a tranziens receptor potencial (TRP) ioncsatorna

3.2. abra. A TRPV1 ioncsatorna szalagdiagrmja. A sarga, piros, zold és kék
szinek a négy TRPVI molekulat jelolik. Az (a) és a (b) abra oldalnézet. A (c) dbra
az S4-S6 szakaszt mutatia A TRP doménnel és a porust alkoto helikalis
szakaszokkal. A (d) abra a csatorna alulnézeti képét mutatja. (Liao és
munkatarsai, 2013).

csaladhoz tartozd fehérje, melyet amindsav sorrendje, illetve szerkezeti tulajdonsagai
alapjan a TRP csalad vanilloid nevii alcsaladjaba sorolunk (Caterina és munkatérsai,
1997; Nagy ¢és munkatarsai, 2014). A kapszaicin receptor az elsd emldsokben
felfedezett TRP receptor és egyben a TRP receptor csaldd vanilloid (V) alcsaladjanak
alapit6 tagja.

A kapszaicin receptort négy TRPV1 molekula (3.1. 4bra) épiti fel amelyek
szimmetrikus formdban helyezkednek el oly moddon, hogy a csatorna poérusa a

molekula kozepén taldlhaté (3.2. ébra) (Kedei €s munkatarsai, 2001; Liao és

10
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munkatérsai, 2013). A TRPV1 molekuldk a homotetramérek mellett,
heterotetraméreket is képesek létrehozni elsdsorban a V alcsalddhoz tartoz6 mas TRP
molekulaval (Smith és munkatarsai, 2002; Fischer és munkatarsai, 2014). A
kapszaicin recepor egy sor mas fehérjével fehérje komplexet, Ugynevezett
transduciszomokat hoz létre a sejtmembanban (3.3. dbra; (White és munkatarsai,
2011b; Nagy ¢és munkatarsai, 2008; Nagy ¢és munkatarsai, 2009b;

http://www.trpchannel.org/summaries/TRPV1). Ezek a transduciszomok a kapszaicin

- RPV]
CTRA ) TRPV1 :8\
TrkA (IR TRPVI
i—/
N C(TRPV1T)

Ptdins(4,5),

J &7 s
Scaffolding $

protein N

3.3 abra. A TRPV'1 transzduciszom néhdany korabban megismert komponense.
Tovabbi protein-protein interakciok a
http://'www.trpchannel. org/summaries/TRPV1 és a cimen talalhatok. Roviditések:
TrkA: tirozinkinaz A receptor, PtdIns(4,5): foszfatidilinozitolbiszfoszfat, PLC-y
foszfolipaz-gamma, PKC-¢ proteinkinaz C-epszilon, PKA (RI) proteinkinaz A
szabalyozo alegység. (Nagy és munkatarsai, 2009b).

receptor mellett, a receptor aktivalasanak kovetkeztében 1étrejovo kalcium bedramlés
detektalasdban, a megemelkedett kalcium szint tovabbi intracelluléris jellé torténd
atalakitasaban és az ezeket a molekuldkat Gsszekapcsold strukturalis molekulakbol
allnak (Vennekens és munkatarsai, 2002; Rathee és munkatarsai, 2002; Morenilla-
Palao és munkatarsai, 2004; Docherty és munkatarsai, 1996; Stein és munkatarsai,

20006).

11
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3.1.1.1. A KAPSZAICIN RECEPTORT ALKOTO TRPVI MOLEKULAK
SZERKEZETE

A human TRPVI1 molekula 839, mig a patkany TRPVI1 molekula 838
aminosavat tartalmaz (Caterina €¢s munkatarsai, 1997). A TRPV1 molekula becsiilt
tomege 95kD (Caterina és munkatarsai, 1997). A TRPV1 molekulat négy szerkezeti
elemre szokas bontani: az N- és C-termindlis szakaszokra, amelyek intracelluldrisan
helyezkednek el, illetve a kozottik elhelyezkedd membranban talalhatd részre,
amelyet tovabb lehet osztani az N-terminalis szakaszt kdvetd négy helikalis szakaszt
(S1-S4, 3.1. abra), és az azokat Osszekotd néhdny amindsavat tartalmazd révid
szakaszokat tartalmazo részre, valamint az S4 és S6 hélixeket és az oket 0sszekoto és
az ioncsatorna porusanak kialakitdsaban résztvevd szakaszra (porus formald szakasz)

(3.1. abra).

3.1.1.1.1. AZ N-TERMINALIS SZAKASZ

Az N-termindlis szakasz legjellemzObb része az tUgynevezett ankyrin
ismétlédési domén (ARD), amely hat, 33 amindsavbol all6 ankyrin ismétlodést
Osszeallasaban jatszhat szerepet (Arniges és munkatarsai, 2006; Erler és munkatarsai,
2004). Ezen kiviil, a TRPVI molekula ARD szakasza kotOhelyeket tartalmaz a
kalmodulin és ATP részére, amelyek hozzdjarulnak a kapszaicin receptor egyik
legjellegzetesebb tulajdonsaganak, a receptor deszenzitizaciojanak (vide infra) a
szabalyozasahoz (Koplas és munkatarsai, 1997). Az N-terminalis szakasz felelds a
csatorna intracelluldris alkalikus pH altal torténd aktivalasdban is (Dhaka é&s
munkatarsai, 2009). Az N-terminalis szakasz szintén tartalmaz aminodsavakat,

amelyek a receptor két fontos exogén aktivatoranak, a kapszaicinnek és a

12
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resiniferatoxinnak (RTX) a megkotésében jatszanak szerepet (Jordt és Julius, 2002;
Jung ¢s munkatéarsai, 2002). Ezeken kiviil, az N-termindalis szakasz a csatorna
véalaszadd képességének a szabalyozasaban résztvevd aminodsavak egy csoportjat is
tartalmazza, amelyek poszt-transzlaciéos modosulasok révén vagy csokkentik vagy
novelik a csatorna valaszadd képességét, aktivitasat (Bhave és munkatérsai, 2002;
Jeske és munkatarsai, 2006; Mohapatra ¢s munkatarsai, 2003; Zhang és munkatarsai,
2005). Az N-termindlis szakasz legfontosabb részeit és azoknak a csatorna
aktivalasaban, vélaszadd képességének és aktivitdsanak szabéalyozdsdban jatszott

szerepét az 3.1. abra mutatja.

3.1.1.1.2. AZ C-TERMINALIS SZAKASZ

A C-terminalis szakasz legjellemzdbb szerkezeti eleme az ugynevezett TRP
box, amely a TRPV1 molekuldk tetramérré torténd Osszeallasaért felelds, illetve
résztvesz a csatorna funkcidjanak szabalyozdsdban (Garcia-Sanz és munkatarsai,
2004; Valente és munkatarsai, 2008; Garcia-Sanz és munkatarsai, 2007). A C-
termindlis szakasz tobbi része is elsdsorban a csatorna funkciojanak szabalyozasidban
vesz részt (Vlachova és munkatarsai, 2003; Numazaki ¢s munkatarsai, 2003; Kwak és
munkatarsai, 2000; Jung és munkatarsai, 2002; Grycova ¢és munkatarsai, 2008;
Brauchi és munkatérsai, 2007). A csatorna hdérzékenysége is, legalabb is részben, a
C-termindlis szakasztol fiigg (Brauchi €s munkatarsai, 2007). A C-terminalis szakasz,
hasonléan az N-terminalis szakaszhoz, szintén tartalmaz egy sor olyan aminosavat
amelyek post-transzlacios modosulasa  megvaltoztatja a csatorna valaszadd
képességét, aktivitdsat (Bhave ¢és munkatdrsai, 2003; Mohapatra és Nau, 2003;

Numazaki és munkatarsai, 2002). Az C-terminalis szakasz legfontosabb részeit és
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azoknak a csatorna aktivaldsdban, valaszadd képességének ¢&s aktivitdsanak

szabalyozasaban jatszott szerepét is az 3.1. dbra mutatja.

3.1.1.1.3. A PORUS ALKOTASABAN RESZTVEVO SZAKASZ

A poérus alkotasdban résztvevd szakaszt a membranban taldlhaté S5 és S6
hélixek és az Oket 6sszekotd ugynevezett porus hurok (P-hurok) alkotjak (3.1. abra).
Ennek megfeleléen ez a szakasz egy sor olyan aminosavat tartalmaz, amelyek
meghatdrozzak a csatorna kapuzasi és ion atjarhatosagi tulajdonsagat. Az L681 és az
Y671 aminosavak a csatornan athaladé ionok nagysagat szabalyozzak, mig az L681 a
7A-nél nagyobb ionokat sziiri ki, addig az Y671 a 2A-é1 nagyobb ionokat nem engedi
at (Salazar és munkatarsai, 2009). A D646 a porus extracelluldris szdjanal jarulhat
hozza egy negativ toltésti gyliri 1étrehozdsdhoz, amely biztositja a kationok magas

A csatorna extracellularis sz4janal az E600 aminosav jarulhat hozz4 a receptor
kiilonboz6é aktivatorokkal szembeni érzékenységéhez savas pH esetén (Jordt és
munkatarsai, 2000). Ugyanakkor, az E648 amindsav lehet a felelds a csatorna sav
érzékenységéért (Jordt és munkatarsai, 2000). Az S5 hélix fontos aminosavakat
tartalmaz (CRAC aminosav sorrend) amelyeken keresztiil a koleszterin befolyésolja a
csatorna miikodését (Jansson ¢s munkatarsai, 2013; Morales-Lazaro ¢és munkatarsai,
2013; Picazo-Juarez és munkatarsai, 2011; Santha és munkatarsai, 2010b; Szoke és
munkatarsai, 2010). A csatorna héérzékenységéhez a porus alkotdsdban résztvevod
szakasz is hozzajarul, mert a 613-627 aminosavak modositasaval a csatorna elvesziti
héérzékenységét (Yang és munkatarsai, 2010). Ezen kiviil, a csatorna tobbi részéhez
hasonldan, a porus alkotasaban résztvevd szakasz is tartalmaz aminosavakat, amelyek

poszt-transzlaciés modosuldsa szabalyozza a csatorna valaszadd képességét,
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aktivitasat (Veldhuis és munkatarsai, 2012; Jahnel és munkatarsai, 2001). A porus
alkotasaban résztvevd szakasz legfontosabb részeit ¢és azoknak a csatorna
aktivalasaban, vélaszadd képességének és aktivitdsanak szabédlyozdsdban jatszott

szerepét is az 3.1. abra mutatja.

3.1.1.1.4. S1-S4 HELIXEK ALTAL ALKOTOTT SZAKASZ

Az S1-S4 szakasz legfontosabb része az tigynevezett kapszaicin zseb amely az
S2 és S3 hélixeket Osszekotd intracellularis rovid szakasz és az S4 hélix kozott
helyezkedik el. Ezen a szakaszon beliil a kapszaicin kotddése elsdsorban az Y511,
T550, S512 és az R491 aminosavaktol fiigg (Jordt és Julius, 2002; Gavva és
munkatarsai, 2004). Fontos megjegyezni, hogy az YS511A mutdcié hatasara a
kapszaicin receptor elvesziti valaszold képességét anandamidra (Jordt és Julius,
2002). A kapszaicin érzékenységen tul, az SI1-S4 szakasz szintén tartalmaz
aminosavakat (S512, R491 és V538) amelyek a csatorna proton érzékenységéhez
jarulnak hozzd (Jordt és Julius, 2002; Ryu és munkatarsai, 2007). A csatorna
fesziiltségfliggdségéhez hozzédjarul az S4 és az S4-t és S5-t 6sszekotd intracellularis
szakasz (Voets és munkatarsai, 2007). Hasonl6an a csatorna tobbi részéhez, az S1-S4
szakasz is tartalmaz olyan aminosavakat, amelyek post-transzlacios modosulésa
szabdlyozza a csatorna vélaszadd képességét, aktivitasat (Rathee és munkatarsai,
2002; Numazaki €¢s munkatarsai, 2002). Ismét, az 3.1. dbra mutatja az S1-S4 szakasz
legfontosabb részeit és ennek a szakasznak az aminosavait amelyek a csatorna

aktivalasaban, ¢és valaszado6 képességének szabalyozasaban jatszanak fontos szerepet.

3.1.1.2. AZ KAPSZAICIN RECEPTOR AKTIVATORAI ES A RECEPTOR

AKTIVITAS SZABALYOZOI
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A kapszaicin receptor aktivatorait és a receptor aktivitas szabalyozoit két nagy
csoportba oszthatjuk: kdzvetlen aktivatorok, amelyek a kapszaicin receptoron kifejtett
hatasuk utjan emelik a csatorna nyitasi valosziniiségét, illetve kozvetett aktivatorok,

amelyek egy masik molekulan kifejtett hatdsuk utjan aktivaljak a kapszaicin receptort.

3.1.1.2.1. KOZVETLEN AKTIVATOROK ES AKTIVITAS SZABALYOZOK
A kozvetlen aktivatorok és aktivitds szabalyoz6 molekuldk ismét két csoportba
oszthatok: molekularis és nem molekularis aktivatorok és a receptor aktivitast

szabalyoz6 molekulék.

3.1.1.2.1.1. KOZVETLEN AKTIVATOR ES AKTIVITAST SZABALYOZO
MOLEKULAK

A kozvetlen aktivator és a receptor aktivitast szabalyoz6 molekuldk tovabbi
két csoportot alkotnak, a szervezetben termelddd €s megtalalhatdo endogén és a mas

szervezetekben termelddd exogén molekuldk.

3.1.1.2.1.1.1. EXOGEN MOLEKULAK
A receptor prototipusos exogén aktivatora a csipds paprika csipdsségéért
felelds transz-8-metil-N-vanillil-6-noneamid, vagy koézismert nevén a kapszaicin

(Tresh, 1876), amelyet a TRPVI1 szelektiv és specifikus agonistajanak tartanak.

0]

NWCHB
H

CHj3 3.4. abra. A kapszaicin kémiai

HO
szerkezete.

OCHs

A kapszaicin 50%-o0s hatasos koncentracidja a kapszaicin receptoron 700nM kortil

van (Oh és munkatarsai, 1996; Caterina és munkatarsai, 1997). A kapszaicin, a
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vanilloidok kozé tartozo6 vegylilet. A természetben a kapszaicinen kiviil egy sor egyéb
vanilloid talalhat6, amelyek kiilonb6zd hatékonysaggal képesek aktivalni a kapszaicin
receptort. Ezek ko6zé tartozik a piperin, piperinoil-piperidin (bors), eugenol
(szegfliszeg és fahéj), gingerol (gyombér) illetve az RTX (Euphorbia resinifera). A
vanilloidokon kiviil egy sor mas kiilonb6z6 ndvények altal szintetizalt molekula is
képes a kapszaicin receptor aktivalasara. Ezek kozott a legismertebbek az allicin
(fokhagyma), az allil-isothiocianat (torma, mustar) és a kémfor (Cinnamomum
camphora) (Everaerts és munkatarsai, 2011; Macpherson és munkatarsai, 2005; Xu és
munkatarsai, 2005; Ohta és munkatarsai, 2007). A ndvényi eredeti molekulak mellett
né¢hany allatok 4ltal szintetizalt molekula is képes a kapszaicin receptort aktivalni.
Ilyenek a vanillotoxin peptidek amelyek a tarantula mérgében fordulnak eld (Siemens
¢s munkatarsai, 2006). Egy sor mesterségesen szintetizalt édesitd (pl. szaharin,
aszpartam) €s néhany s6 (CySOa4, ZnSO4, FeSO.) is képes a kapszaicin receptort
aktivalni (Riera és munkatdrsai, 2007). Végiil, az etil alkohol feltehetden a kapszaicin
receptoron kozvetleniil hatva lecsokkenti a kapszaicin receptor hokiiszobét 42°C-rél
37°C ald, igy aktivalva a receptort a testhdmérséklet altal (Trevisani és munkatarsai,

2002).

3.1.1.2.1.1.2. ENDOGEN MOLEKULAK

A kapszaicin receptort kozvetlen kotddés révén aktivald és a receptor
aktivitast szabalyozd endogén molekuldk egy része 18 vagy 20 szénatommal
rendelkezd telitettlen zsirsavakat tartalmaznak. Ezekben a molekuldkban a zsirsavak
kiilonboz6 egyéb csoportokhoz, mint a glicerin, etanolamin vagy dopamin,
kapcsolodnak. A kapszaicin receptort kozvetleniil aktivald endogén molekulakra

altalanossagban jellemzd a szelektivitas és specificitas hidnya.
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A kapszaicin receptor elsoként felismert endogén aktivatora az anandamid,
amelyet kordbban mint a kannabinoid 1 (CB1) receptor aktivatorat ismerték (Devane
¢s munkatarsai, 1992; Zygmunt ¢€s munkatarsai, 1999; Matsuda és munkatérsai,
1990). Amint fentebb emlitettem, a jelen értekezés elsdsorban a TRPV1 csatornanak
és ennek az endovanilloid molekulanak a viszonyat vizsgalja. Igy a fontossagara vald
tekintettel, az anandamid részletes bemutatasara az anandamidot szintetizaldo és
lebontd enzimekkel valamint az anandamidot transzportdld molekuldval egyiitt a
BEVEZETES egy kiilon fejezetében (3.3.1.) keriil sor.

A 20 szén atomot tartalmazo arachidonsavval rendelkez6 anandamid mellett, a
18 szénatomos olajsavval rendelkezd N-oleoylethanolamine (OEA), amelyet mint a
jollakottsag érzését kozvettd és a peroxiszoma proliferator aktivalt alfa (PPARo)
receptort aktivald molekulat ismertek fel, is aktivalja a kapszaicin receptort (Ahern,
2003; Fu ¢és munkatarsai, 2003; Movahed és munkatarsai, 2005). Ugyan az
anandamid és az OEA hasonl6 hatasossaggal képes a kapszaicin receptort aktivalni,
az OEA hatés létrejottéhez a kapszaicin receptor foszforilacioja sziikséges (Ahern,
2003). Igy az OEA nagy valosziniiséggel a kapszaicin receptornak a gyulladasos
koriilmények kozotti aktivalasdban jatszhat szerepet, amikor a gyulladas soran
felszabadul6 ugynevezett gyulladasos mediatorok, a sajat receptoruk aktivalasa tjan
foszforilaljak a TRPV1-t (lasd késobb a 3.1.1.2.2. fejezetben).

Az arachidonsav domapinnal alkotott vegyiilete (NADA), ami az idegrendszer
szamos teriiletén megtalalhatd, szintén aktivalja a kapszaicin receptort, és bdrbe
injektalva hd hiperalgéziat valt ki, ami a kapszaicin receptor aktivalasatol fligg
(Huang és munkatarsai, 2002).

Szamos lipoxigenaz (LOX) termék, mint néhany hidroperoxi eikozatetraénsav

(HPETE) és leukotrién is képes a kapszaicin receptor aktivalasidra (Huang és
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munkatarsai, 2006bé Hwang és munkatarsai, 2000). A HPETE-k koziil a 5-(S)-, a 12-
(S)- és a 15-(S)-HPETE, mig a leukitriének koziil a leukotrién 4 a leghatdsosabb
kapszaicin receptor aktivator (Hwang ¢és munkatarsai, 2000). A LOX termékek
megtalalhatéak a gyulladdsos szovetekben, ¢s a LOX termékek bdérbe injektalasa ho
hiperalgéziat valt ki (Levine és munkatarsai, 1986). Fontos megjegyezni, hogy a 12-
(S)-HPETE, amely a leghatasosabb kapszaicin receptort aktivalni képes LOX termék,
a receptort kifejezd hatsé gyoki idegsejtekben is termelddik az egyik legfontosabb
gyulladdsos mediator, a bradikinin hatasara. Ezt a hatast a bradikinin, a bradikinin 2
receptor aktivaldsaval inditja el, amelyet a foszfolipdz A2 altal létrehozott
arachidonsav megjelenése majd annak a LOX altali oxidalasa kovet (Shin és
munkatarsai, 2002).

A lizofoszfatid sav (LPA) egyrészt a foszfolipid bioszintézis kiinduld pontja,
masrészt mint jelatvivé molekula részt vesz egy sor sejt- és szervezet szintli folyamat
szabalyozasaban (Ueda és munkatarsai, 2013). Az LPA altal kozvetitett sejtek kozotti
jelatvitel tilnyomo része az LPA receptorok aktivaldsan keresztiil jon 1étre (Noguchi
¢s munkatarsai, 2009). Azonban az LPA a TRPV1 C-terminalis szakaszahoz kotédve
képes a kapszaicin receptor aktivalasara is és ezen a hatdson keresztiil fajdalom
valaszokat kivaltani (Brauchi és munkatarsai, 2007; Nieto-Posadas és munkatarsai,
2011).

A kapszaicin receptorhoz kozvetleniil k6tddé endogén molekuldk egy része
onmaga nem képes a csatorna nyitasi valoszinliségét megemelni, azonban egy masik
aktivator altal megnovelt csatorna nyitasi valdszintiséget képes tovabb ndvelni, tehat
képes a csatornat szenzitizalni, illetve a masik aktivator hatdsossdgat megndvelni,
vagy €ppen ellenkezden, képes a csatornat deszenzitizalni. Ezek koziil a molekulak

kozil kiemelkedik a fosztaditilinozitol-4-5-difoszfat (PIP2), amely a sejtmembran
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fontos alkotoeleme, és egy sor sejtszintli folyamatban résztvevé masodlagos jelatvivo
molekula (DiNitto és munkatarsai, 2003; Dietrich és munkatarsai, 2005; Cho és
Stahelin, 2005; Lemmon, 2003). A PIP2 legalabb harom mddon képes a kapszaicin
receptor aktivitdsat szabalyozni: kozvetlen kotddés utjan (Brauchi és munkatarsai,
2007; Chuang és munkatarsai, 2001; Prescott ¢s Julius, 2003), a PIP2 foszfolipaz C
altal késziilt bomlastermékeken, a diacilglicerinen (DAG) ¢és inozitol-1-4-5-
trifoszfaton keresztiill (Woo és munkatarsai, 2008) valamint a TRP csatornak
milkddését szabalyozd, a sejtmembranban talalhatd foszfoinozitol interaktiv
szabalyzon keresztiil (Kim és munkatarsai, 2008). A PIP2 kozvetlen kotddése kiilon
figyelmet érdemel, mert pontos szerepe vitatott. Az elsd vizsgalatok azt mutattak,
hogy a PIP2 kozvetlen kotddése gatolja TRPV1 aktivitast (Chuang és munkatarsai,
2001). Az ujabb eredmények azonban a kozvetlen kotddés altal 1étrejovo szenzitizald
hatast, illetve a PIP2 eltavolitasaval létrejovo aktivitds csokkenést (deszenzitizacio)
mutatjdk (Liu és munkatarsai, 2005; Lishko és munkatarsai, 2007; Stein és
munkatarsai, 2006). Ugyan a DAG kozvetlen kdtddésén keresztiil hozza tud jarulni a
kapszaicin receptor aktivalasdhoz, a DAG altal kivaltott proteinkindz C (PKC)
aktivitds a TRPV1 foszforilaldsan keresztiil szenzitizalni is képes a receptort (Bhave
¢s munkatarsai, 2003; Woo és munkatarsai, 2008).

Az adenozintrifoszfat (ATP) a sejtek energia ellatasa mellett fontos jelatviteli
funkcidt is betolt a két purinerg receptor, a P2X ion csatornak illetve a G protein
kapcsolt P2Y receptorok aktivalasa tjan (Burnstock ¢és Kennedy, 2011; Burnstock,
2008; Burnstock, 2009). Azonban az ATP a TRPV1 N- és C-terminalisain talalhato
kotéhelyekhez is képes kotddni és a kalmodulinnal (CaM) torténd kolcsonhatas utjan
szabalyozni tudja a receptor aktivitdsat (Lishko és munkatarsai, 2007; Kwak ¢és

munkatarsai, 2000). A CaM a kapszaicin receptoron keresztiil a sejtbe bejutd
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kalciumot megkotve szabalyozza a receptor aktivitasat. A TRPV1 két CaM
kotohellyel rendelkezik. Az N-termindlis szakaszon talalhaté kotdhelyért az ATP-vel
versenyez. Mig a kalcium-CaM komplex kotddés gatolja (deszenzitizalja), addig az
ATP kotddés szenzitizalja a kapszaicin receptort, illetve meggatolja a receptor
deszenzitizaciojat (Rosenbaum és munkatarsai, 2004; Lishko és munkatarsai, 2007;
Koplas és munkatarsai, 1997). A CaM C-termindlishoz torténd kotddésének hatésa
kevésbé tisztazott (Rosenbaum és munkatarsai, 2004; Numazaki és munkatarsai,
2003).

Hasonloan az eddig targyalt enodvanilloid molekuldkhoz, a nitrikoxid (NO) is
egy sor egyéb funkcioban vesz részt (Culotta és Koshland, 1992). A NO a TRP
csatorndk cisztein aminosavait képes nitrozilalni, és igy elésegiteni a kalcium sejtbe
jutasat (Yoshida és munkatarsai, 2006).

Az A-kinazt horgonyzd protein (AKAP) a transzduciszém része, amely a
protein kindzokat (protein kindz A (PKA), PKC) kéti a complex tobbi molekulajahoz.
Az AKAP79 a kapszaicin receptor komplexhez tartozik (Zhang ¢és munkatérsai,
2008). Ennek megfeleléen, az AKAP79 kotédés gatldsa a TRPV1 foszforilacid
gatlasan keresztiil képes a kapszaicin receptor aktivitas csokkentésére (Jeske és
munkatarsai, 2009; Fischer ¢s munkatarsai, 2013).

Egy masik allvany fehérje, a P-arresztin-2 egy foszfodieszterazt (PDE4DS)
kot a TRPV1-hoz amely a kapszaicin receptor PKA 4ltali foszforilaciojat csokkenti,
igy csokkentve a csatorna aktivitasat (Por és munkatarsai, 2012).

A tubilin feltehetéen mind az N- mind a C-termindlis szakaszon kotédik a
TRPV1-hoz, és eldsegiti a TRPV1 homotetramér, tehat a kapszaicin receptor
1étrejottét (Goswami és munkatarsai, 2004; Lainez és munkatarsai, 2010; Storti és

munkatarsai, 2012).
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3.1.1.2.1.2. NEM MOLEKULARIS KOZVETLEN AKTIVATOROK ES
AKTIVITAS SZABALYOZOK
A kapszaicin receptorra hdrom nem molekularis kdzvetlen aktivator/aktivitast

szabalyoz0 hat: a protonok, a 42°C feletti hdmérséklet és a depolarizacio.
y p p

3.1.1.2.1.2.1. PROTON

A kapszaicin receptort az alacsony pH aktivélja, illetve képes a mas
aktivatorok hatdsat megnovelni (Tominaga ¢és munkatarsai, 1998; Jordt &s
munkatérsai, 2000). Erdekes modon, a protonok mellett a protonok eltavolitasa is a

kapszaicin receptor aktivalasat okozza (Dhaka és munkatarsai, 2009).

3.1.1.2.1.2.2. HO

Egy sor TRP csatorna érzékeny a hdémérséklet valtozasra (Nilius ¢és
Appendino, 2011). Az els6 ilyen molekula amit megismertiink a kapszaicin receptor
(Caterina és munkatarsai, 1997). A kapszaicin receptor hékiiszobe 42°C koriil van, az
e feletti homérséklet megemeli a csatorna nyitdsi valdszinliségét (Caterina és
munkatarsai, 1997; Nagy és Rang, 1999b). A csatorna héérzékenységéért felelds
aminosavak a TRPV1 molekula C-terminalisan illetve porus kialakitasdban résztvevo
szakaszan vannak (Yang ¢és munkatarsai, 2010; Brauchi és munkatérsai, 2007).
Azonban az nem tisztazott, hogy a hémérséklet emelése hogyan vezet a csatorna

nyitasi valoszinliség novekedéséhez.

3.1.1.2.1.2.3. DEPOLARIZACIO
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A TRPVI molekuldnak a 4. hélixe nem tartalmaz pozitiv toltésli aminosavakat
(Caterina és munkatérsai, 1997). Ugyanakkor a csatorndn atfolyd aram erds kifelé
mutatd rektifikacioval rendelkezik (Caterina és munkatarsai, 1997; Nagy és Rang,
1999b), ami arra utal, hogy a pozitiv toltési aminosavak hianya ellenére a kapszaicin
receptor fesziiltségfliggd. Valoban, Nilius és munkatdrsai meggy6zoen kimutattak a
kapszaicin receptor fesziiltségfiiggdségét (Voets és munkatarsai, 2007). A kisérletek
eredményei azt mutatjak, hogy a fesziiltség-aktivitds gorbe az egyéb modon nem
aktivalt receptor esetén a fizioldogidsan nem relevans depolarizacids régidban
talalhatd, az 50%-os aktivitdst kb +100mV-os mebranpotencidlnal éri el. A
fesziiltségfiiggdség pontos molekuldris mechanizmusa nem ismert, de ugy tiinik, hogy
a pozitiv toltésli aminosavak hidnya ellenére az S4 és az S4-t és S5-t Osszekotd

intracellularis szakasz lehet érte felelds (Voets €s munkatarsai, 2007).

3.1.1.2.2. KOZVETETT AKTIVATOROK ES AKTIVITAS SZABALYOZOK

A kapszaicin receptort aktivaldsdban €s az aktivitds szabalyozéasaban egy sor
molekula vesz részt oly modon, hogy sajat receptorukon hatva az intracelluléris
masodlagos hirvivé rendszert aktivaljak, amelyek aztan a TRPV1 poszt-transzlacios
modosuldsahoz vezetnek, és a kapszaicin receptor nyitasi valdszinliségét ezen poszt-
transzlacids valtozasokon keresztiil megemelik. A kozvetett aktivatorok és aktivitds
szabalyozok gyulladdsos mediatorok, igy ez az aktivalasi mod kiilondsen fontos a
gyulladasos fajdalom/hd hiperalgézia kialakuldsdban. Ugyan a kiilonb6zd kozvetett
aktivatorok ¢és aktivitds szabalyozok kiilonbozd masodlagos jelzérendszereket
aktivalnak, igy kiilonb6z6 amindsavakon hozhatnak Ilétre poszt-transzlacios
valtozéasokat, ezek a valtozdsok mind a hokiiszob jelentds csokkenéséhez vezetnek,

42°C-r6l a testhémérséklet ald (Tominaga és munkatarsai, 1998; Bhave és
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munkatarsai, 2003; Huang és munkatarsai, 2006b; Numazaki és munkatarsai, 2002;
Cesare és munkatarsai, 1999; Cesare és McNaughton, 1996; Huang és munkatérsai,
2006a; Moriyama ¢és munkatérsai, 2005; Lopshire €s Nicol, 1998; Premkumar és
Ahern, 2000; Studer és McNaughton, 2010; Vellani és munkatarsai, 2001). A
kozvetett aktivatorok és aktivitas szabalyozok altal aktivalt méasodlagos jelzOrendszeri
molekulak koziil legfontosabbak a PKA, a PKC, a kalcium kalmodulin fiiggd kinaz II
(CaMKII) és a kalcineurin, mig a gyulladdsos mediarok koziil a legfontosabbak,
amelyek a kapszaicin receptoron keresztiil (is) aktivaljdk a neuronokat a bradikinin
(BK), a prosztaglandin E2 (PGE2) tripszin, triptaz és az idegndvekdési faktor (NGF)
(Rathee és munkatarsai, 2002; Bhave és munkatarsai, 2003; Bhave és munkatarsai,
2002; Cesare ¢s McNaughton, 1996; Huang és munkatéarsai, 2006b; Cesare ¢és
munkatéarsai, 1999; Jung és munkatarsai, 2004; Moriyama ¢és munkatarsai, 2003;
Lopshire és Nicol, 1998; Mahmud és munkatarsai, 2009; Numazaki és munkatarsai,

2002; Studer és McNaughton, 2010).

3.1.1.3. A KAPSZAICIN RECEPTOR AKTIVATORAI ES  AKTIVITAS
SZABALYOZOI HATASANAK INTEGRALASA

A kapszaicin receptor aktivatorainak és aktivitds szabalyozoinak fenti rovid
Osszefoglalasabol latszik, hogy a kapszaicin receptor egy polimodalis receptor, azaz,
egy sor kiilonb6z6 modalitasu (p.l. kémiai, hd) ingerre valaszol. Az 6sszefoglalasbol
az is latszik, hogy a kiilonb6zd ingerek, bar a receptor kiillonb6zd részein hatnak,
egymds hatasat felerdsitik, azaz a kapszaicin receptor integralja a kiilonb6z6
ingereket. Az integralds mechanizmusara jelenleg két elképzelés 1étezik. Nilius és
munkatarsai azt feltételezik, hogy valamennyi inger a csatorna fesziiltségfiiggdségét

tolja negativ membranpotencial értékek felé (Nilius és Voets, 2005). Valoban, mind a
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kapszaicin, mind a hé jelentés mértékben balra tolja a csatorna fesziiltség aktivitas
gorbéjét. Azonban, a kapszaicin is €s a poszt-transzlacids valtozasok is csokkentik a
csatorna hokiiszobét. Tehat, amig a fesziiltségfliggdség valdban lehet a csatorna
nyitashoz vezetd kozvetlen valtozas, addig a kdzvetleniil aktivalé molekulak valamint
a poszt-transzlaciés modosuldsok a csatorna nyitasat mind a hokdszob csokkentése
mind a fesziiltségfliggés balra tolasaval érhetik el. Az alternativ hipotézis szerint, a
csatorna minden molekularis szenzora kozvetleniil hat a kapuzasi mechanizmusra,
azonban minden egyes molekularis szenzor minden mas molekularis szenzorral

kozvetlen kapcsolatban all (Latorre és munkatarsai, 2007).

3.1.2. A KAPSZAICIN RECEPTOR AKTIVALASANAK HATASA
A kapszaicin receptor aktivalasa barmelyik aktivatoraval fiziologias
membranpotencial mellett nettd6 befelé iranyuld aramokat indukal (Wood és

munkatarsai, 1988; Caterina és munkatarsai, 1997). Ioncserés kisérletek eredményei

. 3.5. abra. Kapszaicin indukdlt befelé folyo
Capsalc_m (QIJM aram egy tapfolyadékban novesztett hdtso
‘_"\-/— g gyoki ducsejtben. Teljes sejtes fesziiltség zar
Izn A mérés,  fiziologias  ion  koncentrdaciok,
— membran potencial -60mV. (Nagy és Rang,

Jsec 1999).

azt mutatjadk, hogy az aram nem szelektiv kation aram, amely jelentds kalcium
komponenssel rendelkezik (Nagy és Rang, 1999b; Caterina és munkatarsai, 1997).
Amint emlitettem, az aram jelentds kifel¢ irdanyuld rektifikdciét mutat ami a
kapszaicin receptor fentebb targyalt fesziiltségfiiggdségére utal (Caterina ¢és
munkatarsai, 1997; Voets és munkatarsai, 2007; Nagy és Rang, 1999b). A kapszaicin
receptor aramai hatterében a csatorna nyitasi valdszinliségének novekedése 4ll
(Caterina és munkatarsai, 1997; Nagy ¢és Rang, 1999b) (3.6. abra). A kapszaicin

receptor altal kdzvetitett aramok a hats6 gyoki idegsejteken kifejezdd6 és a heterolog
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rendszerekben kifejezddo receptorok esetében azonosak, bar a kiillonbozé aktivatorok
hatasossdga és hatasa nagymértékben fiigg a rendszertdl. Fontos megjegyezni, hogy
az aramok az idegsejtekben depolarizacidt, akcids potencial generalast és transzmitter
felszabadulast valtanak ki (Caterina és munkatarsai, 1997; Ahluwalia és munkatarsai,

2003a; Sousa-Valente ¢s munkatarsai, 2014a).

Caps"ucln 3.6. dbra. ,TRPVI-kﬁzvetftett egyedi
csatorna  dram. Egyedi csatorna

daramok egy tapfolyadékban novesztett

L = - hatso gyoki ducsejtbol kiszakitott inside-

out membrdanfoltban -60mV

|5pA membranpotencial és fiziologias so

koncentraciok mellett. (Nagy és Rang,
1999b).

l(_)n_lsec

A kapszaicin receptor valaszadasi képességét a TRPV1 foszforilacigja
alapvetden meghatarozza (Rathee és munkatarsai, 2002; Bhave és munkatarsai, 2003;
Bhave és munkatarsai, 2002; Cesare és McNaughton, 1996; Huang ¢és munkatarsai,
2006b; Cesare ¢s munkatarsai, 1999; Jung ¢és munkatarsai, 2004; Moriyama ¢&s
munkatéarsai, 2003; Lopshire és Nicol, 1998; Mahmud és munkatarsai, 2009;
Numazaki és munkatarsai, 2002; Studer és McNaughton, 2010; Nagy és munkatarsai,
2009b; Nagy ¢és munkatarsai, 2014; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Urban és
munkatérsai, 2011; White és munkatarsai, 2011b). igy a PKA, PKC vagy a CaMKII
gatldsa csokkenti a kapszaicinnel kivaltott valaszokat. Ebben a kontextusban kell
targyalni a kapszaicin receptor altal kozvetitett valaszok egyik legfontosabb ¢és
legismertebb tulajdonsagat, a mar fentebb emlitett deszenzitizacidt, ami a receptor
hosszu ideig tartd vagy ismételt aktivalasa soran 1ép fel. A deszenzitizacid kalcium
fiiggd (Koplas és munkatarsai, 1997) és a folyamat hatterében a kalciumot megkotd
CaM altal aktivalt foszfatdz, a calcineurin all (Docherty és munkatérsai, 1996), amely

defoszfirilalja a kapszaicin receptort, igy csokkentve a kapszaicin receptor
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aktivalasaval kivaltott valaszok nagysagat (Nagy ¢és munkatarsai, 2009b; Nagy ¢és
munkatarsai, 2014; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Urban és munkatarsai,
2011; White és munkatarsai, 2011b; Docherty ¢és munkatéarsai, 1996; Koplas és
munkatarsai, 1997). Ezzel ellentétes hatast, szenzitizaciot valt ki a kindzok, példaul a
PKA, PKC vagy a CaMKII aktivalasa (Nagy ¢és munkatarsai, 2009b; Nagy ¢és
munkatarsai, 2014; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Urban és munkatarsai,
2011; White és munkatarsai, 2011b; Bhave ¢és munkatarsai, 2002; Bhave és
munkatarsai, 2003; Bonnington és McNaughton, 2003). Mig a PKA ¢s PKC aktivalas
a gyulladdsos mediatorok hatisara johet létre a szenzoros neuronokban, addig a
CaMKII aktivalasat a kapszaicin receptoron bearamld kalciummal hozzak
kapcsolatba. Azonban itt megjegyzendd az a fontos kiilonbség, hogy mig a PKA ¢és
PKC aktivalas szinte azonnali szenzitizaciot okoz, addig a CaMKII aktivalasa utani
szenzitizacid csak néhanyszor 10 perc utdn mutatkozik (Nagy és munkatarsai, 2009b;
Nagy ¢és munkatdrsai, 2014; Sousa-Valente ¢és munkatarsai, 2014a; Urban ¢és
munkatarsai, 2011; White és munkatarsai, 2011b; Bhave és munkatarsai, 2002; Bhave

¢s munkatarsai, 2003; Bonnington és McNaughton, 2003).
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3.2. AZ ENDOKANNABINOID RENDSZER

Az endokannabinoid rendszer egyike a leggyakrabban kifejez6do
jelzorendszereknek az idegrendszerben. A jelen értekezés az endokannabinoid
rendszerhez tartozé molekuldk koziil a CB1-es receptor és az anandamid szabalyozo
hatdsat vizsgadlja a hatsé gyoki neuron érzékenységére és aktivitdsara, igy a
BEVEZETES is ezeknek a molekulaknak illetve az anandamid bioszintézisében és

lebontasaban szerepet jatszo molekuldkra koncentral.

3.2.1. AZ ENDOKANNABINOID RENDSZER RECEPTORALI

Az endokannabinoid rendszerhez hagyomanyosan két receptort sorolnak, a
CBl-es ¢és CB2-es receptorokat. Az endokannabinoidok illetve az
endokannabinoidokkal rokon endogén agonistdkra adott valaszaik alapjdn azonban a
GPR55, a TRPVI, gamma-amindévajsav. A (GABA,), a PPARa ¢és PPARy
receptorokat mint az endokannabinoid rendszerhez kapcsolodod receptorokat szoktak

emliteni (Ligresti és munkatarsai, 2016; lannotti és munkatarsai, 2016).

3.2.1.1. A CB1 RECEPTOR

A CBI1 receptor, a masik hagyomanyosan kannabinoid receptornak tartott CB2
receptorhoz hasonléan a G protein kapcsolt receptorok rodopszin alcsaladjahoz
tartozik (Iannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Goodfellow és
Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009). Ennek megfelelden, mindkét receptor 7
transzmembran szegmenssel ¢és az azokat Osszekotd 3 extracellularis és 3
intracellularis szakasszal rendelekzik. Mig az N terminalis extracellularisan, a C

terminalis intracelluldrisan talalhato.
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A CBI ¢s CB2 receptorok alapvetden kiilonboznek szdveti kifejezddésiikben.
Mig a CBI1 receptor elsdsorban a neuronokban fejezddik ki, és sokan idegrendszeri,
kozponti kannabinoid receptorként hivatkoznak ra, a CB2 receptor elsddleges
kifejez6dése az immunrendszerben illetve a vérképzd rendszerben van, igy sokan
periférias kabbaninoid receptorként hivatkoznak ra (Iannotti és munkatarsai, 2016;
Ligresti és munkatarsai, 2016; Goodfellow és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai,
2009). Ugyan a CBI1 receptor leggyakoribb eléforduldsa valdoban a kozponti
idegrendszer egyes teriiletein talalhato, egyes idegrendszeren kiviili szovetekben, mint
a gasztrointesztindlis rendszer és az ivarszervek egyes sejtjein, a zsirsejteken, és
vazizomsejteken is kifejez0dik (Iannotti ¢és munkatarsai, 2016; Ligresti ¢és
munkatarsai, 2016; Goodfellow és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009). Az
idegrendszeren beliil, a CB1 receptor leggyakoribb el6forduldsa a hippocampus,
kisagy, bazalis ganglionok egyes neuronjain talalhato (Iannotti és munkatarsai, 2016;
Ligresti és munkatarsai, 2016; Goodfellow és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai,
2009). A szomatoszenzoros ingeriiletfeldolgozasban résztvevé neuronok koziil, a CB1
receptor a gerincveld egyes gatld sejtjein illetve a fajdalomérzé hatsé gyoki
idegsejteken talalhaté (Ahluwalia és munkatérsai, 2000; Ahluwalia és munkatérsai,
2002b; Pernia-Andrade és munkatarsai, 2009). A CBI1 receptor, a széleskorii
kifejezddésének megfelelden, egy sor idegrendszeri és nem idegrendszeri funkcidban
vesz részt. Az idegrendszeri funkcidk koziil megemlitednd, a tanulds, a hangulat
szabalyozas, étvagy szabalyozads, mozgas ¢és a fajdalom érzés kialakuldsanak
szabdlyozasa (lannotti ¢és munkatarsai, 2016; Ligresti ¢és munkatarsai, 2016;
Goodfellow ¢s Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009).
A CBI1 receptorra hagyomanyosan mint a gatlo Gy, proteinekhez kapcsolt

receptorra hivatkoznak. Ezeken a G proteineken keresztiil a CB1 receptor aktivalasa
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az adenilciklaz aktivitast gatolja, illetve egyes mitogén aktivalt protein kinazokat
(MAPK) aktivalja (Iannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016;
Goodfellow és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009). A G, proteinen keresztiil a
CBI1 receptor aktivalasa csokkenti a fesziiltségfiiggd, elsésorban az N- és P/Q tipusu
kalcium csatorndk aktivitasat, és ezek keresziil az idegsejtekbdl torténd transzmitter
felszabadulast (Iannotti és munkatdrsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016;
Goodfellow ¢és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009). Ezen kiviil, a CB1 receptor
aktivalasa a Gy, proteinen keresztiil noveli a befelé rektifikalé kalium csatornak
aktivitasat (lannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Goodfellow
¢s Glass, 2009; Dalton ¢és munkatarsai, 2009). Ezek a kozvetlen hatasok
Osszességiikben csokkentik a idegsejtek aktivitasat és valaszadd képességét (lannotti
¢s munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatéarsai, 2016; Goodfellow ¢és Glass, 2009;
Dalton és munkatérsai, 2009). A CB1 receptor aktivalasa Utjan kivaltott Gy, protein
aktivitas ezen azonban tilmegy, hiszen a cAMP szint csokkenése csokkenti a PKA
aktivitast, igy csokkent egy sor foszforilacids folyamatot. A cAMP szint csokkenése
tovabba csokkenti a cAMP valasz elem kotd faktor (CREB) aktivitasat ami
transzkripcids valtozasokkal jar. Egyes MAPK-ok aktivalasa szintén egy sor
intracellularis  jelzérendszer —mukodését illetve transzkripciés — folyamatokat
befolyasolja. Igy a CBI1 receptor aktivalisa a neuronokban a transzmitter
felszabadulas szabalyozasa mellett befolyasolja az idegsejtek ugynevezett
szenzitizacidjat, amely egy aktivitas fliggd neurondlis aktivitas és valszadasi képesség
novekedés, amely az ingeriiletdtadasban szerepet jatszd receptorok, ion csatornak és
egyéb molekuldk poszt-transzlacios modosuldsatol valamit a transzkripcios
valtozéasoktol fiigg (Elman és Borsook, 2016; Ganguly és Poo, 2013; Edelmayer és

munkatarsai, 2014; Todd, 2010; Sandkuhler, 2009).
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A G, proteinen kiviil, a CBl receptor azonban kapcsolodhat méas G
proteinekhez is, igy a Gs-hez és Gg-hoz (Ligresti és munkatérsai, 2016; Iannotti és
munkatarsai, 2016; Goodfellow és Glass, 2009; Dalton és munkatarsai, 2009; Di
Marzo és munkatarsai, 2015; Glass és Felder, 1997; Lauckner és munkatarsai, 2005).
Figyelemre méltd, hogy a Geo-n €és s/Gq-n keresztiili jeldtadds az aktivator
koncentacigjatol fliggden dinamikusan valtozhat. Mig alacsony koncentracio mellett a
Go hatds addig magas koncentracié mellett a s/Gq hatds domindl (Ligresti és
munkatarsai, 2016; Khajehali és munkatarsai, 2015).

A G proteinek mellett a CB1 receptor aktivitds mas fehérjék aktivitasat is
megvaltoztathatja kdzvetlen modon hiszen a CB1 receptor egy sor mas fehérjéhez is
kapcsolodik. Igy, a CB1 receptor homodimérek mellett heterodiméreket is alkothat. A
heterodimérekben résztvevé masik molekula tobbek kozott lehet az endokannabinoid
rendszerhez kapcsolddd GPRSS5, vagy az adenosine A2a, vagy dopamine D2
receptor (lannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Di Marzo és
munkatarsai, 2015; Dalton és munkatarsai, 2009).

A CBI receptor fontos jellemzdje, hogy ligand kotédés nélkiil is mutat
aktivitast (Iannotti és munkatarsai, 2016; Di Marzo és munkatarsai, 2015; Abadji és
munkatarsai, 1999; Dalton és munkatarsai, 2009). Egy sor CB1 antagonista egyes
biologiai hatdsat ennek az alapaktivitdsnak a gétldsa magyardzza (Abadji és
munkatarsai, 1999; Dalton és munkatarsai, 2009; Di Marzo és munkatarsai, 2015;
lannotti és munkatéarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016). Az alapaktivitas

molekularis hattere nem ismert.

3.2.2. A CB1 RECEPTOR AKTIVATORAI
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Hasonldéan a TRPV1-hoz, a CB1 receptort is mind exogén, mind endogén
molekulak képesek aktivalni. Az exogén aktivatorok nagy része természetes eredeti,

mig kisebb hanyaduk szintetikus.

3.2.2.1. A CB1 RECEPTOR TERMESZETES EXOGEN AKTIVATORAI

A CBI1 receptor természetes exogén aktivatorait elsésorban a cannabis sativa
egyes részeiben taldlhatd vegyiiletek alkotjak. A tobb mint szdz vegyiilet koziil a
legismertebb és egyben a leghatékonyabb a A9-hidrokannabinol (A9-THC, 3.7. abra).

CH 3.7. abra. A A9-THC kémiai
H = > | szerkezete.

CH3

HO
OCH; A A9-THC mind a két klasszikus

kannabinoid receptort aktivalja (Iannotti ¢és munkatarsai, 2016; Ligresti ¢&s
munkatarsai, 2016). A A9-THC az egyediili természetes CB1 receptor aktivator amely
hatékonyan képes kivaltani a klasszikus kannabinoid tetrdd Osszes tlinetét: a
katalepsziat, a hipokinéziat, hipotermiat és a csokkent érzékenységet a fajdalmat
kivalté ingerekre (Little és munkatarsai, 1988; Ligresti és munkatarsai, 2016).
Hasonl6an mas kannabinoid receptor agonistakhoz, a A9-THC is képes a CB1 és CB2
receptorok mellett més, a kannabinoid molekuldkra adott valaszaik alapjan az
endokannabinoid rendszerhez kapcsoldodd molekulén is kifejteni hatasat (Ligresti és
munkatarsai, 2016).

A masik részletesen vizsgalt Cannabis sativa vegyiilet, a kannabidinol (CBN).
A CBN, hasonléan a A9-THC-hez, szintén egy sor fiziologias hatast valt ki, de a A9-
THC-vel szemben nem tudja létrehozni a tetrdd egyetlen komponensét sem, ami
megfelel a CB1 receptorhoz mutatott alacsony affinitdsdnak (Long és munkatarsai,

2010). A CBN a hatasat feltehetéen a CB1 receptor gyenge gatldsaval, az anandamid
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hidrolizis gétlasaval illetve ismét az endokannabinoid rendszerhez kapcsolédd mas
molekulakon kifejtett hatasan keresztiil valthatja ki (Ligresti és munkatérsai, 2016).
Egyéb Cannabis sativa szarmazékok amelyeknek a CB1 receptoron kifejtett
hatasat vizsgaltak tobbek kozott a A9-tetrahidrokannabivarin, a kannabivarin, a A9-
kannabinolik sav és a kannabinolik sav (Ligresti és munkatarsai, 2016). Ezen
szarmazékok koziil néhany agonista, masok antagonista (A9-tetrahidrokannabivarin)
hatast fejtenek ki a CB1 receptoron (Ligresti és munkatarsai, 2016), mig mas

receptorokon ellenkezd hatést valthatnak ki.

3.2.2.2. A CB1 RECEPTOR ENDOGEN AKTIVATORAI

Az endokannabinoid rendszer klasszikus endogén aktivatorai az anandamid és
a 2-arachidonil-glicerin (2-AG) (Devane ¢s munkatarsai, 1992; Di Marzo ¢és
munkatarsai, 2015; Mechoulam ¢s munkatarsai, 1995). A 20 szénatomos
arachidonsav mellett azonban révidebb zsirsavak, mint az olajsav vagy palmasav is
kapcsolodhatnak mind az etilaminhoz mind a glicerinhez. Mig ezek a molekulak is
mutatnak bioaktivitast, hatdsukat nem a kannabinoid receptorokon keresztiil fejtik ki
(Dalle Carbonare ¢s munkatarsai, 2008; Schmid és munkatarsai, 2002). Ugyanakkor,
a bioszintézisiik és hidrolizisiik az anandamiddal és 2-AG-al azonos enzimeket utjan
torténik, igy képesek az anandamid illetve a 2-AG hatasat modositani (Schmid és
munkatarsai, 2002; Re és munkatarsai, 2007; Rodriguez de Fonseca és munkatarsai,
2001; Ligresti ¢és munkatarsai, 2016). A CBI1 receptor endogén aktivatorainak
targyalasa soran masik harom rokon vegytiletet is meg kell emliteni, a O-arachidon-
etanolamin-t (virodhamin), az N-arachidon-dopamin-t (NADA) ¢és a 2-arachidonil-
glicerinéter-t (noladin éter) (Hanus és munkatarsai, 2001; Bisogno ¢s munkatérsai,

2000; Porter és munkatarsai, 2002).
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3.3. AZ ENDOVANILLOID ES ENDOKANNABINOID RENDSZEREK KOZOS
ENDOGEN AKTIVATORAI

Az endogén aktivatorok koziil tobb, mint az anandamid, noladin éter, NADA
¢s a 2-AG is képes aktivalni mind a CBI1 receptort mind a TRPVI-t (Devane ¢és
munkatérsai, 1992; Zygmunt és munkatarsai, 1999; Duncan és munkatéarsai, 2004;
Fezza és munkatarsai, 2002; Chu és munkatarsai, 2003; Di Marzo és munkatarsai,
2004; Bisogno ¢és munkatarsai, 2000; Toth és munkatarsai, 2003; Mechoulam és
munkatarsai, 1995; Golech és munkatarsai, 2004). Ezek koziil munkam soran az
anandamidot vizsgaltam, ezért a kozos aktivatorok koziil a BEVEZETES tovabbi

része az anandamidra korlatozodik.

3.3.1. AZ ANANDAMID
Az arachidonsav szarmazék anandamidot a CBIl receptor endogén

aktivatoraként ismerték fel (3.8. abra) (Devane és munkatarsai, 1992). A kapszaicin

3.8. dbra. Az anandamid kémiai
szerkezete.

receptor klonozasa utdn néhany évvel
Zygmunt ¢és munktarsai (Zygmunt és

munkatarsai, 1999) meggy6zden

bizonyitottdk, hogy az anandamid a TRPVI-t is aktivalja. Jelenlegi ismereteink
szerint az anandamid a CB1 receptoron és a TRPV1-on kiviil egy sor més fehérjéhez
is képes kotddni €s azokon keresztiil biologiai hatéast kivaltani (Goodfellow és Glass,
2009). Bioldgiai hatas szempontjabol, ezek koziil a tobbi kannabinoid receptort, egyes
fesziiltségfiiggd kalcium (T, P, L) és natrium csatornat, a TASK-1 kalium csatornat,
egyes nikotin tipusu acetikolin receptorokat, a glicin receptort és az N-metil-D-

aszpartat tipust glutamat receptort kell megemliteni (Goodfellow és Glass, 2009).
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Nagyfokt promiszkuitdsa ellenére, az anandamid legfébb receptorainak a CB1
receptort és a TRPV1-t tartjdk. Mig a CBI receptoron az anandamid kotShely a
receptor extracellularis felszinén, a TRPVI1-on a csatorna intracellularis részén
talalhat6 (Lynch és Reggio, 2005; Padgett és munkatarsai, 2008; Jordt és Julius, 2002;

Shao és munkatarsai, 2016).

3.3.1.1. AZ ANANDAMID BIOSZINTEZISE

NAPE. ABHd4 3.9 dabra. Az anandamid
sPLA2G1b szintézis [eltételezett
PLC lysoNAPE enzimatikus itvonalai.

Roviditések: ~ NAPE:  N-
arachidon-foszfatidil-
etanolamin, NAPE-PLD: N-
arachidon-foszfatidil-
etanolamin  foszfolipaz D,
ABHd4: alfa-béta hidroldz 4,
sPLA2G1b:  1b  csoportu
szolubilis  fosfolipaz A2, gp-
anandamic anandamid: glicerofoszfo-
anandamid, GDEI:
glicerofoszfodiészter
foszfodiészteraz 1,  PLC:
foszfolipaz C, p-anandamid:
foszfo-anandamid, PTPn22:
1b csoportu szolubilis
fosfolipaz A2, InppS5: Inozitol
5 foszfataz.  (Varga és
munkatarsai, 2014).

NAPE-PLD

Egyetértés mutatkozik abban, hogy az
anandamid, a legtobb sejtek kozotti jelatvivo
molekulaval ellentétben, nem raktarozodik
vezikuldkban, = hanem a  sziikségleteknek

megfeleléen  szintetizalodik  (,,synthesis  on

demand’). Az anandamid szintézis képességét egy sor emlds sejtben és szervben
kimutattdk (Bisogno és Di Marzo, 2007; Maccarrone és Finazzi-Agro, 2002; Sugiura
¢s munkatarsai, 1996; Schmid és munkatarsai, 1997a; Schmid és munkatarsai, 1997b;
Di Marzo és munkatarsai, 1994; Carrier és munkatarsai, 2004; Walter és munkatarsai,
2002; Varga ¢s munkatarsai, 2014; van der Stelt és munkatérsai, 2005; Vellani és

munkatarsai, 2008).
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Az anandamid szintézis feltételezhetden tobb enzimatikus utvonalon torténik
(Di Marzo ¢és munkatarsai, 1994; Hussain és munkatarsai, 2017) (3.9 abra). Ezen
utvonalak nagy része kalciumra nem érzékeny, mig egy Utvonal, a N-
acilfoszfatidiletanolamin foszfolipdz D (NAPE-PLD) éltal katalizalt Gitvonal, kalcium
érzékeny, mégpedig ugy, hogy a NAPE-PLD-t a kalcium szint emelkedése aktivalja
(Okamoto €s munkatarsai, 2004; Okamoto és munkatarsai, 2007; Sun és munkatarsai,
2004; Liu és munkatarsai, 2006; Simon és Cravatt, 2008; Hussain és munkatarsai,
2017).

Minden anandamid szintetizal6o utvonal kiindul6 szubsztratja a NAPE (20:4),
amely kalciumfliggd moddon szintetizalodik (3.9 abra) (Cadas és munkatarsai, 1996;
Di Marzo és munkatarsai, 1994; Hussain és munkatarsai, 2017; Liu és munkatarsai,
2006; Okamoto és munkatarsai, 2004; Okamoto és munkatarsai, 2007; Sun és
munkatarsai, 2004; Simon és Cravatt, 2008). A NAPE szintézise feltehetden tobb N-
aciltranszferaz révén torténik (Hussain és munkatdrsai, 2017). McFarland ¢és
munkatarsai (McFarland és munkatarsai, 2006) adatai alapjan feltételezziik, hogy az
anandamid szintézis a membran caveolin gazdag teriiletén (CRM domén) megy
végbe. A NAPE szintézis is nagy valosziniiséggel ezen a teriileten torténik
(McFarland és munkatarsai, 2004). A jelen értekezés szempontjabol fontos, hogy a
hats6 gyoki idegsejtek egyes csoportja(i) képes(ek) anandamidot szintetizalni mind
kalcium fiiggd mind kalcium fiiggetlen utvonalokon keresztiil (Vellani ¢és

munkatarsai, 2008; van der Stelt és munkatarsai, 2005; Varga ¢s munkatérsai, 2014).

3.3.1.2. AZ ANANDAMID TRANSZPORTJA
Altalanosan elfogadott, hogy az extracellularis hossz lanci zsirsavak fehérjék

kozvetitésével keriilnek a citoplazmdba (Abumrad és munkatarsai, 1998). Ugyan
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adatok nagy része az aktiv transzport lehetdségét tamogatja. Igy altaldnosan
elfogadott, hogy a tobbi hosszii lanct zsirsavhoz hasonléan az anandamid
transzportjaban is proteinek vesznek részt (Yates és Barker, 2009). A proteinekhez
kothetd aktiv transzport modjara tobb elképzelés sziiletett. Mig az egyik elképzelés
szerint a transzportot egy a membranban elhelyezkedd protein molekula végzi, egy
alternativ. elképzelés  szerint egy az anandamid  hidrolizisét  végzd
zsirsavamiddehidrogendztol (FAAH) fiiggetlen citoplasma molekula végzi az
anandamid citoplazmaba szallitdsat (Di Marzo ¢és munkatérsai, 1994; Hillard és
munkatarsai, 1997; Fegley ¢s munkatarsai, 2004; Ortega-Gutierrez ¢és munkatarsai,
2004; Ligresti és munkatarsai, 2004; Rakhshan és munkatarsai, 2000). Ezekkel az
elképzelésekkel ellentétben, illetve inkabb ezeket az elképzeléseket kiegészitve,
McFarland ¢és munkatarsai (McFarland ¢és munkatarsai, 2004; McFarland és
munkatarsai, 2006) adatai a caveolakhoz kotott endocitozis részvételét valoszinisitik
az anandamid transzportjaban. Ujabb vizsgalatok eredményei alapjan azonban
valdsziniisithetd, hogy az anandamid transzportjdban a passziv diffazido és a
proteinekhez kothetd folyamatok egymast kiegészive vesznek részt (Fowler, 2012).
fgy az anandamid egyrészt a koncentracié gradiensnek megfeleléSn mozoghat a
membranon keresztiil. Ezt a diffiziot a koleszterin gyorsithatja. A koncentracio
gradiens fenntartasaban az anandamidot kotd citoplazmatikus molekuldk illetve az
anandamid hidrolizisét elsdsorban végzd FAAH aktivitas tarthatjdk fenn. A
citoplazma molekuldk egyike lehet a Piomelli és munkatarsai (Fu és munkatarsai,
2011) altal megtalalt FAAH-szer(i anandamid transzporter molekula (FLAT), amely a
faah gén egy splice varians fehérje terméke. A FLAT képes megkotni az

anandamidot, de nem rendelkezik hidroldz aktivitassal. A passziv diffizié mellett
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azonban az anandamid membranon torténd atjutasban a caveoldkhoz kotott dynamin 2
is részt vehet, hiszen ezen molekula kifejez6désének gatlasa csokkenti az anandamid
fluoreszcens festékhez kotott analdgjanak a sejten beliili felhalmozddasat (McFarland
¢s munkatarsai, 2008). Masrészt a dynamin 2 kifejezodésének gatlasa nem csokkenti a
radioaktiv anandamide intracellularis felhalmozodasat ami arra utal, hogy mas

fehérjék is részt vehetnek a folyamatban (McFarland és munkatérsai, 2008).

3.3.1.3. AZ ANANDAMID LEBONTASA

Az anandamid szintéziséhez hasonldan, az anandamid lebontasa is tobb uton
keresztiil torténhet (Maccarrone, 2017; Piscitelli és Di Marzo, 2012). A f6 Gtvonalnak
tartott hidrolizisért a FAAH felelés, amely az anandamidot arahichidonsavva és
etanolaminnd bontja (Cravatt és munkatarsai, 1996; Giang és Cravatt, 1997; Cravatt
¢s munkatarsai, 2001; Cravatt és Lichtman, 2004; Cravatt és munkatarsai, 2004). A
FAAH-nak jelenleg két variansat a FAAH1-t és FAAH2-t ismerjiik, amelyek azonban
nem minden fajban talalhatok meg egyiitt (Wei és munkatarsai, 2006). Az anandamid
affinitasa a FAAH1-hez nagyobb mint a FAAH2-h6z (Wei és munkatarsai, 2006). Az
N-aciletanolamin sav amiddz (Ueda ¢és munkatarsai, 1999) szintén képes az
anandamidot arahichidonsavva ¢és etanolaminna alakitani, azonban ez az utvonalnak
kisebb jelentdséggel birhat mint a FAAH utvonal, legalabb is a FAAH utvonal épsége
esetén. A hidrolizis mellett az anandamid atalakitdsa oxidacid utjan is végbemehet.
Ebben a folyamatban a lizil oxidaz (LOX) enzimek koziil az 5-LOX, a 12-LOX ¢és a
15-LOX, citokrom oxidaz (COX) enzimek koziil a COX-2, valamint a citokrom p450
monooxigenaz vesz részt elsésorban (Maccarrone, 2017; Piscitelli és Di Marzo,
2012). Az oxidalés tjan hatastalanitott anandamid, kiilonosen a COX-2 altal oxidalt

vegyliletek (prostamidok) fontosak lehetnek mas lipid mediatorok képzésében, igy

38



dc_1608 18

tovabbi bioldgia folyamat elinditdsdban ¢és fenntartdsdban (Maccarrone, 2017;

Piscitelli és Di Marzo, 2012).
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3.4. AZ ELSODLEGES ERZO IDEGSEJT

3.4.1. AZ ELSODLEGES ERZO IDEGSEJT JELLEMZOI

34.1.1. AZ  ELSODLEGES ERZO IDEGSEJT = MORFOLOGIAI
TULAJDONSAGAL

A hatsé gyoki idegsejtek a periférias idegrendszerhez tartozé neuronok,
amelyek a mind a szomatikus, mind a zsigeri szoveteket éré hd, mechanikai, és
kémiai ingerek felfogasara, azoknak elektromos jelekké torténd atalakitasara és a
jeleknek a kozponti idegrendszerbe juttatasara specializalodott idegsejtek. Igy, az
hats6 gyoki idegsejtek alapvetd feladata, a kozponti idegrendszer értesitése a
periférids szovetekben torténd eseményekrél. Azonban az hatsé gyoki idegsejtek
mintegy fele nem csak a periférias szovetek ¢és a kozponti idegrendszer
kommunikéciojaban, igy a kozponti idegrendszeri valaszok kidolgozasanak
elinditasaban, hanem a periférids patologids folyamatok alakitdsaban is szerepet
jatszik (vide infra) (Nagy, 2004).

A testi ¢és zsigeri szOveteket beidegzd hats6 gyoki idegsejtek nagy
tobbségének sejtteste a hatsd gyoki ducokban taldlhatd. A tobbi neuron teste az V.,
VIL, IX. és X. agyidegek érz6 ducaiban helyezkednek el. A sejtek egyetlen rovid
nyulvanya egy a periférias szovetek, illetve egy masik, a gerincveld hatso szarva felé
futé nytlvanyra (kdzponti nyalvany) oszlik. Mig a periférias nyulvany a periférids
idegek utjan, a kozponti nyulvany a hats6 gyokéren keresztiil jut a periférias
szovetekhez illetve a gerincveldbe. A periférias nyulvanyok a sejtek tovabbi
végkésziilékekben vagy latszolag szabadon végzddnek a kiilonbozd szdvetekben. A

kozponti nyulvanyok ismét a sejtek tovabbi morfologia tulajdonsagaitodl illetve
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(Nagy, 2004).

Az hatso gyoki idegsejtek sejtjei vagy kis atmérdjiiek €s erdsen bazofilek vagy
nagy atmérdjliek és kevésbé bazofilek. A nyulvanyok is kétfélék, vagy nagy
atmérdjliek és vastag mielinhiivellyel rendelkeznek, vagy kis atmérdjiiek €s vékony
mielinhiivellyel vannak korbevéve, vagy mielinhiively nélkiiliek. A nagy atmérdji és
vastag mielinhiivellyel rendelkez6 rostok a periférian az érzé végkésziilékekben, mig
a gerincveldben els@sorban a hatsé szarv mélyebb (III-V) lamindiban végzddnek.
Ezzel ellentétben, a kis atmérdjii és vékony mielinhiivellyel rendelkezé rostok a
periféridn szabadon, mig a gerincveldben elsésorban a feliiletes laminakban (I-11)

végzOddnek (Nagy, 2004).

3.4.1.2. AZ ELSODLEGES ERZO IDEGSEJT FIZIOLOGIAI TULAJDONSAGAL
A nyulvanyok atméréjének és a mielinhiivelylik vastagsaganak megfeleléen az
akcios potencialok kiilonbozd sebességgel haladnak mind a periférias idegben mind a

hatsé gyokérben. Igy a vezetési sebességek kiilonbozosége miatt AR, Ad és C névvel

3.9. dbra. Osszetett akciés potencidl. Az
osszetett akcios potencialt a patkany
AB nervus ischiadicus ingerlésvel valtottuk
ki. Az elvezetés a L5 hatso gyokérnek
szivo elektrodaba helyezésével tortént. Az
egyes komponenseket a megfelelo betiik

C
"\/ jelélik. (Nagy és Woolf, 1996).
Ad

0.1mV|__
50ms megkiilonboztetett érzé ideg nyhlvanyok

altal vezetett Osszetett akcios potencidlokat lehet a regisztratumokon latni (3.9. abra).
Ezek alapjan AP (vezetési sebesség: 35-75m/sec), Ad (5-35m/sec) és C (0.5-2m/sec)

rostokat kiilonbdztetiink meg.
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Kombinalt elektrofiziologiai mérések és morfologiai vizsgalatok kimutattak,
hogy a nagy atmérdji kevésbé bazofil sejtekhez gyors vezetésii (AP) nagy atmérdji
¢és vastag mielinhiivellyel rendelkezd nytlvanyok tartoznak, mig a kis 4&tmérdjii erdsen
bazofil sejtekhez lassu vezetésii (A0, C) kis atmérdjii és vékony mielinhiivellyel
rendelkezd vagy mielinhiivellyel nem rendelkezd nyulvanyok tartoznak (Nagy, 2004).
Ezek alapjan a sejteket, a nytlvanyoknak megfeleléen, AP, Ad vagy C sejtnek hivjuk.

Tovéabbi vizsgalatok azt is kimutattdk, hogy az AP tipusi nyulvanyokat a
periférias szovetek (pl. bér) gyenge kiilonb6zd tipusu mechanikus ingerlésével (pl.
simitas, gyenge nyomads, vibracid), illetve gyenge elektromos ingerléssel lehet
ingeriiletbe hozni (Nagy, 2004). Ezzel ellentétben a C tipusu nytlvanyokat a szovetek
épségét veszélyeztetd ¢€s fajdalom érzés kivaltasara alkalmas mechanikus ingerekkel
(pl. erés nyomas, szoritas), magas vagy alacsony hé ingerekkel (>~42°C, <~15°C)
illetve kémiai (pl. sav) ingerekkel lehet ingeriiletbe hozni (Nagy, 2004). A sejtek
kémiai érzékenysége természetesen kiterjed az endogén molekuldkra mutatott
érzékenységére is. Ezen endogén molekuldk egy része patologids koriilmények (pl.
gyulladas) kozott termelddik a periférids szovetekben és a C tipusu sejteken torténd
aktivitasukkal fajdalmat valtanak ki. Ezen fizioldgiai tulajdonsagok alapjan a C tipust
sejteket polimodalis fajdalomérzd sejteknek hivjuk (Nagy, 2004). Az Ad tipusu sejtek
nagy része a C tipusu sejtekhez hasonldan viselkedik, azonban vannak olyan Ad
tipusu sejtek amelyek, a C tipust sejtekkel és a legtobb Ad tipusu sejttel szemben,
fajdalom érzést ki nem valtd gyenge mechanikus vagy hd ingerekre valaszolnak
(Nagy, 2004).

A hatsoé gyoki idegsejtek ingerlése membran depolarizaciot valt ki, amely ha
eléri a kiiszobérteket, akcids potencidl generdlodasat indukalja. Elektrofiziologiai
mérések a hatsé gyoki idegsejtek két nagy csoportjdban kiilonbozd akcids
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potencialokat mutatnak. Mig az AP tipusu sejtekben az akcids potencidlok gyorsak,
addig az Ad ¢és C tipusu sejtekben lasstak, a leszallo fazisban vallat képeznek, illetve

lassu utohiperpolarizaciét mutatnak (Nagy, 2004).

34.1.3. AZ ELSODLEGES ERZO  IDEGSEJT = NEUROKEMIAI
TULAJDONSAGAL

A hatso gyoki idegsejtek fizioldgiai kiilonbségei hatterében a sejtek kémiai
kiilonbsége huzddik meg. A kiilonbozd ingerekre vald érzékenységet a sejteken
kifejez6d6 igynevezett transzdiicer molekuldk és receptorok hatarozzék meg.

A transzdicer molekuldk azok a molekulak, amelyek a mechanikus ¢és
hémeérsékleti ingereket elektromos jellé (depolarizaciéva) alakitjadk. Amint azt fentebb
emlitettem, az utobbi két évtizedben egy sor, elsésorban hére érzékeny transzducer
molekulat sikeriilt izolalni (Caterina €s munkatarsai, 1997; Smith és munkatarsai,
2002; Guler ¢és munkatarsai, 2002; McKemy ¢és munkatarsai, 2002; Peier és
munkatarsai, 2002; Xu és munkatarsai, 2002; Vriens és munkatarsai, 2011; Story és
munkatarsai, 2003). Ezek egy része fajdalmat kivaltd hdingerekre valaszol, masik
résziik fajdalmat ki nem valtd hdingerekkel aktivalhato. Ezek koziil a jelen értekezés
szempontjabol relevans molekula a TRPVI, amely, mint a BEVEZETES el6z6
fejezeteiben kifejtettem, tobbek kozott fajdalom érzést kivaltd hdingerrel aktivalhato,
¢s a polimodalis fajdalomérzd sejtek tilnyomod tobbségén kifejezédik. Néhany
mechanikus ingerekre vdalaszold transzdicert is izoldltak mér (Strotmann ¢és
munkatarsai, 2000; Coste ¢és munkatarsai, 2012). Azonban mig a hdingerekre
érzékeny  tanszducerek  tilnyomd6  tobbségét  feltehetden  ismerjik, a

mechanotranszdicereknek valdszintileg csak egy kis hanyadat sikeriilt eddig izolalni.
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Az hats6 gyoki idegsejtek kémiai érzékenységét is természetesen az adott
idegsejt kémiai tulajdonsaga, nevezetesen a sejten kifejez6ddé receptorok hatarozzak
meg. Igy a polimodalis fajdalomérzd sejtek egy sor olyan receptort fejeznek ki,
amelyeket a gyulladdsok sordn keletkezd ugynevezett gyulladdsos mediatorok
képesek aktivalni. Ezen ko6zé tartoznak példaul a bradikinin receptorok, a
prostaglanding E2 receptorok, vagy az NGF receptor tirozin kindz A receptor (Nagy,
2004; Rice és munkatarsai, 2002).

Az akcids potenciadlok kiilonbozdségéért is kémiai kiilonbségek feleldsek,
mégpedig az akcids potencidlok generalasaban résztvevd fesziiltségkapcsolt natrium,
kalium ¢és kalcium csatorndk kiilonbségei (Nagy, 2004). ElsOsorban a
fesziiltségkapcsolt natrium és kalcium csatorndk kifejezddésbeli kiilonbségeirdl van
részletes képiink. Igy, a polimodalis fajdalomérzé sejtek kizarolagosan fejezik ki az
ugynevezett tetradotoxinra (TTX) nem érzékeny fesziiltségkapcsolt natrium
csatornakat, amelyeket az o alegységek alapjan kiilonitiink el (Dib-Hajj és
munkatarsai, 2015; Tibbs és munkatarsai, 2016; Cardoso és Lewis, 2018; Han és
munkatarsai, 2016). A TTX-re nem érzékeny csatorndk a Navl.8 és a Navl.9 a
alegységet tartalmazzak (Han és munkatérsai, 2016; Dib-Hajj és munkatarsai, 2015).
A polimodalis fajdalomérzd sejtek nagy része ezen kiviil kifejezi az Navl.7 a
alegységet tartalmazo6 fesziiltségkapcsolt natrium csatornat (Yang €s munkatérsai,
2018). Az hats6 gyoki idegsejtek ezeken kiviil fiziologias koriilmények kozott
kifejezik az Nav1.1, Nav.1.5 és Nav1.6 a alegységet tartalmaz6 csatornakat (Tibbs és
munkatarsai, 2016; Cardoso és munkatérsai, 2018). A fesziiltségkapcsolt kalcium
csatornak koziil a polimodalis fajdalomérzd sejtek elsésorban az L tipust csatornakat
fejezik ki (Dolphin, 2016; Tibbs és munkatarsai, 2016; Roca-Lapirot és munkatérsai,

2018). A kalium csatorndk kifejezddésében is vannak kiilonbségek a polimodalis

44



dc_1608 18

fajdalom érz6 és a fajdalmas ingerekre nem érzékeny sejtek kozott, azonban ezek a
kiilonbségek kevésbe feltérképezettek (Takeda és munkatarsai, 2011).

A polimodalis fajdalom érzé és a fajdalmas ingerekre nem érzékeny hatso
gyoki idegsejtek az altaluk termelt és felszabaditott neurotranszmitterekben 1is
kiilonboznek. Mig valamennyi sejt termel ¢és hasznal glutamatot mint
neurotranszmittert, addig a polimodalis sejteknek mintegy fele termel és hasznél
kiilonb6z6 neuopeptideket. Ezek koziil a legismertebbek a tachikininek (P anyag (SP),
neurokinin A (NKA)) illetve a kalcitonin gén kapcsolt peptid (CGRP). Ezeken kiviil,
egyéb fehérjék kifejezddésében is vannak kiilonbségek, amelyek koziil a jelen
értekezés szempontjabol a legjelentésebb a polimodalis sejtek mintegy fele altal
specifikusan kifejezett Griffonia simplicifolia isolectin IB4 (IB4) kotohely (Nagy,
2004).

Osszességében, a hatsd gydki idegsejtek kémiai, fizioldgiai és morfologia
tulajdonsagai, amelyeket a sejtek genetikus programjdban 1évé kiilonbségek
hataroznak meg szoros Osszefliggést mutatnak. Ezek a kiilonbségek a fejlodés soran
az ugynevezett neurotrofinok hatasara jonnek létre. Fontos megjegyezni azonban,
hogy ezek a genetikus programok nem allandoak és megvaltoztathatalanok. A szoveti
sériilésekkel Osszefiiggd fajdalmak kialakulasaban résztvevd mechanizmusok
alapvetd része ¢éppen ezen genetikus programoknak a moddosulasa. Ennek
kovetkeztében a sejtek altal kifejezett molekuldk modosulnak, és ezek a modosulasok
a sejtek funkcidjanak a valtozasat vonjak maguk utan. Ezen epigenetikus programok
megvaltozasanak a feltérképezése és esetlegesen a terdpidba vald bevondsa a

kovetkez6 évek egyik nagy kihivéasa a fajdalom kutatasban.
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34.2. A POLIMODALIS FAJDALOMERZO ELSODLEGES IDEGSEJT
FUNKCIOI

Mind a fajdalmas ingerekre nem érzékeny mind a polimodalis fajdalomérzo
sejtek aktivitasa a szovetek aktudlis allapotarol tajékoztatjak a kozponti idegrendszert.
fgy, a polimodalis sejtek a szoveteket érd potencialisan a szovetek épségét
veszélyeztetd hatasokrol, illetve a szovetek sériilésérdl kiildenek informaciot a
kozponti idegrendszernek. Ezen informaciok alapjan a kdzponti idegrendszer valaszt
generdl, amely valasznak a része a fajdalomérzés. A kivaltdo oktol fliggden, a
polimodalis fajdalomérzd sejtek vagy néhany masodpercig tartd, vagy hosszan tarto
fajdalom elinditasat és fenntartdsat végzik. A polimodalis sejtek a vészhelyzeti
felhivas mellett azonban a periférias patologias folyamatokat is befolyasoljak ((Nagy,

2004).

3.4.2.1. A POLIMODALIS FAJDALOMERZO ELSODLEGES IDEGSEJT
SZEREPE A FAJDALOMERZES KIALAKITASABAN

A polimodalis fajdalomérzd sejtek aktivitasat a szoveti sériilést kivaltd hatas
(pl. h6é, mechanikus ingerek), a szovetek sériilése soran a sejtekbdl kiszabaduld egyes
molekuldk (pl. ATP), illetve a szoveti sériilés kovetkeztében kialakuld gyulladas
sordn termelddd egyes molekulak (pl. bradikinin, prosztaglandin E2) valtjak ki. Ha a
szovetek épségét veszélyeztetd fajdalmas inger szoveti sériilést nem okoz, akkor a
kifejlodé fajdalomérzés néhany masodpercig tart. Ennek az akut ugynevezett
nociceptiv fajdalomnak a kialakulasa a transzducerek aktivitasaval kezdddik, amelyek
depolarizaciot okoznak. Ha a depolarizaci6 eléri a fesziiltségfliggd natrium csatornak
aktivalasi kiiszobét, azok, a fesziiltségfiiggd kalium ¢és kalcium csatornakkal

egylittmiikddve, akciés potencidlokat generdlnak. Az akcidés potencidlokat a
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polimodalis fajdalomérzo sejtek nyulvanyai a gerincveldi végzddésekhez tovabbitjak,
ahol transzmitter felszabaduldst valtanak ki. A transzmitterek a mésodlagos érzd
neuronokon, amelyek egy része projekcios neuron, aktivalo hatést valtanak ki. Az igy
keletkezd akcios potencialok a projekcidés neuronok axonai altal 1étrehozott felszallo
palyakon keresztiil a talamuszba onnan pedig a kéregbe jutnak, ahol a fajdalomérzés
kialakul. A masodlagos érz6 neuronokrdl az akcids potencidlok a motoneuronokhoz is
eljutnak létrehozva igy a visszahtzodasi reflexet (Almeida és munkatarsai, 2004;
Gangadharan és Kuner, 2013).

Szoveti sériilés esetén, a sejtekbdl kiszabaduld molekulak, illetve a sériilést
kovetd gyulladas soran keletkezdé ugynevezett gyulladdsos medidtorok a sajat
receptorukon hatva kozvetleniil vagy kozvetve valtanak ki depolarizéciot, amely a
fesziiltségfliggd natrium csatorndk koszobének elérésekor akcids potencidl
keletkezését idézi eld (Nagy, 2004; Nagy és Rice, 2003; Laycock és munkatarsai,
2013; Gangadharan ¢és Kuner, 2013). A legtobb receptor, amely a sejtekbdl
kiszabadul6é molekulékra, illetve a gyulladdsos medidtorokra vélaszol metabotropikus
receptor. Igy, ezek aktivaldsa egy sor intracellularis jelzérendszeri Gitvonalat aktival.
Ezeknek az utvonalaknak az aktivaldsa egyrészt a sejtmembranon kifejez6dd ion
csatorndkon ¢és receptorokon poszt-transzlacios valtozasokat illetve egyes a
sejtmembranon kifejez6dé molekuldnak a citoplazméabdl a sejtmembranra torténd
aktivalasa egy sor gén transzkripciojat befolyasolja. Ezek a hatasok 0sszességiikben a
sejtek fokozott érzékenységét, aktivitasuk novekedését okozza, amelyek egyiittesen
mint a sejtek szenzitizacidja ismert (Nagy, 2004; Nagy ¢és Rice, 2003; Gangadharan és
Kuner, 2013; Laycock és munkatarsai, 2013). A polimodalis fajdalomérzd sejtek

tartos aktivitdsa a fijdalom informacido feldolgozasdban résztvevd kozponti
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idegrendszeri sejtekben valt ki hasonld folyamatokat, igy szenzitizaciot (centralis
szenzitizacid; (Woolf, 1983; Ji és Woolf, 2001; Latremoliere és Woolf, 2009; Woolf,
2014; Todd, 2010; Sandkuhler, 2009). A centralis szenzitizdci6 a polimodalis
fajdalomérzo sejtek szenzitizacidjaval (periférids szenzitizacid) kozosen képezik az
alapjat a szoveti sériiléseket kisérd hosszantarté fajdalmak kialakulasanak (Woolf,
1983; Ji és Woolf, 2001; Latremoliere és Woolf, 2009; Woolf, 2014; Todd, 2010;

Sandkuhler, 2009).

3.4.2.2. A POLIMODALIS FAJDALOMERZO ELSODLEGES IDEGSEJTEK
SZEREPE A NEUROGEN GYULLADASBAN

A polimodalis sejtek periférids patologids folyamatokat is befolyasolo
funkcidjanak az alapja, egyrészt, hogy a fajdalmas inger hatdsara 1étrej6vd neuronalis
aktivitas a nytlvanyok eldgazédasainal mindkét irAnyban képes tovabbhaladni. Igy a
neuonalis aktivitas a szoveti sériilést koriilvevo teriiletekre, illetve kozvetve a szoveti
sériilést koriilvevd teriileteket beidegzé idegsejtekre is kiterjed (Roosterman és
munkatarsai, 2006; Geppetti és munkatarsai, 2008; Sorkin és munkatarsai, 2018). A
polimodalis fajdalomérzd sejtek patologids folyamatokban vald részvételének masik
alapja, hogy a neuronalis aktivitds a szabad idegvégzddésekbdl atvivé anyagok
(glutamat, P, CGRP) felszabadulasat valtja ki (Roosterman ¢és munkatarsai, 2006;
Geppetti és munkatarsai, 2008; Sorkin és munkatérsai, 2018). Ezen atvivé anyagok
egy sor nem neuronalis sejten (makrofag, simaizom sejt, kapillarisok endotél sejt)
fejtik ki hatasukat, amelyek tovabbi gyulladasos mediatorok felszabaduldséaval illetve
a simaizmok esetén relaxdcidval mig az endotelidlis sejtek esetén azok
permeabilitdsainak megndvekedésével valaszolnak (Roosterman és munkatérsai, 2006;

Geppetti és munkatarsai, 2008; Sorkin ¢és munkatarsai, 2018). A gyulladdsos

48



dc_1608 18

mediatorok egy része (pl NGF, szerotonin, hisztamin) a polimodalis fajdalomérzé
sejteket aktivalva az atvivé anyagok tovabbi felszabadulasahoz illetve a fajdalomérzés
erdsitéséhez vezet, mintegy circulus viciosus-t hozva létre. Osszességében ezek a
folyamatok a szoveti sériilés helyén illetve azt koriilvéve a gyulladas tipikus
tiinetegyiittesét (vorosség, melegség, duzzanat, fajdalom, funkcidé vesztés), hozzak
létre. Ennek alapjan a folyamat, mint neurogén gyulladds ismert (Roosterman é&s
munkatarsai, 2006; Geppetti és munkatarsai, 2008; Sorkin és munkatarsai, 2018).

A neurogén gyulladds a szervezet természetes reakcidja, amely a sériilés
fokozott védelmét (pl. a sériilt szovetet korbevevd teriilet fajdalma) és a szoveti
sériilés gyogyulasanak (pl. vérbdség, védettség) eldsegitését szolgalja. Azonban,
gyakran a reakci6 egyes folyamatainak nem megfelelé szabalyozédsa miatt a neurogén
gyulladds maga jarul hozzd a patologias folyamatok elinditasdhoz illetve
fenntartasahoz. Igy a neurogén gyulladas egy sor patholdgias folyamat (pl. psoriasis,
asztma, hugyhodlyag hiperaktivitas) 1étrejottében jatszhat fontos szerepet (Roosterman
¢s munkatarsai, 2006; Groneberg ¢s munkatarsai, 2004; Raychaudhuri ¢és
Raychaudhuri, 2004; Butler ¢s Heaney, 2007; Pisi és munkatarsai, 2009; Geppetti és

munkatarsai, 2008; Sorkin ¢s munkatarsai, 2018).

3.423. A POLIMODALIS FAJDALOMERZO ELSODLEGES IDEGSEIT
SZEREPE A VISCERALIS HIPERAKTIVITAS KIALAKULASABAN

Amint azt a 3.4.2.1. fejezetben emlitettem, az elsddleges érzd idegsejtek a
szomatikus szovetek mellett a zsigeri szoveteket is beidegzik. Ezeknek a zsigeri
érzOrostoknak a sejtteste egyrészt a hatsé gyoki ducokban, illetve a IX. és X.
agyidegek érzé ducaiban helyezkednek el. A hatsé gyoki ducokbol eredd rostok

érdekes modon, befolyasoljak az autoném igerendszer miikodését, hiszen a rostok
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nemcsak, hogy atfutnak a pre- és paravertebralis dicokon de ezekben a ducokban
agakat is adnak le, amelyek a dicokban talalhato sejtekkel szinapszisokat alkotnak
(Gebhart ¢és Bielefeldt, 2016). Az autondm idegrendszerhez tartozé sejteken kiviil, a
zsigeri érz6 rostok a zsigerek faldban taldlhato, a zsigerek sajat idegrendszerének
tekintett idegi haldézat idegsejteivel is kapcsolatba 1épnek (Gebhart és Bielefeldt,
2016).

A zsigeri €rzé rostok elsOsorban Ad és C tipusu rostok amelyek szabad
idegvégzddésekben végzddnek a zsigerek faldnak kiillonbozd rétegeiben. Az
idegvégzddések elhelyezkedése alapjan jelenleg 6t végzOdési tipust ismeriink: az
intragnaglionic laminar (IGLE) végzddések, a mucosa-ban taldlhatdé végzdodések
(ME), a muscular-mucosal végzddések (MME), az intramuscular végzddések (IMA)
¢s a ereket beidegz0 (vascular) végzddések (VA).

Ugyan a zsigeri érzé rostok egy sor transzducer molekulat, mint példaul a
héérzékeny TRPV1-t, fejeznek ki, jellemzd tulajdonsaguk mégis a mechanikus és
kémiai ingerekre vald érzékenységiik (Gebhart és Bielefeldt, 2016). A hasonlo
transzducer kifejezddés ellenére, a kiillonbozo rétegekben végzddd rostok mas-mas
funkcioban vesznek részt, illetve méas-més érzés kialakitasat indithatjak el. gy, a
bélben taldlhatdé IGLE és IMA végzddéseket a teltség és felfijodottsag érzésével
hozzak Osszefiiggésbe (Gebhart és Bielefeldt, 2016). Ezeknek a rostoknak a
valaszadéasi képességét azonban bizonyos kémia ingerekkel, mint példaul egyes
gyulladdsos mediatorral szenzitizalni lehet. Ennek ellenére ezek a rostok valdszintileg
nem jatszanak szerepet a fajdalmak létrejottében.

Az ME végzddések, a felszinhez kozeli elhelyezkedésiiknek megfelelden, az
iireges zsigerek liregében levd tartalom mozgésa illetve az liregben levd tartalom

kémiai Osszetétele, valamint a mucosa-bdl felszabadulo jelz6 molekulék aktivalhatjak.
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Fontos megjegyezni, hogy az ME végzddéseket a pathologids koriilmények kozott
felszabaduld mediatorok szintén szenzitizaljak (Gebhart és Bielefeldt, 2016).

A zsigeri érzdrostok tipusa, transzducer kifejezddése, valamint a rostok
szenzitizalodasra vald hajlama alapjan nem meglepd, hogy a zsigeri érzd rostokat
fajdalmas ingerekkel is lehet aktivalni. A zsigeri érzd rostok sajatja igy, hogy
ellentétben a szomatikus rostok nagy részével, mind alacsony intenzitasti, mind magas
intenzitdsi mechanikus ingerre valaszolnak szenzitizaci6 nélkiil is (Sengupta és
Gebhart, 1994b; Sengupta és Gebhart, 1994a; Xu és Gebhart, 2008). A zsigeri
rostokat aktivalod fajdalmas ingerek mechanikus tipustuak (feszités, csavards illetve
nyomads). Azonban ezek az ingerek akkor valtanak ki fajdalmat elsésorban, ha azok a
zsigerek falanak egy nagyobb darabjat érintik, illetve hosszan tartoak.

A fajdalomérzd zsigeri érzd rostok, az iireges zsigerek ham és simaizom
sejtjeivel kozosen a zsigerek motoros mitkodésének szabalyozasaban is részt vesznek
(Gonzalez és munkatarsai, 2014; Miyazato és munkatarsai, 2017). A hugyholyagban
példaul, fiziologias koriilmények kdzott a holyag telodésére az ME, MME és IMA Ad
tipust érzérostok (egyes fajokban, mint a patkdny, C tipusti rostok is) egyre tobb
akcios potencialt generalnak. Az akcids potencidlok a gerincveldbe jutnak, ahol annak
a gerincvel6i neurondlis héalozatnak a mitkddését modositjak, amely a szimpatikus,
paraszimpatikus és szomatikus motoros idegsejtek aktivitdsan keresztiil szabalyozza a
holyag falaban 1év0 simaizom, valamint a belsd ¢és kiilsé zar6izmok izomsejtjeinek a
miikodését. Ennek a gerincvel6i haldzatnak a miikodését a hidi vizeletiiritési
kozpontbol érkezd idegi jelek is befolyasoljak. Ezeknek az utdbbi jeleknek
koszonhetden, a gerincvel6i halézat mitkddése tudatosan befolyédsolhato, igy a
vizeletiirités tudatosan szabalyozhatd (Gonzalez és munkatarsai, 2014; Miyazato és

munkatarsai, 2017).
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Mint emlitettem, a zsigeri rostok hasonléan a szomatikus rostokhoz,
szenzitizalodnak patologias koriilmények kozott (Gonzalez és munkatarsai, 2014).
Ennek a szenzitizdlédasnak a kovetkezménye, hogy a rostok azonos ingerre
megnovekedett szaml akcids potencidlt generalnak, illetve olyan rostok amelyek nem
vélaszolnak fiziologias koriilmények kozott mechanikus ingerekre, aktivalhatoakka
valnak. A megndvekedett gerincvel6i bemenet az {ireges zsigerek motoros
aktivitasanak a megnovekedését okozzak. Ez a hugyholyag esetében a vizelési inger
gyakoribba valasaban nyilvanul meg. Ezzel parhuzamosan, zsigeri fajdalmak is
kialakulnak, hiszen a zsigeri érz6 rostok gerincveldi végzddéseinek egy része a hatso
szarvi masodlagos érz0 idegsejttel 1étesitenek szinaptikus kapcsolatot.

A zsigeri érzdrostok, igy a huagyhodlyag érzdérostainak a kapszaicin
érzékenysége ¢évtizedek ota jol ismert (Sharkey ¢és munkatarsai, 1983; Su és
munkatarsai, 1986; Santicioli és munkatarsai, 1985; Maggi és munkatarsai, 1989). Az
is jol ismert hosszu id6 oOta, hogy a hugyhodlyag érzdrostainak deszenzitizécioja,
példaul kapszaicinnel vagy RTX-el a holyag hiperaktivitdsanak és a fajdalomnak a
csOkkenéséhez vezet (Cruz és munkatarsai, 1997; Maggi ¢és munkatarsai, 1989;
Avelino és Cruz, 2000; Santicioli és munkatarsai, 1985; Dinis és munkatarsai, 2004c;
Silva és munkatarsai, 2005). Igy feltételezheté, hogy a TRPV1 vagy legalabb is a
TRPV1-t kifejezd zsigeri érzérostok hozzdjarulhatnak a mind a zsigeri igy a holyag
hiperaktivitdsanak valamint a zsigeri, igy a hugyholyag a fijdalmanak a
kialakulasahoz.

A kannabisz hatasa a zsigerek motoros aktivitasara is tobb mint két évtizede
ismert (Consroe és munkatérsai, 1997; Rosell és Agurell, 1975). Ennek a hatdsnak
legalabb is részben az az alapja, hogy a zsigeri érzdrostok egy része kifejezi a CB1

receptort (Walczak és Cervero, 2011). Ennek megfeleléen, a hugyholyag érzo rostain
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kifejez6d6 CB1 receptor aktivalasa képes a hugyholyag motoros aktivitasat
szabalyozni (Walczak és Cervero, 2011). Ezen adatok alapjan valosziniisithetd, hogy
a hugyhodlyag érzorostai illetve a hdlyag miikodésének a vizsgalata alkalmas az
endovanilloid és endokannabinoid rendszereknek az elsédleges érz6 idegsejtek

mitkddésére kifejtett hatasainak a vizsgélatéra.
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4. HIPOTEZIS ES CELKITUZESEK

4.1. HIPOTEZIS

A bevezetésben ismertetett adatok alapjan feltételeztem, hogy az
endokannabinoid és endovanilloid rendszerek jelentds szerepet jdtszanak a
fajdalomérzé hatso gyoki idegsejtek aktivitasanak szabdlyozdsaban és ezen a
szabdlyozdson keresztiil a patologidas folyamatokhoz kapcsolodo fajdalmak és az
iireges szervek, példaul a hugyhdlyag fokozott motoros aktivitisinak a

kialakulasaban.

4.2. CELKITUZESEK

Munkam célja dsszességében az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek
részvételének a vizsgalata volt a fajdalomérzé elsddleges érzo idegsejtek
aktivitasanak a szabdlyozasaban, igy a fajdalmak kialakuldsaban, kiilonds tekinettel a
TRPVI1, CBI1 receptor és az anandamid szerepére. Specifikus célkitlizéseim a
kovetkezdk voltak:

1. Az endovanilloid es endokannabinoid rendszerek elemeinek kifejezddési
mintazatanak meghatarozasa intakt hatsé gyoki diucban és tapfolyadékban ndvesztett
hats6 gyoki dac idegsejtekben ¢és a megismert kifejez0dési mintazatok
Osszehasonlitasa.

2. A kontrol tépfolyadékban novesztett hatsé gyoki duac idegsejtek
kapszaicinnel kivalthatd valaszainak elemzése.

3. A kontrol tapfolyadékban novesztett hatso gyoki duc idegsejtek
anandamiddal kivalthat6 valaszainak elemzése.

4. A gyulladdsos medidtorokat tartalmazo tapfolyadékban novesztett hatso

gyoki duc idegsejtek anandamiddal kivalthat6 valaszainak elemzése.
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5. Az anandamide szintézis vizsgalata tapfolyadékban novesztett hatso gyoki
duc idegsejtekben.

6. Az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek egyes elemei kozotti
molekularis kommunikacié jellemezése tapfolyadékban novesztett hatsé gyoki duc
idegsejtekben.

7. Az TRPV1 — CBIl receptor — anandamid jelzérendszer szerepének
vizsgalata a hugyholyag gyulladasat kiséré fokozott hugyhdlyag Osszehuzddas és

fajdalom kialakulasaban.
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5. EREDMENYEK

5.1. A TRPV1 KIFEJEZODESE HATSO GYOKI IDEGSEJITEKEN
5.1.1. A TRPVI KIFEJEZODESE PATANY HATSO GYOKI DUCBAN ES
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN

A TRPV1 kifejezddésének részletes elemzését a hatso gyoki diacban a TRPV1
klénozasa utdn tobb laboratorium elvégezte (Caterina és munkatarsai, 1997,
Tominaga €s munkatéarsai, 1998; Guo és munkatarsai, 1999; Michael és Priestley,
1999). Ezekben a kisérletekben igy célunk elsésorban a TRPV1 hats6 gyoki duc és
tapfolyadékban novesztett els6dleges érzé idegsejtekben torténd kifejezdédésének
Osszehasonlitdsa volt azért, hogy megbizonyosodjunk, hogy a tapfolyadékban torténd
ndvesztés az ion csatorna kifejez6dését nem befolydsolja Iényegesen. Ezeket a

kisérleteket immunhisztokémiai modszerrel végeztiik.

5.1.  abra. TRPV1  immunopozitiv  és
immunonegativ sejtek patkdany lumbdlis 4 hdtso
gyoki ducaban. A skala 25um-t jeldl. (Sousa-
Valente és munkatarsai, 2017).

Patkdny hats6 gyoki ducaban az idegsejtek

42.14+0.69%-a (569 sejt a 1359 vizsgalt sejtbdl, n=4)

mutatott festddést egy TRPV1 ellenes antitesttel
torténd inkubacid utan (5.1. dbra). A TRPV1 immunpozitiv sejtek atlagos feliilete
512+19um® volt. Ez az érték statisztikailag jelentésen kisebb volt mint az

immunnegativ sejtek atlagos feliilete (826+107um?).
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5.2. dbra. TRPV1 kifejezodése
patkany tapfolyadékban
novesztett elsodleges érzo
idegsejteken. A skdla 50um-t
jelol. (Ahluwalia és munkatarsai,
2000).

A 2 napig idegndvekedési

faktort (NGF, 50ng/ml) tartalmazé

tapfolyadékban ndvesztett hatso
gyoki diuc idegsejtjeinek 42+6%-a (n=3) volt TRPV1 immunpozitiv. A
tapfolyadékban novesztett TRPV1 immunpozitiv sejtek atlagos feliilete 376+6um’
(n=3) volt. Ez az érték statisztikailag jelentdsen kisebb volt mint a tapfolyadékban
névesztett TRPV1 immunonegativ sejtek atlagos feliilete (778+161um?, n=3). Mig az
intakt ganglionban és a tapfolyadékban ndvesztett TRPVI1 immunopozitiv sejtek
aranya nem kiilonboznek, a sejt kulturdban talalt TRPV1 immunpozitiv sejtek atlagos
felillete kisebb, mint a hatsd6 gyoki ducaban taldlat TRPV1 immunpozitiv sejtek

atlagos feliilete.

5.1.2. A TRPV1 KIFEJEZODESE AZ PATKANY HUGYHOLYAGOT BEIDEGZO
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN PERIFERIAS NYULVANYAIN
Altalanosan elfogadott, hogy az hatso gyoki idegsejtek sejt testének
membranjan kifejez6dé receptorok és ion csatorndk a sejtek nyulvanyainak a
membranjan is kifejezOdnek. Ezek az ion csatorndk és receptorok jelentds szerepet
jatszanak mind a transzdukcidés mind az axon reflex mechanizmusokban mind a
szomatikus, mind a zsigeri szovetekben (Nagy, 2004). P¢éldaul, a kapszaicin, az SP-
nek a hugyholyagot beidegzé idegrostokbol torténd felszabaditasdn keresztiil
nagymértéken fokozza a hugyhodlyag Osszehtzodasainak a gyakorisagat (Maggi és

munkatarsai, 1985; Maggi és munkatarsai, 1986; Maggi és munkatarsai, 1987).
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Tovabba, a kapszaicinre érzékeny, hugyholyagot beidegzd veldshiively nélkiili hatso
gyoki rostok fokozott aktivitdsa jelentds szerepet jatszik a hugyholyag egyik gyakori
megbetegedése a cystitis interstitialis, kialakuldsdban (Homma és munkatarsai, 2013;

Liu és munkatarsai, 2014; Cruz és munkatarsai, 1997; Maggi és munkatarsai, 1989;

5.3. dbra. TRPVI
kifejezodése  patkdny
hugyholyagban. (A) A
holyag  falanak ket
rétegében  mutat a
TRPVI jelentos
kifejezodest: az
izomrétegben és a
mucosa-ban

kozvetleniil a ham alatt.
(B) A TRPVI-t kifejezo
rostok a hamsejtek kozé
is behatolnak. (C és D)
A TRPVI-t kifejezo

rostok simaizm
kotegeket vesznek
korbe. (E) Az
intravesicalis RTX

kezelées 24 ora alatt
jelentosen csokkenti a
TRPVI-t kifejezodést.

Valamennyi skala
; 100um-t Jjeldl.
il e (Avelino és

munkatarsai, 2002).

Avelino és Cruz, 2000; Santicioli és munkatarsai, 1985;

Dinis és munkatarsai, 2004c; Silva és munkatarsai, 2005). Ezen adatok alapjan
valdsziniisiteni lehetett, hogy a TRPV1 kifejezédik a hugyholyagot beidegzd hatso
gyoki idegrostok egy részén, igy ha a rostok a TRPV1 mellett a CB1 receptort is
kifejezik, a hugyholyag alkalmas lehet az endovanilloid és endokannabinoid
rendszerek elsddleges érzé neuronon kifejtett szabalyozasanak a vizsgélatara in vivo.
Ezért, a TRPVI1-nak az hatsé gyoki idegsejtek periférids nyulvanyain torténd

kifejezddését felnott patkany hiigyholyagjan vizsgaltuk.
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A TRPV1 immunpozitiv rostok a hiigyholyag faldban két jol elkiilonithetd,
jellegzetes megvastagodasokat mutatd rostkdtegbe szervezddtek (5.3.A. dbra). A
nyalkahartydban a TRPV1 immunpozitiv idegrostok laza haldzatot alkottak. A
legtobb idegrost ebben a rétegben nagyon kozel futott az atmeneti ham bazalis
rétegéhez (5.3.A. és B. abra). Néhany rost a hamsejtek kozott volt lathato (5.3.B.
abra).

A lamina propria-ban kevés TRPV1 immunpozitiv rost volt lathatd. Ezen
rostok tobbsége erek koriil volt megtalalhato.

Az izomrétegben a TRPV1 immunpozitiv rostok siirii kotegeket alkottak
amelyek a simaizom sejtek kozelében futottak (5.3.A., C. és D. abra). Gyakran ugy
tlint, hogy a rostok megvastagodasai kapcsolatban lehetnek a simaizomsejtekkel
(5.3.C.és D. abra). A hamsejtek, valamint a simaizomsejtek nem mutattak TRPV1
immunpozitivitast.

A hugyholyag faldban, szinte valamennyi TRPV1 immunpozitiv rost egyben
immunpozitivitast mutatott SP-re (98+1%) és CGRP-re (93+5%, 5.4.A.-H. abra). Az
SP ¢s CGRP immunpozitiv rostok nagy része TRPV1 immunpozitivitast mutatott (SP:
95+2%, CGRP: 81+4% ). Ugyanakkor, a béron végzett kontrol festések eredménye
azt mutatta, hogy a bdér csak nagyon kevés TRPVI1/SP vagy TRPVI/CGRP
immunpozitiv rostot tartalmaz (5.4.1. dbra). A TRPV1 és neuropeptidek nagymértékii
kozos kifejezddésével 0sszhangban, a holyag faldban nem taldltunk 1B4 lektint kotd
TRPV1 immunopozitiv idegrostokat. IB4 lektin kotddést csak az atmeneti ham-,
izom- és az erek endothelium hamsejtjein volt megfigyelhetd (5.4.J. és K. abra).
Ugyanakkor, a bérben 1B4 lektint kotd idegrostokat mind az epidermis, mind a dermis
tartalmazott (5.4.L. ébra). A dermis IB4 lektint kotd rostok egy részében TRPV1

immunpozitivitas volt megfigyelhetd (5.4.L. 4bra).
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Ezen eredményeink megerdsitették azt a feltételezést, hogy a TRPV1 a hatso
gyoki idegsejt testén kiviil, azok periférids nyulvanyain is kifejezddik. Ezen
eredményeink tovabba azt is mutattdk, hogy a hugyholyagba juttatott kapszaicin vagy
mas TRPV1-t aktival6é anyag a hdlyagot beidegzd hatsd gyoki idegsejtek periférids
nyulvanyain kifejez6d6 TRPV1-on keresztiil fejti ki hatdsat. Ezen adatok alapjan
feltételeztiik, hogy a hugyholyag alkalmas a szoveteket beidegzd hatsé gyoki

idegsejtek mitkddésének a vizsgalatara.

VR1, mucosa SP, mucosa VR1, muscular layer SP, muscular layer

VR1, mucosa CGRP, mucosa VR1, muscular layer CGRP, muscular layer

.

CGRP + VR1, skin VR1 + IB4, mucosa VR1 + IB4, muscular layer VR1 + IB4, skin

5.4. abra. A TRPVI1 egyiittes kifejezodése az elsodleges érzo idegseteket
megkiilonbozteto molekulakkal patkany hugyholyagban. (A-D) TRPVI (VRI) és
SP egyiittes kifejezodése a mucosa-ban (A és B) és az izomrétegben (C és D). (E-
H) TRPVI (VRI) és CGRP egyiittes kifejezodése a mucosa-ban (E és F) és az
izomrétegben (G és H). (I) Az CGRP és a TRPV1 (VRI) egyiittes kifejezodést mutat
a borben. IB4 kotohely sem a mucosa-ban (J), sem az izomrétegben (K) nem
fejezodik ki idegrostokon. A borben azonban idegrostok is kifejezik a IB4
kotohelyet (L). Valamennyi skala 100um-t jelol. (Avelino és munkatarsai, 2002).
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5.1.3. A TRPV1 KIFEJEZODESE A HUMAN HUGYHOLYAG ERNYO SEJTEIN
Mig az 5.1.2. fejezetben ismertetett eredmények azt mutattdk, hogy az
hagyholyag atmeneti hamja nem fejezi ki a TRPVI1-t, méas szerzOk adatai azt
mutattak, hogy a ragcsalok hugyhodlyag hamsejtei funkcionalis TRPV1-t fejeznek ki
(Birder és munkatarsai, 2001; Kullmann és munkatarsai, 2009). A humén hiigyholyag
hamsejtjein is talaltak TRPV1
kifejez6dést, azonban az nem
volt ismert, hogy az a human

TRPV1 az atmeneti hamban

KDa

=120 funkciondlis-e  (Lazzeri és
munkatarsai, 2004). Egy

=60  esetleges funkcionalitas

5.5. dbra. A TRPVI1 kifejezodése humdn
urothélium  sejteken. (4) Tapfolyadékban | nyilvanvaldan befolyasolja a
novesztett human urothélium sejtek TRPVI
kifejez6désének demostradldsa | hOlyagba  juttatott ~TRPVI
immunofluorescent festés segitségevel. A skala
10um-t jelél. (B) Az urothél sejtekbdl kivont | aktivatorokkal kivaltott holyag
fehérje immunoblotjia human TRPVI antitesttel
torténd reakcié utan. (Charrua és munkatdrsai, | Valaszokat. Ezert kovetkezo
2009b).

vizsgalatunkban a TRPVI1

huméan hagyhdlyag hamsejtjein torténd kifejezddését, a késdbbiekben pedig
funkcionalitasat vizsgaltuk.

A human TRPV1 ellen termelt antitesttel végzett immunfestés a
tapfolyadékban ndvesztett huméan hugyhdlyag hamsejtek pozitiv festddést mutattak
(5.5.A abra). Az immunoblot eredménye megerdsitette a TRPV1 kifejezddését (5.5.B
abra). Mind a friss, mind a tapfolyadékban ndvesztett human hugyhdlyag hamsejtek
kifejezték a TRPV1 mRNA-t is (5.6.A és B abra). A hats6 gyoki duc idegsejtekkel

ellentétben azonban a tapfolyadékban ndvesztett human hugyholyag héamsejteken
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kifejez6d6 TRPV1 nem volt érzékeny idegndvekedési faktorra (5.6.A és B ébra).
Ugyanakkor a gyullad4dsos mediator koktél (bradikinin 50nM, prostaglandin E, SuM,
hisztamin 5uM, szerotonin 5uM) hatdsara a TRPV1 mRNA kifejezddése

szignifikdnsan megndvekedett (5.6.C abra).

A B
NGF(gm) 0 10 50 50

Inf mediators -
EREY .

GAPDH °

O

'S

N

TRPV1/ GAPDH

0 10 50 50 NGF (ng/ml)

Inf mediators

5.6. abra. TRPV1 mRNA kifejezodése a humdan urothélium sejteken. (A) TRPV 1
kifejezodeése frissen disszocialt sejteken. (B) A TRPV I kifejezodését a
tapfolyadékban névesztett sejteken az NGF nem befolydsolja. (C) Mig az NGF nem
befolyasolja, az gyulladasos mediatorok megnovelik a TRPV 1 kifejezodését.
(Charrua és munkatarsai, 2009b).
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5.2. A TRPV1 ALTAL KOZVETITETT AKTIVITAS AZ ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKBEN
5.2.1. A KAPSZAICINNEL KIVALTOTT VALAMINT AZ ALACSONY ES
MAGAS HOKUSZOBU VALASZOK OSSZEFUGGESE A PATKANY
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEITEKBEN
A TRPV1 molekula 1997-ban tortént klénozéasa és a heterolég rendszerben
tortént jellemzése azt mutatta, hogy a TRPV1 molekuldkbol felépiil6 ion csatorna
Insensitive Low threshold ~ High threshold mind fajdalomerzest kivalto ho
ingerrel, mind kapszaicinnel
aktivalhat6 (Caterina és
munkatarsai, 1997). Ha a
TRPV1 molekulakbol felépiild

nativ csatorna hasonlo

tulajdonsaggal  bir, akkor

1 . ..
Osee valamennyi kapszaicinre

5.7. dbra. Hovel (>42°C) és kapszaicinnel o o .
CuM) kivdlthato valaszok patkdny érz¢keny hatso gyoki
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo

idegsejtekben. Hoingerrel hore nem érzékeny idegsejtnek fajdalomérzést
(insensitive) alacsony kiiszobii (low threshold) és o _
magas kiiszobii sejteket lehet elkiiloniteni. (a) A kivalto héingerre 18

héinger hé-idé gorbéje. A héinger 37°C-rél | o
indul. Kapszaicinin adagolasra (c) valamennyi erzekenynek kell lennie, illetve
alacsony kiiszobii sejt valaszol. A hdingerre nem

erzékeny és a magas kiiszobii sejtek egyike sem | VIC€ versa valamennyi
valaszol kapszaicin adagoldasra. A mérések egész _ ‘
sejtes fesziiltség zdr technikaval, fiziologids ion | fajdalomérzést kivalto

koncentraciok mellet 37°C  fokon és -60mV o .
membran potencidal mellet késziiltek. (Nagy és héingerre érzékeny hatso gyoki

Rang, 1999a).

idegsejtnek  kapszaicinre s
érzékenynek kell lennie. Kirschstein és munkatarsai 1997-ben valoban arra a

kovetkeztetésre jutottak, hogy a héérzékenység és a kapszaicin érzékenység, ha nem
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is 100% ban, de dsszefiiggést mutat (Kirschstein és munkatarsai, 1997). Az alacsony
sejtszam azonban ezen kovetkeztés helyességét erésen megkérddjelezte. Ezért,
munkank sordn elOszor azt a feltevést kivantuk tovabb vizsgalni egész sejtes
fesziiltség zar technika segitségével, hogy a kapszaicinre és a fajdalomérzést kivaltd
héingerre torténd érzékenység 100%-os Osszefliggést mutat-e az hatsdo gyoki duc
idegsejtjeiben. A sejteket 37°C és 53°C kozotti, idében linealisan novekvd héingerrel
(1.75°C/masodperc), valamint a hdingerre adott valasz megsziinését kovetd 2uM
kapszaicin adagolassal (1.5 masodperc) aktivaltuk. A membran potencialt -60mV on
tartottuk.

Hatvanét tapfolyadékban novesztett hatsogyoki ducsejtbdl torténd elvezetés
eredményei alapjan haromféle idegsejt tipust tudtunk megkiilonbdztetni: hdingerre
nem valaszold sejteket, hdingerre alacsony hdkiiszobnél vélaszold sejteket ¢és
héingerre magas hdkiiszobnél valaszolod sejteket (5.7. dbra). A hdingerre nem
valaszold sejtek (28/65), a hdingerre alacsony amplitudoji, a hdémérséklet
fliggvényében linearisan ndvekvo, reverzibilis, befelé folyd arammal valaszoltak.
Ezen aramoknak nem volt egyértelmiien meghatarozhat6 ingerkiiszobiik (5.7. abra
“insensitive” b panel). A valaszok atlagos amplitaddja 53°C-nal -0.1+0.02nA (n=28)
volt. Szimpatikus ducsejtek, amelyek nyllvanyai nem aktivalhatdak fajdalomérzést
kivaltd hdingerrel, egy masik kisérletiinkben hasonlé aramokkal valaszoltak a
héingerlésre (Nagy ¢és Rang, 1999b) (vide infra). Kordbbi vizsgalatok a
fesziiltségfliiggd ioncsatorndk esetében hasonld, a hoémérséklet fliggvényében
linealisan novekvd aktivitas valtozast irtak le (Milburn és munkatarsai, 1995). Ezért a
héingerrel kivaltott alacsony amplitadoji, a homérséklet fiiggvényében linealisan
novekvo, reverzibilis, befelé folyd aramokat, amelyek egyértelmiien meghatarozhato

ingerkiiszobbel nem rendelkeztek, hdingerrel kivéalthaté nem specifikus valaszoknak
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tartottuk. A hdingerrel kivalthaté nem specifikus valaszokat generald sejtek koziil
egyik sem valaszolt kapszaicin adagolasra (5.7. dbra “insensitive” C panel).

A hatvandt idegsejt koziil 37, az idOben linedlisan novekvd hdingerre olyan
reverzibilis, befelé folyd arammal valaszolt, amelyik 41°C es 53°C kozott, egy jol
meghatdrozhatd hdmérsékletnél, hirtelen felgyorsult kinetikat mutatott (5.7. dbra “low
threshold” és “high threshold”). Ezen sejtek koziil 21-ben a kapszaicin adagolés is
befelé folyo, reverzibilis aramot indukalt (5.7. dbra “low threshold” c panel). A
kapszaicinnel kivaltott dram atlagos amplituddja ezekben a sejtekben -0.67+0.04nA
(n=21) volt. A maradék 16 sejtben a kapszaicin adagolds nem indukalt semmilyen
aramot (5.7. abra, “high threshold” c panel).

A kapszaicinre érzékeny sejtekben a hdingerrel kivaltott valaszok kinetikdja
45.3+£0.2°C-nal (n=21) gyorsult fel. Ez az érték szignifikansan alacsonyabb volt
(p=0.01), mint a kapszaicinre nem valaszol6 sejtekben az a hdmérséklet, amelyiknél a
héingerrel kivaltott valaszok kinetikdja felgyorsult (51.0+0.3°C, n=16). Azt a
homérsékleti értéket, ahol a hdingerrel kivaltott valaszok kinetik4ja felgyorsult, az
inger kiiszobértékének tartottuk. Ennek megfelelden, alacsony hdkiiszobii (5.7. dbra,
“low threshold”) €s magas hokiiszobu (5.7. dbra, “high threshold”) sejteket tudtunk
elkiiloniteni.

A hdingerrel kivaltott valaszok legnagyobb amplitiddja az alacsony
hokiiszobti sejtekben (-1.74+0.08nA) szignifikdnsan nagyobb volt, mint a magas
hékiiszobti sejtekben (-1.1+0.02, n , p<0.0.1). Az alacsony hokiiszobii sejtek atlagos
atmérdje szignifikansan kisebb volt, mint a magas hokiiszobil sejtek atlagos atmérdje
(18.5£0.4um versus 25.6+£0.2um, p<0.01). Mintdnkban nem taldltunk olyan sejtet,

amely kapszaicinre igen, azonban hére nem valaszolt volna. Tovabbé, mintdnkban
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valamennyi kapszaicin adagolasra valaszold sejtben a hdingerléssel kivaltott valasz
alacsony hokiiszobi volt.

Ezen eredményeink a kapszaicin és alacsony hdkiiszobli véalaszok 100%-os
Osszetartozadsat mutattdk. A TRPV1 molekuldkbol felépiild csatorndk heterolog
szisztémaban mért hokiiszobe és kapszaicin érzékenysége azt valdszinlsitette, hogy
ezeket a valaszokat a TRPV1 molekuldkbol felépiild csatorndk aktivitdsa hozza létre.
Ezen eredményeink azt is egyértelmiien megmutattak, hogy a kapszaicin és alacsony
hokiiszobli valaszok a hatsogyoki duc idegsejtjei koziil elsésorban a kis atmérdji
sejtekben indukéalhatok. Tovabba, ezen eredményeink azt is egyértelmiien
megmutattak hogy a hatsogydki diic érzé idegsejtek egy csoportjdban a hdinger olyan
sejtekben is képes magas hokiiszobli aramot indukalni amelyek nem érzékenyek
kapszaicinre. Ez az eredmény azt sugallta, hogy a hatségyoki érzd duc idegsejtek egy
csoportja a TRPV1 molekuldkbol felépiilé csatornaktol fliggetleniil képes hdingerrel

kivalthaté aramot generalni.

5.2.2. ALACSONY HOKUSZOBU ES KAPSZAICINNEL KIVALTOTT
VALASZOK JELLEMZOI PATKANY TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

A hats6 gyoki duc idegsejteknek alacsony hokiiszobli €és kapszaicin
adagolassal kivaltott valaszainak tovabbi vizsgélatat felndtt patkany tapfolyadékban
novesztett hatsd6 gyoki duc ¢€s szimpatikus dac (ganglion cervicale superior)
idegsejteket hasznaltunk. Az utobbi sejtek valaszait negativ kontrol valaszokként
kezeltiik, mivel a szimpatikus idegeket, jelen ismereteink szerint, sem kapszaicin

adagolassal sem fajdalmat kivaltoé héingerrel nem lehet aktivalni.
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Munkénk sordn eldszor teljes sejtes fesziiltség zar technikat alkalmaztunk.

El6z6 eredményeinket felhasznalva, az alacsony hdokiiszobli hatsé gyoki duc

A

0.01
0.2 ;
0.4 -
-0.6-
0.8+
-1.0+
-1.24

Current (nA)

36 38 40 42 44 46 48 50 52
Temperature (°C)

e 1I0C
InA

B

5.8. abra. Hoingerléssel (>420C) és
kapszaicin CuM) adagolassal
kivaltott valaszok patkany
tapfolyadékban névesztett elsodleges
érzo idegsejtekben. (4) Hoingerlésre
érzekeny (négyzet) és nem érzékeny
(haromszog) tapfolyadeékban
novesztett elsodleges érzo idegsejtek
és tapfolyadeékban novesztett
szimpatikus ducsejtek daram-
homérséklet  fiiggvényei és  egy
hoingerlésre érzékeny sejt valasza
(also regisztratum) és a hoinger
idobeli lefutasa (felsé regisztratum).
(B és C) Hoingerrel (B) és kapszaicin
adagolassal (C) kivaltott valaszok egy
hoingerre érzékeny sejtbol. A felso
regisztratum a (B) abran a hoingerlés
idobeli lefutasat mutatjia. (D) A
hoingerrel és kapszaicin adagolassal
kivaltott  valaszok  amplitudoinak
osszefiiggése.  Valamennyi  mérés
fiziologias ion koncentraciok mellett, -
60mV membran potencidalon és 37°C
alaphomeérsékleten késziilt. (Nagy és
Rang, 1999b).
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idegsejtjeit a kapszaicin adagolasra adott
véalaszuk alapjan ismertiik fel (Nagy és
Rang, 1999a). A kapszaicin adagolas a

véletlen moddon kivalasztott 355 sejtes

mintankban 109-ben valtott ki befelé¢ folyd aramot -60mV membran potencial mellett

(5.8. C abra). A valaszok atlagos amplitudoja -1.39+0.11nA (n=109) volt. El6z6

eredményeinkkel Osszhangban (Nagy és Rang, 1999a) (vide supra) valamennyi
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kapszaicin érzékeny sejtben a hdingerlés reverzibilis, egy jol meghatarozhato

A 5.9. dabra. Patkdany tapfolyadékban
3 novesztett elsodleges érzo idegsejtekben
% hdingerléssel (>42°C) és kapszaicin
CuM) adagoldssal kivalthato vdlaszok
2100,-40,-60 40/; /W'A fesziiltség-daram fiiggvényei kiilonbozd
control / _]20 O OV) | Gon sszetétel mellett. (A) A fesziiltseg-
net 5 daram fiiggvény (net)= a konstans 37°C
test (A fok mellet mért kontrol (control)
fliggvény — a hoingerlésel kivaltott valasz
soran  mert (test) fiiggveny. (B)
B 4 Hdéingerrel kivaltott valaszok atlagolt
L, fesziiltség-aram  fiiggvényei az dbran
jelzett ion koncentraciok (mM) mellett.
]% < (C) Kapszaicin adagolassal  kivaltott
Na0,Ca0 20 40 (mV) | vdlaszok atlagolt  fesziiltség-aram
Na 0. Ca 10 -2 filiggvényei az  dbran  jelzett  ion
Na;il3f), CaaO @A) koncentraciok (mM) mellett. (Nagy és
Rang, 1999b).
C hémérséklet értéknél (45+£0.2°C n=109,
1 %
-100-80-60 -40 5.8. A dabra) felgyorsult kinetikdju
Na 0, Ca0 20 40 (mV)
Na0,Ca 10 ) valaszokat valtott ki. A  hdingerléssel
Na 130, Ca 0 -2 kivaltott valaszok legnagyobb
(nA)

amplituddja -2.224+0.14nA (n=109) volt
(5.8. A ¢és B ébra). El6z6 eredményeinkkel szintén Osszhangban (Nagy és Rang,
1999a) (vide supra), az alacsony kiiszobli hdingerrel kivaltott valaszt csak a
kapszaicin érzékeny sejtek generaltak. A kapszaicin érzékeny-alacsony hokiiszobli
sejtek atlagos atmérdje ezen kisérletiinkben 22.84+0.5um (n=109) volt.

A 355 sejtes mintankbol 246 sejt kapszaicin adagoldsra nem valaszolt. Ezen
sejtek koziil 83 sejtben a hdingerlés, az el6z6 munkénk soran talalt valaszokhoz
hasonld, reverzibilis, 50°C feletti, jol meghatarozhatd hémérséklet értéknél
felgyorsul6 kinetikaja, ugynevezett magas hokiiszobili valaszokat indukalt. A mintank
tovabbi 163 sejtében a hdingerlés, a homérséklettel linedlisan novekvd (felgyorsult

kinetikat nem mutatd), befel¢ folyd aramot indukalt. Szimpatikus dicbdl preparalt

68



dc_1608 18

sejtek hasonld hdingerrel kivaltott valaszokat generaltak. Tovabbi munkank soran
ezeket a valaszokat nem vizsgaltuk.

A kapszaicin érzékenység és az alacsony kiiszobli héérzékenység egyiittes
megjelenése teljes sejt szinten azt sugallta, hogy a két valaszt feltehetéen ugyanaz az
ioncsatorna, a TRPV1 molekulakbol felépiilé csatorna, kozvetiti. igy elvarhato, hogy
a két valasz amplitaddja korrelaciot mutasson a hatsd gyoki sejtekben. Valdban, az
analizisiink azt mutatta, hogy a kapszaicin adagoldssal és a hdingerléssel kivalthatd
valaszok gyenge, de szignifikdns korrelaciot mutattak (5.8. D abra).

A kapszaicin adagolassal ¢és a hdingerléssel kivalthatd valaszok ion
Osszetételét idovel linedlisan valtozd +40mV és -100mV kozotti (500msec) fesziiltség
paranccsal vizsgéltuk. Ezeket a méréseket az intracellularis folyadék 130mM-os CsCl
tartalma mellett végeztiik, hogy csdkkentsiik a kifelé folyé K™ aramokat. A kapszaicin
adagolassal ¢és a hdingerléssel kivalthaté valaszokra jellemzd specifikus aram-
fesziiltség fiiggvényt a sejtek aktivalasa alatt meghatirozott aram-fesziiltség
fiiggvénybdl a sejtek aktivaladsa el6tt meghatirozott aram-fesziiltség filiggvény
kivonasaval hataroztuk meg (5.9. A. abra). Mind a kapszaicin adagolassal és a
hdingerléssel kivaltott valaszok dram-fesziiltség fliggvénye negativ membranpotencial
értékeknél kifelé mutato rektifikdciot mutattak a hatsoé gyoki dic idegsejteiben. A két
vélasz fesziiltség-aram gorbéit valamint az aramok fordulési fesziiltségét kiillonb6zo
ion Osszetétel mellett a 59. B és C. abra mutatja. A fordulasi fesziiltségek
felhasznalasaval a kovetkezo relativ ion permeabilitasi értékeket kaptuk: hdingerléssel
kivaltott —aram: PCs/PNa’/PNMDG/PCa*'=1.0/1.08/0.14/1.29;  kapszaicinnel
kivaltott aram: PCs/PNa/PNMDG/PCa*'=1.0/0.94/0.11/2.25. Az ion permeabilitasi
adatok azt mutattak, hogy mind a hdingerléssel kivaltott, mind kapszaicinnel kivaltott

csatorna aktivalas soran a csatorna ionszelektivitdsa gyenge. Ezek az adatok azt is
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mutatjak, hogy a két aktivatorral torténd csatorna aktivalds sordn az aramok ion
Osszetétele kiilonboz6. Kapszaicinnel kivaltott csatorna aktivitds soran a Ca®’
permeabilitdsa majdnem kétszerese a hdingerléssel kivaltott csatorna aktivitas soran
mért Ca>" permeabilitasnak.

Ha a kapszaicinnel és hdingerléssel kivaltott aramokat valoban a TRPV1I
molekuldkbol felépiild csatorndk kozvetitik, akkor ezeket az aramokat a TRPV1
molekulakbol felépiilé csatorndk antagonistaknak gatolniuk kell. Ezért, kovetkezd
kisérletiinkben a TRPV1 molekuldkbol felépiild csatorndk jol ismert antagonistai, a
kapszazepin és a ruténium vords hatasat vizsgaltuk a kapszaicinnel és hdingerléssel
kivaltott aramokon a hats6é gyoki duc idegsejtekben. Mig a ruténium vords gatolta a
kapszaicinnel kivaltott aramokat (ICsp=~1uM), a hdingerléssel kivaltott d&ramokon
kettés hatast fejtett ki (5.10. A és B dbra). Egy uM alatti koncentracidoban novelte,
mig 1uM feletti koncentracidoban gatolta a hdingerléssel kivaltott dramokat (5.10. A
¢s B abra). A kapszazepin gatolta a kapszaicinnel kivaltott dramokat (ICs50<0.5uM),
azonban a hdingerléssel kivaltott aramokat csak kis mértékben csokkentette 10uM
koncentracioban. Mivel a kapszazepin kompetitiv TRPV1 antagonista, gyenge gatlo
hatasa a héingerléssel kivaltott aramokon nem volt meglepd.

A teljes sejtes fesziiltség zar technikdval végzett kisérleteinkkel kapott
eredmények azt valdszinsitették, hogy mind a kapszaicinnel mind az alacsony
hokiiszobli, hdingerléssel kivaltott aramokat a TRPV1 molekuldkbdl felépiild
csatornak kozvetitik. Ezen kisérletek eredményei tovabba azt is mutattdk, hogy a
TRPV1 molekuldkbol felépiild csatorndk kapszaicinnel és hdingerléssel kivaltott
aktivitdsanak biofizikai és farmakolégiai jellemzdi bizonyos fokig eltérnek egymastol.

A kapszaicinnel ¢és hdingerléssel kivaltott csatorna aktivitds tovabbi

jellemzését egyedi csatorna elvezetési technika alkalmazésaval végeztiik.
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Kilencvenhét hatsé gyoki duc idegsejtbdl szarmazo sejthez tapadt membran folt koziil

A control test recovery B . , i .
RR a hdingerlés 19-ben valtott ki
caps heat ~
QS =200
i csatorna aktivitast (5.11. A, B,
Mw 2150
=
£100 D, E és F abra). A 161, hatso
L
2 S — gyoki idegsejtbdl szarmazo, a
2 4 6 8 10
[ruthenium red] (uM) belsd felszinnel az
C control test  recovery D
caps heat  CFZ s | extracellularis folyadék felé
@ (SpM) <
M n. 3
21007 tekinté kiszakitott membran
1(~T[‘1¢' :
v 504 folt koziil a hdingerlés 25-ben
3
o)
& \}&f\——] valtott ki csatorna aktivitast
| 1GFC 2.4 6 8 10
’MnA [capsazepine] (pM) (5.11. F és 5.12. A ébra). A
SS_ec 2 sec

5.10. abra. Ruténium voros és kapszazepin hatdsa patkdany tdapfolyadékban
novesztett elsodleges érzo idegsejtekben hdingerléssel (>420C) és kapszaicin
(QuM) adagolassal kivalthato valaszokra. (A) Rutenium voros (RR) hatdsa
hoingerléssel (heat) és kapszaicin (caps) adagolassal kivalthato valaszokra. (B) A
ruténium voros koncentrdacio-valasz gorbéi hoingerléssel (fekete négyszog) és
kapszaicin (iires kor) adagolassal kivalthato valaszokra. (C) Kapszazepin (CPZ)
hatasa hoingerléssel (heat) és kapszaicin (caps) adagoldssal kivalthato
valaszokra. (B) A kapszezepin koncentrdcio-valasz gorbéi héingerléssel (fekete
négyszog) és kapszaicin (iires kor) adagolassal kivalthato valaszokra. A felsé
regitratumok az (A) és (C) dabran a kapszaicin adagolast (egyenes vonal) és a
hoingerlés idobeli lefutasat mutatjak. A kontrol (control) regisztratumok
antagonista nélkiil, a teszt (test) regisztratumok antagonista jelenlétében, a
visszatérési (recovery) regisztratumok 2 perccel az antagonista kimosas utan
késziiltek. Valamennyi mérés fiziologias ion koncentraciok mellett, -60mV
membran potencidalon és 37°C alaphdmérsékleten késziilt. (Nagy és Rang, 1999b).

membran foltok egyikében sem lattunk csatorna aktivitast 37°C-n, és a hdingerléssel
kivaltott csatorna aktivitds a hOmérséklet 37°C-ra torténé csokkentése a csatorna
aktivitast azonnal megsziintette (5.11. A és B abra). A szimpatikus ducsejtekbodl
szarmazdé membran foltok egyike sem mutatott hdingerléssel kivaltott csatorna
aktivitast (5.11. C ébra). Kapszaicinnel kivaltott csatorna aktivitdst a 100 sejthez
tapadt membran folt koziil 10 mutatott. A kapszaicin a 161 belsdé felszinnel az
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extracellularis folyadék felé tekintd kiszakitott membran folt koziil 18-ban valtott ki

csatorna aktivitast (5.13. C abra).

e N Az egyedi csatorna aktivitast
A 10°C
a 5.11. E abran mint atlagos egyedi
___'5PA , _— .
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370C DRG M ” r r ol r 14
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n=35/35 |5pA . . L, , B
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D 40°C
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5.11. dabra. Hdingerléssel (>42°C) és kapszaicin (2uM) adagoldssal kivalthato
egyedi csatorna aramok patkdny tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo illetve
szimpatikus duc idegsejtekben. A regisztratumok vagy ‘“cell-attached” vagy
“inside-out” konfiguracioban késziiltek -60mV elektrod fesziiltseg mellett, 130mM
KClI jelenlétében az extracellularis oldatban és 130mM NaCl jelenlétében az
elektroddaban. (A) Héingerlés hatasa az egyedi csatorna aramokra “cell-attached”
konfiguracioban elsddleges érzo idegsejtekben. (B) Hoingerléssel kivaltott egyedi
csatorna aramok “cell-attached” konfigurdcioban elsddleges érzo idegsejtekben a
hoingerlés elott (kézépso regisztratum), a hoingerlés alatt (felso regisztratum) és a
hoingerlés utan (also regisztratum). (C) Szimpatikus duc idegsejtbol elvezetett
egyedi csatorna aramok “‘cell-attached” konfiguracioban héingerlés alatt. (D)
Egyedi csatorna dramok “cell-attached” konfigurdacioban elsodleges érzo
idegsejtekben kiilonboz6 homérsékletek mellett. (E) Egyedi csatorna (fekete
néegyzet) és teljes sejt (iires kor) daramok homérséklet-aram gorbéi. (F) “Cell-
attached” és “inside-out” konfigurdacioban mért egyei csatorna aramok elsodleges
erzo idegsejtekben hoingerlés alatt. (Nagy €s Rang, 1999b).

valdban azonos csatorndkat aktivél-e, bels6 felszinnel az extracelluléris folyadék felé
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tekintd kiszakitott membran foltokat aktivaltunk a két ingerrel egymas utan. A 161
membran foltbdl 18 valaszolt kapszaicin adagolasra, mig 25 valaszolt a hdmérséklet
emelésére (5.13. abra). A membran foltok koziil csak 8 valaszolt mind a két ingerre
(5.13. abra). A kontrol kisérletekben két egymas utan alkalmazott kapszaicin adagolas
vagy hdingerlés nem véltoztatta meg a csatornék aktivitasi jellemzét. gy, a membran
foltok kettds ¢érzékenységének a hidnya nem indokolhatd deszenzitizacidval.
Ugyanakkor, a kettds érzékenységli membran foltok szama szignifikansan meghaladta
a véletlen eléfordulas lehetséges gyakorisagat.

A Heat C Capsaicin Ezek az adatok azt sugalltak, hogy a

100mV bbbl M T,
TRPV1 molekuldkbol felépiilé csatorndk egy

része a hats6 gyoki duac idegsejtekben

valoban  érzékeny  mind  kapszaicin

adagolasra, mind héingerlésre, azonban ezen

B 12 D " csatorndk ardnya alacsony, 10% alatti. A
10 10
; 8
6 . . r "o r r r 11z
: 2 kapszaicin- és hdérzékenység szétvalasa
-100-80-60 49220 |20 40mV»1(')0}/-8;<J/-@/1'-20 220 40mv . ) )
4 4 egyedi csatorna szinten feltételezte, hogy a
PA pA

5.12. dbra. Hdingerléssel (>42°C) és kapszaicin (2uM) adagoldssal kivilthato
egyedi csatorna dramok fesziiltség-aram fiiggvényei patkdny tdapfolyadékban
novesztett elsodleges érzo idegsejtekben. A regisztratumok “inside-out”
konfiguracioban késziiltek, 130mM KCI jelenlétében az extracellularis oldatban és
130mM NaCl jelenlétében az elektrodaban. (A) Hoingerléssel aktivalt egyedi
csatorna dramok kiilonbozé membran fesziiltség mellett. (B) Atlagolt héingerléssel
aktivalt egyedi csatorna (fekete négyzet) és teljes sejtes hoaktivalt dramok
fesziiltség-aram fiiggvényei. (C) Kapszaicin adagolassal kivaltott egyedi csatorna
dramok kiilonbozé membran fesziiltség mellett. (D) Atlagolt kapszaicinnel kivaltott
egyedi csatorna dramok fesziiltség-aram fiiggvénye. (Nagy és Rang, 1999b).

TRPV1 molekuldkbol felépiild csatorndk érzékenysége vagy az egyedi molekulak
posz-transzlaciés modosulasatol vagy és a csatorndk molekularis dsszetételétol fiigg.
A kapszaicin- és hdéérzékenység egyedi csatorna szintli szétvaldsanak ellenére, a

kapszaicin érzékenység és hoérzékenység sejtes szinten 100%-os atfedést mutatott. Ez
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az eredmény arra engedett kdvetkeztetni, hogy a sejtek egyidejlileg tobbféle TRPV1

molekulat tartalmazé csatornat fejeznek ki.

Heat Capsaicin
A O, A —"
: S T " e T
C Ll L S INL AN
|5pA
dual 25msec

responsive Capsaicin
(4_2:7, )\ responsive (11.5%)

heat

responsive /
(15.5%)

5.13. dabra. Hdingerléssel (>42°C) és kapszaicin (2uM) adagoldssal kivalthatoé
egyedi csatorna dramok kozos kifejezdodésének hianya patkdany tapfolyadékban
novesztett elsodleges érzo idegsejtekben. A regisztratumok “inside-out”
konfiguracioban késziiltek, 130mM KCl jelenlétében az extracellularis oldatban és
130mM NaCl jelenlétében az elektrodaban. (A) Hoingerléssel és kapszaicin
adagolassl aktivalt egyedi csatorna dramok egy membran foltban, amely csak
hoérzékenységet mutat. Kiilonbozo membran fesziiltseg mellett. (B) Hoingerléssel
és kapszaicin adagolassl aktivalt egyedi csatorna aramok egy membran foltban,
amely mind hoérzékenységet és kapszaicin érzékenységet is mutat. (C)
Hoingerléssel és kapszaicin adagoldssl aktivalt egyedi csatorna aramok egy
membran foltban, amely csak kapszaicin érzékenységet mutat. (D) A csak
hoérzékeny (heat responsive), csak kapszaicin érzékeny (capsaicin responsive),

kettosen érzékeny és egyik ingerlésre sem érzékeny membran foltok aranya. (Nagy
és Rang, 1999b).

5.2.3. KAPSZAICINNEL KIVALTOTT KOBALT BEARAMLAS PATKANY
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
Tovabbi munkdnk nagy részében tapfolyadékban ndvesztett hatsd gyoki dic
idegsejteken kifejez6d6 TRPV1 molekuldkbol felépiildé csatornak kiilonb6zo
koriilmények kozotti aktivalhatosagat kivantuk vizsgélni. Ehhez olyan modszereket

kerestiink, amelyikkel nagyszamu, tdpfolyadékban novesztett TRPV1 molekulakbol
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felépiild csatornakat kifejezd hats6 gyoki dic idegsejt aktivitdsat egy iddben
vizsgalhatjuk. Erre az egyik lehetdség a Hogan altal korabban kidolgozott kapszaicin
indukalt kobalt felvétel alkalmazasa (Hogan, 1983). Ezért ezekben a kisérletekben
ennek a mdédszernek a mi kisérletes kornyezetiinkhoz torténd adaptalasat végeztiik el.
A kontrol kisérletekben, amelyekben a kobaltot tartalmazd pufferhez nem
adtunk kapszaicint, a sejtek 6.5 +£0.6%-a (n 9) mutatott kobalt felvételt (5.14. A, B, és
G ébra). Kapszaicin (50nM, 100nM, 500nM) adagolasa a kobaltot tartalmazd
pufferhez koncentraci6é fiiggd modon jelentdsen megndvelte a kobaltot tartalmazo
sejtek szamat: 500nM kapszaicin adagoldsa utan a sejtek 31.1+1.1%-a (n 9) mutatott

kobalt felvételt. A kobalttal jelolt sejtek atlagos feliilete 273+15um2 (n=9), volt. Ez

A B Labelled  Non-dabelled ~ AZ érték jelentdsen
& 1500 -
& S .
2 o0 EE kiilonb6zo6tt a kobalttal nem
3 5 Y
= 500 s e N1t
. o = s e :
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: 20 40 60 80 100120140
C | D Optlcaldensmt JellemZ6jét61 (391i34um2
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= e
2 [ % S 1000 L - (099)) Az >00nM
2 FD e o N W
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8 3 EIRCR P - . .
y o . “* kapszaicin adagolds utdn
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Opticalglensity

5.14. dabra. A kapszaicin adagoldas kobalt bedramlast indukal a patkany
tapfolyadékban novesztett elsédleges érzo idegsejtekben. (4) Kobalt jeldlt sejtek
kapszaicin mentes pufferben tortént inkubdlas utan. (B) A jelolt (labelled) és nem
jelolt (non-labelled) sejtek denzitometrias kiértékelése és szétvalasztasa. (C)
Kobalt jelolt sejtek kapszaicint tartalmazo pufferben tortént inkubdlas utan. (D) A
jelolt (labelled) és nem jelolt (non-labelled) sejtek denzitometrias kiértékelése és
szétvalasztasa. (Sathianathan és munkatarsai, 2003).

talalt kobalttal jelolt sejtek mérete szintén jelentOsen kiilonbozott a kontrol
kisérletekben talalt jeldlt (353+27um?) és jeldletlen (391+34um?) sejtek azonos
jellemz6jétél. A nem szelektiv ligand kapcsolt kalcium csatorna blokkolo, ruténium
voros és a szelektiv és specifikus kompetitiv. TRPV1 molekuldkbol felépiild

csatornakat gatlo, kapszazepin jelentésen csokkentették az 500nM kapszaicin
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adagolassal kivaltott kobalttal jelolt sejtek szdmat (ruténium vords: 8145.1-%-os
csokkenés, kapszazepin: 60.8+5.4%-os csokkenés). Ezek az eredmények azt mutattak,
hogy a kapszaicin adagolassal kivaltott kobalt felvétel mérése alkalmas lehet a

TRPV1 aktivitas jellemzésére kiilonb6z6 koriilmények kozott.

5.2.4. KAPSZAICINNEL KIVALTOTT KALCIUM BEARAMLAS PATKANY
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKBEN

Az egyszerre nagyszdmu tapfolyadékban ndvesztett TRPV1 molekuldkbol
felépiild csatorndkat kifejezé hatso gyoki diac idegsejt aktivitdsanak mérésére
alkalmas masik modszer az intracellularis kalcium koncentracio ([Ca®'];) mérése.
Mivel ezt a modszert szamos laboratoriumban rutinszertien és sikerrel alkalmazzak,
kontrol kisérleteinkben csak az 500nM kapszaicinnel kivalthato valaszokat vizsgaltuk
szobahdmérséleten vagy 37°C on.

Szobahémérsékleten, a 305 KCl (50mM) adagolasra [Ca®]; ndvekedéssel

KCl
— — 5.15. dbra. Kapszaicin

(500nM) adagolis megnoveli

az  intracellularis  calcium

koncentrdcio szintet a patkdny

tapfolyadékban novesztett

. . elsodleges érzo idegsejtekben.

0 100 200 300 400 CAP:  kapszaicin. (Chen és
Time (s) munkatarsai, 2016).
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valaszold sejt koziil 213 valaszolt kapszaicin adagolasra is (69.8%, (5.15. abra)). A

kapszaicinnel kivaltott novekedés az [Ca®'];

ban a KCl adagoléssal kivaltottnak a
61+£25%-a volt. Amikor a sejteket 37°C on vizsgaltuk, a kapszaicinre valaszolo sejtek

aranya nem valtozott jelentdsen. A valaszok amplituddja azonban jelentds ndvekedést

mutatott (dbraval nem dokumentalt).
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5.2.5. KAPSZAICINNEL KIVALTOTT CGRP FELSZABADULAS PATKANY

TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKBOL
Az egyszerre nagyszdmu tapfolyadékban ndvesztett TRPV1 molekuldkbol

felépiild csatorndkat kifejezd hatso gyoki diac idegsejt aktivitdsanak mérésére

alkalmas harmadik moddszer, amelyet a munkdnk soran hasznaltunk, a transzmitter

5.16. abra. Kapszaicin adagolais CGRP
felszabadulast indukal a patkany
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo
idegsejtekben. (Ahluwalia és munkatarsai,
2003a).
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folyadékban konvenciondlis enzim kapcsolt
immundetektalassal.

A tapfolyadékban ndvesztett hatsd6 gyoki diac idegsejtekbdl harom perces
kapszaicin (3nM — 1uM) kezelés koncentracid fiiggé CGRP felszabadulast valtott ki.
A legalacsonyabb kapszaicin koncentracid, ami szignifikdnsan megnovelte a CGRP
felszabadulast 30nM volt (5.16. abra). A CGRP felszabadulas 100nM-al elérte a
maximumat.

Ezekkel a TRPVI miikodését vizsgalod kisérletekkel egyrészt a csatorna
valaszadési jellegzetességeit hataroztuk meg, masrészt megbizonyosodtunk, hogy
ezek a modszerek alkalmasak a TRPVI1 altal kozvetitett valaszok, illetve TRPV1

kozvetitett valaszoknak a CB1 receptor aktivalasaval kivaltott esetleges valtozasainak

a vizsgalatara.
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5.3. A KANNABINOID 1 RECEPTOR KIFEJEZODESE ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKBEN

5.3.1. A KANNABINOID 1 RECEPTOR KIFEJEZODESE PATKANY HATSO
GYOKI DUC ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Korabbi kisérletek eredményei azt mutattdk, hogy a hatsé gyoki duc
idegsejteknek egy része kifejezi a kannabinoid 1 (CB1) receptor mRNS-t, és hogy a
CB1 receptor mRNS-t kifejezd sejtek egy része a fajdalom érzé hatsé gyoki duc
idegsejtekre jellemzd neuropeptideket tartalmaznak (Hohmann és Herkenham, 1999).
Tovabbi korabbi kisérletek eredményei azt is mutattdk, hogy a tricalt CB1 receptor
ligand, H3CP55,940 a fajdalomérzést kozvetité hatso gyoki duc idegsejteknek
gerincveldi végzddési teriiletén kotddik (Herkenham és munkatéarsai, 1991; Glass és
munkatarsai, 1997; Mailleux és Vanderhaeghen, 1992). Ezek az adatok azt sugalltak,
hogy a kannabinoidokkal kivalthatdé és a periféridas szOvetekben kozvetitett
fajdalomcsillapitas bioldgiai alapja az CB1 receptor fajdalomérzést kozvetitd hatsod
gyoki duc idegsejtekben torténd kifejezodése lehet. Ezért, ezen kisérleteinkben a CB1
receptor kifejezddését vizsgaltuk hats6 gyoki dac idegsejteken RT-PCR, Western-
blotting valamint egyes és kombinalt immunhisztokémiai festés segitségével.

A RT-PCR, hasonloan a bizonyitottan CB1 receptort kifejezd
hipokampuszhoz (Breivogel és Childers, 1998), CB1 receptor mRNA kifejezddést
mutatott a hatsé gyoki dicban. A PCR termék mérete megkiilonbdztethetetlen volt a
PCR termék elméleti varhatdé értékétdl (5.17. é&bra). Hasonléan a RT-PCR
eredményeihez, a Western-blotting is jelezte a CB1 receptor kifejezddését mind a
hipokampuszban, mind a hétsé gyoki dacban. Egy, a CBI receptor ellen termelt
specifikus és szelektiv antitest a Western-blottokon két kiilonb6zé méretli fehérje

jelenlétét mutatta (5.17. abra): egy 50-55 kDa és egy 65 kDa molekulasulytét. (A
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CBI1 receptor ellen termelt antitest specifikus és szelektiv voltadt egy sor kontrol
kisérlet segitségével mutattuk ki (Veress €s munkatarsai, 2013). Mig az 50-55 kDa

sulyt fehérje megfelel a nem glikozilalt CB1 receptor molekulastlyanak, a 65 kDa

.- e - »

~ss00p —B W SO0

5 e b

~55kDa :: — -

~50kDa
spinal  spinal hippoc dorsal urinary skin
cord cord root  bladder
dorsal ventral ganglion

sulyt fehérje a glikozilalt CB1 receptor
molekulastulyanak felel meg (Song ¢s
Howlett, 1995).

A CBI1 receptor hats6 gydki

ducban torténd kifejezddését

5.17. abra. CBI1 receptor kifejezodése
patkany hdatso gyoki diucaban es mds
idegrendszeri szoveteiben. A felso gél a
CB1 receptor mRNA  kifejezodést
mutatja RT-PCR modszerrel, mig az
also gél Western blot utan mutatja a
CB1 receptor fehérje kifejezodesét a
gerincveld  hatso  szarvaban  (spinal
dorsal horn), a gerincvelo eliilso
szarvaban (spinal ventral horn), a
hippocampusban (hippoc), a hatso gyoki
ducban (dorsal root ganglion), a
hugyholyagban (urinary bladder) és a
borben (skin). (Veress és munkatarsai,
2013).

immunhisztokémiai festésekkel vizsgéltuk tovabb. A specifikus és szelektiv CB1

5.18. dbra. CBI1 receptor kifejezodése
patkany elsodleges érzd idegsejtekben.
(a) CBI receptort kifejezo elsodleges
érzo idegsejtekegy specifikus és szelektiv
CBI1 receptor ellenes antitesttel végzett
reakcio utan. Optikai vastagsag 4um. A
skala 50um-nek felel meg. (b) A CBI
receptor kifejezo (sziirke oszlopok) és a
CB1 receptor immunonegati (feher
oszlopok) méret eloszlasa. (Veress és
munkatarsai, 2013).

o

Relative number of neurons (%)

15 19 23 27 31 35 39 43 47 51 55 59 63 67 71
Longest diameter (um)

receptor  ellenes  antitest  tisztdn

felismerhetd jelolodést okozott mind a

citoplazmaban, mind a citoplazma

membranban (5.18. A abra). A jelolodés

pontszertien jelent meg mind a

citoplazmaban, mind a citoplazma

membranban (5.18. A éabra). Egyszerli mikroszkopos megfigyelés alapjan gy tint,
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hogy a sejtek kb 30%-a fejezheti ki a CB1 receptort. A képelemzés eredménye
megerdsitette ezt a feltevést, mert az elemzésbe bevont, véletlenszerlien kivalasztott
377 sejtbol 124 (33.22+1.8%, n=3) bizonyult CB1 receptor immunpozitivnak. A CB1
receptor immunpozitiv sejtek atlagos atmérdje 31.47+0.64um (n=124) volt. Ez az
atmérd szignifikansan kisebb volt mint a CB1 receptor immunonegativ sejtek atlagos
atmérdje (36.03x1.91um, n=253). A CBI receptor immunpozitiv és immunnegativ
sejtek méreteloszlasa (5.18. B dbra) azt mutatta, hogy a kisméretli sejtek tobb mint a
fele, mig a kdzepes méretli sejteknek mintegy a fele fejezi ki a CB1 receptort. A
sejtek méreteloszlasa azt is mutatta, hogy a nagy méretii sejtek koziil csak kevés fejezi
ki a CB1 receptort (5.18. B. abra). Ezek az eredmények azt mutattak, hogy a CBI

receptort elsdsorban a kisméretii, tehat a fajdalomérzést kozvetito sejtek fejezik ki.

5.19. abra. A CBI receptor és
az elsodleges érz0 idegsejtek

csoportjaira jellemzo
molekulik egyiittes

kifejezodése a patkdany hdtso
gyoki ducaban. (a) CGRP
kifejezodeése. (b) CBI receptor
kifejezodeése. (c) IB4 koétohely
kifejezodése. (d) A  harom
molekula eggyiittes kifejezodése.
(e) A harom molekulat kifejezé
sejtek megoszildsa. (Veress és
munkatarsai, 2013).

Amint emlitettem az

elézéekben, a  fajdalomérzést

M ccrp

M 154 . ‘o (s vt s ,
-~ kozvetitdé  hatso  gyoki  duac
B cGRP+IB4

Il none idegsejteknek fele

neuropeptideket, masik fele az IB4
izolektin kotdhelyét fejezi ki (Plenderleith és Snow, 1993; Price, 1985; Silverman és

Kruger, 1988; Averill és munkatarsai, 1995; Molliver és munkatarsai, 1995) és a két
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sejtcsoport eltérd élet- és gydgyszertani tulajdonsdgokkal, valamint funkcioval
rendelkezik (Bennett és munkatarsai, 1996a; Bennett és munkatarsai, 1996b; Perry és
Lawson, 1998; Breese ¢s munkatarsai, 2005; Todd, 2010; Cavanaugh ¢és munkatarsai,
2009; Vilceanu ¢és munkatarsai, 2010; Stucky ¢és Lewin, 1999; Petruska és
munkatarsai, 2000; Dirajlal és munkatarsai, 2003; Liu és munkatéarsai, 2004; Zylka,
2005). Ezért, a kovetkezd kisérletben a CBI receptor és a CGRP valamint 1B4
izolektin kotdhely kifejezddése kozotti dsszefliggést vizsgaltuk (5.19. abra). Ezek a
kombinalt immunhisztokémiai festések azt mutattdk, hogy a CGRP immunpozitiv
sejtek 61.14+5.2%-a (n=3 allat) immunpozitiv a CB1 receptorra, mig a CB1 receptor
immunpozitiv sejtek 62.994+5.3%-a (n=3 éllat) immunpozitiv CGRP-re. Ugyanakkor,
az IB4 izolektin kotohelyét kifejezd sejtek 34.48+9.4%-a (n=3 dallat) mutatott
immunpozitivitdst CB1 receptorra, mig a CB1 receptort kifejezd sejtek 34+8.8%-a
(n=3 allat) mutatott immunpozitivitast a CBI1 receptorra. Mind a CGRP
immunpozitiv, mind az IB4 izolektin kotohelyét kifejezd sejtek a teljes sejtallomany
kb 33%-t tették ki (CGRP: 32.17+0.75%, n=3 éallat, IB4 izolektin kd&tohely:
33.78+255%, n=3 é&llat). Ezért eredményeink azt sugalltdk, hogy a CB1 receptor
aktivalasa elsésorban a neuropeptideket tartalmazé hatso gyoki dac idegsejtekben,
amelyek mind zsigeri mind szomatikus beidegzésben résztvesznek és elsdsorban
héingerlésre érzékenyek, idézhet eld gatld hatast (Cavanaugh és munkatarsai, 2009;
Perry és Lawson, 1998; Plenderleith és Snow, 1993; Bennett és munkatarsai, 1996a;

Bennett és munkatarsai, 1996b).

53.2. A KANNABINOID 1 RECEPTOR KIFEJEZODESE PATKANY

TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
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Hasonléan a TRPV1 kifejezddéshez, a CB1 receptor kifejezédésének esetleges
tapfolyadékban torténd ndvesztés altal okozott valtozasat is megvizsgaltuk patkany
hatsé gyoki idegsejtein. Ebben a kisérletben a tapfolyadékban ndvesztett patkany
hats6 gyoki duc idegsejteken végeztiink immunfestést. Az CB1 receptor

immunreakcié konnyen felismerhetd jelolést eredményezett az idegsejtek

5.20. dbra. CB1 receptor
kifejezddése patkany tapfolyadékban
novesztett elsddleges érzo idegsejten.
A nyil egy CBI receptort kifejezo
sejtet mutat. A skala 25um-nek felel
meg. (Ahluwalia és munkatarsai,
2000).

citoplazmajaban (5.20. abra). A CBI

immunpozitiv sejtek a sejtkultirdkban egyenletesen oszlottak meg. A CBI1
immunreakcié a sejtek 57+£2%-ban eredményezett jelolést (n=3), amely

szignifikdnsabb magasabb érték, mint a hats6 gyoki ducban taladlt CB1 receptort

5.21. dbra. CB1 immunpoziti és
immunnegativ sejtek méret eloszldsa.
(Ahluwalia és munkatarsai, 2000).

30

Hcai positive neurons

kifejezd sejtek ardnya. A jelolt sejtek

CcBi negative neurons

10
nagy részének felillete 200um’  és

Relative number of cells

800um’® kozott volt (atlagos feliilet:

200 600 1000 1400 1800
Cell area (um?)

527+68um’, ami 25um sejtatmérének

felel meg). A jeloletlen sejtek atlagos mérete (871+£60um?, ami 33um sejtatmérének

felel meg) jelentésen nagyobb volt a jeldlt sejtek méreténél. A jeldlt sejtek méret

megoszladsa normal megoszlast mutatott, ami egy jol definialt sejtcsoport jelenlétére
utalt (5.21. ébra).

Hasonldéan a hats6 gyoki dic sejtjeihez, a tapfolyadékban novesztett sejteken

is megvizsgaltuk a CGRP ¢és a IB4 izolektin kotdhely kifejez6dését. Ezeket a
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kisérleteket harmas immunfestés alkalmazasaval végeztiik, amelyben anti-CBI

A (CGRP+CB1+IB4
-

it® §

5.22. dbra. CBI1 receptor -egyiittes
kifejezodése a fajdalomérzo elsodleges
érz0 idegsejtek két nagy csoportjdt
elkiilonit6  molekulikkal  patkany
tapfolyadékban novesztett elsodleges
érzd idegsejteken. (1) A CBI receptor,
CGRP és [B4 kotohely egyiittes
kifejezédése. (B) CGRP kifejezédése.
(C) CBI receptor kifejezodése. 1B4
kotohely kifejezodése. A skaka 100um-
nek  felel ~meg.  (Ahluwalia  és
munkatarsai, 2000).

receptor- és anti-CGRP-antitesteket,
valamint biotinhoz kotott 1B4 izolektint
hasznaltunk. A hdrmas festések eredménye azt mutatta, hogy a CB1 immupozitiv
sejtek aranya a teljes sejtpopulacioban 47+3.2% (n=5) volt. A CGRP immunpozitiv
valamint az IB4 lektin koté sejtek aranya 21.8+3.3% (n=5), valamint 32.7+5.6%
(n=5) volt (5.22. és 5.23. abra). Az Osszes sejt 1.4+0.2%-a mutatott pozitivitast mind
CGRP-re, mint IB4 lektin kotd helyre.

A hérom protein kifejez6dési mintazatat az 5.23. abra mutatja. A CB1 receptor
immunpozitiv sejtek egy része (31.7£5%, n=5) immunpozitivitast mutatott CGRP-re.
A CBI receptor immunpozitiv sejtek egy masik része (48.2+7.5%, n=5) IB4 izolektin

kotohelyet fejezett ki. A CB1 immunpozitiv sejtek 19.1+3.3%-ban (n=5) sem CGRP

B+ 5.23. dbra. A CBI receptor-t kifejezo
CGRP-/IB4- CGRP+ patkany  tapfolyadékban  nivesztett
\ CBLs elsodleges érzo idegsejtek két fo
‘/ csoportjaban. (Ahluwalia és

CGRP+1B4+ | mynkatdarsai, 2000).

immunpozitivitast sem [B4 kotohelyet nem

CBl+ talaltunk. Ugyanakkor, a CBI1 receptor

CBl+  [B4+ : : :
immupozitiv sejtek 14+0.5%-a tartalmazott
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mind CGRP-t mint B4 izolektin k&tdhelyet. A CGRP immunpozitiv sejtek 74+16.1%
(n=5), mig az [B4 izolektint kotd sejtek 70.9+5.7%-a (n=5) fejezett ki CB1 receptort.

Ezen eredmények Osszevetése a hatsd gyoki ducbol késziilt metszeteken talalt
adatokkal eltérést mutatott a CB1 receptort kifejezd sejtek aranyaban, és a CBI1
receptor kifejezddésében a peptid tartalmu és az IB4 izolektin kothelyet kifejezo
sejtek kozott. Ennek a kiilonbségnek az oka lehet a tapfolyadékban torténd novesztés,
vagy ismét a kiilonbozd antitestek €s analizadl6 modszerek hasznalata. Szintén
lehetséges, hogy a kiilonbozd dicokban eltérd a CB1 receptor kifejezédésének az
aranya a peptid tartalmu és 1B4 izolekin kotdhelyet kifejezd sejtek kozott. Tovabba,
mig a sejt kultarak készitéséhez valamennyi hats6 gyoki dicot felhasznaltunk, addig
az in situ kifejez6dést csak az L4 és LS hatso gyoki ducokban vizsgaltuk.

Mivel a neuropeptideket tartalmazo sejtekben az idegndvekedési faktor
(NGF), mig az IB4 izolektin kotdhelyet kifejezo sejtekben a glia eredetli ndvekedési
faktor (GDNF) szabdlyozza egy sor gén kifejez0dését (Snider és McMahon, 1998;
Bennett és munkatarsai, 1998), a kovetkezd kisérletben ennek a két novekedési
faktornak a hatasat vizsgaltuk a CB1 receptor kifejezddésére. A ndovekedési faktorok
hatasanak ellenérzésére a TRPV1 kifejezddés vizsgalatat hasznaltuk, mivel a trpvi
gén kifejez6dését az NGF is és a GDNF is szabalyozza (Michael és Priestley, 1999;
Ogun-Muyiwa és munkatarsai, 1999; Bevan és Winter, 1995; Winter és munkatérsai,
1988).

Azokban a kultarakban amelyek NGF és GDNF jelenléte nélkiil novekedtek a
TRPV1 immupozitiv sejtek aranya 42.4+1.2%-r61 13.442.7%-ra csokkent (n=4). Ez a
csokkenés az NGF-t és GDNF-t tartalmaz6é médiumban talalt adatokhoz képest kb

70%-0s volt, és statisztikailag jelentds. A legtobb TRPV1 immunpozitiv sejt ezen
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kortiilmények kozott nagyon kis méretli volt és nagyon erds immunpozitivitast
mutatott.

A TRPV1 immunpozitivitassal ellentétben a CB1 receptor immunpozitivitasa
az NGF ¢és GDNF hidnyaban nem mutatott valtozast (51+2.6% n=4 az NGF és GDNF
jelenlétében, és 50.6+1.1, n=4 az NGF ¢és GDNF hianyaban). Az ezen koriilmények
kozott a CB1 receptor immunpozitiv sejtek atlagos atméréje 21+0.4um volt, ami
jelentdsen kiilonbozott az NGF és GDNF jelenlétében novekedett CB1 receptor
immunpozitiv sejtek atméréjétél (19.1+0.3 um). Mindkét esetben a 19-22um
tartomanyban volt a legtobb a CB1 receptor immunpozitiv sejtek aranya. Azonban,
mig az NGF és GDNF jelenlétében novekedd CB1 receptor immunpozitiv sejteknek
csak 10%-a tartozott a 25-28um tartomanyba, addig az NGF és GDNF nélkiil
novekedé CB1 receptor immunpozitiv sejteknek kb 20%-a tartozott ebbe a
tartomanyba. Ugyanakkor, mindkét esetben nagyon kevés volt a 28um-nél nagyobb
CBI1 receptor immunpozitiv sejtek aranya.

Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a CBI receptor a fajdalom érz6 hatso
gyoki idegsejteknek mind a két nagy csoportja kifejezi. Ezek az eredmények tovabba
azt is mutattdk, hogy a CBI receptor kifejezddését sem az NGF, sem a GDNF nem
befolyasolja Iényegesen, legalabb is a tapfolyadékban vald novekedés 7. napjaig.

Osszességében ezen kisérlet eredménye azt sugallta, hogy hasonléan a TRPV 1
kifejezddéséhez, a CB1 receptor kifejezddése is, legaldbbis az elsé két nap alatt,
megnovekszik a tapfolyadékban torténd novesztés hatdsara. Ahogy mar emlitettem,
ennek a novekedésnek az egyik oka lehet, hogy a (CB1 receptort és a TRPV1-t nem
kifejezd) nagy méretii sejtek egy részét elveszitjiik a sejtkultira készitése kozben. A
CB1 receptor esetében a masik ok lehet, hogy a hatsé gyoki ducbol készitett

metszeteken ¢és a tapfolyadékban ndvesztett sejteken kiilonbozé CB1 receptor ellenes
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antitesteket ¢s mas analizis modszert hasznaltunk. Ezen kiilonbségek ellenére mind a
hats6 gyoki dicbol készitett metszeteken, mind a tapfolyadékban ndvesztett sejtekbol
készitett készitményeken a kis méretli, tehat fajdalom érzést kozvetitd, sejtek
jelolddtek a CB1 receptor ellenes antitesttel. Erdekességképpen megemlitendd, hogy a
tapfolyadékban novesztett akar TRPV1-t vagy CB1 receptor kifejezd vagy nem
kifejezd sejtek atlagos atmérdje kisebb mint a hasonld tulajdonsagu sejtek atlagos

mérete a hatsé gyoki ducban.

533. A KANNABINOID 1 RECEPTOR KIFEJEZODESE PATKANY
HUGYHOLYAGBAN

A hugyholyag CBI receptor ellenes antitesttel torténd immunfestése utidn a
nyalkahartydban taldltunk CB1 receptor immunpozitivitdst mutatdé varikozus

idegrostokat (5.24 4bra). Néhany CBIl receptor immunpozitiv idegrost az

urothelium

muscularis

5.24. dbra. A CBI1 receptor és CGRP egyiittes kifejezédése a patkany
hugyholyagban. (a) CBI receptor kifejezédése idegrostokban. (b) CGPR
kifejezodeés idegrostokban. (c) A CBI receptor és a CGRP egyiittes kifejezodése. A
skala 50um-nek felel meg. A nyilak a két molekulat egyiittesen kifejezo
idegrostokat jelol. A nyilhegyek a csak CBI receptort kifejezo idegrostokat jeloli.
A szaggatott vonal az ham és a submucosa hatarat jeloli. (Veress és munkatarsai,
2013).

izomrétegben is lathatd volt. A trigonum vesica urinalis tobb CBI1 receptor
immunpozitiv idegrostot tartalmazott mint mas részek, példaul a holyag nyaka vagy

teste. A CBl receptor immunpozitiv rostoknak egy része mutatott CGRP
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immunpozitivitast (5.24. abra). Az el6z0 adatainkhoz hasonldéan nem taldltunk 1B4
izolektin kotShelyet kifejezd idegrostokat a huigyhdlyagban (Avelino és munkatarsai,

2002).
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5.4. A KANNABINOID 1 RECEPTOR ES A TRPV1 EGYUTTES KIFEJEZODESE

HATSO GYOKI DUC ES TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT PATKANY

ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Mint fentebb emlitettem, eddigi eredményeink azt valoszintsitették, hogy a

5.25. dbra. A CBIl vreceptor és TRPVI egyiittes
kifejezddése patkdany hdtso gyoki duc idegsejteken. (A)
A TRPV1 kifejezodeése. (B) A CBI receptor kifejezodése.
(C) A magfesto DAPI megjelenése. (D) A TRPV1 és CB1
receptor  egyiittes  kifejezodése  DAPI-val  festett
metszeten. A skdla 50um-nek felel meg. (Chen és
munkatarsai, 2016).

CB1 receptor ¢€s a
TRPV1 a sejtek egy
részében egyiitt
fejezodik ki. Ennek a
lehetdségnek a
vizsgalatara kettds
immunfestést végeztiink
mind  hats6  gyoki
ducbol készitett
metszeteken, mind a
tapfolyadékban
novesztett patkany
hatsé gyoki duc
idegsejteken.

A hatso gyoki

ducbol késziilt metszeteken (5.25. abra) a TRPV1-t kifejez6 sejteknek a 88.3+3.8%-a

mutatott immunpozitivitast a CB1 receptor antitesttel.

A sejtkultirdn végzett elsé kisérletiink eredménye azt mutatta, hogy mig a

sejtek 55+2%-a (n=3) volt CBIl receptor immunpozitiv, 47£1%-a (n=3) volt

immunpozitiv TRPV1-ra (5.26. dbra). Ez a festés azt is mutatta, hogy a CB1 receptort

kifejezé sejtek 82+3% (n=3) volt TRPV1 immunpozitiv. Ugyanakkor, szinte
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valamennyi TRPV1 immupozitiv sejt immunpozitivitdst mutatott a CB1 receptorra

(9842, n=3).

5.26. dbra. A CBI1 receptor és TRPVI egyiittes kifejezodése patkany

tapfolyadékban névesztett elsodleges érzo idegsejtekben. (A) A CBI receptor
kifejezodése. (B) a TRPV1 kifejezodése. (C) a CBI receptor és TRPVI egyiittes
kfejezodése. A skala 25mm-nek felel meg. (Ahluwalia és munkatarsai, 2000).

Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy a TRPV1 és a CB1 receptor valoban
nagymértékii kozos kifejez6dést mutat mind az intakt hatsd gyoki dac idegsejtjein,
mind a tapfolyadékban novesztett hatsdo gyoki idegsejteken. Ez az eredmény
kiilondsen érdekes annak fényében, hogy, ahogy a bevezetésben ismertettem, egy sor
endogén aktivator (pl. anandamid, noladin éter, N-arachidon-dopamin, N-oleoil-
etanol-amid, N-palmitoil-etanol-amid, N-arachidon-glicin), képes mind a két receptort
aktivalni, és a két receptor aktivalasan keresztiil ellentétes valaszt indukéalni. Ezen
eredmények alapjan feltételeztiik, hogy a TRPV1 és CBI1 receptor kozos aktivatorai
szabalyozzak a fajdalom érzd elsddleges érz6 idegsejtek egy jelentds hanyaddnak az
aktivitasat és ezek keresztil a fajdalom kialakuldsat és fenntartasat. A kozos

aktivatorok koziil a munkam soran az anandamid hatasat vizsgaltam.
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55. AZ ANANDAMID METABOLIKUS ENZIMEINEK KIFEJEZODESE
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
5.5.1. AZ ANANDAMIDOT HIDROLIZALO FAAH KIFEJEZODESE PATKANY

ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

A B \xoqg’\'&e
DR
& &
FAAH-ir — s <+ 60kDa
; 50kD
FAAH-»P - 04kb ‘ eatkle
‘ — x <«—50kDa
=0.4kb . . <+—40kDa
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o2 SO x
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5.27. abra. A FAAH kifejezodése patkany hdtso gyoki duc idegsejteken. (A)
FAAH mRNA kifejezodés L4 hatso gyoki duc idegsejtekben (elsé és masodik
termek), hippocampusban (harmadik termék es a gerincveloben (negyedik termék).
(B) FAAH fehérje kifejezodés vad tipusu (FAAH+/+) és FAAH génhidanyos
(FAAH-/-) egeér L4 hatso gyoki duc idegsejtekben. (C-F, N) Antitest kontrolok: (C)
kimeritett antites patkany hatso gyoki duc, (D) nem kimeritett antitest patkany
hatso gyoki duc, (E) nem kimeritett antites FAAH-/- egér hatso gyoki dic, nem
kimeritett antites FAAH+/+ egér hatso gyoki duc idegsejtekben. (G) FAAH
kifejezodeés patkany hatso gyoki duc idegsejtekben, kisnagyitas. (H-J) FAAH és
NeuN (idegsejti magfehérje) egyiittes kifejezodése patkany hatso gyoki duc
idegsejtekben. FAAH zold (H), NeuN piros (1), kozos kifejezodés (J).
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5.27. dbra. (folyt.) (K-M) FAAH és NeuN koézos kifejezodése nagy nagyitasu
felvétel. FAAH zold (K), NeuN piros (L), kozos kifejezodes (M). A nyilak ket
FAAH-t kifejezo sejtre mutatnak. (N) Alternativ FAAH antitest altali reakcio
patkany hatso gyoki duc idegsejtekben. (Lever és munkatadrsai, 2009).

Az TRPVI ¢és CB1 receptor kifejezddését vizsgald kisérleteink eredménye azt
mutatta, hogy a sejtek egy jelentds hanyada lehet képes anandamidra valaszolni. Ezért
feltételeztiik, hogy vagy maguk az elsddleges érzd idegsejtek vagy a veliik kozvetlen
kapcsolatban 1év0 sejtek rendelkeznek anandamid lebontd képességgel. Ahogy azt az
el6z6kben ismertettem, a FAAH az els6dleges anandamid hidrolizal6 enzim. Ezeknek
megfelelden, a FAAH kifejez0dését vizsgaltuk az els6dleges érz6 neuronokban 5.27.
abra (Lever és munkatarsai, 2009).

Az RT-PCR ¢és immunblot eredmények azt mutattdk, hogy a hipokampuszhoz
hasonldan a hatsé gyoki ganglionokban is kifejezédik a FAAH (5.27. A és B abra).
Az immunfestés eredménye megerdsitette a FAAH kifejez6dését a hatsd gyoki
ganglionban (5.27. C-N 4abra). Ezek a festések azt is feltartadk, hogy a FAAH-t az
elsddleges érzd idegsejtek egy csoportja fejezi ki (5.27. C-N 4bra). Az immunfestés
analizise alapjan a sejtek mintegy 1/3-a mutatott FAAH immunpozitivitast
(32.7£0.8%). A FAAH immunpozitivitast mutatd sejtek méreteloszlasa azt mutatta,
hogy a FAAH-t kifejez0 sejtek kis méretiiek. Ennek megfelelden az atlagos atmérdjiik
396+5.6um” volt, ami szignifikansan kisebb, mint a FAAH-t nem kifejez6 sejtek
mérete (511.9+8.4um?, 5.27. C-N 4bra).

A FAAH kifejez6dés sejt tipusra vonatkozd megoszlasat kombinalt
immunfestéssel vizsgaltuk (5.28. abra). A FAAH-t kifejezd sejtek 85.6+7.2%-a
mutatott immunpozitivitast az anti-periferin antitest haszndlataval, ami elsésorban a
kis méretii  fijdalomérzé sejteket mutatja ki. A periferin immunpozitiv sejtek

48.6+5.7%-a fejezte ki a FAAH-t. Ezeknek az adatoknak megfeleléen a nagy méreti,
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fajdalomérzést kivaltd ingerekre nem valaszold sejteket kimutatdé 200kDa-os

neurofilamentet kifejezd sejtek kevesebb mint 2%-a fejezte ki a FAAH-t.
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5.28. abra. A FAAH egyiittes kifejezodése az elsodleges érzd idegsejt csoportokat
megkiilonbozteto molekulakkal patkdany hdtsé gyoki duc idegsejtekben. (A) A
FAAH-t kifejezo sejtek méreteloszlasa. (B) A FAAH (piros) és periferin (zold)
egyiittes kifejezodése és a sejtek méreteloszlasa. (C) A FAAH (piros) és NF200
(zold) egyiittes kifejezodése és a sejtek méreteloszlasa. (D) A FAAH (z6ld) és
TRPVI (piros) egyiittes kifejezodése és a sejtek méreteloszlasa. (E) A FAAH
(piros) és IB4 kotohely (zold) egyiittes kifejezédése és a sejtek méreteloszldsa. (F)
A FAAH (piros) és CGRP (zold) egyiittes kifejezodése és a sejtek méreteloszldsa. A
nyilhegyek kettosen jelolt sejtekre mutatnak. (Lever és munkatarsai, 2009).

A periferint kifejezd sejtek vagy peptideket tartalmaznak, vagy 1B4 kotohelyet
fejeznek ki. A FAAH-t kifejezd sejtek 72+4.2%-a fejezte ki az 1B4 kotohelyet mig
39.4+13.1%-a CGRP-t (5.28. 4dbra). Amint azt feltételeztiik, a FAAH-t kifejezd sejtek
nagy hanyada fejezte ki a TRPV1-t (64.5+3.2%, 5.28. abra).
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Az elsddleges érzd idegsejtek tapfolyadékban torténd novesztése 1ényegesen

nem valtoztatta meg a FAAH kifejez6dését, mivel a sejtek 26.3+1.4%-a mutatott
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5.29. dabra. FAAH és NF200 kozos kifejezodése patkany tapfolyadékban
novesztett elsodleges érzo idegsejteken. (1) FAAH (z6ld) és NF200 (piros) kozos
kifejezodese. A kis nyil egy FAAH-t kifejezo sejtet, a nagy nyil egy NF200-t kifejezo
sejtet, mig a csillag egy immunnegati sejtet jelol. (B) A FAAH-t és NF200-t
kifejezo sejtek méreteloszlasa. (Lever és munkatarsai, 2009).

FAAH immunopozitivitdst (5.29. 4&bra). Az intakt ducban talalt adatoknak

megfelelden, a FAAH-t kifejez6 sejtek csak 1.5+1.2%-a mutatott immunpozitivitast
az anti-NF200 antitesttel (5.29. dbra). A FAAH immunpositiv sejtek atlagos mérete
302.1£16.9 um’® volt, amely szignifikansan kevesebb mint a FAAH immunnegativ
sejtek atlagos atméréije (650.9+87.6um>).

Ezek az adatok megerdsitették a feltevésiinket, hogy a fajdalom érzo
elsddleges ¢érzé idegsejtek egy jelentds hanyadaban Ilehetséges az autokrin
endovanilloid és endokannabinoid jelzérendszerrel jelenléte. Kovetkezd 1épésként az
anandamidot szintetizdld enzimek jelenlétét vizsgaltuk az elsddleges ¢érzd

neuronokban.
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5.5.2. AZ ANANDAMIDOT SZINTETIZALO ENZIMEK KIFEJEZODESE
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

5.5.2.1. KALCIUM ERZEKENY ANANDAMIDOT SZINTETIZALO ENZIMEK
KIFEJEZODESE ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Altalanosan elfogadott, hogy lipofil jellege miatt, az anandamid a keletkezési
helyének kozvetlen kozelében fejti ki a hatasat. Igy feltételezhetd, hogy hasonloan a
FAAH kifejezddéséhez, az elsddleges érzd idegsejtekkel kozvetleniil kapcsolatba
kertiil6 sejtek (pl. epidermisz bazalis membranhoz kozel fekvd sejtjei, szatellita sejtek,
masodlagos ¢érzé idegsejtek) illetve  maguk az elsddleges érzé idegsejtek
szintetizaljdk azt az anandamidot amely az elsddleges érzé idegsejteken talalhatd
TRPV1 és CBI1 receptorokat aktivaljdk. A ma ismert anandamidot szintetizald
enzimatikus Utvonalak koziil elsének a kalciumra érzékeny NAPE-PLD enzim éaltal
katalizalt Gitvonal kifejez0dését vizsgaltuk.

Elészor, RT-PCR-t hasznéltunk egér tapfolyadékban novesztett hatsdo gyoki
ducsejtkebdl izolalt RNS-hez szintetizalt DNS felhasznalasaval. Kontrolként
szivizombodl és agybdl izoladlt RNS-hez szintetizalt ¢cDNS-t hasznaltunk, mivel
irodalmi adatok alapjan e két szovetben nagy mennyiségli NAPE-PLD mRNS
kifejezddése volt varhato (Okamoto és munkatarsai, 2004; Morishita és munkatarsai,
2005; Leung ¢és munkatarsai, 2006). A reakcid kontroljaként a gliceraldehide-3-
foszfat dehidrogenaz (GAPDH) mRNS kifejezddését vizsgaltuk.

Ahogy varhato volt, az RT-PCR két mRNS jelenlétét mutatta a mintakban
(5.30. abra). Az egyik RT-PCR termék 350 és 400 bazispar, mig a masik 200-250
bazispar nagysagi volt (5.30. abra). Mig a nagyobbik termék a GAPDH termék

varhaté méretének, a kisebbik termék a NAPE-PLD termék varhato méretének felelt
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meg. Ezek az adatok azt mutattdk, hogy a tapfolyadékban ndvesztett hatsdé gyoki
ducsejtek kifejezik a NAPE PLD mRNS-t.

Jol ismert, hogy a kapszaicin a tapfolyadékban ndvesztett hatsdé gyoki

crer

(Porszasz ¢s Jancso, 1959; Jancso és munkatérsai, 1977; Carpenter és Lynn, 1981;
Heyman és Rang, 1985; Wood és munkatarsai, 1988). Ezért annak a kérdésnek a

megvalaszolasahoz, hogy a NAPE-PLD kapszaicin érzékeny idegsejtekben fejezddik-

5.30. abra. NAPE-PLD mRNA
1 2 3 4 5 kifejezodése egér kulturnédiumban
novesztett elsodleges érzo
idegsejtekben. A mintik (A)-n és
(B)-n agybol (1), szivbol (2), hatso
gyoki ducbol (3) és
kulturnédiumban novesztett
elsodleges érzo idegsejtekbdl (4)
szdarmaznak. DNS méret jelz6 (5).
(A) GAPDH mRNA kifejezédés a
kiilonbozé mintdkban. (B) NAPE-
PLD  mRNA  kifejezédés  a
kiilonbozé mintdkban. (C) NAPE-
PLD (1) és GAPDH (4) kifejezodés
kapszaicin mentes kulturnédiumban

. - . . novesztett elsédleges érzo

e ki, a kultrdkat egy ¢&jszakara 10 uM idegsejtckbi. NAPE-PLD
kapszaicinnel kezeltiik és az RNS mintakat kifej fezog’e; kapszicint tarfalmazo
kulturnédiumban novesztett

elsodleges érzo idegsejtekbol (3) és
agybol (4). DNS méret jelz6 (35).
(Nagy és munkatdrsai, 2009a).

mind RT-PCR mind quantitativ valos idejti

PCR-ban hasznaltuk.

A kontrol kultirakbol szarmaz6é mintakban, a fent leirtakhoz hasonloan a
NAPE-PLD mRNS kifejezddése volt lathato (5.30. és 5.31. abrak). Amint az varhato
volt, a mintdkban a TRPV1 mRNS is nagy mennyiségben volt jelen (5.30. és 5.31.
abrak). A kapszaicinnel kezelt kultirdkban azonban mind a NAPE-PLD mind a
TRPV1 mRNS kifejezddése jelentésen lecsokkent (5.30. és 5.31. abrék). Ezen
eredmények azt mutattdk, hogy a NAPE-PLD mRNS t kifejezd sejtek nagy része

kapszaicinre érzékeny, tehat TRPV1-t is kifejez.
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A tapfolyadékban novesztett elsddleges érzd idegsejtek vizsgalata utdn az

10 5.31. dbra. Relative NAPE-PLD és
_ TRPV1 mRNA kifejezddése kapszaicint
g 0.8 tartalmazo vagy kontrol tapfolyadékban
g 061 novesztett  egér  elsodleges  érzd
E idegsjteken. (Nagy és munkatarsai,
N 0.4 2009a).

2 02
00 intakt  hats6 gyoki ganglionban s
NAPE-PLD TRPV1
control capsaicin control capsaicin - megvizsgaltuk a NAPE-PLD kifejezddését.

A NAPE-PLD mRNS kifejezddését mint RT-PCR mind in situ hibridizéacios
modszerrel kimutattuk (5.32. abra). Az in situ hibridizacioval késziilt metszeteken
csak a neuronok egy csoportja mutatta a komplementer RNS kotddését (5.32. abra). A
pozitiv sejtek elsdsorban kis atmérdjiiek voltak, de néhany nagy atmérdjii sejt is
mutatta a komplementer RNS kotodését (5.32. abra).

A NAPE-PLD fehérje kifejezddést is két modszerrel, immunblottal és
immunfetéssel, vizsgaltuk (5.33. abra). Mindkét mddszer azt mutatta hogy a NAPE-
PLD fehérje kifejezddik az intakt hatsé gyoki dic idegsejtjein (5.33. A abra).
Hasonléan a NAPE-PLD komplementer RNS kotddését mutatd sejtekhez, a NAPE-
PLD fehérjét kifejezd sejtek is elsdsorban kis atmérdjliek voltak, de néhany nagy
méretll sejt is mutatott immunpozitivitast (5.33. B 4bra). Ennek megfelelden, a
NAPE-PLD immunpozitiv sejtek méretbeli megoszlasa is azt mutatta, hogy a kis
atmérdjli sejtek egy jelentds hanyada mutat NAPE-PLD kifejezddését, mig a nagy
atmérdjii sejteknek csak egy kis része (5.34. abra). Osszességében, a sejtek

38.3+0.3%-a mutatott NAPE-PLD immunpozitivitast.
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5.32. dbra. NAPE-PLD kifejezodése
patkany hatso gyoki ducaban. (a)
NAPE-PLD mRNA kifejezodése patkany
hatso gyoki ducaban. N: NAPE-PLD, G:
GAPDH, L: DNS meéret jelzé. (b) NAPE-
PLD mRNA kifejezodés fluorescent in
situ  hibridizacioval  kimutatva. A
nyilhegyek a NAPE-PLD mRNS-t
kifejezo sejteket mutatjak. (c) A (b)
abran lathato metszettel egyiitt inkubalt
metszet, amelynek az inkubdcios puffere
nem tartalmazta jelolt
oligonucleotidakat. A skdla 20um-t
jelol. (Sousa-Valente és munkatarsai,
2017).

5.33. dbra. NAPE-PLD fehérje
kifejezddés hdtso gyoki ducban. (a)
NAPE-PLD  kifejezédése  kiilonbozo
patkany és egeér szovetben Western
blottal kimuattava. R DRG, patkany
hatso gyoki diic,c KO BR, NAPE-PLD
hianyos eger agy, WT BR, vad tipusu
eger egy. Fels6 panel NAPE-PLD
kifejezodeés, also  panel [ aktin
kifejezédés. (b) NAPE-PLD  fehérje
kifejezodeése immunfestés segitségevel. A
nyilhegyek NAPE-PLD  immunpozitiv
elsodleges érzo idegsejtekre mutatnak. A
nyilak NAPE-PLD immunpozitiv
szatellita sejtekre mutatmak. A skala
30um-nek felel meg. (Sousa-Valente és
munkatarsai, 2017).
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5.34. dbra. A NAPE-PLD
immunpozitiv  és  immunnegativ
10+ patkany elsodleges érz0 idegsejtek
méreteloszlasa. Az immunpoiitiv
sejteket zold, mig az immunnegativ
sejteke a sziirke oszlopok jelolik.
(Sousa-Valente és munkatarsai, 2017).

Percentage
of cells

500 1500 2500
Cross sectional area (um?)

5.35. abra. A NAPE-PLD kozos kifejezodése patkany elsodleges érzo idegsejtek
csoportjait elkiilonité molekulakkal hdso gyoki ducban. (a-c) NAPE-PD és
NF200 kozos kifejezodése. (d-f) NAPE-PLD és az IB4 kotohely kozos kifejezodese.
A nyilhegyek a kozos kifejezodést mutato sejteket jelolik. (g-i) NAPE-PLD és
CGRP kozos kifejezodeése. A nyilhegyek a kozos kifejezodést mutato sejteket jelolik.
A skala 50um-t jelol. (Sousa-Valente és munkatarsai, 2017).

Kombinalt immunfestést hasznaltunk a NAPE-PLD kifejezd sejtek tipusanak

meghatdrozasahoz. A fajdalom érzést kivaltd ingerekre nem valaszolo sejteket
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felismer6 anti-NF200 antitest a NAPE-PLD-t kifejez6 sejteknek mintegy 1/3-t ismerte
fel (31.2843.89%, 5.35. abra). Ezzel szemben, a NAPE-PLD immunpozitiiv sejtek

52.05+2.02%-a fejezte ki az IB4 kotohelyet (5.35. dbra). Hasonléan a NAPE-PLD és

&7

NAPE{PL@{
5.36. abra. A NAPE-PLD kozos kifejezodése az endokannabinoid és
endovanilloid rendszerhez tartozo fobb molekulakkal patiany hdsé gyoki duc
idegsejteken. (a-c) NAPE-PD és CBI receptor kozos kifejezodése. (d-f) NAPE-
PLD és TRPVI kozés kifejezodese. (g-i) NAPE-PLD és FAAH kozos kifejezodese.
A nyilhegyek valamennyi abran a k6zos kifejezodést mutato sejteket jelolik. A skala

50um-t jeldl. (Sousa-Valente és munkatarsai, 2017).

NF200 kozos kifejezddéséhez, a NAPE-PLD-t kifejezd sejtek 34.58+2.67%-a

mutatott immunpozitivitast CGRP-re (5.35. ébra).
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Annak a kérdésnek a megvalaszolasahoz, hogy a NAPE-PLD milyen
erdsségll kozos kifejezoddést mutat a TRPV1-el, a CB1 receptorral illetve a FAAH-al,
ismét kombinalt immunfestést hasznaltunk. Altalanossigban elmondhato, hogy a
NAPE-PLD mind a harom molekuldval erds kozos kifejez6dést mutatott (5.36. abra).
Mig CBI receptort a NAPE-PLD immunpozitiv sejtek 72.71£1.75% fejezte ki, addig
a sejteknek 59.89+1.33% mutatott immunpozitivitdst TRPV1-re is (5.36. abra). A
FAAH-t a NAPE-PLD immunpozitiv sejtek 62+2.8% fejezte ki (5.36. 4bra). Ezek az
adatok 0sszességében megerdsitették, hogy a NAPE-PLD- kifejezd sejtek egy jelentOs
hanyada kifejezi az anandamid mindkét fontos receptorat valamint az anandamid

hidrolizisét végzé FAAH-t.

5.5.2.2. KALCIUMRA NEM ERZEKENY ANANDAMIDOT SZINTETIZALO
ENZIMEK KIFEJEZODESE PATKANY TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT

ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

0

A . 5 o o | 537 dbra. Kalciumra nem  érzékeny
Q = w g T 9 | anandamid szintézisben feltehetden résztvevd

J o . . . s iy .
L3 G 28 & § |jelenleg ismert enzimek kifejezddése patkdny
1000 bp— tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo
W= . b _ — | idegsejteken. (4) Az enzimek mRNA
100 bp— - kifejezodeése. (B) Négy enzim  protein
B kifejezodeése. Az enzimeket piros szin jeloli. Az

zold szin az idegsejtjelolo NeuN kifejezodeését
mutatja, mig a kék a magfesto DAPI jelenlétet
mutatja. A nyilhegy GDEI-t kifejezé szatellita
sejtre mutat. A skalak 25um-nek felelnek meg.
(Varga és munkatarsai, 2014).

ABHd4

A kalciumra érzékeny NAPE-PLD
kifejez6désének vizsgalata utan, a kalciumra nem

érzékeny enzimek kifejez0dését vizsgaltuk. A

szamos lehetséges  kalciumra nem érzékeny
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utvonal (3.9. abra) enzimei koziil ma 6tnek ismerjiik a molekuldris azonossagat
(Cadas ¢és munkatarsai, 1996; Di Marzo és munkatarsai, 1994; Hussain ¢s
munkatarsai, 2017; Liu és munkatarsai, 2006; Okamoto ¢és munkatarsai, 2004;
Okamoto és munkatarsai, 2007; Sun és munkatarsai, 2004; Simon és Cravatt, 2008).
RT-PCR segitségével mind az 6t enzim kifejez6dése lathato volt (5.37. A abra). A
sejtes kifejezOddést immunfestés segitségével vizsgaltuk. Az mRNS szintjén
kifejez6dé enzimek koziil az ABHd4, GDE, Inpp5 és a PTPn22 kifejezddése volt
egyértelmiien kimutathato (5.37. B dbra). A sejtek mindegy fele mutatta a PTPn22
(48.53+£10.04%), Inpp5 (44.1+1.9%) illetve GDE1 (40.27+£9.94%) kifejez6dést, mig a
sejteknek csak kb 1/3-a mutatta az ABHd4 kifejezddését (29.8+1.9%).

Mivel az elsddleges érzd idegsejtek egy jelentds része mind a NAPE-PLD-t és
TRPV1-t is kifejezi, a kovetkezd kisérletben a kalciumra nem érzékeny enzimek ¢€s a
TRPV1 koz6s kifejezédését vizsgaltuk (5.38. abra). A kettdés immunfestés eredménye

azt mutatta, hogy a TRPV1-t kifejez6 sejtek mintegy két harmada fejezi ki az Inpp5

5.38. abra. Kalciumra nem érzékeny
anandamid szintéZisben feltehetden
résztvevd jelenleg ismert enzimek
kozos kifejezodése TRPVI-el patkdany
tapfolyadékban novesztett elsodleges
érzo idegsejteken. A zold szin a
TRPVI, mig a piros szin az enzimek
kifejezodését mutatja. A csillagok olyan
sejteket jelolnek, amelyek mind a
TRPVI-t, mind valamelyik enzimet
kifejezik. A skalak 25um-nek felelnek
meg. (Varga és munkatarsai, 2014).

enzimet. A masik harom enzim a

TRPVI1-t kifejezé sejtek mindegy 1/4-
1/5-ben  fejez6dott ki. Ennek megfelelden, mig az Inpp5-t kifejezd sejtek fele

mutatott immunpozitivitast TRPV1-ra, a tobbi enzimet kifejezd sejteknek csak kb

15%-a.
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Osszességében ezek az eredmények azt mutattak, hogy a TRPVI1-t kifejezd
elsddleges érz6 idegsejtek nagy hanyada rendelkezik az anandamid szintézisét mind
kalcium fiiggd, mind kalcium fliggetlen modon lehetévé tevé enzimekkel. A TRPV1
¢s a CB1 receptor nagymértékii kozos kifejezddésével egyiitt ezek az eredmények
megerdsitették azt a feltételezésiinket, hogy a fajdalomérzo elsédleges érz6 idegsejtek
autokrin  moédon miikddé endokannabinoid és endovanilloid rendszerrel
rendelkezhetnek, amely a sejtek aktivitdsanak nagyon finom szabéalyozdsat teszi
lehetévé. Kisérleteink kovetkezd részében arra kerestiik a valaszt, hogy az exogén és
endogén anandamid hogyan befolyésolja a fajdalomérzd elsddleges érzé idegsejtek

aktivitasat.
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5.6. AZ ANANDAMID SZINTEZISE PATKANY TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
5.6.1. AZ ANANDAMID SZINTEZISE KALCIUMRA NEM ERZEKENY
UTVONALAKON KERESZTUL PATKANY TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Altalanosan elfogadott, hogy valamennyi anandamid szintetizalo utvonalban a

kiinduld ko6zos szubsztrat az N-arachidon-foszfatidil-etanolamin (NAPE, (Cadas és
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5.39. abra. Anandamid szintézis patkdany tapfolyadékban novesztett elsodleges
érzo idegsejtekben kalciumra nem érzékeny utvonalakon keresztiil. (A) 100uM
NAPE indukalt anandamid szintézis 370C-on. (B) 100uM NAPE indukalt
anandamid szintézis szobahomérsékleten. (C) A NAPE indukadlt anandamid
szintezis konctrécio fiiggése. (D) A NAPE indukalt anandamid szintézis kalcium
fiiggetlensége. (Varga és munkatarsai, 2014).

munkatarsai, 1996; Di Marzo és munkatarsai, 1994; Hussain és munkatarsai, 2017;
Liu és munkatarsai, 2006; Okamoto és munkatarsai, 2004; Okamoto és munkatarsai,
2007; Sun és munkatarsai, 2004; Simon ¢és Cravatt, 2008) (3.9. abra). Ezért, hogy az
elsddleges érzo idegsejtekben felismert enzimek az anandamid szintézisében betoltott
funkcidjat vizsgaljuk, a sejteket NAPE jelenlétében inkubaltuk (5.39. dbra). A sejtek
100uM NAPE-ben tortént 5 perces inkubalasa mind 37°C mind szobahdmérsékleten

szignifikdnsan megndvelte az extracellularis puffer anandamide tartalmat (5.39. A ¢és
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B 4bra). Azonban a szobahdmérsékleten tortént inkubacid szignifikdnsan tobb
anandamid szintézist okozott (5.39. A ¢és B abra). A sejteknek kiilonb6zo6 NAPE
koncentraciok melletti inkubalasa azt mutatta, hogy az anandamid szintézis a NAPE
koncentraciojatol fiigg (5.39. C abra). A NAPE altal indukalt anandamid szintézis
kalcium érzékenységét az extracellularis puffer kalcium szint szabéalyozéaséaval
vizsgaltuk (5.39. D dbra). Az anandamid szint nem kiilonbozott jelentdsen a kalcium

tartalmu illetve kalcium mentes extracellularis oldatban (5.39. D abra).

5.6.2. AZ ANANDAMID SZINTEZISE KALCIUMRA ERZEKENY
UTVONALAKON  KERESZTUL  PATKANY  TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Ugyan Kkisérleteink eredményei egyértelmiien bizonyitottak a kalcium
érzékeny NAPE-PLD kifejez0dését az elsddleges érzo idegsejtek egy jelentOs
csoportjaban (Sousa-Valente és munkatarsai, 2017; Nagy és munkatérsai, 2009a), a
kalciumnak az extracellularis folyadékbdl torténé megvondsa nem vezetett a NAPE
indukalt anandamid szintézis megvaltozdsdhoz. Ezen eredmények alapjan ugy
gondoltuk, hogy a NAPE-PLD aktivitdsat csak a fiziologias kalcium szint feletti
koncentraciok befolyasoljak. El6z¢d kisérletiink eredménye azt is mutatta, hogy a
NAPE-PLD ¢s a TRPV1 jelentos kozos kifejezddést mutat (Nagy és munkatérsai,
2009a; Sousa-Valente és munkatarsai, 2017). Ezért, kovetkezO kisérletiinkben a
fiziologias kalcium szintet a TRPV1 aktivalasaval noveltiik. A kapszaicin (100nM)
adagoldsa 5 percre a kimutathatosag alatti szintrél jelentdsen megemelte az
extracellularis puffer anandamid tartalmat (0.13ng/mg fehérje).

Osszességében ezek az eredmények azt mutattak, hogy az elsddleges érzd

idegsejtek egy jelentds csoportjaban a feltételezett anandamid szintetizdldé enzimek
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funciondlisak, ¢és kiilonboz0 hatasokra (NAPE vagy intracelluldris kalcium
koncentracid fiziologias szint fol¢é emelkedése) a sejtek anandamid szintézissel
valaszolnak. Mivel a feltételezett anandamid szintetizdlé enzimek valamint a CB1
receptor és TRPV1 jelentds kozos kifejezOdést mutat, a kovetkez6kben az endogén és

exogén anandamid hatasait vizsgaltuk.
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5.7. AZ ANANDAMID HATASA A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN
5.7.1. AZ EXOGEN ANANDAMID HATASA A KALCITONIN GEN KAPCSOLT
PEPTID  FELSZABADULASARA  PATKANY  TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Az anandamid hatasat eldszor a sejtekbol torténd CGRP felszabadulassal
vizsgaltuk mivel feltételeztiik, hogy az anandamid mind CB1 receptor kozvetitett
gatlo, mind TRPVI1 altal kozvetitett excitatorikus hatast is kivalt. Ennek a
feltételezésnek az alapja a CB1 receptor és a TRPVI nagymértékii egyiittes
kifejezddése (vide supra), illetve a két receptor anandamid érzékenysége valamint a
két receptor aktivaldsanak a sejt aktivitdsara gyakorolt hatdsa (Ahluwalia és
munkatarsai, 2000; Chen és munkatarsai, 2016; Dalton és munkatarsai, 2009; Devane
¢s munkatarsai, 1992; Di Marzo és munkatarsai, 2015; Goodfellow és Glass, 2009;
lannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Zygmunt ¢&s
munkatarsai, 1999).

Virakozéasainknak megfeleléen, az anandamid valoban kettds hatést fejtett ki
(5.40. A abra). Egy uM alatt az extracellularis folyadék CGRP tartalma csokkent, mig
1 uM felett koncentraci6 fiiggéen emelkedett (5.40. A éabra). Véarakozasainknak
szintén megfelelden, a CB1 receptor blokkolasa (SR141716A, 200nM) meggétolta az
anandamid gatlo hatasat (5.40. B abra). Ugyancsak ahogy varhato volt, a TRPV1
antagonista kapszazepin (10 uM) meggatolta az anandamid excitatérikus hatdsat
(bazalis felszabadulds: 84.8+12.9pg/ml; 10 uM anandamide+200nM SR141716A:
202.2+6.3pg/ml, 10 uM anandamid+200nM SR141716A+10uM kapszazepin:

105.9+£6.2pg/ml).
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Ezek az adatok egyiittesen azt mutattdk, hogy az anandamide
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5.40. abra. Az exogén anandamid hatisa a CGRP felszabaduldasra patkany
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzd idegsejtekbol. (4) Az anandamid
koncentracio fiiggd hatasa CGRP felszabaduldasra control extracellularis
folyadékban. (B) Az anandamid koncentracio fiiggé hatisa CGRP felszabadulasra
a CBI receptor rimonabant (200nM) jelenlétében. (Ahluwalia és munkatarsai,
2003a).

koncentraciojatol fiiggden a fajdalomérzé elsddleges érzd idegsejteken kettds hatést
fejt ki mind a bazalis mind stimulalassal kivaltott transzmitter felszabadulasra. Mig
alacsony (néhanyszor 10 nM-os) koncentracioban CB1 receptoron keresztiil géatld
hatast, addig néhanyszor 100 nM-os koncentraci6é felett TRPV1 altal kozvetitett
excitatorikus hatast fejt ki. Ezek az adatok azt mutattdk, hogy az anandamid
szabalyozni képes az fajdalomérzd elsddleges érz6 idegsejtek egy jelentOs
csoportjanak az aktivitdsat. Ezért, kovetkezd kisérleteinkben az anandamid

excitatorikus és gatlo hatasat vizsgaltuk részletesebben.

5.7.1.1 AZ EXOGEN ANANDAMID EXCITATORIKUS HATASA PATKANY

TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN
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5.7.1.1.1. AZ EXOGEN ANANDAMID EXCITATORIKUS HATASA A KOBALT
BEARAMLASRA  PATKANY  TAPFOLYADEKBAN  NOVESZTETT
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN

A TRPVI, mint nem szelektiv ligand kapcsolt kationcsatorna a Na', K™ és
Ca*"-on kiviil egy sor mas kation szdmara is atjarhato (Jancso és munkatarsai, 1978;
Hogan, 1983; Wood ¢s munkatarsai, 1988; Winter, 1987; Nagy és munkatarsai, 1993;
Kulik és munkatarsai, 1996; Sathianathan és munkatarsai, 2003; Singh Tahim és
munkatarsai, 2005; Charrua és munkatarsai, 2009b; Lever és munkatarsai, 2009;
Mahmud és munkatarsai, 2009; Soneji és munkatarsai, 2010; White és munkatarsai,
2011a). Ezek koziil, kisérletes szempontbol a TRPV1 Co”" permeabilitasa kiilsndsen
érdekes, hiszen a CoSO,4 precipitdtum, amely egy egyszerl hisztokémiai reakcioval
létrehozhato, a sejtek jol felismerhetd sziirkés elszinezddését okozza (Hogan, 1983;
Wood és munkatarsai, 1988; Winter, 1987; Nagy és munkatéarsai, 1993; Kulik és
munkatarsai, 1996; Sathianathan és munkatérsai, 2003; Singh Tahim és munkatarsai,
2005; Charrua ¢és munkatarsai, 2009b; Lever és munkatarsai, 2009; Mahmud és
munkatarsai, 2009; Soneji €és munkatarsai, 2010; White és munkatarsai, 2011a). A
ligand kapcsolt kationcsatornakkal ellentétben a fesziiltségfiiggd Ca®" csatornak nem
atjarhatoak Co’" szamara (Nagy és munkatarsai, 1993). Ugyanakkor, a kapszaicin
specifikus és szelektiv aktivatora a TRPV1-nak (Caterina és munkatarsai, 1997). igy
kapszaicin adagoldsra a Co®" csak a TRPV1-on keresztiil jut a sejtbe. Szdmtalan
vizsgalat igazolta, hogy a kapszaicin valoban koncentracio fiiggé modon specifikusan
¢s szelekiven kobalt felhalmozodast okoz az elsddleges érzé idegsejtek egy
csoportjaban (Hogan, 1983; Wood és munkatérsai, 1988; Winter, 1987; Nagy és
munkatarsai, 1993; Kulik és munkatarsai, 1996; Sathianathan és munkatarsai, 2003;

Singh Tahim és munkatarsai, 2005; Charrua és munkatarsai, 2009b; Lever és
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munkatéarsai, 2009; Mahmud és munkatéarsai, 2009; Soneji és munkatarsai, 2010;
White ¢és munkatarsai, 2011a). Az anandamid TRPV1 fiiggé hatisa a CGRP
felszabadulasra (vide supra) valdszintsitette, hogy az anandamid, a kapszaicinhez
hasonldéan, koncentraci6 és TRPV1 fliggd modon indukalja a kobalt bedramlést a
tapfolyadékban ndvesztett elsdédleges érzé neuronokban. Ennek a feltevésnek az
igazolasara, a tapfolyadékban novesztett elsédleges érzé neuronokat 5 percre CoCl,-t

¢s anandamidot (30nM — 100uM ) tartalmaz6 pufferben inkubaltuk (5.41. abra).

A 5.41. dabra. Anandamid indukadlt kobalt
bedaramlas  patkany  tapfolyadékban
- j novesztett elsédleges érzd idegsejtken. (A)

Anandamid indukalt kobalt bearamlas
patkany tapfolyadeékban novesztett
elsodleges  érzo  idegsejtken  kontrol
koriilmeények kozott. A nyil egy kobalttal
jelolt sejtre mutat. A skala 20um-nek felel
meg. (B) Az anandamid okozta kobalt
bedramlas koncentracio fiiggése. (Singh
Tahim és munkatarsai, 2005).
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log [anandamide] aranyat, ez a novekedés azonban nem érte el a

statisztikai szignifikancia szintjét (5.41. 4&bra). Egy uM feletti anandamid
koncentracié azonban szignifikdnsan megemelte a kobaltot tartalmazo sejtek aranyat
(5.41. abra). Ezek az eredmények megerdsitették, hogy az anandamid a TRPV1 éltal
kozvetitett excitatorikus hatdsat 1 uM feletti koncentracid tartoméanyban képes
eléidézni a tapfolyadékban nodvesztett elsddleges érzd neuronokban amennyiben a

CBI1 receptor aktivitdsa nem gatolt.
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5.7.1.1.2. AZ EXOGEN ANANDAMID HATASA A MEMBRAN ARAMOKRA A
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT PATKANY ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKEN

Az anandamid koncentracid fliggd excitatorikus hatdsdnak tovabbi vizsgalatat
teljes sejtes fesziiltség zar technikaval végeztiikk (5.42. abra). El6z6 adatainknak

megfelelden, a legalacsonyabb alkalmazott koncentracido 1 uM volt (5.42. dbra). Az
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5.42. abra. Anandamid indukdlt aramok patkdany tdapfolyadékban novesztett
elsidleges érzo idegsejteken. (A) Anandamid (30uM) indukalt aram egy patkdany
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejtben -60mV membranpotencial és
fiziologias sokoncentraciok mellett. (B) Az anandamid koncentracio-valasz
gorbéje. (Chen és munkatarsai, 2016).

anandamid, amint azt varni lehetett, valoban koncentracié fiiggé modon indukalt
befelé folyd dramokat -60 mV membranpotencial mellett (5.42. dbra). Az anandamid
ECsg értéke 2.2 uM volt (5.42. édbra). Az anandamid 30 uM-ndl elérte a maximalis
hatasat (5.42. dbra). Az anandamiddal kivaltott &ramok az anandamid kimosésa utan
néhanyszor 10 masodperc utdn 100%-ig inaktivalodnak a legtdbb sejtben (5.42. abra).
Osszességében ezek az adatok tovabbi bizonyitékot szolgaltattak, hogy az
anandamide néhanyszor 1uM felett, ha a CBI receptor nem gatolt, aktivalja a

TRPV1-t az elsddleges érz6 idegsejteken.
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5.7.1.1.3. AZ EXOGEN ANANDAMID HATASA AZ INTRACELLULARIS
KALCIUM KONCENTRACIORA A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT
PATKANY ELSODLEGES ERZO IDEGSEITEKEN

A TRPV1 kizarélagos szerepét az anandamiddal kivaltott excitatorikus

hatasban intracellularis kalcium

50mM KCI

500nM capsaicin n

10uM capsazepine n
—

5.43. abra. Anandamid és

— kapszaicin indukadlt intracellularis
30puM anandamide

calcium koncentrdcio novekedés
patkany tapfolyadékban novesztett
elsodleges érzo idegsejteken. Az
anandamid  hatisat a TRPVI
antagonsita  capszazepin teljesen

gatolja. (Chen és munkatarsai,
koncentraci6 méréssel vizsgaltuk. Patkany | 207¢).

0.2 Aratio (380/340)

Time (min)

tapfolyadékban novesztett elsddleges érzé idegsejteken 30 uM anandamid (amely az
elektrofiziologiai mérések alapjan képes kivaltani a maximalis excitatorikus hatdst,
vide supra) a 98 vizsgalt idegsejtbdl 57-ben valtott ki mérhetd intracellularis kalcium
koncentracid novekedést (5.43. adbra). Minden anandamidra valaszol6 sejt valaszolt
kapszaicin adagoléasra is (5.43. abra). Az anandamiddal és kapszaicinnel kivaltott
valaszokat a TRPV1 antagonista kapszazepin (10 uM) teljes mértékben gatolta (5.43.
abra).

A TRPV1 kizarélagos szerepének tovabbi bizonyitdsdra az intracellularis
kalcium koncentracidé mérést vad tipustt €¢s TRPV1 génhianyos egér hatsé gydki
ducabdl izolalt sejteken végeztiik (5.44. abra). A vad tipusu egerekbdl izolalt 136
vizsgalt sejtbol 37 valaszolt anandamid adagoldsra. Ugyanakkor, a TRPV1
génhianyos egerekbdl izolalt sejtek koziil egy sem valaszolt anandamidra (5.44. dbra,
0/126 sejt). Azonban, a 126 sejtbdl 36 valaszolt mustarolaj adagolasara (5.44. abra).
Ez az eredmény azt mutatja, hogy mig a TRPV1 génhidnyos egerekbdl izolalt sejtek

kemoszenzitivitdisa nem-TRPV1 agonistdkra érintetlen, az anandamid nem képes
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ezeket a sejteket, legalabb is 30uM koncentracidig, aktivalni. Tehat az anandamid
minden kétséget kizardan a csak a TRPV1 kozvetitésével aktivalja az elsédleges érz6

idegsejteket.

ANA CAP MO KCI ION ANA CAP MO KCI ION
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5.44. abra. Anandamid (10uM) és kapszaicin (500nM) indukadlt intracelluldris
calcium koncentrdacio novekedés vad tipusu egér (bal oldali dabra) és TRPV1
génhidanyos egér (job oldali dbra) tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo
idegsejteken. MO: mustar olaj, ION: ionomycin. Az x tengely az idot mutatja
masodpercekben. (Chen és munkatdarsai, 2016).

5.7.1.2. AZ EXOGEN ANANDAMID GATLO HATASA A TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT PATKANY ELSODLEGES ERZO IDEGSEITEKEN
5.7.1.2.1. AZ EXOGEN ANANDAMID GATLO HATASA A KAPSZAICINNEL
KIVALTOTT TRANSZMITTER FELSZABADULASRA TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT PATKANY ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKEN

Az anandamidnak a CB1 receptoron keresztiil kifejtett gatldo hatasa (5.40.
abra) a bazalis CGRP felszabaduldsra nagy valdszinliséggel a fesziiltségfiiggd
kalcium csatorndk spontdn aktivitdsdnak gétlasa utjdn jon létre. Hogy a sejtek
aktivalasaval kivaltott transzmitter felszabadulast is képes-e az anandamid gatolni, azt
az anandamidnak a kapszaicinnel kivaltott CGRP felszabadulasra kifejtett hatdsanak
mérésével vizsgaltuk. A kapszaicin (100nM) jelentdsen megemelte az extracelluléris
puffer CGRP tartalmét (5.45. abra). Ezt a CGRP felszabadulast az anandamid
koncentracio fiiggd modon csokkentette (5.45. A abra). A legnagyobb csokkenést
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10nM anandamide véltotta ki (5.45. A abra). Ezen koncentraci6 felett az anandamid
ismét excitatorikus hatast valtott ki, amely koncentraci6 fiiggd volt (5.45. A dbra). A
10nM anandamiddal kivaltott gatld hatast a CBI receptort gatldo SR141716A-al
(rimonabanttal, 200nM) teljes mértékben gatolni tudtuk (5.45. B 4abra). Ezek az
adatok megmutattak, hogy az anandamid a CBI1 receptor kozvetitésével képes gatolni

az elsddleges érz0 idegsejtek aktivalasaval kivaltott transzmitter felszabadulast.

A
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8 (15 5.45. dbra. Az anandamid gatlo hatdsa a
o 50 \ 100nM  kapszicinnel kivaltott CGRP
-E felszabadulasra patkany tdapfolyadékban
% — novesztett elsodleges érzo idegsejteken. (A)
- 10% 107 10 | Az anandamid koncentracio-valasz gorbéje.
[anandamide] (B) Az anandamid gatlo hatasa a 100nM
kapszicinnel kivaltott CGRP felszabaduldsra
patkany tapfolyadékban névesztett elsodleges
B erzo idegsejteken kiilonbozo  koriilmények
160 kozott. Ures oszlop: bazalis felszbadulds,
= [ " hosszanti  csikozdsu  oszlop:  100nM
% 120 — kapszaicin, sziirke oszlop: 100nM kapszaicin
= 80 és 10nM anandamid, vizszintesen csikozott
[ — oszlop: 100nM kapszaicin, 10nM anandamid
E'; 40 - — és  200nM  rimonabant. (Ahluwalia és
&) 0 — munkatarsai, 2003a).

HATASA A CAPSAICINNEL  KIVALTOTT  ARAMOKRA A
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT PATKANY ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKEN

Mig el6zd kisérletiink kétséget kizdréan megmutatta, hogy az anandamid a
CBI1 receptoron keresztiil képes gatolni a TRPV1 aktivalasaval kivaltott transzmitter
felszabadulast az elsddleges érz6 idegsejtekbdl, addig a gatlo hatds mechanizmusa
nem volt vilagos. A CB1 receptor aktivalasa egyrészt csokkenti az adenilat ciklaz

aktivitasat, amin keresztiil csokkenti a cAMP fliggd protein kinaz A aktivitdsat
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(Iannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Dalton és munkatérsai,
2009; Di Marzo ¢és munkatarsai, 2015; Goodfellow és Glass, 2009). A protein kinaz A
altali TRPV1 foszforilacié egy bizonyos szintje viszont elengedhetetlen a TRPV1
valaszado képességének a fenntartasahoz (Singh Tahim és munkatéarsai, 2005). igy az
anandamide a CBI1 receptoron keresztiil kifejtett transzmitter felszabadulast gatld
hatasa létrejohet a TRPV1 csokkent protein kinaz A altali foszforildcioja altal is.
Azonban a CB1 receptor aktivalasa csokkenti a N- és P/Q tipusu fesziiltség kapcsolt

kalcium csatornak aktivitasat, amely a transzmitter felszabadulashoz elengedhetetlen
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5.46. dbra. Kapszaicin indukadlt deszenzitizacio patkdany tapfolyadékban
novesztett elsodleges érzd idegsejtekben. (A) Az analizisben hasznalt 9 sejt 3
egymdst koveté kapszicinnel adagolassal kivaltott normalizalt maximalis
amplitudoja. (B) Egy tipikus sejt vadlasza 3 egymast koveto kapszicinnel
adagoldsra  37°C-on  fiziologias  sé  koncentrdaciok — mellett  -60mV
membranpotencialndl. A szamok a kapszaicin applikacio sorrendjét jelzik. (C)
Kilenc sejt atlagolt maximalis amplitudoja 3 egymdst koveto kapszicinnel
adagoldsra. A szamok a kapszaicin applikdacio sorrendjét jelzik. A csillag az
amplitudo szignifikans kiilonbséget jeloli az elso valasz amplitudojatol, mig a
kereszt az amplitudo szignifikans kiilonbségét jeloli a masodik vadlasz
amplitudojatol. (Santha és munkatarsai, 2010a).

(Iannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatarsai, 2016; Dalton és munkatérsai,
2009; Di Marzo ¢s munkatarsai, 2015; Goodfellow és Glass, 2009). Ezért kovetkezo
kisérletiinkben teljes sejtes fesziiltség zarral elektrofiziologiai méréseket végeztiink
annak eldontésére, hogy a két lehetséges mechanizmus koziil melyik csokkenti az

anandamid 4ltali transzmitter felszabadulas gatlasat.

114



dc_1608 18

A kapszaicin a TRPV1 gyors deszenzitizaciojat valtja ki (Koplas ¢és
munkatarsai, 1997; Docherty és munkatarsai, 1996; Nagy és munkatarsai, 2004; Nagy
¢s munkatarsai, 2009b; Nagy €s munkatarsai, 2014; Urban és munkatarsai, 2011;
White és munkatarsai, 2011b; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a). Ezért el0szor
ennek a deszenzitizacionak a mértékét hataroztuk meg a kapszaicin (500nM, 15
masodpercig) 2 percenkénti ismételt adagolasaval (5.46. dbra). A masodik és
harmadik adagolassal kivaltott aramok az els6 valasz 65.7+5.9% (n=9) és 36.6+6.1%
(n=9) volt, amelyek szignifikans csokkenést jeleztek (5.46. abra).

A kapszaicinnel kivaltott CGRP felszabaduldst 10 nM anandamid hatasosan
csokkentette el6z6 kisérletiinkben. Igy ebben a kisérletben is eldszor 10nM
anandamidot adagoltunk a sejtekhez az elsé kapszaicin adagolas utan. Harom sejt
mutatott 5%-4l nagyobb valaszt a harmadik kapszaicin adagolas utan mint a 10nM
anandamid és 500nM kapszaicin adagolas utan. Ezért az analizisbe csak ezt a harom
sejtet vontuk be. Ezeknek az 10nM anandamid és 500nM kapszaicin adagolassal
kivaltott valaszai az els6 valasz 37.0£14.5%-a volt, ami szignifikdnsan alacsonyabb
volt mint a kontrol kisérletekben a masodik kapszaicin adagolassal kivaltott valaszok
amplitudoi (5.47. ébra).

Hasonl6 feltételek mellett (a harmadik valasz 5%-al nagyobb mint a méasodik)
négy sejt valaszat tudtuk analizélni 30nM anandamid adagolas mellett. Ezeknek a
sejteknek az anandamide jelenlétében kapszaicinnel kivaltott vélaszai az els6
kapszaicin adagoldssal kivaltott valaszoknak a 48.9+8.3%-a volt atlagosan (5.47.

abra). Ez az érték nem kiilonbozott a kontrol kisérletekben mért értéktol.
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Ezek az adatok azt mutattdk hogy 10nM anandamid a CB1 receptor
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5.47. abra. Az anandamid gdtlo hatdsa a kapszaicinnel kivaltott aramokra
patkany tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejteken. (A-C) A
masodik kapszaicin adagoldas 10nM anandamid eldkezelés utan tortént. (A)
Négy sejt 3 egymast kéveto kapszicinnel adagolassal kivaltott normalizalt
maximalis amplitudodja. (B) Egy tipikus sejt (feketével jelolve az (A)-n) valasza
3 egymadst kovetd kapszicinnel adagolisra 37°C-on  fizioldgids — s6
koncentraciok mellett -60mV membranpotencialnal. A szamok a kapszaicin
applikacio sorrendjét jelzik. (C) Harom sejt (lasd széveges rész) dtlagolt
maximalis amplitudoja 3 egymast kéveto kapszicinnel adagolasra. A szamok a
kapszaicin applikacio sorrendjét jelzik. A szaggatott vonal és sziirke csik a
kontrol kisérlet (5.44. abra) masodik amplitudojanak atlagat és annak hibdjat
mutatja. A plusz jel az amplitudo szignifikans kiilonbséget jeloli a kontrol
kisérlet masodik amplitudojatol. (D-F) A masodik kapszaicin adagolds 30nM
anandamid eldokezelés utan tortént. (D) Hat sejt 3 egymast koveto kapszicinnel
adagolassal kivaltott normalizalt maximalis amplitudoja. (E) Egy tipikus sejt
(feketével jelolve a (D)-n) valasza 3 egymast kéveto kapszicinnel adagolasra
37°C-on fizioldgids s6 koncentrdciok mellett -60mV membrdanpotencidlnadl. A
szamok a kapszaicin applikacié sorrendjét jelzik. (F) Ot sejt (lasd széveges
rész) atlagolt maximalis amplitudoja 3 egymast koveté kapszicinnel
adagoldsra. A szamok a kapszaicin applikdcio sorrendjét jelzik. A szaggatott
vonal és sziirke csik a kontrol kisérlet (5.44. abra) masodik amplitudojanak
atlagat és annak hibdjat mutatja. A § az amplitudo szignifikans kiilonbségét
jeloli a kontrol kisérlet harmadik amplitudojatol. (Santha és munkatarsai,
2010a).

kozvetitésével képes a TRPV1 aktivitdst gatolni. Ezek az adatok azonban azt is
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mutattak, hogy az anandamid gatlé hatast kivalté koncentracidja nagyon sziik hatarok
kozott talalhato, hiszen 30nM anandamid mdr nem tudta kivaltani a gatld hatast.

Ennek oka feltehetéen a TRPV1 aktivalas kompenzalo hatasa.

5.7.1.2.3. AZ EXOGEN ANANDAMID GATLO HATASA A CAPSAICINNEL
KIVALTOTT KOBALT BEARAMLASRA A  TAPFOLYADEKBAN
NOVESZTETT PATKANY ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKEN

Mint az elézéekben ismertettem a kapszaicin adagolasa CoCl, jelenlétében az
elsddleges ¢érzd idegsejtek egy részében specifikusan ¢és szelektiven kobalt
felhalmozodast valt ki (Hogan, 1983; Wood ¢és munkatarsai, 1988; Winter, 1987;
Nagy és munkatarsai, 1993; Kulik és munkatarsai, 1996; Sathianathan és munkatarsai,
2003; Singh Tahim és munkatarsai, 2005; Charrua ¢s munkatarsai, 2009b; Lever és
munkatéarsai, 2009; Mahmud és munkatéarsai, 2009; Soneji és munkatarsai, 2010;
White és munkatérsai, 2011a). Tehat, ha az anandamiddal kivaltott CBI receptor
aktivitds valdban csokkenti a TRPV1 aktivitasat, az anandamidnak CB1 receptor
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szerepét az anandamiddal kivaltott TRPV1 gatlasban a kapszaicin indukalt kobalt
felhalmozodas mérésével vizsgaltuk.

Amint azt az el6z0 kisérletek eredményébdl varni lehetett, a kapszaicin (10nM
— 50nM) koncentraciéo és TRPV1 fiiggé moédon okozott kobalt felhalmozdodast az
elsddleges érzé neuronok egy csoportjaban (5.48. A 4abra). Az 50nM kapszaicin
indukalt kobalt felhalmozddast az anandamid (3nM — 30nM) koncentraci6é fliggd
modon gatolta (5.48. B dbra). Ezt a gatld hatist a CB1 receptor antagonista
rimonabant (200nM) kivédte (5.48. B abra).

Ezek az eredmények Osszességiikben azt mutattdk, hogy az anandamid
koncentraciojatol fliggd modon képes szabalyozni az elsddleges érzd idegsejtek egy
csoportjanak a aktivitdsat. Mig néhany nanomol koncentraciénal CBI receptor
kozvetitett gatld hatdst, addig magasabb koncentracioban TRPV1 kozvetitett
excitatorikus hatdst valt ki. Ezek az eredmények tovabba azt is mutattdk, hogy az
anandamide CB1 receptor altal kozvetitett modon képes csokkenteni a TRPV1

aktivitasat.

5.7.2. AZ EXOGEN ANANDAMID HATASA AZ ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKEN GYULLADASOS KORULMENYEK KOZOTT

Az eddig ismertetett eredményeink azt mutattak, hogy az anandamid a CB1
receptoron keresztiil gatolja a TRPV1 aktivitasat. E16z6 adatok azt mutattak, hogy a
TRPV1 nélkiilozhetetlen a gyulladasos hd hiperérzékenység kialakulasahoz (Caterina
¢s munkatarsai, 2000; Davis ¢és munkatarsai, 2000). Tehat eredményeink
valosziniisitették, hogy az anandamid alkalmas lehet a gyulladdsos ho

hiperérzékenység csokkentésére.
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A TRPVI1 részvétele a gyulladasos hé hiperérzékenység kialakuldséban
ugyanakkor a TRPV1 szenzitizacigjatol fiigg (Nagy és munkatdrsai, 2004; Nagy és
munkatarsai, 2014; Nagy ¢és munkatarsai, 2009b; Sousa-Valente ¢és munkatarsai,
2014a; White ¢s munkatarsai, 2011b; Urban és munkatarsai, 2011). A TRPVI
aktivatorok hatasossaga és potencidlja azonban jelentdsen megnd a szenzitizacid
hatasara (Bhave és munkatarsai, 2002; Bhave és munkatarsai, 2003; Bonnington ¢és
McNaughton, 2003; Nagy és munkatarsai, 2004; Nagy és munkatarsai, 2014; Nagy és
munkatarsai, 2009b; Sousa-Valente ¢s munkatarsai, 2014a; White és munkatarsai,
2011b; Urban ¢és munkatarsai, 2011). Tehat elképzelhetd, hogy az anandamid
gyulladasos koriilmények kozott mar alacsony koncentracioban is aktivalja a TRPV1-
t ami kompenzalhatja a CB1 receptorokon keresztiil kifejtett gatldo hatasat. Annak
eldontésére, hogy az anandamid milyen hatast valt ki az els6dleges érzd idegsejteken
gyulladdsos koriilmények kozott, a sejteket gyulladdsos mediatorok jelenlétében

vizsgaltuk.

57.2.1. AZ EXOGEN ANANDAMID EXCITATORIKUS HATASA
GYULLADASOS KORULMENYEK KOZOTT
5.7.2.1.1. AZ EXOGEN ANANDAMID EXCITATORIKUS HATASA A
KALCITONIN  GEN  KAPCSOLT PEPTID FELSZABADULASARA
GYULLADASOS KORULMENYEK KOZOTT

A TRPVI altal kozvetitett valaszok nagymértékben fiiggenek a TRPV1 poszt-
transzlacids allapotatol, amely az elsddleges érzd idegsejteken hatd gyulladésos
mediatoroktol fiigg (Bhave és munkatdrsai, 2002; Bhave ¢és munkatarsai, 2003;
Bonnington és McNaughton, 2003; Nagy és munkatarsai, 2004; Nagy és munkatarsai,

2014; Nagy és munkatarsai, 2009b; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; White és
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munkatarsai, 2011b; Urban és munkatarsai, 2011). A gyulladdsos mediatorok

elsdsorban a PKA ¢és PKC, illetve az NGF receptor tirozin kindz A (trkA) altal

kozvetitett poszt-transzlaciés modosuldsokon keresztiil ndvelik meg a TRPVI

valaszadasi képességét (Bhave és munkatarsai, 2002; Bhave és munkatarsai, 2003;

Bonnington és McNaughton, 2003; Nagy ¢s munkatarsai, 2004; Nagy és munkatarsai,

_ 140 . 0 | 5.49. dbra. TRPVI szengitizdicio hatisa az
E 120 Ew;thlfg: anandamiddal kiviltott CGRP felszabaduldisra
2 100 | =™° ) patkany tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo
5 80 iy idegsejteken. (A) Az NGF tapfolyadékban torténd
o 60| . _g- o jelenlétének hatasa az anandamiddal kivaltott
© 40 H“H/ CGRP felszabadulasra rimonabant jelenlétében.
(B) PKA, PKC vagy és trkA aktivalasanak hatdsa
10% 107 10 | 2 gnandamiddal kivdltot CGRP felszabaduldsra
[anandamide] rimonabant jelenlétében. (C) PKA, PKC és trkA
B aktivalasanak hatdasa az anandamiddal kivaltot
2 [ control CGRP felszabaduldasra rimonabant hianyaban.
5_“5 900 | A forskolin (Ahluwalia és munkatarsai, 2003a).
e 700 | YTPA
é O NGF
O 500 | Qal .
@) 300 2014; Nagy és munkatarsai, 2009b; Sousa-Valente és
Q 4
20
% 100 {{ == munkatarsai, 2014a; White és munkatarsai, 2011b;
h T T T
8 107 -6
10 19 10 Urban ¢s munkatarsai, 2011). Ezért kovetkezo
[anandamide]
C kisérletinkben a PKA-t, PKC-t és trkA-t aktivalo
%]
§ Bl control O vegyiiletek (forskolinnal, forbol-12-miristat-13-
E 300 Oall /
% 200 0) acetattal ¢s NGF-el) vagy gyulladdsos mediatorok
£100{0 \<:@:9/./l (prosztaglandin E2, bradikinin és NGF) jelenlétében
g ' ' " inkubaltuk a tapfolyadékban ndvesztett elsddleges érzo
10®% 107 10°¢

[anandamide] idegsejteket miel6tt a TRPV1 aktivatorok hatasat

vizsgaltuk. Ezekben a kisérletekben a sejteket NGF jelenléte nélkiil novesztettiik,

hogy elkeriiljiik a TRPV1 kozvetitett valaszok NGF altali esetleges novekedését. Az

NGF-el és NGF nélkiil novesztett sejtek anandamiddal kivaltott valaszdban 3nM és

300nM anandamide koncentracio kozott, 200nM SR141716A jelenlétében, nem volt
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kiilonbség (5.49. A éabra). Egy uM-al azonban tobb CGRP szabadult fel az NGF
jelenlétében novesztett, mint az NGF nélkiil novesztett kulturakbol. (5.49. A édbra).

Amikor az anandamid adagoldsa el6tt az NGF nélkiil novesztett sejteket
forskolin-al (1uM), forbol-12-miristat-13-acetattal (TPA, 500nM) vagy NGF-el
(50ng-ml) eldkezeltik 10 percig az anandamide serkentd hatasa jelent6sen
megemelkedett 200nM SR141716A jelenlétében valamennyi aktivator hatdsara, bar a
harom aktivator hatdsa az emelkedés mértéke némileg kiilonbdzd volt (5.49. B abra).
Azonban, a foskolin, TPA és NGF egyiittes hatdsa az anandamid kivaltott CGRP
felszabadulasra nem volt nagyobb mint ezeknek az anyagoknak a hatdsa egyenként
(5.49. B abra). A rimonabant elhagyidsa az anandamiddal kivaltott CGRP
felszabadulas jelentds csokkenéséhez vezetett (5.49. C &bra). Mig rimonabant
jelenlétében az excitatorikus hatds mar 30nM-t6l lathato volt, addig rimonabant nélkiil
az excitacid csak 300nM ¢és 1uM-nal volt megfigyelhetd. Mind 300nM és 1uM-nal a
CGRP felszabadulasa alacsonyabb szintli volt a rimonabant hidnydban mint annak
jelenlétében (5.49. B és C abra).

Ezek az eredmények azt valdsziniisitették, hogy a gyulladasos mediatorok
altali PKA, PKC és trkA aktivalas nagymértékben képes megnovelni az anandamid
TRPV1 altal kozvetitett excitatorikus potencialjat és hatdsossagat az elsédleges érzd
idegsejteken. Ezek az eredmények ugyanakkor azt is valdsziniisitették, hogy a CB1
receptor gatld hatdsit a PKA, PKC és trkA aktivaldsa jelentds mértékben nem
befolyasolhatja. Az elsd feltevés bizonyitdsira a kovetkezd kisérletben a
tapfolyadékban novesztett patkdny elsddleges érzé idegsejteket olyan gyulladdsos
mediatorokkal, prosztaglandin E2-vel és (10uM), bradikininnel (10uM) kezeltiik,

amelyek a PKA-t, PKC-t képesek aktivalni. A sejtek anandamidra adott vélaszait a
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kobalt felvétel segitségével vizsgéltuk a gyulladdsos mediatorokkal tortént el6kezelés

utan.

5.7.2.1.2. AZ EXOGEN ANANDAMID EXCITATORIKUS HATASA A KOBALT
FELVETELRE PATKANY KULTUMEDIUMBAN NOVESZTETT ELSODLEGES
ERZO IDEGSEJITEKEN GYULLADASOS KORULMENYEK KOZOTT

A kontrol kisérletekben, amint azt varni lehetett, a 30nM és 500nM kapszaicin
megnovelte a kobaltot felhalmozo sejtek aranyat (3.6+0.5%-r6l (n=15) 12.2+£3.9%-ra
(n=4) ¢és 31.3+2.8%-ra (n=15), ugyan a 30nM kapszaicinnel kivaltott kobalt
felhalmozodas nem érte el a szignifikancia szintjét (5.50. abra). A sejtek 10uM
bradikinben és 10uM prosztaglandin E2-ben 10 percig torténd inkubdldsa megemelte

a kapszicinnel kivaltott kobaltot felhalmozddast mutatd sejtek szdmat (30nM

£ 9 o 550. dbra. A bradykinin 6
3 3°1 prostrglandin E2 hatdsa a kapszaicinnel
B 391 kiviltott kobalt felhalmozdéddsra patkdny
8 251 { tapfolyadékban novesztett elsodleges
%20' érz0  idegsejteken. (Singh Tahim és
815 munkatarsai, 2005).
2 10
£ 5-;/ 247457, n=4 500nM 38.2, n=2, 5.50.
2 0 : ,

107 10°

log [capsaicin] abra). A novekedés 30nM kapszaicin
mellett szignifikéns volt.

A kontrol koriilmények kozot anandamiddal kivaltott kobalt felhalmozodast az
5.6.1.1.1. fejezetben és az 5.41. abran mar bemutattam. A gyulladdsos mediatorokkal
torténd inkubalas a kontrol koriilményekkel Osszehasonlitva szignifikdnsan
megemelte az anandamiddal kivaltott kobalt felhalmozodéast mutatd sejtek szamat

valamennyi anandamid koncentracié mellett (5.51. dbra). Mind a bradikinin mind a

prosztaglandin E2 magéban is szignifikdnsan megemelte az anandamiddal kivaltott
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kobalt felhalmozodast. Ennek az emelkedésnek a mértéke azonban nem kiilonbo6zott a
bradikinin és prosztaglandin E2 k6z6s alkalmazasaval kivaltott ndvekedéstol.

Annak bizonyitasara, hogy az anandamid altal kivaltott kobalt felhalmozddas
valoban a TRPVI1 aktivalasan keresztiil jon 1étre, a sejteket SuM kapszazepinnel
kezeltiikk az anandamid adagoldsa el6tt. A kapszazepin az anandamiddal kivaltott
kobalt felhalmozddast mind a gyulladdsos mediatorokkal nem kezelt, mind a

gyulladdsos mediatorokkal kezelt sejteken szignifikansan csokkentette (5.52. abra).

g 5.51. abra. Gyulladdsos medidatorok
8307 hatdsa az anandamid indukalt kobalt

% \* / bedramldsra patkdny tapfolyadékban
5201 /.\ novesztett elsodleges érzo idegsejtken. A
. \ = #/+ lires négyzet a kontrol, mig fekete kor a
€10 gyulladasos mediatorok jelenletében

o mutatja a kobalttal jelolt sejtek szamat az
S anandamid koncentracio fiiggvényében.
« 107 10° 107 (Singh Tahim és munkatarsai, 2005).

log [anandamide]

A prostaglandin E2, és A bradikinin a PKA-n, PKC-n és PLC-n keresztiil
szenzitizalja a TRPV1-t (Ferreira és munkatarsai, 2004; Ferreira ¢s munkatérsai,
2005; Moriyama ¢és munkatarsai, 2005; Bhave és munkatarsai, 2002; Bhave és
munkatarsai, 2003; Bonnington és McNaughton, 2003; Nagy és munkatarsai, 2004;
Nagy ¢és munkatarsai, 2014; Nagy ¢és munkatarsai, 2009b; Sousa-Valente ¢és
munkatarsai, 2014a; White és munkatarsai, 2011b; Urban és munkatarsai, 2011).
Ezért a harom intracelluléris jelzOrendszer szerepének a bizonyitdsdhoz a sejteket
S5uM chelerythrine és 10uM H89 keverékével illetve 10uM neomicinnel kezeltiik a
gyulladdsos mediatorokkal torténd kezelés eldtt és kdzben. Mind a harom gatloszer
szignifikansan csokkentet az anandamid excitatorikus hatdsat mind a gyulladdsos
mediatorokkal nem kezelt, mind a gyulladdsos medidtorokkal kezelt sejteken (5.52.

abra).
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Ezek az eredmények azt mutattdk, hogy az anandamid TRPV1-on kifejtett
excitatorikus hatdsa jelentdsen megnd a gyulladasos koriilmények kozott. Ennek a
novekedésnek az az eredménye, hogy a korabbi kisérleteinkben kontrol koriilmények
kozott gatlo hatast kivaltdé 10nM anandamid a gyulladasos mediatorok hatdséara
TRPV1 kozvetitett excitatorikus hatast valt ki. Ez egyrészt azt jelenti, hogy az
anandamid gyulladdsos koriilmények kozott hozzajarulhat az elsddleges érzd
idegsejtek aktivitasanak a noveléséhez, igy a fajdalom kialakulasahoz. Masrészt ezek
az eredmények egyiittesen azt is sugalljak, hogy ha az anandamid gatld hatdsa nem
novekszik parhuzamosan az excitatorikus hatas novekedésével, akkor az anandamid
gyulladédsos koriilmények kozott nem hasznéalhatdé a TRPV1 aktivitas csokkentésére.
A kovetkezd kisérletiinkben az anandamid gatld hatasat vizsgéaltuk gyulladasos

kortilmények kozott.

ézs_ Y o# Y o# *o# 5.52. abra. A gyulladdsos
e medidtorok dltal kivaltott
3°°7 szenzitizdcio

215+ farmakolégidja. ana:
2.0 anandamid, im:
5 bradykinin és
2 ® prostaglandin  E2, cpz:
g o- kapszazepin,  che+H89:

control
ana
ana+im

chelerythrine és H89, neo:
neomycin. (Singh Tahim

cpz
che+H89 és munkatarsai, 2005).

neo

5.7.2.2. AZ EXOGEN ANANDAMID GATLO HATASA GYULLADASOS

KORULMENYEK KOZOTT
p pre-incubation 1: pre-incubation 2: test .
wiw sensitisation activation of CB1 TRPV1 W H,3| fixation

5.53. abra. A kisérlet lefolydsa. W: puffer. (Soneji és munkatarsai, 2010).

Mivel a gyulladdsos medidtorok megemelik a mind a kapszaicin mind az

anandamid TRPVI1-on Kkifejtett potencialjat és hatasossagat, ezért ezekben a
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crer

A kiilonb6z6 aktivatorok alkalmazésanak sorrendjével biztositottuk, hogy az in vitro
kisérlet az in vivo koriilményekhez hasonl6 allapotot teremtsen (5.53. abra).

Mind az 1nM és 10nM anandamid szignifikdnsan csokkentette a 10nM
kapszaicinnel kivaltott kobalt felhalmozddast a gyulladasos koriilmények kozott

(5.54.A abra). Ezzel a gétld hatassal ellentétben, a 100nM kapszaicinnel kivaltott

>

s 5.54. dbra. A CBI receptor
401 aktivalas hatdsa a
30 | kapszicinnel kivaltott
kobalt bearamlasra
gyulladasos mediatorokat

capsaicin 10nM
anandamide 1nM
anandamide 10nM
HU210 1uM
HU210 10uM
rimonabant 200nM
8Br-cAMP100uM

Relative number of responding cells

tartalmazo tapfolyadékban
novesztett patkany
elsodleges érzo
idegsejtekben. (4) A
csillagok és a § a 10nM

kapszaicinnel kivaltott

hatastol szignifikansan

401 kiilonbozé hatdsokat

30 i | mutatjak. (B) A $ jelek a

20 10nM kapszaicinnel

kivaltott hatastol

szignifikansan  kiilonbozo

capsaicin 100nM  + + + + +++ + | hatasokat mutatjak. (Soneji
:::23:::52 igﬁﬂm R R - és munkatdrsai, 2010).

HU210 1uM = . ot
HU210 10uM : + - +

kobalt felhalmozddast _sem az_lnM, sem a 10nM, sem a 30nM anandamide nem tudta

m

Relative number of responding cells

csokkenteni (5.54. B abra). A CB1 receptor szerepét az anandamid gétlo hatdsaban a
CB1 receptor rimonabant (200nM) adagolassal vizsgaltuk. Varatlan moddon, a
rimonabant nem tudta kivédeni az anandamid gétld hatasat (5.53. A abra). Ezzel
Osszhangban, a 8Br-cAMP (100uM) sem volt hatassal az anandamiddal kivaltott gatld
hatasra. A CB1 receptor latszolagos aktivalhatosdganak a hianyat a CB1 aktivator
HU210 (1uM és 10uM) adagolasaval vizsgaltuk tovabb. Ugyan az HU210 mindkét
koncentracioban csokkentette a 10nM kapszaicin okozta kobalt felhalmozddast, a

csokkenés egyik koncentracioban sem érte el a szignifikancia szintjét (5.54. A abra).
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Az HU210 ugyanakkor ezt a statisztikailag nem szignifikdns gatlé hatdst nagy
valdsziniiség szerint a CB1 receptoron keresztiil hozta létre, hiszen mind a rimonabant
mind a 8Br-cAMP kivédte a gatlo hatast (5.54. A abra). Hasonldan az anandamidhoz,
az HU210 sem gatolta a 100nM kapszaicinnel kivaltott kobalt felszabadulast (5.54. B
abra).

Ezek az eredmények Osszességiikben azt mutattdk, hogy a gyulladas soran a
CB1 receptor valaszadd képessége jelentésen lecsokkenhet. Ez a csokkenés
Osszhangban van a korabban kimutatott PKA és PKC altal foszforilalt CB1 receptor
csOkkent valaszadasi képességével (Garcia és munkatarsai, 1998; Huang és
munkatarsai, 2002). Ugyanakkor, a fentebb ismertetett eredmények azt is mutatjak,
hogy az anandamid néhdny nanomolos koncentracidban képes a TRPV1 alacsony
szintli aktivitasat csokkenteni. Ez a gatlé hatds azonban nem a CBI1 receptoron

keresztiil jon létre.

5.73. AZ ENDOGEN ANANDAMID HATASA AZ ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKEN

Amint azt az 5.5.2. és 5.6. fejezetekben bemutattam, az elsddleges ¢érzo
idegsejtek egy jelentds csoportja funkcionalis anandamid szintetizald enzimatikus
utvonalakat fejeznek ki, és az anandamid szintézis exogén szubsztratjabol illetve az
intracellularis kalcium koncentracié fiziologids szint f{ol¢é emelkedése utan
anandamidot szintetizalnak. Ezen adatok alapjan feltételeztiik, hogy a 20:4-NAPE
adagolds endogén anandamid szintézis utjan valaszokat fog kivaltani az elsddleges
¢érz0 idegsejteken. Ezeknek a valaszoknak a jellemzésére a tapfolyadékban novesztett
elsddleges érzo idegsejtekhez 20:4-NAPE-t adagoltunk és a 20:4-NAPE altal kifejtett

sejt aktivitast harom egymast kiegészité maodszerrel vizsgaltuk.
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57.3.1. A FAAH GATLAS HATASA A KOBALT FELHALMZODASRA A
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Az endogén anandamid hatasat el6szor a FAAH antagonistanak a TRPV1

— 2 ~—1" = E T3 “

-
v .
. e - L 3 Y
’. . » rd :
"
“« ! sq
. . . .
AEA1M * ¢ URB597 1ugM ~CAP 1uM
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Pre- Cont Cont Cont URB URB URB + SR1 SR1 SR1
wash CAPZ
buffer
CoCl, Cont CAP AEA URB URB + URB + SR1 SR1 + SR1+
buffer AEA AEA + AEA URB

CAPZ

5.55. dbra. A FAAH inhibitor hatdisa a TRPV1 kozvetitett kobalt
felhalmozodasra patkany tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejteken.
A felso sorban lévo mikroszkopos felvételek a koballtal jelolt (fekete) és jeloletlen
(sziirke) sejteket mutatjak a felvételekn szereplo inkubaciok utan. Az
oszlopdiagram a kobalttal jelolt sejtek ardnydt mutatja az oszlopdiagram alatt
lévo tablazatban szereplo eldinkibdciok és inkubaciok hatasara. A csillagok a

control értéhez képest létrjott szignifikans valtozdsokat mutatjak. (Lever és
munkatarsai, 2009).

kozvetitett kobalt felhalmozodas modszerével vizsgaltuk tapfolyadékban novesztett
elsddleges érz6 idegsejteken (Lever és munkatarsai, 2009). Egy uM kapszaicin a
sejtek 32.145.4%-ban okozott kobalt felhalmozddast, ami szignifikans ndvekedés volt
a kontrol kisérletekben talalt kobalttal jeldlt sejtekhez (1.3+0.4%) képest (5.55. abra).

A sejteknek 1 uM anandamidban illetve 1 uM FAAH gétloban (URB597)
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eléinkubacid utan torténd inkubdlasa szintén a kobaltot felhalmozo sejtek szamanak a
novekedését okozta (8.3+3.8 az anandamid, mig 8.6+2.2 a URB597 utdn 5.55. abra).
Ezek az értékek azonban nem érték el a szignifikancia szintet. A FAAH inhibitor
(1uM) ¢és anandamid (1uM) kozos alkalmazdsa URBS597 eldinkubacié utani
alkalmazésa azonban szignifikdnsan megemelte a kobalttal jelolt sejtek aranyat (5.55.
abra). Amikor az anandamidot vagy a URB597-t a CBI receptor antagonista
elokezekés utan alkalmaztuk, a kobalttal jelolt sejtek ardnya ismét szignifikdnsan
megnétt  (5.55. abra). Az anandamiddal illetve URBS597-el kivaltott kobalt
felhalmozodast a TRPV1 antagonista kapszazepin meggatolta (5.55. abra). Ez az
eredmény azt mutatta, hogy az elsddleges érz6 idegsejtekben szintetizalodo

anandamid a TRPV1 kdzvetitésével a sejteken excitatorikus hatast fejt ki.

5.7.3.2. A 20:4-NAPE ADAGOLAS HATASA A KOBALT FELHALMZODASRA
A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Az anandamidot szintetizdld enzimatikus utvonalak k6zds szubsztratjanak, a
20:4-NAPE-nek az alkalmazasa koncentracié fliggd modon megnovelte a kobaltot
felhalmozo sejtek szamat (5.56. A-C. édbra). A 20:4-NAPE legalacsonyabb
koncentracidja, amely szignifikdnsan megemelte a kobaltot felhalmozoé sejtek szamat
0.1uM volt (5.56. C abra) . A 20:4-NAPE ECs értéke 7.41+1.4uM volt (5.56. C
abra). A kobaltot felhalmozo6 sejtek elsOsorban kis atmérdji sejtek voltak (5.56. D
abra). A kis sejtekben torténd kobalt felhalmozddas megerdsitette, hogy az elsddleges

érz6 idegsejtekben szintetizal6dé anandamid excitacios hatast képes kivaltani.
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5.56. abra. NAPE adagolassal kivaltott kobalt felhalmozoddas patkdany
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejtekben. (A) Tipikus latotér a
sejtek kobaltot tartalmazo, de NAPE-t nem tartalmazo pufferben tortent
inkubadldasa utan. Invertalt felvétel. (B) Tipikus latotér a sejtek kobaltot és NAPE-t
tartalmazo pufferben tortént inkubdlasa utan. A nyilak jelolt sejtekre mutatnak.
Invertalt felvétel. (C) A NAPE altal kivaltott kobalt felhalmozodas koncentracio-
valasz kapcsolata. A csillagok kontrol értékhez viszonyitott kiilonbségek
szignifikanciajat mutatjak. (D) A kobalttal jelolt és jeloletlen sejtek méret
eloszlasa. (Varga és munkatarsai, 2014).

5.7.3.3. A 20:4-NAPE ADAGOLAS HATASA A MEMBRAN ARAMOKRA A
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
Az endogén anandamid excitatorikus hatdsdnak tovabbi megerdsitésére teljes
sejtes fesziiltségzar technikdval elektrofizioldgiai méréseket végeztiink. Huszonkét 50
uM 20:4-NAPE-re valaszol6 sejtet talaltunk (5.57. A abra). Ezeknek a sejteknek a

20:4-NAPE-el kivéltott valaszai atlagban -0.41+0.06 nA voltak.
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Mind a kilenc 20:4-NAPE-re valaszol6 sejt aminek a kapszaicin érzékenységét

vizsgaltuk befelé irdnyuld aramok generalasaval valaszolt a 500nM kapszaicin

adagolasra (5.57. B abra). Ezekben a sejtekben a 20:4-NAPE-el és kapszaicinnel

kivaltott aramok azonban szignifikdnsan kiilonbozéek voltak (5.57. C dabra).

Ugyanakkor nagyszamu olyan kapszaicinre véalaszold sejtet is taldltunk (n=27), amely

C

Current (nA)

10s
N C
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
*

5.57. dabra. NAPE adagolassal kivaltott aramok patkdny
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzd idegsejtekben.
(A) NAPE adagolassal kivaltott aram fiziologids so
koncentraciok és -60mV membranpotencial mellett. A
regisztratum feletti vizszintes csik a NAPE adagolasat jelzi.
(B) Kapszicin adagolassal kivaltott aram az (A)-n NAPE-el
kivaltott valaszt mutato sejtben. A regisztratum feletti
vizszintes csik a kapszaicin adagolasat jelzi. (C) A NAPE-el
és kapszaicinnel kialtott aramok dtlagos maximalis
amplitudoja. N: NAPE, C: kapszaicin. A csillag a ket érték
szignifikans kiilonbséget jeloli. (Varga és munkatarsai,
2014).

nem valaszolt 20:4-NAPE adagolasra. Ez az eredmény, a
TRPV1 és az anandamidot szintetizaldé enzimatikus Utvonalak
részleges egylittes kifejezOdésével (5.5. fejezet) egyiitt azt
mutatja, hogy a kapszaicin érzékeny sejteknek feltehetéen csak

egy része képes anandamidot szintetizalni. Egy alternativ

magyarazat lehet, hogy az elsddleges ¢érzd idegsejtekben szintetizalodé anandamid

csak a sejtek egy részében képes TRPV1 aktivitas kivaltasara. Ez a magyarazat annak

a lehetdségét is felveti, hogy a mig egyes anandamidot szintetizdld enzimatikus

utvonalak a TRPVI1-hoz, masok a CB1 receptorhoz kapcsoltak. Ezen lehetdségek

mellett az itt bemutatott adatok megerdsitették a 20:4-NAPE, tehat feltehetéen az

elsddleges érz6 idegsejtekben szintetizal6doé anandamid, valoban képes excitatorikus

hatast kivaltani az elsddleges érz6 idegsejtek egy kapszaicinre érzékeny csoportjaban.
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57.3.4. A 20:4-NAPE ADAGOLAS HATASA AZ INTRACELLULARIS
KALCIUM KONCENTRACIORA A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT

ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

A i i - 5.58. dbra. NAPE indukadlt intracellularis

— — — kalcium koncentracio emelkedés patkany

g 31 tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo

2 idegsejthen. (4) NAPE adagolasra valaszolo

S o (lila) és nem valaszlo (piros) sejtbol mert

L valaszok. i: NAPE, ii: kapszaicin, iii: KCI. A

S 4 regisztratumok feletti vizszintes vonalak az

0 100 200 300 adagoldsok idejét jelolik. (B) A kiilonbozd

time (seconds) valaszmintakat mutate sejtek megoszldsa

kontrol pufferben illetve kapszazepin vagy

B T Ll rimonabant  jelenlétében. (Varga és
Bsseioemone | unkatirsai, 2014).

-
o
o

Az excitatorikus hatés tovabbi
megerdsitésére illetve a hatas farmakologiai

jellemzésére a kovetkezd kisérletben a 20:4-

Relative number of
responsive cells
(4]
o

[ (=] c
:g :g 2 NAPE-el  kivaltott intracellularis  kalcium
2 28 2%

Q. ;e ) o . . A
8 8@ 8%  koncentracid véltozasat vizsgaltuk. Otven uM
g wiut

Q. . , . e
S g3 £ 204-NAPE a vizsgalt 546 idegsejtbdl 189-ben
¥ 5 ¢
& & <& novelte meg az intracellularis  kalcium

érzékeny volt 500nM kapszaicinre is (5.58. A és B abra). Ugyanakkor az 546
idegsejtbdl 273 csak 500 nM kapszaicinre valaszolt (5.58. A és B dbra). A 20:4-
NAPE-el kivaltott valaszok lassan aktivalddtak, és az amplitidojuk szignifikansan
alacsonyabbak volt mint a kapszaicinnel kivaltott valaszok amplitadoi (20:4-NAPE
KCI: 0.15+£0.01 n=189, kapszaicin, KCI: 0.78+0.02, n=462, 5.58. A é&bra). A legtobb

20:4-NAPE-el kivaltott valasz lassan inaktivalodott (5.58. A abra).
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A TRPVI antagonista kapszazepin (5uM) jelenlétében a 403 vizsgalt
idegsejtbdl csak 26 valaszolt 20:4-NAPE és kapszaicin adagolasra (5.58. B abra).
Ezeken a sejteken kiviil 16 valaszolt csak 20:4-NAPE ¢és 21 csak kapszaicin
adagolasra (5.58. A abra). Igy a kapszazepin jelenlétében 20:4-NAPE-re vagy és
kapszaicinre valaszolo sejtek szdma szignifikdnsan kevesebb volt mint a hasonlo

sejtek szama kapszazepin nélkiil (5.58. B 4bra).

ii iii iv Vv 5.59. dabra. NAPE adagolassal
= wmmmm | kivdltott  intracellularis  kalcium
koncentrdacio emelkedés egér
tapfolyadékban novesztett elsodleges
érzd  iegsejtekben. (4A) Vad tipusu
egerbol izolalt sejtek valaszai. A lila
regisztratum NAPE-re valaszolo, mig a
piros  regisztratum NAPE-re nem
valaszIlo sejtbol szarmaznak. i: NAPE,
ii: kapszaicin, iii: mustar olja, iv: KCI,
3 v: ionomycin. A regisztratumok feletti
vizszintes vonalak az adagolasok idejét
jelolik. (B) Egy TRPVI génhianyos
2 egérbol izolalt sejt valaszai. i: NAPE,
ii: kapszaicin, iii: mustar olja, iv: KCI,
1 i . i | v: ionomycin. A regisztratumok feletti
0 200 400 600 | Vvizszintes vonalak az adagolasok idejét
time (seconds) jelolik. (Varga és munkatarsai, 2014).

A CBI1 receptor gatlé rimonabant (200nM) szignifikansan csokkentette a 20:4-

7

w

ratio 340/380 >

ratio 340/380 @

NAPE adagolésra valaszold sejtek szamat (105/498, 5.58. B abra). Ugyanakkor a
rimonabant nem volt hatdssal a kapszaicinre valaszolo6 sejtek szamara (5.57. B abra).
A rimonabant ezzel szemben szignifikdnsan csokkentette mind a 20:4-NAPE-el mind
a kapszaicinnel kivaltott valaszok amplitadgjat (20:4-NAPE /KCl 0.12+0.009,
kapszaicin/KCl 0.61/0.018). Ezek az adatok azt mutattdk, hogy a 20:4-NAPE
adagolassal kivaltott excitatorikus hatds a TRPV1 aktivaldsa altal jon 1étre és a CB1

receptor TRPV1 szenzitizal6 hatast fejthet ki.
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A TRPV1 szerepének tovabbi megerdsitésére vad tipusu és TRPV1
génhianyos egerekbdl izolalt elsddleges érzd idegsejteken is elvégeztik a 20:4-
NAPE-el ¢és kapszaicinnel kivaltott valaszok analizisét. A vad tipusii egerekbdl
szarmazd 68 analizalt sejtbdl 10 valaszolt 20:4-NAPE adagoléasra (5.59. A abra).
Hasonloan a patkany sejtekhez, valamennyi 20:4-NAPE-re valaszolo sejt valaszolt
kapszaicin adagolésra is (5.59. A abra), de nagy szdmban fordultak elé olyan sejtek
amelyek csak kapszaicinre valaszoltak (5.59. A é&bra). Ezzel szemben, a TRPV1
génhianyos egér sejtek koziil egy sem valaszolt sem 20:4-NAPE sem kapszaicin
adagolasra (0/59, 5.59. B ébra). Ugyanakkor a sejtek jelentds hanyada valaszolt
mustar olaj adagolasra (5.59. B abra).

Ezek az eredmények megerdsitették a TRPV1 szerepét a 20:4-NAPE altal
kivaltott excitatorikus hatas létrejottében. Tovabba, a fent ismertetett eredmények
Osszességilikben azt is mutattak, hogy a 20:4-NAPE adagolas utan CB1 receptor altal
kozvetitett gatlo hatas nem jon létre. Végiil ezek az eredmények egyetértésben a
korabban kozolt adatokkal (Liu és munkatarsai, 2006; Ligresti és munkatarsai, 2009)
azt is sugalltak, hogy a CBI receptor nem csak gatld, hanem excitatorikus hatast is

kifejthet a TRPV1-on.

58. A CBl RECEPTOR TRPVI SZENZITIZALO HATASA A
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN
El6z6 vizsgalatok kimutattak, hogy a CB1 receptor a Gy, G proteinek mellett
s és Gy proteinekhez is tud kapcsolodni (Goodfellow és Glass, 2009; Iannotti és
munkatarsai, 2016; Ligresti ¢s munkatarsai, 2016; Dalton és munkatarsai, 2009; Di
Marzo és munkatarsai, 2015; Lauckner és munkatarsai, 2005; Glass és Felder, 1997).

Ezen utoébbi G proteineken keresztiil a CB1 receptor aktivitdsa excitatorikus hatast
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képes kivaltani, tobbek kozott a CB1 receptort és TRPV1-t kozdsen kifejezé humén
embriondlis vese hamsejtekben a TRPV1-t (Goodfellow és Glass, 2009; Iannotti és
munkatarsai, 2016; Ligresti ¢s munkatarsai, 2016; Dalton és munkatarsai, 2009; Di
Marzo és munkatarsai, 2015; Lauckner és munkatarsai, 2005; Glass és Felder, 1997;
Hermann és munkatarsai, 2003). Ezen kiviil, a CB1 receptor ligand kotddés nélkdil is
aktivitast mutat. Ez az alap vagy Kkonstitutiv aktivitds is képes a TRPVI1
szenzitizalasara (Fioravanti és munkatarsai, 2008). Ezen eredmények alapjan a
rimonabant el6zd kisérletben kimutatott TRPV1 aktivitast gatlé hatdsat vizsgaltuk

meg részletesebben.

5.8.1. AZ ANANDAMID ES KAPSZAICIN VALASZOK EGYUTTES
ELOFORDULASA A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES
ERZO IDEGSEJITEKBEN
5.8.1.1. AZ ANANDAMID ES KAPSZAICIN VALASZOK ALTAL
MEGHATAROZOTT SEJTT{PUSOK A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKBEN

Az anandamidnak a TRPVI-t aktivalé koncentracid-valasz Osszefiiggés
meghatdrozasa teljes sejtes fesziiltségzar technika alkalmazasaval a tapfolyadékban
novesztett elsddleges érzd idegsejteken azt mutatta, hogy a maximalis valaszt 30uM-
al ki lehet valtani (5.60. abra). Ezért a tovabbi kisérletekben az anandamidot 30uM
koncentracioban hasznaltuk.

Az Osszes anandamidra valaszold sejt valaszolt 500 nM kapszaicinre (5.60.
abra). Ugyanakkor, a sejtek egy kisebb csoportja, csak kapszaicinre generalt
valaszokat (5.60. &bra). Igy anandamidra és kapszaicinre érzékeny (ACR) valamint

csak kapszaicinre érzékeny (COR) sejteket kiilonboztettiink meg (5.60. abra). A COR
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sejtek az Osszes sejt kb 25%-at tették ki. Az ACR sejtek a COR sejteknél
szignifikdnsan nagyobb valaszokat generaltak kapszaicin adagolasra (ACR -

3.19+0.31nA, n=29, COR 0.96+0.27 nA, n=10).

Az ACR ¢és COR sejtek elkiiloniilésének a megerdsitésére, 30 uM anandamid

A B
g " ¢s 500 nM kapszaicin adagolas

E 1.0
£ kozben mértik a tapfolyadékban

1nA E 05
10secs £ novesztett elsddleges érzd

log[anandamide]M
C E CoR idegsejtek intracellularis kalcium
koncentraciojat. A 98 KCl-re
D F | 0.5nA

10 . v e I3
- valaszold sejt koziil 57 valaszolt

10 kapszaicinre, amelyek kozil csak

10secs 10secs

5.60. abra. Az anandamid és kapszicin adagolasok altal kivaltott valszok kiozos
kifejezddése patkany tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejteken. (A)
Anandamid adagoldssal kivaltott aram fiziologias sokoncentracio és -60mV
membranpotencial mellett. (B) Az anandamid koncentrdacio-vadlasz kapcsolata. (C)
Anandamid adagolassal kivaltott valasz egy , anandamidra és kapszaicinre
erzéekeny” (ACR) sejtbol (lasd szoveges rész). (D) A (C)-n bemutatott sejt
kapszaicin adagolassal kivaltott valasza. (E) Anandamid adagolassal kivaltott
valasz hianya egy ,,csak kapszaicin érzékeny” (COR) sejtbol (ldasd szoveges rész).
(F) Az (E)-n bemutatott sejt kapszaicinre adagoldssal kivaltott valasza. A
regisztratumok feletti vizszintes vonal az anandamid (A), (C) és (E) vagy a
kapszaicin (D) és (F) adagolasat jelzik. (Chen és munkatarsai, 2016).

40 valaszolt anandamidra (5.61. dbra). Az ACR/COR sejtek aranya hasonlo volt az
elektrofiziologiai mérésekkel megfigyelt ardnyhoz. Tovabba, az ACR sejtek nagyobb
amplitadoju valaszokat generaltak kapszaicin adagolasra mint a COR sejtek (ACR:
1.01+0.12, n=40, COR: 0.49+0.13, n=17). Amint azt emlitettem, a sejteknek a
TRPV1 antagonista kapszazepinnel torténd elokezelése (10uM) meggatolta mind a
kapszaicinnel mind az anandamiddal kivaltott kalcium tranziensek keletkezését (5.43.

abra), ami azt mutatta, hogy mind a két TRPV1 agonista valéban csak a TRPV1
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aktivalasa utjan keresztiil fejti ki excitatorikus hatasat a tapfolyadékban ndvesztett
elsddleges érzod idegsejteken.

Annak vizsgdlatara, hogy az ACR ¢és COR sejtek mas fajban is

>

5.61. dbra. ACR és COR
tipusu patkdany
tapfolyadékban novesztett
elsodleges érzo idegsejtek
anandamid és kapszaicin
adagolassal kivaltott vilaszai.
(A) Egy ACR tipusu sejt
0 160 260 360 460 valaszai. (B) Egy COR l‘l’pI/tSI/Z
sejt valaszai. A regisztratumok
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5.62. abra. ACR és COR tipusu elsodleges érzd idegsejtek anandamid és
kapszaicin adagoldssal kivaltott vdlaszai egér tdapfolyadékban novesztett
elsidleges érzo idegsejteken. Bal oldali regisztratum: vad tipusu egeérbol iolalt
ACR tipusu sejt valaszai. Kozépso regisztratum: vad tipusu egérbol iolalt COR
tipusu sejt valaszai. Jonn oldali regisztratum: TRPV1 génhianyos egeérbdl iolalt
sejt valaszai. ANA: anandamid, CAP: kapszaicin, MO: mustar olja, ION:
ionomycin. A regisztratumok feletti vizszintes vonalak az adagolasok idejét jelzik
(Chen és munkatarsai, 2016).

készitett tapfolyadékban novesztett elsddleges érzdé idegsejteket hasznaltunk és
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mértiik az intracellularis kalcium koncentracidé valtozasat anandamid és kapszaicin
alkalmazas alatt. Ezek a kisérletek arra is alkalmasak voltak, hogy megerdsitsiik a
TRPV1 szerepét az anandamiddal és kapszaicinnel kivaltott valaszok 1étrejottében.

A vad tipusu sejtek koziil 136 valaszolt KCl-re (5.62. abra). Ezek koziil 54
sejt valaszolt kapszaicinre. Az ACR/COR sejt arany 37/17 volt, ami nem kiilonbdzott
a patkany sejteken mért ardnytol. Hasonloan a patkany sejtekhez, az egér ACR sejtek
is nagyobb amplitaddji valaszokat generaltak kapszaicin alkalmazéasa sordn (ACR:
2.09+0.13, n=37, COR: 0.81+0.17, n=17). Sem a kapszaicin, sem az anandamid nem

valtott ki valtozast az intracellularis kalcium koncentracioban a TRPV1 génhidnyos

>
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5.63. dabra. A rimonabant hatisa az ACR és COR sejtek ardnydra és a sejtek
anandamid és kapszaicin adagoldssal kivdlthato vdlaszaira. (A) Az ACR és COR
sejtek aranya rimonabant hianyaban és jelenlétében. (B) Az anandamid
adagolassal kivaltott valaszok maximalis amplitudoja rimonabant hianyaban és
jelenléteben. (C) A rimonabant hatasa a kapszaicin adagolassal kivaltott valszokra
ACR és COR tipusu elsodleges érzo idegsejtekben. (Chen és munkatarsai, 2016).

egerekbdl szarmazod sejtekben (5.62. dbra). Ezek az eredmények Gsszességiikben azt
mutattak, hogy mind a kapszaicin mind az anandamid excitatérikus hatdsa a TRPV1
aktivalasan keresztiil jon 1étre, de a sejtek valaszadd képessége alapjan a sejtek két
nagy csoportot alkotnak, a kapszaicinre és anandamidra valaszolo sejtek (ACR) és a
csak kapszaicinre valaszol6 sejtek (COR) csoportjara. Ezek az adatok azt is mutattak,

hogy a csak kapszaicinre érzékeny sejtekben a kapszaicinnel kivaltott véalaszok
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kisebbek mint a kapszaicinre és anandamidra is érzékeny sejtek kapszaicinnel
kivaltott vélaszai. Mivel a CBI1 receptor képes a TRPV1 valaszadd képességét
befolyasolni, kovetkezd kisérleteinkben a CB1 receptor szerepét vizsgaltuk a kétféle

sejt valaszaira.

5.8.1.2. A CB1 RECEPTOR SZEREPE ANANDAMID ES KAPSZAICIN
VALASZOKRA A TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEKBEN

Els6 kisérletiinkben ismét teljes sejtes fesziiltségzar technikat alkalmaztunk. A
sejtekbdl torténd elvezetés kozben a sejtekhez jutatott valamennyi puffer tartalmazta a
CBI1 receptor antagonista rimonabantot (200nM). A rimonabant nem valtoztatta meg
az ACR/COR sejtek aranyat (5.63. dbra). Ugyanakkor, a rimonabant szignifikdnsan
csokkentette az anandamiddal kivaltott &ramok amplitaddjat (5.63. é&bra). A
rimonabnat szintén szignifikdnsan csokkentette a kapszaicinnel kivaltott dramok
amplitadojat az ACR sejtekben (5.63. abra). A COR sejtek 4altal generalt
kapszaicinnel kivaltott aramokra a rimonabant azonban nem volt hatassal (5.63. abra).
Ezek az eredmények azt sugalltdk, hogy a CBI1 receptor szenzitizalo hatast fejt ki a
TRPV1 altal kozvetitett valaszokra az ACR sejtekben.

Annak megerdsitésére, hogy a CB1 receptor valdoban szenzitizald hatast fejt ki
a TRPVI altal kozvetitett valaszokra az ACR sejtekben, a kdvetkezd kisérletben
Biozzi ABH vad tipusu és Biozzi ABH CBI receptor génhidnyos egerekbdl izolalt
elsddleges érzd idegsejteken végeztiink intracellularis kalcium koncentracio mérést
(5.64. abra). Korabbi kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a vad tipustu Bizozzi
ABH egerek endokannabinoid rendszere jelentdsen eltér a C57BL6 egerek

endokannabinoid rendszerétdl, ezért mar a vad tipusu egér sejtek valaszainak az
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Osszehasonlitdsabol is jelentds kiilonbségeket vartunk. Valoban, az ACR COR sejtek
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5.64. dbra. A CBI receptor gén tiorlésének hatisa az ACR és COR sejtek
ardnydra és a sejtek anandamid és kapszaicin adagolassal kivalthato valaszaira.
(A) Az ACR és COR sejtek aranya vad tipusu (WT-CB1) és CBI génhianyos (CBI
") egerek elsédleges érzé idegsejtekben. (B) Az anandamid adagoldssal kivdltott
valaszok maximalis amplitiddja vad tipusii (WT-CB1) és CBI génhidnyos (CBI™").
(C) A CBI receptor gén torlesének hatdsa a kapszaicin adagolassal kivaltott
valszokra ACR és COR tipusu elsodleges érzo idegsejtekben. (Chen és
munkatarsai, 2016).

aranya (113/11) jelentésen kiilonbozott a C57BL6 egér sejteken talalt aranytol
(37/17). Ahogy azt varni lehetett, a CB1 génhidnyos egerekben jentdsen megndtt a
COR tipusu sejtek, mig jelentdsen lecsokkent az ACR tipusu sejtek szdma, anélkiil,
hogy a kapszaicinre valaszol6 sejtek ardnya az 6sszes KCl-re valaszolo sejtek kozott
megvaltozott volna (5.64. abra). A CB1 receptor kifejezddésének a hidnya szintén
jelentdsen csokkentette mind az anandamiddal kivaltott, mind a kapszaicinnel
kivaltott valaszok amplituddjat az ACR sejtekben (5.64. abra). A kapszaicinnel
kivaltott valaszok amplitudéja a COR sejtekben azonban nem valtozott. Ezek az
eredmények megerdsitették, hogy a CB1 receptor szenzitizal6 hatast fejt ki a TRPV1-
ra az ACR sejtekben. Ezek az eredmények azt is sugalltdk, hogy legalabb részben, a

CBI1 receptor hozzajarul az ACR és COR fenotipus kialakuldsédhoz.
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A CBI1 receptor szerepének tovabbi vizsgalatdhoz patkény elsédleges érzo

idegsejteken végeztiink intracellularis kalcium mérést €s vizsgaltuk a CB1 antagonista

rimonabant hatdsat az anandamid és kapszicin altal kivaltott kalcium tranziensekre.
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5.65. abra. A rimonabant hatisa a kapszaicin adagoldssal kivaltott kalcium
trangiensekre patkdny tapfolyadékban novesztett elsodleges érzd idegsejtekben.
(A) Kapszaicin adagolassal kivaltott deszenzitizacio egy ACR tipusu sejtben. (B)
Rimonabant hatasa a kapszaicinel kivaltott valaszra egy ACR tipusu sejtben. A
nyil a rimonabant gatlo hatasara mutat. (C) ACR tipusu sejtek kapszaicin
adagoldssal kivaltott atlagolt valaszai rimonabant hianyaban (fekete oszlopok) és
rimonabant jelenlétében (piros oszlopok). A csillagok és a $ jel az eléz6 valaszhoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget jeloli. (D) Kapszaicin adagoldssal kivaltott
deszenzitizacio egy COR tipusu sejtben. (E) Rimonabant hatdsa a kapszaicinel
kivaltott valaszra egy COR tipusu sejtben. (F) COR tipusu sejtek kapszaicin
adagoldssal kivaltott atlagolt valaszai rimonabant hianyaban (fekete oszlopok) és
rimonabant jelenlétében (piros oszlopok). A csillagok az elozo valaszhoz
viszonyitott szignifikans kiilonbséget jeloli. CAP: kapszaicin, A: anandamid,
RIMO: rimonabant. A regisztratumok feletti vizszintes vonalak az adagoldsok
idejét jelolik. A (C)-n és (F)-en a szamok a kapszaicin adagoldsok sorszamat

jelolik. (Chen és munkatarsai, 2016).

Mivel a kapszaicin deszenzitizaciot valt ki, a kontrol kisérletben ennek a

deszenzitizacidonak a mértéket

vizsgaltuk (5.65. abra). A harmadik kapszaicin

adagolas utan anandamid adagolassal vizsgaltuk a sejtek fenotipusat (5.65. dbra). A
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deszenzitizacid6 mértékét vizsgalva, azt talaltuk, hogy a COR neuronok nagyobb
deszenzitizaciot mutatnak mint az ACR sejtek (5.65. dbra). A rimonabant, amint el6z6
adatainkbol vérhaté volt, megndvelte a deszenzitizdci6 mértékét (5.65. abra).
Azonban ez a hatast csak az ACR sejtekben volt jelen (5.65. 4bra). Osszességében
ezek az eredmények azt mutattak, hogy a CB1 receptor csak az ACR neuronokban
van hatassal a TRPV1 altal kozvetitett valaszokra. Ennek a szelektivitasnak az egyik
lehetséges oka, hogy a CB1 receptor csak az ACR sejtekben fejezddik ki. Ennek
vizsgalatara a tapfolyadékban novesztett elsddleges érzé idegsejtek, a fenotipusuk
egyedi sejtes fesziiltségzar technikaval torténd meghatarozasa utan, CB1 receptor

kifejezddését vizsgaltuk egyes sejtes PCR-al.

5.8.1.3. A CB1 RECEPTOR KIFEJEZODESE AZ ACR ES COR FENOT{PUSU
TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT ELSODLEGES ERZO IDEGSEJITEKBEN
Osszesen 25 COR, 31 ACR és 20 anandamidra és kapszaicinre sem valaszlo
sejtet (NR) gyiijtottiink. Ezek koziil 10 COR, 11 ACR és 8 NR sejt PCR reakcidja
mutatta a kontrolként hasznalt GAPDH mRNS kifejezddését (5.66. abra). Ezeknek a
sejtek a CB1 mRNS kifejezddésének a vizsgalata azt mutatta, hogy a valamennyi
ACR, 8 COR ¢és 4 NR sejt fejezte ki a CBI1 receptort. Ezek az eredmények
megerdsitették korabbi adatainkat, hogy a TRPVI-t kifejezd elsddleges érzo
idegsejtek legnagyobb része kifejezi a CB1 receptort (Ahluwalia és munkatérsai,

2000).

141



dc_1608 18

A ACR COR NR

300bp

(32 10)
190

(@)
vy
-

HAdVvO
HAdvo
HAdVO

5.66. dabra. CB1 receptor mRNA kifejezodése ACR és COR tipusu patkany
tapfolyadékban novesztett elsodleges érzd idegsejteken. (4) CBl receptor és
GAPDH kifejezodése ACR, COR és sem anandamidra, sem kapszaicinra nem
valaszolo (NR) sejtekben. (B) A COR, ACR és NR sejtek CBI receptor mRNA
kifejezodese (zold kércikkelyek). (Chen és munkatarsai, 2016).

5.8.14. A CBl RECEPTOR ES TRPV! TERBELI ELRENDEZODESE AZ
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

A fenotipusosan jellemzett elsddleges érz6 idegsejtekbdl készitett PCR
eredményei megcafoltak azt a feltételezést, hogy az ACR és COR fenotipusokat a
CB1 receptor ACR sejteken torténd szelektiv kifejezddése hozza létre. Alternativ
lehetdségként a TRPV1 és a CB1 receptor térbeli elrendezddésének a kiilonbozdsége
allhat a két fenotipus létezése mogott. Ennek a lehetdségnek a vizsgalata mai
technikai lehetdségekkel direkt modon nem lehetséges. Azonban a CB1 receptor és
TRPV1 térbeli elrendezddésének vizsgélata és az esetlegesen fellelhetd kiilonb6zo
sejt tipusok gyakorisdganak statisztikai analizise, illetve ennek a gyakorisagnak az
ACR/COR sejtek aradnyaval valod Osszehasonlitdsa kozvetett bizonyitékul szolgéalhat

annak megerdsitésére, hogy a ACR és COR fenotipusok 1étézését valoban a TRPV1
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¢s CBI receptor kiilonboz6é térbeli elrendezddése okozhatja. Ezért kovetkezd

i

5.67. dbra. A CB1 receptor és TRPVI molekula kifejezédése patkany hatso gyoki
duc sejt membrdn protoplazmatikus felszinén. (A) Elszortan elhelyezkedo
molekulak egy sejt mebran protoplazmatikus (P-face) felszinén. (B) Csoportokba
rendezodott molekulak egy masik sejt membran protoplasmatikus felszinén. E-
face: extracellularis felszin. A nyilak TRPVI1 molekulakra mutatnak. A kettos
nyilak csoportokba rendezodott TRPVI moelkulakra mutatnak. A nyilhegyek CB1
receptor molekulakra mutatnak. A nyil és nyilhegy egyiittes a TRPVI1 és CBI
receptort tartalmazo csoportokra mutatnak. (Chen és munkatarsai, 2016).
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kisérletiinkben az SDS-emésztett fagyasztva tort replica modszer segitségével

5.68. dbra. TRPVI és
CBI1 receptor kifejezodése
patkany tdapfolyadékban
novesgtett elsodleges érzo
idegsejteken. (A1-3) A
CBI1 receptort alacsony
denzitasban kifejezo sejt.
(B1-3) A CBI receptort
magas denzitasban
kifejezo  sejt. (Chen és
munkatarsai, 2016).

vizsgaltuk a TRPV1 és CBI1 receptorok térbeli elrendez6dését a hatso gyoki ducbol
készitett metszeteken. Ezekben a kisérletekben csak azokat a membran darabokat
analizaltuk amelyek TRPV1 kifejez6dést mutattak.

Minden TRPV1 immunreaktivitidst mutatd membran darab mutatott CB1
receptor immunreaktivitast is (5.67. abra). Ahogy az varhatd volt az antitestek

jellemzdi alapjan mind a két immunreaktivitds csak a membran darabok

C D ‘ / /

antitesttel sem volt megfigyelheté (5.67. abra). A membran darabokon a CBI1

5.69. dbra. TRPVI és CBI
receptor kifejezodése patkany
hatso gyoki duc idegsejteken.
(A) TRPV1 kifejezodeés. (B) CB1
receptor kifejezodes. (C)
Magfesto DAPI. (D) Kombinalt
kép. (Chen és munkatarsai,
2016).

protoplazmikus felszinén
mutatkoztak  (5.67. dbra). A
membran  foltok  exoplazmas

felszinén immunreaktivitds egyik

receptor és a TRPV1 elrendezddése, eloszlasa feltiind kiilonbségeket mutatott (5.67.

abra). Mig egyes membran darabokon csak néhany izolalt molekula fejezddott ki,
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masokon a molekuldk magas denzitdsban fejezddtek ki. Ez a membran darabok

kozotti kiilonbség nem a receptoroknak a régionalis eloszlasi kiilonbsége miatt van,

hiszen ilyen kiilonbségeket az immunfluoreszcens vizsgalatokkal nem talaltunk (5.68.

€s 5.69. abra).

A TRPV1 molekuldk a membranon gyakran kettesével, harmasaval esetleg

...........
- .

protoplasmic
face

~12nm
~2nm

~54.5nm

..........
.’ *a
s .

5.70. dbra. Molekularis
tavolsdagok becslése. (A) A TRPV1
(kék) és CBI receptor (lila)
fehérje  komplexben —a  két
molekula és a molekuldk jelenlétét
jelzo  aranyszemcsék  (sarga)
lehtséges  tavolsdgai. (B) A
TRPV1 (kék) komplexben
(csatornaban) a négy TRPVI
molekula és a molekuldk jelenlétét
jelzo  aranyszemcsék  (sdrga)
lehtséges tavolsagai. Az IgG
molekuldkat a zoéld szin jeldli.
(Chen és munkatarsai, 2016).

négyesével helyezkedtek el. Az
aranyszemcsék kozotti tavolsag 10
¢s 55 nm kozott volt. Ez a tavolsag
megfelel az antigén-antitest-
aranyszemcse komplexek kozotti
tavolsagnak (5.70. abra) . Igy a

TRPV1 molekuldk  csoportokon

beliili elrendez6dése megfelel a

TRPV1 molekuldk homo- és heterotetramerekbe torténd rendezddésének. Ugyan a

legtobb CBI1 receptor a tobbi CB1 receptortdl illetve TRPV1-t6] latszolag fiiggetleniil

helyezkedett el a membranban, néhany nagyon kozel volt TRPV1 molekuldhoz vagy

TRPV1 molekula csoporthoz (5.67. ébra).
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TRPV1- CBI- TRPVI1- Number Number of
CB1 TRPV1 TRPV1 | Number of of CB1- TRPVI1-
No of Number Area of average | average | average TRPV1- TRPV1 TRPV1
membrane of CBl | Numberof | membrane | distance | distance | distance | CBI critical critical critical
patch receptors | TRPV1 | patch (um?) (nm) (nm) (nm) distances distances distances
1 10 14 1.8 202.9 152.7 199.9 0 0
2 5 8 1.3 305.5 215 276 1 1 1
3 152 97 6.2 95.7 1274 85.7 24 29 32
4 121 83 4 838 125.1 80.9 25 25 21
5 27 28 48 222.8 231.8 247.2 1 0 5
6 96 27 5.6 130.2 169.6 1749 7 26 5
7 35 21 46 189.5 259.8 179.8 2 14 7
8 62 83 45 164 109.7 116 6 14 28
9 16 16 59 317.6 399.4 308.4 0 0 3
10 40 38 3 160.7 1414 93.1 8 10 16
11 116 109 6.9 126.3 14255 95.5 16 17 33
12 74 64 5.6 146 1725 1269 10 8 11
13 357 104 6.4 57.1 93.6 126.8 57 108 19
14 85 52 5 138.5 230 177.5 15 10 7
15 79 21 45 82.6 159.6 340.1 8 16 0
16 67 47 7.8 162.6 185.2 1353 15 15 11
17 85 41 7.5 172.4 1929 243.7 5 13 4
18 95 52 79 152.1 206.9 176.4 16 18 9
19 75 21 39 105 238.2 2732 8 16 3
20 77 33 53 154.1 2204 235.7 10 12 6
21 119 36 1.8 87 228.6 204 10 11 |

5.1. tablazat. 21 membrdnfolt morfmetriai jellemzdje. (Chen és munkatarsai,
2016).

Huszonegy membran darab morfometria analizisét végeztiik el, amely sordn
megmértiik az egyes membran darabok feliiletét, megszamoltuk ez egyes membran
darabokon kifejez6d6 CB1 receptorokat és TRPV1 molekulékat, valamint megmértiik
minden molekuldnak a tobbi molekulatol vald tévolsdgat. Az analizissel szintén
meghataroztuk a CB1 receptor és TRPV1 kozotti kritikus tavolsdgok szamat. A
kritikus tavolsagot 54.5 nm-ben hatdroztuk meg. Azt feltételeztiik, hogy figyelembe
véve a CBI receptor, a TRPV1, az IgG és az aranyszemcsék méretét ez a tdvolsag
lehet a legnagyobb, amely megengedi, hogy a CBI1 receptor és TRPV1 kozvetlen
fehérje-fehérje kapcsolatot hozzon létre. Ezzel analdég moddon, meghatiroztuk a
TRPV1 — TRPVI kritikus tavolsagok szamat is, amelyet 56 nm-ben hataroztunk meg.
Azt feltételeztiik, hogy ez lehet a legnagyobb tavolsdg két TRPV1 kozott, amelyek
egy csatorna létrehozasaban vesznek részt. Az adatokat a 5.1. tablazat foglalja dssze.

A morfometriai adatok alapjdn statisztikai moddszert alkalmaztunk annak
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megallapitasara, hogy a membran darabok valoban kiilonboznek-e egymastdl, és ha
igen akkor a morfometriai adatok melyike fontos a csoportok elkiilonitésében. Erre
feladatra a fOkomponens elemzés (PCA) tiint a legalkalmasabb statisztikai
A modszernek.

Az elsé PCA a 21 membran
darabot 2 csoportra ¢és harom a

csoportoktol kiilonallo (9, 13, 15

. membran darab) membran darabra
B osztotta. A harom csoportba nem
5] . N oszthato membran  darabok

o 1T % e valamint a nem szignifikAnsnak

Lt

talalt valtoz6 (CB1 receptor ¢s
TRPV1 kozétti kritikus tavolsagok
szama) eltavolitasa utan a PCA

‘ ujabb futtatdsa 3 vezetd Osszetevot
@ TR-CB dist
04 TRIR crit @ TR-CB erit

talalt, amelyek a  csoportok
: T amen ' +wo  meghatirozasahoz ~ tobb  mint
4 80%/ban vettek részt (5.71. abra). A

o5 94 03 92 41 0 02 02 03 o4

ot feltételezhetd csoportosulas tovabbi

5.71. abra. A morfometria adatok fokomponens analizise. (A) Az ésszes adat
felhasznalasaval késziilt analizis. A piros nyilhegyek a harom csoprthoz latszolag
nem tarozo membranfoltra mutatnak. (B) A csoporthoz latszolag nem tartozo
membranfoltok és a nem szignifikans valtozok eltavolitisa utan kasziilt analizis.
(C) A kiilonbozo valtozok hozzajarulasa a csopotok elkiilonitéséhez. TR-CB dist:
TRPVI-CBI atlagos tavolsag, TR-TR dist: TRPVI-TRPVI atlagos tavolsag, CB-
TR dist: CBI-TRPVI atlagos tavolsag, TR-TR crit: TRPVI-TRPVI kritikus
tavolsag, TR-CBI crit: TRPVI-CBI kritikus tavolsdag, TR dens: TRPVI denzitas,
CB dens: CBI densitas. A kritikus tavolsag azt a maximalis tavolsagot jeloli,
emely mellet a molekuldk feltételezhetoen komplexet képeznek. (Chen és
munkatarsai, 2016).
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vizsgalatahoz a parcidlis legkisebb négyzetek diszkriminativ elemzést (PLSDA)
hasznaltuk, amely ismételten 3 6 Osszetevd €s 3 csoport jelenlétét mutatta (5.72. A és
B ébra). Ha a 3 csoport jellemzoéit vizsgaljuk és hasonlitjuk 6ssze, akkor az 5.72. B
abran sarga szinnel jelolt membran darabok 6 paramétere kiilonbozik szignifikansan a
pirossal jelolt membran darabok, illetve 3-al a lilaval jeldlt membran darabok
paramétereitdl. Ezen paraméterek kozott vannak a TRPV1 és CB1 receptorok kozotti
tavolsagok, illetve a TRPV1 és CB1 receptorok kozotti kritikus tavolsdgok szédma.
Mig a sargaval jelolt membran darabokon a TRPV1 és a CBI1 receptor kozotti
tavolsdgok nagyok és a kritikus tavolsagok szama alacsony, a pirossal és lilaval jelolt
membran darabokon 1évé TRPV1 és CB1 receptorok egymashoz kozel helyezkednek
el és a TRPV1 és CB1 receptorok kozotti kritikus tdvolsdgok szdma magas. A pirossal
¢s lilaval jelolt membran darabok 4 jellemzoben kiilonbdznek (5.72. E és F abra), a
TRPV1 denzitasban, a CB1 — TRPV1 tavolsdgban, a TRPV1 — TRPV1 tavolsagban,
valamint a TRPV1 — TRPVI1 kritikus tavolsdgok szamdban. Az els6 PCA
eredményeinek megfelelden, a CB1 receptor — TRPV1 kritikus tdvolsdgok szdma nem
kiilonbozott szignifikansan a membran darab csoportok kozott. Ezen adatok azt
mutattak, hogy a mig a sarga szinnel jelolt membran darabok a TRPVI1 és CBI1
receptor térbeli elrendezddésében, a pirossal €s lilaval jelolt membran darabok a
TRPV1 molekulak térbeli elrendezédésében kiilonboznek egymadastol. Mivel a
farmakologiai kisérleteink eredménye azt mutatta, hogy a CB1 receptor jelentsen
hozzajarul az ACR ¢és COR fenotipus létrejottéhez, igy a TRPVI térbeli
elrendezddésében kiilonb6zé membran darabokat egy csoportba soroltuk. Az igy
kapott két csoportban taldlhatd6 membran darabok szdma nem volt szignifikansan

kiilonboz6 a ACR és COR sejtek ardnyétdl. Osszességében ezek az eredmények azt
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sugalltdk, hogy a sarga szinnel jel6lt membran darabok COR, mig a pirossal és lilaval

jelolt membran darabok ACR sejtekbdl szarmazhattak.

“ rzx cum) B R e— 5.72. dabra. A morfometriai
i e , . N adatok parcidlis
o I P diskriminativ analizise. (4)
04 R F g és (B) Harom fokomponens
o 21 e er S hdarom csoportot kiilonit el.
01 b ’ (C) A valtozoknak  a

I 543241 t;'>11'1 23405 ctv.oprorfok ,?!kdl,é'nz'téséhez

c D tortend hozzajarulasa. (D) A

valtozok  fontossaga a

0.6 ™ i15fm. E 1.8

0al ovgmnen | *0 g 1o csop?rtok elk?ilé'nz’tésében.
LS . VR B 5 5 T I (E) és (F) A harom csoport
F o045 —] g80s atlagolt valtozoinak

021 1l §°% osszehasonlitdsa. TR-CB

BTN oou) 0.2 dist:  TRPVI-CBI atlagos

04 02 00 02 04 tavolsag,  TR-TR  dist:
TRPVI-TRPV1 atlagos
tavolsag, CB-TR dist: CBI-
oas TRPV1 atlagos tavolsag, TR-
030 TR crit: TRPVI-TRPVI

— ’ l kritikus tavolsag, TR-CBI

wi1]

2 g3yl

o
w
&
a
m m

250
200
150
100 |

o crit:  TRPVI-CBI kritikus
0.10 tavolsag, TR dens: TRPVI
008 denzitas, CB dens: CBI
densitas. CB-TR crit: CBI-
TRPVI kritikus tavolsag. A
kritikus  tavolsag azt a
maximalis tavolsagot jeloli,
emely mellet a molekulak
feltételezhetoen  komplexet
képeznek. (Chen és
munkatarsai, 2016).
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5.8.1.5. A CB1 RECEPTOR ES TRPV1 KOZVETLEN FEHERJE - FEHERJE
KAPCSOLATA AZ ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Az eredmény, hogy az elsddleges ¢érzé idegsejtekbdl szdrmazé membran
darabokon a CB1 receptor és a TRPV1 a kritikus tdvolsagon beliil helyezkedik el, arra
engedett kovetkeztetni, hogy a sejtek egy jelentds részében a CB1 receptor és a

TRPV1 kozvetlen fehérje — fehérje kapcsolatba keriil. Ennek a lehetdségnek a
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vizsgalatat immunprecipitaciot kovetd immunbloting modszerével vizsgaltuk (5.73.
abra). Az immunprecipitacidt két kiilonb6z0 mintan végeztiikk, az egyikben anti-
TRPV1, a masikban anti-CB1 receptor antitesttel. Az immunprecipitacioé utan végzett
immunblotok azt mutattak, hogy a sejtek legalabb egy részében a TRPV1 és a CB1

receptor valoban kozvetlen fehérje — fehérje kapcsolatot hoz létre (5.73. 4bra).

A 5.73. dbra. A TRPVI és a CBI
IP antibody  CB1 CB1 no receptor kifejezodése egy
IB antibody TRPV1 no TRPV1 molekularis komplexen beliil. (A)

130 kD ™ CB1 receptor antitestet hasznadlo

100 kD immunprecipitaciot  (IP)  kévetd
o5 kD TRPVI antitestet hasznalo

immunblot  (IB). (B) TRPVI
antitestet hasznadlo IP koveté CBI
antitestet hasznalo IB. (Chen és
B munkatarsai, 2016).

IP antibody TRPV1 TRPV1 no
IB antibody CB1 no CB1

55 kD

70 kD
55 kD

35kD
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5.9. AZ ANANDAMID TRPV1 ES CB1 RECEPTOR KOZVETITETT HATASOK
SZEREPE A PATKANY HUGYHOLYAG OSZZEHUZODASARA

Amint azt BEVEZETESBEN részletesen bemutattam, a fajdalomérzd
elsddleges idegsejtek a testi és zsigeri fajdalmak elinditasa és fenntartasa mellett
fontos szerepet jatszanak az iireges zsigerek Osszehuzddasanak szabalyozasaban is,
kiilondsen patologids koriilmények kozott. Ezért a CB1 receptor — TRPV1 —
anandamid funkciondlis kapcsolatait in vivo koriilmények kozott a hugyholyag

Osszehtizodasanak vizsgalataval végeztiik.

5.9.1. ANANDAMIDDAL KIVALTOTT HOLYAG AKTIVITAS FIZIOLOGIAS
KORULMENYEK KOZOTT
Jol ismert, hogy a TRPV1 aktivaldsa a holyag falaban fut6 elsédleges érzo

idegsejtek nyulvanyain a reflex kontrakciok szadmat szignifikdnsan megemeli

5:%0 5.74. abra. Exogén anandamid
= hatisa a patkany hugyhdlyag
é e 1nM ANA SPMANAIOpMANASOHMANAIOOp.MANA osszehuzodasara. (A) Az anandamid
g : ' hatasa a holyag osszehuzodasara
_% m M M_N ﬁ ﬂ )| A l AL cisztometrias — méréssel. (B) Az
E ol : ; i : : . | anandamid koncentracio-hatas
B 10 2 Time Ginuses) » “ | kapcsolata a hélyag dsszehizéddsdra
B rimonabant hianyaban (rombusz) és
T rimonabant jelenlétében (négyzet).
g - * u (Dinis és munkatdarsai, 2004b).
2w
H ol (Ishizuka és  munkatarsai, 1994).
- 107 10° 105 10+ .
log [anandamide] Anandamidnak (I - 100uM) a

hagyholyag peritonedlis felszinére torténd adagoldsa megemelte a holyag reflex
kontrakcié ferquencidjat (5.74. A 4dbra). Az anandamid excitatorikus hatdsa
koncentracio fiiggd volt (5.74. B abra). Az anandamid legalacsonyabb koncentracioja
ami szignifikansan megemelte az 6sszehuzddasok szamat S0uM volt (5.74. ébra). Az

anandamid azonban 100 uM mellett sem érte el a maximalis hatast (5.74. abra).
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Annak vizsgalatara, hogy az anandamid excitatorikus hatdsa valoban a TRPV1
aktivalasa utjan jon létre, kétféle modon vizsgaltuk. Elészor, az elsd anandamid
adagolas utan a holyagra a TRPV1 antagonista kapszazepint adagoltuk és vizsgaltuk,
hogy a masodik anandamid adagolds képes-e a kapszazepin jelenlétében frequencia
novekedést kivaltani. Amint varhatd volt, a kapszazepin meggatolta az anandamid
frequencia noveld hatasat (5.75. A abra). A masodik kisérletben, a holyagokat RTX-el
elokezeltiik 24 ordval az anandamid adagolas elétt. Ez az elékezelés ismert modon a
TRPV1 deszenzitizalasa és/vagy a TRPV1-t kifejez6 idegrostok degeneracidja révén
meggatolja a TRPV1 aktivatorok frequencia noveld hatdsat (Craft és munkatarsai,
1995; Dinis és munkatarsai, 2004a). Ahogy azt a anandamid in vitro kisérletekben
megfigyelt TRPV1 aktivalo hatasa, illetve a kapszazepinnek az anandamid freqvencia
novelésre gyakorolt gatld hatdsa alapjan varni lehetett, az RTX-al eldkezelt

holyagokon az anandamid nem okozott freqvencia novekedést (5.75. B abra.).

5.75. dbra. Az anandamid indukadlt
patkany holyag aktivitas novekedés
A farmakologidja. (4) Kapszazepin hatdsa
az anandamid altal kivaltott holyag
osszehuzodds novekedésére. (B) RTX
elokezelés hatdsa az anandamid altal
kivaltott holyag osszehuzodds

* %k
\ I novekedeéseére. (Dinis és munkatarsai,
0

Saline  50uM ANA 50uM ANA . Saline 50uM ANA 2004b).
50uM CPZ
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Ezek az adatok azt mutattdk, hogy egyetértésben az in vitro kisérletek

adataival, az anandamid a TRPV1 aktivadlasa utjan excitatorikus hatést valt ki a

A

5.76. dabra. Az RTX és anandamid
hatisa a TRPVI deszenzitizdacidjara a
patkdany hugyhdolyagban. (A) RTX hatdsa
a TRPVI deszenzitizaciojara.  (B)

MM JULMM JJMJMM M M Anandamid hatasa a TRPVI

=)
S

Saline  50nM RTX saline 50nM RTX

Intrvesical pressure (cm H,0)

deszenzitizaciojara. (C) Elsé (bal fekete
Tiooe smiagiss) oszlop) és masodik (jobb fekete oszlop)
anandamide adagolads atalgolt hatasa a
holyag  oOsszehuzodas  frekvencidjara.
(Dinis és munkatarsai, 2004b).

,U.Ulm UL LUMJ‘LM,’W.W higyholyagban, ami a reflex

Saline 50uM ANA saline 50uM ANA

Intrvesical pressure (cm H,0)

20 60

C Time {minutes) 0sszehuzodasok freqvenciajanak a
» 1.00 * ¥ . ;o 1.

novekedésében nyilvanul meg. Ezzel
0.75
0.50 Osszhangban, 50nM RTX adagolds a

0.25

Bladder contractions/minut

patkany hugyholyag peritonedlis felszinére

Saline 50uM ANA Saline 50uM ANA

megemelte reflex kontrakcio freqvencidjat (5.76. A. abra). Ugyanakkor, amig a RTX
30 perccel késdbb megismételt adagolasa, a TRPV1 deszenzitizacidja miatt, nem
okozott freqvencia ndvekedést, az anandamid hasonlé applikacidja az elsd
adagolashoz hasonl6 freqvencia ndvekedést valtott ki (5.76. B és C 4bra).

A TRPV1 aktivalasa akar kapszaicinnel vagy anandamiddal fajdalomérzés
kialakulasahoz vezet (Simone és munkatarsai, 1987; Simone és munkatarsai, 1989;
Potenzieri és munkatarsai, 2009). Ennek a fajdalomérzés kialakulasanak egyik els6
komponense a gerincveldi sejtek nociceptiv ingeriilet feldolgozasanak a novekedése,
amely a sejtekben egy sor biokémiai valtozassal jar. Ezen valtozasok egyike egy
proto-onkogén, a cFos kifejezddésének a megemelkedése (Hunt és munkatarsai, 1987,
Birder és munkatarsai, 1991; Birder és de Groat, 1992b; Birder és de Groat, 1992a;
Birder és de Groat, 1993; Cruz ¢és munkatarsai, 1994). Ezért a kovetkezo

kisérletiinkben, az anandamid hatésat vizsgaltuk a gerincvel6i cFos kifejezddésére.
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Fiziologias sooldat holyagba juttatdsa a gerincvelOben 51.5+7.8 sejt/metszet
(n=4) cFos immupozitivitast eredményezett (5.77. A és C abra). A cFos-t kifejezd
sejtek els@sorban a lamina I-ben, az intermediolateralis sziirke 4lloméanyban illetve a
commissura dorsalis-ban voltak (5.77. A abra). Anandamidnak (50uM) a holyagba

juttatasa jelentésen megemelte a cFos-t kifejezd sejtek szamat (79.5+4.7 sejt metszet

A L 5.77. abra. Intravesicalis anandamid
- K T hatisa  patkiany  gerincvelé  cFos
F.o : . | kifejezddésre. (4) Intravesicalis
£ L < | fizioldgids sé hatdsa a gerincveldi cFos
kifejezodesere. (B) Intravesicalis

anandamid hatasa a gerincveloi cFos
kifejezodeésre. (C)  Gerincvedi  cFos
kifejezodes kiilonbozo kezelések hatasara.
(Dinis és munkatarsai, 2004b).

(n=4), 5.77. B és C abra). A cFos-t kifejezd
B R — sejtek térbeli megoszlasa hasonld volt a

. . % sboldattal kivéltott cFos-t kifejezé sejtek

. \"

elhelyezkedéséhez (5.77. B abra).
Kapszazepin  adagolas  illetve = RTX
elokezelés teljes mértékben meggatolta az

anandamid cFos kifejez6dést okoz6 hatdsat

A

(5.77. C abra).
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Number of Fos positive cells

Saline 50pM ANA 50uM ANA 50uM ANA
50uM CPZ  pre-RTX

59.2. AZ ANANDAMID SZEREPE A HOLYAG AKTIVITAS

SZABALYOZASABAN GYULLADASOS KORULMENYEK KOZOTT
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A TRPVI szerepe a holyag gyulladas két f6 tiinetének, a holyag fokozott
Osszehtizodaséanak, illetve a holyag fajdalméanak a kialakulasaban jol dokumentalt
(Avelino és Cruz, 2006; Cruz és Dinis, 2007; Holzer és Izzo, 2014; Charrua ¢és
munkatérsai, 2007; Charrua és munkatarsai, 2009a; Kitagawa és munkatérsai, 2013).

De mi aktivalhatja a TRPV1-t cystitisban? Amint azt a bevezetésben bemutattam, a

A 5.78. dbra. A ciklofoszfamid indukalt
§1oooo / hl?gyh(flyag gyulladas .hattisa a lzatktiny
.§ 6000 hugyholyag anandamid tartalmdra. (4)
E Exogén anandamidot tartalmazo (spiked)
< 2000 naive  holyaghol  szarmazo — minta
1 2 3 4 5 ¢ folyadék kromatogrdfias-
B minutes tomegspektrométerrel kapott
810000 kromatogramja. A nyil az anandamid
g okozta (rt: 6.173 perc, M: 348.3) csucsra
g 6000 / mutat. (B) N aive holyagbol szarmazo
8 2000 minta folyadék kromatogrdfias-
Reeasooss nazae caty tomegspektrométerrel kapott
i 2 % mi:utess G kromatogramja. A nyil az anandamid
C okozta csucsra mutat. (C) Gyulladt
810000 holyagbol —szarmazo minta folyadék
-§ 6000 / kromatogrdfias-tomegspektrométerrel
_§ — kapott  kromatogramja. A nyil az
anandamid okozta csucsra mutat. (D)
1 2 3 4 5 6 Naive és ciklofoszfamid injectalt patkany
D minutes " hugyholyagok  anandamid  tartalma.
- (Dinis és munkatarsai, 2004b).
=60 —{ « gyulladdsos mediatorok nagy része, a sajat
23
§ ﬁ 50 - * % T receptoran keresztiil olyan intracellularis
o E, -
§§° 40 jelzorendszerek aktivitasat inditja el,
g8 o
< &30 ] amelyek a TRPV1 hokiiszobét a

control 4 24 72 192

Hours
mig a TRPV1 antagonsitdk jelentésen csokkentik a holyag gyulladdsos

testhdmérséklet ala csokkentik. Azonban,

hiperaktivitasat, illetve a gerincvelébe jutd fajdalominformacidé mennyiségét
(Kitagawa ¢és munkatdrsai, 2013; Charrua ¢és munkatarsai, 2007; Charrua és

munkatarsai, 2009a), kevésbé hatékonyak a TRPV1 fijdalmas hdingerrel torténd
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aktivitasanak a csokkentésére (Nagy ¢és Rang, 1999b; Kitagawa és munkatarsai,
2012). igy felevtddik annak alehetésége, hogy a TRPV1 aktivalasahoz egy endogén
ligand is hozzajarul. E16z6 kisérletiink eredménye egyértelmiien bizonyitotta, hogy az
anandamid a TRPV1 aktivalasan keresztill megemeli mind a hdlyag motoros
aktivitasat, mind a gerincveldi nociceptiv bemenet mértékét. igy adotott a feltevés,
hogy a TRPVI-t aktivald6 endogén ligand az anandamid lehet. Ezért kovetkezd

kisérletiinkben dsszehasonlitottuk a naiv és gyulladt hugyholyag anandamid tartalmat.

>
=

A gyulladast intraperitonealis

g
3

Saline  50uM CPZ Saline Saline  10uM CPZ 50uM CPZ

, 5.79. abra. A kapszazepin hatdisa a
WAL WMMWMMMMUMWM patkdny hiigyholyag motors
e i 0 0wl | aktivitasara. (A) és (C) A kapszazepin
hatasa a naive patkany hugyholyag
motors aktivitasara. (B) és (D) A
. . kapszazepin hatdsa a ciklofoszfamid
injektalt patkany hugyholyag motors
aktivitasara. CPZ: kapszazepin. (Dinis
és munkatarsai, 2004b).
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Number of bladder contractions/minute
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ciklofoszfamid injekcidval valtottuk ki (Cox, 1979). A ciklofoszfamid injekcid
jelentdsen megemelte a holyag anandamide tartalmat (5.78. abra). Ez a ndvekedés
legalabb 8 napig tartott (5.78. abra).

A ciklofoszfamid injekcid, amint azt varni lehetett, jelentdsen megemelte a

K 5.80. dbra. A rimonabant hatisa a gyulladt

hugyhdlyag  osszehuzoddas  frekvencidjdara.
SRI141716A: rimonabant. (Dinis és

| MWMWMM@MM WL\U munkatdrsai, 2004b).

holyag motoros  aktivitasat is, amit a

Saline SR141716A

Intrvesical pressure (cm H,0)

|
0 40
Time (minutes)

cisztometrogramokon a 0sszehtizodasok frekvenciajanak a megnovekedése is mutatott
(5.79. abra). Mig a kapszazepin ezt a hiperaktivitast jelentésen csokkentette, a naiv

holyag aktivitdsdra nem volt hatdssal (5.79. dbra). Ez az eredmény megerdsitette,
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hogy egy ligand, pl az anandamid TRPV1-hoz torténd kotddése jelentdsen
hozzajarulhat a gyulladt holyag hiperaktivitdsanak a kialakuldséhoz.

A CBI receptor szerepének a vizsgalatahoz rimonabanttal kezeltiik a gyulladt
holyagot (5.80. dabra). A rimonabant kezelés nem véltoztatta meg a
holyagdsszehuizodasok frekvencidjat, ami arra utal, hogy a gyulladéas soran keletkezett

A

100

5.81. dbra. A palmitoylisopropylamide
(PIA) hatisa a patkany hugyhdlyag
Seline Selie Sl e motors aktivitisdra. (4) és (B) A PIA
hatasa a naive patkany hugyhdlyag

HHJ | ‘H “ f l | H “mm motors aktivitasara. (C) A kapszazepin

. ” ” P " o | hatésa a PIA altal  okozott
b - holyagossehuzodas [frekvencia

C novekedésére. (D) A PIA hatdasa a
ciklofoszfamid injektalt patkany
hugyholyag motors aktivitasara. CPZ:

kapszazepin. (Dinis és munkatarsai,
l 2004b).
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10 1 1 1
10 20 30 40 50 60
Time (minutes)

CB1 receptoron keresztiil 1étrejott TRPV1 szenzitizald hatas teljes mértékben

CB1 receptoron keresztiil 1étrejott, tobbek

Intrvesical pressure (cmH,0)

kozott TRPV1 gatld hatast az ugyancsak a

kompenzaélta. Egy alternativ lehetdség, hogy a gyulladas soran keletkezett anandamid
nem elegendd, pl a CBIl receptor lehetséges poszt-transzlacios valtozasa miatti
anandamid affinitds csokkenés miatt, a CB1 receptor aktivaldsara. Ezért utolsod
kisérletiinkben, az endogén anandamid szint tovabbi emelésének a hatdsat vizsgaltuk
(5.81. abra).

A FAAH gatlo palmitoylisopropylamide (PIA) adagoldasa a hdlyaghoz, a
holyagosszehtizodasok frekvencidjat fokozatosan és jelentés mértékben megemelte
(5.81. A és B abra). Ezt a novekedést a TRPV1 aktivalasa kozvetitette, hiszen a

novekedést a kapszazepin teljes mértékben gatolni tudta (5.81. C 4bra). A PIA hatésa
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a naiv hodlyagon Osszhangban van a FAAH anandamid hidrolizisben betoltott
szerepével, illetve az anandamidnak a holyag motoros aktivitasara kifejtett hatasaval.
A PIA adagolés a gyulladt hélyagon is excitacids hatast valtott ki, a gyulladt holyagok
a PIA adagolasra tetanuszos Osszehuzodéssal valaszoltak (5.81. D ébra). Ez az
eredmény azt sugallja, hogy az anandamid, akéar exogén akéar endogén, nem alkalmas

a gyulladt holyag 6sszehuzddas frekvenciajanak a csokkentésére.
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6. AZ ERDMENYEK ES AZOK JELENTOSEGENEK MEGBESZELESE

6.1. AZ ERTEKEZESBEN BEMUTATOTT EREDMENYEK ALTALANOS
JELENTOSEGE

A jelen értekezés tudomanyos munkam azon részét foglalja 0ssze, amelyben
munkatarsaimmal arra a kérdésre kerestiik a valaszt, hogy az endovanilloid és
endokannabinoid rendszerek hogyan szabalyozzdk a fajdalomérzé elsddleges érzd
idegsejtek aktivitdsat és érzékenységét. Ennek a kérdésnek a megvalaszolasa, az
idegsejtek jelz6 mechanizmusainak jobb megértése mellett, azért is fontos, mert (i) a
fajdalomérzo elsddleges érzd idegsejtek kulcsszerepet jatszanak a periférids szovetek
patologias folyamatait kiséré fajdalmak 1étrejottében (Almeida és munkatarsai, 2004;
Gangadharan és Kuner, 2013; Nagy, 2004; Nagy, 2003; Laycock és munkatérsai,
2013; Woolf és Costigan, 1999; Woolf és Salter, 2000; Ji és Woolf, 2001; Muir és
Woolf, 2001; Scholz és Woolf, 2002; Woolf, 2004; Wang és munkatarsai, 2006;
Woolf és Ma, 2007; Woolf, 2010), (i) az endovanilloid és az endokannabinoid
rendszerek is fontos szerepet jatszanak a periférids szovetek patologids folyamatait
kisérd fajdalmak létrejottében (Caterina és munkatarsai, 2000; Davis és munkatarsai,
2000; Calignano ¢és munkatarsai, 1998; Kress és Kuner, 2009; Clapper és
munkatarsai, 2010), illetve (iii) a fajdalomérzo elsddleges érzd idegsejtek kiemelt
helyzetben vannak mint a fajdalomesillaptok célmolekuldit kifejezd sejtek, hiszen
ezen idegsejtek a vér-agy gaton kiviil helyezkednek el, igy a gyogyszer molekulak
vér-agy gaton torténd atjutasanak a megakadalyozasaval az idegrendszeri eredetli nem
kivanatos mellékhatasok elkeriilhetéek. Ezen meggondolasok alapjan, munkéankkal
arra a kérdésre is kerestiik a valaszt, hogy az endovanilloid és/vagy az

endokannabinoid rendszereknek a fajdalomérzé elsddleges érzd idegsejteken
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kifejez6d6 egyes molekuldi hasznalhatok-e ) tipusu fajdalomcsokkentok
hatéanyaganak a célmolekuléiként.

Uj tipusti fajdalomcsillapitok kifejlesztése, amelyek képesek hatisosan
csokkenteni a periférids szovetek patologias folyamataihoz kapcsolodo fajdalmakat,
egyike a legfontosabb gyogyszerfejlesztési tevékenységnek. A periférids szdvetek
patologias folyamataihoz kapcsolodd fajdalmak a patologias folyamatokat
végigkisérik, igy akar éveken, évtizedeken keresztiil jelentdsen csokkentik a betegek
¢letmindségét. A kiilonbozd szdmitasok alapjan ugy vélik, hogy a lakossag 20%-a
¢lhet hosszantartd kronikus fajdalmakkal (Breivik és munkatarsai, 2006; Price és
Gold, 2017). A betegek nehezen csillapithaté hosszantartd/kronikus fajdalmai a
betegek felesleges szenvedése mellett  jelentds anyagi terhet jelentenek az
egészségligyi €s szocialis ellatd rendszereknek, az egyes orszdgok gazdasagainak és
végsd soron az egész tarsadalomnak (Breivik és munkatarsai, 20006).

A munkank soran az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek szerepét a
fajdalomérzd elsddleges ¢érz6 idegsejtek aktivitdsa szabalyozasaban egyiittesen
vizsgaltuk. Ezt az egyiittes vizsgalatot a két rendszer egyes komponenseinek
nagymértéki atfedése teszi sziikségessé (Sousa-Valente és munkatarsai, 2014a; Nagy
¢s munkatarsai, 2009b; Nagy és munkatarsai, 2014; Di Marzo és munkatarsai, 2001;
Di Marzo és munkatarsai, 2002; Van Der Stelt és Di Marzo, 2004; Starowicz és
munkatarsai, 2007; Starowicz és munkatarsai, 2008; Szoke és munkatarsai, 2010;
Starowicz és Przewlocka, 2012). Ezek az atfedések oly mértékiiek, hogy egyes
szerzOk az atfedések alapjan a TRPV1 valamint CB1 és CB2 receptorokat ugyannak a
rendszernek az ionotrép €és metebotrop receptorainak tekintik (Di Marzo és De
Petrocellis, 2012; Caterina, 2014; De Petrocellis és munkatarsai, 2017). Ezek az

atfedések nem csak az elsddleges érz6 idegsejtekben, hanem szdmos mas
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sejtben/szovetekben is kimutathatoak (Golech és munkatarsai, 2004; Cristino és
munkatarsai, 2006; Avraham ¢és munkatarsai, 2010; Mohammadi-Farani ¢és
munkatarsai, 2010; Pan és munkatarsai, 2011; Casarotto és munkatarsai, 2012;
Fogaca ¢s munkatdrsai, 2012; Uliana ¢s munkatarsai, 2016; Cui és munkatarsai,
2018). Ezen meggondolés alapjan az endovanilloid és endokannabinoid rendszereket
elvédlaszthathatatlanoknak tartom, és ugy gondolom, hogy az endovanilloid és
endokannabinoid rendszerek szerepét valamennyi fizioldgias és patologias

folyamatban egyiitt kell(ene) vizsgalni.

6.2. AZ ENDOVANILLOID ES ENDOKANNABINOID REDSZEREK SZAMOS
ELEME KIFEJEZODIK A FAJDALOMERZO ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEK EGY JELENTOS RESZEBEN

Munkéank sordn megvizsgaltuk az endovanilloid ¢és endokannabinoid
rendszerek egyes elemeinek a kifejezddését mind intakt hats6é gyoki duc idegsejteken,
mind tapfolyadékban novesztett elsddleges ¢érzé idegsejteken. Ezeknek a
vizsgalatoknak az eredményei azt mutattadk, hogy az elsddleges érz6 idegsejtek egy
nagy csoportja, mind a két esetben, az endovanilloid és endokannabinoid rendszerek
szamos elemét kifejezi. Eredményeink azt is megmutattak, hogy az intakt hats6 gyoki
duc idegsejtekben és a tapfolyadékban novesztett elsdédleges érzé idegsejtekben az
endovanilloid és endokannabinoid rendszerekhez tartozé molekuldk kifejezdédésének
jellemzdi hasonléak de nem azonosak. Igy, ugyan az intakt ganglionban és a
tapfolyadékban novesztett TRPV1 immunopozitiv sejtek ardnya nem kiilonbozik
lényegesen, a sejt kultiraban taldlt TRPV1 immunpozitiv sejtek atlagos feliilete
kisebb, mint a hats6 gyoki ducdban talalt TRPV1 immunpozitiv sejtek atlagos

feliilete. Ugyanakkor, a CB1 receptort kifejezd sejtek a sejtkulturdkban magasabb
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aranyban talalhatok meg (~60%) mint az intakt hatsé gyoki ducban (~35%). Ezzel
parhuzamosan, a CB1 receptor immunpozitiv hatsd6 gyoki duc idegsejtek atlagos
feliilete mintegy 50%-al nagyobb mint a sejtkultiraban talalt CB1 receptort kifejezd
sejtek atlagos feliilete. Hasonl6an a TRPV1 kifejezddéséhez, a tapfolyadékban torténd
ndvesztés nem okoz Iényeges valtozast a FAAH-t kifejezé sejtek ardnyaban.
Azonban, hasonléan a CB1 receptort és a TRPVI1-t kifejezd sejtekhez, a FAAH-t
kifejezd sejtek is kisebbek a tapfolyadékban torténd ndvesztés utdn mint az intakt
hats6 gyoki ducban.

6.1. tablazat. Az anandamid szintetizalo enzimek kifejezodése intakt hdtso gyoki duc

idegsejtekben illetve tapfolyadékban novesztett elsodleges érzo idegsejtekben.

Kulttra Intakt

arany arany
NAPE-PLD Nem vizsgalt | 24.8 1.3
GDE1 40.27 9.94 24326
Inpp5 44.11.9 3051.6
ABHd4 29.81.9 Nem

kimutathat6

PTPn22 58.43 10.04 22.7.1.8
sPLA2G1b Nem Nem

kimutathat6 kimutathat6

A anandamidot szintetizald enzimek vizsgalatakor, mig az Osszes ma ismert
enzim RNS kifejezddését kimutattuk, immunfetéssel csak a négy kalciumra nem
érzékeny enzim kifejez6dését tudtuk vizsgdlni a tapfolyadékban ndvesztett sejteken.

Ezen kiviil adatokat nyertiink a NAPE-PLD kifejez6désérdl a hatso gyoki diicban. Az
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értekezés EREDMENYEK fejezetében nem keriilt leirasra a kalciumra nem érzékeny
szintetizal6 enzimek hatso gyoki ducban talalt kifejezodése, mivel ezek az adatok az
értekezés megirasanak idejében még nem kertiltek kozlésre. Azonban a nem kozolt és
kozolt adatok dsszehasonlitasa (6.1. tablazat) azt mutatja, hogy a sejtkultira készitése
jelentésen megemelheti az enzimek kifejezodését (6.1 tablazat).

A munkank soran vizsgalt endokannabinoid és endovanilloid rendszerek
elemei koziil a TRPV1, CBI receptor, FAAH és NAPE-PLD kifejez6dését vizsgaltak
mas laboratériumokban. A TRPV1 kifejezddést mutatd sejtek ardnyéara vonatkozdan
egyetértés mutatkozik a kiillonbozé laboratériumbol szarmazé eredményekben, a
legtobb vizsgalat a sejtek 40%-ban mutatta ki a receptor kifejezddését (Michael és
Priestley, 1999; Tominaga és munkatarsai, 1998; Guo és munkatarsai, 1999).

A CBI1 receptort kifejezd sejtek aranydban az eldz6 kisérletek eredményei mar
kevesebb egyetértést mutatnak, hiszen a CB1 receptort kifejezd sejtek aranyat az
Osszes sejt 1/4-e és 90%-a kozott talaltak (Hohmann és Herkenham, 1999; Khasabova
¢s munkatarsai, 2002; Bridges ¢s munkatarsai, 2003; Price és munkatarsai, 2003;
Binzen és munkatarsai, 2006; Agarwal és munkatarsai, 2007; Zhang és munkatarsai,
2007; Mitrirattanakul és munkatéarsai, 2006). Ilyen jelentds kiilonbséget egyrészt az
immunpozitiv és immunnegativ sejtek elvalasztdsanak modszere, de legfoképpen az
CB1 receptor ellenes antitestek specificitdsa magyardzhat, hiszen a receptor
kiilonbozd részei ellen termelt antitestek nagy valdszinliséggel a kiilonb6zo
molekularis formatumban (monomérek, homomultimérek vagy heteromultimérek)
kifejez6d6 receptorokat ismerik fel. Igy feltételezziik, hogy az altalunk leirt CB1
receptor kifejezddés kevesebb, mint a azoknak a sejteknek az 6sszes szdma, amelyek
valamilyen formdban kifejezik ezt a molekulat. Ennek a meggondolasnak az alapjén,

az intakt hatsé gyoki ducban és a tidpfolyadékban novesztett elsddleges érzo
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idegsejtekben talalt kifejez6dés mértéke kozotti kiilonbség interpretacidja is
mérsékletet kovetel, hiszen a kétféle prepardtumban nem ugyanazt az antitestet
hasznaltuk. Ennek ellenére, mivel a sejtkultura készitése kozben a sejtek elveszitik
nyulvanyukat valamint a sejtek kdrnyezete jelentésen megvaltozik, a kifejezddés
mértéke illetve a kifejez6dd receptorok molekularis megjelenése is jelentOsen
valtozhat. Ha 1éteznek ilyen véltozasok, azokat azonban az NGF illetve GDNF nagy
valosziniiséggel nem befolyasolja, hiszen a sejtkulturdban ennek a két novekedési
faktornak a jelenléte nem valtoztatta meg a CB1 receptort kifejezd sejtek aranyat.

FAAH immunpozitivitdst mind az intakt hats6 gyoki ducban mint a
sejtkultiraban az Gsszes sejtnek kb 1/3 mutatott. A FAAH kifejez6dés részletes
leirasat mas laboratoriumokban nem végezték el, igy jelenleg eredményeinket nem
tudjuk masok munkéjaval 6sszehasonlitani. A szintetizalé enzimek kifejezddését sem
vizsgaltak részletesen a mi laboratoriumunkon kiviil. Ezért, a FAAH-hoz hasonldan, a
szintetizalo enzimek kifejez6dését sem tudjuk masok adataival 6sszevetni. A TRPV1-
t és a CBI receptort kifejezddését laborardriumokban is a kis sejtekben irtak le
(Michael és Priestley, 1999; Tominaga és munkatérsai, 1998; Guo és munkatérsai,
1999; Khasabova és munkatarsai, 2002; Hohmann és Herkenham, 1999; Price és
munkatarsai, 2003; Binzen és munkatarsai, 2006; Agarwal és munkatarsai, 2007;
Zhang és munkatarsai, 2007; Mitrirattanakul és munkatarsai, 2006).

Fontos megjegyezni, hogy az elsddleges érzd idegsejtek testén kifejez6do, az
endovanilloid és endokannabinoid rendszerekhez tartozé molekulak a sejtek periférias
¢s gerincveldi nytlvanyain is kifejezdnek. Az endovanilloid és endokannabinoid
rendszerek egyes molekuldinak esetleges fajdalomcsillapité célmolekulaként vald

felhaszndlasara vonatkozodan szintén fontos megjegyezni, hogy az idegsejteken kiviil,
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a két rendszer egyes molekuldi mas sejtek is kifejezddhetnek (pl. a TRPVI az

urotélium sejteken).

6.3. A FAIDALOMERZO ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEK KIFEJEZODO
ENDOVANILLOID ES ENDOKANNABINOID MOLEKULAK
MUKODOKEPESEK

A munkank sordn gyijtott adatok egyértelmiien mutatjdk, hogy az
endovanilloid és endokannabinoid rendszerek egyes, a hats6 gyoki idegsejteken
kifejez6d6 elemei, funkcionalisak. Igy, a TRPV1 szelektiv és specifikus agonista
kapszaicin a vizsgalt sejteknek kb 1/3 ban — 40%-ban indukalt membran aramokat
vagy indukalt kobalt felhalmozodast, mig a sejtek mintegy felében — 2/3-ban emelte
Rang, 1999a; Nagy ¢és Rang, 1999b; Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Sathianathan és
munkatarsai, 2003; Singh Tahim és munkatarsai, 2005; Mahmud és munkatarsai,
2009; Soneji ¢és munkatarsai, 2010; White ¢és munkatarsai, 2011a; Nagy ¢és
munkatarsai, 1993). Ezek a valaszok koncentracio fiiggbek és a TRPVI1
antagonsitaval gatolhatok. Tovabba, a kapszaicin a TRPV1 génhidnyos egerekbdl
szarmazd elsddleges ¢érzd idegsejtekben nem okoz semmilyen hatast (Varga és
munkatarsai, 2014; Chen ¢és munkatarsai, 2016). Ezek az adatok hasonloak
nagyszamu mas laboratoriumbol szarmazo adatokkal.

Azonban, mig a kapszaicin altal kivaltott aramokat mutato illetve a kobaltot
felhalmozd sejtek aranya alacsonyabb, a megemelkedett kalcium koncentracioval
véalaszold sejtek ardnya magasabb, mint a TRPV1 immunpozitiv tapfolyadékban
novesztett sejtek aranya (Ahluwalia ¢és munkatarsai, 2002a; Sathianathan ¢és

munkatarsai, 2003; Lever és munkatarsai, 2009; Ahluwalia és munkatarsai, 2000;
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Ahluwalia és munkatarsai, 2002b; Baiou ¢és munkatarsai, 2007; Sousa-Valente és
munkatarsai, 2017). Ezeknek a kiilonbségnek a hatterében részben a médszerek eltérd
érzékenysége is meghuzddhat. Azonban azt a lehetdséget is szamitasba kell venniink,
hogy a kapszaicin indirekt modon is aktivalhatja a sejteket, ugyanis a TRPV1
aktivalasa a sejtekbdl transzmitter felszabaduldst valt ki (pl. (Ahluwalia és
munkatarsai, 2003a)). Ezeknek a transzmittereknek egy része, mint a glutamat, CGRP
vagy SP egyes sejteken képesek depolarizaciot kivaltani, igy a fesziiltségfiiggd
csatorndkat aktivalni (Roosterman és munkatarsai, 2006; Geppetti és munkatérsai,
2008; Sorkin és munkatarsai, 2018; Nagy, 2004; Nagy ¢és Rice, 2003; Laycock és
munkatarsai, 2013; Gangadharan és Kuner, 2013). Mivel a fesziiltségfiiggd kalcium
csatorndk nem atjarhatéak a kobalt szamadra, illetve a teljes sejtes fesziiltség kapcsolt
mérések sordn a membran potencidl nem valtozik, ez az indirekt aktivalas rejtve
maradhat az ezekkel a moddszerekkel végzett mérésekkel sordn, mig a kalcium
bedramlas mérésekor a valaszt mutatd sejtek egy részében hozzdjarulhat a valaszok
létrejottéhez. Ezt a lehetdséget az is noveli, hogy mig a teljes sejtes fesziiltség
kapcsolt illetve a kobalt bedramlds mérések soran a targylemezen a sejtek kozott
jelentds tavolsdgok vannak (100 um-es nagysagrend), a kalcium mérések soran
hasznalt targylemezeken a sejtek kozotti tavolsagok ennél szignifikansan rovidebbek
(0-20 um). gy, mig a teljes sejtes fesziiltség kapcsolt illetve kobalt bearamlas
mérések sordn a felszabaduld transzmitterek alacsony koncentracidoban érik el
szomszédos sejteket, a kalcium mérések soran a transzmitterek koncentracidja elég
magas lehet az indirekt hatdsok 1étrejottéhez. Ezeknek a lehetdségnek az ellenére ugy
gondoljuk, hogy az indirekt modon aktivalt TRPV1-t nem kifejezd sejtek alacsony

szamban fordulhatnak eld, igy Iényegesen nem befolydsolhatjadk a kisérletek
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eredményét, illetve az igy nyert eredmények interpreticidja nem vezethet
megalapozatlan kdvetkeztetések levonasara.

A kapszaicin mellett, amint az véarhaté volt, az anandamid adagoldsa is
TRPV1 kozvetitett (koncentracio fiiggd, TRPV1 antagonistaval gatolhatd ¢s TRPV1
génhidnyos egerekbdl szarmazo elsddleges ¢érzé idegsejteken hianyzo) kation
aramokat generalt az elsddleges érz6 idegsejtek egy csoportjaban (Singh Tahim és
munkatarsai, 2005; Lever ¢és munkatarsai, 2009; Mahmud és munkatarsai, 2009;
Santha és munkatérsai, 2010a; Soneji €és munkatarsai, 2010; Varga és munkatérsai,
2014; Chen és munkatarsai, 2016). Erdekes modon azonban, mig valamennyi
anandamidra vélaszold sejt mutat kapszaicinnel kivaltott valaszokat, a kapszaicinre
valaszol6 sejteknek csak kb 3/4-e valaszol anandamidra (Chen és munkatarsai, 2016).
Ennek lehetséges okat a MEGBESZELES egy masik fejezetében fogom targyalni.

Amint az a TRPVI1 felismerése utdni részletes vizsgalatok kimutattdk, a
TRPV1 a kapszaicin mellett a hdmérséklet emelkedésére is érzékeny (Caterina és
munkatarsai, 1997). Ezzel egyetértésben a mi kisérleteink is megerdsitették, hogy
valamennyi kapszaicinre valaszold elsddleges ¢érzé idegsejt a hdomérséklet
megemelésére membran aramokat general (Nagy ¢és Rang, 1999a; Nagy és Rang,
1999b). Ezeknek a homérséklet emelésével kivaltott valaszoknak a biofizikai és
farmakologia jellemzdi azonban részben eltérnek a kapszaicinnel kivaltott valaszok
hasonld jellemzditdl. Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy a TRPV1 kiilonb6z6
aktivatorai kiilonbozd valtozasokat idéznek eld a csatorna struktirajaban (Nilius és
Voets, 2005; Latorre és munkatéarsai, 2007; Chung ¢és munkatarsai, 2008). Ezen
kisérleteink kozben maésik két fontos felfedezést is tettiink. Eredményeink alapjan
valoszinisitettiink egy, a TRPV1 mellett 1étez6, masik hdére érzékeny csatorna

jelenlétét az elsddleges érzd idegsejteken (Nagy és Rang, 1999a; Ahluwalia és
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munkatarsai, 2002a). Ez a csatorna ma mint a magas hokiiszobli TRPV2 ismert
(Caterina és munkatarsai, 1999). A masik jelentds felfedezésiink, hogy egyedi
csatorna szinten a kapszaicin érzékenység és alacsony kiiszobli héérzékenység
elvalnak egymastol (Nagy és Rang, 1999b). Feltételeztiik, hogy a csatornak poszt-
transzlaciés modosuldsa vagy a csatorndk mas moddosulasai (pl. a csatornak
Osszetételében 1évo kiilonbségek) lehetnek a szegregacid hatterében. Kisérleteink utan
néhany évvel valoban kimutattdk, hogy a TRPV1 molekula méas TRP molekulékkal is
képes tetramer alkotasara, igy a TRPVI1-t tartalmaz6 csatorna mind hetero- mind
homotetramer formaban elofordulhat (Smith és munkatarsai, 2002; Fischer és
munkatarsai, 2014). A homo- ¢és heterotetramer csatorndk azonban eltérd
farmakologiai tulajdonsagokkal birnak (Smith és munkatarsai, 2002; Fischer ¢és
munkatarsai, 2014). A TRP molekuldk mellett a TRPV1 G protein kapcsolt
receptorokkal is képes complexet alkotni, és a G protein kapcsolt receptorhoz
kapcsolodé TRPV1 viélaszai kiillonbozhetnek a tisztan TRPV1 molekuldkbol felépiild
kapszaicin receptortdl mint azt munkdnk sordn mi is kimutattuk (Chen ¢és
munkatarsai, 2016). Végill a TRPV1 egyéb molekuldkkal alkotott komplexeinek
(3.1.1. fejezet) valaszai is kiillonbozdek lehetnek.

A TRPVI1-hoz hasonléan, a CB1 receptor is funkciondlis a fajdalomérzo
elsddleges érzo idegsejteken: azokban a kisérletekben, ahol az anandamidot alacsony
koncentracioban hasznaltuk CB1 receptor kozvetitett gatlo hatast mértiink (Ahluwalia
¢és munkatarsai, 2003a; Santha ¢és munkatarsai, 2010a; Mahmud és munkatarsai,
2009). Ez a hatds mind a spontan vagy a kapszaicinnel kivaltott CGRP felszabadulast
illetve a kapszaicinnel kivaltott aramokat is gatolta.

A két receptor mellett mind az anandamidot szintetizaldé enzimek, mind az

anandamidot hidrolizalo legjelentdsebbnek tartott enzim (FAAH) is funkcionalis az
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elsddleges érz6 idegsejtekben. A szintetizdld enzimek koziil a kalciumra nem
érzékeny enzimek milkddését a tapfolyadékban novekedett elsddleges ¢érzd
idegsejtekhez adagolt 20:4 NAPE, amely az 0sszes anandamid szintetizald tvonal
kozos szubsztratja, segitségével mutattuk ki (Varga és munkatarsai, 2014). Ezt a
modszert csoportunk hasznalta eldszor sejtes koriilmények kozott. A kisérleteink
soran kimutattuk, hogy ez a moddszer a sejtekben koncentracido fliggdé modon
anandamid szintézist indukdl. Azonban, az egyes utvonalak jelenlétére, illetve
funkcidjara nem sikeriilt adatokat szerezniink, mivel a kisérleteink idopontjaban nem
léteztek olyan génhianyos egerek, amelyek az egyes enzimek génjeit nem fejezték ki.
Az enzimek kifejez6désének siRNA-al torténd csokkentése nem jart sikerrel, annak
ellenére, hogy minden egyes enzim kifejezddését 5 kiillonbozé siRNA-vel probaltuk
gatolni (az adatokat az EREDMENYEK fejezet nem tartalmazza). igy jelenleg nem
tudjuk, hogy valamennyi, az altalunk kimutatott anandamid szintetizalé utvonal,
miikodoképes-e az elsddleges érzd idegsejtekben.

A kalcium fiiggd anandamid szintetizal6 enzim, a NAPE-PLD miikddésére az
intracellularis kalcium szint kapszaicinnel és 50mM KCl-el torténd emelésével
szereztliink bizonyitékot (Ahluwalia és munkatarsai, 2003b). A kisérletek soran
kimutattuk, hogy mind a kapszaicin mind a KCI adagolés jelentdsen megemeli az
keriilt be a jelen értekezésbe, mivel kozleménylinket szadmitasi hibdk miatt
visszavontuk (Nagy ¢s munkatarsai, 2011). A megismételt kisérleteink azonban
bizonyitottdk, hogy a sejtek intracellularis kalcium szint emelése, felteheten a
NAPE-PLD tjan, anandamid szintézist indukal (Varga és munkatarsai, 2014). Ezen
eredményeinket Di Marzo ¢és munkatirsai is megerdsitették (van der Stelt és

munkatarsai, 2005; Vellani és munkatarsai, 2008). A NAPE-PLD szerepét eredeti
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kisérletiink 1idOpontjaban az intracellularis kalcium szint emelésével kivaltott
anandamid szintézisben nem tudtuk vizsgalni, mivel a NAPE-PLD-t és annak szerepét
az anandamid szintézisében csak évekkel késObb azonositottak (Okamoto és
munkatarsai, 2004).

A FAAH elsddleges érz6 idegsejtekben torténd funkciondlis kifejezddését is
bizonyitottuk. Ezekben a funkciondlis kisérleteinkben az anandamid TRPVI1-t
aktivalo hatdsat hasznaltuk és kimutattuk, hogy a FAAH gatlasa a tapfolyadékban
novesztett elsddleges érz6 idegsejtekben TRPV1 altal kozvetitett kobalt bearamlast
eredményez (Lever és munkatarsai, 2009). Ugyan a FAAH blokkold hatésa
onmagaban nem érte el a p=0.05 szignifikancia szintet, a hatas egyértelmii volt mivel
1uM anandamid, ami magaban nem okoz szignifikédns kobalt bearamlast, vagy a CB1
receptor egyidejli gatlasa, a FAAH gatlo TRPV1-t aktivalo hatdsat potencionalta.

Osszességében ezekkel a kisérletekkel kimutattuk, hogy az elsédleges érzd
idegsejtek egy jelentés csoportja(i) az endovanilloid ¢€s endokannabinoid
rendszerekhez tartozé molekuldkat funkciondlis formaban fejezi ki. Ezek az adatok
azt is mutatjdk, hogy az endovanilloid ¢és endokannabinoid rendszereknek az
elsddleges ¢érzd idegsejtek aktivitasara kifejtett hatdsdt megbizhatd6 modon
vizsgalhatjuk tapfolyadékban novesztett elsdédleges érz6 idegsejteken, és az igy nyert
adatok nagy valdszintiséggel josoljak meg az in vivo koriilmények kozotti hatasokat.
Az in vivo vizsgalatok igy, a jelentds id0 €s koltségmegtakaritas mellett, a felhasznalt
laboratériumi allatok szdmanak ¢és azoknak a kisérletekkel esetleg egylittjard
szenvedéseit nagy mértékben képesek csokkenteni. Igy adataink hozzajarulnak a

gyogyszerfejlesztések anyagi és egyéb koltségeinek a csokkentéséhez.
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6.4. AZ ENDOVANILLOID ES ENDOKANNABINOID REDSZEREK A
FAJDALOMERZO ELSODLEGES ERZO IDEGSEITEK EGY JELENTOS
RESZEBEN AUTOKRIN JELZORENDSZERT ALKOTNAK

Az értekezésemben szerepld adataink egyik legfontosabbika, hogy az
endovanilloid ¢és endokannabinoid rendszerekhez tartozd funkciondlisan aktiv
molekuldk az elsédleges ¢érzé idegsejtekben nagy mértékii kozos kifejezddést
mutatnak. gy, vizsgalataink eredményeként eldszor irtuk le a TRPV1-nak a CBI
receptorral (Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Chen és munkatarsai, 2016), FAHH-al
(Lever ¢és munkatarsai, 2009), NAPE-PLD-el (Nagy és munkatarsai, 2009a; Sousa-
Valente és munkatéarsai, 2017) valamint az Inpp5-al (Varga és munkatarsai, 2014)
mutatott jelentds kozos kifejezddését a hatsé gyoki duc illetve a tapfolyadékban
novesztett elsddleges érzé idegsejteken. Ugyancsak a mi eredményeink az elsdk
amelyek leirjdk a NAPE-PLD-nek és a CBI1 receptorral, valamint a FAAH-al mutatott
jelentds kozos kifejez6dését a hatso gyoki duc elsddleges érzd idegsejteken (Sousa-
Valente és munkatarsai, 2017).

Az adatok szamszer(isitése azt mutatja, hogy szinte valamennyi TRPV1-t
kifejezd sejt kifejezi a CB1 receptor (Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Chen és
munkatarsai, 2016). Mas laboratériumokban is kimutattdk a TRPV1 és CB1 receptor
kozos kifejezodését az elsddleges ¢érzé idegsejteken mind immunfestés mind
funkciondlis mérések segitségével (Sagar ¢és munkatarsai, 2004; Amaya ¢&s
munkatarsai, 2006; Binzen ¢és munkatarsai, 2006; Mitrirattanakul és munkatarsai,
2006; Fischbach és munkatarsai, 2007; Zhang ¢és munkatarsai, 2007; Hong és
munkatérsai, 2009; Wang és munkatarsai, 2014; Agarwal és munkatarsai, 2007) .

Azonban fontos megjegyezni, hogy a trigeminus ¢érz6 idegsejtekbdl torténd mérés
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sordn nem sikeriilt a CB1 receptor TRPVI1-t gatlo hatisat kimutatni (Price és
munkatarsai, 2004a; Price ¢s munkatarsai, 2004b).

A TRPVI-t kifejez6 sejtek fele FAAH és NAPE-PLD kifejezddést is mutat,
mig a NAPE-PLD-t kifejezé sejtek 1/3-a fejezi ki a FAAH-t illetve a TRPVI-t
(Sousa-Valente és munkatarsai, 2017). A TRPV1-t kifejezd sejtek 1/5-e — 2/3-a fejezi
ki valamelyik kalciumra nem érzékeny anandamid szintetizalé enzimet (Varga és
munkatarsai, 2014). Jelenleg nem rendelkeziink arra vonatkozd adattal, hogy a
NAPE-PLD ¢és a kalciumra nem ¢érzékeny anandamid  szintetizalo
enzimek/enzimatikus utak milyen k6zos kifejez6dési mintazatot mutatnak. Jelenleg az
sem ismert, hogy a FAAH és a kalciumra nem érzékeny anandamid szintetizald
enzimek/enzimatikus utak milyen kozds kifejez0dési mintdzatot mutatnak. Ezen
hidnyossagok ellenére eredményeink egyértelmiien azt mutatjak, hogy az elsédleges
érzé idegsejtek egy jelentds csoportjdban az endokannabinoid ¢€s endovanilloid
rendszerek egy autokrin jelzOrendszert alakitanak ki. Ez a csoport a kapszaicin
érzékeny, tehat fajdalomérzd elsddleges érzé idegsejteknek legaldbb harmadaban
jelen lehet. Amennyiben a TRPVI1-t és Inpp5-t illetve a TRPV1-t és NAPE-PLD-t
kifejezd sejtek kiilon csoportot alkotnak ¢s a TRPV1-t és Inpp5-t kifejezd sejtek a
TRPV1-t és FAAH-t kifejez0 sejtek csoportjaba tartoznak, akkor az endovanilloid és
endokannabinoid autokrin jelzOrendszer a teljes fajdalomérzd elsddleges ¢érzd
idegsejteknek akar a 2/3-ban is jelen lehet. Mivel hagyomadnyosan a CB1 receptor
aktivalasat gatld mechanizmusok létrejottével, mig a TRPV1 aktivalast neurondlis
excitacioval hozzdk kapcsolatba, az anandamidnak a CBI1 receptor keresztiil gatlo,
mig a TRPVI-on keresztiil izgaté hatast tulajdonitanak. Igy, ez az autokrin

jelzérendszer, a rendszert képezé molekuldk aktivitdsatol fiiggéen, nagyon
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hatékonyan szabélyozhatja a sejtek aktivitasat, tehat ez a jelzérendszer fontos szerepet

t6lthet be a fajdalom kialakuldsaban.

6.5. AZ ENDOVANILLOID ES ENDOKANNABINOID AUTOKRIN
JELZORENDSZER SZEREPE A FAJDALOMERZO ELSODLEGES ERZO
IDEGSEJTEK AKTIVITASABAN

Kisérleteink sordn kimutattuk, hogy a 20:4 NAPE adagoldsa anandamid
szintézist valt ki az elsddleges érzd idegsejtek egy részében (Varga és munkatarsai,
2014; Nerandzic és munkatarsai, 2018). Igy 20:4 NAPE adagolas mellett vizsgaltuk a
tapfolyadékban novesztett elsddleges ¢érzé idegsejtek aktivitdsat (Varga ¢és
munkatarsai, 2014). Meglepd moddon, mig 0.1uM 20:4 NAPE nem okozott
szignifikans anandamid koncentracido novekedést az extracellularis folyadékban, ez a
20:4 NAPE koncentracio mar szignifikdnsan megnovelte a kobalttal jeldlt sejtek
aranyat. A 20:4 NAPE nem csak a kobalttal jelolt sejtek szamat emelte meg
jelentdsen, hanem &aramokat generalt és megnovelte az intracellularis kalcium
koncentraciot a sejtekben. Ezeket a 20:4 NAPE éltal kivaltott hatasokat mind a
TRPV1 kozvetitette. Ugyancsak meglepd modon, a CB1 receptor gatlasa nem emelte
meg a 20:4 NAPE adagoléasra valaszolé sejtek aranyat. Ezzel ellentétesen, a CBI1
receptor gatlasa csokkentette a 20:4 NAPE adagolésra véalaszol6 sejtek aranyat. Ez az
eredmény egyrészt azt mutatja, hogy, ha feltételezziik, hogy az anandamid kivaltott
CB1 receptor aktivitdis minden esetben gatldé hatast valt ki a TRPVl-en, az
intracellularisan szintetizalddé anandamid a CB1 receptort nem aktivalja. Masrészt,
ha az intracellularisan szintetizalddé anandamid nem aktivélja a CB1 receptort, ez az

adat azt is mutatja, hogy a CB1 receptor, legalabb is a sejtek egy részében, a TRPV1
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iranyaba mutato alap vagy konstitutiv excitatorikus hatassal bir. Ennek a lehetdségnek
a megtargyalasa a MEGBESZELES egy mésik fejezetében keritek sort.

Az az eredmény, hogy az intracellularisan szintetizalddé anandamid csak a
TRPV1-t aktivalja, els6 latasra meglepd lehet. Azonban ez az eredmény megfelel az
anandamid hidrofob jellemének, a TRPV1 feltételezett, a molekula intracellularis
oldalan, a részben a membranban talalhaté6 anandamid kotd helyének (Jordt és Julius,
2002), a CB1 recepor extracellularisan taldlhaté anandamid kotShelyének (Padgett és
munkatarsai, 2008; Lynch ¢és Reggio, 2005; Shao ¢és munkatarsai, 2016), az
anandamid szintézis feltételezett membran kotddéséhez (Placzek és munkatérsai,
2008), illetve az anandamidnak a TRPV1-on és CB1 receptoron mutatott kiilonb6zo
potencialjanak (Ross, 2003; Pertwee, 2005; van der Stelt ¢s Di Marzo, 2005; Di
Marzo és De Petrocellis, 2012; Sousa-Valente és munkatarsai, 2014b; De Petrocellis
és munkatarsai, 2017; Storozhuk és Zholos, 2018; Ahluwalia és munkatarsai, 2003a;
Devane és munkatarsai, 1992; Goodfellow és Glass, 2009; Sousa-Valente ¢és
munkatarsai, 2014b; Zygmunt és munkatarsai, 1999). Ez utdbbi, az elsédleges érzo
idegsejteken azt jelenti, hogy, naiv sejtek esetén, az extracelluldrisan adagolt
anandamid hatasa kb 100-300nM koncentracidig CB1 receptor kdzvetitett gatlas, mig
1uM fo6lott TRPV1 kozvetitett excitacio (Ahluwalia és munkatérsai, 2003a). A 20:4
nem ismerjiik. Tovabba nem ismerjiik az anandamid szintézisében résztvevé enzimek
intracellularis elhelyezkedését illetve ezeknek az enzimeknek a két cél receptorhoz, a
TRPV1-hoz és a CBI1 receptorhoz visznyitott elhelyezkedését. Ennek ellenére redlis
azt feltételezni, hogy az intracelluldrisan szintetizalt anandamid, a membranban
torténd lateralis diffuzidja utjan (Makriyannis ¢és munkatarsai, 2005; Tian és

munkatarsai, 2005) még akkor is hamarabb ¢és konnyebben jut el a TRPV1 anandamid
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intracellularis kotShelyére mint a CBIl receptor extracellularis anandamid
kotéhelyére, ha az enzimek nem a TRPVI1 kozvetlen kozelében taldlhatoak. Ezzel
ellentétben, az extracellularisan adagolt anandamid eldszor a CB1 receptor anandamid
kotohelyével kertil kapcesolatba, és csak a membranban torténd aktiv felvétele és
transzportja utdn, ami magéaba foglalhatja a lateralis difftziot is, juthat el a TRPV1
kotéhelyre. Igy érthetd, hogy mig az intracellularisan szintetizalodé anandamid
hatdsanak vizsgéalata soran nem talaltunk bizonyitékot a CB1 receptor aktivaldsara,
addig az extracellularis anandamid hatasanak vizsgalatakor a CBI receptor
aktivalanak hatdsai is megfigyelhetéek. Ezen meggondolasok alapjan azt is jogos
feltételezni, hogy a CBI1 receptor és TRPV1 anandamid koétéhelyének a membran
kiilonbozd oldalan torténd elhelyezkedése hozzajarulhat az extracelluldrisan adagolt
anandamid potencialjanak a CB1 receptoron és TRPV1-on mutatott kiilonbségéhez
(Ross, 2003; Pertwee, 2005; van der Stelt és Di Marzo, 2005; Di Marzo és De
Petrocellis, 2012; Sousa-Valente ¢és munkatarsai, 2014b; De Petrocellis ¢és
munkatarsai, 2017; Storozhuk és Zholos, 2018; Ahluwalia és munkatarsai, 2003a;
Devane és munkatarsai, 1992; Goodfellow és Glass, 2009; Sousa-Valente ¢és
munkatarsai, 2014b; Zygmunt és munkatarsai, 1999).

Mivel a 20:4 NAPE adagolassal kivaltott anandamid szintézis nem kalcium
érzékeny, igy feltételezziik, hogy az altalunk leirt, az intracellularis anandamiddal
kivaltott TRPV1 kozvetitett excitatorikus hatést, a kalciumra nem érzékeny enzimek
altal szintetizalt anandamid valtotta ki. Azonban, Di Marzo és munkatarsainak az
eredménye azt mutatja, hogy a kalcium szint emelése altal kivaltott anandamid
szintézis, ami feltehetéen a NAPE-PLD altal jon létre, is excitatorikus hatast valt ki
(van der Stelt és munkatarsai, 2005). Igy osszességében eredményeink azt mutatjak,

hogy az endokannabinoid és endovanilloid autokrin jelzérendszer a fajdalomérzé
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els6dleges ¢érzé idegsejtekben elsdsorban a sejtek excitacidjanak a ndvelésében
jatszhat szerepet. Ezt a feltételezést erdsiti az az adatunk, hogy a FAAH gatlasa az
elsddleges ¢érz6 idegsejtekben szintén TRPV1 kozvetitett excitaciot (kobalt

bearamlast) indukal.

6.6. A CB1 RECEPTOR KONSTITUTIV EXCITATORIKUS HATAST FEJT KI A
TRPV1-ON

Az endokannabinoid és endovanilloid jelzérendszerek elsddleges ¢érzo
idegsejtekbeli autokrin volta mellett munkénk masik legjelentdsebb felfedezése, hogy
az altalanosan elfogadott nézettel szemben, miszerint a CB1 receptor aktivalasa
kizarolag gatlo hatast fejt ki példaul a TRPV1-on, kimutattuk, hogy a CB1 receptor
szenzitizalni is képes a TRPV1-t (Chen és munkatarsai, 2016). Kimutattuk tovabba,
hogy ez a CB1 receptor kozvetitett TRPV1 szenzitizacié legalabb harom folyamaton
keresztiil mehet végbe (Chen és munkatarsai, 2016).

Kimutattuk, hogy a 20:4 NAPE adagolds sordan a CB1 receptor blokkolasa
csokkenti az endogén anandamid excitatorikus hatasat (Chen és munkatarsai, 2016).
Ennek az eredménynek a legvaldszindbb magyardzata, hogy a CBI1 receptor
konstitutiv exciatorikus hatést fejt ki a TRPV1-on. Ennek a konstitutiv excitatorikus
hatasnak a lehetdségét el6szor Di Marzo és munkatarsai tartak fel CB1 receptort és
TRPV1-t kozosen kifejez0 human embriondlis vesesejteken (Hermann és
munkatarsai, 2003). Néhany évvel késobb, Fioreventi és munkatarsai (Fioravanti és
munkatarsai, 2008) in vivo koriilmények kozott mutattdk ki a CB1 receptor TRPV1-
on kifejtett konstitutiv excitatorikus hatasat. Az CB1 receptor konstitutiv aktivitasa az
elsddleges érzo idegsejteken nem meglepd, hiszen évek ota ismert, hogy egy sor CB1

receptor antagonista, koztiikk az altalunk is hasznalt rimonabant, inverz agonistaként
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viselkedik egy sor mas idegsejten (Xie ¢s munkatarsai, 2007; Bergman ¢&s
munkatarsai, 2008; Fong ¢és Heymsfield, 2009; Ward és Raffa, 2011; Russo és De
Azevedo, 2018). A CBI1 receptor excitatorikus hatdsa sem meglepd, hiszen a Gy
proteinek mellett a CB1 receptor Gs-hez és Gg-hoz is kapcsolodhat (Goodfellow és
Glass, 2009; Iannotti és munkatarsai, 2016; Ligresti és munkatérsai, 2016; Di Marzo
¢s munkatarsai, 2015; Dalton és munkatarsai, 2009; Glass és Felder, 1997; Lauckner
¢s munkatarsai, 2005).

Eredményeink azt mutatjak, hogy a CB1 receptor, a konstitutiv aktivitassal
kozvetitett szenzitizal6 hatdsa mellett, valamilyen moédon a TRPV1 ligand
érzékenységét is alapvetden befolyasolhatja. Kimutattuk, hogy amig minden sejt ami
véalaszol 1uM feletti exogén anandamid adagoldsra szintén valaszol kapszaicin
adagolasra (ACR tipusu idegsejtek), addig a kapszaicinre valaszolo sejtek egy része
nem valaszol anandamidra (COR tipusu idegsejtek). Kimutattuk tovabba, hogy a CB1
receptor gatldsa vagy a cbl gén torlése csak az ACR tipusu idegsejtekben okozza a
valaszok csokkenését. A valaszok csokkenése mellett azonban az ACR/COR sejtek
aranya is megvaltozik a CBI1 receptor blokkolasa illetve a cbl gén torlésének
kovetkeztében: mig az ACR sejtek szama csokken, a COR sejtek szdma megnd
anélkiil, hogy az Osszes kapszaicinre érzékeny sejtek szdma megvaltozna. Ezen
eredmények azt mutatjak, hogy mig a kapszaicin érzékenység a TRPV1 alapvetd
tulajdonsaga, az anandamid érzékenység a CBI1 receptor hatasanak koszonhetd,
legalabb is részben. A CBI1 receptor hatisa azonban nem csak az anandamid
érzékenységért felelds, hanem a bizonyos fokig a kapszaicin érzékenységért is, hiszen
a CB1 receptor blokkolasa vagy a cbl gén torlése a kapszaicinnel kivaltott valaszokat

1s csokkenti.
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A fenti eredmények alapjan ugy véltiik, hogy csak az ACR sejtek fejezik ki a
CB1 receptort. Ezen elképzelésiinket azonban az egyedi sejtes PCR kisérletek
eredménye megcafolta, hiszen a COR sejtek egy jelentds részében is talaltunk CB1
receptor mRNA kifejezddést. Természetesen a CB1 receptor mRNA kifejezddése
nem feltétleniil jelenti funkciondlis CB1 receptor fehérje jelenlétét az ACR sejtekben.
Azonban elektonmikroszkdopos, morfometriai és statisztikai vizsgalataink eredménye
azt valosziniisiti, hogy nem a funkcionalis CBI receptor jelenléte vagy hianya
befolydsolja a TRPV1 vélaszadasi képességét, hanem a CB1 receptor és TRPV1I
fizikai kozelsége, hiszen a sejtek egy részében, amely sejtek ardnya megegyezik az
ACR/COR sejtek aranyaval, a CB1 receptor és TRPV1 térbeli megoszlasa arra utal,
hogy a két molekula fizikai kapcsolatba keriilhet egymassal. Immunprecipitacios
vizsgalattal ki is mutattuk, hogy az elsddleges érz6 idegsejtekben a CB1 receptor és
TRPV1 protein-protein kapcsolatot hoznak Iétre. Ezen eredmények alapjan
feltételezziik, hogy a CB1 receptor-TRPV1 protein-protein kapcsolat soran a TRPV1
molekuldkban olyan konformacié valtozasok torténnek, amelyek felnyitjdk az
anandamide kotOhelyeket a TRPVI1-on, megemelik a kapszaicin affinitasat,
megvaltoztatjak a csatorna nyitasi-zarasi jellemzdit és/vagy megndvelik a csatorna ion
ateresztd képességét.

Vizsgalataink kideritették azonban, hogy CB1 receptor-TRPV1 protein-
protein kapcsolat valamint a konstitutiv CB1 receptor aktivitds mellett egy harmadik
mechanizmus is jelen van az elsddleges érz6 idegsejtekben, amelyen keresztiil a CB1
receptor a TRPV1-t szenzitizdlni képes. Munkank soran ugyanis kimutattuk, hogy
IuM feletti exogén anandamid adagolaskor az elsddleges érzé idegsejtek egy
részében a CBI1 receptor blokkolasa a valaszok csokkenését okozza (Chen és

munkatarsai, 2016). Ez a hatds ellentéte annak amit a CB1 receptor blokkolasakor
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tapasztalunk 100-300nM exogén anandamid adagoldsa soran (Ahluwalia ¢és
munkatarsai, 2003a). A CB1 receptor ezen potencialé hatasanak a hatterében
feltehetden a CB1 receptor mar emlitett plasztikus jelatadasi képessége huzodik meg,
amely lehetdvé teszi, hogy alacsony agonista koncentracié mellett a CB1 receptor
elsésorban a Gy-n, mig magas koncentracid mellett elsésorban a s/Gg11-n keresztiil
inditsa el az intracellularis folyamatokat (Khajehali és munkatarsai, 2015; Ligresti és

munkatarsai, 2016).

6.7. A GYULLADAS JELENTOSEN BEFOLYASOLJA AZ ANANDAMIDDAL
KIVALTOTT, TRPV1 ES CBl RECEPTOR ALTAL KOZVETITETT
FOLYMATOKAT A FAJDALOMERZO ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKBEN

Az endovanilloid ¢és endokannabinoid rendszerek egyes elemeinek
kifejez6dése valamint a TRPV1 — anandamid — CB1 receptorok altal kozvetitett
hatdsok az elsddleges ¢érzé idegsejtekben a vizsgalataink szerint, mas
laboratoriumokbdl szarmazo adatokkal egyetértésben, nem statikusak, azokat a
periférids szovetek mindenkori allapota nagymértékben befolyasolja (Chen és
munkatarsai, 2016; Nerandzic és munkatarsai, 2018; Singh Tahim és munkatarsai,
2005; Sousa-Valente és munkatarsai, 2017; Ahluwalia és munkatarsai, 2003a; Soneji
¢s munkatarsai, 2010; Dinis és munkatarsai, 2004b; Charrua és munkatarsai, 2008;
Mistry és munkatarsai, 2014; Lever és munkatérsai, 2009; Mahmud és munkatarsai,
2009). Az ilyen tipusu plaszticitdss nem meglepd, hiszen az éldlények csak igy
képesek a kornyezeti hatdsokra a megfeleld valaszokat kialakitani. Ezen plasztikus
valtozasok soran, a TRPV1 — anandamid — CB1 receptorok altal kozvetitett hatasokat,
vizsgalataink szerint, a gyulladdsos folyamatok, amelyek a szoveti sériilések utan

torvényszeriien kifejlédnek, az excitacié iranyéba toljak el. Igy a vizsgalataink soran
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bizonyitékokat szereztlink, hogy fontos gyulladdsos mediatorok (NGF, BK, PGE2)
illetve a gyulladdsos mediatorok altal aktivalt masodlagos hirvivé molekuldk (PKA,
PKC) az anandamid TRPV1-t aktival6é hatdsat nagy mértékben megnovelik. Ennek
kovetkeztében, az az exogén anandamid koncentracid, ami naiv koriilmények kozott
CB1 receptor kozvetitett gatld hatast fejt ki, TRPVI1-t aktivalo excitatorikus
anandamid koncentraciova valik. Ezzel parhuzamosan, az anandamid (és mas CB1
receptor agonista) inhibitorikus hatasa lényegesen lecsokken. Ezek a hatdsok
megfelelnek a gyulladasos mediatorok altal aktivalt masodlagos hirvivd molekulak
TRPV1-on és CBI receptoron kifejtett hatdsdnak (Rathee és munkatdrsai, 2002;
Bhave ¢és munkatarsai, 2003; Bhave és munkatarsai, 2002; Cesare ¢és McNaughton,
1996; Huang ¢s munkatarsai, 2006b; Cesare ¢és munkatarsai, 1999; Jung és
munkatarsai, 2004; Moriyama ¢és munkatarsai, 2003; Lopshire és Nicol, 1998;
Mahmud és munkatarsai, 2009; Numazaki ¢és munkatarsai, 2002; Studer ¢és
McNaughton, 2010; Nagy és munkatarsai, 2009b; Nagy és munkatarsai, 2014; Sousa-
Valente és munkatarsai, 2014a; Urban és munkatarsai, 2011; White és munkatarsai,
2011b; Garcia és munkatarsai, 1998; Huang és munkatarsai, 2002).

Fontos megjegyezniink, hogy a PKA és PKC aktivalas valamint a neuronalis
excitacid soran bekovetkezd kalcium bearamlds anandamid szintézist valt ki az
elsdleges érz6 idegsejtekben, illetve feltehetéen valamennyi olyan sejtben amelyek
kifejezik az anandamidot szintetizal6 enzimatikus utakat (Ahluwalia és munkatérsai,
2003b; van der Stelt és Di Marzo, 2005; Vellani és munkatarsai, 2008; Varga és
munkatérsai, 2014). Igy a gyulladt szovetek anandamid koncentracidja jelentésen
megnd (Dinis és munkatarsai, 2004b; Liu és munkatarsai, 2003; Liu és munkatarsai,

2006; Merriam ¢és munkatarsai, 2011; McVey és munkatarsai, 2003). Ennek fontos

crer
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az emelése fontos stratégia a patologias folyamatokat kisérd fajdalmak csokkentésére
(Petrosino és Di Marzo, 2010; Fowler, 2015; Scarpelli és munkatarsai, 2016).
Szamtalan gyogyszergyar fejlesztett ¢s tovabbra is fejleszt FAAH blokkolot, amelyek
az allatkisérletekben, a jelen értekezésben ismertetett adatoknak ellentmondva,
valdban csokkentette a patologias folyamatokat kisérd fajdalom reakciokat (Lodola és
munkatarsai, 2015; Fowler, 2012; Boger és munkatarsai, 2005; Chang és munkatarsai,
2006; Jayamanne ¢€s munkatarsai, 2006; Jhaveri és munkatarsai, 2006; Maione ¢és
munkatarsai, 2007; Russo és munkatarsai, 2007; Hasanein és munkatarsai, 2008;
Khasabova és munkatarsai, 2008; Ahn és munkatarsai, 2009; Clapper ¢s munkatarsai,
2009; Kinsey ¢és munkatdrsai, 2009; Costa ¢és munkatarsai, 2010; Naidu és
munkatarsai, 2010; Ahn és munkatarsai, 2011; Kinsey és munkatarsai, 2011; Merriam
¢s munkatérsai, 2011; Meyers és munkatdrsai, 2011; Min és munkatarsai, 2011;
Booker ¢s munkatarsai, 2012; Caprioli és munkatarsai, 2012; Favia és munkatarsai,
2012; Sasso és munkatarsai, 2012; Guindon és munkatarsai, 2013; Starowicz és
munkatarsai, 2013; Anderson és munkatarsai, 2014; Chobanian és munkatarsai, 2014;
Fichna és munkatarsai, 2014; Grim és munkatarsai, 2014; Hama és munkatarsai,
2014; Greco és munkatarsai, 2015; Keith és munkatarsai, 2015; Malek ¢és
munkatarsai, 2015; Sakin és munkatarsai, 2015; Sasso és munkatarsai, 2015; Uhelski
¢s munkatarsai, 2015; Adamson Barnes ¢s munkatarsai, 2016). Az adatbazisok szerint
eddig egyetlen kisérletben mutattdk ki egy FAAH gatlo fajdalomcsdkkentd hatdsanak
az elmaradasat, amikor az ismételt FAAH gétlo adagoldsa mar nem volt hatdsos
(Okine és munkatarsai, 2012). A klinikai vizsgélatok eredménye azonban a jelen
értekezésben ismertetett adatokbol eldrevetitheté modon, és az egyetlen negativ
eredményt leiré kozleménnyel egyetértésben a FAAH gatlok hatdsanak a hianyéat

mutattdk ki a gyulladésos folyamatokban (Huggins €s munkatérsai, 2012). A FAAH
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gatlok azonban nem kivant mellékhatast is kivalthatnak, mint azt a BIA 10-2474
kodjelli vegyiilet egészséges Onként vallalkozokban okozott stlyos neuroldgia
elvaltozasai mutatjak (Kerbrat és munkatarsai, 2016). Ezen problémék ellenére a
klinikai vizsgalatok tovabb folytatddnak (Pawsey és munkatarsai, 2016; Wagenlehner

¢s munkatarsai, 2017; Postnov és munkatarsai, 2018).

6.8. AZ ANANDAMID ALTAL KIVALTOTT TRPVl AKTIVITAS
ALAPVETOEN  HOZZAJARUL A  GYULLADT  HUGYHOLYAG
AKTIVITASANAK NOVEKEDESEHEZ, ILLETVE A GYULLADASHOZ
KAPCSOLODO FAJDALOM KIALAKULASAHOZ

Az in vitro kisérletek eredményének megfelelden az in vivo vizsgalatok soran
az anandamid TRPV1 kozvetitett excitatorikus hatdsara talaltunk bizonyitékokat
(Dinis és munkatarsai, 2004b). fgy az anandamid koncentracié fiiggd modon, a
TRPV1 aktivaldsan keresztiil, emelte meg a hugyholyag 6sszehtizodasi frekvenciajat.
Ezt a hatast, a CB1 receptor TRPVI1-t szenzitizdl6 hatdsanak megfelelden, a
rimonabant jelentésen csokkentette. Bizonyitékot talaltunk, hogy az exogén TRPV1
agonistdkkal szemben (kapszaicin, RTX), az anandamid nem deszenzitizdlja a
TRPVI1-t. Ez jelentds felfedezés, hiszen annak az endogén agonistanak, amely
TRPV1 deszenzitizaciot valt ki, nem lehet szerepe a TRPV1 aktivalasdban patologias
koriilmények kozott. A holyag Osszehuzodasanak fokozasa mellett, az anandamid a
fajdalom informéci6 gerincveldi feldolgozasat is megnovelte, hiszen cFos kifejez6dés
erdsodését okozta.

A hugyhdlyag gyulladasa, amint az az irodalmi adatokbdl varhatd, megemelte
a holyag 0Osszehuzodasok frekvencidjat valamint a holyag anandamid tartalmat

(Charrua és munkatarsai, 2007; Merriam és munkatarsai, 2011; Dinis és munkatarsai,
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2004a; Cruz és Dinis, 2007; Charrua és munkatarsai, 2009a; Dinis és munkatarsai,
2004b; Liu és munkatarsai, 2003; Liu és munkatarsai, 2006; Merriam és munkatarsai,
2011; McVey és munkatarsai, 2003). A TRPV1 antagonista kapszazepinnek az
Osszehtizodasok frekvenciajat csokkentd hatasa az el6z0 bekezdésben Osszefoglalt
eredményekkel Osszességében azt sugallja, hogy a gyulladds sordn szintetizalodo
anandamid a TRPVI1-t aktivdlva jelentdsen hozzdjarul mind az Osszehtizodasok
frekvenciajat novekedéséhez, mind a fajdalom kialakulasdhoz. Valoban, a FAAH
gatlassal tovabb emelt anandamid szint a gyulladt holyagok 6sszehuzddasi
frekvenciajat tovabb novelte, illetve a holyagok egy részében tetanuszos
Osszehtizodast valtott ki. A rimonabant hatdsdnak elmaradasa a gyulladt holyag
Osszehizodasi frekvencidjara Osszhangban van az in vitro kisérletekben gytijtott
adatainkkal amelyek szerint a gyulladas jelentdsen lecsokkenti a CB1 receptor

jelentdségét a sejtek aktivitasanak a szabalyozasaban.

6.9. A CBl RECEPTOR — ANANDAMID — TRPV1 ALTAL KOZVETITETT
HATASOK AZ ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEKEN MINT A KOVETKEZO
GENERACIOS FAJDALOMCSOKKENTOK POTENCIALIS CELPONTJAI

A kannabinoidok fajdalomcsokkentd hatasa évezredek ota ismert. Azonban vj,
a  kabbaninoid rendszerhez tartozd molekuldk  aktivitdsdt  befolyasold
fajdalomcsillapitok kifejlesztéséhez a CB1 receptor kozvetitett kannabinoid tetrad,
amelynek szerves része az analgézia, felismerése adta a kiinduld pontot (Ligresti €s
munkatarsai, 2016; Little és munkatarsai, 1988). A CBI1 recepor kozvetitett analgézia
részben periférias volta (Calignano és munkatarsai, 1998) illetve a CB1 receptor
kifejezddése a fajdalomérzo elsddleges érz6 idegsejteken (Hohmann és Herkenham,

1999; Ahluwalia és munkatarsai, 2000) wjabb lendiiletet adott a kannabinoid
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rendszeren hatd fajdalomesillapitok kidolgozdsanak, hiszen egyrészt ezek a sejtek
alapvetd fontossadguak a patoldgias folyamatokat kisérd fajdalmak kialakuldséban és
fenntartdsaban (Almeida és munkatarsai, 2004; Gangadharan és Kuner, 2013; Nagy,
2004; Nagy és Rice, 2003; Laycock és munkatarsai, 2013; Woolf és Costigan, 1999;
Woolf és Salter, 2000; Ji és Woolf, 2001; Muir és Woolf, 2001; Scholz és Woolf,
2002; Woolf, 2004; Wang ¢és munkatarsai, 2006; Woolf és Ma, 2007; Woolf, 2010),
masrészt a fijdalomérzé elsddleges érzd idegsejteken kifejez6dd endokannabinoid
molekuldk aktivitdsdnak befolyasoldsa lehetévé tenné az agyi endokannabinoid
molekulak befolyasolasa altal 1étrejovd, sokszor nem kivanatos, hatdsok elkertilését.
Az endogén CBI1 receptor agonista anandamid alkalmazasat, a molekula
a lehetdsége tamogatta. A felismerés, hogy a CB1 receptor aktivaldsa csokkenti egy
sor olyan molekula aktivitdsat, amelyek a fajdalmak kialakuldsdban fontosak tovabbi
érveket szolgaltatott az endokannabinoid rendszeren haté fajdalomcesillapitok
kifejlesztéséhez. Ebbdl a szempontbol kiillondsen fontos, hogy a CB1 receptor
aktivalasa, legaldbb is bizonyos koriilmények kozott, gatolni képes a TRPV1
aktivitasat, amely szinte minden fajdalomérzd elsddleges érz6 idegsejten kifejezddik
(Ahluwalia és munkatarsai, 2000; Chen és munkatarsai, 2016; Sagar és munkatérsai,
2004; Amaya és munkatarsai, 2006; Binzen ¢s munkatarsai, 2006; Mitrirattanakul és
munkatérsai, 2006; Fischbach és munkatarsai, 2007; Zhang és munkatarsai, 2007;
Hong és munkatérsai, 2009; Wang és munkatarsai, 2014; Agarwal és munkatarsai,
2007; Richardson és munkatarsai, 1998; Morisset és munkatarsai, 2001; Ellington és
munkatérsai, 2002; Ahluwalia és munkatarsai, 2003a; Helyes és munkatarsai, 2003;
Hermann ¢és munkatarsai, 2003; Nemeth ¢és munkatarsai, 2003; Mahmud és

munkatarsai, 2009; Santha és munkatarsai, 2010a; Soneji és munkatarsai, 2010; Engel
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¢s munkatarsai, 2011) és alapvetdnek tlinik az gyulladidsos folyamatokat kisérd
fajdalmak, kiilondsen az égé fajdalmak kialakulasaban (Davis és munkatérsai, 2000;
Charrua ¢és munkatarsai, 2007; Caterina ¢és munkatarsai, 2000; Charrua és
munkatarsai, 2009a). Ezen gondolatok mentén ésszerlinek tling stratégia a fajdalmak
csillapitdsara az anandamid szint emelésével torténd CB1 receptor aktivalas az
elsddleges érzo idegsejtekben (Petrosino és Di Marzo, 2010; Fowler, 2015; Scarpelli
¢s munkatarsai, 2016; Boger és munkatarsai, 2000; Cravatt és munkatarsai, 2001;
Cravatt ¢és Lichtman, 2004; Cravatt ¢s munkatarsai, 2004; Lichtman és munkatarsai,
2004). Amint emlitettem, a klinikai kiprobaldsok soran az ennek a stratégianak a
mentén hatd 0 tipust fajdalomcsillapitok azonban nem valtottdk be az igéretiiket
(Huggins és munkatarsai, 2012; Wagenlehner ¢s munkatarsai, 2017). Ennek okait a
jelen értekezésben bemutatott eredmények legalabb részben megmagyarazzak, hiszen
az anandamid a CB1 receptor mellett a TRPVI1-t is aktivalja, ami az idegsejtek
excitacidjat okozza, a gyulladdsok megemelik az anandamide potencidljat é&s
hatasossagat a TRPV1-on, mig csokkentik a CB1 receptor aktivaldsanak hatésait, a
CBI1 receptor szenzitizalni is képes a TRPV1-t, és a gyulladt szovetek anandamidot
termelnek, amely fontosnak tlinnek a TRPV1 aktivalasaban, tehat a fajdalom
1étrejottében. Ezen eredmények alapjan ugy tiinik, hogy az anandamid szint emelése
nem tudja kivaltani a kivant hatast. Ezt a kovetkeztetést, az értekezés irdsanak
idépontjaban még nem publikalt, igy az értekezésben nem szereplé adatok (Charrua
¢s munkatarsai, 2018) is alatamasztjak, mivel a FAAH inhibitor kettds hatést fejt ki
mind a gyulladt hugyholyag 6sszehuzodasara mind a szovet anandamid tartalmara. A
varakozasokkal nagyrészt ellentétesen, mig alacsony FAAH gatlo dozisok csokkentik
a hugyholyag 6sszehuzodasok frekvencigjat és a holyag anandamid tartalmat, magas

FAAH gatlé dozisok megemelik mind a hugyhdlyag dsszehuzddasok frekvencidjat
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mind a holyag anandamid tartalmat. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy az anandamid
metabolizmusa sokkal komplexebb mechanizmusok utjdn mehet végbe mint ahogy
eddig gondoltuk, vagy/és a FAAH gatlok a FAAH-on kivill mas az anandamid
metabolizmusdban résztvevd enzimeken is hatnak. Ha az utdbbi mechanizmus a
felelds, a FAAH gatlok esetleges mellékhatdsai koziil a szintetizdld enzimeken
létrehozott gatlas lehet a legfontosabbak, hiszen ugy tiinik, hogy az anandamid szint
csokkentése jar egyiitt az elsddleges érz0 idegsejtek aktivitdsanak a csokkenésével.
Ezen adatok Osszessége alapjan gy gondoljuk, hogy anandamidot szintetizald
enzimek gatlasa lehet az egyik lehetséges uj it a CB1 receptor — anandamid — TRPV1
altal kozvetitett hatasok analgetikus célokra torténd kihasznaldsanak.

A CBI1 receptor aktivalasa, akar endogén akar exogén agonistaval, ugy tiinik
nem vezethet a fajdalomérzd elsédleges érzd idegsejtek aktivitdsanak, igy a fajdalom
csokkenéséhez, hiszen egyrészt a CBI1 receptor szenzitzadlja a TRPV1-t, masrészt,
legalabb is gyulladasok esetén, a CB1 receptor kozvetitett gatldo hatasok jelentdsen
lecsokkennek. Ezen megfontolasok alapjan ugy véljik, hogy a CBI1 receptor
kozvetitett TRPV1 szenzitizdcid meggatldsa, egyiitt a gyulladdsos medidtorok altal
eléidézett TRPV1 szenzitizdcid meggatlasaval lehet egy alternativ vagy kiegészitd
stratégia amelyen keresztiil a CB1 receptor — anandamid — TRPV1 altal kozvetitett

hatasokat az elsédleges érz6 idegsejtekben kihasznalhatjuk analgetikus célokra.
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7. ANYAGOK ES MODSZEREK

7.1. ALLATOK

Kisérleteink soran Sprague-Dawley és Wistar patkdnyokat (80-250g) valamint
vad tipusu C57BL6 és Biozzi ABH valamint C57BL6 és Biozzi ABH hatter
génhianyos (trpvl és cbl) egereket haszndltunk. Az 4allatokat légkondicionalt
helyiségekben tartottuk, 12 6ras fény-sotétség ciklusban, szabad vizhez és élelemhez
vald hozzajutéssal. Valamennyi kisérletben betartottuk az allatkisérletekre vonatkozo
etikai és jogi szabdlyozasokat (UK Animals (Scientific Procedures) Act 1986,
National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals,
Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the Council on the
Protection of Animals Used for Scientific Purposes, Guidelines of the Committee for
Research and Ethical Issues of IASP). Valamennyi kisérletiinkben kovettiik a Good
Laboratory Practice-ben and ARRIVE Guidelines-ban foglalt elvarasokat.
Valamennyi kisérletiinket a helyi etikai bizottsagok jovahagyasaval végeztik. A
biologia replikdk sziikséges szamat a statisztikai erd becslésével allapitottuk meg

(p>0.8).

7.2. AZ IN VIVO KISERLETEKBEN HASZNALT ANYAGOK ES MODESZEREK
Az in vivo kisérletekben cisztometriai méréseket végeztiink a huigyhdlyag kiilonb6zo

kortilmények kozotti 6sszehtizodasainak a vizsgalatara.

7.2.1. CISZTOMETRIA
A cisztometriai mddszer részletes leirasa a megtalalhat6 a Dinis és munkatarsai (Dinis
¢s munkatarsai, 2004b) kozleményében. Roviden, az allatok uretannal tortént altatasa

utan, a hugyholyag peritonealis felszinét feltartuk és a holyag csucsaba tiit helyeztiink.
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A tiit egy perfuzids rendszerhez kotottiik, amelyen keresztiil a holyagban fellépd
nyomast is tudtuk mérni. A perfuzids rata 0.5ml/perc volt. A kiilonb6zd anyagokat a

holyag peritonedlis felszinére jutattuk. A vizelet szabadon tdvozhatott a holyagbol.

7.2.2. EGYEB IN VIVO BEAVAKTOZASOK

A hugyholyag gyulladasat cyclophosphamide injectidval (egyszeri 200mg-kg
vagy 3-szor 75mg-kg naponta) indukaltuk. A hugyhodlyag deszenzitizalasat az altatott
(isofluorane) allatok uretran keresztiili katéterezése utdn a holyagba juttatott 10nm
RTX-el végeztiik. Ezen beavatozdsok részletes leirasa is a Dinis és munkatarsai

(Dinis és munkatarsai, 2004b) kézleményében taldlhatdak.

7.3. MINTAVETELI MODSZEREK ES A MINTAK ELOKESZITESE
Az allatokbol immunhisztokémiai festére, immunblot készitésére, PCR-hoz és

elektronmikroszkopos vizsgalatokhoz gyiijtottiink szovetmintakat.

7.3.1. MINTAVETEL ES A MINTAK ELOKESZITESE IMMUNHISZTOKEMIAI
FESTESHEZ ES ELEKTRONMIKROSZKOPOS VIZSGALATOKHOZ

A beavatkozést az altalanosan bevalt modszer szerint végeztiik. Az allatok
pentoparbitallal tortént altatdsa utdn, a sziv bal kamrajaba helyezett tin kesztiil az
allatokat eldszor fiziologias sooldattal, majd 4%-os paraformaldehid oldattal
(immunhisztokémiai festés) vagy 2%-os paraformaldehid és 15% telitett pikrinsav
keverékével (elektronmikroszkopos vizsgéalat) perfundaltuk. A perfuzié utan a kivant
szoveteket eltavolitottuk és tovabbi fixalas céljabol a megfeleld fixald oldatba
helyeztiik, az adott antitest altal megkovetelt ideig. A szdveteket ezutan vagy 20%

majd 40% szukroz oldatba helyeztiik, majd kriosztat segitségével metszeteket
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készitettiink (immunhisztokémiai festéshez) amelyeket tdrgylemezre helyeztiink, vagy
a szovetekbdl az elektronmikroszkopos vizsgalathoz eldszor vibratomos metszeteket

készitettiink.

7.32. MINTAVETEL ES A MINTAK ELOKESZITESE IMMUNBLOT
KESZITESEHEZ

A beavatkozast az altalanosan alkalmazott moddszer szerint végeztik. Az
allatok pentoparbitallal tortént altatasa utan a kivant szoveteket gyorsan eltavolitottuk,
felapritottuk és 4°C NP40 pufferben, amely proteaz gatlokat is tartalmazott,

homogenizaltuk. A homogenizatumokat -80°C-n taroltuk a felhasznalasig.

7.3.3. MINTAVETEL ES A MINTAK ELOKESZITESE PCR KESZITESEHEZ

A beavatkozast az altalanosan alkalmazott moddszer szerint végeztik. Az
allatok pentoparbitallal tortént altatasa utan a kivant szoveteket gyorsan eltavolitottuk,
felapritottuk és RNAlater oldatba helyeztiik. Az RNS izolaldsat az RNeasy egység
segitségével, a gyartd utasitasai szerint végeztik. Az RNS-t -80°C-n taroltuk a

felhasznalasig.

7.4. IN VITRO KISERLETEKBEN HASZNALT ANYAGOK ES MODSZEREK
Az in vitro kisérletekben tapfolyadékban novesztett elsddleges ¢érzo
idegsejteken a sejtek funkciojat és a kiilonb6z6 molekuldk kifejezddését vizsgaltuk

kiilonboz6 modszerekkel.

7.4.1. ELSODELEGES ERZO IDEGSEJT KULTURA KESZITESE
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Az elsddleges érzd idegsejt kultlra elkészitésének modszerét egy sor, a jelen
értekezésben felhasznalt kozleményem részletesen tartalmazza (pl. Nagy és Rang,
1999a). Roviden, az allatok elaltatdsa utdn, a gerincoszlopot eltavolitottuk és a
csigolya ivek eltavolitdsaval megnyitottuk. A hatsé gyoki ganglionokat a nyaki 1 és
keresztcsonti 1-2 szegmentumokbol mind két oldalon eltavolitottuk és F12 taptalajba
helyeztiik. A kotdszovetet kollagenaz segitségével 3 oran keresztiil emésztettiik, majd
a ducok moséasa utan pipetta segitségével sejtszuszpenziot készitettiink. A sejteket
poly-ornitinnel kezelt iiveg feddlemezre vagy milanyag sejtkultira edénybe helyeztiik,
és 1-5 napig inkubatorban 37°C-on taroltuk. A médiumhoz sziikség szerint NGF-t
vagy GDNF-t adagoltunk. Egyes feddlemezeket 10 percre 4%-os paraformaldehidbe
helyeztiik és immunhisztokémiai festésre hasznaltuk. Mas sejteket immunblotra és

PCR-a hasznaltunk a megfeleld fejezetekben leirtak szerint.

7.4.2. ELEKTROFIZIOLOGIA MERESEK

Az elektrofiziologiai mérések részletes leirdsa egy sor, a jelen értekezésben
felhasznalt kozleményem részletesen tartalmazza (pl. Nagy és Rang, 1999a). Roviden,
a fed6lemezeket, amelyekre a sejteket helyeztiik, a méré kadba helyeztik és a
megfeleld pufferrel perfundaltuk. A elektrodakat boroszilikat kapillarisokbol
keszitettiik és a megfeleld oldattal toltottiik. A méréseket Axopatch 200B erdsitével
és pClamp 8 programcsomaggal végeztiik 36°C-37°C-on. A kiilonb6z6 anyagokat egy
a mért sejttél kb 100um-re helyezett csovon keresztiil jutattuk a sejthez. A sejthez
juttatott puffer hdmérsékletét egy Peltier félvezetére helyezett hdcseréldvel, amelyen
a sejtekhez juttatott folyadékok athaladtak, illetve a Peltier félvezt6t szabalyzo
berendezéssel tartottuk a megfeleld szinten. Ez a berendezés szolgalt a sejtek

héingerlésére is. A méréseket vagy teljes sejtes fesziiltség kapcsolt modban vagy
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egyedi csatorna szinten végeztiik kiilonbozoé konfiguraciokban. Az adatokat a mérések

utan a pClamp programcsomaggal analizaltuk.

7.4.3. KOBALT FELVETEL MERESE

A kobalt felvétel meghatirozas részletes leirdsa egy sor, a jelen értekezésben
felhasznalt kdzleményem részletesen tartalmazza (pl. Varga és munkatarsai, 2014)).
Roviden, a sejteket a medium eltdvolitdsa utdn kobalt mentes kobalt felvételi
pufferben mostuk, majd kobaltot tartalmazo kobalt felvételi pufferbe helyeztiik 5
percre. Rovid moséas utdn a sejteket H,S-t tartalmazd pufferbe helyeztiik, majd a
sejteket vagy 70%-os alkohollal vagy 4%-os paraformaldehiddel fixaltuk. A sejteken
ezutan denzitometrids méréseket végeztiink és meghataroztuk a jeldlt és jeldletlen

sejtek aranyat.

7.4.4. TRANSZMITTER FELSZABADULAS MERESE

A transzmitter felszabaduldas mérésének részletes leirdsa az Ahluwalia és
munkatarsai  (Ahluwalia ¢és munkatarsai, 2003a) kozleményem részletesen
tartalmazza. A sejteket rovid mosas utdn a megfeleld agonista jelenlétében
ELISA segitségével hataroztuk meg a gyartd utasitdsai alapjan. A kultirdk fehérje
mennyiségét a Bio-Rad DC fehérje meghatarozo egységgel a gyartd utasitasai alapjan

végeztik.

7.4.5. INTRACELLULARIS KALCIUM SZINT MEGHATAROZAS
Az intracellularis kalcium szint meghatdtozas részletes leirasa egy sor, a jelen

értekezésben felhasznalt kozleményem részletesen tartalmazza (pl. (Chen és
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munkatarsai, 2016). Roviden, a feddlemezen 1évo sejteket fura-2 oldatba helyeztiik
legalabb 45 percre. Ezutdn a sejteket a mérokadba tettiik, ahol extracelluléris pufferrel
perfundaltuk egy, az elektrofiziologiai mérésnél leirt perfuzidos berendezés
segitségével. A kiilonb6zé anyagokat a perfuzids berendezésen keresztiil jutattuk a
sejtekhez. A méreseket 36°C-37°C-on végeztiik.

A fluoreszcens jelet vagy halogén izz6 és monokromator segitségével vagy
LED fényforrasok segitségével gerjesztettiik 340 vagy 355 és 380nm-es fénnyel. Az
emisszos szird 510nm-s volt. A felvételeket vagy a WinFlour vagy az ImageMaster

programcsomagokkal rogzitettiik és analizaltuk.

7.5. A SZOVETMINTAK ES TAPFOLYADEKBAN NOVESZTETT
ELSODLEGES ERZO IDEGSEJTEK EGYEB FELDOLGOZASA
7.5.1. IMMUNHISZOKEMIAI FESTES

A  metszeteken vagy a feddlemezen taldlhato fixalt sejteken az
immunhisztokémia festést a hagyomanyos moddon végeztiik, amelynek részletes
leirasat egy sor, a jelen értekezésben felhasznalt kozleményem tartalmazza (pl. Chen
¢s munkatérsai, 2016). Roviden, a metszeteket vagy sejteket triton x-es feltdras utan
mostuk majd megfelel6 normal szérummal blokkoltuk. Az elsédleges antitestekkel
torténd inkubacié utan mostuk a metszeteket vagy sejteket és fluoreszcens festékhez
kotott masodlagos  atitestben inkubaltuk. A metszeteket, fedés utan vagy
hagyomdnyos epifluoreszcens mikroszkoppal vagy konfokalis mikroszkoppal

vizsgaltuk.

7.5.2. IMMUNBLOT ES IMMUNPRECIPITACIO KESZITESE
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Az immunoblotokat és immunoprecipitadciot hagyomanyos méodon készitettiik,
amelyek részletes leirasat egy sor, a jelen értekezésben felhasznalt kézleményem
tartalmazza (pl. Chen és munkatarsai, 2016). A fehérje mintdkban megmértiik a
fehérje mennyiségét (pl. BCA fehérje meghatarozd egységgel), majd az
immunoblothoz 95°C-on denaturaltuk NuPAGE LDS pufferben. A fehérjék
szétvalasztasat a fehérjék méretének megfeleld stirliségli gélen elektrforézissel
végeztilk, majd a fehérjéket PVDF membranra vittiik at. A membranokat ezutan
blokoltuk, megfeleld antitestekkel inkubaltuk, majd a célfehérjéket lathatova tettiik
(pl. luminol reagenssel).

Az immunpreciptaciohoz a mintdkat a megfeleld elsddleges antitesttel
inkubaltuk, majd az antitest-antigén komplexet protein A/G PLUS Agarodssal

kicsapattuk. Az antigént dithiothreitol-t tartalmaz6 pufferrel 50°C-on eltavolitottuk.

7.5.3. PCR KESZITES

A PCR-t is hagyomdnyos modon készitettiik, amelynek részletes leirasat egy
sor, a jelen értekezésben felhasznalt kozleményem tartalmazza (pl. Sousa-Valente és
munkatarsai, 2017). Roviden, a cDNS mintékat 25-30 ciklusban a megfelelé primerek
jelenétében erdsitettiik. Az RNS mintak quantifikdlasa utan RT reakcidt végeztiink
dNTP ¢és Go-Taq polimerdse segitségével. A PCR terméket elektroforésisiik és
lathatova tételiik utan vizsgaltuk.

Az egyedi sejtes PCR-hoz a sejteket a pipettdba tlirténd szivas utan PCR
csOben 1évo elso szal pufferbe helyeztiik, és szonikaltuk. Az els6 szal puffer, AIDNTP
keveréket, random primereket tartalmazott. A pufferkeverékhez DTT-t, superscriptet
IT és RNase gatlot adtunk, majd a mintdknol cDNS-t készitéttiink. A cDNS mintaban

azonnal 30 ciklus alatt GoTaq DNS polimerdz és megfeleld primerek segitségével a
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cbl receptor és a gapdh cDNA-t felerdsitettilk. A primerek szekvencidjat, ciklusok
lefolyasat és homérsekletét, valamint a pufferek pontos Osszetételét a Chen és

munkatarsai (2016) kozleménye tartalmazza.

7.5.4. ELEKTRONMIKROSZKOPIA

Az elektronmikroszkopos preparatumokat is hagyomanyos moédon készitettiik,
¢s a modszer részletes leirasat a Chen ¢s munkatarsai (Chen és munkatarsai, 2016)
kozleményem tartalmazza. Roviden a vibrotomos metszeteket 30%-os glicerinben
inkubaltuk, majd fagyasztottuk a magasnyomast fagyasztd késziilékben. A mintakat
dupla replika késziilékbe helyeztiik és -130°C-on replikakat készitettiink, amelyeket
Na-dodecilsulfat oldattal emésztettiink. A replikdkon ezutdn immunreakciot

végeztiink, amelyekben arany partikulumhoz kotott masodlagos antiteket hasznaltunk.

7.5.5. FLUORESZCENS IN SITU HIBRIDIZACIO

Az fluoreszcens in situ hibridizaciot is a hagyoméanyos modon készitettiik,
amelynek részletes leirdsat a Sousa-Valente ¢és munkatarsai (Sousa-Valente ¢&s
munkatarsai, 2017) kozleményem tartalmazza. Roviden, a metszeteket 70%-o0s
etanolban inkubaltuk, majd moso puferrel, ami 20% formamidot, NaCl-t, és Na3-
citratot tartalmazott mostuk. A metszeteket ezutan a Stellaristol vasarolt 48 rovid
fluoreszcens cRNS-el reagaltattuk. A metszetek egy részén, az in situ hibridizaciot

kovetden immunhisztokémiai reakciot végeztiink.

7.6. EGYEB ELJARASOK

7.6.1. FOLYADEK KROMATOGRAFIA ES TOMEG SPEKTROMETRIA
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Harom kissé eltéré modszert hasznaltunk amelyek részletes leirdsa a Varga és
munkatarsai (Varga és munkatarsai, 2014) kozleményemben taldlhat6. Roviden, a
lipideket kiilonboz6 eljarasokkal elvalasztottuk, szaritottuk, majd oldottuk. A
mintakat kromatografia utdn tOmegspektrometria segitségével analizaltuk, amely

soran a mintakhoz deutériummal jel6lt anandamidot adtunk.

7.7. AZ ADATOK STATISZTIKAI ELEMZESE

Az értekezésben talalhaté adatok részletes statisztikai elemzésének modjat az
értekezéshez hasznalt kozleményeim részletesen tartalmazzak. Roviden, az adatok
normal eloszlasanak vizsgalata utan a megfeleld parametrikus vagy nem parametrikus
statisztikai probakat haszndltuk. A szignifikancia szint p<0.05 volt valamennyi
kisérletiinkben. Az értekezédban szerepld Osszes adatot atlag+standard hiba formaban

talalhato.
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