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Prof. Dr. Pintér Erika

egyetemi tanar

Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet
Pécsi Tudomanyegyetem

Ko6szonom Pintér Erika megtiszteld biralatat! MindenekelStt szeretném
leszogezni, hogy szdmomra nagy megtiszteltetés olyan bizottsag eldtt ismertetni
eredményeimet, amelyben a sziikebb teriileten dolgozo (sok vonatkozasban azt
megalapozd) nemzetkozi viszonylatban is kiemelkedd kutatok képviseltetik
magukat.

Valaszaim a biral6 kérdéseire, megjegyzéseire:

Mindenekeldtt nagyon sajndlom azon szerkesztési €s helyesirdsi hibdkat,
amelyek a dolgozatban maradtak.

A tartalmi kérdésekre valaszolva szamomra is nagy 6romot jelentett az USA-
ban, amikor felismertem, hogy a szenzoros neuronok antidroém stimuldcidjat
kovetd lokalis gyulladas elsd leirasa Jancso €s Szolcsanyi professzorok 1967-es
azota klasszikussa valt munkdjaban tortént. Ezt bemutattam a disszertacidban,
azonban valdban kevés figyelmet forditottam arra, hogy az ezen teriileten
szerzett tovabbi adatokat attekintsem. A birald altal felvetett, a szenzoros
neuronokbol kiszabaduld, szisztémasan hatd gyulladasgatld hatasti anyagok
leirdsa Szolcsanyi €s Pintér professzorok munkéssdgahoz kothetd, amennyiben
1988-ban (majd 1996-ben részletesen) leirtdk, hogy a hatségyoki ganglionok
antidromos ingerlése soran nem csak gyulladasos mediatorok felszabadulasa,
hanem szisztémds gyulladasgatld anyagok felszabadulasa is bekovetkezik, mely
gyulladasgatlo anyagok egy adott idéablakon beliil (10-20 percen beliil) képesek
a masik oldali szenzoros neuronok stimuldcidjara bekdvetkezd gyulladasos
medidtorok hatdsait mintegy felére csokkenteni. 1998-ban ezen gyulladaskeltd
anyagot a szomatosztatinnal azonositottak, €s rendkiviil igéretes farmakologiai
erOfeszitést tettek a szomatosztatinra hatd molekuldkkal torténd szenzoros
neuronalis valaszkészség modulacidjara. Kimutattdk, hogy a szenzoros
neuronalis valaszok a 4-es tipusi szomatosztatin receptor stimuldcidjan
keresztlil valosulnak meg, amelynek szelektiv modulacidja a TT-232 kodjeld,
magyar fejlesztésii molekulaval igéretes tamadaspontnak bizonyult szdmos
korallapotban, allatkisérletekben. Jomagam is reménykedve varom, hogy a
SST4 szelektiv moduldcioja klinikai kisérletekben is meghozza a régen vart
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attorést a neurogén gyulladdhoz kothetd korallapotokban, mint a reumads
artritisz, allergias orr- €s szem gyulladas, asztma és migrén.

A kovetkezd kérdés a resolvinok szerepére utal. A resolvinok az dnmagatol
szind gyulladasrol (Self-limited resolution of inflammation) kaptak neviiket. Az
omega-3 telitetlen zsirsavak szarmazékai. Kozilik az E-resolvinok az
eikozapentoténsavbol képzédnek. Fontos lehet, hogy a resolvin képzddésnek
egyik mechanizmusa az aszpirin altal acetilalt COX-2 altali lipid metabolizmus.
Xu ¢és munkatarsai 2010-ben mutattdk ki, hogy a resolvinok jelentds
fajdalomcsokkentd hatdssal rendelkezhetnek. A Resolvin E1 csokkentette a
TNFa ¢és kapszaicin medialt hatdsokat egyardnt. Azota a resolvinok
hatékonynak bizonyultak szinte valamennyi neurogén gyulladassal kapcsolatba
hozott betegségben preklinikai adatok alapjan. Erdekes, hogy a resolvinok koziil
a D2 példaul 100 pM-os koncentracidban hatékonyan gatolja a TRPV1-et, ez a
hatds azonban kozvetett, egy G-fehérje kapcsolt receptor koézremiikodésevel
valosul meg (pertussis toxinnal gatolhatd). Eddig azonositott receptoraik a
lipoxin receptor (ALX/FPR2) ¢és az ,arva” receptorként ismert GPCR32.
Resolvinok képesek ezen receptorok modulalasira az alacsony pikomolaris
tartomanyban. Ezek az adatok (1) egyrészt Osszefliggést mutatnak az
elédzéekben emlitett szomatosztatin 4 receptorra haté mechanizmusokkal,
amennyiben a neurogén gyulladds mértékének csokkentése hatékony
fajdalomcsillapité hatassal rendelkezhet, (2) masrészt felveti a resolvinok
szerepét a betegségek sokkal tdgabb korében, a szivelégtelenségtdl kezdve a
neuropatids fajdalomig. A resolvinokat tekintve rendkiviil érdekes évtizednek
néziink elébe, amelynek sordn kideriil, hogy a rendkiviil biztaté kezdeti
kisérletes eredmények emberekben is helytallonak ¢és kelld mértékiinek
bizonyulnak-e. Végiil (3) a resolvinok ravilagitanak arra is, hogy a TRPV1
aktivitas szabalyozasa terén korantsem ismerjiik valamennyi mechanizmust. A
resolvinok példaul attorést hozhatnak a TRPV1 deszenzitizaciojara iranyuld
torekvésekben, amennyiben minden eddiginél alacsonyabb koncentracioban
hatékony gatlas érhetd el. fgéretes, hogy bizonyos resolvinok mar a klinikai
vizsgélatokban bizonyitottak mellékhatas-mentességiiket.

s

rd. Ennek kapcsan helyesen megallapitotta, hogy az eredményekben bemutatott
egér vazizom ¢€s korondria erek izoldldsat a metdodusban nem emlitettem meg,
amiért elnézést kérek. Altalanossagban elmondhatd, hogy az izolalt erek
kaniilalt érrendszerrel torténd vizsgalatanak technikai korlatja kettos: (1)
egyrészt kell a kelléen tligyes kezii kutatod, aki a milliméter tizedét sem elérd
(tehat sz6 szerint hajszalvékony) ereket sériilés nélkiil tudja izolalni és
kaniilalni. (2) Masrészt sziikség van olyan érteriiletek azonositasara, amelyek
elégazodasoktol lehetdség szerint mentesek, igy a kaniilalast kovetéen egy zart
intraluminalis tér hozhato Ilétre. Ezen feltételeknek a vazizom, szivizom,
mezenteriadlis €s némely agyalapi érszakasz felel meg. Az 1zolacid ezen
szOvetekbdl jelentésen nem kiilonbozik, az eltérést az jelenti, hogy az egér
megfeleld arteriolai nagyjabdl fele akkordk, mint a patkdnyé. Ennek
megfeleléen az egér arterioldk hasznélatahoz olyan nagyszerli munkatarsakra



volt szilkség, mint Czikora Agnes, aki a kisérleteket elvégezte a
laboratoriumban.

A biral6 kovetkezd kérdése az volt, hogy a [*H]-RTX kot6dési kisérleteket miért
gerincveldn végeztikk €s hogy a gerincveldi preparatumokban a hatsogyoki
ganglionok is benne voltak-e? A gerincvelét konnyli izoldlhatosdga miatt
hasznaltuk. Az 4llatkisérletekben jaratlanabb partnereink szdmaéra a gerincveld
kimetszése egyszeriibb feladat volt, mint a hatségyoki ganglionok izolalasa, igy
a kotddési kisérleteket optimalizaltuk az érz6 neuronok centralis nytlvanyaiban
expresszalodo TRPV1 kimutatisara. Miutdn ezen jelentdsen alacsonyabb
TRPV1 expresszios szintli prepardtumban is sikeriilt megbizhaté eredményeket
elérni a kisérleteinkben gyakran hasznaltuk a gerincvel6t.

A kovetkez6 kerdés a nyul TRPV1 kapszaicin érzékenységére utalt. A
szakirodalomban elérhetdé néhany kozlemény, amely azt sugallja, hogy a nyulak
is érzékenyek lehetnek kapszaicinre. Ezek egyike a biralo altal emlitett
kozlemény 1s amelyben paprika port kevertek nyulak ételébe és a hatdsokat
azonositottdk a kapszaicin altali TRPV1 modulacioval. Az altalam végzett
kisérletek alapjan azt tudom mondani, hogy a heterolog mdédon expresszalt
TRPV1 esetében a nyulak szekvencidjanak megfeleld forma resiniferatoxin
kotéssel nem rendelkezik, mig néhdny aminosav cseréjével ez a nyulban
expresszalodo TRPV1 is kapszaicin érzékennyé tehetd. A szakirodalomban
talalhato, nyul endogén kapszaicin érzékenységére utaldo adatok szerintem
TRPV1 fiiggetlen hatasokra utalnak. A hivatkozott esetben példaul paprika port
hasznaltak, aminek $Zamos biolc’)giailag aktiv komponense lehet, amelyek a
fontos lehetdség, hogy a kapszaicin hatasait tekintve sem teljes az egyseg abban
a tekintetben, hogy az anyagcserére gyakorolt hatisait milyen mechanizmussal
valtja ki. A szakirodalomban eredetileg TRPV1 deszenzitizaciojanak
tulajdonitott zsirban gazdag diéta mellett megfigyelhetd csokkent elhizast
késObbi kisérletek (a sajat kisérleteinket is beleértve) nem erdsitették meg.
Ennek megfelelden a kapszaicin feltételezett étrendi hatasai kapcsdn nem a
kapszaicin kozvetleniil TRPV1 funkciora gyakorolt hat4sairdl van szo.

A kovetkezd kérdés az intracelluldris TRPV1 receptorok szerepére utalt. A
biraloval egyetértek abban a tekintetben, hogy az intracellularis Ca** raktarak
szerepe minimalis lehet érz6 neuronokban. Més sejtek intracellularis TRPV1
expresszigjat tanulmanyozva (utalok példaul a vaszkularis simaizomsejtekre) azt
talaltak, hogy a TRPVI-nek csak egy kis héanyada taldlhaté a
plazmamembranban, tilnyomd tobbsége intracellularisnak tlind lokalizacidban
van jelen. Ezen extracellularis receptor populacionak két fontos szerepe lehet:
egyrészt valoban szerepet jatszhat a Ca>" homeosztazisban az intracellularis Ca**
raktarakbol torténé Ca** felszabaditas révén, mint azt heteroldg expresszios
rendszerben lattuk, masrészt viszont ez az intracellularis receptor populaciod
reprezentdlhatja a deszenzitizalédott receptorokat. A deszenzitizacido egyik
fontos mechanizmusa lehet a receptorok internalizécidja. Az altalunk vizsgalt
CHO sejtekben a heterolog modon expresszalt TRPV1 egy része feltehetdleg az
endoplazmatikus retikulumban torténetesen funkciondlis is volt, ami



megkonnyitette jellemzését. Az endoplazmatikus retikulumban expresszalddo
TRPV1 szerepet jatszhat simaizom sejtek kontrakcidjanak kivaltasdban,
azonban erre kozvetlen bizonyitékkal nem rendelkeziink. Annyit azért tudunk
eddig nem publikalt kisérleteinkbdl, hogy a fesziiltségfiiggd Ca®" csatorna
gatlasa mellett a kapszaicin altal kivaltott intracellularis Ca** koncentracid
emelkedés és vazokonstrikcid nagyjabol 1/3-aval csokken. Ez arra utal, hogy a
plazmamembranon, fesziiltségfiiggd Ca®" csatorndkon at térténé Ca*" bearamlas
a kapszaicin konstrikcio nagyjabol 1/3-aért felelés. A maradék kétharmad
bearamolhat a TRPVI-en keresztil és az intracellularis raktarakbol is
felszabadulhat TRPV1 fiiggé6 mddon, de erre kisérletes adatunk még nincs.
Osszefoglalva: az intracellularis TRPV1 funkcidjara nincs evidencia,
elképzelhetd, hogy ez mindOssze egy heterolég expresszios rendszerek
alkalmazasaval Osszefiiggd miitermék. Egy dologra, amely szenzoros
neuronokon is megfigyelhetd, mégis utaltak ezek az eredmények: a TRPV1
membran kornyezete befolyasolja a receptor farmakologiai tulajdonsagait. Ezen
membran kornyezet altali aktivitds szabalyozasnak aztan tdliink fliggetleniil
sz&p funkcionalis jelentdseégli példait adtdk a TRPV1 PIP2 altali regulécioja,
illetve a Szolcsanyi professzorék altal leirt koleszterin-szfingomielin-gangliozid
fliggd TRPV1 aktivitas modulécid.

A kovetkezé kérdés a TRPV1 vanilloidokkal (konkrétan kapszaicinnel, vagy
resiniferatoxinnal) torténd deszenzitizacidjara utal és azt feszegeti, hogy ez a
deszenzitizacio tekinthetd-e a nem-neuronalis receptorok 1étének ismeretében is
érzé-neuronokra specifikusnak. A valasz egyértelmiien igen. Sajat kozben
publikdlasra keriilt eredményeink teljes mértékben tamogatjdk Kun ¢&s
munkatarsai adatait: mi azt taldltuk, hogy ujszilottkori kapszaicin kezel€s
hatdrdsa a TRPV1-et expresszaldo hatsé ganaglionokban talalhaté idegsejtek
szama drasztikusan csokken, mig a vaszkularis simaizomban a TRPV1
expresszios szintje nem valtozik a kezelés utan 10 héttel. Ezzel 6sszhangban
voltak funkciondlis adataink is, amennyiben a kapszaicin kezelt allatokban
jelentésen kisebb irritativ hatassal volt a kapszaicin, mig a vaszkularis
konstrikcioban nem talaltunk eltérést a két csoport kozott. Kun és munkatarsai
hasonld megfigyeléseket tettek a bor kiilonbozd sejtjeiben expresszalddod
TRPVI1 vonatkozasaban. Osszességében az a kép rajzolodik ki, hogy az
osztodasra kevéssé képes neuronok tartés nagyfoktt TRPV1 ingerlésre elhalnak,
mig az osztddasra képes sejtek ezt a kezelést jobban toleraljak.

A kovetkezd kérdés a TRPVI-en torténd molekulafejlesztés sikerére utalt,
osszhangban a masik ket biralo keérdésével. A kifejlesztett antagonistak jelentOs
részére szabadalmi oltalmat kértek. Tudomasommal egyedill a JYL-1421
kodjelll vegyiilettel folytattak klinikai kiprobalasokat, azonban in vivo stabilitasa
(a kapszazepinhez hasonléan) nagyon alacsonynak bizonyult. Ennek
megfelelden probaltunk olyan molekuldkat szintetizalni, amelyek esetében az
»A” és ,,B” régidkban talalhatdé metabolikusan labilis csoportokat kicseréltiik.
Sajnos a madasodik generdcios TRPV1 ligandok vonatkozasaban nincsenek
adataim, a klinikai kiprobalasok nemzetkdzi regiszterébe mindenesetre nem
keriilt veliik kapcsolatos gyogyszerkisérletre utald adat.



A biralé utolsod kérdése arra iranyult, hogy a vaszkuldris TRPV1-re specifikus
ligandok fejlesztésére tortént-e probalkozas. A vélasz az, hogy sajnos, nem.
Magam részerdl azért tartottam ezt a probalkozast reménykeltonek, mert a
szenzoros neuronokra hatdo TRPV1 ligandok fejlesztése soran szdmos TRPV1-
en aktiv molekulat azonositottak. Ezen molekulak kozott minden bizonnyal
akad olyan megfelel6 affinitdst  molekula, amely jelentdésen eltérd
hatékonysaggal hat a szenzoros neuronokban ¢és a simaizomsejtekben
expresszalddo receptorokon. Ami azt illeti, az optimalis molekula olyan lenne,
amelynek szenzoros neuronokon elhanyagolhaté hatdsa van, mig a vaszkularis
simaizmokban taldlhat6 receptorokat nagy hatékonysaggal gétolja, vagy kicsiny
deszenzibilizacioval aktivalja.

Még egyszer koszondm a megjegyzéseket, kritikdkat és a batoritd szavakat, a
szamomra nagyon gondolatébreszt0 biralatot.
Debrecen, 2014. 4prilis 7.
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