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1. Bevezetés

1.1. A kapszaicin

A kapszaicin a paprika (Capsicum annuum) csipdsségét add alkotdja. A kapszaicin elnevezés a
vegyiiletet eldszor 1zolaldo Threshtdl szarmazik (Thresh 1846), aki mar ekkor megjosolta, hogy az
altala izolalt vegyiilet szerkezetileg hasonld a vanillinhez. Ennek igazolasara 1919-ben kertilt sor
(Nelson 1919). A kapszaicin kémiai szerkezetét tekintve 8-metil-N-vanillil-6-nonénamid,
Osszegképlete CisH»70O3N. A kapszaicin szintézisének leirasa eldszor 1930-ban tértént meg (Spaeth,
Darling 1993).

Magyarorszadg ¢és a kapszaicin kapcsolata nagyon szorosnak mondhato. Magyar kutatdok
mindig is ¢élen jartak a kapszaicin hatasainak tanulmédnyozasaban, tovabba a magyar klima
megfelelének bizonyult a paprika termesztésére is. Igy a magyar paprika termelés a paprika
fiszeripari felhasznalasanak nagy lokést adott €s talan ennek volt koszonhetd, hogy szamos

nyelvben a Capsicum annuum tudomanyos nevili novényt paprikanak nevezik.

1.2. A kapszaicin receptor

A kapszaicin hatdsainak tudomanyos alapossaggal torténd feldolgozasa ¢€s leirdsa eldszor Hogyes
Endrénél tortént meg (Hogyes 1878), aki megallapitotta, hogy a kapszaicin elsdsorban az
érzdidegekre hat. A kapszaicin €s receptoranak kutatasa ezt kovetden is sokdig magyar sajatossag
maradt. A II. vilaghaborut kovetden a hazai kutatdcsoportok koziil kiemelkedett Jancsd Miklos
kutatdcsoportja a Szegedi Egyetemen. Mérfoldkovet jelentd felismerése volt, hogy a kapszaicinnel
kezelt allatok bizonyos koriilmények kozott elveszitik kapszaicin valaszkészségiiket. Ezt a
jelenséget kapszaicin deszenzibilizacidnak nevezték el (Jancsé 1960). Ugyan a kapszaicin

deszenzibilizacid jelenségét mar igen koran megfigyelték, nemzetkozileg elfogadotta ez csak 1967-
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ben valt (Jancso et al. 1967). A jelentés gyogyszergyari erdfeszitések dacara a klinikai gyakorlatban
hasznalatosak, melyek a fenti kapszaicin deszenzibilizacié jelenségét kihaszndlva hatékonyak
kiilonb6zé fajdalommal jard allapotokban (Wallace, Pappagallo 2011). A kapszaicin
deszenzibilizacié nem feltétleniil a receptor funkcid csokkenéséhez kothetd, hanem a kapszaicin
receptort expresszalo, regeneraciora csak mérsékelten képes sejtek elhalasa is fontos szerepet jatszik
a folyamatban (Jancso et al. 1977).

A kovetkezd mérfoldkd a kapszaicin receptorra hatd molekularis struktirak vizsgalata volt.
Az elsd jelentds felismerés az 1975-76-ban Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor Aranka altal publikalt
struktara-aktivitds Osszefliggés vizsgalat volt, amely pontos megallapitasokat tett a kapszaicin
receptor ligandok szerkezetére (Szolcsanyi, Jancso-Gabor 1975; Szolcsanyi, Jancso-Gébor 1976).
Tobb, mint egy évtizeddel késdbb tortént a kovetkezd jelentds tovabblépés ezen a teriileten, amikor
a szintén magyar Szallasi Arpad Peter M. Blumberg amerikai laboratoriumaban felismerte, hogy a
resiniferatoxin a kapszaicin receptor ultrapotens agonistdja (Szallasi, Blumberg 1989), amelynek
segitségével a kapszaicin receptoron lehetdvé valt ligandkotddési kisérletek megfeleld
érzékenységli elvégzése (Szallasi, Blumberg 1990; Szallasi et al. 1991).

Az els6 valoban jol hasznalhatdo kompeptitiv antagonista a capszazepin volt, amit a Sandoz
munkatarsai szintetizaltak 1992-ben (Bevan et al. 1992). Végiil a kapszaicin receptor molekularis
azonositasanak és a klonozott receptor szekvencidjanak kozlésére 1997-ben keriilt sor (Caterina et
al. 1997). A klénozott receptort hamar Osszefiiggésbe hoztdk a hdérzettel és egyéb fajdalmas
ingerekkel (Tominaga et al. 1998). Ezen megfigyeléseket a kapszaicin receptor hidnyos egértorzs
leirdsa is megerdsitette (Caterina et al. 2000). Végiil a kapszaicin receptort szerkezete alapjan a
tranziens receptor potencidl (TRP) csatorndk kozé soroltdk és az ismert ligandjainak szerkezete

alapjan a vanilloid csoportjanak elsé tagjaként (V1) nevezték el (TRPV1) (Gunthorpe et al. 2002).
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1.3. A klonozott TRPV1

A klonozott TRPV1 hat transzmembran szakaszt tartalmazo 838 aminosavbol allo, 95 kD
molekulatomegli fehérjének bizonyult (Caterina et al. 1997). A patkany TRPV1 92%-os
hasonlosagot mutat a késébb klonozott humén receptor szerkezetével (McIntyre et al. 2001; Hayes
et al. 2000). A csatorna miikkodéséhez elengedhetetlen porusformalod régié az 5-6. transzmembran
szakaszok kozott talalhaté (Caterina et al. 1997). A TRPV1 szerkezetében a hat transzmembran
régiot extracellularisan 6sszekdtd hurok mellett fontos szerepet jatszanak az N- és C-terminalis
hosszabb intracellularis szakaszai is.

A TRPV1 struktardjanak ismeretében komoly erdfeszitéseket tettek annak érdekében, hogy a
receptor funkcionalisan fontos régidit meghatarozzak. ElOszor a csatorna protonok altali
szabalyozasanak, valamint a csatorna pérusformalo régidinak azonositasa tortént meg (Jordt et al.
2000). Ennek soran a csatornaformald régiokat az 5-6. transzmembran régioban azonositottak, mig
a protonok altali, a csatorna nyitasat eredményez6 konformacidvaltozasban a két régiot 6sszekotd
huroknak tulajdonitottak jelentdséget. Ezt kovette a ligandkotésben fontos aminosav oldallancok
azonositasa. A porusformald régiotdl tavolabb, a 3-4. transzmembran régiokban és az ezeket
0sszekotd hurokrégioban mutattak ki ligandk6tésben szerepet jatszo aminosav oldallancokat (Jordt,
Julius 2002). A kutatasok soran fény deriilt arra is, hogy a TRPVI1-hez tovabbi molekuldk is
képesek kotddni, melyek szerepet jatszhatnak a csatorna aktivitdsanak szabalyozasaban. Ezek koziil
behatdéan tanulmanyoztak a kalcium-kalmodulin (CaM) (Numazaki et al. 2003), és a foszfatidil
inozitol 4,5-biszfoszfat (PIP,) kotddését (Prescott, Julius 2003).

A TRPVI1 ¢lettani szerepének vizsgalata soran fény dertilt arra is, hogy a receptor aktivitasa
foszforilacioval is szabalyozddik. A receptor klonozasat megelézéen kimutattak, hogy a receptor
agonistakkal szembeni valaszkészsége csOkken a kezelések soran (in vitro deszenzibilizacio), mely
folyamat mértéke jelentdsen csokkenthet a protein foszfataz 2B, (PPP2B, kalcineurin) gatlasaval

(Docherty et al. 1996). Az is nyilvanvalo volt ugyanakkor, hogy ha a TRPV1 defoszforilacionak
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jelentds szerepe van a receptor ligand-érzékenységének szabalyozasaban, akkor szdmottevd kindz
aktivitasoknak is jelen kell lennilik, melyek az ellenkezd irdnyl hatasokat medidljak foszforilacid
altal. Az els6 kinaz, melyet 0sszefiiggésbe hoztak a TRPV1 kapszaicin kezelések soran jelentkezd
deszenzibilizacidjaval a protein kindz A (PKA) volt (Lopshire et al 1998; Mohapatra et al 2003;
Mohapatra et al 2005). Ezt kdvette a protein kindz C (PKC) szerepének felismerése (Premkumar et
al 2000; Vellani et al. 2001), majd a kalcium kalmodulin fiiggd protein kindz II (CaM kinaz II)

szerepének feltarasa (Jung et al. 2004).

1.4. A TRPV1 élettani jelentésége

A TRPV1 stimulécidja fiajdalomhoz kothetd, szenzoros neurondlis hatdsokat valt ki, melyet a
kapszaicinnel végzett korai kisérletek is felvetettek (Hogyes 1878). Késébbi kisérletekben mar az is
nyilvanvalova valt, hogy a kapszaicin az érzd idegsejtekre hat (Jancso et al. 1968; Jancso et al.
1967), azonban a kapszaicin receptor 1étére eldszor Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor Aranka utalt
1975-ben (Szolcsanyi, Aranka Jancso-Gabor 1975).

A TRPV1 ¢élettani tulajdonsagainak feltardsa nagy lendiiletet vett a receptor klonozasat
kovetden (Caterina et al. 1997), amikor lehetdvé valt a receptor tulajdonsdgainak részletes és
szelektiv vizsgéalata. A klonozast kovetden a TRPV1-et szelektiven a hatsogyoki-, illetve
trigeminalis ganglionok kisméretli sejtjeiben azonositottdk (Caterina et al. 1997), kozelebbrdl a
szenzoros neuronokban, ott is elsésorban a C és Ad sejtekben (Tominaga et al. 1998). Ezt a képet
tovabb er0sitették a receptor hianyos egérrel kapcsolatban kapott eredmények, amelyek a TRPV1
fajdalomérzetben és kiilonosen a gyulladas mellett megjelend héérzékenység fokozasdban betoltott
¢lettani szerepére utaltak (Caterina et al. 2000). Mint késébb kideriilt, a TRPV1 expresszidja
korantsem ilyen szelektiv, amely ténynek komoly kovetkezményei lettek a fajdalomcsillapitd
terapia céljabol kifejlesztett TRPV1 antagonistak klinikai alkalmazhatosaga tekintetében.

A kapszaicin szenzoros neurokra gyakorolt szelektiv hatdsait mar a receptor klonozasa elott

megfigyelték. Az elsé kozlemény a Jancsd-Szolcsanyi altal korat messze megeldzd két kozlemény
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volt, amelyeket egy évtizedig jorészt érdektelenség kisért (Jancso et al. 1968; Jancsé et al. 1967).
Ezekben a kozleményekben leirdsra keriilt, hogy a kapszaicin hatdsdra a szenzoros
neurotranszmissziot gatldo lidokain jelenlétében is megfigyelhetd plazma extravazacio. Ezen
jelenség magyarazatara az elsd kozleményt Jessell és munkatarsai kozoltek, akik felismerték, hogy
a kapszaicin kezelés hatdsara a szenzoros neuronokbdl P-anyag kidramlas torténik (Jessell et al.
1978). Ezt az alapvetd felismerést nem sokkal kovette annak leirasa, hogy a Jancso és Szolcsanyi
altal megfigyelt plazmaextravazacidt a szenzoros neuronokbdl kiszabadulé P-anyag kozvetitette,
amely a plazmaextravazacié mellett antidrom vazodilataciot is kivaltott (Lembeck, Holzer 1979).

Elsésorban Szolcsanyi munkassadganak eredményeként mara elfogadottd valt az a nézet,
hogy a kapszaicin érzékeny szenzoros neuronok hdrmas funkciot latnak el: az egyik a mar fentebb
emlitett nocicepcid, amelynek sordn a TRPVI1 aktivacié a szenzoros neuronokban tovaterjedd
akcios potencialok altal kozvetitett modon fajdalomérzethez vezet. Ezen folyamatban az akcids
potencial tovahaladasat gatlé anyagok, mint a lidokain, a TRPV1 stimulaciot kovetd fajdalomérzet
kialakuldsat gatolni képesek (Szolcsanyi et al. 1988). A masodik funkci6 a lokalis efferens hatas.
Ennek sordn a szenzoros neuronokba aramld Ca*" kozvetleniil képes a neuronalis terminalisokban
dokkolt neurotranszmittereket tartalmazd vezikuldk kitirtilését kivaltani. Ezen folyamatban az
ingeriilet tovahaladasat gatldo anyagok, mint a lidokain hozzdadasa hatastalan (Szolcsanyi 1984b;
Szolcsanyi 1984a). A lokalis neurotranszmitter felszabaduldsnak eredménye egy lokalis neurogén
(steril) gyulladasnak megfeleld jelenség (Szolcsanyi et al. 1988), amely szamos, fajdalomérzettel
taruld korképben megfigyelhetd. Végiil, a TRPV1 stimulaciot kovetden olyan szisztémas hatassal
rendelkezd neuropeptidek is felszabadulhatnak, amelyek szisztémas efferens hatasok kialakulasahoz
is vezethetnek. Ezen potencidlis neuropeptidek koziill talan a szomatosztatin szerepét tartak fel
leghamarabb (Szolcsanyi et al. 1998; Szolcsanyi et al. 1998).

A TRPVI1 a sejt kornyezetében 1év0 potencidlisan fajdalmas fizikai és kémiai hatdsok

integratora (Szolcsanyi, Sdndor 2012). Ezen aktivalodasi modok koziil a ligandok, a hdmérséklet
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emelkedése, intracellularis jelatviteli rendszerekkel torténd szabalyozas, a pH cs6kkenése, valamint

a membranpotencial pozitiv irdnyl megvaltozasa egyarant fontos szerepet jatszhat (1. dbra).
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1. dbra: A TRPV1 stimulicié lehetséges modjai

Az abran a TRPV1 komplex regulacidja lathatd. A receptort aktivaljak ligandok (kémiai anyagok), a membranpotencial
valtozasa, intracellularis jelatviteli utvonalak, kapcsolodo fehérjék, a pH csokkenése, és hdmérséklet is. Az abra (Martin
J Gunthorpe, Chizh 2009) alapjan (Figure 1) késziilt.

A TRPV1 vaszkuléris bioldgiai jelentdsége némileg hattérbe szorult az 0j tipust, kozvetleniil
a nociszenzorra hat6 fajdalomcesillapitd molekuldk igéretét magaban hordozd szenzoros neuronalis
TRPV1 gatlds mogott. A TRPV1 medialt vaszkularis hatdsok koziil kiemelkedik a vazodilatativ
hatés, amely els6sorban a szenzoros neurondlis neurotranszmitterek felszabaduldsdhoz kdothetd
(lokalis efferens hatés). Ezzel a mechanizmussal 6sszhangban leirtdk, hogy a TRPV1 stimulacioja
vazodilataciot valt ki mezenterialis, mdj, bazildris, durdlis és meningealis artéridkban (Zygmunt et
al. 1999; Ralevic et al. 2001; Harris et al. 2002; Dux et al. 2003; Akerman et al. 2004; O’Sullivan et
al. 2004). Ezzel szemben felmeriilt annak a lehetdsége is, hogy a kapszaicin hatdsara felszabaduld

P-anyag vazodilatacidhoz vezethet (Scotland et al. 2004). Korabbi kozleményekben pediga
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kapszaicin nem-neuronalis, kdzelebbrdél nem karakterizalt mechanizmussal torténd vazokonstriktiv
hatasa is szoba keriilt (Donnerer, Lembeck 1982; Cameron-Smith et al. 1990; Edvinsson et al. 1990;
Escott et al. 1995; Canver et al. 1997; Robert Porszasz et al. 2002; Keeble et al 2006; Dux et al.
2003).

Osszességében megallapithato, hogy a TRPV1 stimulacié hatdsara bekdvetkezd vaszkularis
valtozasok kozott nagy faj- és szovet specifikus kiilonbségek figyelhetéek meg. Mindenesetre a
tudomanyteriileten uralkodo allaspont szerint a TRPV1 stimulacié hatdsara felszabaduld lokalis

neuropeptidek vazodilataciot valtanak ki.

1.5. A TRPV1 mint gyégyszercélpont

A TRPV1 magaban hordozza azt az igéretet, hogy gatlasaval egy 0j tipust fajdalomcsillapito terapia
valosithatd meg, mely felhasznalhatd lehet olyan gyogyszergyari szempontbdl optimalisnak
tekinthetd betegségekben, mint a neuropatias fajdalom. A neuropatias fajdalmat az teszi vonzéva a
gyogyszergyarak szamdra, hogy elég kellemetlen ahhoz, hogy az ebben szenvedd betegek
gyogyszereiket felirassak, kivaltsak és beszedjék, tovabba évtizedekig is sziikséges lehet a kezelés.

Az els6 megemlitendd vegylilet mindenképpen a capsazepine (Bevan et al. 1992). A
capsazepine ugyan nem keriilt klinikai felhasznéldsra alacsony in vivo stabilitdsa és rossz
farmakokinetikai tulajdonsagai miatt (Walker et al. 2003), de mégis megalapozta a TRPV1
antagonistakkal kapcsolatos kutatasokat molekularis farmakoldgiai értelemben. A capsazepinet sok
tovabbi, klinikai vizsgalatokban is tesztelt vegyiilet kovette: urea szarmazékok: BCTC, A-425619,
SB-705498 és az ABT-102; amidok: JTS-653 és PAC-14028; vanilloidokhoz struktiralisan nem
hasonlok: AMG-517-et és az MK-2295-6t (korabbi nevén NGD 8243).

A TRPV1 kutatdsdban a modalitds az utobbi évek sikertémdja, amit a TRPV1 antagonistak
klinikai bevezetésének sikertelensége indokol. A jelenlegi elképzelés szerint a TRPV1 antagonistak
modalitas-specifikus tervezésével a nem kivant klinikai mellékhatasok, igy példaul a hipertermia is

megelézhetd lehet (Garami et al. 2010).
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2. Eredmények

2.1. A TRPV1-en hatd, természetben el6forduld ligandok
azonositasa, jellemzése

2.1.1. A thapsigargin mint egy természetben el6fordulé TRPV1
antagonista.

A TRPV1 expresszio CHO-TRPV1 sejtekben a sejtmembran mellett a citoszolban is megfigyelhetd,
amely felveti annak lehetdségét, hogy a TRPV1 (a szenzoros neuronokkal ellentétben, ahol
valoszintileg nincs endoplazmatikus membranrendszer) ebben a heterolog expressziods rendszerben
intracellularis membranokban is expresszalodik. Funkcionalis TRPV1 jelenléte esetén azonban a
sejt-permeabilis agonistakkal torténd kezelés hatdsara ezen receptorok is aktivalodhatnak és ennek
soran az intracellularis raktarakbol kiaramlo Ca?' is hozzajarulhat az intracellularis Ca?*'
koncentraci6 megemelkedéséhez. Ezen hipotézis tesztelése érdekében CHO-TRPV1 sejteket
el6kezeltiink a szarkoplazmas retikulum ATP-4z gatlo thapsigarginnal, amely az intracellularis Ca*
raktarak kiiiritése révén képes gatolni az esetleges intracellularis komponensét a citoplazmatikus
Ca?" emelkedésének (Toth et al. 2002). A kisérletekben intracellularis Ca®" imaging technikat
hasznaltuk CHO-TRPV1 sejteken. Az eredmények szerint a thapsigargin képes az intracellularis
Ca?" koncentraciot megemelni CHO sejteken és TRPV 1 transzfektalt CHO sejteken (CHO-TRPV1)
egyarant. Az intracellularis Ca*" szint emelkedése a thapsigargin adasat kovetden nagyjabol egy
perc mulva kezdédik, maximumat mintegy 2 perccel késébb éri el. A félmaximalis intracelluléris
Ca®* koncentracid emelkedés kivaltasahoz sziikséges thapsigargin koncentracié az ismételt
kisérletekben 44 nM-nak adddott. Ezen eredményeink 0sszhangban voltak a thapsigargin SERCA

gatlo hatasaval.

11
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elkezelés utan. A kisérlet soran az intracellularis Ca®" raktarak kiiiritéséhez sziikségteleniil nagy
jelenlétében a kapszaicin hatdsara nem kovetkezett be intracellularis Ca** koncentracio emelkedés.
Ez a jelenség azonban nem volt magyarazhaté az intracellularis Ca*" raktarak kitirtilésével, mert a
thapsigargin a kapszaicin hatasat steady state koriilmények kozott is gatolta. Ez arra utalt, hogy a
thapsigargin kozvetleniil is gatolhatja a TRPV1-et.

Ennek ellenérzésére a plazmamembranon keresztiili, TRPV 1 medialt Ca*" felvételt mértiik 2.
abra. Eredményeink szerint a thapsigargin gatolta a kapszaicin medialt **Ca*" felvételt, a

félmaximalis gatlashoz sziikséges koncentracio 6,4+1,9 uM volt.
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2. abra: Thapsigargin gatolja a TRPV1-et

CHO-TRPV1 sejteket 15 percig az abra x-tengelyén feltiintetett thapsigargin koncentraciok mellet inkubaltuk, majd a
$Ca? felvételt 50 nM kapszaicin hozzdadasaval indukéltuk. Az 5 perces inkubaciot kovetden a feliiluszot elmostuk és a
sejtekben felhalmozodott *Ca** szcintillacios szamlaldssal mutattuk ki. Az dbran mért “*Ca®* aktivitas értékeket a
thapsigargin hianyaban kapott értékekhez viszonyitottuk. Minden koncentraciot 4 parhuzamosban mértiik. Az dbran egy
jellemzo kisérlet eredménye lathatod (Toth et al. 2002).

Annak eldontésére, hogy a thapsigargin a kapszaicin kotShelyen fejti-e ki a gatlo hatdsat
ligandkotddési kisérleteket végeztiink [PH]RTX felhasznalasaval. A [PTH]RTX kotddését kiilonbozd
thapsigargin koncentraciok mellett kovettik CHO-TRPV1 sejtek membran preparatumain (3. dbra).
Eredményeink szerint a thapsigargin képes volt a [PHJRTX kotddését gatolni, ennek alapjan a
TRPV1-thapsigargin komplex stabilitasi allandoja 4,0+1,3 uM. A thapsigargin-kapszaicin kotShely

viszonyat részletesebben vizsgalva fény deriilt arra is, hogy a [’H]RTX kotddését a thapsigargin
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gyakorolt hatasnak is szerepe lehet.

120 100
L 90+
g 100f s 8ol
£2 sof g _ 70
Z = [ 2 eof
o= o2 50+
== °0r £X o0
£% a0f £ & 30f
R F 22 20}
£2 20 £E€ 1ol
g~ [ ] ol
& (o) 'TYY RN R B—-— mn' \ " )
0.1 1 10 10 100 1000 10000
Thapsigargin (uM) RTX (pM)

3. abra: A thapsigargin a TRPV1 kapszaicin kotohelyéhez is kotoédik

A thapsigargint 50-100 pM tricialt resiniferatoxin ([*H]RTX) jelenlétében inkubaltuk CHO-TRPV1 sejtek membran
preparatumaival. A [*"H]RTX kotédését szcintillacids szamlaloval hatdroztuk meg a pelletben (az elegy centrifugalasat
kovetben) és a feliiluszoban. Az dbran a specifikus kotédést a thapsigargin hianyaban végzett kisérletek %-aban

s

meghataroztuk (jobb oldali abra) (Toth et al. 2002).

2.1.2. N-arachidonil dopamin (NADA), mint TRPV1 ligand

Az N-arachidonil dopamin esetében korabban leirtak, hogy képes a TRPV1-hez kotddni és annak
aktivitasat a nanomolaris tartomanyban gatolni (Huang et al. 2002). Kisérleteinkben mindenekeldtt
ellendriztiik a kordbban publikalt adatokat. Eredményeink szerint a NADA képes a [PH]JRTX
kotodését gatolni CHO-TRPV1 sejtek membranjaban expresszalodd receptorokhoz (4. ébra, A
panel). A NADA stabilitasi allanddja 5,49+0,68 pM-nak adodott ebben a rendszerben (CHO-
TRPV1), amely érték nem allt tdvol az endogénen expresszalodo TRPV1 esetében kapott 9,7+3,3
uM-t6l. A NADA TRPV1-re gyakorolt funkcionalis hatasait “*Ca*" felvétel segitségével vizsgaltuk
exogén TRPV1-en (4. abra, B panel). A NADA hatékonysaga a patkany TRPV1-en 4,76+1,43 uM-
nak, mig a human TRPV1-en 7,17+1,64 uM-nak adddott (az abran a patkany receptorral kapott
adatok lathatdak). A NADA viszonylag alacsony hatdser0ssége miatt felvetédott, hogy élettani
koriilmények kozott esetleg nem is agonistaként, hanem antagonistaként viselkedik. A NADA
hatékonysagat ezt kdvetden szamos in vitro helyzetben vizsgaltuk intracellularis Ca** koncentracio

mérésével a CHO sejtekben expresszaltatott patkany TRPV1-et felhasznalva. Osszességében a
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kapszaicin és a NADA esetében rendkiviil hasonld viselkedést lattunk az intracellularis Ca®*
koncentraci6 valtozasokat tekintve, attdl a ténytdl eltekintve, hogy a NADA koncentracidja ezen

kisérletek soran harom nagysagrenddel haladta meg a kapszaicinét.
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4. abra: Az N-arachidonil dopamin kotédik a TRPV1-hez és befolyasolja annak aktivitasat

Az N-arachidonil-dopamin hatdsait CHO-TRPV 1 sejtekben hataroztuk meg. A [PH]JRTX kot6dési kisérletekben az x-
tengelyen feltiintetett arachidonil-dopamin koncentracidk mellett 50-100 pM [PH]RTX kotédését vizsgaltuk CHO-
TRPV1 sejtek membranjahoz. A kapott adatokat az arachidonil dopamint nem tartalmaz6 reakciokban mért értékek
szazalékaban fejeztiik ki. A funkciondlis kisérletekben az arachidonil dopamin hatasat agonista és antagonista mérési
koriilmények kozott is vizsgaltuk. Els esetben az arachidonil dopamint a *Ca**-mal egyiitt adtuk a sejtekhez és az 5
perc alatt felvett radioaktiv izotop mennyiségét hataroztuk meg (teli korokkel jelolve). Az adatokat a 300 nM kapszaicin
altal kivaltott hatasokhoz hasonlitottuk. Az antagonista hatas méréséhez a sejteket 15 percig inkubaltuk arachidonil
dopaminnal, majd ekkor adtuk az elegyhez a “*Ca*"-ot és 50 nM kapszaicint. A kapott adatokat a kapszaicin esetében
mért értékekhez hasonlitottuk (kitoltott négyzetek) (Toth et al. 2003).

2.2. A TRPV1 molekularis farmakologiaja

A TRPV1-en haté molekulak fejlesztésébe Peter M. Blumberg laboratoriuméaban kapcsolédtam be,
ahol Jeewoo Lee szouli intézetével egylittmiikodésben dolgoztunk. A molekulakat Szotil-ban (Dél-
Korea) szintetizaltdk, mi pedig teszteltiik hatdsaikat a receptor funkcidra (*Ca’" felvétel) és a
receptor-ligand komplex stabilitisara (['H]JRTX kompetitiv kotédés). A 2001-2003 kozott végzett in
vitro tesztekben tobb, mint 200 molekulat vizsgaltunk és a kisérletek mintegy felét végeztem én (ez
mintegy félmillié egyedi kisérletes adatot jelentett esetemben). A két év alatt a tesztelt molekulak
hatékonysaga (az 6sszes molekula atlagaban) a nanomolos tartomanyba kertilt (5. abra). Mi tobb, a

periodus végére a leghatékonyabb vegyiiletek hatékonysaga mar a pikomolos tartomanyba esett.
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2.2.1. Parcialis agonistak

Peter M. Blumberg laboratoriumaban legelsd feladatom a JYL-1511-es kodszamti molekula
tesztelése volt. A molekula a capsazepineben felismert tiourea ,,B” régiot tartalmazta. Az ,,A” régid
fenil csoportjadhoz az akkoriban rendkiviil sikeresnek mondhat6, ¢és a laboratériumban
vezérstruktiranak hasznalt metanszulfonamid csoport keriilt beépitésre. A molekuldk fejlesztése
soran kettds célt kivantunk megvaldsitani. Egyrészt az ,,A” régidban a fenil csoporton torténd
tovabbi szubsztituciok hatasat teszteltiik, masrészt a resiniferatoxinban taldlhato rendkiviil komplex

,»C” régiot probaltuk egyszerlibb struktarakkal helyettesiteni.
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S. abra: Peter M. Blumberg laboratériamaban, kozremiikodésemmel végzett
molekulafejlesztés
Az oszlopok tetején lathatd, hogy az adott id6szakban hany vegyiiletet kaptunk Jeewoo Lee koreai laboratoriumabol. Az
y tengelyen lathato az adott idészakban (x-tengelyen év honaptol-honapig) kapott vegyiiletek atlagos in vitro
hatékonysaga. A meghatarozasok mintegy felét végeztem én ebben a periddusban.

A JYL-1511 tesztelése komoly kihivast jelentett. Sehogyan sem sikeriilt az addig
megszokott tipusu eredményeket kapnom: amikor a vegyiilettel 50 nM kapszaicin hatasat probaltam
gatolni, akkor nem sikeriilt teljes gatlast elérni (84,143,2% antagonizmus), mig amikor a vegyiilet

hatasat onmagaban a TRPV1-re vizsgaltam, akkor mindig volt némi aktivacid a **Ca®" felvétel
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tanulsadga szerint (17,4+0,6% agonizmus). Az adatok ¢és a kisérlet részletes elemzését kovetden
meggy6zddtiink rola, hogy az eredmények helytalloak és igy a JYL-1511-et azonositottuk eldszor,
mint a TRPV1-en hato parcidlis agonistdit. Nem sokkal késdbb, mar célzott vizsgalataink
eredményeként a JYL-827 esetében is hasonld tulajdonsagokat talaltunk . Mindkét vegyiilet képes
volt a [PH]JRTX kotddését alacsony koncentracioban gatolni (JYL-1511: 50,4+16,5 nM, JYL-827:
29,3+7,6 nM).

A parcidlis agonista hatast ezt kdvetden a receptor kornyezetében taldlhatd kiilonb6zd
modalitasok valtoztatasa mellett is meghataroztuk. A receptor expresszid novelésének hatdsara a
vegyiiletek agonizmusa a funkcionalis kisérletekben nétt. Vizsgaltuk a homérséklet, pH és PKC
aktivacio hatdsat a receptor aktivalhatosagara a JYL-1511 és a JYL-827 esetében. Azt talaltuk, hogy

az érzékenyitd stimulusokra mindkét vegyiilet esetében fokozdodik az agonizmus mértéke.

2.2.2. TRPV1 antagonistak: vezérmolekulak és modalitas a hatékonysagban

A TRPVI1 kutatdsdban az antagonistdknak mindig nagyobb szerepe volt, mint az
agonistadknak. Nem volt ez masként esetlinkben sem. Az erdfeszitéseink soran vezérstruktiranak a
capsazepine szerkezetét hasznaltuk, melyet mind az ,,A” régioban, mind a ,,C” régidban
optimalizalni igyekeztiink. Az ,,A” régioban a benzolgylirth6z a vanilloidokban megtalalhato
fenolos hidroxilcsoport helyettesitésére metdnszolfonamid csoportot alkalmaztunk, tovabba a ,,C”
régidban a capsazepine kloro-fenil csoportja helyett tercier-butil-fenil csoportot épitettiink be.
Mindemellett a JYL-1421 esetében a vanilloidokban taldlhaté hidroxi-metil csoport helyett egy

halogén (flour) beépitése is megtortént.

A vegyiiletekkel kapott eredményeink rendkiviil kedvezdek voltak. A JYL-1421 53,5+6,5
nM-os hatékonysaggal kotddott a TRPV1-hez, és a funkciondlis kisérletekben 9,2+1,6 nM-os
hatékonysaggal gatolta a TRPV1-en keresztiili “Ca’*" bearamlast. A JYL-1421 és a KIM-429
farmakologiai tulajdonsagait részletesen vizsgaltuk. Mindkét vegytilet kompetitiv modon gétolta a
kapszaicin és reziniferatoxin funkciondlis hatdsait CHO-TRPV1 sejteken.
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Az alapvetd farmakologiai tulajdonsdgok meghatarozasat kovetden a vegyliletek részletes
analizisével folytattuk munkénkat. A vegyiiletek hatékonysdgat megvizsgaltuk magasabb
hémérsékleten, alacsonyabb pH-n és PKC aktivacidé mellett is. Az eredmények szerint a JYL-1421
minden koriilményben jelentds antagonista hatassal birt, am a KIM-429 az érzékenyitett TRPV1-en

parcialis agonista hatdsokat mutatott.

Az optimalis vezérmolekula kialakitasa érdekében a capsazepine tiourea ,,B” régioja mellett
régidoban a metanszulfonamid csoport elényeinek kihasznaldsa, tovabba a ,,C” régioban a
resiniferatoxin rendkiviili hatékonysaganak egyszerlibb molekuléaris struktarakkal —torténd
megdrzése volt. A templathoz a strukturdlis alapot a JYL-827 esetében megfigyelt magas

hatékonysag adta.

A kiilonb6zd molekularis struktardk vizsgalata sordn a vezérmolekuldahoz képest sikertilt
elérelépést tenni az antagonista hatékonysagaban. Az eldrelépést a JYL-1421 vegyiilet esetében
bemutatott ,,A” régionak a létrehozasa jelentette, melyet a JYL-827-ben bevezetett ,,C” régidval
kombinaltunk. Az igy nyert 61-es szdmu vegyiilet hatékonysdga a ['H]RTX kompeticio alapjan
54428 nM volt, mig a kapszaicin kivaltott TRPV1 medialt *“Ca*" felvételt 7,8+3,0 nM-os Ki
értekkel gatolta. A JYL-827 és 61-es szdmu vegylilet fajdalomesillapité hatasa az ecetsav altal
kivaltott fajdalom (writhing) modellben elérte a kontroll analgetikumként hasznalt ketorolac

hatékonysagat in vivo (Lee et al. 2003).

2.3.3. Molekulafejlesztés

Erdfeszitést tettiink az ,,A” régid optimalizalasara. Ennek sziikségességét két tény adta. Az
egyik az, hogy a molekuldk TRPVI1-en mutatott hatékonysaga ezen régioban bekovetkezd
modositasokkal volt leginkabb moduldlhaté de ennek ellenére viszonylag kevés olyan strukturat

ismertiink, amelyek mellett a vegylileteknek szdmottevd aktivitasa volt. A masik ok a vanilloidok
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A kapott adatok szerint a metanszulfonamid csoport jelenlétében az ,,A” régidban a fenolos
hidroxil csoport elhagyhatd. Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy a tiourea ,,B” régio melletti
szénatomon tOrténd szubsztiticidk hatdsa térszerkezet specifikus (Chung et al. 2007). Az R
konfiguracidoban beépitett metil csoport mellett a molekula jelentds hatékonysaggal rendelkezett,
mig az S konfiguracidoban beépitett metil csoport esetében a molekula képtelen volt kdtodésre €s

nagyon alacsony antagonista hatassal rendelkezett.

Egy tanulmanyban részletesen elemeztiik az ,,A” régioban a metanszulfonamid csoportok
mellett mas szubsztiticiok jelentdségét Lee et al. 2005). Eredményeink szerint a vanilloidokban 2-
es pozicioban 1évd hidroximetil csoport lecserélhetd H, vagy F atomokra, amely szubsztitiicio
javitja az antagonista hatdst. Mindemellett az is vildgossa valt, hogy a benzol gyliri 1-es

Az ,,A” régid szerkezetének 0Osszefliggéseit vizsgaltuk a ,,B” és ,,C” régiokban taldlhatd
kirdlis szénatomokhoz sztereospecifikusan kapcsolt ligandokkal. Ez esetben egy teljesen 1j ,,B”
régio keriilt beépitésre: az amid kapcsold régid a kapszaicinhez képest forditott helyzetben van. Az
uj vegyiiletekben egyébirant a JYL-827-ben és a hasonld struktirdkban sikeresen azonositott
szerkezeteket haszndltuk fel (Ryu et al. 2008) az ,,A” ¢és ,,C” régioban. Tovabblépést jelentett
ugyanakkor, hogy ez esetben két kiralitdscentrumon a sztereospecifikus szintézis miatt a csoportok
térbeli helyzetének hatdsait is tudtuk vizsgalni. Eredményeink szerint a ,,B” régi6 modositasa
pozitivan érintette a molekuldk farmakologiai tulajdonsagait a tiourea templathoz képest a racém
vegyiileteket tekintve. A sztereokémiai optimalizalds eredményeképpen a racém elegy inaktiv
komponensének eliminalasaval sikeriilt tovabbi kétszeres novekedést elérni az hatékonysagban. Mi
tobb, az ,,A” régioban a klorid fluoriddal torténd helyettesitése képes volt ezen sztereospecifikus
ligand hatékonysagat tovabb ndvelni. Az optimalizalas eredménye egy pikomoléris tartomanyban

aktiv, az amid csoporton kiviil mas nyilvanvaléan metabolikusan érzékeny régiot nem tartalmazo,
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viszonylag egyszerii szerkezetli TRPV1 antagonista lett.

Egy kisérletsorozatban probalkoztunk azzal is, hogy az ,,A” régid és a ,,B” régi6 egymashoz
viszonyitott helyzetét a capsazepineben lathatohoz hasonlé méddon rogzitsiik (Lim et al. 2009). A
térszerkezet rogzitése azonban az alkalmazott ligandokkal nem volt sikeres, valamennyi esetben
jelentdsen rosszabb tulajdonsdgokkal rendelkezd vegyiilethez jutottunk, mint a kiindulasi
vezérmolekuldk voltak.

A resiniferatoxin hatékonysdga a TRPV1-hez nagyjabol 1000-szer nagyobb, mint a
kapszaiciné. Ezen nagyobb hatékonysag strukturalis alapjanak feltarasara a resiniferatoxin ,,C”
kapott vegyiileteket tesztelve sok, rendkiviil hatékony molekulat sikeriilt azonositani. A
leghatékonyabb vegyiilet (1-es szamu vegyiilet) hatékonysdga a funkcionalis mérésekben
meghaladta a resiniferatoxin hatékonysagat is.

A KIM-429 sikere alapjan erdfeszitések torténtek arra, hogy a ,,C” régi6 modositasaval
noveljiik a molekuldk hatékonysagat. Ennek egyik eleme a ,,B” régio6 és a ,,C” régid benzolgylrije
kozotti szakasz optimalis hosszanak meghatarozéasa volt. A ,,B” régio6 és a tercier butil-fenil csoport
kozotti tavolsag egyetlen szénatommal torténd megnyujtasa jelentdsen csokkentette a molekula
hatékonysagat a TRPV1-hez. A templaton alapulé tovabbi moddositasokkal sem sikeriilt a
vegyiiletek hatékonysagat javitani. Ugyanakkor a mddositasok soran egy eddig még nem tesztelt 1-
metil-2,3-dihidro-indan csoport hasonldéan sikeresnek bizonyult, mint a szerkezetekben altalunk
gyakran hasznalt tercier-butil-fenil csoport (Lee et al. 2004).

A tiourea templat felhasznalasaval vizsgaltuk az ,,A” és a ,,B” régidban az aromas csoportok
,»B” 1égiotol vald optimalis tavolsagat. A kapott eredmények szerint az aromas csoportok tavolsaga
erésen kotott a molekulakban. Egy-egy szénatom tavolsdggal megnyujtva a molekuldk TRPV1
iranti hatékonysaga jelentésen csokkent (Lee et al. 2004). Mindemellett az a meglepd eredmény is

sziiletett, hogy a TRPV1-ligand stabilitds nem feltétleniil fiigg 6ssze a molekula csatorna funkciot
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gatlo hatésaval. Igy példaul a vezérmolekulaval szemben a dimetil-benzol csoport tavolsaganak
egyetlen szénatommal torténd novelése a kotddés alapu hatékonysagban 50-szeres csokkenéshez
vezetett, mig a funkciondlis kisérletekben ez a hatds csak 2-szeres volt (JYL-827 és 11-es szamu
vegylilet).

A ,,C” région beliili optimalis tavolsag kialakitasanal figyeltiink fel arra a tényre (Lee et al.
2004), hogy a tercier-butil-fenil szarmazékok esetében ezen csoport tdvolsdga a molekula vazat
jelentd tiourea, illetve amid csoporttdl kevésbé befolydsolta a molekula hatékonysagat az ,,A”
régidban homovanillil csoportot tartalmazé agonistak esetében.

A ,,B” régiot gyakran a szintetikus vegyész életét megkonnyitd, két reakcioképes funkcids
csoport Osszekapcsolddasanak helyeként tekintjiik. A ,,B” régionak ennek ellenére nagy szerepe
lehet a TRPV1-en val6 hatékonysag meghatarozasaban. Bizonyos értelemben a ,,B” régiéo mellett
talalhat6 szénlancok optimalis hosszanak vizsgalata is ezt a kérdést feszegette. Egy fiiggetlen
tanulmanyban ennek kiegészitéseként arra kerestiik a valaszt, hogy az altalanosan elterjedt kapcsolo
régiok kiegészitése 1j funkcids csoportokkal, tovabbd az atomok sorrendjének és relativ
Eredményeink szerint a ,B” régioban taldlhatd modositdsok minden esetben eldnytelen
konformaciovaltozashoz vezettek, és az atomok sorrendjének megcserélésével sem tudtunk a
hatékonysagban ndvekedést elérni (Lee et al. 2005).

A ,B” régi6 optimalizalasandl tovabba ujabb templatokat is vizsgaltunk, amelyek
segitségével tovabbi informaciokat nyertiink az optimalis ligandok térszerkezetérdl és a kivanatos
elektron eloszlasrol. Az adatok szerint a vizsgalt ,,A” és ,,C” régidok mellett az ujabb csoportok
beépitésével nem sikeriilt a TRPV1 iranti hatékonysagot ndvelni, jollehet a hidroxi-tiourea csoport
esetében az haté¢konysag csokkenés az in vitro kisérletekben nem volt drdmai, és az in vivo aktivitas
ebben az esetben még meg is haladta a vezérmolekula hatékonysagat. Ezen utobbi eredményeink

tiikrében ugy tlinik, hogy a ,,B” régioban talalhaté modositasok is szerepet jatszhatnak a vegyiiletek
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bioldgiai hatdsdnak meghatarozasaban (Lee et al. 2004).

A ,,B” és ,,C” régidkban tovabbi strukturdkat is teszteltiink. A kisérletek egyik célja a ,,B”
régioban kettds kotésekkel modulalt atomtavolsagok alapjan kdzelebbi adatokat nyerni az optimalis
tavolsagokrol ezuttal az amid templat felhasznalasaval. Figyelemremélto volt, hogy a propanamid
régiod esetében a hatékonysag megtartott maradt.

Ezt kovetden a terc-butil-fenil csoport optimalis tdvolsadgat hataroztuk meg a propanamid
csoporttél. Meglepd eredményre jutottunk, amennyiben az Osszekotd szakaszt egyetlen
szénatommal meghosszabbitva a korabbiaknak megfelelden egyértelmiien kisebb hatékonysagot
kaptunk, azonban a lanc tovabbi hosszabbitasa és kettds kotés bevitele utdn a kapott molekula

hatékonysaga megkdzelitette a vezérmolekulaét (Sun et al. 2012).

2.3. A TRPV1 ligandkété helyének pozicidja
A TRPVI1 ligandkotd helyének jellemzése érdekében egy kollaborativ erdfeszités

eredményeképpen a kapszaicin valasszal rendelkezé patkany TRPV1-et a kapszaicinre érzéketlen
nyul TRPV1-gyel hasonlitottuk 6ssze (Gavva et al. 2004). A feltételezett ligandkotd hely kornyékén
talalhato eltéré aminosavakat mutagenezissel modositottuk, hogy a nyul receptor vanilloid kotését
helyreallitsuk (funkcionyeréses mutansok eldallitasa). A teljes munkéaban az én feladatom [*H]RTX

kotddési kisérletek végzésében meriilt ki, igy csak ezen kisérletek eredményeit emlitem.

A Kkisérletekben tehat a nyal TRPVI1-ben taldlhato, a patkany TRPV1-hez képest eltérd
aminosavakat iranyitott mutagenezissel a patkanyéhoz hasonlova tették. A kiilonb6z6 mutansok
vanilloid kotését vizsgalva azonositottuk a vanilloid kotésben fontos szerepet jatszé aminosavakat.
El6szor a vanilloid kdtésben fontos régid keriilt azonositasra. Ennek soran az 505-550 aminosavak
kozotti régiot a patkany TRPV1 és a nytl TRPV1 kozott kicserélték és egy kimérat allitottak eld.
Ezt kdvetden az adott régioban megfigyelhetd eltérések szisztematikus mutagenezise kovetkezett. A
mutans fehérjéket emlds sejtekben expresszaltik és a [PH]RTX kotést mértiik. Az adatok szerint a

[FHIRTX kotésre képtelen nyal TRPV1 a patkdny TRPV1 505-550 aminosavak kozotti részének
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birtokdban képessé valt a vanilloid kotésre. Az 505-550 régidoban szamos eltérd aminosav volt a két
faj TRPV1 szekvencidjaban. Ezek koziil el6szor az 550-es aminosav cseréjére kertilt sor. Az 550-es
izoleucin treoninra cserélése a nyul TRPVI1 vanilloid érzékenységét nem javitotta, azonban a

patkanyban a forditott irany( csere jelentdsen csokkentette a [PH]JRTX kotd képességet (6. dbra).
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6. abra: Nvul-patkany TRPV kimérak vanilloid kotése
(Gavva et al. 2004) alapjan.

A kovetkez0 mutalt aminosav az 547-es volt, amely nyulban lizin, patkdnyban metionin.
Ezek cseréje az 550. aminosav cseréjéhez hasonlo eredménnyel jart: a patkdny metionin aminosava
a nyul TRPV1-et nem tudta vanilloid kotésre képessé tenni, de a patkdny TRPV1 vanilloid kotését
jelentdsen rontotta a lizinre torténd mutacid. Akkor azonban, amikor mindkét fentebb emlitett

aminosavat mutaltak, a nyul TRPV1 képessé valt a vanilloidok kotésére.

2.4. Modalitasok a TRPV1 kapszaicin k6to helyén

Az IBTU (Toth et al. 2004) egy kapszaicinnel homolog vegyiiletként érkezett tesztelésre.
Meglepd tulajdonsaga volt, hogy viszonylag nagy hatékonysaggal volt képes a kapszaicin kivaltott
#Ca’" bearamlast csokkenteni CHO-TRPV1 sejteken, de nem volt képes a [PHJRTX kotodését
gatolni a receptorhoz. Fontos tovabbi megfigyelés volt, hogy habar a [*H]JRTX leszoritasara a
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kotddési kisérletekben nem képes, addig a funkciondlis kisérletekben képes volt nem csak a

kapszaicin altal kivaltott receptor aktivaciot gatolni, hanem az RTX 4éltal kivaltott hatasokat is.
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7. abra: Az IBTU hatékonysaga a TRPV1-en: kotodés és funkcionalis hatasok

Az IBTU hatasait CHO-TRPV1 sejteken vizsgaltuk. A vegyiilet elészor nem tlint perspektivikusnak, mert a [*’H]JRTX
kotodési kisérletekben nem volt képes a radioaktivan jel6lt molekulat leszoritani (bal oldali grafikon). Ezzel szemben
meglepé moédon a funkcionalis kisérletekben nem csak a kapszaicin (k6zépsé grafikon), hanem a resiniferatoxin (jobb
oldali grafikon) ¥*Ca*" felvételt kivalto hatasat is képes volt gatolni. Az IBTU hatésat az 50 nM kapszaicin altal kivaltott
$Ca* felvétel csokkenésként definidltuk és szdzalékban fejeztiik ki (Toth et al. 2004).

Ezt a latszolagos ellentmondast részletesen vizsgaltuk. Eredményeink szerint nincs nagy
kiilonbség a kiilonbozé agonistdkra gyakorolt gatlé hatasban a sejtfelszini receptoron. A sejtek
valaszainak alaposabb megismerése érdekében intracellularis Ca®" koncentracid mérést is
végeztiink. Eredményeink szerint az IBTU minden sejt kapszaicin valaszat képes volt gatolni, és
hatékonysaga megegyezett a “Ca’" felvétellel meghatarozott értékkel.

Az IBTU hatésait a sejten beliili (intracellularis) TRPV1-re is vizsgaltuk. Ennek soran azt
talaltuk, hogy habar CHO-TRPV1 sejtekben létezik egy intracellularis Ca®" raktar, amelybdl a
thapsigargin és az RTX is képes a Ca*"-ot felszabaditani, az itt elhelyezkedd receptor populaciot az
IBTU nem tudta gatolni (8. abra).

Egy masik tanulményban azt a kérdést vizsgaltuk részletesen, hogy az individualis
vegyiiletek kozotti hatas-kinetikai kiilonbségek milyen molekularis mechanizmusra vezethetéek
vissza (Téth et al. 2005). Ehhez az addig azonositott, akkorra publikalt szerkezetii vegyiileteket
hasznaltuk fel. A vegyiiletek hatékonysagat eldszor a szokvanyos farmakologiai értékeknek

megfelelden jellemeztiik: hataserdsség €és hatékonysag keriilt meghatdrozasra. Az adatok alapjan
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nem talaltunk nagy eltérést a korabban “Ca’" felvétellel meghatarozott értékekhez képest.
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8. dbra: Az IBTU hatasa az intracellularis TRPV1-re
Az IBTU hatésait az intracellularis Ca** koncentraciora CHO-TRPV 1 sejtekben hataroztuk meg. A bal oldali grafikonok
esetében a kisérleteket 1,8 mM mig a jobb oldali grafikonok esetében 0 mM Ca** volt az extracelluléris oldatban. A bal

felsd abra tanulsaga szerint a resiniferatoxin (RTX) az intracellularis Ca** koncentracio emelkedését valtja ki mar igen
alacsony koncentracioban (100 pM). A bal oldali als6 abra tanulsaga szerint ezt a hatasat az IBTU képes volt gatolni,

s

Kisérletet tettiink az intracellularis raktarakbol TRPV 1 medialt modon torténd Ca®* felszabadulasra kifejtett hatasok
vizsgalatara. A resiniferatoxin alacsony koncentracioban képes volt Ca*" felszabaditasra az intracellularis Ca**
raktarakbol (0 mM extracellularis Ca?" mellett, jobb felsd grafikon). IBTU el8kezelés nem befolyasolta a resiniferatoxin
intracellularis TRPV 1-re kifejtett hatasait (jobb oldal, k6zépsd abra), azonban egy resiniferatoxin analog, az [-RTX azt

s

volna (Téth et al. 2004).

Az individualis sejtek valaszkészségét vizsgalva ugyanakkor feltlint, hogy a sejtek valasza a
kezelések soran eltérd volt. Alapvetden kétféle mintazatot figyeltiink meg, melyek a kapszaicinre és
a resiniferatoxinra voltak jellemzdek. A kapszaicin esetében a sejtek uniform moddon, a kapszaicin
hozzdadasat kovetden hamar vialaszoltak, majd egy viszonylag rovid id6 mulva a kapszaicin
jelenlétében deszenzibilizalodtak, tehat a sejtek intracellularis Ca®* koncentracioja csokkent, majd
egy alacsonyabb szinten stabilizalodott. Ezzel szemben a resiniferatoxin esetében a sejtek idében
nagy szorassal valaszoltak az anyag hozzdaddsat kovetden, azonban a vialaszold sejtekben az

intracellularis Ca*" koncentracié megtartott maradt, deszenzibilizacionak nem volt jele. Az SU-200
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és MSK-195 jelti molekuldk inkabb kapszaicin-szerli valaszt adtak, mig a JYL-79 és az anandamid

inkdbb a resiniferatoxinra jellemz0 viselkedést mutatott (9. abra).
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9. abra: Individuilis CHO-TRPV1 sejtek vilasza agonista stimulusokra

Az egy latotérben lathaté 6sszes CHO-TRPV1 sejt esetében rogzitett intracellularis Ca®* koncentracio valtozasokat
tiintettiik fel az dbran (x-y diagramok). Az oszlopdiagramokon az adott iddpillanatban (14sd x-tengely) a maximalis
valasz legalabb 10%-aval rendelkez0 sejtek szazalékos aranya lathato (Toth et al. 2005).

A kisérletek soran az akut deszenzibilizdcid (az agonista jelenlétében lathatod
valaszcsOkkenés) jelenségére is fény deriilt. Ennek nyomon kovetésére is értékeltiik adatainkat. Az
adatok szerint a resiniferatoxin, MSK-195 ¢és a JYL-79 esetében viszonylag kismértékii
deszenzibilizaciot kaptunk, a sejtek valaszkészségében a csokkenés nem volt jellemzd. A
resiniferatoxin esetében az értékelésre hasznalt koriilmények kozott a 10. percig a sejtek mintegy
fele valaszolt, majd a kisérlet végére (21. perc) csaknem minden sejt intracellularis Ca®*
koncentracidja megemelkedett. Ezzel szemben a tobbi vegyiilet esetében jelentds akut

deszenzibilizaciot talaltunk.
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Eredményeink szerint a foszforilacids allapot eltérden érinti a receptorok ligandok iranti
érzékenységét (Pearce et al. 2008). Az agonistak esetében csaknem 8-szoros érzékenyités (DAS018
esetében) mellett megfigyeltiink olyan vegyiiletet is, amely esetében a foszforilacios allapotnak nem
volt jelentdsége (példaul resiniferatoxin). Az antagonista vegyiiletek esetében egy masik iranyu
tendenciat figyeltiink meg: a receptor foszforilaltsagi szintje sokkal kiegyenlitettebben érintette a
vegyliletek  hatékonysagat, viszonylag kismértékii csokkenést okozva a vegylletek
hatékonysagaban. Egyetlen kivétel talan a SB-366791, amelynek kezeletlen sejteken is viszonylag

szerény aktivitasa volt, és ez a receptor foszforilaciojanak emelkedésével jelentdsen csokkent.

2.5. A vaszkularis TRPV1

Magyarorszagra hazatérve a molekuldris farmakologia eszkdzeit és lehetdségét sajnos
elvesztettem. A TRPV1 teriiletén figyelmem az élettani hatdsokra és azon beliil a vaszkuldris
hatdsokra iranyult. Elészor azt vizsgaltuk, hogy a TRPVI1 stimuldci6 milyen hatdssal van
vazizomerekre. 1 puM kapszaicin jelentds konstrikciot valtott ki (Lizanecz et al. 2006). A
vazokonstrikcioért felelds TRPV1 ebben a rendszerben nem mutatott teljes tachyphylaxist, azaz
ismételt alkalmazasra a vazokonstrikci6 ujra jelentkezett. A receptor elhelyezkedését vizsgalva azt a
patkany vazizom artéria simaizom rétegében talaltuk immunhisztokémidval (10. dbra).

Ezt kovetden megkiséreltik a vaszkularis TRPV1 aktivaciojanak lehetséges modjait
feltérképezni. A TRPV1 endogén ligandnak gondolt anandamid esetében nem kaptunk vaszkularis
hatdst ebben a rendszerben, azonban a receptor érzékenyitését (ciklosporin-A) kovetden az
anandamid is konstrikcidt valtott ki. Ami talan még fontosabb megfigyelés volt, hogy az erek
anandamiddal torténd kezelést kovetden deszenzibilizaldédtak kapszaicinre, tehit anandamid
kezelést kovetden nem volt kapszaicin valasz. Ez a deszenzibilizacié azonban megfordithato volt a
foszfataz gatlo ciklosporin-A alkalmazasaval. Az anandamid vélaszok foszforilacioval torténd
szabalyozasat részleteiben vizsgaltuk CHO-TRPV1 sejtek felhasznalasaval. Eredményeink szerint

az anandamid hataserdssége és hatékonysaga egyarant nagyobbnak bizonyult a TRPV1 foszforilalt
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formdjahoz. Az is fontos megfigyelés volt, hogy az anandamid sejten beliili lebomlasanak gatlasa a
szabad zsirsav amid hidroldz (FAAH) gatlasdval (PMSF alkalmazésaval) jelentdsen, a foszforilacid
elésegitésével Osszemérhetden fokozta az sejtek anandamidra vald érzékenységét. A vaszkularis
kisérletek azt sugalltdk, hogy az anandamid a TRPV1 deszenzitizalasaval képes lehet a TRPV1

tovabbi agonista stimulusokra adott valaszainak gatlasara.
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10. abra: Funkcionilis TRPV1 expresszié patkany vazizomerekben

A kisérletekben a kapszaicin hatasait vizsgaltuk patkanyok vazizomabol izolalt artériakon. A kapszaicin (1 uM) az
arteriolak konstrikcidjahoz vezetett, amit a capsazepine felfliggesztett (felsé grafikon). A kapszaicin altal kivaltott
konstrikci6 tekintetében ezen erek esetében megfigyelhetd volt a tachyphylaxis jelensége, amikor a kapszaicin ismételt
alkalmazasa az els6 valaszhoz képest kisebb atmérdcsokkenést okozott (kozépso abra). Végiil a vazizomereket TRPV1
specifikus antitesttel inkubaltuk, majd az antitestek kotddését DAB-bal mutattuk ki (also abrak) (Lizanecz et al. 2006).

Ezt kovetden vizsgaltuk az anandamid foszforilaciot elésegitd kezelések soran jelentkezd
latszolagosan nagyobb valaszkészségének okat az egyedi CHO-TRPVI1 sejtek esetében
intracellularis Ca** koncentracié mérések alapjan. Az eredmények szerint az anandamid gyorsan

deszenzibilizal6do részleges hatést fejtett ki CHO-TRPV1 sejtekre, amely a foszforilaciot elosegitd
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kezelések utan jelentésen megemelkedett, és a kezelés utan a deszenzibilizacid jelensége sem volt
mellett hogyan valaszolhatnak a sejtek kiilonb6z6 metabolikus hatdsokra, CHO-TRPV1 sejteket
kezeltiink anandamiddal, majd foszforilaciot noveld kezeléseknek tettiink ki. Az adatok szerint az
anandamid altal kivaltott viszonylag kismértékii stimuldcid (részleges agonizmus) a foszforilacio
fokozésara jelentsen novekedett.

Tovabbi kisérleteinkben probaltuk a kapszaicin  kivaltott arteridlis  konstrikcio
mechanizmusét felderiteni (Kark et al. 2008). Ennek érdekében immunhisztokémiai modszerekkel
festettiik a vdzizomban és bdrben a neuronokat (neurofilament ellenes antitesttel). Eredményeink
szerint a bOrben szamos idegsejt nyulvanya helyezkedik el az erek kornyékén, ezzel szemben a
vazizomban az artéridk kdrnyezetében nincsenek jelentds szdmban idegvégzddések. Ez arra utalt,
hogy a védzizomban a TRPV1 stimuldcionak tulajdonitott jelenség feltehetdleg kisebb jelentdségii
lehet, az erek kornyékén futd idegvégzddésének hidnya miatt. Ennek eredményeként a simaizom
kovetkezménye konstrikcid lesz. Ezen konstrikcid pontos mechanizmusdnak feltarasa érdekében
tovabbi kisérleteket folytattunk. Ennek sordn elészor a TRPV1 funkciondlis tulajdonsagait
vizsgaltuk ebben a rendszerben. A kapott adatok szerint a kapszaicin 1 pM-os koncentracioban mar
teljes mértékll artéria konstrikciot valtott ki, ami arra utalt, hogy a jelenség csakugyan specifikus
lehet a TRPVI-re. A kapszaicin kivaltott konstrikcié idélegesnek bizonyult, a kapszaicin
jelenlétében egy jelentds vazokonstrikcidt kdvetden az ér valaszkészsége csokkent €s a 20 perces
inkubacid végére az ératmérd a kiindulési értékre tért vissza.

Megkiséreltiik a vazokonstrikcidért feleldé TRPV1-et expresszalo sejttipus azonositasat is. A
funkcionalis kisérletekben felhasznalt vazizom artériat tartalmazd szdvetben immunhisztokémiai
modszerrel tettiik lathatovad a TRPV1-et a simaizom aktinnal egyiitt festve. A TRPV1 ¢és a simaizom

specifikus festddés egybeesése a receptor simaizomsejtekben torténd expresszidjara utalt. A TRPV1

28



dc_652 12

mRNS-ének jelenlétét sikeriilt kimutatnunk egy immortalizalt simaizom sejtvonalon is (A7r5
sejtek), amely tény ismét arra utalt, hogy a TRPV1-et expresszalo sejtvonal arteridlis simaizom

lehet.
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11. abra: Foszforilacié hatasa alacsony dozisu anandamiddal torténo kezelés soran
Az anandamid er6s deszenzibilizal6 hatassal rendelkezett (Error: Reference source not found, felsé grafikon). Annak
eldontésére, hogy az anandamid jelenlétében a deszenzibilizalt receptor reszenzitizalhato-e foszforilaciohoz vezetd
stimulusok hatasara a CHO-TRPV1 sejteket a az anandamid jelenlétében a deszenzibilizacid fazisaban kezeltiink
PMA-val és ciklosporin-A-val (CY-A). Az abran az intracellularis Ca** koncentracio valtozasokat tiintettiik fel az
anandamid folyamatos jelenlétében (Lizanecz et al. 2006).

A TRPVI arteridlis simaizomban torténd funkciondlis expresszidjat azonban csak egy
késébbi munkankban tudtuk kétséget kizardlag igazolni (Czikora et al. 2012). Ennek soran elészor a
kapszaicin hatdsdra megfigyelt vazokonstrikci6 TRPV1 specifitasat vizsgaltuk. A kisérletekben
farmakologiai és genetikai Uton gatoltuk a TRPV1 funkcidt, és megfigyeltik a kapszaicin
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valaszkészség valtozasat. A farmakologiai gatlas soran az AMG-9810 antagonista novekvé dozisai
mellett hataroztuk meg a vazokonstrikcié kapszaicin dozis fliggését. Az eredmények szerint a
kapszaicin az AMG9810-zel kompetitiv médon okozott vazokonstrikciot, tovabba a vazokonstrikcio

TRPV1 génhidnyos egérben nem volt megfigyelhetd.

Aorta ATr5 sejtek

«— GAPDH
«— TRPV1

Simaizom
aktin TRPV1
Sejtmag ;
(DAPI) Egymasra

vetitett kép

12. abra: TRPV1 expresszio vazizomerek simaizomsejtjeiben

A megfigyelt hatasokkal leginkabb 6sszhangban a TRPV1 vaszkularis simaizomban tortén6 expresszidja allt. Ennek
igazolasa érdekében immunhisztokémiat valasztottunk. Az erekben a simaizomsejteket aktin specifikus antitesttel
mutattuk ki (piros szin), a TRPV1-et zolddel, a sejtmagokat pedig DAPI-val (kék) jeloltiik. A harom szinnel rogzitett
képeket atlapolva is mutatjuk. Végiil a TRPV1 expressziot immortalizalt A7r5 simaizomsejtekben is igazoltuk RT-PCR
reakcioval (Kark et al. 2008).

Ezt kovetden erdfeszitést tettiink arra, hogy a vazokonstrikci6 mechanizmusat feltarjuk.
Ehhez a vazizom artéridk esetében parhuzamosan mértilk az atmérdvaltozast és a simaizom
rétegben az intracellularis Ca*” koncentraciovaltozasokat. Az eredmények szerint a vazokonstrikcio
egybeesik az intracellularis Ca** koncentracié megemelkedésével (13. abra).

Annak igazolasara, hogy az intracellularis Ca*" koncentracié emelkedése a simaizomban
expresszalodo receptor aktivalasanak kozvetlen kovetkezménye, simaizomsejteket izolaltunk és
kapszaicinnel kezeltiink. A kezelés hatdsara a simaizomsejtek egy jelentds részénél intracellularis

Ca®" koncentracio emelkedést kaptunk, ami osszemérheté volt a KCI altal kivalthatd (maximalis)
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13. 4bra: A TRPV1 aktivaci6 intracellularis Ca** koncentracié emelkedésén keresztiil fejti ki
hatasat

Annak igazolasa utan, hogy a kapszaicin kivaltott vazokonstrikcio TRPV1 medialt, annak mechanizmusat is vizsgaltuk.
Eddigi eredményeink erdsen utaltak arra, hogy a mechanizmus alapjat a vaszkularis simaizmokba TRPV1-en keresztiili
Ca? belépés jelenti. Ennek igazolasara két kisérletet végeztiink. Itt az intracellularis Ca®* koncentracio valtozast mértiik
az ératméro valtozassal parhuzamosan. A bal oldali grafikon egy individualis kisérlet eredményét mutatja, mig a jobb
oldali abran 5 kisérletben kapott adatok atlagat mutatjuk (Czikora et al. 2012).

A TRPV1 vaszkuléris simaizomban torténd expresszidjanak igazolasat kdvetden a simaizomban
lokalizalodo TRPV1 farmakolédgiai tulajdonsagait is meghataroztuk. Ennek keretében a korabban a
TRPV1 sejtes valaszok kinetik4janak vizsgdlatara alkalmazott agonistakkal torténd kezelés hatasait

vizsgaltuk. El0szor a kapszaicin hatasait reprodukaltuk.
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14. abra: Kapszaicin hatdsai a simaizomban lokalizalédé TRPV1-re

A kapszaicin patkany vazizombol izolalt arteriolaban endogénen expresszaloddo TRPV 1-re gyakorolt hatasait vizsgaltuk
referenciaként a tobbi, késobb bemutatott TRPV 1 agonistahoz. A bal oldali grafikon a kapszaicin dozis-hatasat lathatjuk
az erek atmérdévaltozasara. A kdzépso grafikon a maximalis dozisu (1 pM) kapszaicin hatdsait mutatja, és végiil a
harmadik grafikon a kezelést kovetéen (20 perc kezelés, ennek eredménye lathatd a kozépsé grafikonon, majd az ercket
mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott kapszaicin érhatasat mutatja (Czikora et al. 2012).

A kapszaicint a resiniferatoxin kovette. A resiniferatoxin esetében nem kaptunk semmilyen

kézzelfoghatd érvalaszt, azonban a kezeléseket kovetéen a TRPVI1 nem volt kapszaicinnel
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ingerelhetd, teljes deszenzibilizacid volt megfigyelhetd. Kapszaicin szerii valaszt kaptunk az MSK-
195 és JYL-79 vegyiiletekkel. Ezzel szemben resiniferatoxin szerli valaszt kaptunk a JYL-279 és
JYL-1511 vegyiiletekkel.

Erdfeszitéseket tettiink a vaszkuldris TRPV1-en kapott struktira-aktivitds Osszefiiggések
Osszehasonlitdsdra a szenzoros neuronban expresszalodd receptorok hasonld paramétereivel. A
szenzoros neuronalis funkciot a vegyiiletek szembe cseppentésével teszteltiik, amely kisérlet soran
az allatok a TRPV1 aktivaciot kdvetd irritdcidval ardnyosan vakartdk a szemiiket. A szenzoros
neuronon kapott érzékenység adatok alapjan a JYL-1511 kivételével minden TRPV1 agonista
irritativnak bizonyult. Ez nem volt teljesen Osszhangban a vaszkularis TRPV1-gyel kapott

adatokkal.

15. 4bra: Az alkalmazott TRPV1 agonistak irritativ hatasainak vizsgalata
A vaszkularis preparatumon tesztelt vegyiileteket a szenzoros neuronokban endogénen expresszaldodo receptoron is
teszteltiik. Ennek érdekében patkanyok szemébe cseppentettiink az oldatokbodl és szamoltuk az irritativ hatas miatti
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szemvakarasok szamat. Az abran kit6ltott oszlopokkal jeldltem azokat az agonistakat, amelyek az artéria atmérdt nem
befolyasoltak akut hatdsként, mig iires oszlopok jeldlik azokat, amelyek esetében az alkalmazasukat révidesen kovetd
jelentds konstrikcid volt megfigyelhetd (Czikora et al. 2012).

A TRPV1 vaszkularis biologiai szerepének vizsgalatit az értekezés beaddsaig megjelent
kozleményeinkben az anandamid vazoaktiv hatasainak tanulmanyozaséaval zartuk (Czikora et al.
2012). Ennek soran kimutattuk, hogy az anandamid tartds kezelések soran bifazisos hatdssal eloszor

az erek Osszehtizddasat (nagy dozisban), majd dilatacigjat valtja ki. A dilatacioban feltételeztiik a
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miogén ténus elvesztésének szerepét, amelynek igazolasara végzett kisérleteink szerint az
anandamid kivaltott vazoaktiv hatdsokban a dilatativ valaszok domindlnak, jollehet magasabb
koncentracioban gyakran megfigyelhetd egy tranziens konstrikcio is. A dilatidcidé hatterében az
anandamid lebontdsa allhat, amennyiben az anandamid kivaltotta dilatacio teljes mértékben
gatolhaté volt az anandamidot arachidonsavvd metabolizadlo enzim (FAAH) gatlasaval. Endotél
fosztott erekkel végzett kisérletekben az ananadamid hatdsdra nem valtozott a miogén tonus.
Osszefoglalva, eredményeink tehat arra utalnak, hogy az anandamid aligha lehet a vaszkularis
TRPV1 aktivacidjdhoz sziikséges endogén ligand. Sokkal valdszinlibb az, hogy ha az anandamid

hat a TRPV1-re ebben a rendszerben, akkor az gatlo hatasként jelentkezik (Toth et al. 2009).

3. Az Uj eredmények osszefoglalasa

A TRPV1 egy nemspecifikus kationcsatorna, amelyrdl az a kép alakult ki, hogy expresszioja
specifikus az érzé neuronokra, ahol a fijdalmas ingeriiletek 1étrejottében kulcsszerepe van. Ez a

TRPV1-et a gyogyszerkutatasok egy fontos célpontjava tette.

Részt vettem egy molekularis farmakoldgiai programban, ahol a TRPVI-en bioldgiai
hatassal rendelkezd ligandokat fejlesztettiink. A fejlesztés eredményeképpen pikomolaris
tartomanyban hat6 agonistakat és antagonistakat fejlesztettiink. Kimutattuk, hogy a vanilloidokban
talalhaté fenolos hidroxil csoport helyettesitése metanszulfonamid csoporttal egy metabolikusan
stabilabb, antagonizmust preferalo szerkezethez vezet. A TRPV1-en hat6 ligandok koziil sikeriilt az
ultrapotens resiniferatoxin szerkezetének egyszertisitésével jelentdés kotOképességgel és

hatékonysaggal rendelkez6 molekula templatokat fejlesztentink.

A  TRPVI1 élettani funkcidjat tekintve felvetettik hogy a TRPVI arterialis
simaizomsejtekben is expresszalodhat, ahol aktivacioja vazokonstrikcidhoz vezet. Ezt a hipotézist
késébb farmakoldgiailag, TRPV1 funkci6 hidnyos egérben és izolalt sejteken is megerdsitettiik. Az
arteridlis simaizomsejtekben expresszaloddo TRPV1 farmakoldgiai tulajdonsdgainak feltarasat

megkezdtiik, eddig az agonista vegyiiletekkel kapott eredményeket publikaltuk. Kimutattuk, hogy
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az arterialis simaizomban expresszaloddo TRPV1 farmakologiai tulajdonsagai eltérnek az érzé
neuronban expresszalt receptorétol. Korvonalazodott, hogy a TRPV1 szdvetspecifikusan vehet részt
a vérkeringés szabalyozasaban, amely expresszios szabalyozas alatt allhat. A bérben a TRPV1
elsdsorban dilatativ hatasokat kozvetit, mig a vazizomban konstriktiv hatdsai vannak. Ezzel
vilagossa valt, hogy az arteridlis TRPV1 fontos szerepet jatszhat a szoveti véreloszlas
szabalyozasaban. Végiil felvetettiik, hogy az arterilis simaizomban expresszalodéo TRPV1 szelektiv
aktivacidja a kozvetlen Ca*" bearamlast kivaltd hatdsa miatt farmakologiai célpont lehet olyan

allapotokban, amikor a vérnyomads emelése sziikséges.

4. Megbeszélés, az eredmények potencialis hasznositasa

Kozremiitkodésemmel tobb, mint 250 TRPV1-re hato vegyiilet szerkezetét, szintézisét €s in vitro
farmakolégiai tulajdonsagait publikaltuk, szdmos molekularis modellel egyiitt. Ezzel a Peter M.
Blumberg ¢és Jeewoo Lee altal vezetett kutatocsoport a TRPV1 molekularis farmakoldgidja terén
jelentds hatassal volt a tudomanyteriiletre. Sajat kdzremtikodésem ezen a teriileten kozvetlentil a
bioldgiai aktivitds meghatarozasahoz kothetd. Az értekezésben bemutatott koézleményekben
publikalt [PHJRTX kotédési, illetve *Ca®" felvételi adatoknak nagyjabol 20-25%-a az én
méréseimen alapszik.

A molekulak kémiai és farmakologiai tulajdonsdgainak meghatarozasan tal fontosnak
tartom, hogy kozleményeinkben igyekeztiink a nyers adatokon tal a molekularis struktira-aktivitas
Osszefliggésben felismert altalanossadgokat is bemutatni. Kdézleményeinkben és a mindennapi
erofeszitések soran is a legnagyobb jelentdsége az ,,A” régionak volt. Ez az a régid, amelyrdl a
vanilloidok neviiket szerezték. Az ,,A” régionak jelentés szerepe van a hatds jellegének
meghatarozasaban (16. abra). A hatas jellegét tekintve a vanillin csoport benzolgylriijén torténd
szubsztituciokkal lehet a kifejlesztett molekulak hatdsat moduldlni: agonista-antagonista

kontinuumban, anélkiil hogy a molekulak TRPV1 irdnti hatékonysaga jelentosen valtozna.
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A ,B” régi6 jobbara az a kapcsold régio, amelyben az ,,A” és ,,C” régioban hasznalt
molekularis struktirdkat reakcioképes kémiai csoportokkal Osszekotik. A ,,C” régid szerepérol
altalanossagban megallapitottuk, hogy a molekuldk hatékonysaganak szabalyozasa mellett részt
vesz a biologiai hatds kialakitdsdban is. A kapott adatok alapjan bizonyos struktirak arnyalni

képesek az ,,A” régio térszerkezete alapjan sugallt hatast (16. abra).
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16. abra: A ""C" régio szerepe a biologiai aktivitds meghatarozasaban
A TRPV1 ligandok szerkezetében a ,,C” régié mddositasai képesek a kiilonb6zd ,,A” régidbeli szerkezetek aktivitasanak
modositasara, annak ellenére, hogy az altalanos tendencidk nem valtoznak.

A TRPV1 ligandokkal valo kisérletekben mar a kezdetektdl kerestiik a bioldgiai hatdsban
fontos modalitasokat. Mar a vezérmolekuldk azonositdsa soran felfigyeltiink a parcidlis agonizmus
jelenségére, és erdfeszitéseket tettiink annak érdekében, hogy a receptor kornyezetének modositd
hatasat meghatarozzuk (Wang et al. 2002; Wang et al. 2003). Igy sikeriilt feltirni, hogy az
antagonizmus sem egy egységes jelenség: a TRPV1 szamos mddon aktivalhato és a ligandok nem
feltétleniil gatoljak valamennyi aktivacidos mechanizmust. A TRPV1 farmakologiaval toltott évek
alatt azt gondolom, hogy az az6ta tobbé-kevésbé elfogadott modalitdsok mellett harom masik fontos
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masik a sejtekben potencialisan eléforduld eltérd tulajdonsdgu receptor populaciok (Toth et al.
2004), és a harmadik a foszforilacios allapot szerepe a hatékonysagban (Lizanecz et al. 2006;
Pearce et al. 2008). Ezen modalitasok szerepe felértékelddott a TRPV1 antagonistak
alkalmazéasanak egyik legfontosabb mellékhatasanak, a hipertermidnak tiikrében (Garami et al.
2010).

A ligandok (Ggymint kapszaicin ¢és resiniferatoxin) eltérd membrdn penetrancidval
rendelkeznek. Ennek megfelelden a sejtmembranon lassabban atjutni képes molekula szdmara az
aktivitas befolyéasolasahoz feltehetdleg tobb id6 kell, mint az a gyorsan deszenzibilizalodo TRPV1
esetében a reakcid sordn rendelkezésre all. Ez az elképzelés Osszhangban van a TRPV1
intracellularisan elhelyezkedd ligandkotd régidival (6. abra), de latszolagos ellentmondasban van
azzal a ténnyel, hogy a kiilonb6z6 modon viselkedé TRPV1 ligandok lipofilitdsa kozott korantsem
fedezhetdek fel altalanos viselkedésre utald szabalyszeriiségek. Sajat vizsgéalataimban individualis
CHO-TRPV1 sejteket vizsgaltam kiilonb6zd agonista stimulusokra adott valaszaik alapjan (9. abra).
Fontos megfigyelés volt, hogy az individualis sejtek esetében is megfigyelhetd volt a
resiniferatoxinra és a kapszaicinre jellemz6 eltérd viselkedés. A kapszaicin esetében a dozis
novelésére az individualis sejtek Ca®* koncentracidja az alkalmazott dozis fliggvényében emelkedett
meg, azaz minden sejt valaszolt, az alkalmazott kapszaicin koncentracidval Osszevethetd
minden sejtben maximalis valaszt adott. Ezzel szemben a resiniferatoxin esetében a sejtek latszolag
minden vagy semmi jelleggel valaszoltak: ha egy sejt aktivalodott, akkor a kapszaicinnel
Osszemérhetd maximalis valaszt adott, fliggetleniil az alkalmazott resiniferatoxin dézistol. Ebben az
utdbbi esetben a koncentracio-hatas Osszefiiggés alapja az volt, hogy a ndvekvd resiniferatoxin
jelenlétére a sejtek hamarabb keriiltek aktivalt allapotba €s vélaszoltak maximalis intracellularis

Ca®" emelkedéssel. Ezt a szép Osszhangban 1évé képet azonban megzavarja az a tény, hogy ilyen
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jellegii kiilonbségek nem csak a jelentds szerkezetbeli kiilonbségekkel rendelkezd resiniferatoxin és
kapszaicin kozott voltak megfigyelhetéek, hanem olyan strukturdlisan sokkal kozelebb allo
vegyiiletek esetében is, mint a JYL-79 és az MSK-195. Ezen utdbbi vegyiiletek esetében a
strukturalis kiilonbségek lathatdlag nem a membran-permeabilitidsra gyakorolt hatassal fliggottek
Ossze. Az itt megfigyelt egyedi viselkedés tehat azt sugallja, hogy a TRPV1 ligandspecifikus
modulalasanak membran-permeabilitastdl fliggetlen elemei is vannak.

Osszességében az adatok azt sugalljdk, hogy a TRPVI1 ligandok penetrancidja az
intracellularis ligandkdtéssel 6sszhangban jelentsen befolyasolja latszolagos aktivitasukat. Ezen in
vitro jelenségnek komoly in vivo kovetkezményei lehetnek, amennyiben a tartdésan allando
gyogyszerkoncentraciok mellett a lassan penetrald TRPV1 anatagonistdknak mas hatésai lehetnek,
mint a rovid ideig tart6 funkcionalis mérések soran.

Egy masik modalités lehet, hogy a TRPV1 ligand kotése fligg a receptor kornyezetétol. Ilyen
kiilonbséget jelenthet a lipid kornyezet, amely a receptor ligandokkal valé kolcsonhatasat
befolyasolhatja. Ami azt illeti vannak is adatok arra, hogy a kiilonb6z6 membran komponensek
szintézisének gatlasa, vagy eltavolitisa sejtek membranjabol befolyasolja a TRPVI ligand
szelektivitasat (Szoke et al. 2010). Eszerint a TRPV1 mikrokérnyezetében 1évé lipid komponensek
nem csak a receptor gatlasaért lehetnek feleldsek (Prescott, David Julius 2003), hanem annak
ligand szenzitivitasaért is, ezzel egy jabb rétegét adva a modalitasnak.

Sajat kisérleteinkben talaltunk erre a jelenségre utal6 adatokat CHO-TRPV1 sejtekben, ahol
a TRPV1 tilnyom6 tobbsége (a szenzoros neuronoktdl eltérden) intracellularis membranokban
expresszalodik. Az IBTU (7. abra) farmakologiai tulajdonsagait vizsgalva azt talaltuk, hogy az
funkcionalis kisérletekben hatékonyan gatolta a TRPV1 kapszaicin és resiniferatoxin altali
aktivacigjat, de nem volt képes nagysagrendekkel nagyobb koncentracioban sem leszoritani a
[P"HIRTX-et a receptorrol, tovabba befolyasolni a resiniferatoxin altali intracellularis TRPV1

aktivaciot. Ezen adatok azt a hipotézist tdimogatjak, hogy a TRPV1 farmakologiai tulajdonsagainak
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mérésére szolgald modszerek eltérd modalitdsokat céloznak, amelyek esetenként eltérd
lokalizacioban is megnyilvanulnak. A CHO-TRPV1 sejtekben a *Ca** felvétel a
plazmamembranban taldlhat6 receptor funkcidjat méri. Ezen sejtekben a TRPV1 tulnyomo része
intracellularisan helyezkedik el, emiatt a [*HJRTX kotddési kisérletekben feltételezhetéen a
receptorok tobbségét add intracellularis receptor populdcidhoz vald kotdédést hatarozzuk meg, és
végiil, az intracellularis Ca*" koncentracid mérése soran feltételezhetéen a plazmamembranon és az

intracellularis membranokon keresztiil aramlé Ca®" ionokat egyarant mérjiik (17. abra).

Intracellularis Ca2+ imaging (fura-2)
i5pg2 Ca”

4S5Ca?* felvétel

1,8 mM extracellularis Ca?*

TRPV1 a plazmamembranban

TRPV1 intracellularis membranokban

17. abra: A TRPV1 funkcionalis tulajdonsagainak mérésére szolgalo eszkozok

Az IBTU-val kapott adataink konzisztensek azzal a feltételezéssel, hogy az IBTU csak a
plazmamembranban taldlhatd receptorokkal 1ép kolcsonhatasba. Ezen tulajdonsdga az IBTU-t
kiilondsen alkalmassa tette arra, hogy a plazmamembranban lokalizdloddo TRPV1 funkcidjat az
esetlegesen intracelluldrisan expresszalodd receptortol elkiilonitsiik. Az IBTU-val végzett
allatkisérletek szerint az IBTU az altalunk plazmamembranon meghatirozott in vitro

hatékonyséagaval aranyosan gatolta a fajdalmat in vivo modellekben (Tang et al. 2007).
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Munkénk egy része a TRPV1 endogén agonistainak vizsgalatara irdnyult. Ennek keretében
teszteltik az anandamid és az N-arachidonil dopamin hatékonysagat CHO-TRPV1 sejteken.
Eredményeink mindkét esetben azt sugalltak, hogy az eredeti kozleményekben leirt hatékonysagnak
csak mintegy tizede-szdzada a jellemz0 a heterolog rendszerben expresszalt TRPV1-re. Tovabba az
is vilagossa valt, hogy az anandamid parcidlis agonistaként viselkedik a TRPV1-en. Ezen
anandamid hatasrél mind CHO-TRPV1 sejteken, mind izolalt vazizom artéridkon azt mutattuk ki,
hogy stimuldlatlan koriilmények kozott leginkabb gatolja a TRPV1 nagyobb hataserdsségi
agonistakkal torténd aktivacidjat. Ezen megfigyeléseink egyébként masok korabbi adataival is
Osszhangban voltak (Szoke et al. 2000). Annak felvetése, hogy a foszforilacié szabdlyozhatja az
anandamid kivaltott valaszokat ujszertibbnek volt tekintheté. CHO-TRPV1 sejtekben az anandamid
alkalmazésa jelentds mértékli deszenzibilizaciot okoz, mely fazisban a TRPV1 ligand-kotott, de
gatolt allapotba kertil. Ezen szakaszban a TRPV1 foszforilacios szintjének eltolésa a receptort képes
volt teljes mértékben aktivalni. Ez arra utalt, hogy az endogén deszenzibilizalé ligandok

jelenlétében a receptor foszforilacié altal szabalyozott ioncsatornaként viselkedhet (18. abra).

39



dc_652 12

= TRPV1-P TRPV1-P

o

> Valaszképtelenség
p (tartos

6 deszenzitizicio)
5 I {
o

—_

‘=

=

= —

§ I TRPV1 |

= Aktivacio Akut

S G 5

- deszenzitizacio

=i T 1] :

Masodpercek/percek Percek/orak Orak/napok

18. dbra: TRPV1 regulici6ja foszforilacioval deszenzibilizalé agonista jelenlétében

A foszforilalt allapotban 1évé TRPV1-et a ligandok aktivaljak, melynek hatésara a csatorna kinyilik és az intracellularis
Ca* koncentracié megemelkedik. Ezt az intracellularis Ca*" koncentracié emelkedést az esetek egy részében koveti a
receptor deszenzibilizacidja, aminek kovetkeztében az intracellularis Ca®* koncentracid is csokken. Ezen allapotban,
amikor a receptor ligandja kotddik a receptorhoz, de nem képes a deszenzibilizalt receptoron szdmottevo hatast kifejteni
nagy szerepe lehet olyan metabolikus hatasoknak, mint példaul a foszforilacio. A TRPV1 foszforilacidja ugyanis a
receptor deszenzibilizacidjanak csokkentésével jelentés modon tudja befolyasolni a receptor aktivitasat. A TRPV1
aktivacidja ugyanakkor el8nytelen a sejtnek, hiszen a megemelkedett intracellularis Ca** koncentraciét valamilyen
mechanizmussal csokkentenie kell. Ennek egyik modja a TRPV1 sejtfelszini expressziojanak csdokkenése, amely a
TRPV1 vélaszkészség tartos csokkenéséhez vezet.

Végiil, hazai kutatasaim talan legfontosabb eredménye a TRPV1 arterialis simaizmokban
torténd funkcionalis expresszidjanak kimutatdsa volt. A TRPV1 kutatdsanak igen nagy lokést
jelentett a TRPV1 klonozasa, azonban az eredeti kdzlemény zsenialitasa mellett félrevezetd volt,
hogy a TRPV1 expressziodjat kizarolag a szenzoros neuronokban irtak le és a receptor funkcioit is
csak ennek tlikrében targyaltak (Caterina et al. 1997; M. Tominaga et al. 1998; Caterina et al. 2000).
Ezzel az idOkoézben gozerdvel beinduld gyogyszergyari kutatdsok olyan nem vart on-target
mellékhatasokba futottak, mint a hipertermia. Sajat in vitro adataink arra utalnak, hogy a TRPV1
keringés-szabalyozasban betoltott szerepe ¢€s jelentdsége lehet a kovetkezd olyan on taget
mellékhatas oka, amely visszavetheti a TRPV 1-en hat6 gyogyszerek fejlesztését.

A TRPV1 arterialis simaizomban térténd expresszidja persze nem volt ismeretlen, pusztan
kevéssé elfogadott kisérleteink kezdetén. Mar 1982-ben leirtdk, hogy a kapszaicin intravénas

alkalmazasat kovetden valtozatos vaszkuléris hatasok jelentkeznek, amelyek szovetspecifikusak
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lehetnek. Mar ezen nagyszerli kozleményben leszdgezték, hogy az ujsziilott korban végzett
kapszaicin kezeléssel deszenzitizalt allatok esetében a vazokonstriktiv hatds nem tlnik el, és azt,
hogy ez egy kozvetlen érhatasnak tulajdonithatd, szemben a vazodilatativ hatassal, ami szenzoros
neuron fiiggd volt (Donnerer, Lembeck 1982). A kapszaicin hatasait vizsgalva vazizomban masok is
azt talaltdk, hogy az direkt vazokonstriktiv hatassal van a vazizomban (Cameron-Smith et al. 1990).
A cerebrovaszkularis keringést vizsgélva irtak le mar igen koran kapszaicin kivaltott hatast, mely
dozisfiiggden jelentkezett: alacsony dozisban a kapszaicin vazodilaticidhoz vezetett, mig magasabb
dozisban vazokonstrikciot valtott ki (Edvinsson et al. 1990). Ugyanezek a szerzOk kiséreletes
adataik alapjan mar ekkor rogzitették azt, hogy mig a dilatdcid6 neuronalis hatds, addig a
vazokonstrikcid esetében az erekbe torténd kozvetlen Ca®* bearamlast kivalto hatasrol van szo.
Arrdl, hogy ez a konstriktiv hatds human erek esetében is megfigyelhetd lehet, koronaria bypass
miitéteken atesett betegek graft artériai esetében kapott eredmények tdjékoztattak (Canver et al.
1997). Végiil, a kapszaicin vazokonstrikciot kivaltd hatdsait magyar kutatdocsoportok is leirtak kutya
mezenteridlis erekben (Robert Porszasz et al. 2002), patkdny koronaridkon (Szolcsanyi et al. 2001)
¢s patkany agyi erek esetében (Dux et al. 2003).

A TRPVI1 neuronalis hatdsait kivantam jellemezni a vazodilatativ hatdson keresztiil. Ezért
szamos szovetbol eret izolaltunk ¢és kerestiik azt a szovetet, ahol a TRPV1 stimulaciora a dilatativ
hatds a legszembet{indbb. Az adott altatasi és preparalasi koriilmények kozott az irodalomban leirt
vazodilatativ hatassal szemben véazizomerekben nagyon jelentds vazokonstrikciot kaptunk. Eddigi
publikalt eredményeink ezen vazokonstrikci6 mechanizmusara ¢és az arteridlis receptor
farmakologiai tulajdonsagainak vizsgalatara iranyultak. Adataink soran kimutattuk, hogy a TRPV1
a simaizomsejtekben expresszalodik és igy aktivacioja kozvetleniil vezet el az 6sszehtizodashoz

sziikséges intracellularis Ca*" emelkedéshez (19. abra).
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19. abra: Az arteridlis TRPV1 farmakoldgiaja

A vaszkularis TRPV1-r6l eddig Osszegylijtott adataink szerint a TRPV1 vaszkularis
expresszioja szovet €s az individudlis erek szintjén szabalyozott (eddig nem publikalt adatunk). Ez
teljes O0sszhangban van a TRPVI1 promoter aktivalodasat érzékenyen mutatdé GFP expresszids
transzgén egérben kapott eredményekkel (Cavanaugh et al. 2011), jollehet Cavanaugh ¢és
munkatdrsai nem tudtdk az endogénen expresszaldé TRPVI1-et arterialis simaizomban
immunhisztokémiai modszerekkel kimutatni, csak a TRPV1 promoter aktivitasat a GFP expresszio
alapjan. Ezen megfigyelésiiket, miszerint a TRPV1 antitestek specifitasa erdsen kérdéses, sajat
eredményeink is alatamasztottdk. Egy kisérletsorozatban hat TRPV1 antitestet teszteltiink, melyek
koziil minddssze kettd volt TRPV1-re specifikus a hatsogyoki ganglion szenzoros neuronjainak
festése alapjan. Ezen két antitest koziil a vaszkularis simaizomban expresszalodé TRPV1-et csak az
egyik mutatta ki (eddig nem publikalt adatunk). Ezen megfigyelés egyik szdmunkra nagyon fontos
lizenete, hogy az epitopok elérése nem egyforma a szenzoros neuronokban és a simaizomban
expresszalodd TRPV1 esetében, ami eltérd térszerkezetre, molekularis interakciojukra utal, aminek
szabalyozasukban is fontos szerepe lehet.

Adataink szerint az jsziilott korban végzett kapszaicin deszenzibilizalds nem érinti a

vazizomerekben a TRPV1 expressziot és valaszkészséget, mig csokkenti a szenzoros neuronalis
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valaszokat (eddig nem publikalt adatunk). A TRPV1 gatlasara irdnyulo terdpias eljarasok terén
fontos lehet, hogy az altalunk tesztelt valamennyi TRPV1 antagonista gatolta a simaizomban
lokalizal6do receptort is (eddig nem publikalt adatunk), ami arra utal, hogy esetleges alkalmazéasuk
esetén ujabb on-target mellékhatasok kialakuldsa valosziniisithetd. Végiil, az is vilagossa valt, hogy
a korabbi kozleményekkel 6sszhangban (Szolcsényi et al. 2001) a kapszaicin jelentds koronaria
konstrikcidt valt ki kutydkban, egérben és patkdnyban (eddig nem publikalt adatunk).

Itt kell azt is megjegyeznem, hogy a TRPV1 dilatativ hatdsair6l bizonyos esetekben
félrevezetd adatok jelenhettek meg, ami a dilatativ hatdsok eltilzdsdhoz vezethetett. Ennek oka,
hogy rendkiviil elterjedten hasznalt TRPV1 aktivator kapszaicin mikromolaris tartomanyban a
TRPV1 mellett gatolja a fesziiltségfiiggd (L-tipustt) Ca®* csatornat a simaizomsejtekben és ezzel
TRPV1 fiiggetlen modon vezet vazodilatdcidhoz (eddig nem publikalt adatunk és (Hopps et al.
2012)). Ezen hatdsa miatt azon kisérletek, ahol mikromolos tartomdnyban hasznaljak a szenzoros
neuronok neurotranszmittereinek kiliritésére, illetve a neurotranszmitterek felszabaditasara,
félrevezetd eredményt adhatnak. Mi tobb, ez a hatds nem csak a kapszaicinre, hanem
altalanossagban a vanilloidokra, mint kémiai struktardkra latszik altalanosnak (fiiggetleniil attol,
hogy a TRPV1-en agonistdk, vagy antagonistdk, nem publikalt adatunk). Mindezek alapjan tehat az
irodalom jelentds szdmban tartalmaz olyan, kapszaicin érzékeny TRPV1-nek tulajdonitott dilatativ
hatést, amely nem TRPV1-re specifikus. Az érme masik oldala, hogy kétségteleniil 1étezik a TRPV 1
stimuldcionak dilatativ hatdsa. A szenzoros neuronok elektromos ingerlésével (akdr a TRPVI

Osszességében sajat kutatdsaink alapjan az a kép alakult ki, hogy a TRPV1 stimulaci6
vaszkularis hatdsai a TRPV1 expresszi6 helye és mértéke altal szabalyozodik: ahol a perivaszkularis
szenzoros végzOdések szama csekély, és a TRPV1 expresszid simaizomban jelentds (példaul
vazizom, sziv), ott a TRPV1 aktivalasa révén vazokonstrikciot latunk. Ott, ahol az innervacio

jelentds és a simaizmokban 1évé TRPV1 expresszio alacsony (példaul a bdr kiils6 rétegeiben) a
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crer

Az arteriolaris TRPV1 kapcsan a nagy kérdés, hogy mi az élettani funkcidja? Egyéltalan
van-e barmilyen funkcidja? Ez farmakoldgiai szempontbol azért fontos kérdés, mert ha van
valamilyen élettani szerepe, akkor ezt a szenzoros neuronokra hatod bevezetendd fajdalomcsillapitd
gyogyszerek gatolni fogjdk. Ez mellékhatasokhoz vezethet. Ennek a kérdésnek a
megvalaszolasahoz még sok kisérletes adatot kell gylijteni. Tovabb neheziti a kisérletek
értelmezését, hogy vaszkularis bioldgiai értelemben az altalunk tesztelt, specifikusnak tartott
TRPV1 antagonistdk esetében mindenféle érhatast: dilataciot, konstrikciot és hatastalansagot is
megfigyeltiink (nem publikalt adatok). Ezen adatok arra utalnak, hogy a mégoly specifikusnak
tartott vegyliletek esetében is eléfordulnak TRPV1-t6l fiiggetlen hatasok. Tovabbi nehézséget jelent,
hogy a TRPV1 medialt valaszokat ¢l6 allaton tanulmanyozva jelentés kiilonbségek vannak az
allatok faja és az altatds modja szerint.

Végiil, az arterialis TRPV1-gyel kapcsolatban a masik fontos kérdés, hogy lehet-e gyogyszer
tdmadaspont? Belegondolva abba a hatalmas eréfeszitésbe, amivel szenzoros neuronokon TRPV1-
et gatlé molekuldkat fejlesztettek teljességgel biztos, hogy a nagyobb gyogyszergyaraknal szamos
olyan molekula létezik, amelynek vaszkularis hatdsait tesztelve a vaszkularis TRPV1-ben rejld
potencial kiaknazhat6 lenne. Ilyen fontos teriilet lehet az, amikor a vérnyomdas emelése sziikséges.
Ezen esetekben a TRPV1 stimuldcié még a katekolaminok hatastalansaga esetében is eredményre
vezethetne, tekintettel arra, hogy a TRPVI stimulacié kozvetlen Ca®" bedramlashoz vezet
mindenféle sejten beliili jelatvivd utvonal aktivacidja nélkiil. Hitem szerint a vaszkularis TRPV1

ebben a tekintetben egy fontos gydgyszercélpont lehet.

5. Publikaciok, szabadalmi beadvany

5.1. Szabadalmi beadvany

Szabadalmi beadvany: P1200299 alapszamU magyar szabadalmi bejelentés ,Dilution based
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Az értekezéshez szorosan NEM kotodo egyéb kozlemények impakt faktora: 108,861
Erre kapott 8sszes FUGGETLEN hivatkozasok szama: 505

Az értekezéshez szorosan NEM kot6do egyéb kozlemények koziil elsé-utolsd szerzos kozlemények

impakt faktora: 18,380
Ezekre kapott FUGGETLEN hivatkozasok szama: 198.

5.4. Osszefoglalé scientometriai adatok

Kozlemény tipusok SzdMapecioreyy | Hivatkozdsok Specidlis tudomanymetriai adatok
QOsszesen e | Fiiggetlen | Osszes Adat
5 P [ETS0 SZ€7Z05S TolyOratCIKKEK 5zama (aZ 05SZ€s Jo-
. Tudomanyos folydiratcikk 52
” .y . - ban) 8 (15,38%)
teljes cikk, nemzetkozi folydiratban 52 991 1253 " ” " - " -
— - P Utolsd szerzds tudomanyos cikkek szdma (az dsszes
teIJles kak, haza! idegen nyelv(i foly0|ratban 0 0 0 %%-ban) 8 (15,38%)
telles ckk, hazai magyar nyelvd folyoratban 0 0 0 Els6 és utols6 szerz6séqfi folyGiratcikkek impakt
telies cikk, rovid kozleményként 0 0 0 faktorai 49,406
II. Konyvek 0 Az utols6 tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése uténi
a) Szakkonyv 0 (2002 - ) tudomanyos folydiratcikkek 6sszegzett
Szakkonyy, kezikonyy, idegen nyeli 0 0 0 impakt faktora és szama (zarojelben) 193,615 (50)
Szakkonyy, kézikonyy, magyar nyelvi 0 0 0 Az utolso tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani
_— 0 0 0 (2002 - ) tudomanyos folydiratcikkek 6sszegzett
oy impakt faktora az 5sszes %-ban 96,85%
b) Szerkesztett konyv 0 Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes
Szerkesztett kdnyv, idegen nyelvii 0 folyiratcikkek szama 0
Szerkesztett kinyv, magyar nyelvii 0 Az utols6 10 év (2003-2013) tudomanyos teljes,
Szerkesztett tankonyv 0 lektoralt folydiratcikkeinek szama 48
Ill. Konyviejezet 0 dsszesitett impakt faktora 185,200
Konyviejezet, idegen nyelvi 0 0 0 fiiggetlen hivatkozasok szama 874
Kdnyvfejezet, magyar nyelv{i 0 0 0 o o ;
Tankonyvekbe it fefezetek 0 0 0 Folydiratcikkek,15-nél tobb szerzdvel 8
V. Proceedings* 0 0 0
Tudoménxos kozl eménﬁk dsszesen ‘I-IV.I 52 991 1253
A
V. Egyéb tudomanyos 0
J7 2 T
teljes folydiratcikkeket és a nem ismert
lektoraltsagu folydiratokban megjelent teljes
Giratcildekat i < 1o 6licok 0 0 0
vélaszok 0 0 0
\VI. Absztrakt 0 0 0
(Osszesitett impakt faktor 199,907
|Idézettség szama 991 1253
|Hirsch index 21
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6. Koszonetnyilvanitas

Hosszi Ut vezetett ezen ¢értekezés megirasaig. Sokaknak volt szerepe eddigi
palyafutasomban. A kezdeteket nézve aligha jutottam volna el a felsdoktatasba olyan nagyszeri
tanarok nélkiil, mint Dr. Toth Albert (Berci ba', Kistjszallas, Moricz Zsigmond Gimnazium) és
Téth Imre (Karcag, Szentannai Samuel Mezdgazdasagi Szakkozépiskola). Maig meghatarozzak
¢letemet, vilagnézetemet. Az egyetemi €vek alatt nagyon hamar bekapcsolodtam a tudomanyos
diakkorbe, eldszor a Debreceni Egyetem Elettani Intézetében, majd az Orvosi Vegytani Intézetében.
Ez utébbi helyen Dr. Erdédi Ferenc mentorsiga mellett PhD fokozatig jutottam. Az Orvosi
Vegytani Intézetben olyan személyekkel sikeriilt egyiitt dolgoznom, akik tudomanyos szemléletem
formalasdhoz nagyban hozzajarultak: Dr. Gergely Pal, Dr. Dombradi Viktor, Dr. Csortos Csilla,
Dr. Bai Péter. Es mindez nem lett volna elég Dr. Németh Arpadné Kostner Agnes segitsége és

humora nélkil.

Posztdoktori éveim soran az USA-ban Peter M. Blumberg laboratoriuméaban dolgozhattam.
Peter nagyszeri mentor és ember, akinek rengeteget koszonhetek. Megtanitotta a farmakologia
eszkoztarat és szemléletet adott a tudomanyban vald eligazodasra. Ahogy mondani szokta: aki

egyszer tagja a laborénak, az mindig az...

Hazatérve az a lehetség vart, hogy a Dr. Edes Istvan vezette Kardiologiai Klinikan Dr.
Papp Zoltan tanszékén sajat laboratoriumot alapithattam. Eleinte félelmetes volt a klinikai
légkorbe alapkutatoként bemerészkedni, de aztdn kideriilt, hogy ennél jobb lehetdséget nem is
kaphattam volna. Kivételes munkakoriilményeket és a klinikardl érkezd segitséget abban, hogy

probaljuk a laboratériumot a betegagy segitségére hasznalni.

A Klinikai Fiziologiai Tanszéken nemcsak labort alapithattam, de vilagszinvonali kutatok
lettek a barataim és segitéim, mentoraim: Dr. Papp Zoltan és Dr. Bagi Zsolt. Nehezen hihet6 volt

szamomra is, de a hazai szinvonal nem maradt el az NIH-t6l. Legfeljebb az elérhetd folyodiratokban.
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A labor alapitds nem konnyd, segitséget kaptam Pasztorné Téth Enikétél ¢s Manyiné Siket
Ivettatol, akikre a mindennapokban tdmaszkodhattam. Az 10j labor nem lett volna sikeres olyan
hallgatok nélkiil, mint a jelen munkaban emlitettek koziil Dr. Lizanecz Erzsébet és Dr. Czikora
Agnes, illetve Dr. Fagyas Miklés. Megtiszteltetés, hogy ilyen embereknek nytjthattam segitséget a
tudomanyos munkdjuk kezdetén. A kapszaicin receptor in vivo élettani funkcidjat és az allatok

mukodését Dr. Porszasz Roberttol tanulom.

Nem szeretnék elfeledkezni olyanokrol, akikkel ugyan sokkal kevesebbet volt modom
beszélni, mint szerettem volna, de példaképként tekintek rajuk és sajat érzéseim szerint sokat tettek

azért, hogy itthon folytatom a kutatasokat: Dr. Koller Akos és Dr. Szolcsanyi Janos.

Minden tudomdanyos érdeklddés, tanacs és lehetdség kevés lett volna csalddom nélkdil.
Edesanyam, Jonas Karolina és elhunyt édesapam Téth Istvan felneveltek, tamogattak.
Feleségemnek, Dr. Boczan Juditnak nemcsak gyermekeimet, Matét és Zsofiat koszonhetem,
hanem joszerével mindent, ami érték koriilottem emberileg és tudoméanyosan egyarant.

Anyo6somban, Dr. Boczan Gaborné Sami Erikaban csaladi és lelki tAmaszt talaltam.

Végiil, szeretnék koszonetet mondani kutatdsaim anyagi timogatoinak is: OTKA: K 68077,
K84300; ETT: 430/2006, 377/2009, TAMOP 4.2.1./B-09/1/KONV-2010-0007, TAMOP-4.2.2/B-
10/1-2010-0024, TAMOP-4.2.2.A-11/1/KONV-2012-0045, REG-EA-09-1-2009-0013, MSD

Magyarorszag Kft, Richter Gedeon Nyrt, Pfizer Magyarorszag Kft.
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