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Prof. Dr. Ferdinandy Péter

egyetemi tanar

Farmakologiai és Farmakoterdpias Intézet
Semmelweis Egyetem

Mindenekel6tt tisztelettel koszondm Ferdinandy Péter biztatd szavait, kritikai
megjegyzeéseit €s kérdéseit!

A disszertaicibban nem szerepld tovabbi els6- ¢€s utolsd6 szerzds
kozleményeimmel kapcsolatban azok disszertaciobol kihagyasanak oka az, hogy
a szivizom kontraktilitas biokémiai alapjai, a vesefunkci® megtartdsanak
genetikai hattere kevéssé illeszkedett a disszertacid altal megcélzott témakorbe.

A birdlonak teljesen igaza van abban a tekintetben, hogy a preklinikai
gyogyszerfejlesztés folyamatanak teljes vertikumat feloleld munka nagy kihivas
volt, és abban is, hogy a molekulafejlesztést kovetd szerveket, €16 allatokat
feloleld kutatdsokban nem a hagyoményos fajdalomcsollapitas volt a cél. Ennek
taldn prozai oka, hogy itthon a Debreceni Egyetem Kardioldgiai Intézetében
helyezkedtem el. Azt is be kell Oszintén vallanom, hogy eleinte itt is a
neuronalis TRPV1 altal medialt vazodilatativ hatas vizsgalata volt az els6dleges
célom. A dilatativ hatis azonban nehezen tettenérhetonek bizonyult izolalt
ereken. S6t, bizonyos erek esetében kovetkezetesen teljes vazokonstrikciot
valtott ki a TRPV1 stimulédlasa. Ez a konstriktiv hatas adott munkat szamomra
az elmult évtizedben és vezetett el ezen disszertacio elkészitéséhez.

A részletes biralatban kapott kérdésekre valaszolva: taldn tilzas volt a szakmai
indittatas ilyen jelentds szerepben vald emlitése. A disszertacid irasa soran
sziikségszerlien szamot vetettem a mualtammal ¢és ezen mérfoldkovek
bemutatasat fontosnak tartottam.

A biralo felidézte azt a megallapitdsomat, hogy a kapszaicin hatékonysaga a
TRPVI1-en visszavethette a receptoron torténd gyogyszerfejlesztést. Ezen
kijelentést én ugy értettem, hogy a TRPVI1-en hato, kapszaicin kotohelyhez
kotodd ligandok fejlesztése ugyan kitlinden alkalmas a receptor aktivitas
szabdlyozasara, de ez nem biztos, hogy ez egybeesik a receptor ¢lettani
szabalyozasanak mechanizmusaval. Ezt a megallapitast harom érv tdimogathatja.
(1) A TRPV1 kapszaicin kotOhelyén hat6 molekuldk klinikai sikere erdsen
kétséges. A hipertermia komoly mellékhatasnak bizonyult, amely jelentdsen
megkérddjelezte a klinikai bevezetést. Ennek kapcsdn megemliteném, hogy
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Szolcsanyi professzor Ur még a receptor kutatasanak hajnalan, az 1970-es évek
kozepén leirta a kapszaicin receptor hoOhaztartasaban betoltott szerepének
jelentdséget, azonban a knock out egérmodell nem megfeleld originalis
jellemzése ezen eredményeket a klinikai mellékhatasok megjelenéséég
jelentdsen hattérbe szoritotta. A 1ényeg, hogy a kapszaicin kotOhelyen hatd
antagonistdk nem vart (szerintem on-target) mellekhatdssal rendelkeznek. (2)
Elképzelhetd, hogy a TRPVI1 fajdalom kialakuldsa szempontjabdl relevans
¢lettani szabdlyozdsa nem a kapszaicin kotOhelyen valosul meg. Ezt
alatdmaszthatja az a tény, hogy a TRPV1 konzervalt szekvencidja mellett a
nyulak és madarak kapszaicin-érzéketlensége nem jelenti azt, hogy ezek a
receptorok ezen éldlényekben nem funkcionalisak. Szamomra ez inkébb azt
tamogatja, hogy a TRPV1 ¢lettani szerepét tekintve a kapszaicin kotOhely
vanilloidkotésben fontos térszerkezete kevéssé jelentds. (3) A TRPV1 az utdbbi
évtized kutatdsai soran egy olyan multimodalis receptornak bizonyult, amelynek
aktivitasat szamos fizikai és kémiai hatds modulalhatja. Ezen hatisok koziil a
kapszaicin kotShely 4ltali modulacio csak az egyik lehetéség. Elettani
koriilmények kozott ez a modalitds kisebb jelentdségli lehet, mig a
farmakologiai  er6feszitések talnyomd tobbsége erre irdnyult. Lehet,
szerencsésebb lett volna mas regulaciés mechanizmust tekinteni a
gyogyszerfejlesztés alapjanak, ami elvezethetett volna mellékhatds nélkiili
fajdalomcsillapitdk azonositasahoz.

A Scotland és munkatarsai altal irt kozlemény bemutatasakor valdban elirtam a
vazokonstriktiv hatdst vazodilaticiora, jollehet a hivatkozas bemutatdsakor
egyértelmiien a konstriktiv hatasra utaltam.

A 19. 4bra esetében valoban lehetett volna informativabb és a 27. arban sem
jeloltem a paneleket, tovabba a modszerek fejezetben is bemutathattam volna
valamennyi, a disszertacioban eléforduldé modszert. Mindezen hidnyossagokat
sajnalom.

Vélaszok a konkrét kérdésekre:

1. kérdés: Sikertilt-e klinikailag hatékony molekulakat tervezniink a molekularis
farmakoldgiai programban? Mindhdrom birdlo kozos kérdése ez. A kérdésre a
rovid valasz az, hogy tudtommal nem. Ugyanakkor szeretném hangstlyozni,
hogy a ligandok jelentds részében szabadalmi bejelentés tortént, amelynek
hasznositasarol nincsenek informacidéim. Tovabbi ipari alkalmazast jelenthet,
hogy a metodika, a szerkezeti informacié egyarant segithette masok
erOfeszitéseit. Ennek megitélésekor érdemes azt is figyelembe venni, hogy
nagyon kevés originalis molekula keriil klinikai alkalmazisra napjainkban,
nagyon keveseknek adatik meg az, hogy kozvetleniil hozzdjarulhassanak a
gyogykezelés fejlédéséhez ilyen modon.

2. kérdés: Az eddig ismert modalitasok és a TRPV1 antagonistdk hipertermias
hatdsdnak Osszefliggése: A TRPVI1 hipertermids hatdsainak oka ¢és
mechanizmusa szerintem még mindig kevéssé értett teriilet. Jomagam is részt
vettem egy olyan molekula in vitro vizsgdlatdban (JYL-1421), amelynek
tulajdonsagait ezen modalitasra épiilé elmélet aldtdmasztasdra hozzak fel.



Ugyanakkor a sajat kisérleti eredményeim szerint ez a molekula nem olyan
hatdsokkal rendelkezik, mint amit tulajdonitanak neki. Ilym6édon nemhogy
tamogatna, hanem cafolja a vele kapcsolatban megalapozott elméletet.

3. kérdés: Osszefiiggés a TRPV1 ligandok hatas-kinetikdja és penetrancija
kozott. A TRPVI1-re gyakorolt agonista hatds kinetikdjdban a penetrancia
szerintem csak az egyik fontos tényezd, de emelett szerepet jatszanak tovabbi
tulajdonsadgok, mint a ligandok ,.érzékenysége” a receptor foszforilaciojat
tekintve, azon membréan tulajdonsagai, amibe a TRPV1 beilleszkedik ¢és a
TRPV1 maés fehérjékkel torténd interakcioja is. Egyszerlien fogalmazva nem
kérdés szamomra, hogy a kapszaicin kotOhely eléréséhez a molekuldknak a
membranba torténd beépiilése, penetrancidja sziikséges, azonban ez csak egy
sziikséges, de sokszor nem elegendd feltétele a TRPV1 aktivalasanak.

4. kérdés: A parcidlis agonizmus-antagonizmus hidnya a gyogyszerfejlesztési
stratégiakbol. Hitem szerint ennek egyik oka a gyogyszerfejlesztés
folyamataban keresendd: olyan molekuldkra konnyli a nagyszdml molekula
tesztelést megvaldsitani, amelyek tiszta agonista, vagy antagonista
tulajdonsagokkal rendelkeznek. A masik, hogy ezen ligandok élettani hatdsainak
megjoslasa talan egyszerlibbnek tlinhet. A TRPV1 esetében azonban hitem
szerint a receptor stimuldcidjanak egészséges koriilmények  kozott
megfigyelhetd mértékben térténd rogzitése megoldast jelenthetne a hipertermia
¢s a fajdalomcsillapitasban is, hiszen az egészséges allapotban nincs se
hipertermia, se fijdalom. Ennek megfelelden a mellékhatasok megjelenése
nélkiil lehetne a TRPV1 talzott aktivacidjanak kovetkezményeként megjelend
fajdalmat csokkenteni.

5. kérdés: Az anandamid €s a TRPV1 0Osszefiiggései. Az anandamid élettani
hatasai a TRPV1-re vitatott teriiletnek tekinthetdek. Egyfeldl az anandamid
kétségteleniil képes hatni a TRPVI1-re, azonban az anandamid hatdsainak
Adataink szerint az anandamid ebben az esetben egy részleges agonista-
antagonista hatast valt ki, amelynek soran a TRPVI1 rédadasul gyorsan
deszenzitizalodik, nem csak anandamidra, hanem a teljes agonista kapszaicinre
is. Ez a részleges antagonizmus felveti, hogy megfelelé anandamid
koncentraciok mellett a TRPV1 egyéb utvonalakon keresztiili aktivalhatosadga
csokkenhet. Ettdl fliggetleniil pedig az is fontos elem, hogy az anandamid a
TRPV1-et expresszalo sejtek jelentds részében mas kannabinoid receptorokon
keresztiil megvalosuld hatassal is befolyasolhatja a TRPVI1 mikodését.
Osszességében azt mondanam, hogy az anandamid biztosan hat a TRPV1-et
expresszald sejtekre, amely hatds még a TRPV1 vélaszkészséget is érintheti,
azonban ez nem feltétleniil jelenti azt, hogy a hatds kozvetleniil a TRPV1-re
hatva valosul meg.

6. kérdés: A biralo észrevette, hogy a TRPV1 knock out egerek esetében a
kapszaicin a mikromoléris tartomanyban dilatativ hatissal van. A disszertacio
benyuyjtasat kovetden egyik kisérletsorozatban a kapszaicin  hatasait
tanulmanyoztuk a fesziiltségfiiggd Ca®" csatornara, és azt taldltuk, hogy a



kapszaicin a csatornat ebben a koncentraci6 tartomdnyban (nagyjabol 3
mikromolaris ECs, értekkel) gatolja. Ez teljességgel Osszhangban van azzal,
hogy a TRPV1-et nem expresszalo sejtekben ez a Ca** csatorna gatld hatés valt
lathatova ¢€s dilatacidhoz vezetett.

7. kérdés: Az intracellularis Ca** koncentracid6 meghatarozasa izolalt erekben.
Az erekben torténd intracellularis Ca*" koncentracid meghatarozas a tenyésztett
sejtekhez hasonléan FURA-2 fluoreszcencia intenzitas valtozadsanak mérésén
alapult. Az izolalt ereket 10 mg/ml BSA jelenlét¢eben a KREBS oldatban
toltottiik 45-70 percig, majd a kisérleteket mosas utan végeztiik. A fluoreszcens
mikroszkop felbontasa sajnos nem engedte meg a sejtenkénti analizist, igy az
adatokat az érfalban bekovetkezd floureszcencia intenzitdsok aranyaként adtuk
meg.

8. kérdés: A TRPVI stimulaci6 vazokonstriktiv hatdsainak mechanizmusa. A
TRPV1 vazokostrikcids hatasanak magyarazataul adataink szerint elégséges az
intracellularis Ca** emelkedése, a kontrakcié soran nem figyeltiink meg
valtozast a kontrakcio intracellularis Ca** érzékenységében. Ilyen tekintetben a
TRPV1 aktivaldsa soran megfigyelt vazokonstrikcid nagyban hasonlitott a
magas extracellularis K* alkalmazasakor lathatdo valaszokra. A TRPV1
aktivalodasat kovetden tehat a csatornan keresztiil Ca®" ionok aramlanak be a
simaizomsejtekbe, amelyek erre konstrikcioval valaszolnak. Erdemes talan
megjegyezni, hogy az aktivalt TRPV1-en keresztiil Na® ionok is bearamlanak,
amelyek a Ca**-mal egyiitt depolarizaciot is okozhatnak, mely depolarizacios
hatas a fesziiltségfliggd csatorndk, elsdsorban a fesziiltségfiiggd Ca®" csatorna
megnyildsahoz is vezethet, ami tovabbi Ca** bearamlassal jarhat. Eredményeink
szerint ez a folyamat is jelentdsen hozzajarulhat a vazokonstrikcidhoz.

9. kérdeés: Milyen korallapotokban lehet jelentds a TRPV1 aktivalasakor
megfigyelhetd vazokonstrikci6? Azt gondolom, hogy olyan koriilmények
kozott, amikor az értonus emelésére lenne sziikség €s a hagyomanyos kezelési
lehetdségek eredménytelenek. Ilyen lehet példaul a sokk, amikor a hipotenzid
csOkkentésére optimalisnak tlinik egy olyan szer, ami nem befolyédsolja a
szivritmust kozvetleniil és nincs sziiksége a betegség altal érintett intracellularis
jelatviteli utvonalakra. Ebben az esetben a receptoron keresztiil kozvetleniil
belépé Ca*" alkalmas lehet arra, hogy a simaizomsejtekben szelektiven emelje a
Ca* koncentraciot és fokozza az értonust. Ehhez persze a simaizomsejteken
specifikusan hat6 agonistakra lenne sziikség.

A kérdések megvalaszoldsa utdn még egyszer koszonom Ferninandy Péter
biralatat €s tisztelettel kérem valaszaim elfogadasat!

Debrecen, 2014. 4prilis 7.

Udvozlettel:
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