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A fontosabb roviditések jegyzéke
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1. Bevezetés

1.1. Szakmai indittatas

Biologusként végeztem 1996-ben a Kossuth Lajos Tudomanyegyetem elsé dedikalt
molekularis biologiai képzést nyljté évfolyamaban. Ennek az akkor formabontdan 10j tipust
képzésnek alapjait elsOsorban Fésiis Ldszlo (Biokémiai Intézet, Debreceni Orvostudoményi
Egyetem) tette le, a 1ényege pedig a modern technikdkat bemutatod, gyakorlatorientalt képzés,
melynek soran a hallgatd munkdjat egy tutor is segiti. Nekem ezen képzés keretében volt
szerencsém mar tudomanyos didkkori hallgatoként csatlakozni Erdodi Ferenchez (Orvosi Vegytani
Intézet, Debreceni Orvostudomanyi Egyetem) 1993-ban, aki az els6é mentorom volt. TDK
hallgatoként és késobb PhD 0sztondijasként volt szerencsém elmélyiilni az enzimologidban, €s a
poszttranszlacios modositasokkal torténd fehérje aktivitas-szabalyozas terén.

A kapszaicin receptorral (TRPV1) késObbi mentorom, Peter M. Blumberg (National

Institutes of Health, Maryland, Bethesda, USA) laboratériumaban ismerkedtem meg. Itt a TRPV1

crer

crer

gyogyszergyari kutatasok a figyelem homlokterébe keriiltek.

Palyafutasomat 2001-t6] az Edes Istvdn, a kordbban nemzetkdzileg jelentSs biokémikus
altal vezetett Kardiologiai Intézetben (Debreceni Egyetem) folytattam. A 2003-as hazatérésemet
kovetden itt egy olyan légkorbe keriiltem, ahol lehetdségem nyilt egy sajat laboratérium
felépitésére. Ennek sikerében alapvetd szerepe volt utolsé mentoraimnak €s egyben barataimnak:
Papp Zoltannak és Bagi Zsolmak.

Az altalam vezetett kardiovaszkularis laboratorium harom fontos profillal rendelkezik:
vaszkularis bioldgia, biokémia és transzlacios kutatasok. Jelen értekezésben hazai kutatasaink koziil

kizarolag a TRPV1-gyel szerzett, vaszkularis biologiai vonatkozasu adatainkra tdmaszkodok.
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1.1. A kapszaicin

A kapszaicin a paprika (Capsicum annuum) csipOsségét add alkotoja. A kapszaicin elnevezés a
vegyiiletet eldszor izolaldo 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 CisHy7O3N. A kapszaicin szintézisének leirasa eldszor 1930-ban tortént meg (Spaeth,
Darling 1993). A csip6sség mértékének vizsgalatara Scoville javasolt egy maig ¢16 modszert. Ennek
Iényege, hogy mekkora mértékben kell a kapszaicint is tartalmazo alkoholos ndvényi kivonatot
meghigitani, hogy a nyelven ne fejtse ki jellegzetes csipdsségét (Scoville érték) (Scoville 1912). Ez
az érték a Mexikoi habanero esetében elérheti a 350 000-et is (Naj 1992).

Erdekesség, hogy a koznapi életben a kapszaicin felhasznalasara a konyhaban fiiszerként és
a rendvédelemben paprika spray-ként gondolnak leggyakrabban. Mindkét felhasznalasi teriilet nagy
multra tekint vissza a paprika 0shazdjanak tekintett Amerikdban, ahol az inkak a paprikat nem csak
fiszerezésre, hanem az elégetett novény flistjét a tamado spanyol hadak elvakitdsara is hasznaltak
(Naj 1992).

Magyarorszag ¢és a kapszaicin kapcsolata nagyon szorosnak mondhato. Magyar kutatok
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 és talan ennek volt koszonhetd, hogy szamos

nyelvben a Capsicum annuum tudomanyos nevi ndvényt paprikanak nevezik.

1.2. A kapszaicin receptor

A kapszaicin tartalmi novények étrendbeli €s gyogyaszati felhasznaldsa minden bizonnyal a
torténelem elotti idokbe nyulik vissza (Naj 1992). A kapszaicin hatasainak tudoményos

alapossaggal torténd feldolgozasa €s leirasa eldszor Hogyes Endrénél tortént meg (HOogyes 1878),
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aki megallapitotta, hogy a kapszaicin elsdsorban az érzdidegekre hat.

A kapszaicin és receptoranak kutatasa ezt kdvetden is sokdig magyar sajatossdg maradt. A 1.
vilaghéaborat kdvetden a hazai kutatdcsoportok koziil kiemelkedett Jancsé Miklos kutatocsoportja a
Szegedi Egyetemen. Mérfoldkovet jelentd felismerése volt, hogy a kapszaicinnel kezelt allatok
bizonyos koriilmények kozott elveszitik kapszaicin valaszkészségiiket. Ezt a jelenséget kapszaicin
deszenzibilizacionak nevezték el (Jancsd 1960). Ugyan a kapszaicin deszenzibilizacio jelenségét
mar igen koran megfigyelték, nemzetkozileg elfogadottd ez csak 1967-ben valt (Jancso et al. 1967).
Fontos megjegyezni, hogy a jelentds gyogyszergyari erdfeszitések dacara a klinikai gyakorlatban
hasznalatosak, melyek a fenti kapszaicin deszenzibilizacié jelenségét kihaszndlva hatékonyak
kiilonboz6 fajdalommal jard allapotokban (Wallace, Pappagallo 2011). Azt is mindenképpen meg
kell emliteni a jelenség kapcsan, hogy a kapszaicin deszenzibilizacié nem feltétleniil a receptor
funkcié csokkenéséhez kothetd, hanem a kapszaicin receptort expresszald, regeneraciora csak
mérsékelten képes sejtek elhaldsa is fontos szerepet jatszik a folyamatban (Jancso et al. 1977).

A kovetkezd mérfoldkd a kapszaicin receptorra hatd molekularis struktirak vizsgalata volt,
felismerés az 1975-76-ban Szolcsanyi Janos és Jancso-Géabor Aranka altal publikélt struktara-
aktivitas Osszefiiggés vizsgalat volt, amely az akkor elérhetd eszkozokkel a mai napig pontos
megallapitasokat tett a kapszaicin receptor ligandok szerkezetére (Szolcsanyi, Jancso-Gabor 1975;
Szolcsanyi, Jancs6-Gabor 1976). Erdekes, hogy a kapszaicin receptor kutatas ezzel a felismeréssel
mintha ismét hattérbe szorult volna ahelyett, hogy az 0j adatok birtokaban egy jelentds fejlodés
vette volna kezdetét. Tobb, mint egy évtizeddel késébb tortént a kdvetkezd jelentds tovabblépés
ezen a teriileten, amikor a szintén magyar Szallisi 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
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ligandkotddési kisérletek megfeleld érzékenységii elvégzése (Szallasi, Blumberg 1990; Szallasi et
al. 1991). Talan érdemes megemliteni, hogy a resiniferatoxint kifejlesztd kutatdcsoport eredményei
alapjan eleinte azt képviselte, hogy a kapszaicin és a resiniferatoxin eltéréd molekularis struktirakon
hatnak (6n4all6 vanilloid receptor) (Szallasi, Blumberg 1999), mely hipotézisrél mar ugyanabban az
évben bebizonyosodott, hogy valétlan (Szallasi et al. 1999; Szallasi et al. 1999).

Ekkor komoly korlatja volt a tovabbi kutatdsoknak, hogy nem alltak rendelkezésre a
kapszaicin receptoron hato, kelld szelektivitast mutatd antagonistdk. Ezek hianyaban azonban a
kapszaicin receptor élettani szerepének tisztazasara csak a korabban Jancs6 €és Szolcsanyi altal leirt
deszenzibilizacio felhasznalasaval lehetett limitalt adatokat nyerni (az élettani hatasok felméréséhez
sokszor elengedhetetlen az adott receptor funkcidjanak kisérlet kozben torténd felfliggesztése)
(Jancs6 et al. 1967). Az els6 valoban jol haszndlhatd kompeptitiv antagonista a capsazepine volt,
amit a Sandoz munkatarsai szintetizaltak 1992-ben (Bevan et al. 1992). Végiil a kapszaicin receptor
molekularis azonositasanak és a klonozott receptor szekvenciajanak kozlésére 1997-ben keriilt sor
(Caterina et al. 1997). A klonozott receptort hamar Osszefiiggésbe hoztak 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 ko6zé soroltdk és az ismert ligandjainak
szerkezete alapjan a vanilloid csoportjanak elsd tagjaként (V1) nevezték el (TRPV1) (Gunthorpe et

al. 2002).

1.3. A klénozott TRPV1

1.3.1. A TRPV1 szerkezete

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
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et al. 2000). A csatorna miikdodéséhez elengedhetetlen pérusformald régiod az 5-6. transzmembran
szakaszok kozott talalhatd (Caterina et al. 1997). A TRPVI szerkezetében a hat transzmembran
régiot extracellularisan 0sszekotd hurok mellett fontos szerepet jatszanak az N- és C-terminalis
hosszabb intracelluldris szakaszai is. Az 1. dbra mutatja a TRPV1 szerkezetének modelljét biologiai

membranokban (Brauchi et al. 2007) alapjan.

Extracellularis oldal

Intracellularis oldal

1. abra: A TRPV1 szerkezete a sejtmembranban

A membranba agyazott TRPV1 javasolt szerkezete lathato a képen. A csatornat a TRPV1 tetramerek alkotjak
(kiilonbozo szinekkel jeldlve).

Az ébra forrésa: http://en.wikipedia.org/wiki/File:Trpvl pip2 bilayer.png ahol (Brauchi et al. 2007) alapjan
készitették.

1.3.2. A TRPV1 permeabilitasanak alapjai
A TRPVI1 struktirdjanak ismeretében komoly erdfeszitéseket tettek annak érdekében, hogy a

receptor funkcionalisan fontos régidit meghatarozzak. FEl6szor a csatorna protonok altali
szabalyozasanak, valamint a csatorna porusformaléd régidinak azonositasa tortént meg (Jordt et al.

2000). Ennek soran a csatornaformalo régidkat az 5-6. transzmembran régioban azonositottak, mig

10
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a protonok altali, a csatorna nyitasat eredményez6 konformaciovaltozasban a két régidt dsszekotd
huroknak tulajdonitottak jelentdséget (2. abra). Ezt kdvette a ligandkotésben fontos aminosav
oldallancok azonositasa. A pdérusformald régiotol tavolabb, a 3-4. transzmembran régiokban és az
ezeket 0sszekotd hurokrégioban (2. abra) mutattak ki ligandkdtésben szerepet jatszo aminosav
oldalldncokat (Jordt, Julius 2002). A kutatasok soran fény deriilt arra is, hogy a TRPV1-hez tovabbi
molekuldk is képesek kotddni, melyek szerepet jatszhatnak a csatorna aktivitdsdnak
szabalyozasaban (2. 4bra). Ezek koziil behatéoan tanulmanyoztadk a kalcium-kalmodulin (CaM)
(Numazaki et al. 2003), és a foszfatidil inozitol 4,5-biszfoszfat (PIP,) kotodését (Prescott, Julius

2003).

2. abra: A TRPV1 ligandkotésben fontos régioi

Az abran a TRPV1 ligandkotésben, illetve proton felismerésben fontos aminosav oldallancai vannak jeldlve kék
korokben. Azon kotdhelyek is feltlintetésre keriiltek, amelyek a TRPV1 szabalyozasaban szerepet jatszhatnak (TRP:
transient receptor potential motivum, CAM: Ca*'-calmodulin kétShely, PIP,: foszfatidil inozitol-bisz-foszfat kotdhely,

crer

tulajdonitanak. Az abra (Bessac, Jordt 2008) alapjan (Figure 1) késziilt.

11
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1.3.3. A TRPV1 poszttranszlacioés szabalyozasban fontos régioi

A TRPV1 élettani szerepének vizsgalata soran fény deriilt arra is, hogy a receptor aktivitdsa
foszforilacioval is szabdlyozodik. A receptor klénozdsat megel6zéen kimutattak, hogy a receptor
agonistakkal szembeni valaszkészsége csokken a kezelések soran (in vifro deszenzibilizacio), mely
folyamat mértéke jelentdsen csokkenthetd a protein foszfataz 2B, (PPP2B, kalcineurin) gatlasaval
(Docherty et al. 1996). Az is nyilvanvalo volt ugyanakkor, hogy ha a TRPV1 defoszforildcionak
jelentds szerepe van a receptor ligand-érzékenységének szabalyozasaban, akkor szdmottevd kindz
aktivitasoknak is jelen kell lennilik, melyek az ellenkezd iranyl hatdsokat medialjak foszforilacio
altal. Az els6 kinaz, melyet Osszefiiggésbe 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 feltardsa (Jung et al. 2004). A 3. abran TRPV1 aktivitas szabalyozasanak legfontosabb
elemeit tiintettem fel (3. dbra). A TRPV1 aktivacidja soran a megemelkedd intracellularis Ca** ion
koncentraci6é a receptor kalcineurin altali defoszforilacidjahoz vezet. A defoszforilalt allapotban
1évd receptor ismételt agonista hatasokra sokkal kisebb mértékben aktivalodik (tachyphylaxis). A
TRPV1 aktivalasahoz sziikséges minimalis stimulus PIP, kotés altal szabalyozodik, tovabba szdmos
kinaz (példaul PKA, PKC és CaM kinaz II) is képes a defoszforiladcid mértékét befolyasolni.
Osszességében megdllapithatova valt, hogy a TRPV1 agonistak 4ltali aktivicidja a csatornan
bearamlé Ca®* ionok révén aktivalja a kalcineurint, mely foszfataz a kelld mértékii kinaz aktivitasok
hidnyaban képes a TRPV1-et defoszforildlni és igy a receptort a tovabbi agonista stimulusokkal

szemben deszenzibilizalni (3. abra).
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3. abra: A TRPV1 szabalyozasa foszforilacioval

A TRPV1 foszforilacids allapotat szamos intracellularis jelatviteli ttvonal szabalyozhatja.
Legnagyobb szerepet a protein kindz A (PKA), Kalcium kalmodulin fiiggd kinaz I (CAM kinase
II) és a protein kinaz C-nek (PKC) tulajdonitanak. A TRPV1 negativ regulatorai koziil a
kalcineurin és a foszfatidil inozitol 4,5-biszfoszfat (PIP,) keriilt emlitésre. Az abra (Bingham et al.
2009) alapjan (Figure 4) késziilt.

1.4. A TRPV1 élettani jelentésége
1.4.1. A TRPV1 szenzoros neuronalis szerepe

A TRPV1 stimuladcidja 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 érz6 idegsejtekre hat (Jancso et al. 1968; Jancso et al.
1967), azonban a kapszaicin receptor 1étére el6szor Szolcsanyi Janos €s Jancs6-Gabor Aranka utalt
1975-ben (Szolcsanyi, Jancso-Gabor 1975).

A TRPV1 ¢élettani tulajdonsagainak feltdrasa nagy lendiiletet vett a receptor klonozasat
kovetden (Caterina et al. 1997), amikor lehetdvé valt a receptor tulajdonsdgainak részletes és
szelektiv vizsgalata. Ezt elsdsorban a receptor klénozéasat végzé David Julius laboratériumaban

végezték eleinte. A klonozast kovetden a TRPV1-et szelektiven a hatsogyoki-, illetve trigemindlis

ganglionok kisméretii sejtjeiben azonositottadk (Caterina et al. 1997), kozelebbrél a szenzoros
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neuronokban, ott is elsGsorban a C és A sejtekben (Tominaga et al. 1998). Ezt a képet tovabb
erdsitették a receptor hidnyos egérrel kapcsolatban kapott eredmények, amelyek a TRPV1
fajdalomérzetben és kiilondsen a gyulladds mellett megjelend héérzékenység fokozasaban betdltott
¢lettani szerepére utaltak (Caterina et al. 2000). Mint késébb kideriilt, a TRPV1 expresszidja
korantsem ilyen szelektiv, amely ténynek komoly kovetkezményei lettek a fajdalomesillapitd
terapia céljabol kifejlesztett TRPV1 antagonistak klinikai alkalmazhatosaga tekintetében.

A kapszaicin szenzoros neurokra gyakorolt szelektiv hatasait mar a receptor klénozasa eldtt
megfigyelték. Az elsé kozlemény a Jancso-Szolcsanyi altal korat messze megel6zd két kozlemény
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 gatld lidokain jelenlétében is megfigyelhetd plazma extravazicio. Ezen
jelenség magyarazatara az els6 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 kiszabaduld 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 (4. abra). Fontos, hogy ezen
folyamatban az akcios potencial tovahaladasat gatlé anyagok, mint a lidokain, a TRPV1 stimulaciot
kovetd fajdalomérzet kialakuldsat gatolni képesek (Szolcsanyi et al. 1988). A masodik funkcid a
lokalis efferens hatds. Ennek sordn a szenzoros neuronokba aramld Ca** kozvetleniil képes a
neuronalis terminalisokban dokkolt neurotranszmittereket tartalmazo6 vezikuldk kiiiriilését kivaltani.

Ezen folyamatban az ingeriilet tovahaladasat gatlé anyagok, mint a lidokain hozz4adasa hatéstalan
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(Szolcsanyi 1984b; Szolcsanyi 1984a). A lokéalis neurotranszmitter felszabaduldsnak eredménye egy
lokalis neurogén (steril) gyulladasnak megfeleld jelenség (Szolcsanyi et al. 1988), amely szamos,
fajdalomérzettel taruld korképben megfigyelhetd (4. abra). Végiil, a TRPV1 stimulaciot kovetden
olyan szisztémdas hatassal rendelkezd neuropeptidek is felszabadulhatnak, amelyek szisztémas
efferens hatasok kialakuldsdhoz is vezethetnek. Ezen potencidlis neuropeptidek koziil talan a

szomatosztatin szerepét tartak fel leghamarabb (Szolcsanyi et al. 1998; Szolcsanyi et al. 1998).

Szoveti sérilés

SHT ~ V& B
< Hisztamin

Bradikinin //7 ‘\

Prosztaglandin ATP *
~>.
L] [ ]
SP

Hatsdgyoki
ganglion

4. abra: A TRPV1 stimulicié hatasara bekovetkezo szenzoros neuron medialt hatasok

A szenzoros neuronokban expresszaldodo TRPV1 szamos élettani hatasra aktivalodhat. Ilyen a szerotonin (5-HT),
bradikinin, prosztaglandinok, ATP, hisztamin és a protonkoncentracié emelkedése. Ennek hatdsara az
idegvégzddésekben dokkolt neurotranszmitterek (P-anyag, SP és kalcitonin-gén hasonl6 peptid, CGRP) kiszabadulnak
és lokalis efferens hatasokat valtanak ki. Az dbra (Khairatkar-Joshi, Arpad Szallasi 2009) alapjan (Figure 1) késziilt.

1.4.2. A TRPV1 aktivalasanak maodjai

A TRPV1 aktivaciojarol az utobbi évek soran az a kép alakult ki, hogy abban szdmos aktivacios

utvonal részt vehet. A TRPV1 felismerésében, funkcidinak feltarasaban, a klonozasaban és a
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gyogyszerfejlesztésben a kapszaicin irant mutatott érzékenysége ¢és tagabb értelemben a kapszaicin
kotdhelyen keresztiil torténd szabalyozédsa oOridsi jelentdségli (5. dbra). Ennek ellenére a kapszaicin
kotéhelyhez  kotddé ligandokkal torténd élettani szabalyozdsdnak jelentdsége korantsem
egyértelmii. Az eddig azonositott endovanilloidok hatékonysaga, szintézise ¢&és szoveti
koncentracidja arra utal, hogy ezen anyagok nem egyediili szerepet jatszanak a TRPV1 in vivo
szabalyozéasaban.

Ezen adatok szerint a TRPV1 a sejt kdrnyezetében 1évd potencidlisan fajdalmas fizikai és
kémiai hatdsok integratora (5. dbra) (Szolcsanyi, Sandor 2012). Ezen aktivalodasi modok koziil a
ligandok, a hdmérséklet emelkedése, intracelluldris jelatviteli rendszerekkel torténd szabalyozas, a
pH csokkenése, valamint a membranpotencial pozitiv irdnyl megvaltozasa egyarant fontos szerepet

jatszhat.

A csatorna nyitasanak
eldsegitése

L ransenl | = \
| " 7 Kapszaicin \
% Anandamid és mas I?II(IESI?ISJT, _:9}
| arachidonsav termékek 3 5
\  (endovanilloidok) S |/
Természetben el6forduld /

anyagok

42 Celsius fok ala csikkenése
feletti homérséklet

OMén.. .
s savas -

5. abra: A TRPV1 stimuléci6 lehetséges modjai

Az abran a TRPV1 komplex regulacidja 1athatd. A receptort aktivaljak ligandok (kémiai anyagok), a membranpotencial
valtozasa, intracelluldris jelatviteli utvonalak, kapcsolddo fehérjék, a pH csokkenése, és hdmérséklet is. Az dbra
(Gunthorpe, Chizh 2009) alapjan (Figure 1) késziilt.
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1.4.3. A TRPV1 vaszkularis biolégiai szerepe

A TRPV1 vaszkularis bioldgiai jelentdsége némileg hattérbe szorult az uj tipusu, kozvetleniil a
nociszenzorra hatd fajdalomesillapitd molekuldk igéretét magaban hordozd szenzoros neurondlis
TRPV1 gatldas mogott. A TRPV1 medialt vaszkularis hatasok koziil kiemelkedik a vazodilatativ
hatés, amely elsdsorban a szenzoros neurondlis neurotranszmitterek felszabaduldsdhoz kdothetd
(lokalis efferens hatds, 4. &bra). Ezzel a mechanizmussal dsszhangban leirtdk, hogy a TRPV1
stimulacidja vazodilataciot valt ki mezenterialis, maj, bazilaris, 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 felmertilt annak a lehetdsége is, hogy a kapszaicin hatasara
felszabaduld P-anyag vazodilaticidhoz vezethet (Scotland et al. 2004). Korabbi kézleményekben
pediga kapszaicin nem-neuronalis, kozelebbrdl nem karakterizalt mechanizmussal torténd
vazokonstriktiv hatdsa is szoba keriilt (Donnerer, Lembeck 1982; Cameron-Smith et al. 1990;
Edvinsson et al. 1990; Escott et al. 1995; Canver et al. 1997; Porszasz et al. 2002; Keeble et al
2006; Dux et al. 2003).

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

neuropeptidek vazodilataciot valtanak ki.

1.5. A TRPV1 molekularis farmakolégiaja

1.5.1. Kis molekulatomegii természetben el6fordulé TRPV1 ligandok

A TRPV1 kutatdsdnak els¢ eredményeit a természetben eldforduld kapszaicinnel kapott adatok
jelentették. A kapszaicin hatdsainak tudomanyos alapossagli vizsgdlata 1878-ban HOgyes Endre

kozleményével kezdddott (Hogyes 1878). Mar itt felismerésre kertilt, hogy a kapszaicin elsésorban
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az idegrendszerre hat. A kapszaicint az utrapotens (a kapszaicinnél sok esetben 1000-szer
hatékonyabb) resiniferatoxin felfedezése kovette a TRPV1-re hatd természetes vegyiiletek koziil
(Szallasi, Blumberg 1989). A kdvetkezd azonositott, TRPV1-et aktivald természetes molekula az
alkaloidok ko6zé tartozd evodiamid (Kobayashi et al. 2001) és a meroterpenoid cannabidiol
(Bisogno et al. 2001), melyet a gingerolok (Dedov et al. 2002), a fenilpropan eugenol (Yang et al.
2003), a prenilalt fenolok kozé tartozd scutigeral (Szallasi et al. 2009) és a szeszkviterpén-
dialdehidek kozé tartozoé izovelleral (Szallasi et al. 2012) kdvetett. Talan érdemes megemliteni,
hogy az itt felsorolt agonistdk egy részében megfigyelhetd, hogy a maximalis hatasuk
hémérsékletfiiggést mutat. Ez arra utal, hogy a szonak a szoros értelmében nem minden esetben
beszélhetiink agonistikrél, hanem a hatasuk helyes elnevezése érzékenyitdk lenne. Ugy tiinik
ugyanis, hogy ezen anyagok a TRPVI1 nyitdsdnak hokiiszobét csokkentik a kisérletekben
alkalmazott hdmérsékleti érték ald, és igy vezetnek a csatorna megnyilasahoz (Vriens et al. 2009).
A TRPV1 antagonista hatasti természetes molekuldk koziil az indolilpoliaminok kozé
tartozo, pokokbol izolalt vegyiileteket (Kitaguchi, Swartz 2005), az altalunk azonositott
szszkviterpén laktonok kozé tartozd thapsigargint és a negativ toltésli peptideket (spermin,

spermidin, putreszcin) emlithetjiilk (Ahern et al. 2006).

1.5.2. A TRPV1 potencialis endogén ligandjai

Sokaig a receptor kdrnyékének savanyodésat tartottdk a TRPV1 legfontosabb élettani aktivatoranak
(Bevan, Geppetti 1994). Ez az elképzelés azonban napjainkra mar kevésbé elfogadott. A pH
csokkenése mellett felvetették arachidonsav szarmazékok szerepét is. A legelsd kozlemény ebben a
vonatkozasban az anandamid (N-arachidonil etanolamin) szerepét vizsgélta (Zygmunt et al. 1999).
Ezt kovette még szdmos tovabbi arachidonsav szarmazék. A TRPV1-en aktivnak bizonyult szdmos

lipoxigenaz termék, ugymint a 5- 12- és 15-(S)-HETE, az 5- és 15-(S)-HPETE, valamint a
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leukotrién B4 (Hwang et al. 2000). A lipoxigendz termékek mellett az arachidonsavnak bioaktiv
aminokkal képzett vegyliletei is fontos szerepet jatszhatnak. Ilyen vegyiilet az N-archidonil
dopamin (NADA) (Huang et al. 2002). A dopamin TRPVI1-en aktiv vegyiiletei koziil a lipofil
régidban az arachidonsav mellett mas lipid is allhat, igymint az az N-oleoil dopamin (OLDA)
esetében lathato (Chu et al. 2003). Emellett az etanolaminok koziil sem csak az arachidonsavval
képzett vegyiilet (anandamid) aktiv, hanem az oleoil-etanolamin is (De Petrocellis et al. 2004).

A meggy6z0 in vitro kisérleti eredmények dacdra ezen vegyiiletek esetében a TRPV1
aktivaciojahoz sziikséges koncentracido a mikromolaris tartomanyba esik, ami az élettani
koncentraciotartomanyhoz képest magas. Ennek alapjan a TRPV1 élettani szabalyozasa fiiggetlen
lehet ezen anyagoktol.

A 6. dbra néhany eddig leirt endogén TRPV1 agonista szerkezetét mutatja be. A kapszaicin
szerkezete alapjan a TRPV1-en haté molekuldkat altalaban 3 régidra szokas osztani (lasd 7. 4bra),
mely régidkat azokban az esetekben, amikor azok egyértelmilien elkiilonithetéek szinezéssel
jeloltem.

A TRPVl-et nem csak kémiai, hanem olyan fizikai hatasok is aktivalhatjak, mint a
hémérséklet (Tominaga et al. 1998). Ismét meg kell emliteni, hogy bizonyos vélemények szerint a
hémérséklet a TRPV1 legfontosabb regulétora, és a receptorhoz kotdddé molekulék jelentds része (a
pH csokkenését is beleértve) csak a receptor megnyildsdhoz sziikséges hdmérsékleti értékeket
csokkenti (Ryu et al. 2003).

A TRPVI aktivitdsanak ¢és ligandokkal szemben mutatott érzékenységének szabalyozasidban
az intracellularis jelatviteli utvonalak is fontos szerepet jatszhatnak. Ezen jelatviteli Gitvonalak koziil
érdemes megemliteni a protein kindz C-t (Premkumar, Ahern 2000), a protein kindz A-t (Bhave et
al. 2002), és a CaM kinaz II-t (Fang et al. 2002). Napjainkra mar nem kérdés, hogy ezen
intracellularis foszforilacion alapuld szabalyozas fontos szerepet jatszhat, de a kiilonbozd

foszforilacios folyamatok élettani jelentdsége még nem kellden tisztazott.
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6. abra: Néhany endogénen el6fordulé TRPV1 agonista

Az abran a TRPV1 endogén ligandjai koziil két nagy csoport (amidok és prosztaglandin szarmazékok) néhany tagjanak
szerkezete lathat6. A TRPV1 ligandok szerkezetét harom régiora szokas osztani (7. abra), melyeket az egyértelmiien
azonosithat6 ,,B” régio esetén az abrakon szinkodolassal tiintetek fel: ,,A” régio: piros, ,,B” régio: zold, ,,C” régio: kék.
Amennyiben a ,,B” régié nem azonosithato egyértelmiien, a szerkezeti képleteket szinkddolas nélkiil abrazoltam.

Végiil, a receptor endogén ligandjainak targyalasa kapcsan meg kell emlitenem azt is, hogy
bizonyos vélemények szerint (Szolcsanyi, Sandor 2012), amivel jomagam is egyetértek, a TRPV1
sokkal inkabb endogén gatlas alatt 4ll, mintsem a fent emlitett, receptorhoz kozvetleniil kotodni
képes ligandok aktivalndk. Ennek magyardzata lehet, hogy olyan endogén gatlé hatasi molekulék,
mint a resolvinok (Park et al. 2011), illetve a negativan toltott peptidek (spermin, spermidin,
puteszcin) esetében (Ahern et al. 2006) a stabilitasi allandé talan kozelebb allhat a fizioldgias

koriilmények kozott megfigyelhetohoz.
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1.5.3. A TRPV1-en hat6é exogén agonistak fejlesztése

Mint azt mar kordbban bemutattam a TRPV1 kutatdsa tobb, mint egy évszdzaddal ezeldtt a
kapszaicin hatdsainak leirdsdval kezdddott. Ebben a folyamatban mérfoldkdnek szdmitott az a
felismerés, hogy a kapszaicin nem csak aktivalja (mely folyamat kevésbé kivanatos a nagyfoku
fajdalom miatt), hanem deszenzibilizalja is a receptorat (Jancs6 et al. 1967). Ennek megfelelden a
TRPV1-en hat6 agonistak fejlesztésének két fontos gydgyszergyari célja lehet: egyrészt segithetnek
a TRPVI1 ligandkotési tulajdonsagainak pontosabb megértésében, masrészt hasznalatukkal a
deszenzibilizacio jelenségét felhasznalva a kezdeti stimulaciot kovetden hosszii tavii TRPVI
funkcid csokkentést lehet elérni. Arrdl sem szabad elfeledkezni, hogy a TRPV 1-re hat6 antagonistak
fejlesztése soran mindenképpen sziikséges a receptor funkcid gatlasanak meghatarozasa, mely

funkciot sokaig egyediil a kapszaicinnel kivaltott aktivacio gatlasaként definialtak.

Az elséként felismert agonista a kapszaicin volt, igy a TRPV1 kezdetekben kapszaicin
receptorként volt ismert. Valdjaban ez az idészak volt az, amikor Hégyes Endre, Jancs6 Miklos,
Jancs6-Gabor Aranka, Szolcsanyi Janos €s Jancsd Gabor révén a TRPV1 kutatdsa hungarikumnak
volt tekinthetd. Csaknem valamennyi jelentds eredmény magyar kutatok munkéssagahoz kotédott,
amelynek hatranyat jelentette, hogy ennek mértékében volt mellézve a globalis farmakologiai
szemléletben. Ennek az iddszaknak a végét jelentette, amikor a kapszaicin receptoron hato
resiniferatoxint azonositotta Szallasi Arpad Peter M. Blumberg laboratoriumaban (7. abra), ugyanis
ekkor vilagossa valt, hogy a kapszaicin mellett a receptor a vanilloid csoporttal rendelkezd egyéb
molekuldk kotésére is képes. Ennek kovetkeztében a receptor elnevezését vanilloid receptorra
valtoztattdk meg (Szallasi, Blumberg 1989), melyet a receptor klonozasat kovetéen a fehérje
szerkezeti-fejlodési tulajdonsagokat eldtérbe helyezd nemzetkdzi elnevezésrendszer alapjan

kovetett a TRPV1 elnevezés.

Mint azt emlitettem, a gyogyszergyari erofeszitések a TRPV1 gatlasara irdnyulnak. Ennek
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ellenére le kell szogezni, hogy a klinikai gyakorlatba a TRPV1-en haté molekuldk koziil mindeddig
csak a kapszaicin tartalmi anyagokkal, kiillondsen a kiilsdleg alkalmazott kendcsokkel (példaul
Qutenza tapasz, NGX4010) (Wallace, Pappagallo 2011) végzett kezelések keriiltek be. Emellett
elérehaladott klinikai vizsgalatok stddiumaban van az Anesiva altal fejlesztett AlgrX-4975 (Adlea)
(Remadevi, Szallasi 2008) ¢és Winston Laboratories altal fejlesztett, szintén kapszaicin tartalmi

Civamid (http://www.winstonlabs.com/productdevelopment/civamide.asp).

Eleinte komoly erdfeszitések torténtek arra, hogy a TRPV1 agonistak hatdsat moduléljak, a
fajdalmat kivaltéo hatasokat molekuldris farmakologiai eszkozokkel csokkentsék a deszenzibilizald
hatas megtartasa mellett. Ezen eréfeszitések azonban latszolag hattérbe keriiltek a kozvetlen TRPV 1

gatlo terapids lehetdség mellett.

Régidk: A B C

HE.

Wa, A

]
T!HJ:::]'H._,- W"x\"‘*/‘l"uaﬁ

Kapszaicin

Resiniferatoxin

7. abra: A legfontosabb TRPV1 agonistak
A kapszaicin szerkezetében harom régidt szokas azonositani. A régidkat szinkoddal jeldltem: ,,A”:
piros, ,,B”: zold, ,,C”: kék.
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1.5.4. A TRPV1-en haté exogén antagonistak fejlesztése
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 Kkeriilt klinikai felhasznéldsra alacsony in vivo stabilitdsa és rossz
farmakokinetikai tulajdonsagai miatt (Walker et al. 2003), de mégis megalapozta a TRPV1
antagonistakkal kapcsolatos kutatdsokat molekularis farmakologiai értelemben. A capsazepine
tartalmazta elészor a ,,B” régioban a 1,3-di(arilalkil)tiourea csoportot, amely késébb szamos sikeres

TRPV1 antagonista fontos szerkezeti eleme lett (8. abra).

OH
HO

Cl

Capsazepin

8. abra: A capsazepine szerkezete

A capsazepine szerkezetében szinkodokkal jelltem az ,,A”, ,,B” és ,,C” régidkat
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Szamos TRPV1 antagonista szintézisénél homovanillamin csoportbol indultak ki, amelyet a
megfeleld C-régiod kialakitasa érdekében kiilonb6z6 csoportokkal reagéltattak. Ennek eredményei az
urea szarmazékok, melyek koziil jelentdsebbnek a BCTC, A-425619, SB-705498 és az ABT-102

kodjellel ellatott vegytiletek bizonyultak (9. abra).

NN

S

\) Cl
kaw BCTC
ey

A-425619

SR getats

SB-705498

N s

ABT-102

9. abra: TRPV1 antagonistak: urea szarmazékok

A TRPV1 regulatorok legnépesebb csoportjat az amidok alkotjak, kozéjiik tartozik a
kapszaicin is. Igen gyakran homovanillamin szerves savakkal képzett vegyiiletei. Az amidok
szamos tovabbi alcsoportra oszthatdak. Ide tartoznak példaul a cinnamidok. Ennek a csoportnak

elso jelentds, publikalt tagja az SB-366791 volt 2004-ben. Ezt kdvette a preklinikai vizsgalatokban
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elészeretettel alkalmazott AMG9810, az AMGO0347 ¢és a klinikai kiprobalasok fazisdban 1évd JTS-

653 és PAC-14028 (10. abra).

CH,
/
e}

SB-366791

99

AMG-9810

AMG-0347
e
e
F JTS 653

PAC-’I 4028 -

10. abra: TRPV1 antagonistak: amid szarmazékok
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Végiil, szamos a fenti csoportba nem tartozé antagonista kifejlesztésére is sor kertilt, melyek
a ,,B” régidoban nem mutatnak jelentds hasonldsagot az eddig bemutatott vegyiiletekkel. Ezek
klinikai kiprobalasok alatt 1évo tagjait, az AMG-517-et és az MK-2295-6t (korabbi nevén NGD

8243), melyeket a 11. abra mutat be.

MK-2295 / NGD-8243

11. abra: TRPV1 antagonistak: uj templatok

Az eddig bemutatott TRPV1 ligandok mindegyike a kapszaicin kotéhelyen fejti ki hatasat.
Ezen kotohely funkciondlis szerepét igazolja, hogy a kifejlesztett ligandok egy része valoban
sikeresen képes gatolni a fajdalom kiilonb6z6 formait. Emellett azonban 11j farmakologiai
tamadéspontokat is azonositottak a TRPV1-en, melyek ugyan befolyasolhatjak a kapszaicin
aktivaciot, de nem a kapszaicin kotéhely elérhetdségének modulalasaval (nem kompetitivek a

kapszaicinnel) (12. 4bra).
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12. abra: Kapszaicintdl eltéro helvhez kotodo TRPV1 antagonistak
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1.5.5. ATRPV1 kapszaicin kotdhelye és egyéb funkcionalis régioi

A TRPVI1 kutatasdban utdbbi években jelentds eldrelépés tortént a fehérje kiilonboz6 funkciokat
ellato régioinak azonositdsaban. Ennek soran kezd kirajzolodni a TRPV1 molekularis szerkezete, a
kiilonb6z6 funkciokért felelés aminosavak elhelyezkedése, amelyet a 13. dbra mutat be (Szolcsanyi,
Sandor 2012) alapjan. A modalitas az utdbbi évek sikertémaja, amit a TRPV1 antagonistak klinikai
bevezetésének sikertelensége indokol. A jelenlegi elképzelés szerint a TRPVI1 antagonistak
modalitas-specifikus tervezésével a nem kivant klinikai mellékhatasok, igy példaul a hipertermia is

megeldzhetd lehet (Garami et al. 2010).

Lipid raft Tl 1l ) 1 il 7 Lipid raft

E761 | 5800 |

E767 T801
CaM binding

: O RIX @ capsaicin
@ Capsaicin, RTX
() Capsaicin, RTX, proton

COOH

Proton,capsaicin

Ezzzl |F15? @ rroton ® Voltage
_ ' Constitutive activity
CaM binding O . fQ -
@ Allicin O LPA

@ Phosphorylation sites
O Glycosylation sites

13. abra: A TRPV1 modulicié molekularis alapja

Ezen az 6sszefoglald abran a TRPV1 aktivitas szabalyozasaban részt vevo régiok és aminosav oldallancok keriiltek
bemutatasra. Jol lathatoak a 3. és 4. transzmembran szakaszok kozott elhelyzkedd vanilloid kotésben (capsaicin és
resiniferatoxin, RTX) fontos amonisav oldallancok (piros korok). A receptor protonokkal torténd szabalyozasat a kékkel
jeldlt extracellularis aminosav oldallincok biztositjak. Ures zold karikékkal a hészabalyozasban fontos elemek,
barnaval az allicin és feltehet6leg egyéb SH reagensek altal modositott cisztein, mig fekete korokkel a foszforilacios
helyek lathatoak. Az abra (Szolcsanyi, Sandor 2012) alapjan (Figure 2) késziilt.
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A molekularis mintdzatbdl szembetiind, hogy a TRPV1 kapszaicin kotShelye a 3-as és a 4-es
transzmembran régiokban helyezkedik el, amely a porusformald régido (5-6 transzmembran
szakaszok ¢és a kozottlik 1év6 hurok) kozelében helyezkedik el. A kotéhely ismeretében az in silico
molekulatervezés alapjai is megteremtddhetnek. Mi tobb, az egyre részletesebb szerkezeti
ismereteink hozzasegithetnek ahhoz is, hogy a receptor szamos aktivacids lehetdségére szelektiv
ligandokat lehessen tervezni és szintetizalni (Lee et al. 2011). Az ilyen eréfeszitések eredményeként
az on target mellékhatasok jelentds része is elkeriilhetdvé valhat.

A masik fontos teriilet, ahova a receptor szerkezetének megismerése elvezetett a receptor
ligandko6tés mellett az intracellularis hatdsoknak is fontos szerepe van. A receptoron tobb
foszforilacios hely talalhatd, a foszforilacioval torténd szabalyozéas lehetdségére utalva. Ennek
folyamatdban fontos szerepe lehet gyulladdsos medidtoroknak (példaul a prosztaglandinoknak),
melyek PKA fiiggd modon is képesek fokozni a TRPV1 aktivitasat (Mohapatra et al 2005). Mas
idegsejtre hatd anyagoknak (példaul bradikinin és neurondlis novekedési faktor), a célpontja a
foszfolipaz C enzim, melynek stimulacidja kettds hatdsu lehet a sejten beliil. Egyrészt a PIP, szint
csokkentésével képes a receptor deszenzibilizacidjat csdkkenteni (Prescott, Julius 2003), masrészt a
diacil-glicerolok szintézise révén képes a PKC enzimeket aktivdlva a TRPV1-et érzékenyiteni
(Premkumar, Ahern 2000; Vellani et al. 2001) és a sejtmembranban torténd lokalizaciojat

stabilizalni (Olah et al. 2002).

Végiil, az utdbbi években felismerték azt is, hogy a TRPV1 lipid kdrnyezetének is jelentds
hatdsa van a receptor funkciondlis tulajdonsdgaira. A sejtmembran lipid tutajainak eltavolitasa
bizonyos esetekben (példaul a koleszterin szint csokkentése) szelektiven érintette a TRPV1
aktivatorok hatasat, mig mas lipid komponensek (gangliozidok) szintjének csokkentése ligand

fiiggetlen modon csokkentette a TRPV1 aktivalhatosagat (Szdke et al. 2010).
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1.5.6. Iparagi attekintés

A TRPV1 klénozasarol 1997-ben szamoltak be. Az eltelt 15 év alatt tobb, mint 300 szabadalom (14.
abra) ellenére sem sikeriilt azonban a piacon megjelenni TRPV 1-re haté6 molekulakkal. A beadott
szabadalmak esetében azonban jol latszik, hogy csaknem valamennyi jelentds gyogyszergyarnak

van TRPV1-en fejlesztési programja.

Organisation

[l Abbott

[[] Academy Chinese Medic
B Ajinomoto

[ Axz0 Nobel
[l Alergan

45 [ Amgen

[T Amorepacific
I Amphora

W Astebas
[JAstrazeneca

&

40

[l Japan Tobacco

W Korean Res Inst Chem Te
[l Kyowa Hakko Kirin

i Matrix Lab

W Merck

W Mochida

‘I VTSN ).

‘B NN

15

Szabadalmi beadvanyok szama

10

o

1983 2000 2002 2003 2004 2005 2006 2007

A beadas éve

14. abra: A TRPV1-en haté molekulak szabadalmaztatasa: cégek szerint
_Az adatok forrasa: Derwent World Patent Index

A szabadalmi aktivitas jobbara egy gazdasagi-iparagi adat. Molekularis farmakologiai

szempontbol talan fontosabb, hogy egy molekularis célpontot milyen betegségekben tartanak
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fontosnak. A szabadalmi aktivitds alapjan a TRPV1 szerepét tobb, mint 30 betegségallapotban
valdszintisitették, melyek kozott a fajdalom, vagy a f4jdalommal jaré allapotok dominalnak, de
jelentds szamban eléfordulnak a tiidé (COPD, asztma) és a hligyholyag (gyulladas, inkontinencia)

betegségei is (15. 4bra).
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15. abra: A TRPV1-en haté molekulak szabadalmaztatasa: betegségcsoportok szerint
_Az adatok forrasa: Derwent World Patent Index

A szabadalmi adatok tehat arra utalnak, hogy a TRPV1-en hat6 gydgyszerek fejlesztése
érdekében jelentds erdfeszitések torténnek. Ennek ellenére klinikai fazisba a kifejlesztett molekulak
csak egy kis hanyada jutott el. A TRPV1, mint egy molekuléris timadaspont szempontjabol
kiilondsen veszélyes, hogy a klinikai fazisig eljutott molekulak egy jelentds részénél is sulyos

mellékhatasok jelentkeztek. A 16. abra mutatja azon cégeket, akiknek klinikai fazisba kertilt
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molekulat sikertilt fejleszteniiik. A kiilonb6zd fazisokban 1évé molekulakat felsoroltam az interneten

(www.clinicaltrials.org) elérhetd adatok alapjan. A kedvezdtlen mellékhatdsok miatt tovabbi
fejlesztésre alkalmatlannak bizonyult gyogyszerjeloltek (akik esetében a klinikai kiprobalasokat

megszakitottak) vastag betlivel jeldltem.

Amore-Pacific AMG-517 SB-705498
Amgen PAC-14028 MK-2295
GSK ABT-102 GRC-6211
Merck JNJ-39439335 JTS-653
AstraZeneca M-68008 AZD-1386
Glenmark DWP-05195 XEN-D0501

Japan tobacco PF-03864086 PHE-377
Sanofi-Aventis MR-1817

Wyeth

Provescia

Pharm Estate

Doewoong

Pfizer

Johnson&Johnson

16. 4bra: TRPV1 antagonistak a klinikai fejlesztés fazisaiban

Az abran a gyogyszer klinikai gyakorlatba torténd bevezetésének kiilonbozo szakaszai lathatoéak a preklinikai
fejlesztéstol a gyogyszertarban hozzaférhetd formulacidig. A preklinikai fazis megjel6lése alatt feltiintettem azon
gyogyszergyarak nevét, amelyek esetében talaltam olyan adatot, hogy TRPV1 antagonista fejlesztés soran klinikai
kiprobalast szervezetek, fiiggetleniil attol, hogy ez sikeres volt-e. A kiilonboz6 klinikai fazisok alatt feltiintettem azon
molekulakat, amelyeket az adott fazisnak megfeleld vizsgalatokban teszteltek. Kovérrel szedtem azokat a molekulakat,
amelyek esetében a klinikai vizsgalatot felfliggesztették.
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2. Modszerek

Ezen fejezetben az értekezésben a bemutatott eredmények tulnyomo tobbségét megalapozo

modszereket emlitem.

2.1. Arteriola izolacié patkany vazizombol és ératmeéré
meghatarozas

Wistar patkanyok (Charles River, Magyarorszag) altatdsa intraperitonealis Na-pentobarbitattal (50
mg/kg) tortént. Ezt kovetdéen a musculus gracilis-bol sztereo mikroszkoppal egy mintegy 1,5 mm
hosszisagd arteriola szakasz kimetszése tortént. A kimetszett eret egy specidlisan kialakitott
szervkadba helyeztiik, majd mindkét végén iivegkapillarisokkal megkaniilaltuk. A kaniilalast jégben
hiitétt Ca**-mentes KREBS oldatban végeztiik (110 mM NaCl, 5,0 mM KCl, 2,5 mM CaCl,, 1,0
mM MgSO,, 1,0 mM KH,PO,, 5,0 mM gliikkéz és 24,0 mM NaHCOs;, pH 7,4, melyet 10% O»-t és
5% CO,-t tartalmaz6 gazzal buborékoltattunk at. A mindkét oldalukon kaniilalt mikroereket szilikon
csovekkel egy nyomds-szervo rendszerhez csatlakoztattuk (Living Systems, St. Albans, Vermont,
USA) mely rendszer segitségével modunk nyilt az intralumindlis nyomas valtoztatasara 20-120
Hgmm értékek kozott. Az erek rogzitését kovetden az intraluminalis nyomast 80 Hgmm-re emeltiik,
majd a szervkad és a benne 1évé KREBS oldat hdmérsékletét 37°C-ra emeltiik és a kisérlet végéig
ezen a hOdmérsékleten tartottuk. Az erek atmérdjét videomikroszkdpos modszerrel a kapillarisokon
rogzitett érszakasz kozepén hataroztuk meg. Az allatkisérletek a Debreceni Egyetem Munkahelyi

Allatkisérletes Etikai Bizottsaganak engedélyével torténtek.

2.2. CHO-TRPV1 sejtek tenyésztése

A kisérletekhez egy olyan CHO sejtvonalat hasznaltunk fel, amely a patkdny TRPV1 szekvencidjat
egy tetraciklin regulalt stabil expresszios rendszerben tartalmazta (CHO-TRPV1 sejtek). A CHO-

TRPVI1 sejteket Ham F-12 médiumban tenyésztettilk, mely médiumot 10% marha szérummal, 25
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mM HEPES-sel (pH 7,5), 250 pg/ml G418-cal (Life Technologies, Rockville, MD, USA) és 1 mg/l
tetraciklinnel (Calbiochem, La Jolla, CA, USA) egészitettiink ki. A kisérletek el6tti napon a sejtek
tenyésztdoldatat tetraciklin nélkiili oldatra cseréltiik a TRPV1 expresszid indukcidja érdekében (tet-

off rendszer).

2.3. #Ca* felvételi kisérletek
A kisérletekhez CHO-TRPV1 sejteket 24 lyuku milanyag sejttenyésztd edényekben

tenyésztettiik 20-40%-os konfluencia értékig. Ennek elérését kovetden a sejttenyésztd oldatot
tetraciklin nélkiili oldatra cseréltiik, hogy a TRPV1 expressziot indukaljuk. A kisérleteket két nappal
ezt kovetden végeztik. Ekkorra a CHO-TRPV1 kultara teljesen bendtte a rendelkezésére allo
felszint. A kisérletek soran a sejteket Ca** tartalmt DPBS (Life Sciences, Rockville, MD, USA)
pufferrel mostuk, melyet 0,25 mg/ml BSA-val (Sigma, St. Louis, MO, USA) egészitettiink ki. A
mosott sejteket ebben a pufferben inkubaltuk a pufferben magaban, vagy olyan anyagokkal, mint a
TRPV1 antagonistak, vagy PKC aktivatorok, foszfatdz inhibitorok, 5-15 percig 37°C-on (200-400
ul/well). Ezt kovetden adtuk a TRPV1 agonistakat a **Ca’*-mal egyiitt (1 uCi/ml, MP Biomedicals,
Irvine, CA, USA). A sejtekben torténd “Ca*" felhalmozodast leggyakrabban 15 perc inkubaciot
kovetéen (37°C-on) hataroztuk meg. Ehhez a sejteket alaposan mostuk (legalabb 3-szori mosas)
DPBS-ben, majd lehetdleg az Osszes feliiluszot leszivtuk. Ezt kdvetden a sejteket RIPA pufferben
szolubilizaltuk (sszetétele: 50 mM Tris-Cl, pH 7,4, 150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 0,1% SDS,
¢és 1% Na-deoxikoélsav) szobahOmérsékleten razatva a pléteket legalabb 60 percig. Ezt kovetden
ebbdl az oldatbdl 300 pl radioaktivitasat hataroztuk meg. A kapott adatok alapjan kiszdmitottuk a
teljes lyukban (wellben) 1év6 radioaktivitds mennyiségét €és az ugyanazon pléten 1évé kontrollok
(agonistaval nem kezelt sejtek a hatteret, mig az 1 uM kapszaicinnel kezelt sejtek a maximalis
TRPV1 medialt “Ca*" felvétel értékét adtak) segitségével szamitottuk a relativ “Ca*" felvételt.

Minden egyes adatponthoz 4 parhuzamos mérés esetében kapott értékeket atlagoltuk és legalabb
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harom kisérletet végeztilk. Az individudlis kisérletekbdl szdrmazé adatokat a Hill egyenletnek
megfelelden illesztettiik a kapott “Ca*" felvétel alkalmazott ddzisok fiiggvényében torténd

abrazolasa utan.

2.4. Intracellularis Ca* koncentrédcié becslése
CHO-TRPV1 sejteket 25 mm atmérdjii iliveglemezekre szélesztettiik és 6 well plétekben

tenyésztettiik (tenyésztd folyadék: Ham F-12 médium 10% marha szérummal, 25 mM HEPES (pH
7,5), 250 pg/ml G418 és 1 mg/l tetraciklin). Amikor a sejtek konfluencigja elérte a 20%-ot, akkor a
sejtek tenyésztdoldatat tetraciklin nélkiili, de 1 uM Na-butiratot tartalmazé oldatra cseréltiik. Az
intracellularis Ca*" koncentracié mérését kovetkezé napon végeztiik. Ennek soran az iiveglapokhoz
asszocialodo sejteken lecseréltiik a tenyésztd folyadékot 1% BSA-t és 5 uM FURA-2-AM-et
(Molecular Probes, Eugene, OR, USA) tartalmazd6 DPBS oldatra. A sejteket ebben az oldatban
tartottuk 2 ordig sotétben, szobahdmérsékleten. Ezt kdvetden a sejteket Gjra mostuk és a kisérletekig
DPBS-ben tartottuk szobahdmérsékleten. A kisérleteket is DPBS-ben végeztiik. Ennek soran a 25
mm atmérdji liveglemezeket egy specidlis szovetkadba helyeztiikk, amelyet egy mikroszkop
targyasztalan valtakozva 340 és 380 nm-es hulldmhosszisadgu fénnyel vilagitottunk meg, mig a
sejtekbdl érkezd emittalt fényt 510 nm felett detektaltuk egy megfeleld kameraval (Incyte Imaging
system, Cincinnati, OH, USA). A sejtek kezelését a specialis szervkaddban végeztiik, amikor mar
rogzitettiink legalabb 30 idpontban a sejtek nyugalmi (kisérletek el6tti) intracellularis Ca**
offline értékeltiik Microsoft Excel (Microsoft, Redmond, WA, USA) és Graph Pad Prism (GraphPad
Software, San Diego, CA, USA) szofverekkel. A valtozasokat leggyakrabban az abszolut
értekeknek (340/380 gerjesztés mellett kapott fluoreszcencia intenzitds ardnya) megfeleléen

mutattuk be.
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2.5. Immunhisztokémia

A szoveteket Tissue-Tek O.C.T. beagyaz6 oldatban (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA,
USA) folyékony levegdbe helyezéssel tettiik alkalmassa a kriosztatban torténd metszésre. 10 pm-es
vastagsagu metszeteket készitettiink, melyeket adheziv targylemezre helyeztiink €s acetonnal
fixadltunk 10 percig. Az immunhisztokémia sordn a nemspecifikus koétohelyeket kecske IgG-vel
(1,5% DPBS-ben) blokkoltuk 20 percig, szobahdn. Ezt kovetden a metszetekkel TRPV1, simaizom
aktin (SMA) neurofilament (NF) antitesteket (higitas altalaban 1:100) inkubaltunk legalabb egy
oran at a blokkold oldatban. A metszeteket ezt kovetden mosattuk DPBS-sel és az elsddleges
antitestek kotddeését fluoreszcensen, vagy biotinnal jelolt masodlagos antitestek segitségével
mutattuk ki. A szinreakcidt Vector VIP szubsztrattal tettiik lathatova (biotinalt masodlagos antitestek
esetén) €s a képeket lathatd fényben készitettiik, vagy fluoreszcens masodlagos antitestek esetén

fluoreszcens, esetenként konfokalis mikroszkopiat alkalmaaztunk.
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2.6. [PH]-resiniferatoxin (RTX) kétodési kisérletek

A kisérleteket heterolég rendszerekben expresszalt patkany TRPVI1-en és patkany gerincveldi
preparatumokon végeztiik. A heteroldég rendszerben torténé TRPV1 expressziohoz a CHO-TRPV1
sejteket fenntart6 médiumban tartottuk (Ham F-12 médium 10% marha szérummal, 25 mM HEPES
(pH 7,5), 250 pg/ml G418 és 1 mg/l tetraciklin) T75-0s sejttenyésztd flaskakban. A konfluens
tenyészetet 1:8 ardnyban osztottuk meg, minek eredményeként a masodik napon az Gjonnan
sz¢lesztett tenyészetek konfluencidja 50-70% volt. Ezt kovetden a sejteket indukalé médiumban
(fenntartd6 médium G418 és tetraciklin nélkiil, de 1 mM Na-butirdtot hozzdadva) tartottuk tovabbi
két napig. Ezt kovetden a sejteket tripszin-EDTA tartalma HAM F-12 médiummal (Life
Technologies, Rockville, MD, USA) valasztottuk el a felszinr6l. A felszedett sejteket
centrifugaldssal gytljtottiik ossze (3 000 g, 10 perc) és a pelleteket a kisérletekig -20°C-on tartottuk
fagyasztva.

A kisérletek egy masik részében endogén TRPV1-et tartalmazé membranokat preparaltunk
kifejlett Sprague-Dawley patkdnyok gerincvelejét felhaszndlva. A patkanyokat CO, inhalacioval
tulaltattuk és ezt kdvetden a gerincveldt kimetszettiik. A kimetszett gerincvel6t olloval apritottuk,
majd egy liveg homogenizald segitségével homogenizaltuk 10 ml Ca*" és Mg*" mentes, jégbe hiitott
DPBS-ben (Life Technologies, Rockville, MD, USA). A kapott homogenizatumot lecentrifugaltuk
(5 000 g, 15 perc) és a kapott pelleteket -20°C-on taroltuk a kisérletekig.

A kotddési kisérletek soran az alkotdkat jégen mértiik 0ssze. A reakcidelegy tartalmazott: 0,1
mg/ml CHO-TRPV1 sejt membran vagy 0,5 mg/ml gerincveldi membran kivonatot, 0,25 mg/ml
BSA-t (Cohn V. frakcid, Sigma, St. Louis, MO, USA), [*H]resiniferatoxint (*H]RTX; 37 mCi/mol;
Perkin Elmer, Boston, MA, USA) és a nem radioaktiv kompetalo ligandokat Ca®" és Mg*" mentes
DPBS-ben. A reakcidelegy végtérfogata 400 ul, a reakcididé legalabb 60 perc volt, 37°C-on. A
reakciot jégbe hiitéssel és 200 ng marha glikoprotein frakcid VI (a-glikoprotein, 100 pl-ben, ICN,

Costa Mesa, CA, USA) hozzaadasaval allitottuk le. A ligand kompeticios kisérletekben a [PH]JRTX
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koncentrécidja 40-80 pM volt, mig a nem-specifikus kotddést 100 nM RTX jelenlétében hataroztuk
meg. A membranokhoz kotddé [PH]JRTX-et a felilluszOban talalhatd (szabad) formatol
centrifugéldssal kiilonitettik el (15 perc, maximalis fordulatszdm, Beckman 12 benchtop
centrifuga). A teljes pelletben és a 250 pl feliiliszoban talalhatd radioaktivitast [-szamlaloval

hataroztuk meg.
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3. Eredmények

3.1. A TRPV1-en haté, természetben eléfordulé ligandok
azonositasa, jellemzése

3.1.1. A thapsigargin mint egy természetben el6fordulé TRPV1
antagonista.

A TRPV1 expresszio CHO-TRPV1 sejtekben a sejtmembran mellett a citoszolban is megfigyelhetd,
amely felveti annak lehetéségét, 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 TRPV1 transzfektalt CHO sejteken (CHO-TRPV1)
egyarant. Az intracellularis Ca*" szint emelkedése a thapsigargin adasat kovetden nagyjabol egy

perc mulva kezdddik, maximumat mintegy 2 perccel késobb éri el (17. abra).
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17. abra: Thapsigargin hatasara az intracellularis Ca-ion koncentracié megemelkedik

Az abréan a thapsigargin alkalmazasat kovetd intracellularis Ca** koncentracid valtozasok lathatoak CHO-TRPV1
sejteken. A valaszokat egy Ca*" imaging rendszeren rogzitettiik. Az egyetlen 1atdomez6ben elehelyezkedd, legalabb 11
sejtrdl kapott jeleket atlagoltuk és azt mutatjuk az dbran. Az adott kisérletben alkalmazott thapsigargin koncentraciot
szintén feltlintettiik (Toth et al. 2002).

A félmaximalis intracellularis Ca®* koncentraci6 emelkedés kivaltisdhoz sziikséges

thapsigargin koncentraci6 az ismételt kisérletekben 44 nM-nak adodott (18. &bra). Ezen

eredményeink dsszhangban voltak a thapsigargin SERCA gétl6 hatasaval.
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18. dbra: A thapsigargin koncentracié-hatdsa az intracellularis Ca*' koncentraciéra
A kisérletek soran rogzitett maximalis intracellularis Ca** koncentracié emelkedéseket dbrazoltuk az alkalmazott

srer

hogy a hatékonysag és a hataserdsség értékeket szamithassuk (Toth et al. 2002).

A thapsigargin tehat alkalmasnak t{int arra, hogy az endoplazmatikus Ca®" raktdrakat

crer

cre

jelenlétében a kapszaicin hatasara nem kovetkezett be intracellularis Ca®" koncentracio emelkedés
(19. 4abra). Ez a jelenség azonban nem volt magyarazhatd az intracellularis Ca*" raktdrak
kitiriilésével, mert a thapsigargin a kapszaicin hatasat steady state korilmények kozott is gatolta

(19. abra). Ez arra utalt, hogy a thapsigargin kozvetleniil is gatolhatja a TRPV 1-et.
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19. abra: Thapsigargin gatolja a TRPV1 aktivacidt
CHO-TRPV1 sejtek intracellularis Ca** koncentracio valtozasait mértiikk a DPBS oldatban (Ca*" mentes
oldat, alacsony Ca*") és 1,8 mM Ca’" hozzdadasaval. A TRPV1 specifikus valaszokat 50 nM kapszaicin
(a kinetikai abrakon a jelenlétét kitoltott fekete sdvval jeloltiik) alkalmazasdval vizsgaltuk, mig a nagy
dozist thapsigargin hatasait 50 M koncentracioban (jelenlétét tires sav jelzi) tanulmanyoztuk. Az
abrakon individualis kisérletekbdl (egy latotér) szarmazo sejtek valaszainak atlagolt értéke lathato

(Téth et al. 2002).

Ennek ellen6rzésére a plazmamembranon keresztiili, TRPV1 medialt Ca** felvételt mértiik
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20. 4abra. 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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20. abra: Thapsigargin gitolja a TRPV1-et

CHO-TRPVI sejteket 15 percig az abra x-tengelyén feltlintetett thapsigargin koncentraciok mellet inkubaltuk, majd a
$Ca* felvételt 50 nM kapszaicin hozzaadasaval indukaltuk. Az 5 perces inkubéciot kdvetden a feliiliiszot elmostuk és a
sejtekben felhalmozodott #Ca*" szcintillacios szamlalassal mutattuk ki. Az abran mért “Ca®" aktivitas értékeket a
thapsigargin hidnyaban kapott értékekhez viszonyitottuk. Minden koncentraciot 4 parhuzamosban mértiik. Az abran egy
jellemz6 kisérlet eredménye lathato (Toth et al. 2002).

Végiil, annak eldontésére, hogy a thapsigargin a kapszaicin kotOhelyen fejti-e ki a gatlo
hatasat ligandkotodési kisérleteket végeztiink [*H]RTX felhasznalasaval. A [PH]RTX kotédését
kiilonbozé  thapsigargin  koncentraciok mellett kovettik CHO-TRPV1 sejtek membran
preparatumain 21. abra. Eredményeink szerint a thapsigargin képes volt a [PH]RTX kotédését
gatolni, ennek alapjan a TRPVI1-thapsigargin komplex stabilitdsi allandoja 4,0+1,3 uM. A
thapsigargin-kapszaicin kotohely viszonyat részletesebben vizsgalva fény deriilt arra is, hogy a

[PHIRTX kotédését a thapsigargin vegyes mechanizmussal gétolja, amelyben a kozvetlen

crer
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21. abra: A thapsigargin a TRPV1 kapszaicin kitéhelyéhez is kotédik

A thapsigargint 50-100 pM tricialt resiniferatoxin ([*H]RTX) jelenlétében inkubaltuk CHO-TRPV1 sejtek membran
preparatumaival. A [PH]RTX kot6dését szcintillacios szamlaloval hataroztuk meg a pelletben (az elegy centrifugélasat
kovetden) ¢és a feliiliszoban. Az dbran a specifikus kotddést a thapsigargin hidnyaban végzett kisérletek %-aban

sy

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

3.1.2. 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
kotédését gatolni CHO-TRPV1 sejtek membranjadban expresszalddd receptorokhoz (22. abra, A
panel). A NADA stabilitasi alland6ja 5,49+0,68 pM-nak adddott 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 TRPVI1-en (22. 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 adodott (az dbran a patkany receptorral kapott
adatok lathatdéak). A NADA viszonylag alacsony hatdser0ssége miatt felvetédott, hogy élettani
koriilmények kozott esetleg nem is agonistaként, hanem antagonistaként viselkedik. Ezt az

elképzelést is vizsgaltuk a heterelog modon expresszalt patkdny TRPV1-en (22. abra, B panel).
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22, abra: Az N-arachidonil dopamin kotodik a TRPV1-hez és befolyasolja annak aktivitasat
Az N-arachidonil-dopamin hatasait CHO-TRPV 1 sejtekben hataroztuk meg. A [PH]RTX kot6dési kisérletekben az x-
tengelyen feltiintetett arachidonil-dopamin koncentraciok mellett 50-100 pM [PH]RTX kotédését vizsgaltuk CHO-
TRPV1 sejtek membranjahoz. A kapott adatokat az arachidonil dopamint nem tartalmazo reakciokban mért értékek
szazalékaban fejeztiik ki. A funkcionalis kisérletekben az arachidonil dopamin hatasat agonista és antagonista mérési
koriilmények kozott is vizsgaltuk. Elsd esetben az arachidonil dopamint a “*Ca**-mal egyiitt adtuk a sejtekhez és az 5
perc alatt felvett radioaktiv izotop mennyiségét hataroztuk meg (teli korokkel jeldlve). Az adatokat a 300 nM kapszaicin
altal kivaltott hatasokhoz hasonlitottuk. Az antagonista hatds 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
meért értékekhez hasonlitottuk (kitoltott négyzetek) (Toth et al. 2003).

A NADA hatékonysagat ezt kdvetden szdmos in vitro helyzetben vizsgéltuk intracellularis
Ca* koncentracié mérésével a CHO sejtekben expresszaltatott patkany TRPV 1-et felhasznalva (23.
abra). A kisérletek soran az alkalmazott NADA koncentracid 50 uM, mig a kapszaicin koncentracid
ennek 1000-ed része, 50 nM volt. Az els6 kisérletben (A panel) azt talaltuk, hogy a NADA ezen
magas dozisban aktivalja a TRPV1-et. Az aktivacié atmeneti hatasként jelentkezett, amennyiben a
NADA jelenlétében a sejtek intracellularis Ca*" koncentracioja csaknem azonnal megemelkedett,
majd a NADA folyamatos jelenlétében egy a kezdeti értéknél alacsonyabb szinten stabilizalodott
(azaz ebben a rendszerben részleges deszenzibilizacid volt megfigyelhetd). Amikor a kapszaicint
ezen steady state allapotban alkalmaztuk, akkor a kapszaicin nem volt képes az intracellularis Ca**
koncentraciot tovabb emelni (B panel). Ugyanezt a kisérletet alacsony extracellularis Ca**

koncentracio mellett is megismételtik (C panel) és azt lattuk, hogy az intracellularis Ca*

koncentracié valtozds mértéke jelentdsen alacsonyabb, ami arra utalt, hogy a folyamatban a
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plazmamembranban lokalizalodd6 TRPV1 jatszik f6 szerepet. Ezt kovetden vizsgaltuk annak
lehetdségét, hogy a NADA alacsony extracellularis Ca*" koncentracid esetében esetleg képes a
TRPV1-et deszenzibilizalni, mely hipotézis nem igazolodott (D és E panelek). Végiil, azt is
ellendriztiik, hogy a kapszaicin kezelést kovetd részleges deszenzibilizacido (hatascsokkenés a
kapszaicin jelenlétében) soran a NADA képes-e a TRPV 1-et tjra aktivéalni (F panel). Osszességében
a 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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23. abra: A NADA aktivalja és bizonyos koriilmények kozott gatolhatja a TRPV1-et
CHO-TRPV1 sejtek intracellularis Ca®* koncentraci6 véltozasait mértiik N-arachidonil dopamin (NADA) és estenként
kapszaicin jelenlétében. A NADA 6nmagéban alkalmazva élettani extracellularis Ca** koncentracio mellett egy
tranziens emelkedést valtott ki (A panel). A B panelen bemutatott adatok szerint a kapszaicin 50 nM-os koncentracioban
nem tudja befolyasolni az intracellularis Ca®* koncentraciot az 50 pM-ban alkalmazott NADA mellett. Extracellularis
Ca* hidnyaban mindkét TRPV 1 agonista esetében jelentGsen kisebb hatést kaptunk (C panel). A D panel tanulsaga
szerint a NADA 4ltal kivaltott intracellularis Ca** koncentracid emelkedés feltétele az extracellularis Ca*" jelenléte. Az
E panel adatai szerint a kapszaicin és NADA egyiittes alkalmazasa sem valt ki nagyobb intracellularis Ca** koncentracid
emelkedést, mint ezen anyagok kiilon torténd alkalmazésa. Végiil, az F panelen az latszik, hogy az 50 uM NADA
mennyiben befolyasolja az intracellularis Ca®* valaszokat 50 nM kapszaicin jelenlétében (T6th et al. 2003).

A NADA esetleges TRPV 1 gatlo hatasat *Ca*" félvételén alapuld kisérletekben ellendriztiik.
Ezen kisérletekben a radioaktivan jelolt Ca®" felvételét 5 percig mértik kapszaicin (50 nM)
jelenlétében, de elbtte a sejteket kiilonbozo ideig (1, 5, 15, 30 percig) eldinkubaltuk NADA-val (24.

abra). Eredményeink szerint a NADA 10 pM-os koncentraciotol képes volt legalabb 5 perces
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eldinkubalas esetén a TRPV1-et gatolni.
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24. abra: A NADA potencialis TRPV1 gatlé hatasa

ANADA egy nagyobb hataser6sségii TRPV 1 agonistaval szemben antagonistaként viselkedhet. Ennek ellenérzésére
CHO-TRPV1 sejteket NADA jelenlétében (koncentracio az x-tengelyen jeldlve) inkubaltuk, miel6tt a sejteket 50 nM
kapszaicinnel kezeltiik *Ca*" jelenlétében. A kezelés iddzitése az dbran mutatva (a savok mellett 1év6 szam a kapszaicin
hozzaadasa el6tti NADA inkubécio idétartamat mutatja. A “*Ca?* felvételt a NADA nélkiil inkubalt sejtek esetében mért
értékek Y%-aban fejeztiik ki (Toth et al. 2003).

3.2. 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 ¢€s a kisérletek mintegy felét végeztem én (ez

mintegy félmillié egyedi kisérletes adatot jelentett esetemben). A két év alatt a tesztelt molekulak
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hatékonysaga (az 6sszes molekula atlagaban) a nanomdlos tartomanyba keriilt (25. abra). Mi tobb, a

periddus végére a leghatékonyabb vegyiiletek hatékonysdga mar a pikomolos tartoméanyba esett.
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Vegyiilet jellemzésének ideje
25. abra: Peter M. Blumberg laboratériamaban, kozremiikodésemmel végzett
molekulafejlesztés
Az oszlopok tetején lathatd, hogy az adott idészakban hany vegytiletet kaptunk Jeewoo Lee koreai laboratériumabol. Az

y tengelyen lathatd az adott id6szakban (x-tengelyen év honaptol-honapig) kapott vegyiiletek atlagos in vitro
hatékonysaga. A meghatarozasok mintegy felét végeztem én ebben a peridodusban.

3.2.1. Parcialis agonistak

Peter M. Blumberg laboratoriumaban legelsé feladatom a JYL-1511-es kdédszamti molekula
tesztelése volt. A molekula a capsazepineben felismert tiourea ,,B” régiot (zold, 26. abra)
tartalmazta. Az ,,A” régid (piros szinnel jelolve, 26. dbra) fenil csoportjdhoz az akkoriban rendkiviil

sikeresnek mondhato, és a laboratériumban vezérstrukturanak hasznalt metanszulfonamid csoport
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kertilt beépitésre. A molekuldk fejlesztése soran kettds célt kivantunk megvaldsitani. Egyrészt az
»A” régidban a fenil csoporton torténd tovabbi szubsztitiiciok hatdsat teszteltiik, masrészt a
resiniferatoxinban talalhaté rendkiviil komplex ,,C” régiot (a ,,C” régio kékkel jeldlve, 26. abra)

probaltuk egyszerlibb struktirakkal helyettesiteni.

yeeSand

Capsazepine

ocH, : ~
NHSOCH, m

JYL-15

0]

g
0
/@ CH,

CH,
SOCH,

JYL-827

26. abra: A JYL-1511 és a JYL-827 szerkezete

A JYL-1511 tesztelése komoly kihivast jelentett. Sehogyan sem sikeriilt az addig
megszokott tipusu eredményeket kapnom: amikor a vegyiilettel 50 nM kapszaicin hatdsat probaltam
gatolni, akkor nem sikeriilt teljes gatlast elérni (84,1£3,2% antagonizmus, B panel, 27. 4dbra), mig
amikor a vegyiilet hatasat onmagaban a TRPV1-re vizsgaltam, akkor mindig volt némi aktivacio a
BCa? felvétel tanulsaga szerint (17,4+0,6% agonizmus, B panel, 27. abra). Az adatok és a kisérlet
részletes elemzését kovetden meggydzddtiink rola, hogy az eredmények helytalloak és igy a JYL-

1511-et azonositottuk eldszor, mint a TRPV1-en hat6 parcidlis agonistat. Nem sokkal késébb, mar
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célzott vizsgalataink eredményeként a JYL-827 esetében is hasonld tulajdonsdgokat talaltunk (C
panel, 27. abra). Mindkét vegyiilet képes volt a [PHJRTX kotddését alacsony koncentracioban

gatolni (JYL-1511: 50,4+16,5 nM, JYL-827: 29,3+7,6 nM, A panel, 27. dbra).
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27. abra: Parcidlis agonizmus / antagonizmus

A vegyliletek hatasat CHO-TRPV 1 sejteken vizsgaltuk. A [PH]RTX kot6dés gatld hatast CHO-TRPV1 sejtek
membranjahoz vizsgaltuk. Mindkét vegyiilet alacsony koncentracioban k6tddott a TRPV1-hez (bal oldali dbra). A
vegyiileteket a funkcionalis kisérletekben agonistaként (6nmagukban) és antagonistaként (50 nM kapszaicinnel egytitt
alkalmazva) is teszteltiik. Mindkét molekula esetében parcialis agonizmust talaltunk, habar a JYL-827 esetében az
agonizmus igen alacsony mértékii volt (Wang et al. 2003).

JYL-827 (uM)

A vegyiiletek hatdsat az individualis sejtek intracellularis Ca** mérésével is megerdsitettiik. A JYL-
827 kisebb agonizmusaval Osszhangban esetében kisebb intracellularis Ca** koncentracid

emelkedést kaptunk, mint a JYL-1511 esetében. Mindkét vegyiilet hatdsa elmaradt a kapszaicin

hatasatol.
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28. abra: Parcialis agonizmus az individualis CHO-TRPV1 sejtek szintjén

cres

sejtekhez adtunk kapszaicint (kontrollként, 300 nM). A parcialis agonistakat 3 uM koncentracidban alkalmaztuk, ami
jelentésen meghaladta a [PHJRTX kotddésben meghatarozott Ki értékiiket (Wang et al. 2003).

A parcidlis agonista hatast ezt kdvetden a receptor kornyezetében taldlhatd kiilonb6zd

modalitasok valtoztatdsa mellett is meghataroztuk. A receptor expresszid novelésének hatdsara a

vegyliletek agonizmusa a funkcionalis kisérletekben nétt (29. abra).
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29. abra: A TRPV1 expressziojanak hatasa a parcialis agonizmusra

A TRPVI expresszio a CHO sejtekben egy tetraciklin regulalt modon expresszalodik: amennyiben a tetraciklin
koncentracié alacsony, akkor a receptor expresszi6 emelkedik. Ennek ellenérzésére [PH]RTX kotddést végeztiink (bal
oldali abra), amely kisérletben a maximalis kotoképességet hataroztuk meg. Ezt kvetden a TRPV 1-et kiilonb6z6
szinten expresszalo sejteken vizsgaltuk a vegyiiletek hatéasait (B és C panelek). Az y tengelyen a sejtek maximalis “*Ca®*
felvétele lathato, amikor a #*Ca**-ot a tesztelt vegyiiletekkel egyiitt adtuk a sejtekhez (Wang et al. 2003).

Vizsgaltuk a hdmérséklet és a pH hatédsat a receptor aktivalhatdésagéara a JYL-1511 és a JYL-
827 esetében (30. abra). A kisérletekben az agonizmust a vegyiiletek Onmagaban torténd
alkalmazasa soran kapott, a kezeletlen sejtekét meghalado “Ca’* felvételével jellemeztiik a 300 nM
kapszaicin esetében kapott érték %-aban (agonista vizsgalatok, A és B panelek, 30. dbra), mig az
antagonizmus vizsgalata esetében 50 nM kapszaicin hatasainak gatlasat hatdroztuk meg
(antagonista kisérletek, C és D panelek, 30. dbra). Osszességében azt talaltuk, hogy a hémérséklet
hatasara (A és C panel, 30. abra) mérsekelt eltolddas torténik az agonizmus irdnyaban, amely sokkal

kifejezettebb a pH csokkentés esetében (B és D panelek, 30. abra).
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30. abra: A homérséklet és a pH hatasa a parcialis agonizmusra / antagonizmusra

A parcialis agonizmus mértékét olyan koriilmények kozott is meghataroztuk, amelyekrdl ismertté valt, hogy
befolyasoljak a TRPV1 aktivitasat. Igy a JYL-1511 és a JYL-827 hatasat magas hdmérsékleten és alacsony pH-n is
vizsgaltuk. Feliil az agonizmus, alul az antagonizmus lathaté (Wang et al. 2003).

Az utolso kisérletsorozatban a receptort érzékenyitd PKC aktivacio hatdsat vizsgaltuk. Az

adataink szerint a PKC aktivaci6 onmagaban a parcidlis agonizmus kismértékii novekedéséhez
vezetett (A ¢és C panelek, 31. dbra). A receptort érzékenyitd hatdsokat egyiitt alkalmazva (magas

hémérseklet, alacsony pH ¢s PKC aktivacid) mindkét molekula esetében csaknem teljes agonizmust

kaptunk (B €s D panelek, 31. abra).
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31. abra: Parcialis agonizmus mértéke PKC aktivacio jelenlétében
Az agonizmus és az antagonizmus meghatarozasat PMA jelenlétében és végiil a hd, pH és PMA hatéasat egyszerre is
vizsgaltuk (Wang et al. 2003).

3.2.2. TRPV1 antagonistak: vezérmolekulak és modalitas a hatékonysagban

A TRPVI1 kutatdsdban az antagonistdknak mindig nagyobb szerepe volt, mint az
agonistaknak. Nem volt ez masként esetiinkben sem. Az erdfeszitéseink soran vezérstruktaranak a
capsazepine szerkezetét hasznaltuk, melyet mind az ,,A” régiéban (piros, 32. abra), mind a ,,C”
régioban (kék, 32. abra) optimalizalni igyekeztiink. Az ,,A” régidban a benzolgylrithoz a
vanilloidokban megtalalhat6 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 talalhat6 hidroxi-metil

csoport helyett egy halogén (flour) beépitése is megtortént.
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32. abra: A KIM-429 és a JYL-1421 szerkezete

A vegyliletekkel kapott eredményeink rendkiviil kedvezéek voltak. A JYL-1421 53,5+6,5
nM-os hatékonysdggal kotddott a TRPVI-hez, és a funkciondlis kisérletekben 9,2+1,6 nM-os

hatékonysaggal gatolta a TRPV 1-en keresztiili *Ca®* bearamlast (33. 4bra).
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33. abra: A JYL-1421 és a KIM-429 hatasa a TRPV1-re
AJYL-1421 és a KIM-429 kotodését CHO-TRPV1 sejtek membranjaban talalhato receptorokhoz vizsgaltuk (bal oldali
abra), amikor 50-100 pM [*H]RTX kotédésének gatlasa alapjan hataroztuk meg a Ki értékiiket. A funkciondlis
tulajdonsagok vizsgéalatahoz kapszaicin (k6zéps6 grafikon) és resiniferatoxin (jobb oldali grafikon) altal indukalt Ca®*
felvétel gatlasat hasznaltuk (Wang et al. 2002).
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A JYL-1421 és a KIM-429 farmakologiai tulajdonsagait részletesen vizsgaltuk. Mindkét

vegyiilet kompetitiv modon gatolta a kapszaicin és reziniferatoxin funkciondlis hatasait CHO-

TRPV1 sejteken (34. ébra).
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34. abra: A KIM-429 és a JYL-1421 mint TRPV1 antagonista
A KIM-429 és a JYL-1421 hatasait CHO-TRPV1 sejteken vizsgaltuk a **Ca*" felvétel alapjan. Az anatgonistakat
ndvekvo koncentracioban adtuk a sejtekhez, majd 15 perc inkubaciot kovetden a sejtekhez kapszaicint (felsd

.....

kompetitivnek bizonyult és a stabilitasi allanddjukat is pontosan meg lehetett hatarozni (jobb oldali grafikonok) (Wang
et al. 2002).

Az alapvetd farmakoldgiai tulajdonsagok meghatarozasat kovetden a vegyiiletek részletes
analizisével folytattuk munkankat. Ennek soran intracellularis Ca** koncentracio véltozasaval
kovettilk hatékonysagukat mind a heterolog rendszerben expresszalt TRPV1 esetében, mind a
patkany hatsogyoki ganglionokbol izolalt és tenyésztett idegsejtek esetében (35. abra). Adataink

szerint mindkét vegyiilet képes volt a kapszaicin altal kivaltott intracellularis Ca** koncentracid

emelkedést gatolni.
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35. dbra: A KIM-429 és a JYL-1421 hatékonysaga az intracellularis Ca*" koncentracio

valtozas szintjén

A KIM-429 és a JTYL-1421 hatésait az intracellularis Ca** koncentraciora mind CHO-TRPV sejteken (bal oldali
grafikonok), mind izolalt hats6gydki ganglionokbdl izolalt sejteken (DRG, jobb oldali grafikonok) teszteltiik. Mindkét
sejttipusban el8szor 100 nM kapszaicin adtunk, aminek hatdsara az intracellularis Ca** koncentracio megemelkedett, és
azt a 90 masodperccel késobb adott puffer nem befolyasolta (felsd grafikonok). Ezzel ellentétben a KIM-429 (k6zépsd
grafikonok), mind a JYL-1421 (als6 grafikonok) jelentsen csokkentette a kapszaicin hatasat (Wang et al. 2002).

A vegyiiletek hatékonysagat a tovabbiakban megvizsgaltuk magasabb homérsékleten is. A
kapott eredmények szerint a capsazepine (CPZ, 36. abra) és a KIM-429 esetében a magasabb

hémérsékleten a gatlas részlegessé valt. A JYL-1421 esetében a molekula magasabb hdmérsékleten

is teljes mértékben gatolta a TRPV1-et (36. abra).
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36. abra: A homérséklet hatiasa a KIJM-429 és a JYL-1511 antagonista hataserdsségére
Ezt kovetden a parcialis agonista molekulak jellemzésénél hasznalt protokoll szerint vizsgaltuk a hoémérséklet hatasat az
antagonistak hatékonysagara. Az aktivitast **Ca?" felvétel alapjan szamszer(sitettiik, CHO-TRPV 1 sejteket felhasznalva.
44 °C-on a KIM-429 (fels6 grafikon) csak részlegesen volt képes gatolni a TRPV1-et, a capsazepinehez (CPZ, alsé
grafikon) hasonldan, mig a JYL-1421 (k6zéps6 grafikon) gatlo hatasa nem valtozott (Wang et al. 2002).

Vizsgaltuk a pH csokkenésének hatasat a vegyliletek hatékonysagara. A kapott adatok
szerint a KIM-429 a pH csokkenésével parhuzamosan fokozddd agonista hatassal birt a CHO
sejtekben expresszalt TRPV1-re. A masik két vegyiilet esetében a capsazepine részleges gatlast

mutatott és a JYL-1421 ilyen koriilmények kozott is képes volt jelentdsen gatolni a receptort (37.

abra).
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37. abra: A pH csokkenésének hatisa a TRPV1 antagonistak hatékonysagara

A KIM-429 (felsd grafikonok), a JYL-1421 (kdzépso grafikonok) €s a capsazepine (CPZ, als6 grafikonok)
hatékonysagat CHO-TRPV1 sejtek “*Ca** felvételére a alacsony pH (pH=5,5 a bal oldali grafikonok és pH=6,0 a jobb
oldali grafikonok esetében) mellett is vizsgaltuk. A kisérletekben kapott “*Ca*" felvételt az adott koriilmények kozott
antagonistat nem tartalmazo kisérletekben mért értékek szazalékaban fejeztiik ki (Wang et al. 2002).

Végiil a kisérletekben valaszt kerestiink arra a kérdésre is, hogy mi allhat a capsazepine és
az Altalunk fejlesztett TRPVI1 antagonistdk hatékonysdgdban megfigyelhetd kiilonbségek
hatterében. Eredményeink arra utaltak, hogy a capsazepine az ATP altal kivaltott hatasokat is

gatolta, mig a JYL-1421 ezt nem tette. Ez arra utalt, hogy a capsazepine szelektivitasa nem kelld

mérték ebben a rendszerben (38. abra).
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38. abra: A TRPV1 antagonistak specifitasa
Az KIM-429 (fels6 grafikon), JYL-1421 (k6zépso grafikon) és a capsazepine (CPZ, alsé grafikon) hatékonysagat 100
uM ATP altal kivaltott “*Ca’* bedramlésra is meghataroztuk CHO sejteken. Az adatokat a 100 uM ATP jelenlétében mért

$Ca* bearamlas szazalékaban fejeztiik ki (Wang et al. 2002).

Az optimalis vezérmolekula kialakitasa érdekében a capsazepine tiourea ,,B” régidja mellett
a molekula ,,A” ¢s ,,C” régiojaban is torténtek modositasok (39. abra). Ezen modositasok célja az
»A” régidban a metanszulfonamid csoport eldnyeinek kihasznalasa, tovdbba a ,,C” régidban a
resiniferatoxin rendkiviili hatékonysaganak egyszerlibb molekularis struktarakkal torténd

megbrzése volt. A templathoz a strukturalis alapot a JYL-827 esetében megfigyelt magas

hatékonysag adta (27. abra).
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39. abra: TRPV1 antagonistak: tiourea szarmazékok
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2003) szerint tortént.

A kiilonb6z6é molekularis struktirdk vizsgalata soran a vezérmolekulahoz képest sikertlt
elorelépést tenni az antagonista hatékonysdgaban. Az eldrelépést a JYL-1421 vegyiilet esetében
bemutatott ,,A” régionak a létrehozasa jelentette (32. abra), melyet a JYL-827-ben bevezetett ,,C”
régioval kombinaltunk. Az igy nyert 61-es szamu vegyiilet (39. 4bra) hatékonysiga a [PH]RTX

kompeticio alapjan 54+28 nM volt, mig a kapszaicin kivéaltott TRPV1 medialt *Ca*" felvételt

7,8+3,0 nM-os Ki értékkel gatolta.

leghatékonyabbnak bizonyul6 vegyiileteket (JYL-827 ¢és

Az eddigi in vitro kisérletek fontos kiegészitését jelentette, hogy kollaboracios partneriink a
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kisérletekben is vizsgélta (Lee et al. 2003). Itt az ecetsav altal kivaltott fijdalom (writhing)
modellben ellendrizték a vegyiiletek hatékonysagat, és azt talaltdk, hogy az eléri a kontroll

analgetikumként hasznalt ketorolac hatékonysagat (40. dbra).

—e— Ketorolac
—— JYL-827
40 { —® 61-es szamu vegyulet

30 4

20 A

10 4

0 T T T
0.001

Fajdalomra utalé mozdulatok szama

100

0.01 01 1 10
Vegyuletek dézisa (mg/tskg)

40. abra: TRPV1 antagonistak in vivo hatékonysaga
(Lee et al. 2003) alapjan.

3.3.3. Molekulafejlesztés

Erdfeszitést tettiink az ,,A” régi6 (7. abra) optimalizalasara. Ennek sziikségességét két tény
adta. Az egyik az, hogy a molekuldk TRPV1-en mutatott hatékonysaga ezen régidoban bekovetkezd
modositasokkal volt leginkdbb moduldlhaté de ennek ellenére viszonylag kevés olyan struktirat

ismertlink, amelyek mellett a vegyiileteknek szdmottevd aktivitasa volt. A masik ok a vanilloidok
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crer

A kapott adatok szerint a metanszulfonamid csoport jelenlétében az ,,A” régidban a fenolos
hidroxil csoport elhagyhato (41. dbra). Tovabbi fontos megfigyelésiink volt, hogy a tiourea ,,B”
régid melletti szénatomon térténd szubsztitiiciok hatdsa térszerkezet specifikus (Chung et al. 2007).
Az R konfigurdcioban beépitett metil csoport mellett a molekula jelentds hatékonysaggal
rendelkezett, mig az S konfigurdcioban beépitett metil csoport esetében a molekula képtelen volt

kotddésre €s nagyon alacsony antagonista hatdssal rendelkezett (41. abra).

R2

R1

i . PHIRTXkot6dés ~ “°Ca? felvétel
v Templat [y Ki (nM) antagonizmus
(nM)
CH,
[J N 59 15
NHSQCH 10 e

cH

Pl \@
(S)

[” . | Nincs 3950
nHsqon, 1 5 z:

CHy

41 S

41. abra: Szetereospecifikus modositasok az alfa szénatomon
A molekulaszerkezetek szdmozasa (Chung et al. 2007) szerint tortént.

Egy tanulmanyban részletesen elemeztiik az ,,A” régidoban a metanszulfonamid csoportok

mellett mas szubsztituciok jelentdségét (Lee et al. 2005). Eredményeink szerint a 2-es pozicidban
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lévd H, vagy F lecserélhetd hidroximetil csoportra amely szubsztitlcid javitja az antagonista hatast.

crer

kevéssé érintik a molekulak hatékonysagat (42. abra).

. L. BHIRTX kotédés ~ *°Ca?* felvétel
I o Ki (nM) antagonizmus
Templat =" (nM)
e AT:1w< 63 54
2N ch
" 2/ KMJ-429 ..~
PPt
w1 &{;Ha* 54 9
" 3/JYL-1421 .=
o
SOSIER G U 3
H 4 [on

wgfkfkmﬂ ATi1*< 215 27
0% \:/ R 1 0 < C:

42. abra: Az "A" régié optimalizalasa: szubsztitiiciok az 1-es és 2-es poziciékban
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2005) szerint tortént.

Az ,,A” régid szerkezetének Osszefliggéseit vizsgaltuk a ,,B” és ,,C” régiokban talalhatd
kiralis szénatomokhoz sztereospecifikusan kapcsolt ligandokkal (43. dbra). Mint az a templat
szerkezetébdl is lathatd, ez esetben egy teljesen uj ,,B” régio keriilt beépitésre: az amid kapcsolo
régi6 a kapszaicinhez képest forditott helyzetben van. Az 0j vegyliletekben egyébirant a JYL-827-
ben ¢és a hasonl6 struktirakban (39. abra) sikeresen azonositott szerkezeteket hasznaltuk fel (Ryu et
al. 2008) az ,,A” és ,,C” régioban. Tovabblépést jelentett ugyanakkor, hogy ez esetben két

kiralitascentrumon a sztereospecifikus szintézis miatt a csoportok térbeli helyzetének hatésait is
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tudtuk vizsgalni. Eredményeink szerint a ,,B” régido modositasa pozitivan érintette a molekulak
farmakologiai tulajdonsagait a tiourea templathoz képest (39. dbra) a racém vegyiileteket tekintve
(11-es molekula, 43. abra). Az abran nyillal jelolt kiralitdscentrumok szerinti sztereokémiai
optimalizalds eredményeképpen a racém elegy inaktiv komponensének eliminalasaval sikeriilt
tovabbi kétszeres novekedést elérni az hatékonysagban (11-es vs. 73-as vegyiilet, 43. 4bra). Mi
tobb, az ,,A” régidban a klorid fluoriddal torténd helyettesitése képes volt ezen sztereospecifikus
ligand hatékonysagat tovabb ndvelni (72-es molekula, 43. dbra). Az optimalizalas eredménye egy
pikomolaris tartomanyban aktiv, az amid csoporton kiviil mas nyilvanvaléan metabolikusan

érzékeny régidt nem tartalmazo, viszonylag egyszerl szerkezetli TRPV1 antagonista lett.

A (/O/* * [BHIRTX kotédés ~*°Ca** felvétel
7 e Ki (nM) antagonizmus
< Templat .. (M)
CHy
He,  H GH,

. \IH\ | 0 Yk: 4 12

H o
ClL oiimiesl 8 o
SR .

NHSQCH, R ' 73 @

43. abra: TRPV1 antagonistak optimalizalasa a "B" régiéban és sztereopsecifikus szintézissel
A molekulaszerkezetek szamozasa (Ryu et al. 2008) szerint tortént.

Egy kisérletsorozatban probalkoztunk azzal is, hogy az ,,A” régi6 és a ,,B” régié egymashoz
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viszonyitott helyzetét a capsazepineben lathatohoz hasonlé méddon régzitsiik (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. Az alapvegylileteket és az a tesztelt vegyiiletek templatjat a 44. abra

mutatja.

HO\ e
L)
- ‘:‘;\.\ N '/
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HO

OCH, -~ -~

g y
©3/JYL-1511 L

R~ ,i\
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o

44. abra: Az "A" és "B régio egymashoz viszonyitott helyzetének rogzitése
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lim et al. 2009) szerint tortént.

A resiniferatoxin hatékonysdga a TRPVI1-hez nagyjab6l 1000-szer nagyobb, mint a

kapszaiciné. Ezen nagyobb hatékonysag strukturalis alapjanak feltarasara a resiniferatoxin ,,C”

crr

kapott vegyiileteket tesztelve sok, rendkiviil hatékony molekulat sikeriilt azonositani (45. abra). A
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leghatékonyabb vegyiilet (1-es szamu vegyiilet) hatékonysdga a funkcionalis mérésekben

meghaladta a resiniferatoxin hatékonysagat is.

[PHIRTX kotodés ~ *3Ca®* felvétel
Ki (nM) agonizmus
(nM)

0,2 0,1

0,9 1,8

1,0 5,9

erer

A molekulaszerkezetek szamozasa (Choi et al. 2009) szerint tortént.

Az l-es szamu vegyillet CHO-TRPVI1 sejtekre gyakorolt hatdsait behatéoan is
tanulmanyoztuk. Intracellularis Ca®*" koncentracid mérésekkel kimutattuk, hogy az individudlis
sejtek Ca*" valasza nagyon hasonld a resiniferatoxinnal kivaltott valaszokhoz, amennyiben a sejtek
nem egyszerre valaszolnak, amikor viszont az individuélis sejtek intracellularis Ca** szintje
megemelkedik, akkor az mindenképpen eléri a lehetséges emelkedés maximumat €s az nem
csokken (nincs deszenzibilizacio) (46. abra). A kapszaicinnel kapott adataink egy forditott allapotra

utalnak.
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Kapszaicin Resiniferatoxin 1-es szamu vegyllet
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46. dbra: Individualis CHO-TRPV1 sejtek valasza a Kiilonb6z6 agonistakkal végzett
kezelésekre

CHO-TRPV1 sejteket kezeltiink kapszaicinnel (bal oldali grafikonok), resiniferatoxinnal (k6zéps6 grafikonok) és az 1-
es szamu vegyiilettel (45. dbra). A felsd grafikonokon az egy latotérbe es6 sszes sejtrol rogzitett intracellularis Ca**
koncentracié valtozasok lathatoak, mig az alsé grafikonokon a maximalis intracellularis Ca** koncentracio emelkedés
legalabb 10%-at elérd sejtek szazalékos aranya lathat6 (Choi et al. 2009).

A KJM-429 (32. abra) sikere alapjan erdfeszitések torténtek a ,,C” régié modositasaval
novelni a molekuldk hatékonysagat. Ennek egyik eleme a ,,B” régio és a ,,C” régidé benzolgylrije
kozotti szakasz optimalis hosszanak meghatarozasa volt (47. abra). A ,,B” régi6 és a tercier butil-
fenil csoport kozotti tavolsag egyetlen szénatommal torténd megnyujtasa jelentdsen csokkentette a
molekula hatékonysagat a TRPV1-hez. A templaton alapuld tovabbi mddositasokkal sem sikertilt a
vegyliletek hatékonysagat javitani. Ugyanakkor a médositasok soran egy eddig még nem tesztelt 1-
metil-2,3-dihidro-indan csoport hasonloan sikeresnek bizonyult (47. abra), mint a szerkezetekben

altalunk gyakran hasznalt tercier-butil-fenil csoport (Lee et al. 2004).
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47. abra: A "C" régié funkcionélis csoportjai kozotti optimalis tivolsag meghatirozasa
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2004) szerint tortént.

A tiourea templat felhasznalasaval vizsgaltuk az ,,A” és a ,,B” régidban az aromds csoportok
»B” 1égiotdl valo optimalis tavolsagat (48. adbra).A kapott eredmények szerint az aromas csoportok
tavolsaga erdsen kotott a molekuldkban. Egy-egy szénatom tavolsdggal megnyujtva a molekulak
TRPV1 irdnti hatékonysaga jelentdsen csokkent (Lee et al. 2004). Mindemellett az a meglepd
eredmény is sziiletett, hogy a TRPVI1-ligand stabilitds nem feltétleniil fiigg 6ssze a molekula
csatorna funkciot gatld hatasaval. gy példaul a vezérmolekuléval szemben a dimetil-benzol csoport
tavolsaganak egyetlen szénatommal torténd novelése a kotddés alapti hatékonysdgban 50-szeres
csokkenéshez vezetett, mig a funkciondlis kisérletekben ez a hatds csak 2-szeres volt (JYL-827 ¢és

11-es szamu vegylilet, 48. abra).
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48. abra: Az aromas csoportokat tartalmazo "A" és "C" régiok optimalis tavolsiaga a tiourea
0sszekoto régiotol

A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2004) szerint tortént.

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”

régioban homovanillil csoportot tartalmazo agonistak esetében (templatok, 49. dbra).
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49. abra: Agonista templat az optimalis "C" régio feltérképezése érdekében

A TRPV1-hez val6 kotoképesség és az agonizmus sem valtozott jelentdsen (50. abra).
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[BHIRTX kotédés  “5Ca?* felvétel
Ki (nM) agonizmus
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50. abra: A "C" régié optimalis hossza a tecier-butil-fenil oldallanccal rendelkezo
vegyiiletekben

A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2004) szerint tortént.

A ,,B” régiot gyakran a szintetikus vegyész életét megkonnyitd, két reakcioképes funkcios
csoport Osszekapcsolddasanak helyeként tekintjiik. A ,,B” régionak ennek ellenére nagy szerepe
lehet a TRPV1-en valo hatékonysag meghatarozasaban. Bizonyos értelemben a ,,B” régio mellett
talalhatd szénlancok optimalis hosszédnak vizsgalata is ezt a kérdést feszegette (50. abra). Egy
fiiggetlen tanulmanyban ennek kiegészitéseként arra kerestiik a valaszt, hogy az 4altalanosan
elterjedt kapcsold régiok kiegészitése uj funkcids csoportokkal, tovabba az atomok sorrendjének €s
(51. abra). Eredményeink szerint a ,,B” régidban talalhaté mddositasok minden esetben elénytelen

konforméciovaltozashoz vezettek, €s az atomok sorrendjének megcserélésével sem tudtunk a
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hatékonysagban ndvekedést elérni (Lee et al. 2005).

NHSQCH, ~
CH,

CH

7

51. abra: A "B" régié mddositasai
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2005) szerint tortént.

A ,B” régi6 optimalizalasandl tovabba ujabb templatokat is vizsgaltunk, amelyek
segitségével tovabbi informacidkat nyertlink az optimalis ligandok térszerkezetérdl és a kivanatos
elektron eloszlasrol (52. ébra). Az adatok szerint a vizsgalt ,,A” és ,,C” régiok mellett az ujabb
csoportok beépitésével nem sikeriilt a TRPV1 iranti hatékonysagot ndvelni, jollehet a hidroxi-
tiourea csoport esetében az hatékonysag csokkenés az in vitro kisérletekben nem volt dramai, és az
in vivo aktivitas ebben az esetben még meg is haladta a vezérmolekula hatékonysagat. Ezen utobbi

2

eredményeink tlikrében ugy tlnik, hogy a ,,B” régioban taldlhatdé moddositdsok is szerepet

jatszhatnak a vegyiiletek bioldgiai hatdsanak meghatarozasaban (Lee et al. 2004).
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52. abra: Médositasok a "B" régiéban
A molekulaszerkezetek szamozasa (Lee et al. 2004) szerint tortént.

Végiil, a ,,B” és ,,C” régiokban tovabbi struktirdkat is teszteltiink. A kisérletek egyik célja a
»B” régioban kettds kotésekkel modulédlt atomtdvolsagok alapjan kozelebbi adatokat nyerni az
optimalis tavolsagokrol ezuttal az amid templat felhasznalasaval (53. dbra). Figyelemreméltod volt,

hogy a propanamid régi6 esetében a hatékonysadg megtartott maradt.
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[SH] RTX kotédés “*°Ca?* felvétel
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53. dbra: A "A-B" régié optimalizalasa: propanamidok kialakitasa
A molekulaszerkezetek szdmozasa (Ryu et al. 2008) szerint tortént.

Ezt kovetden a terc-butil-fenil csoport optimalis tdvolsadgat hataroztuk meg a propanamid
csoporttol (54. abra). Meglepd eredményre jutottunk, amennyiben az 0sszekotd 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).
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A molekulaszerkezetek szamozasa (Sun et al. 2012) szerint tortént.

ligandkoté helyének jellemzése érdekében egy kollaborativ erdfeszités

76
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3.3. A TRPV1 ligandkoté helyének pozicioja
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54. abra: A tercier-butil-fenil csoport optimalis tavolsiga a propanamid "B" régidtél

eredményeképpen a kapszaicin valasszal rendelkezé patkany TRPV1-et a kapszaicinre érzéketlen
nyul TRPV1-gyel hasonlitottuk 6ssze (Gavva et al. 2004). A feltételezett ligandk6td hely kdrnyékén
talalhato eltéré aminosavakat mutagenezissel modositottuk, hogy a nytl receptor vanilloid kotését
helyreallitsuk (funkcionyeréses mutansok eldallitasa). A teljes munkéaban az én feladatom [*H]RTX

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

A kisérletekben tehdt a nytl TRPVI1-ben taldlhatd, a patkany TRPV1-hez képest eltérd
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aminosavakat irdnyitott mutagenezissel a patkanyéhoz hasonlova tették. A kiilonb6z6 mutansok
vanilloid kotését vizsgalva azonositottuk a vanilloid kotésben fontos szerepet jatszoé 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 expresszaltak és a [PH]RTX kotést mértiik (55. abra). Az adatok
szerint a [*'H]RTX kotésre képtelen nyal TRPV1 a patkany TRPV1 505-550 aminosavak kozotti
részének birtokaban képessé valt a vanilloid kotésre. Az 505-550 régidban szamos eltéré aminosav
volt a két faj TRPV1 szekvencidjaban. Ezek koziil eldszor az 550-es aminosav cseréjére keriilt sor.
Az 550-es izoleucin treoninra cserélése a nyul TRPV1 vanilloid érzékenységét nem javitotta,
azonban a patkanyban a forditott iranyu csere jelentsen csokkentette a ["H]RTX kot képességet

(55. ébra).
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55. abra: Nvul-patkany TRPV kimérak vanilloid kotése
(Gavva et al. 2004) alapjan.
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A kovetkez0 mutalt aminosav az 547-es volt, amely nyulban lizin, patkanyban metionin.
Ezek cseréje az 550. aminosav cseréjéhez hasonld eredménnyel jart: a patkdny metionin aminosava
a nyul TRPV1-et nem tudta vanilloid kotésre képessé tenni, de a patkany TRPV1 vanilloid kotését

jelentésen rontotta a lizinre torténd mutdcio (56. abra).
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56. abra: Az 547 metionin szerepe a vanilloid kétésben a patkany TRPV1-ben
(Gavva et al. 2004) alapjan.

Akkor azonban, amikor mindkét fentebb emlitett aminosavat mutaltdk, a nytal TRPV1

képessé valt a vanilloidok kotésére (57. abra).
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57. abra: A nyul 547-550 kettés TRPV1 muntans vanilloid érzékenysége megkozeliti a patkany
TRPV1-ét
(Gavva et al. 2004) alapjan.

3.4. Modalitasok a TRPV1 kapszaicin koté helyén

Mint az az el6z6ekbdl is latszik, szdmos vegyliletet teszteltiink a CHO-TRPV1 sejtvonalon
¢és a molekulafejlesztés soran elsdésorban a kotddés és a élettani aktivitds paramétereire figyeltiink.
Ezek alapjan tortént a vegyliletek optimalizaldsa a tovabbi struktirak szintézise. Mindemellett a
kiilonleges viselkedésii vegyiiletek részletes jellemzése szdmomra érdekes teriilet maradt.

Az egyik ilyen meglepd eredményt az IBTU-val kaptam (Té6th et al. 2004), mely

kapszaicinnel homolog vegyiiletként érkezett tesztelésre (58. dbra).
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58. abra: Az IBTU szerkezete
(Toth et al. 2004) alapjan.

Meglepd tulajdonsaga volt, hogy viszonylag nagy hatékonysaggal volt képes a kapszaicin
kivaltott **Ca*" bearamlast csokkenteni CHO-TRPV1 sejteken, de nem volt képes a [*H]RTX
kotédését gatolni a receptorhoz (59. dbra). Fontos tovabbi megfigyelés volt, hogy habar a [*’H]RTX
leszoritasara a kotddési kisérletekben nem képes, addig a funkcionalis kisérletekben képes volt nem
csak a kapszaicin altal kivaltott receptor aktivaciot gatolni, hanem az RTX altal kivaltott hatdsokat

1S.
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59. abra: Az IBTU hatékonysaga a TRPV1-en: kotodés és funkcionalis hatasok

Az IBTU hatasait CHO-TRPV1 sejteken vizsgaltuk. A vegyiilet el6szor nem tiint 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 (k6zEépsé grafikon), hanem a resiniferatoxin (jobb
oldali grafikon) ¥*Ca?" felvételt kivalto hatasat is képes volt gatolni. Az IBTU hatasat az 50 nM kapszaicin altal kivaltott
$Ca* felvétel csokkenésként definialtuk és szazalékban fejeztiik ki (T6th et al. 2004).

Ezt a latszolagos ellentmondast részletesen vizsgaltuk. Az IBTU kiilonb6z6 koncentracioju
oldataval gatoltuk a resiniferatoxin és a kapszaicin hatasait. A kapott értékekbdl a latszolagos gatlasi
allandok felhasznalasaval becsiiltik meg az IBTU és a kapszaicin, valamint resiniferatoxin

hatékonysagat a “Ca’" bearamlas szabalyozasaért felelés receptor populacion (60. abra).
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60. abra: Az IBTU gatl6 hatdsa a sejtfelszini TRPV1-re
Az IBTU #Ca*" felvételért felelds sejtfelszini TRPV 1-re gyakorolt hatdsat részletesebb farmakoldgiai elemzésnek is

alavetettiik. A kapszaicin (felsé grafikonok) és resiniferatoxin (als6 grafikonok) 4ltal kivaltott hatdsokat kiillonb6z6

s

e

grafikonok) (Toth et al. 2004).

Eredményeink szerint nincs nagy kiilonbség a kiillonb6zé agonistakra gyakorolt gatld
hatasban a sejtfelszini receptoron. A sejtek valaszainak alaposabb megismerése érdekében
intracellularis Ca®" koncentracid mérést is végeztiink (61. abra). Eredményeink szerint az IBTU
minden sejt kapszaicin valaszat képes volt gatolni, és hatékonysiga megegyezett a *Ca*" felvétellel

meghatdrozott értékkel.
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61. abra: Az IBTU hatasa a sejtfelszini TRPV1-re: kinetika és hatékonysag

Az IBTU hatésait a CHO-TRPV1 sejtek intracellularis Ca®* koncentraci6 valtozasaira is végeztiik. A sejteket minden
esetben IBTU-val inkubaltuk el (5 perc, koncentracio jeldlve), majd 50 nM kapszaicinnel kezeltiik. A bal oldali
grafikonon az egy latotérben 1évé sejtek atlagolt intracellularis Ca®* koncentraci6 valtozéasai lathatoak. Az individualis
adatok alapjan a kapszaicin valasz maximumat abrazoltuk a jobb oldali fels6 grafikonon, amit a Hill egyenlettel
illesztettiink. Végiil, az IBTU-t a kapszaicin altal kivaltott valasz kialakulasat kdvetden is alkalmaztuk (jobb oldali alsé
grafikon) (Té6th et al. 2004).

Végiil, az IBTU hatésait a sejten beliili (intracellularis) TRPV1-re is vizsgaltuk. Ennek soran
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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 elhelyzkedd receptor populaciot az

IBTU nem tudta gatolni (62. abra).
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62. abra: Az IBTU hatdsa az intracellularis TRPV1-re
Az IBTU hatésait az intracellularis Ca** koncentraciéra 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 mér igen
alacsony koncentracioban (100 pM). A bal oldali als6 abra tanulsaga szerint ezt a hatasat az IBTU képes volt gatolni,

Kisérletet tettiink az intracellularis raktarakbol TRPV 1 medialt médon torténd Ca®* felszabadulasra kifejtett hatdsok
vizsgélatara. A resiniferatoxin alacsony koncentracioban képes volt Ca** felszabaditasra az intracellularis Ca**
raktarakbol (0 mM extracellularis Ca®* mellett, jobb felsd grafikon). IBTU el6kezelés nem befolyésolta a resiniferatoxin
intracellularis TRPV 1-re kifejtett hatasait (jobb oldal, k6zéps6 abra), azonban egy resiniferatoxin analog, az I-RTX azt

cre

volna (Téth et al. 2004).

Egy masik tanulményban azt a kérdést vizsgaltuk részletesen, hogy az individudlis

vegyiiletek kozotti hatds-kinetikai kiilonbségek milyen molekularis mechanizmusra vezethetéek
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vissza (Toth et al. 2005). Ehhez az addig azonositott, akkorra publikalt szerkezetli vegytileteket

hasznaltuk fel (63. 4bra).
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63. abra: A kinetikai vizsgalatra hasznalt vegyiiltek szerkezete
A vegyiiletek elnevezése a (Toth et al. 2005) alapjan tortént.

A vegyliletek hatékonysagat eldszor a szokvanyos farmakolodgiai értékeknek megfelelden
jellemeztiik: hatdserdsség €s hatékonysag keriilt meghatarozasra (64. dbra). Az adatok alapjan nem

talaltunk nagy eltérést a korabban *Ca?* felvétellel meghatarozott értékekhez képest.
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64. abra: TRPV1 agonistiak farmakoldgiai hatisossaga

A grafikonokon a vegyiiletek intracellularis Ca?" koncentracidt emel6 hatdsanak fobb farmakoldgiai adatait tiintettiik fel.
Bal oldalon a hatékonysag, mig jobb oldalon a maximalis intracellularis Ca** koncentracié emelkedés lathato (Toth et
al. 2005).

Az individualis sejtek valaszkészségét vizsgalva ugyanakkor feltiint, hogy a sejtek valasza a
kezelések soran eltérd volt (65. abra). Alapvetden kétféle mintazatot figyeltiink meg, melyek a
kapszaicinre és a resiniferatoxinra voltak jellemzdek. A kapszaicin esetében a sejtek uniform
modon, a kapszaicin hozzdadasat kovetden hamar valaszoltak, majd egy viszonylag rovid id6 mulva
a kapszaicin jelenlétében deszenzibilizalodtak, tehat a sejtek intracellularis Ca** koncentracioja
csokkent, majd egy alacsonyabb szinten stabilizalédott. Ezzel szemben a resiniferatoxin esetében a
sejtek idében nagy szorassal valaszoltak az anyag hozzdadasat kovetOen, azonban a valaszold
sejtekben az intracellularis Ca** koncentracié megtartott maradt, deszenzibilizacidnak nem volt jele.
Az SU-200 és MSK-195 jelii molekulak inkabb kapszaicin-szert valaszt adtak, mig a JYL-79 és az

anandamid inkabb a resiniferatoxinra jellemzd viselkedést mutatott (65. abra).
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65. abra: Individualis CHO-TRPV1 sejtek valasza agonista stimulusokra

Az egy latotérben lathatd 6sszes CHO-TRPV sejt esetében rogzitett intracellularis Ca** koncentracio valtozasokat
tiintettiik fel az dbran (x-y diagramok). Az oszlopdiagramokon az adott id6pillanatban (lasd x-tengely) a maximalis

valasz legalabb 10%-aval rendelkez0 sejtek szazalékos aranya lathato (Toth et al. 2005).

A kinetikai jelenségek pontosabb leirasara a kapszaicin és a resiniferatoxin esetében

véletlenszerlien valasztottunk ki sejteket a 1atotérbol. Ezen kivalasztott sejtek esetében jol lathato a

kapszaicin és a resiniferatoxin altal kivaltott intracellularis Ca** koncentracio emelkedések idébeli

lefutdsa kozotti kiilonbség (66. abra).
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66. abra: A kapszaicin és a resiniferatoxin hatisa CHO-TRPV1 sejtek intracelluldris Ca*
koncentracidjara

Az egy latotérben lathatod 6sszes CHO-TRPV1 sejtek koziil az els6 S sejtet valasztottunk ki és az abran az intracellularis
Ca®* koncentréacio véltozasokat tiintettiik fel. A bal oldali grafikonok a kapszaicin grafikonokon jel6lt koncentracidinak
alkalmazésa mellett, mig ajobb oldali grafikonok a resiniferatoxin jelenlétében késziiltek (T6th et al. 2005).

A kisérletek soran az akut deszenzibilizaci6 (az agonista jelenlétében lathatd
valaszcsokkenés) jelenségére is fény deriilt. Ennek nyomon kovetésére is értékeltiik adatainkat (67.
abra). Az adatok szerint a resiniferatoxin, MSK-195 ¢és a JYL-79 esetében viszonylag kismértéki
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 vegylilet esetében jelentds akut

deszenzibilizaciot talaltunk.
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67. abra: Az akut deszenzibilizicié mértéke CHO-TRPV1 sejteken

Az egy latotérben lathatd 6sszes CHO-TRPV sejt esetében rogzitett intracellularis Ca** koncentracio valtozasokat
tiintettiik fel az dbran (x-y diagramok). Az oszlopdiagramokon azt tiintettiik fel, hogy az els6 10 perc soran rogzitett
maximalis intracellularis Ca®* koncentraci6 hany szazaléka volt a 21. percben rogzitett érték (Toth et al. 2005).

A TRPV1 valaszkészségének szabdlyozéasa foszforilacié altal viszonylag jol leirt folyamat.
Mindemellett arr6l, hogy a receptor foszforilaltsdgi allapotanak milyen Osszefliggése lehet az
alkalmazott vegyiiletekkel kevés adat allt rendelkezésre. Ezen modalitast is vizsgaltuk, mind
agonista (68. dbra), mind antagonista vegyiiletek segitségével (69. dbra). 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 éallapotnak nem volt jelentdsége (példaul

resiniferatoxin).
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Agonista Kontroll +Ciklosporin-A Arany
ECy, nM ECy, M
Kapszaicin 94.8+8 4 453+4 8" 2.1
Resiniferatoxin 1.49+0.26 1.31+0.19"™" 1.1
Evodiamin 838+41 441+6.0 1.9
DA-5018 381+48 48.6+5.8" 1.8
Olvanil 193+31 84+18"" 2.3
CHK-679 54.8+9.0 10.7+1.5" 5.1
PSY-179 5.49+0.27 2.63+0.13" 2.1
PPAHV 15711 110.9+£3.3™" 1.4

* p<0,01; ** p<0,05; *** p<0,001

68. abra: TRPV1 agonistiak hatékonysaganak fiiggése a receptor foszforilaciéjatol

(Pearce et al. 2008) alapjan.

Az antagonista vegyliletek esetében egy masik irdnyl tendenciét figyeltiink meg: a receptor

foszforilaltsagi szintje sokkal kiegyenlitettebben érintette a vegyiiletek hatékonysagat, viszonylag

kismértékli csokkenést okozva a vegyliletek hatékonysagéban. Egyetlen kivétel talan a SB-366791,

amelynek kezeletlen

sejteken

is viszonylag szerény aktivitdsa volt,

foszforilaciojanak emelkedésével jelentdsen csokkent.
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Antagonista Kontroll  +Ciklosporin-A Arany
ECs, nM ECs, M

BCTC 0.35+0.07 0.53+0.12" 0.66 (1.5)
HCR-331 4.62+0.7 7.14+0.7" 0.65 (1.5)
YHS-369 17.6+3.5 29.6+4.0° 0.6 (1.7)
AMG-9810  33.0:£0.6 502+4.5" 0.66 (1.5)
HCR-211 97.8+9.0 137.2+4.8" 0.7 (1.4)
SB-366791 516460 1305+57" 04 (2.5)
Capsazepinie 374+30 964+61" 0.6 (1.7)

* p<0’01; %k p<0’05; Fkk p<0’001

69. abra: TRPV1 antagonistak hatékonysdganak fiiggése a receptor foszforilaciojatol
(Pearce et al. 2008) alapjan.

3.5. A vaszkularis TRPV1

Magyarorszagra hazatérve a molekuldris farmakologia eszkozeit és lehetdségét sajnos
elvesztettem. A TRPV1 teriiletén figyelmem az élettani hatdsokra és azon beliill a vaszkularis
hatdsokra iranyult. Elészor azt vizsgaltuk, hogy a TRPVI1 stimuldci6 milyen hatassal van
vazizomerekre (70. abra). 1 uM kapszaicin jelentds konstrikciot valtott ki (Lizanecz et al. 2006). A
vazokonstrikcidért felelds TRPV1 ebben a rendszerben nem mutatott teljes tachyphylaxist, azaz
ismételt alkalmazéisra a vazokonstrikcidé Gjra jelentkezett (70. abra). A receptor elhelyezkedését

vizsgalva azt a patkédny vazizom artéria simaizom rétegében taldltuk immunhisztokémidval.
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70. abra: Funkciondlis TRPV1 expresszi6 patkiny vizizomerekben

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

Ezt kovetden megkiséreltiik a vaszkularis TRPV1 aktivacidjanak 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 konstrikciot valtott ki (71. dbra). Ami talan még fontosabb megfigyelés volt, hogy az
erek anandamiddal torténd kezelést kovetéen deszenzibilizalédtak kapszaicinre, tehat anandamid
kezelést kovetden nem volt kapszaicin valasz. Ez a deszenzibilizacié azonban megfordithato volt a

foszfataz gatlo ciklosporin-A alkalmazéaséaval (71. abra).
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71. abra: Anandamid hatasa a vaszkularis TRPV1-re

Az TRPV1 endogén ligandjanak tartott anandamidnak kismértékii dilatativ hatasa volt a vazizomerekre, ami
ciklosporin-A-val torténd el6kezelés hatasara (kalcineurin gatlas mellett) kismértékii vazokonstrikcioba fordult. Az
anandamid eldkezelés csokkentette a kapszaicin vazizomér-6sszehtiz6 hatdsat, mig az anadamiddal és ciklosporin-A-val
kezelt erek kapszaicin valasza tobbé-kevésbé megtartottnak bizonyult (Lizanecz et al. 2006).

Az anandamid valaszok foszforilacidval torténd szabalyozasat részleteiben vizsgaltuk CHO-
TRPV1 sejtek felhasznalasaval. A sejtek PKC aktivator PMA és kalcineurin (protein foszfataz 2B)
gatlo ciklosporin-A kiilonb6z6 kombinacidival voltak kezelve, €s az anandamid valaszaikat mértiik
(72. ébra). Eredményeink szerint az anandamid hatdserdssége ¢és hatékonysadga egyarant
nagyobbnak bizonyult a TRPV1 foszforilalt formdjdhoz. Az is fontos megfigyelés volt, hogy az
anandamid sejten beliili lebomldsdnak gatldsa a szabad zsirsav amid hidrolaz (FAAH) gatlasaval
(PMSF alkalmazésaval) jelentdsen, a foszforilacid eldsegitésével dsszemérhetden fokozta az sejtek

anandamidra valo érzékenységét (72. abra).
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72. abra: Anandamid valaszkészség szabalyozisa CHO-TRPV1 sejtekben

Mint azt korabbi kisérleteink kapcsan is bemutattam, a TRPV1 ligandok hatékonysagat nagymértékben befolyasolhatja
a receptor kornyezete. Ezt a jelenséget az anandamid esetében is vizsgaltuk. Az anandamid lebomlasat katalizalé szabad
szirsavamid hidrolazt fenilmetanszolfonil fluoriddal (PMSF) gatoltuk. A foszforilacios hatasokat a protein kinaz C
aktivator forbol-12-mirisztil-13-acetat (PMA) és a kalcineurin gatl6 ciklosporin-A felhasznalasaval biztositottuk. Ezen
anyagokkal CHO-TRPV1 sejteket inkubéltunk 15 percig, majd az anandamid éltal kivaltott “*Ca*" felvételt hataroztuk
meg 5 perc alatt. Az adatokat a 300 nM kapszaicin altal kivaltott maximalis hatasokra (fels6 két grafikon), illetve a
kapott gorbék illesztésével (alsé grafikon) hatdroztuk meg. Valamennyi kezelés hatasara mintegy haromszorosara nott
az anandamid-TRPV1 komplex latszolagos stabilitasa (also grafikon), és a hatékonysagban is megmutatkozott jelentds
novekedés (kozépso grafikon) (Lizanecz et al. 2006).

A vaszkularis kisérletek azt sugalltak, hogy az anandamid a TRPV1 deszenzibilizaciojaval
képes lehet a TRPV1 tovabbi agonista stimulusokra adott valaszainak gatlasara. Ezért olyan
kisérletet terveztiink, amelyben CHO-TRPV1 sejteket anandamiddal kezeltiink, majd mértiik a
kapszaicin valaszaikat (73. dbra). Eredményeink szerint az anandamid valdban képes volt gatolni a

TRPV1 kozvetitett valaszokat.
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73. abra: Anandamid medialt TRPV1 gitlis CHO sejteken

Ellenériztiik, hogy az anandamid a NADA-hoz hasonldan képes-e gatolni a CHO sejtekben expresszaloddo TRPV1-et,
ha annak aktivitasat az anandamidnal nagyobb hataserdsségii kapszaicinnel aktivaljuk. A kisérletekben a CHO-TRPV 1
sejteket 15 percig inkubaltuk az x-tengelyen feltiintetett anandamid koncentraciok mellett, majd a “*Ca?* felvételt 50 nM
kapszaicinnel aktivaltuk. Az adatokat az anandamid nélkiili kontroll szazalékaban fejeztiik ki (Lizanecz et al. 2006).

Ezt kovetéen vizsgaltuk az anandamid foszforilaciot eldsegité kezelések soran jelentkezd
latszolagosan nagyobb valaszkészségének okat az egyedi CHO-TRPVI1 sejtek esetében
intracellularis Ca®" koncentracid mérések alapjan (74. abra). Az eredmények szerint az anandamid
gyorsan deszenzibilizal6do részleges hatast fejtett ki CHO-TRPV1 sejtekre, amely a foszforilaciot
elosegitd kezelések utan jelentésen megemelkedett, €s a kezelés utdn a deszenzibilizacid jelensége

sem volt mar szamottevo (74. abra).
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74. abra: Foszforilacié hatisa az anandamid TRPV1-re gyakorolt hatdsaira

A foszforilacids hatasok korabban “Ca*" felvétellel kimutatott modulalo szerepét az anandamid véalaszokra CHO-
TRPV1 sejteken az intracellularis Ca* koncentracio mérésével is ellendriztiik. Az anandamid dnmagaban egy gyorsan
deszenzibilizalodo tranziens intracellularis Ca** koncentracio emelkedést valtott ki ezekben a sejtekben (felsé grafikon).
Ezen intracellularis Ca®* jel maximuma jelent6sen nétt a PMA (kozéps6 grafikon, 100 nM, 5 perc el8inkubacid) és a
ciklosporin-A (CY-A, 100 nM, 5 perc elinkubacio) jelenlétében, €s a deszenzibilizacio is jelentdsen csokkent
(Lizanecz et al. 2006).

Az anandamid sok mas ingeriiletatvivé anyaggal szemben nem tarolodik a sejteken beliil,
hogy megfeleld hatasokra onnan nagy koncentracioban felszabaduljon, hanem szintézisét kdvetden
azonnal képes a sejtmembranokon atdiffundalva a testnedvekbe, vagy a kornyezd sejtekbe jutni.
Ennek megfeleléen szintje tobbé-kevésbé allandd. Annak eldontésére, hogy a folyamatosan
metabolikus hatasokra, CHO-TRPV1 sejteket kezeltiink anandamiddal, majd foszforilaciot néveld
kezeléseknek tettiink ki (75. abra). Az adatok szerint az anandamid 4altal kivaltott viszonylag
kismértékii stimulacié (részleges agonizmus) a foszforilacio fokozasara jelentésen ndvekedett.
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75. abra: Foszforilacié hatisa alacsony dézisi anandamiddal torténd kezelés soran
Az anandamid erds deszenzibilizal6 hatassal rendelkezett (74. abra, fels6 grafikon). Annak eldontésére, hogy az
anandamid jelenlétében a deszenzibilizalt receptor reszenzitizalhato-e foszforilaciohoz vezetd stimulusok hataséara a
CHO-TRPVI sejteket a az anandamid jelenlétében a deszenzibilizacié fazisaban kezeltiink PMA-val és ciklosporin-
A-val (CY-A). Az dbran az intracellularis Ca®* koncentracio véltozasokat tiintettiik fel az anandamid folyamatos
jelenlétében (Lizanecz et al. 2006).

Tovabbi kisérleteinkben probaltuk a kapszaicin  kivaltott arterialis  konstrikcid
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mechanizmusét felderiteni (Kark et al. 2008). Ennek érdekében immunhisztokémiai modszerekkel
festettiik a vazizomban és bdrben a neuronokat (neurofilament ellenes antitesttel, 76. éabra).
Eredményeink szerint a borben szadmos idegsejt nyulvanya helyezkedik el az erek kdrnyékén, ezzel
szemben a vazizomban az artéridk kdrnyezetében nincsenek jelentds szamban idegvégzddések (76.

abra).

Bér Vazizom

Kereszt-
metszet

Hossz-
metszet

76. abra: Neurofilament expresszio a bérben ¢és a vazizomban

A perivaszkularis idegsejt terminalisokat neurofilament festéssel mutattuk ki (piros szin). Az erek kimutatasara
simaizom aktin festést (z61d) alkalmaztunk. A bér esetében szamos nagyobb idegrostot (nem kitoltott nyilak)
azonositottunk a szamos perivaszkularis nyulvannyal egyiitt (kitdltott nyilak). A vazizom esetében a perivaszkularis
nyulvanyok hianyoztak (Kark et al. 2008).

Ez arra utalt, hogy a vazizomban a TRPV1 stimulacidonak tulajdonitott jelenség feltehetdleg
kisebb jelentdségli lehet, az erek kornyékén futé idegvégzddésének hidnya miatt. Ennek

eredményeként a simaizom rétegben expresszaloddo TRPV1 hatasai nagyobb jelentdségiick
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lehetnek, ¢és aktivaciojanak kovetkezménye konstrikcido lesz. Ezen konstrikcid pontos
mechanizmusanak feltardsa érdekében tovabbi kisérleteket folytattunk. Ennek sordn eldszor a
TRPV1 funkcionalis tulajdonsagait vizsgaltuk ebben a rendszerben. A kapott adatok szerint a
kapszaicin 1 pM-os koncentracioban mar teljes mértékii artéria konstrikcidt valtott ki, ami arra
utalt, hogy a jelenség csakugyan specifikus lehet a TRPV1-re (77. 4bra). A kapszaicin kivaltott
konstrikcid idélegesnek bizonyult, a kapszaicin jelenlétében egy jelentds vazokonstrikciot kdvetéen
az ér valaszkészsége csokkent és a 20 perces inkubacid végére az ératmérd a kiindulasi értékre tért

vissza.
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77. abra: Kapszaicin altal kivaltott arterialis vazokonstrikcio koncentracio-fiiggése és
kinetikaja
A kapszaicin érhatasait részletesen karakterizaltuk. Ennek els6 1épéseként vizsgaltuk a kapszaicin koncentracid-hatasat.
Alacsony koncentraciok mellett ebben a rendszerben kismértékii dilataciot talaltunk, amely endotél hianydban nem volt
lathato. Ugyanakkor az endotél fosztas nem befolyasolta a konstrikciot. Ezt kovetden az erek kapszaicin valaszanak
kinetikajat vizsgaltuk. Az ératmérdt 1 uM kapszaicin hozzadadasa soran 10 masodpercenként rogzitettiik. Az also
grafikonon 5 ér atlagolt valaszat mutatjuk be (Kark et al. 2008).

Végiil, megkiséreltik a vazokonstrikcidért felel6 TRPVI1-et expresszalo sejttipus
azonositasat is. A funkcionalis kisérletekben felhasznalt vazizom artériat tartalmazo szovetben
immunhisztokémiai modszerrel tettiik lathatova a TRPV1-et a simaizom aktinnal egyiitt festve (78.
abra). A TRPV1 ¢és a simaizom specifikus festddés egybeesése a receptor simaizomsejtekben
torténd expressziojara utalt. A TRPV1 mRNS-ének jelenlétét sikeriilt kimutatnunk egy
immortalizalt simaizom sejtvonalon is (A7r5 sejtek), amely tény ismét arra utalt, hogy a TRPV1-et

expresszalo sejtvonal arterialis simaizom lehet.
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78. abra: TRPV1 expresszié vazizomerek simaizomsejtjeiben

A megfigyelt hatasokkal leginkabb 6sszhangban a TRPV1 vaszkularis simaizomban torténd expresszioja 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).

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
valaszkészség valtozasat. A farmakologiai gatlas soran az AMG-9810 antagonista novekvé dozisai

mellett hataroztuk meg a vazokonstrikcio kapszaicin dozis fliggését (79. abra). Az eredmények
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szerint a kapszaicin az AMG9810-zel kompetitiv modon okozott vazokonstrikcidt, tovabba a

vazokonstrikcio TRPV1 génhidnyos egérben nem volt megfigyelhetd.

H Kontrol W Vad tipus
O AMG9810 100nM p O 1rpve
250 O AMG9810 300 nM 140
E 200 A AMGO810 1000 nM -
ES
s i , =100
g1 R g z ] g
R A <
& 100 I < & 60
$ A H §
£ 50 & e @
: £ = s s
log (M(AMG9810)) < 2
ol .
1010 10 10 107 10 105 104 L 100 10 10 107 10 105 104
Kapszaicin (M) 4 Kapszaicin (M)

79. abra: A kapszaicin Kkivaltott vazokonstrikcié6 TRPV1 specifitasa

A vazokonstriktiv TRPV1 struktura-aktivitas viszonyainak feltarasat a cikk biralata soran felmertilt késének
megfelelden annak igazolasaval kezdtiik, hogy a tesztelt vegyiiletek hatasaikat a TRPV1-en fejtik ki. Ennek érdekében a
kapszaicin kivaltott vazokonstrikcidban a TRPV1 specifitast farmakologiai, genetikai és élettani modellekben is
igazoltuk. A farmakoldgiai modszerben kimutattuk, hogy az AMG9810 kompepitiven, a TRPV1-en talalt
hatékonysagaval 6sszhangban gatolta a kapszaicin kivaltotta vazokonstrikciot. A bal oldali grafikonon a kiilonb6zo
kompetal6 AMG9810 koncentraciok mellett felvett kapszaicin koncentracio-hatasok lathatoak. A farmakologiai
értékelést mutatja a kozépsd grafikon. Végiil a kapszaicin hatasait TRPV1 génhidnyos egérben is vizsgaltuk. TRPV1*"*
egerekben a kapszaicin hatdséra a patkanyban latott konstrikciot tapasztaltuk, ami teljesen hianyzott a TRPV1™" egérben
(Czikora et al. 2012).

Ezt kovetden erdfeszitést tettiink arra, hogy a vazokonstrikcidé mechanizmusat feltarjuk.
Ehhez a vazizom artéridk esetében parhuzamosan mértilk az atmérdvaltozast és a simaizom
rétegben az intracellularis Ca** koncentracidvaltozasokat (80. abra). Az eredmények szerint a

vazokonstrikcid egybeesik az intracellularis Ca*" koncentracié megemelkedésével.
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80. abra: A TRPV1 aktivacié intracelluliris Ca** koncentracié emelkedésén keresztiil fejti ki
hatasat

Annak igazolasa utan, hogy a kapszaicin kivaltott vazokonstrikcid6 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®* koncentraci6 valtozast mértiik
az ératmérd 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).

Annak igazolasara, hogy az intracellularis Ca?" koncentracid emelkedése a simaizomban
expresszalodd receptor aktivalasanak kozvetlen kovetkezménye, simaizomsejteket izolaltunk és
kapszaicinnel kezeltiink (81. &bra). A kezelés hatasara a simaizomsejtek egy jelentds részénél
intracellularis Ca** koncentracio emelkedést kaptunk, ami dsszemérhet6 volt a KCI éltal kivalthatd

(maximalis) novekedéssel.
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81. dbra: Funkcionailis TRPV1 expresszi6 izolalt arterialis simaizomsejtekben

Ebben a kisérletsorozatban a vaszkularis simaizomban expresszalo6dé TRPV1 1étét élettani megkdzelitéssel igazoltuk. A
kisérletben simaizom sejteket izolaltunk kutya koronaria erekb6l. Ezt kdvetden az izolalt simaizomsejteket
kapszaicinnnel kezeltiik és az intracellularis Ca*" koncentracio valtozasokat rogzitettiik. A fels abran egy latotér
lathato, amelyben harom egymashoz kozeli simaizomsejt koziil kett6 valaszol kapszaicin stimulusra (pirosabb szin,
magasabb intracellularis Ca*" koncentraciot jelol). A bal also kép egy individualis sejt adatait mutatja. A kapszaicinre
mérhetd intracellularis Ca** koncentracio novekedéssel valaszolo sejtek esetében vizsgaltuk, hogy a valtozas mértéke
hogyan vethetd 6ssze a magas extracellularis K™ altal kivaltott hatassal (Czikora et al. 2012).

A TRPV1 wvaszkularis simaizomban torténd expresszidjanak igazoldsat kovetden a
simaizomban lokalizalodé TRPV1 farmakologiai tulajdonséagait is meghataroztuk. Ennek keretében
a korabban a TRPV1 sejtes valaszok kinetikajanak vizsgalatara alkalmazott agonistakkal (63. ébra)

torténd kezelés hatasait vizsgaltuk. El0szor a kapszaicin hatasait reprodukaltuk (82. ébra).
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82. abra: Kapszaicin hatasai a simaizomban lokalizalodé TRPV1-re

A kapszaicin patkany vazizombol izolalt arteriolaban endogénen expresszaloddo TRPV1-re gyakorolt hatésait vizsgaltuk
referenciaként a tobbi, késébb bemutatott TRPV 1 agonistahoz. A bal oldali grafikon a kapszaicin d6zis-hatasat lathatjuk
az erek atmérévaltozasara. A k6zéps6 grafikon a maximalis dozist (1 pM) kapszaicin hatasait mutatja, és végiil a
harmadik grafikon a kezelést koveten (20 perc kezelés, ennek eredménye lathatd a kdzépso grafikonon, majd az ereket
mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott kapszaicin érhatdsat mutatja (Czikora et al. 2012).

A kapszaicint a resiniferatoxin kovette (83. abra). A resiniferatoxin esetében nem kaptunk
semmilyen kézzelfoghaté érvalaszt, azonban a kezeléseket kovetéen a TRPV1 nem volt

kapszaicinnel ingerelhetd, teljes deszenzibilizacid volt megfigyelhetd.
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275+

= 2007
£ 250 o
2 %gg' = £ 1754
o - =
15y I—1 1 1 1 2 S 1501
gisoy L E s 5 1251
s 1001 5 £ 1004
5 751 < @ 751
t 501 = 5 50
< 22 £ z

0 T r T T T ) < 0+ . : . . . < 257

13 12 11 10 -9 -8 -7 0 250 500 750 1000 1250 0 .

Resiniferatoxin (log(M)) Idé (s) Kontroll Kapszaicin

83. abra: Resiniferatoxin hatdsai a simaizomban lokalizal6dé TRPV1-re

A resiniferatoxin patkany vazizombol izolalt arterioldban endogénen expresszalodo TRPV1-re gyakorolt hatéasait
vizsgaltuk. A bal oldali grafikon a resiniferatoxin d6zis-hatasat lathatjuk az erek atmérévaltozasara. A kozépsé grafikon
a maximalis d6zisu (10 nM) resiniferatoxin hatasait mutatja, és végiil a harmadik grafikon a kezelést kdvetden (20 perc
kezelés, ennek eredménye lathat6 a k6zEpsé grafikonon, majd az ereket mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott
kapszaicin érhatasat mutatja (Czikora et al. 2012).

A JYL-279 jelii vegyiilet esetében a resiniferatoxinhoz hasonl6 hatdsokat kaptunk: az artéria

atmérében okozott lathatd valtozasok nélkiil teljes mértékben deszenzibilizalta az ereket
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kapszaicinre (84. 4dbra).
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84. abra: JYL-279 hatdsai a simaizomban lokalizalédé TRPV1-re

A JYL-279 patkény vazizombol izolalt arterioldban endogénen expresszaldddo TRPV 1-re gyakorolt hatasait vizsgaltuk.
A bal oldali grafikon a JYL-279 dézis-hatésat lathatjuk az erek atmérévaltozasara. A kdzépso grafikon a maximalis
dozista (1 pM) JYL-279 hatasait mutatja, és végiil a harmadik grafikon a kezelést kovetoen (20 perc kezelés, ennek
eredménye lathatd a kdzépso grafikonon, majd az ereket mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott kapszaicin
érhatasat mutatja (Czikora et al. 2012).

A kovetkezé vegylilet az MSK-195 volt, amely viszont a kapszaicinnel mutatott nagy
hasonldésagot, attol eltekintve, hogy a 20 perces kezelés alatt teljesen deszenzibilizalta a receptort a

kapszaicinre (85. abra).
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85. abra: MSK-195 hatasai a simaizomban lokalizal6dé TRPV1-re

Az MSK-195 patkany vazizombol izolalt arteriolaban endogénen expresszaloddo TRPV1-re gyakorolt hatésait
vizsgaltuk. A bal oldali grafikon az MSK-195 dézis-hatasat lathatjuk az erek atmérévaltozasara. A kozépso grafikon a
maximalis dézisu (1 pM) MSK-195 hatasait mutatja, és végiil a harmadik grafikon a kezelést kdvetden (20 perc
kezelés, ennek eredménye lathat6 a k6zépsé grafikonon, majd az ereket mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott
kapszaicin érhatasat mutatja (Czikora et al. 2012).

Az itt tesztelt vegyiiletek koziil az artéria 4&tmérd szabalyozasban szerepet jatsz6 TRPV1-re

legnagyobb hatékonysaggal a JYL-79 hatott (86. dbra). Ezen molekulaval val6 kezelés soran az
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erek a molekula jelenlétében csak részleges akut deszenzibilizaciot mutattak, habar a kapszaicin

valaszkészségiiket a 20 perces kezelés végére teljesen elvesztették.
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86. abra: JYL.-79 hatasai a simaizomban lokalizalédé TRPV1-re

A JYL-79 patkany vazizombdl izolalt arteriolaban endogénen expresszaloddo TRPV1-re gyakorolt hatasait vizsgaltuk. A
bal oldali grafikon a JYL-79 dozis-hatasat lathatjuk az erek atmérdvaltozasara. A k6zépsé grafikon a maximalis dozist
(1 uM) JYL-79 hatésait mutatja, és végiil a harmadik grafikon a kezelést kovetden (20 perc kezelés, ennek eredménye

lathato a k6zéps6 grafikonon, majd az ereket mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott kapszaicin érhatasat
mutatja (Czikora et al. 2012).

Annak érdekében, hogy a vaszkularis TRPV1 deszenzibilizaciéjahoz sziikséges minimalis
aktivacios szintet megbecsiiljiik, a JYL-1511 parcialis angonistat is felhasznaltuk. Ezen molekula
esetében az agonizmus mértéke kezeletlen sejtek esetében mintegy 17% volt (Wang et al. 2003). A
vegyiilet esetében ezzel 0sszhangban igen kismértékii akut hatast lattunk az ératméroére, azonban a

kapszaicinnel meghatarozott deszenzibilizacié mértékében részleges hatast kaptunk (87. abra).
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87. abra: JYL-1511 hatasai a simaizomban lokalizalodé TRPV1-re

Kontroll Kapszaicin

A JYL-1511 patkany vazizombol izolalt arteriolaban endogénen expresszaldéddé TRPV 1-re gyakorolt hatsait vizsgaltuk.
A bal oldali grafikon a JYL-1511 doézis-hatasat lathatjuk az erek atmérdvaltozasara. A kozépso grafikon a maximalis
dozisu (1 pM) JYL-1511 hatasait mutatja, és végiil a harmadik grafikon a kezelést kdvetden (20 perc kezelés, ennek
eredménye lathat6 a kdzépsé grafikonon, majd az ereket mosattuk és 40 percig regeneraltuk) alkalmazott kapszaicin

érhatasat mutatja (Czikora et al. 2012).

A szamszerisitett hatdsok jO korreldciot mutattak ugyanakkor a korabban in vitro

meghatarozott értékekkel, amennyiben a vegyiilet altal kivaltott agonizmus mintegy 10%-nak, az

anatgonizmus pedig mintegy 70%-nak adddott (88. abra).
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88. abra: A JYL-1511 parcialis agonista hatasai a vaszkularis TRPV1-en

A TRPV1 deszezibilizacio vizsgalatdira a CHO-TRPV1 sejteken nagyjabol 15% agonizmust mutatd JYL-1511 hatasait
részletesen elemeztiik. Az adatok szerint a JYL-1511 szamszertien mintegy 10% ératmér6 csokkenést okozott, és a vele
valo kezelést kdvetden a kapszaicin altal kivaltott vazokonstrikcid mintegy 70%-kal csokkent (Czikora et al. 2012). Ez
jo 0sszhangban volt a JYL-1511 CHO-TRPV1 sejtekben mutatott hatékonysagaval (27. bra).

Eréfeszitéseket tettiink a vaszkuldris TRPV1-en kapott struktura-aktivitds Osszefiiggések
Osszehasonlitasara a szenzoros neuronban expresszalodd receptorok hasonld paramétereivel. A
szenzoros neuronalis funkcidt a vegyliletek szembe cseppentésével teszteltiik, amely kisérlet soran
az allatok a TRPVI1 aktivaciot kovetd irritacidval ardnyosan vakartak a szemiiket. A szenzoros
neuronon kapott érzékenység adatok alapjan a JYL-1511 kivételével minden TRPV1 agonista
irritativnak bizonyult (89. abra). Ez nem volt teljesen 6sszhangban a vaszkularis TRPV 1-gyel kapott
adatokkal, amelyre az abran azzal utaltunk, hogy a vaszkularis receptoron akut hatissal nem
rendelkezd molekuldk szenzoros neuronalis valaszait kitoltott oszlopokkal mutattuk. Jol lathato,
hogy az iires és teli oszlopok kozott nem fedezhetd fel osszefiiggés a szenzoros valaszokat tekintve

(89. abra).
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89. abra: Az alkalmazott TRPV1 agonistak irritativ hatasainak vizsgalata

A vaszkularis preparatumon tesztelt vegyiileteket a szenzoros neuronokban endogénen expresszalodo receptoron is
teszteltiik. Ennek érdekében patkanyok szemébe cseppentettiink az oldatokbol és szamoltuk az irritativ hatas miatti
szemvakarasok szamat. Az abran kito1tott oszlopokkal jeloltem azokat az agonistakat, amelyek az artéria &tmérét nem
befolyasoltak akut hatasként, mig {ires oszlopok jelolik azokat, amelyek esetében az alkalmazasukat révidesen kovetd
jelentds konstrikei6 volt megfigyelhetd (Czikora et al. 2012).

A TRPV1 vaszkularis biologiai szerepének vizsgalatat az értekezés beaddsaig megjelent
kozleményeinkben az anandamid vazoaktiv hatasainak tanulmanyozasaval zartuk (Czikora et al.
2012). Ennek soran kimutattuk, hogy az anandamid tartds kezelések soran bifazisos hatdssal eldszor
az erek Osszehtizddasat (nagy dozisban), majd dilatacidjat valtja ki. A dilatacioban feltételeztiik a
miogén tonus elvesztésének szerepét, amelynek igazoldsira végzett kisérleteink szerint az
anandamid kivaltott vazoaktiv hatasokban a dilatativ valaszok domindlnak, jollehet magasabb
koncentracioban gyakran megfigyelhetd egy tranziens konstrikcid is (90. é4bra). A dilatacid
hatterében az anandamid lebontdsa allhat, amennyiben az anandamid kivaltotta dilatacio teljes
mértékben gatolhatd volt az anandamidot arachidonsavvé metabolizaldo enzim (FAAH) gatlasaval

(90. abra).

110



dc_652 12

A 0,1 uM anandamid B 1 pM anandamid C 30 pM anandamid
= 200 — 220
= =
= 190 = 210
10 0 I
3 200 iyl
£ £ j
® ]
© @ 190
= =
g £ 180
< <
1704 T T )
5 10 15 20
1d6 (perc) D I1dé (perc) 1d6 (perc)
250 *x *
* O Kontroll
£ 225 * 0 20 min
2 @ 20+40 min
¥
@ 200 B Passziv ératméré
£
=
©
® 175
8
€
< 150
125
0,1 pMANA 1 uM ANA 30 M ANA
225 4 # @ Kontol ,\275 » @ Kontrol 275
g & 01 MANA E 250 &, 1 MANA T om0 @~ Kontrol
;200 -©- Passziv ératmérd ;225 -©- Passziv ératmérd 2, ; gﬂ uM‘AMm' )
‘E 175 E 200 TE 200
:; 150- :; 175 * ‘T‘: s ¥
5 5. * Tl % » 17
E 125 v $u
1

20 40 60 80 100 120 20 40 60 80 100 120
Intraluminalis nyomés (Hgmm) Intraluminalis nyomas (Hgmm)

20 40 60 8 100 120
Intraluminalis nyomés (Hgmm)

90. abra: Az anandamid medialt vazodilatacioban szerepe van a miogén tonus csokkenésének
Patkany vazizombdl izolalt artériakat vizsgaltunk egy kaniilalt rendszeren, ami lehetdséget teremtett az intraluminalis
nyomads valtoztatasara és az atmérd rogzitésére. A kisérleteket azzal kezdtiik, hogy az erek intraluminalis nyomas
valtoztatasara adott valaszait rogzitettiik (also grafikonok, kontrollként jel6lve a kisérlet elbtti értékeket), majd a
nyomadst 80 Hgmm-re allitottuk. Ezt kdvetden anandamidot adtunk az erekhez (koncentracid a grafikonokon jeldlve) és
az atmérot 20 percen keresztiil (az anandamid jelenlétében) rogzitettiik (felsé grafikonok). Ezt kovetden az anandamidot
elmostuk és az ereket 40 percig a fiziologias pufferben inkubaltuk (regeneracio). Végiil, az erek intraluminalis nyomas
valtoztatasara adott valaszait ismét meghataroztuk extracellularis Ca®* jelenlétében (kitoltott négyzetek, also
grafikonok), illetve hianyaban (iires korok, als6 grafikonok, a 80 Hgmm-es érték a passziv ératmérdt adta a kozepso
grafikonon). A kinetikai adatok rogzitése soran 10 masodpercenként mértiik az ératmérot és a felsé grafikonokon
mutatjuk. Az érhatas nagyobb id6tavban torténd megitélése érdekében készitettiik a k6zépsd grafikont. Itt az anandamid
hozzaadasat megel6z6 ératmérdt (kontroll), a 20 perces kezelés végén mért értékeket (20 perc), a 40 perces regeneraciot
kovetd ératmérdt (20+40 perc) és a extracellularis C** hidnyabanmért értekeket mutatjuk (passziv ératmérd) valamennyi
anandamid koncentracio esetében (Czikora et al. 2012).

A tovabbi kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy az anandamid miogén ténusra gyakorolt hatasat
milyen receptoron keresztiil fejti ki. Ennek érdekében az anandamid hatésat vizsgéltuk a lebontasat
gatlo URB jelenlétében, valamint anandamidtol fliggetleniil TRPV1 (kapszaicin, Caps) ¢és

kannabinoid receptorok (WIN) aktivalasa mellett, és végiil onmagaban arachidonsavat alkalmazva
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(91. ébra). Eredményeink szerint az anandamid hatdsdt nem TRPV1 ¢és kannabinoid receptorok
stimuldcidja kozvetitheti, azonban az anandamid arachidonsavva torténd lebomlasanak gatlasa
felfliggeszti. Mi tobb, az arachidonsav hatidsai nagyon hasonlonak bizonyultak az anandamid

hatasaihoz.
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91. abra: Az anandamid arteridlis receptora

Patkany vazizombol izolalt artéridkat vizsgaltunk egy kaniilalt rendszeren, ami lehetdséget teremtett az intraluminalis
nyomads valtoztatasara és az atmérd rogzitésére. A kisérleteket azzal kezdtiik, hogy az erek intraluminalis nyomas
valtoztatasara adott valaszait rogzitettiik (kontroll), majd a nyomast 80 Hgmm-re allitottuk. Ezt kovetden adtuk a jelolt
anyagokat az erekhez 20 percig, amit mosatas és regeneracio (40 perc) kovetett. Végiil, az erek intraluminalis nyomas
valtoztatdsara adott valaszait ismét meghatéaroztuk extracellularis Ca®" jelenlétében (kito1tdtt négyzetek), illetve
hianyéban (iires korok) (Czikora et al. 2012).

A kisérletsorozatban eréfeszitéseket tettlink arra, hogy az anandamid arachidonsavva

alakulasaban az endotél szerepét vizsgaljuk. Endotél fosztott erekkel végzett kisérletekben az
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ananadamid hatdsara nem valtozott a miogén tonus (92. dbra).
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92. abra: Endotél fiiggd vazodilaticiéo anandamid hatasara

Patkany vazizombol izolalt artériakat vizsgaltunk egy kaniilalt rendszeren, endotél fosztas utan. Az endotél fosztas
hatékonysagat a acetilkolin kivaltott dilatacio hianyaval igazoltuk. Az erek intraluminalis nyomas valtoztatasara adott
valaszait rogzitettiik (also grafikonok, kontrollként jelolve a kisérlet el6tti értékeket), majd a nyomast 80 Hgmm-re
allitottuk. Ezt kovetéen anandamidot adtunk az erekhez (koncentracid a grafikonokon jeldlve) és az atmérét 20 percen
keresztiil (az anandamid jelenlétében) rogzitettiik (felsé grafikonok). Ezt kovetden az anandamidot elmostuk és az
ereket 40 percig a fiziologias pufferben inkubaltuk (regeneracid). Végiil, az erek intraluminalis nyomas valtoztatasara
adott valaszait ismét meghatéroztuk extracellularis Ca>" jelenlétében (kitd1tott négyzetek, also grafikonok), illetve
hianyéban (iires korok, alsé grafikonok) (Czikora et al. 2012).

A vazodilatativ hatast arachidonsav szarmazék azonositasara is tettiink erofeszitéseket, de
ezen a téren nem sikeriilt egyértelmiien azonositanunk azt az Gtvonalat, amely az anadamid esetében
a dilatacio kivaltasaban elsddleges.

Osszefoglalva, eredményeink tehat arra utalnak, hogy az anandamid aligha lehet a
vaszkularis TRPV1 aktivacidjahoz sziikséges endogén ligand. Sokkal valdszinlibb az, hogy ha az
anandamid hat a TRPV1-re ebben a rendszerben, akkor az gatld hatasként jelentkezik (Toth et al.

2009).
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4. 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
talalhat6 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 arteridlis
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
az arterialis simaizomban expresszaloddo TRPV1 farmakoldgiai tulajdonsdgai eltérnek az érzd
neuronban expresszalt receptorétol. Korvonalazodott, hogy a TRPV1 szdvetspecifikusan vehet részt
a vérkeringés szabalyozasaban, amely expresszids 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 arteridlis simaizomban expresszaldodéo TRPV1 szelektiv
aktivacidja a kozvetlen Ca*" bearamlast kivaltd hatidsa miatt farmakologiai célpont lehet olyan

allapotokban, amikor a vérnyomds emelése sziikséges.
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5. Megbeszélés, az eredmények potencialis hasznositasa

A TRPVI1 farmakolégiai fejlodésének komoly gatjat jelenti, hogy a ligandokat fejlesztd
cégek egy jelentds része még a klinikai vizsgalatok fazisaba eljutott vegyiileteinek szerkezetét sem
hozza nyilvanossagra. A vonatkoz6 szabadalmakbdl csak a vegyiiletek hozzavetdleges szerkezetét
lehet némi szerencsével megismerni (sokszor tobb szaz vegylilet szerepel egyetlen szabadalomban,
amire a klinikai kutatasok soran hivatkoznak). Ez lathatolag elfogadott a szellemi jogvédelem
teriiletén, azonban a tudomanyos kutatds vonatkozdsaban emiatt a szabadalmi védettség bejelentése
nem jelenti azt, hogy az adott informécid nyilvanossagra keriil. Ennek tiikrében viszont nem
vildgos, hogy a tudomanyos kozéletnek és a tarsadalomnak milyen eldnyei szarmaznak abbol, hogy
a szabadalmat bejelentd kizarolagos jogot kap a nem kelld részletességgel leirt tUjitasanak
alkalmazasara.

Ezen a terlileten talan idit6 kivételt jelentett az a farmakoldgiai program, amihez volt
szerencsém csatlakozni. Kézremiikodésemmel tobb, mint 250 TRPV1-re hat6 vegylilet szerkezetét,
szintézisét €s in vitro farmakologiai tulajdonsagait publikaltuk, szamos molekularis modellel egyiitt.
Ezzel a Peter M. Blumberg ¢és Jeewoo Lee altal vezetett kutatocsoport a TRPV1 molekularis
farmakoldgidja terén jelent0s hatassal volt a tudomanyteriiletre. Sajat kozremiikddésem ezen a
teriileten kozvetleniil a biologiai aktivitds meghatarozasahoz kothetd. Az értekezésben bemutatott
kozleményekben publikalt [PH]RTX kotddési, 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 altalanossagokat is bemutatni. Az egyik altalam készitett abra (49. abra)
példaul egy Osszegzését adta az addig kovetett molekularis farmakoldgiai irdnynak.

A molekulafejlesztés soran a TRPV1 ligandokat &ltalaban kémiai értelemben jellemzo

régiokra szokas osztani (7. abra). Koézleményeinkben és a mindennapi erdfeszitések soran is a
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legnagyobb jelentésége az ,,A” régionak volt. Ez az a régid, amelyrdl a vanilloidok neviiket
szerezték. Az ,,A” régionak jelentds szerepe van a hatés jellegének meghatdrozasaban (93. dbra). A
hatas jellegét tekintve a wvanillin csoport benzolgylirlijén torténd szubsztituciokkal lehet a
kifejlesztett molekuldk hatasat modulalni: agonista-antagonista kontinuumban, anélkiil hogy a
molekuldk TRPV1 irdnti hatékonysaga jelentsen valtozna. Més szavakkal: hatékony agonista
struktardkat jo eséllyel lehet antagonista hatasu vegyiiletekké konvertdlni egyszerli kémiai
reakciokkal. Ez véleményem szerint nagyon fontos eszkozt adhat az ezzel ¢él6 molekuldris

farmakologusok kezébe.
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93. abra: Az "A" régio szerepe az agonizmus-antagonizmus meghatarozasaban

Az éabran feltlintetett strukturaji templatot felhasznalva vizsgaltuk az ,,A” régido modositasainak hatasat a biologiai
aktivitasra. A kiilonb6z6 funkcids csoportok valtoztatasaval a hatékonysag érdemi valtozasa nélkiil lehetett a hatast az
agonizmustol az antagonizmusig terjedd skalan valtoztatni.

A ,B” régi6 jobbara az a kapcsold régio, amelyben az ,,A” és ,,C” régioban hasznalt

molekularis struktirakat reakcioképes kémiai csoportokkal dsszekotik. Ennek megfeleléen a ,,B”

116



dc_652 12

régi6 szerkezete meghatarozhatja azt a funkciondlis csoportot, amelyet a masik két régidoban
kivanatos szerkezethez szintetizdlnak. A ,B” régid vizsgilata sordn alapvetden két
molekulatervezési stratégia létezik: az egyik a ,B” régio stabilizdldsa kotott térszerkezet
kialakitasaval (lasd capsazepine, 8. dbra), a masik stratégia pedig ezen régiok flexibilis csoportokkal
torténd kitoltése. Az utobbi stratégia nagyobb szabadsagot ad a vegyészeknek a kiilonbozé ,,A” és
»B” régiok terezésénél, szintézisénél, és mi sajat programunkban ezt preferaltuk, jollehet, ennek
komoly kovetkezményei lehetnek. A ,,B” régid tervezésénél ugyanis a két fentebb emlitett stratégia
mogott egy fontos farmakoldgiai cél is meghtzodik: a reakcidképes strukturdk kapcsolddasa révén
metabolikusan labilis molekulak johetnek létre. gy a konnyebb szintézis eredménye gyorsabb
metabolizmus lehet a szervezeten beliil. Sajat molekuldinkkal kapott eredményeinket dsszefoglalva
elmondhatjuk, hogy a tiourea templat rendelkezett a legnagyobb hatékonysaggal, de mas
molekularis struktarak is sikeresek lehetnek bizonyos esetekben (94. abra).

(o]
" B A
o]
]Q/\ CH,
cH
R2
R3

4 6

10-50nM  100-500 nM 500 nM  100-500 nM 100-500 nM  >1 uM

94. abra: Az optimalis "B" régiordl alkotott képiink

Végiil, a ,,C” régid szerepérdl altalanossagban megallapitottuk, hogy a molekulak
hatékonysaganak szabalyozasa mellett részt vesz a bioldgiai hatés kialakitasaban is. A kapott adatok
alapjan bizonyos struktardk arnyalni képesek az ,,A” régio térszerkezete alapjan sugallt hatast (95.

abra).
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95. abra: A "C" régio szerepe a bioldgiai aktivitas meghatarozasaban
A TRPV1 ligandok szerkezetében a ,,C” régié modositasai képesek a kiilonb6z6 ,,A” régidbeli szerkezetek aktivitasanak
modositasara, annak ellenére, hogy az altalanos tendencidk nem véaltoznak.

A TRPVI ligandokkal val6 kisérletekben mar a kezdetektdl kerestiik a bioldgiai hatasban
fontos modalitdsokat. Mar a vezérmolekulak azonositasa soran felfigyeltiink a parcialis agonizmus
jelenségére, és erdfeszitéseket tettlink annak érdekében, hogy a receptor kdrnyezetének modositd
hatasat meghatarozzuk (Wang et al. 2002; Wang et al. 2003). Igy sikeriilt feltirni, hogy az
antagonizmus sem egy egységes jelenség: a TRPV1 szdmos modon aktivalhat6 és a ligandok nem
feltétlentil gatoljadk valamennyi aktivaciés mechanizmust. A TRPV1 farmakologiaval toltott évek
alatt azt gondolom, hogy az azdta tobbé-kevésbé elfogadott modalitdsok mellett hdrom maésik fontos

crer

masik a sejtekben potencialisan el6forduld eltérd tulajdonsdgu receptor populacidk (Toth et al.
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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).

kovetden vilagossa valt, hogy az 50 pM Kd értékkel rendelkezd resiniferatoxin jobbara nanomolaris
tartomanyban fejti ki hatasait a receptor aktivitasara, tovabba, hogy a kapszaicin ezzel szemben 50
nM koriilli ECs, értékkel aktivalja a TRPV1-et, de csak mikromolos tartomanyban képes a
receptorrol leszoritani a [*H]JRTX-et (Acs et al. 1996). Ennek magyarazatara elszor Blumberg és
munkatarsai két recepor 1étét javasoltak, egy R (resiniferatoxin) és egy C (kapszaicin) receptorét,
melyek kiilon entitdsok és ezen vanilloidok irdnti érzékenységiik alapjan megkiilonboztethetéek
(Szallasi, Blumberg 1999). Ez a viszonylag nagy visszhangot kapott elképzelés igen hamar
hamisnak bizonyult (a helyzetet bemutaté kiforrott 6sszefoglaloért 1asd (Szolcsanyi, Sandor 2012),
amit Blumberg és munkatarsai is elismertek (Szallasi et al. 1999). A funkcionalis mérésekben és a
[PHJRTX-re alapozott kompeticios kotédési kisérletekben megmutatkozé — kiilonbségek
magyarazatara szamos tovabbi elmélet sziiletett, amelyek a TRPV1 modalitasaira, illetve a ligandok
kémiai szerkezetére mutattak ra.

Ezen elképzelések egyike, hogy a ligandok (ugymint kapszaicin és resiniferatoxin) eltérd
membran penetranciaval rendelkeznek. Ennek megfeleléen a sejtmembranon lassabban atjutni
képes molekula szdmara az aktivitas befolyasolasdhoz feltehetdleg tobb id6 kell, mint az a gyorsan
deszenzibilizalodd6 TRPV1 esetében a reakcido soran rendelkezésre all. Ez az elképzelés
Osszhangban van a TRPVI1 intracellularisan elhelyezkeddé ligandkotd régioival (6. abra), de
latszolagos ellentmondasban van azzal a ténnyel, hogy a kiilonb6z6 moddon viselkedd TRPV1
ligandok lipofilitdsa kozott korantsem fedezhetéek fel altalanos viselkedésre utald

szabalyszerliségek. Sajat vizsgalataimban individudlis CHO-TRPV1 sejteket vizsgaltam kiilonb6zo

119



dc_652 12

agonista stimulusokra adott valaszaik alapjdn (65. abra). Fontos megfigyelés volt, hogy az
individualis sejtek esetében is megfigyelhetd volt a resiniferatoxinra és a kapszaicinre jellemz6
eltéré viselkedés. A kapszaicin esetében a dozis novelésére az individudlis sejtek Ca®*
koncentracidja az alkalmazott dozis fliggvényében emelkedett meg, azaz minden sejt valaszolt, az
alkalmazott kapszaicin koncentracioval osszevethetd mértékben. Kevés kapszaicin minden sejtben
szemben a resiniferatoxin esetében a sejtek latszolag minden vagy semmi jelleggel valaszoltak: ha
egy sejt aktivalodott, akkor a kapszaicinnel 6sszemérheté maximalis valaszt adott, fliggetleniil az
alkalmazott resiniferatoxin dozistol. Ebben az utdbbi esetben a koncentracid-hatas Osszefiiggés
alapja az volt, hogy a ndvekvd resiniferatoxin jelenlétére a sejtek hamarabb keriiltek aktivalt
allapotba és valaszoltak maximalis intracellularis Ca** emelkedéssel. Ezt a szép Osszhangban 1évo
képet azonban megzavarja az a tény, hogy ilyen jellegli kiilonbségek nem csak a jelentds
szerkezetbeli  kiillonbségekkel rendelkezd resiniferatoxin és  kapszaicin  kozott  voltak
megfigyelhetéek, hanem olyan strukturdlisan sokkal kozelebb 4ll6 vegyiiletek esetében is, mint a
JYL-79 ¢és az MSK-195 (63. abra). Ezen utdbbi vegyiiletek esetében a strukturalis kiilonbségek
lathatdlag nem a membran-permeabilitidsra gyakorolt hatdssal fiiggottek Ossze. Az itt megfigyelt
egyedi viselkedés tehat azt sugallja, hogy a TRPV1 ligandspecifikus moduldlasdinak membran-
permeabilitastol fliggetlen elemei is vannak.

Ez természetesen nem azt jelenti, hogy a ligandok permeabilitisa nem jelenthet gatat a
TRPV1-hez torténd hozzaférésben. Ami azt illeti, ezzel kapcsolatos sajat eredményeink is azt
sugalljak, hogy a lassan diffundéalo vegyiiletek esetében a rovid ideig tartd, deszenzibilizacioval
komplikalt funkcionalis mérések jelentdsen alulbecsiilhetik a molekula hatékonysagat. Konkrét
példaval élve az [-RTX hatékonysaga a kapszaicinnel egyiitt alkalmazva 1,5 nM-nak tiinik, mig a
sejteket a kapszaicin alkalmazas eldtt 2 oraig inkubdlva ugyanazzal az anyaggal a latszdlagos

hatékonysadg 4,2 pM-ra (majdnem harom nagysagrenddel) csokkent (Lazar et al. 2000).
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Osszességében az adatok azt sugalljak, hogy a TRPV1 ligandok penetranciaja az intracelluldris
ligandkotéssel Osszhangban jelentdsen befolydsolja latszolagos aktivitasukat. Ezen in vitro
jelenségnek komoly in vivo kovetkezményei lehetnek, amennyiben a tartésan allando
gyogyszerkoncentraciok mellett a lassan penetrald TRPV1 anatagonistdknak mas hatésai lehetnek,
mint a rovid ideig tart6 funkcionalis mérések soran.

Egy masik elképzelés lehet, hogy a TRPV1 ligand kotése fiigg a receptor kdrnyezetétol.
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. Széke és munkatdrsai (Szoke et al. 2010) leirtdk, hogy a koleszterin kivonds,
szfingomielinaz kezelés, illetve a gangliozid bioszintézis gatlasa egyarant befolyasolhatja a TRPV1
vélaszkészséget. Erdekes, hogy a kezelések egy része nem egyforman hatott CHO sejtekben
expresszalt receptoron €s tenyésztett trigeminalis neuronokon, ami arra utal, hogy ezen lipidek
mikrokdrnyezetében 1€évd lipid komponensek nem csak a receptor gatlasaért lehetnek felelések
(Prescott, David Julius 2003), hanem annak ligand szenzitivitasaért is, ezzel egy ujabb rétegét adva
a multimodalitasnak.

A lipid-fehérje interakciok fontos szerepet jatszanak a fehérjék sejten beliili
lokalizaciojanak, funkcidjanak szabalyozasaban. Ennek bizonyitéka a lipid-k6td domének nagy
szdma ¢s a lipid-fehérje interakciok szerepe szamos sejtfolyamatban (Lemmon 2008). A TRPV1
esetében a kapszaicin és a resiniferatoxin esetében is magyardzatot jelenthet a kotddési és
funkcionalis kisérletekben megfigyelt eltérd hatékonysagra, ha feltételezziik, hogy a receptorok
eltérd intracellularis kdrnyezetben expresszalodnak. Ebben az esetben az eltérd kornyezetben 1évo
TRPV1 regulacidja, ligand aktivacidja eltérd lehet, példaul a membranstruktardk eltérd lipid

Osszetétele, vagy a TRPV1-et is tartalmaz6 mikrodomének fehérje Gsszetétele miatt.
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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 (58. abra) farmakologiai tulajdonsdgait 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
[PH]RTX-et a receptorrol, tovabba befolyasolni a resiniferatoxin altali intracellularis TRPV1
aktivaciot. Ezen adatok azt a hipotézist tdimogatjak, hogy a TRPV1 farmakologiai tulajdonsagainak
mérésére szolgald modszerek eltérd modalitdsokat céloznak, amelyek esetenként eltérd
lokalizacioban is megnyilvanulnak. A CHO-TRPV1 sejtekben a *Ca** felvétel a
plazmamembranban taldlhat6é receptor funkcidjat méri. Ezen sejtekben a TRPV1 tulnyomo része
intracellularisan helyezkedik el, emiatt a [*HJRTX kotddési kisérletekben feltételezhetéen a
receptorok tobbségét adod 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 (96. abra).
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Intracellularis Ca2+ imaging (fura-2)
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TRPV1 a plazmamembranban

TRPV1 intracellularis membranokban

96. abra: A TRPV1 funkcionalis tulajdonsagainak mérésére szolgalé eszkozok

BCa* felvétellel a sejtmembranon keresztiil az extracellularis tér fel6] bearamlé Ca®* mennyiségét lehet becsiilni. Ez a
modszer elsésorban a sejtfelszini TRPV 1 aktivitdsanak mérésére szolgal. A [PH]RTX kot6dés a sejtben jelenlévd 6sszes
TRPV1 reakcigjat méri. Bizonyos sejtekben, mint a CHO-TRPV1 sejtek ez a nagyfoku intracellularis expresszié miatt
dominaloan az intracellularis TRPV1 populdciot jelenti. Az intracellularis Ca*" mérés a sejtmembranon keresztiil
bearamlo Ca** mellett az intracellularis membranokbol kidaramlo Ca®*-ot is méri. Ezen két hatés koziil CHO-TRPV1
sejtekben az extracellularis Ca®" bedramldsa nagyjabol a valasz 90%-aért felelds. Ezért fizioldgias extracellularis Ca®*
koncentraciok mellett a kapott intracellularis Ca®* koncentracid emelkedés jo kozelitéssel a plazmamembranban
elhelyezked6 TRPV1 funkcidjardl nyajt adatokat. Extracellularis Ca®* hianyaban azonban a belsd raktarak
membranjaban elhelyezkedé TRPV1 funkciodja is mérhetd, jollehet nagyobb jel-zaj arany mellett. Ezen megfontolasok
egy része alkalmazhato a szenzoros neuronokban expresszalodé TRPV1-re is, azonban a neuronalis terminalisokban az
intracellularis Ca2+ raktarak 1éte és szerepe kérdéses. A simaizmokban expresszalodéo TRPV1 eloszldsa adataink szerint
jobban hasonlit a CHO-TRPV1 sejtekére.

Az IBTU-val kapott adataink konzisztensek azzal a feltételezéssel, hogy az IBTU csak a
plazmamembranban taldlhat6 receptorokkal 1ép kolcsonhatdsba. Ezen tulajdonsdga az IBTU-t
kiilonosen alkalmassa tette arra, hogy a plazmamembranban lokalizdlodd TRPV1 funkcidjat az
esetlegesen intracelluldrisan expresszalodd receptortdl elkiilonitsiik. Az IBTU-val végzett
allatkisérletek szerint az IBTU az Aaltalunk plazmamembranon meghatarozott in vitro

hatékonysagaval aranyosan gatolta a fajdalmat in vivo modellekben (Tang et al. 2007). Ez utalhat
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arra, hogy a CHO-TRPV1 sejtek plazmamembranjaban expressszalodo receptor hasonlit legjobban
az €10 allat fajdalom érzetében szerepet jatszo TRPV1-éhez, de lehet annak bizonyitéka is, hogy a
szenzoros neuron terminalisokban egyszeriien nincs jelen TRPV1-et tartalmazé endoplazmatikus
membranrendszer. Adataink és a hipotézisiink 6sszhangban vannak korabban kozolt adatokkal. igy
példaul igazoltak, hogy az intracellularis Ca®* raktaraknak szerepe lehet a hatsogyoki ganglionok
TRPV1 medialt valaszaiban (Liu et al. 2003). Karai és munkatérsai az altalunk javasolthoz nagyon
hasonlé mechanizmust irtak le, jollehet a kisérleteikben hasznalt mikromolaris dézisu kapszaicin
miatt a kapott valaszok TRPV1 specifitasa kérdéses (Karai et al. 2004). Az intracellularis TRPV1
szerepe a szenzoros neuronok végzdédéseiben tehat intracellularis membranok hidnydban jelentdsen
kiilonbozhet ugyanazon sejtek sejttestjétol, melyet a legtobb in vitro kisérletben karakterizalnak.
Ugyanakkor azt is meg kell emliteni, hogy a TRPV1 nem feltétleniil csak szenzoros neuronokban
expresszalodik. Sajat adataink szerint példaul arterialis simaizomsejtekben is jelen van, ahol
immunhisztokémiai modszerekkel a CHO-TRPV1 sejtekben lathatohoz nagyon hasonldan
dominaldan intracellularis lokalizacidban talalhato.

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 jellemzd a heterolog rendszerben expresszalt TRPV1-re. Tovabba az
is vilagossa valt, hogy az anandamid parcidlis agonistaként viselkedik a TRPV1-en. Ezen
anandamid hatdsr6l 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 foszforilaci6 szabdlyozhatja az
anandamid kivaltott valaszokat ujszertibbnek volt tekinthetd. CHO-TRPV1 sejtekben az anandamid

alkalmazésa jelentds mértékli deszenzibilizacidt okoz, mely fazisban a TRPV1 ligand-kotott, de
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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 (97. abra).

= TRPV1-P TRPV1-P

-

5~ Valaszképtelenség

% (tartos

(3 deszenzitizacio)

5 i i

-

P

=

—

= i

) TRPV1

- Aktivacio | Akut |

— AT

o deszenzitizacio

= 1 ] :
Masodpercek/percek  Percek/orak Orak/mapok

97. abra: TRPV1 regulacidja foszforilacioval deszenzibilizalé agonista jelenlétében

A foszforilalt allapotban 1évé TRPV1-et a ligandok aktivaljak, melynek hatdsara a csatorna kinyilik és az intracellularis
Ca* koncentracié megemelkedik. Ezt az intracellularis Ca** koncentracié emelkedést az esetek egy részében koveti a
receptor deszenzibilizacioja, aminek kovetkeztében az intracellularis Ca®* koncentracio is csokken. Ezen éallapotban,
amikor a receptor ligandja kotodik a receptorhoz, de nem képes a deszenzibilizalt receptoron szamottevd hatast kifejteni
nagy szerepe lehet olyan metabolikus hatdsoknak, mint példaul a foszforilacio. A TRPV1 foszforilacidja ugyanis a
receptor deszenzibilizacidjanak csokkentésével jelentds modon tudja befolyasolni a receptor aktivitasat. A TRPV1
aktivacidja ugyanakkor el6nytelen a sejtnek, hiszen a megemelkedett intracellularis Ca** koncentraciot valamilyen
mechanizmussal csokkentenie kell. Ennek egyik mddja a TRPV1 sejtfelszini expresszidjanak csokkenése, amely a
TRPV1 valaszkészség tartos csokkenéséhez vezet.

Végiil, hazai kutatdsaim talan legfontosabb eredménye a TRPV1 arterialis simaizmokban
torténd funkciondlis expresszidjanak kimutatisa volt. A TRPV1 kutatdsanak igen nagy lokést
jelentett a TRPV1 klonozéasa, azonban az eredeti kozlemény zsenialitidsa mellett félrevezetd volt,
hogy a TRPV1 expresszidjat kizarolag a szenzoros neuronokban irtdk le €s a receptor funkcioit is
csak ennek tiikrében targyaltdk (Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998; Caterina et al. 2000).
Ezzel az id6kozben gdzerdvel beinduld gyogyszergyari kutatdsok olyan nem vart on-target

mellékhatdsokba futottak, mint a hipertermia. Sajat in vitro adataink arra utalnak, hogy a TRPV1

125



dc_652 12

keringés-szabalyozasban betoltott szerepe ¢és jelentdsége lehet a kovetkezd olyan on taget
mellékhatas oka, amely visszavetheti a TRPV1-en haté gyogyszerek fejlesztését.

A TRPVI arteridlis simaizomban torténd expresszidja persze nem volt ismeretlen, pusztan
kevéssé elfogadott kisérleteink kezdetén. Mar 1982-ben leirtdk, hogy a kapszaicin intravénas
alkalmazasat kovetden valtozatos vaszkularis hatdsok jelentkeznek, amelyek szdvetspecifikusak
lehetnek. Mar ezen nagyszerli kozleményben leszogezték, 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 vazodilatacidhoz 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 (Porszasz et al. 2002), patkdny koronéridkon (Szolcsényi et al. 2001) és
patkany agyi erek esetében (Dux et al. 2003).

A TRPVI1 neurondlis 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
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farmakologiai tulajdonsagainak vizsgalatara iranyultak. Adataink soran kimutattuk, hogy a TRPV1
a simaizomsejtekben expresszalodik és igy aktivacioja kozvetleniil vezet el az 6sszehtzodashoz

sziikséges intracellularis Ca*" emelkedéshez (98. abra).

Resiniferatoxin MSK-195
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YO Y Y
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98. abra: Az arterialis TRPV1 farmakologidja

Az altalunk vizsgalt TRPV1 ligandok egy része képes volt a arterialis simaizomban expresszalodé6 TRPV1-et aktivalva
intracellularis Ca®" koncentracio emelkedést és vazokonstrikciot kivaltani (MSK-195, JYL-79, kapszaicin). Ezen
vazokonstrikcié nem volt jelen TRPV1 génhidnyos () egérben és kompetitiven gatolhatd volt a TRPV1 antagonista
AMGI810-zel. A TRPV1 aktivacidja a csatorna nyitisaval pArhuzamosan az intracellularis Ca®" koncentracio
emelkedésével jar, ami az aktin-miozin interakcion keresztiil a miozin ATP-4z aktivitdsdnak névekedéséhez €s igy a
simaizomsejtek 0sszehtizodasaval jar. A sejtek Gsszehtizodasa az artéria szintjén atmérdcsokkenésben (konstrikcid)
jelentkezik. Ugyanakkor mas, szenzoros neuronokon hatékony ligandok esetében (resiniferatoxin, JYL-273) nem
kaptunk szamottevo hatast az ératmérében. Ennek oka még nem kellden tisztazott.

A vaszkularis TRPV1-rél eddig 0Osszegyiijtott adataink szerint a TRPVI1 wvaszkularis
expresszidja szdvet és az individudlis erek szintjén szabalyozott (eddig nem publikélt adatunk). Ez

teljes Osszhangban van a TRPV1 promoter aktivalodasat érzékenyen mutatdé GFP expresszios
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transzgén egérben kapott eredményekkel (Cavanaugh et al. 2011), jollehet Cavanaugh ¢és
munkatarsai nem tudtdk az endogénen expresszalo TRPVI1-et arteridlis 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 aldtdmasztottak. Egy kisérletsorozatban hat TRPV1 antitestet teszteltiink, melyek
koziil mindossze kettd volt TRPV1-re specifikus a hatségyoki ganglion szenzoros neuronjainak
festése alapjan. Ezen két antitest koziil a vaszkuldris simaizomban expresszalodé TRPV1-et csak az
egyik mutatta ki (eddig nem publikalt adatunk). Ezen megfigyelés egyik szamunkra nagyon fontos
lizenete, hogy az epitopok elérése nem egyforma a szenzoros neuronokban és a simaizomban
expresszaloddo TRPV1 esetében, ami eltérd térszerkezetre, molekuléris interakcidjukra utal, aminek
szabalyozasukban is fontos szerepe lehet.

Adataink szerint az Ujsziilott korban végzett kapszaicin deszenzibilizalas nem érinti a
vazizomerekben a TRPV1 expressziot és valaszkészséget, mig csokkenti a szenzoros neuronalis
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 dsszhangban (Szolcsanyi 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 hatdsairdl bizonyos esetekben
félrevezetd adatok jelenhettek meg, ami a dilatativ hatdsok eltilzdsdhoz vezethetett. Ennek oka,
hogy rendkiviil elterjedten hasznalt TRPV1 aktivator kapszaicin mikromolaris tartoméanyban a
TRPV1 mellett gatolja a fesziiltségfiiggd (L-tipustt) Ca®* csatornat a simaizomsejtekben és ezzel
TRPV1 fiiggetlen mdodon vezet vazodilataciohoz (eddig nem publikalt adatunk és (Hopps et al.

2012)). Ezen hatdsa miatt azon kisérletek, ahol mikromolos tartomdnyban hasznaljak a szenzoros
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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 antagonistak, 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 hatasa. A szenzoros neuronok elektromos ingerlésével (akdr a TRPV1I

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 expresszid alacsony (példaul a bor kiilsé rétegeiben) a

Az arteriolaris TRPV1 kapcsan a nagy kérdés, hogy mi az élettani funkcidja? Egyaéltalan
van-e barmilyen funkcidja? Ez farmakoldgiai szempontbol azért fontos kérdés, mert ha van
valamilyen élettani szerepe, akkor ezt a szenzoros neuronokra hatd 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 hatdsok. Tovabbi nehézséget jelent,
hogy a TRPV1 medialt valaszokat ¢l6 allaton tanulmanyozva jelentés kiilonbségek vannak az

allatok faja és az altatds modja szerint.
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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.
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Az értekezésben felhasznalt kozlemények impakt faktora: 91,046 (ebbdl 2,439 az dsszefoglald
kozlemény)

Erre kapott 0sszes hivatkozasok szdma: 486 (ebbdl 23 az dsszefoglald kdzleményre)
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Az értekezéshez szorosan NEM kotddo egyéb kozlemények impakt faktora: 108,861
Erre kapott 8sszes FUGGETLEN hivatkozasok szama: 505

Az értekezéshez szorosan NEM kotddd egyéb kozlemények koziil elsd-utolséd szerzds kozlemények
impakt faktora: 18,380

Ezekre kapott FUGGETLEN hivatkozasok szama: 198.
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7.4 Teljes k6zleménylista
A Magyar Tudomanyos Miivek Taraba feltoltott adatok szerint 2013. januar 26-an:
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myosin FEBS LETTERS 484:(2) pp. 113-117. (2000) IF: 3.440
Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
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Blumberg PM N-(3-acyloxy-2-benzylpropyl)-N '-[4-(methylsulfonylamino)benzyl]thiourea
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PHARMACOLOGY 66:(1) pp. 76-84. (2004) IF: 5.080
Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 17 Fiiggd idézd: 11 Osszesen: 28
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Treanor JJS Molecular determinants of vanilloid sensitivity in TRPV1 JOURNAL OF
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 130 Fiiggd idézd: 14 Osszesen: 144
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3243-3255. (2004) IF: 7.690
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
Fliggetlen 1déz06: 29 Fliggd 1déz6: 1 Osszesen: 30
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
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Toth A, Boczan J, Kedei N, Lizanecz E, Bagi Z, Papp Z, Edes I, Csiba L, Blumberg P M
Expression and distribution of vanilloid receptor 1 (TRPV1) in the adult rat brain
MOLECULAR BRAIN RESEARCH 135:(1-2) pp. 162-168. (2005) IF: 1.585
Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 131 Fiiggd idézd: 3 Osszesen: 134
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Fliggetlen 1déz6: 36 Fliggd 1déz6: 8 Osszesen: 44

Lazar J, Braun DC, Toth A, Wang Y, Pearce LV, Pavlyukovets VA, Blumberg PM, Garfield
SH, Wincovitch S, Choi HK, Lee J Kinetics of penetration influence the apparent potency of
vanilloids on TRPV1 MOLECULAR PHARMACOLOGY 69:(4) pp. 1166-1173. (2006) IF:
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
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Lizanecz E, Pasztor ET, Mohacsi A, Papp Z, Edes I, Toth A Mistyping angiotensinogen
M235T alleles HYPERTENSION RESEARCH 29:(3) pp. 197-201. (2006) IF: 3.177
Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 9 Osszesen: 9

Lizanecz E, Bagi Z, Pasztor E T, Papp Z, Edes I, Kedei N, Blumberg P M, Toth A
Phosphorylation-dependent desensitization by anandamide of vanilloid receptor-1 (TRPV1)
function in rat skeletal muscle arterioles and in Chinese hamster ovary cells expressing TRPV1
MOLECULAR PHARMACOLOGY 69:(3) pp. 1015-1023. (2006) IF: 4.469
Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos

Fiiggetlen idéz6: 21 Fiiggd idézo: 5 Osszesen: 26

Molnar A, Téth A, Bagi Z, Papp Z, Edes I, Vaszily M, Galajda Z, Papp JGy, Varr6 A, Sziits V,
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Folyoiratcikk/Szakcikk/Tudomanyos
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7.5. Osszefoglal6 scientometriai adatok

Kozlemény tipusok

Szamapegy|etezy

Hivatkozasok

Osszesen e Figgetlen [ Osszes
I. Tudomanyos folyéiratcikk 52
teljes cikk, nemzetkdzi folyGiratban 52 991 1253
teljes cikk, hazai idegen nyelv( folyoiratban --- 0 0 0
teljes cikk, hazai magyar nyelv(i foly6iratban 0 0 0
teljes cikk, rovid kozleményként --- 0 0 0
Il. Kényvek 0
a) Szakkoényv 0
Szakkonyv, kézikdnyv, idegen nyelvi --- 0 0 0
Szakkonyv, kézikdnyv, magyar nyelv( --- 0 0 0
Tankonyv 0 0 0
b) Szerkesztett ko nyv 0
Szerkesztett konyv, idegen nyelvi 0
Szerkesztett kdnyv, magyar nyelvid 0
Szerkesztett tankonyv 0
lll. Kényvfejezet 0
Konyvfejezet, idegen nyelvi 0 0 0
Konyvfejezet, magyar nyelvi 0 0 0
Tankodnyvekbe irt fejezetek 0 0 0
IV. Proceedings* 0 0
udomanyos kézlemények 6sszesen (I-1V. 52 991 1253
V.Egyébtudomanyos 0
teTj]es foly()iratcilzkeket és a, nem ismert
lektoraltsagu folyodiratokban megjelent teljes
ENOURIHHGIR S elozés,_hazzaszdlasak 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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Specialis tudomanymetriai adatok

Adat

EISO SZerzos TolyoIratCIKKEK szama (aZ 0SSZEes Yo-
ban)

8 (15,38%)

Utols6 szerz@s tudomanyos cikkek szama (az 6sszes
%-ban)

8 (15,38%)

Elsé és utolso szerzGségl folyodiratcikkek impakt
faktorai

49,406

Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése uténi
(2002 - ) tudomanyos folydiratcikkek 6sszegzett
impakt faktora és szadma (zaréjelben)

193,615 (50)

Az utolsé tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani
(2002 - ) tudomanyos folydiratcikkek 6sszegzett

impakt faktora az 6sszes %-ban 96,85%

Magyar nyelven megjelent tudomanyos teljes

folydiratcikkek szama 0

Az utolsé 10 év (2003-2013) tudomanyos teljes,

lektoralt folybiratcikkeinek szama 48
Osszesitett impakt faktora 185,200
fuggetlen hivatkozasok szama 874

Folyoiratcikkek,15-nél tébb szerz8vel 8

155




dc_652 12

8. 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 segitdim mentorként: 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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