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IRODALMI ATTEKINTES

A nociceptinerg rendszer felfedezése az 1994-1995-ben kozolt vizsgalatokra nyulik
vissza, melyekben a d-opioid receptor klonozasa soran, a homoldégia vizsgalatok egy
olyan uj, opioid-szerl receptor |étét igazoltdk (Mollereau et al. 1994, Chen et al.
1994), melyhez az ismert opioid receptor ligandok nem koétédtek. Ez az ,arva”,
,orphan” receptor akkor valt kilonésen érdekessé farmakoldgiai/élettani
szempontbdl, amikor két munkacsoport is, egymastol fuggetlenil és gyakorlatilag
egyidében nociceptin (Meunier et al. 1995) ill. orphanin FQ (Reinscheid et al. 1995)
néven izolalta a receptor endogén agonistajat. Maga a receptor kezdetben ,opioid-
receptor like 17, (ORL1), néven valt ismertté, de az IUPHAR receptor-nevezéktani

besorolasa szerint 2000 6ta NOP receptor a neve.

A NOP receptor

Emberben a NOP receptor génje a 20. kromoszoma q13.2-13.3 régidjaban talalhato.
A NOP a klasszikus opioid receptorokhoz hasonldéan hét transzmembran egységgel
rendelkezik és kristalyszerkezete is megallapitast nyert (Thompson et al. 2012).
Jellegzetessége, hogy naloxonnal nem antagonizalhato és a klasszikus p-, k- és 6-
opioid-receptorok agonistait gyakorlatilag nem koti, hatasat a sejt belseje felé Gi/Gy
fehérje kdzvetiti. Aktivacidja gatolja a cAMP felhalmozddast (Reinscheid et al. 1995)
fokozza a foszfolipaz C aktivitast és a mitogén-aktivalta protein kinazt (New and
Wong 2002, Buzas et al. 2002), gatolja a fesziiltségfiiggé Ca*-csatornak aktivaciojat
(Connor et al. 1996), és fokozza a sejtbe iranyulé K" aramot (Nicol et al. 1996). A
251.[Tyr'"*INC receptorkétési vizsgalatok alapjan felmeriilt a NOP receptor két
kldnbdz6 konformacios allapotanak, ill. két NOP receptor létezésének lehetdsége is
(Mogil and Pasternak 2001).A NOP receptorok donté tébbsége posztszinaptikusan
talalhatd, de tobb szdvetben is preszinaptikus NOP receptor jelenléte nyert igazolast.
(Yamazaki et al. 2001, Tallent et al. 2001, Hou et al. 2003, Pennock et al. 2012)

A NOP receptor a kdzponti idegrendszerben és a periférias szbvetekben egyarant
jellegzetes eloszlast mutat. Patkanyagy NOP-receptor eloszlasat (Darland et al.

1998) foglalta Ossze. Egészséges emberi agy NOP receptor eloszlasa PET
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vizsgalatok alapjan 11C-NOP-1A (NOP rceptor antagonista) alkalmazasaval tortént
(Lohith et al. 2012).

A NOP receptor a periférias idegrendszerben és kulonb6z6 szovetekben is
kimutatast nyert, igy patkany vesében (Hadrup et al. 2007) gyomorban (Grandi et al.
2007), vékony-, és vastagbélen, majban, ovariumban, herében (Wei et al. 1999), az
epidermisben (Andoh et al. 2004), a lIépben, vaszkularis endothél-sejtekben, valamint
a lymphocytakban (Nothacker et al. 1996, Arjomand et al. 2002). Az emberi periférias
szdvetekben a NOP receptor siriiséget PET modszerrel, a ''C-NOP-1A beadasa

utan eltelt idé fuggvényében (Lohith et al. 2012) vizsgalta.

A NOP receptor aktivalasa rendkivil széleskorl hatasokat eredményez; i.c.v. adva
hiperalgéziat, a gerincvel6ben és a periférian fajdalomcsillapitdé hatast kozvetit,
modositja a stressz kivaltotta viselkedési mintazatot, bradycardizal, csokkenti a
vérnyomast, vazodilataciét eredményez, fokozza a diurézist, csdokkenti a natrium-
kivalasztast, noveli a hugyhdlyag kapacitasat, gatolja a vizelési reflexet, gatolja a
morfin-, a cocain- és az alkohol-kivaltotta jutalmazé (,rewarding”) hatast,
immundepressziv, gatolja a bronchus-kontrakciét, gatola a gyomor- béltraktus
motilitasat, fokozza a taplalékfelvételt, gatolja a tanulast és a memdariat, valamint az
erektilis funkciét (Lambert 2008, Mustazza and Bastanzio 2011).

A NOP receptoron megvaldsuloé rendkivil sokoldalu hatasok alapjan a NOP receptor
agonistainak, ill. antagonistainak potencialis gyogyszerként szamos terapias

felhasznalasa korvonalazédik (1. abra).

A NOP receptor szintetikus peptid és nem-peptid ligandjai

A NOP receptor szintetikus ligandjai kozul tobb mint 600 ismert. A peptid szerkezeti
agonista és antagonista ligandokat els6sorban a receptor szerkezetének,
kotéhelyeinek kutatasaban alkalmazzak (Mustazza and Bastanzio 2011, Zaveri 2003,
Chiou et al. 2007). Magyarorszagon is jelentés NOP receptor szelektiv ligand-kutatas
folyik (Bojnik et al. 2009, Gunduz et al. 2006).

A nem-peptid ligandok sokasaga kémiai szerkezetik szerint a morfinan-vazas, a 4-
arylpiperidin, a 3-arylnortropan, a 4-heterociklussal szubsztitualt piperidinek, a 2-

heterociklussal szubsztitualt kinolizidinek, a spiropiperidinek, a spironotropanok, a 4-
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aminokinolinek, a kinazolinek,a 6-piperazinil-benzimidazolok, a 2-(1,2,4-oxadiazolil)-

indolok, a pyrrolopiridinek csoportjaiba sorolhaték (Mustazza and Bastanzio 2011).

Klinikai vizsgalatban az antagonista JTC-801 fajdalomcsillapitoként, az antagonista
SB-612111  antiparkinson-szerként, a parcidlis agonista ZP-120 akut
szivelégtelenségben diuretikumként, az antagonista TRK-820 viszketéscsillapitoként

szerepel.

Kozpontiidegrendszer
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1. abra

A NOP receptor agonistak és antagonistak potencialis terapias felhasznalasa
(Lambert 2008)

A NOP receptor endogén agonistaja: a nociceptin

A NOP receptor felismerése utan azonnal hatalmas erékkel indult meg az Uj receptor

és endogén agonistajanak (nociceptin, NC, orphaninFQ) kutatasa. Jelenleg csak a
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PubMed adatbazis szerint tdbb mint 1530 kdzlemény foglalkozik a nociceptinerg

rendszerrel.

A 17 amindsavbdl allé nociceptin a klasszikus opioid peptidektél abban mutat
alapvet6 kulonbozbséget, hogy az N-termindlis elsé négy amindsavja kozul (a
message domain) az elsé aminésav nem tiramin, hanem fenilalanin, ami a receptor-

kotédes és az élettani hatasok szempontjabdl meghatarozo jelentésegu.

A nociceptin a 176 amindsavbol allo prepronociceptinbél (ppNC, ppOFQ)
proteolitikus enzim hatasara hasad ki, mely ppNC génje emberben a 8. kromoszéma
8p21 régidjaban talalhaté (Mollereau et al. 1996) és mas bioldgiailag aktiv

szekvenciakat (nocistatin, NCIl és NCIII) is tartalmaz

Kimutatast nyert, hogy mind a ppNC mind a NC a gesztacidos periddus Kkorai
szakaszatél megjelenik az agyban és kuldndsen kifejezett a fajdalom-érzéssel, ill. a

stressz-reakciokkal kapcsolatos agyteruleteken (Neal et al. 2001).

A feln6tt emberi agy egyes terlleteinek nociceptin-szintjei kvantitative is
meghatarozasra kerllt (Witta et al. 2004). A ppNC, a NC és receptoranak
megjelenését a fejl6dé emberi agyban a 16. gesztaciés héten mar igen kifejezett
(Neal et al. 2001).

A nociceptin metabolizmusa

A nociceptin metabolikus inaktivaciojaért két cink-metallopeptidaz, a membran-kotott
aminopeptidaz-N (APN) és a féként a citoszolban elhelyezkedd, a nociceptinre
specifikus, endopeptidaz 24.15 (EP24.15) enzim a felel6s. A heptadekapeptid
nociceptint az APN, ill. az EP 24.15 négy kritikus helyen hasitja és az igy keletkezett
metabolitok inaktivak a NOP receptoron, mert a NOP aktivalasahoz szikséges

minimalis szekvenciat, a nociceptin (1-13)-at mar nem tartalmazzak.

A prepronociceptin egyéb bioldgiai aktivitasu szekvenciai: a

nocistatin, a NCIl és a NCIII.

A nocistatin
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A ppNC bPNP3 szekvenciajanak biologiai aktivitasat, a kulonbozé allatfajokban
fellelhetd szerkezetét és a nociceptin-kivaltotta hyperalgéziat és allodyniat gatlé
hatasat els6ként Okuda-Ashitaka et al.(1998) irtak le. A ppNC-bél a prohormon-
konvertaz |l hatasara keletkez6 nocistatin szamos hatasaban a nociceptin
funkcionalis antagonistajaként viselkedik (Mogil and Pasternak 2001, Chen et al.
2010). Bizonyitast nyert, hogy a nocistatin-hatasért a kilonb6zé allatfajokban és
emberben is a konzervativ C-termindlis a felel6és (Crescenzi et al. 2000), de
szerepének feltarasat nagyban gatolja, hogy receptora a mai napig sem ismert
(Johnson and Connor 2007). A legujabb kdzlések szerint a NIPSNAP1 fehérjéhez
kotédik nagy affinitassal és specifikusan (Okuda-Ashitaka et al. 2012). A nocistatin
(NS) onallo, Gip-fehérje kotott receptoranak 1étét in vitro Zeilhofer et al. (2000) és in
vivo Inoue et al. (2003) vizsgalatai vetették fel. A nocistatin jelenlétét az emberi
agyban és liquorban Lee et al. (1999) bizonyitotta, a felnétt emberi agyban
megtalalhaté két formajanak (NST-17 és NST-30) felismerése (Joseph et al. 2006)

nevéhez flizodik.

A nocistatin élettani szerepét kezdetben a bovin NS hatasainak vizsgalataval
kutattak. Megallapitottak, hogy egérben visszaforditja a scopolamin-kivaltotta tanulasi
és memoria-deficitet (Hiramatsu and Inoue 1999), fajdalomcsillapité a formalin-teszt
|. fazisdaban (Yamamoto and Sakashita 1999), patkanynak i.c.v. adva gatolja a
gyulladasos hyperalgéziat (Nakagawa et al. 1999), a thalamus gatlé neuronjainak
gatlasaval dysinhibitoros hatast fejt ki (Albrecht et al. 2001), gatolja a morfinra
kialakul6 akut és krénikus toleranciat (Sun et al. 2001b). Sajat vizsgalatainkban
igazoltuk, hogy az i.c.v. adott NS hatékonyan (1 nmol) gatolja az alkohol-kivaltotta

akut gyomor-mucosa karosodast (Zadori et al. 2008).

Molekularis hatasmaddjara vonatkozdan az elsdé adatok azt bizonyitottak, hogy Gipo
fehérje-kapcsolt utvonalon gatolja a szerotonin felszabadulast egér neocortex
preparatumon (Fantin et al. 2007). A legujabb adatok szerint (a nociceptinnel
ellentétben) depolarizalja a centralis amygdala-PAG utvonal neuronjait megnyitva a

receptor-aktivalta nem-szelektiv (TRPC) kation csatornakat (Chen et al. 2009).

A NCII és NCIIl

A NCII a ppNC-ban talalhaté heptadekapeptid szekvencia, mely ragcsalokban és

emberben azonos. Szerkezetét (Amodeo et al. 2000) vizsgalta és hatékony

5
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fajdalomcsillapitonak talaltak. Mas vizsgalatok szerint fajdalomcsillapité hatasara
vonatkoz6 adatok ellentmondasosak (Mogil and Pasternak 2001). A NCIIl a NCII-
Arg-Arg-Arg szerkezettel rendelkezik. A vegyulet nem kotddik a NOP receptorhoz és

biologiai hatasaval kevés vizsgalat foglalkozott idaig (Florin et al. 1999).

A nociceptinerg rendszer és a biogénamin neurotranszmisszié

kapcsolata

A nociceptin és a hisztamin

A nociceptin-hatasok vizsgalatanak kezdeti id6szakaban az exogén nociceptinnek a
klasszikus opioidokkal azonos, ill. kulonb6zé hatasait igyekeztek feltarni. A
vizsgalatok tervezését jelent6sen hatraltatta, hogy az endogén nociceptin-szintek
nem voltak ismertek. Bizonyitast nyert, hogy a morfinnal ellentétben a NC
dozisfuggben és reverzibilisen (posztszinaptikus NOP receptoron keresztul)
hiperpolarizalva a patkany tuberomamillaris neuronjait gatolja a hisztamin-
felszabadulast. A nociceptin gatolja az opioid-kivaltotta hisztamin-felszabadulast,

mely a fajdalomcsillapitd hatasaban fontos elem (Eriksson et al. 2000).

A nociceptin NOP receptoron keresztll gatolja a hizdsejt degranulaldé peptid-
(MCDP), és a bradykinin- kivaltotta plazma extravazaciot, de nincs hatassal se a
szerotoninnal se a hisztaminnal kivaltott plazma extravazaciéra (Nemeth et al. 1998,
Moriyama et al. 2009). Az intradermalisan alkalmazott NC érpermeabilitast fokozo
hatasu, fokozza a gyulladasos reakciokat a hizdsejtekbdl felszabaditott hisztamin
révén (Kimura et al. 2000). Az akut gyulladas helyén megemelkedé nociceptin szint
feltételezhetéen a leukocitakbdl szarmazik. A NC neurogén gyulladast csokkentd
hatasa a szenzoros idegvégz6désekb6l a SP és a CGRP felszabadulasanak
gatlasaval magyarazhato (Helyes et al. 1997).

A NC vérnyomascsOkkenést és értagulatot okozé hatasat (Brookes et al. 2007) in
vivo kisérletekben a hizésejtekbdl felszabaduld hisztamin hatasaval magyarazzak és

a NC-NOP rendszert a gyulladasos mikrocirkulacié fontos szabalyozojanak tartjak.

Az intratekalisan. adott NC jellegzetes nociceptiv viselkedés-mintazatot okoz, melyet
a GABAa és a GABAg receptor agonistak gatolnak. A NOP receptoron megvalésulé

NC hatas a hisztaminerg neuronok dezinhibiciojat eredményezi, ami a SP-t

6
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tartalmazo gerincvel6i neuronokon a Hq receptorok aktivalasat idézi el6 (Sakurada et
al. 2004).

A nociceptin és a szerotonin

A raphe magvak, melyekben a kozponti idegrendszeri szerotonin szintézis folyik,
rendkivil gazdagok NOP receptorban és a nociceptint is nagy mennyiségben
tartalmazzak. E teruletek magas NC koncentracioja arra enged kovetkeztetni, hogy a
szerotonerg rendszerre hatva a fajdalomérzés supraspinalis kontrolljaban jatszik
fontos szerepet. Az adatok egyértelmlen igazoljak, hogy a nociceptin a szerotonin-
felszabadulas egyik legfontosabb preszinaptikus modulatora és arra engednek
kovetkeztetni, hogy a nociceptinerg rendszernek fontos szerepe van a kdzponti

idegrendszeri szerotonin-medialt biolégiai funkciok szabalyozasaban.

Patkany nucleus raphe dorsalisban és a nucleus accumbensben valamint cortex-ben
a nociceptin dozisfliggéen gatolja a szerotonin effluxot, mely a NOP receptor
antagonista [Nphe']nociceptin(1-13)NH; -nel gatolhaté (Siniscalchi et al. 1999, Tao et
al. 2007).

Patkany cortex szinaptoszoma szuperfuzatumon nyert igazolast, hogy a NC NOP
receptoron hatva gatolja mind a spontan mind a K'-kivaltotta szerotonin effluxot
(Sbrenna et al. 2000), mely hatassal sem a szelektiv &- receptor agonista deltorphin |
sem a szelektiv p-receptor agonista endomorfin | nem rendelkezik. A NC a
preszinaptikus NOP receptor aktivaciéo révén a kdzponti idegrendszeri szerotonerg

funkciok egyik legfontosabb modulatora (Sbrenna et al. 2000).

A PAG-bdl induld gerincveldi leszallo fajdalom-palya mikodésében a szerotoninnak
fontos szerepe van (Furst 1999). A PAG ventrolateralis részébe injektalt NC igen
erdsen gatolja a szerotoninon kivil a noradrenalin és a GABA felszabadulasat is, mig
a glutamat felszabadulasat serkenti a gerincvel6 hatsé szarvaban. Nociceptin
hatasara a fajdalom-palya kitlintetett szerepl nucl. raphe magnus-aban szintén
er6sen gatolt a szerotonin és a noradrenalin-felszabadulas, de érdekes mddon a
GABA felszabadulas fokozodasat és a glutamat-felszabadulas gatlasat lehetett
tapasztalni. A szintén kitintetett szerepl nucl. reticularis gigantocellularis-ban a

szerotonin- és a glutamin- felszabadulas fokozddasa és a noradrenalin- valamint a
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GABA-felszabadulas gatlasa alakult ki. Az adatok tovabbi bizonyitékat adjak a

nocicetinerg rendszer szerepének a fajdalomérzés szabalyozasaban (Lu et al. 2010).

A Kkis dozisu nociceptin anxiolitikus hatasu, mig nagy dozis anxiogén. Nocistatin
elbkezelés szignifikdnsan csOkkentette a NC hatasat, de ©onmagaban nem
befolyasolta a felderité viselkedést. Az anxiolitikus dézisi NC a hippocampusban
fokozta a szerotonin turnovert, mig az anxiogén dozis csokkentette a szerotonin-

turnovert az amygdalaban (Kamei et al. 2004).

Stressz-hatasnak kitett patkanyokban a NC szerotonin-felszabadulasra gyakorolt
gatld hatasa méginkabb kifejezett. Az adatok felvetik a stressz-kivaltotta kérképekben
a NOP-receptoron hatd vagyluletek potencialis terapias alkalmazhatésagat (Nazzaro
et al. 2009).

Az agykeérgi preszinaptikus NOP receptor kozvetitette 5HT felszabadulast gatlo hatas
egeérben jelentésebb mértékl, mint patkanyokban, ami az egyes allatfajokon mért
adatok Osszehasonlithatésaganak korlataira hivjak fel a figyelmet (Sbrenna et al.
2000, Mela et al. 2004).

Human neocorticalis agyszeleteken a nociceptin mar igen alacsony koncentracioban
gatolja a szerotonin felszabadulast, amit a NOP receptor antagonista J-113397

el6kezelés gatolni képes (Berger et al. 2006).

A nociceptin és a dopamin

A NOP receptor jelentds mértékli expresszalédasa a patkany és az emberi
substantia nigra-ban és a ventralis tegmentalis areaban arra utal, hogy a
nociceptinerg rendszer hatassal van a mozgas-koordinacidé, a motivacio, a hangulat
és a gondolkodas dopaminerg szabalyozasara (Maidment et al. 2002, Norton et al.
2002).

A NOP receptort a substantia nigra pars compacta (SNc) terlletén a dopaminerg
neuronok mintegy 50%-a expresszalja. A nociceptin  mRNS-e legnagyobb
mennyiségben a GABA-erg neuronokban, mig a NOP receptor mRNS-e a

dopaminerg neuronokban van (Norton et al. 2002).
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Tobb allatfajon is igazolast nyert, hogy a NC a NOP receptor izgatasa révén
hatékonyan gatolja a striatumban, az eminencia mediana-ban, a hypothalamus
paraventricularis magjaban a dopamin felszabadulasat és hatassal van a
metabolizmusara (Flau et al. 2002, Shieh and Pan 2001).

A dopamin-transzportert expresszalé CHO sejteken és patkany striatum
szinaptoszoma preparatumon a NC-t hatékony dopamin-visszavétel-gatidonak
talaltak. A NC a GABA-transzportert is gatolja in vitro kisérletekben, és dozisfluggben
gatolja a dopamin és a GABA- felszabadulast, de a glutamaterg transzmissziora
nincs hatassal (Murphy et al. 2004);a NC kozvetett és kdzvetlen hatassal egyarant

képes a dopaminerg neurotranszmissziét befolyasolni (Liu et al. 2001

A NOP receptor szelektiv peptid (UFP-101) és nem-peptid (J-113397) antagonistai
serkent6leg hatnak a nigrostriatalis dopaminerg transzmissziéra és a motoros
funkciokra (Calo et al. 2002), és gatoljak a substantia nigra pars reticulataban a
glutamat felszabadulast. A NOP receptor antagonistak a Parkinson kor kezelésében

Uj gyogyszer-targetként szerepelnek (Marti et al. 2005, Marti et al. 2010).

A ventralis tegmentalis areaba juttatott NC atmeneti gatlas utan er6sen fokozza a
dopamin-felszabadulast és érzékenyiti a sejteket a cocain—hatas irant (Narayanan
and Maidment 1999), gatolja a morfin-, az alkohol-, és az amfetamin-szarmazékok
okozta dependenciat (Zaveri 2011). A cocain-dependencia okozta hatasokat
nemcsak gatolja, de vissza is forditja (Bebawy et al. 2010). A NOP receptor nem-
peptid agonistai (pl. a Ro 64-6198) a drogflggéseg kezelésére klinikai vizsgalat alatt
allnak (Zaveri 2011).

A nociceptin és a noradrenalin

A nociceptinerg és a noradrenerg rendszer kapcsolata a nociceptinnek a
fajdalomérzést, a szorongast, a félelem-érzést, a stressz-tlrést, a tanulast és a
memoriat valamint az opioid dependenciat és toleranciat befolyasolé hatasa alapjan

mar a nociceptin-kutatas kezdeti id6szakaban felmerult (Mogil and Pasternak 2001).

A nociceptin a preszinaptikusan/prejunkcionalisan elhelyezkedé NOP receptor

izgatasaval kozvetett mddon, az ayp-adrenoreceptorok izgatasat valtja ki, mely
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kovetkezményesen és dozisfuggben gatolia a noradrenalin felszabadulast.
(Siniscalchi et al. 2002, Rominger et al. 2002)).

A szelektiv NOP receptor antagonista J-113397 csOkkenti a nociceptin noradrenalin
felszabadulast gatlo hatasat, ezért a NOP antagonistakat a drogfliggdség kezelésére
alkalmas vegyuletekként fejlesztik (Ciccocioppo et al. 2000, Ueda et al. 2000, Koob
2008).

Az amygdala basolateralis complexében, mely kitintetett szerepl az érzelemmel
motivalt tanulasi és memodria-funkcidoban, a nociceptin a noradrenerg rendszeren

keresztul hatékonyan befolyasolja a memdariat (Roozendaal et al. 2007).

A periférian nociceptin sziv- és ér-hatasait, az adrenerg rendszerrel valo

egyutthatasat els6ként Malinowska et al. (2002) foglalta 0ssze.

A NC az artéridkon és a vénakon egyarant hatékony értagitd és jelentbs
bradycardizalé hatasu (Abdelrahman and Pang 2002). A legujabb vizsgalatok a NC
bradycardizalé hatasaban a ggl. stellatum Ca?*-csatornainak gatlasat fontos
tényezének talaltak, mely a G2 and Gp4 fehérjéken valésul meg (Mahmoud et al.
2012).

Kimutatast nyert, hogy a periférias nociceptin és a periférias noradrenalin-szint kdzott
negativ korrelacié van (Hashiba et al. 2003). Egészséges felnéttekben terhelés
hatasara a periférias nociceptin-szint emelkedés mértéke az adrenerg tonus

nagysagatol fugg (Fontana et al. 2010).

A NOP agonista ZP 120, mint hatékony értagité és natrium-sporolé aquaretikus
diuretikum (Simonsen et al. 2008), a fokozott adrenerg ténussal jard
kardiovaszkularis korképekben klinikai vizsgalat alatt all (Mustazza and Bastanzio
2011).

CELKITUZESEK

Vizsgalatainkat a nociceptin-kutatasnak abban a kezdeti id6szakaban inditottuk,
amikor a nociceptinerg rendszer élettani/farmakoldgiai szerepérdl kevés adat allt

rendelkezésre, ill. klinikai jelentésége még nem koérvonalazéddott.

10



dc_520 12
Célul tiiztiik ki:

1. Annak vizsgalatat, hogy mely klinikai korképekben van szerepe a periférias

nociceptin-szint elvaltozasoknak

1.1 Vizsgalni kivantuk, hogy a genetikai determinaltsagu Wilson kér-nak van-e
hatasa a perférias nociceptin-szintre, ill. a NOP receptor aktivitasara

1.2 Vizsgalni kivantuk, hogy az autoimmun eredetl primer biliaris cirrhosis
hatassal van-e a periférias nociceptinerg anyagcserére

1.3 Vizsgalni kivantuk, hogy a hepatocellularis carcinoma, ill. mas daganatos
betegségek hatassal vannak-e a periférias nociceptinerg anyagcserére

1.4 Vizsgalni kivantuk, hogy a primer fejfajas-betegségekben érintett-e a
periférias nociceptinerg anyagcsere

1.5 Vizsgalni kivantuk, hogy akut ischémias stroke valamint krénikus ischémias
kardio-vaszkularis kérképekben valtozik-e a periférias nociceptinerg

anyagcsere

2. Annak vizsgalatat, hogy a streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetes,
mint neuropathias fajdalom-modell hatassal van-e a ké6zponti
idegrendszeri, ill. a periférias nociceptinerg valamint a nocistatin

anyagcsereére

3. Annak allatkisérletes vizsgalatat, hogy a kézponti idegrendszeri

nociceptinerg és hisztaminerg anyagcsere kapcsolatban all- e

4. Annak allatkisérletes vizsgalatat, hogy az ujsziiléttkori nociceptin, ill.
nocistatin —kezelés rendelkezik-e hormonalis imprinting aktivitassal, ill.
befolyassal van-e a kézponti idegrendszer felnéttkori szerotonin és

dopamin anyagcseréjére

5. Annak allatkisérletes vizsgalatat, hogy az acetilkolieszteraz reaktivator K27
és K203 hatassal van-e a kozponti idegrendszeri szerotonin, ill. dopamin

anyagcserere
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ANYAGOK ES MODSZEREK

Allatmodellek

Vizsgalatainkat Wistar (Charles River, Budapest, ill. Toxicoop, Budapest)
patkanyokon végeztuk. Az allatok standard korulmények kozott tartottuk. A mintakat
éter narkozis alkalmazasa mellett (az allatvédelmi szabalyok betartasaval,
engedélyszam:1806/007/2004), a belsé szemzugon at elvéreztettik és a foramen
occipitale magnum-on at vettik a liquort. Az agyrészleteket jéghideg aluminium lapon

preparaltuk (Glowinski and Iversen 1966) mddszere szerint.

A kalium-etiléndiamin-tetraecetsavval (K,-EDTA) alvadasgatolt vérhez azonnal 0,6
TIU/ml aprotinint adtunk proteaz inhibitorként. A vért centrifugaltuk és a plazmat
valamint a liquor mintakat kozvetlenul alkalmaztuk a mérésekhez. A mintakat a

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

Krénikus diabetes, mint neuropathias fajdalom-modell

A streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetes-t a neuropathias fajdalom metabolikus
modelljeként alkalmaztuk (Courteix et al. 1993) .A diabetest a pentobarbitallal
(50mg/ttkg i.p.) altatott allatok (n=50) vena femoralisaba adott streptozotocinnal
(60mg/ttkg, 0,1ml/100g) indukaltuk. A kontroll csoportba tartozé allatok (n=35)
fiziologias sooldatot kaptak. A diabetes indukcidja utan, hetenként ellenériztik a
testtomeg és a vércukorszint alakulasat. A vércukor-szintet GOD-POD (Reanal
Diagnosztika) spektrofotometrias modszerrel mértik (Hitachi U-200, Tokyo, Japan).
Azokat az allatokat tekintettik diabéteszeseknek, melyek vércukorszintje a normal

vércukorszintnek legalabb a haromszorosara emelkedett (>18mmol/l).

A diabétesz kialakulasa utan 2, 4, 8, 12 és 16 héttel az allatok egy-egy csoportjabdl
(n=7) vér- és liquor- mintat vettiink, melyeket a tovabbi feldolgozasig -80°C-on

taroltunk.

12



dc_520 12

Exogén nociceptin hatasanak vizsgalata a hisztamin és a szerotonin

anyagcsereére

Vizsgalatainkban a nociceptint 5,5nmol/allat, a substance P-t (SP) 50nmol/allat, a
Compound 48/80-at 100ug/kg és a cromolynt 1mg/kg dézisban adtuk. A vegyuletek
mindegyikét fiziologidas sooldatban ex tempore oldva, i.c.v. 20ul térfogatban
alkalmaztuk. A kontroll csoport azonos térfogatu, oldészert kapott. Vér- és liquor
mintat vettlink 1 6éraval a Compound 48/80 kezelés és 2 6raval a nociceptin, valamint
a SP kezelést kovetéen. A kombinalt kezelések alkalmaval a cromolyn-t 30 perccel a
Compound 48/80 elétt adtuk.

Betegcsoportok

A vérmintakat a konyokvénabdl reggel 8.00 és 10.00 6ra kozott, éhgyomorra vettuk
Ko-EDTA-val alvadasgatolt vacutainer-be, melyhez azonnal aprotinin proteazgatlot
adtunk. A plazmat centrifugalassal nyertiik és a mintakat -80°C-on taroltuk a mérés

megkezdéséig.

Kiilbnb6z6 etiolégiaju kronikus majbetegségben szenvedbk

A Semmelweis Egyetem l.sz Belgyogyaszati Klinika Hepatolégiai Osztalyanak
vezetdjével, Prof. dr. Szalay Ferenccel alakitottunk ki egylUttmiikddést és vizsgaltuk a
klinikailag jol definialt betegcsoportokban a plazma nociceptin-szintjét. A
vizsgalatokat a helyi Etikai Bizottsag engedélye birtokaban végeztik és a vérmintak

vételének céljardl a vizsgalati személyeket irasban tajékoztattuk.

Wilson-kéros betegek

A vizsgalatban 21 Wilson-beteg vett részt, akik a betegség standard terapigjaként D-
penicillamin kezelésben részeslltek a megfelel§ diétaval kiegészitve. A klinikai
tineteken, a laboratériumi valamint a genetikai vizsgalatokon alapulé diagndézis
megallapitasa és a szérum ceuroloplazmin-vizsgalatok az |.sz. Belgydgyaszati
Klinikan torténtek. Véradok, ill. a betegek egészséges rokonai alkottak a 25 f6bdl allo

kontrol csoportot.
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Primer biliaris cirrhosisban szenvedoék

A vizsgalatban 24 primer biliaris cirrhosis (PBC) diagnézissal kezelt nébeteg vett
részt; Ludwig (Ludwig et al. 1978) szerinti klinikai stadiumbeosztas: 10 f6 PBC Il, 8 f6
PBC Ill, 6 f6 PBC IV), akik a betegség standard terapiajanak mindsuld
ursodeoxycholsav terapiat kaptak (atlagos kezelés ideje 131,3+91,0 hdnap).
Mindegyikuk AMA M2 pozitivitast mutatott és a diagndzis klinikai, laboratériumi és
hisztologiai vizsgalatok alapjan kerult megallapitasra. Hat betegnél majbiopszia is
tortént, mely a cirrhosis tényét igazolta és fokat szdvettani vizsgalat allapitotta meg.

Kontroll csoportként 25 korban illesztett egészséges né szolgalt a véradok kozul.

Hepatocellularis carcinomaban szenveddék

A vizsgalatban 18 els6dleges hepatocellularis carcinomas (HCC) beteg vett részt. A
diagndzis klinikai, laboratériumi, US, CT, MRI vizsgalatok valamint vékonyti
aspiracios cytologiai és hisztoldgiai vizsgalatok alapjan kerult megallapitasra. A
szérum alfa-fotoprotein (AFP) értékek 11 esetben voltak klinikailag szignifikansan
emelkedettek. A daganat atmérék 2,5 és 12 cm tartomanyba estek, metasztazis nem
volt megallapithat6.12 beteg idészakosan nem-opiat tipusu fajdalomcsillapitét
szedett, 6 fbnek nem voltak fajdalmai. A kontroll csoportba 29 egészséges személyt

soroltunk, akik véradok, ill. az egészségugyi személyzet tagjai voltak.

Elsbédleges fejfajasban szenvedbk

A Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinikajaval (dr. Ertsey Csaba) alakitottunk ki
egyuttmikodést és vizsgaltuk a klinikailag jol definialt elsédleges fejfajas-betegek
plazma nociceptin-szintjét. A vizsgalatokat a helyi Etikai Bizottsag engedélye alapjan

végeztik és a vizsgalt személyektél irasos beleegyezé nyilatkozatot kaptunk.

Migrénes betegek

A vizsgalatban 18 migrén-beteg vett részt, akik a migrén roham-terapigjara
alkalmazott gyégyszereken kivil mas gyogyszeres kezelésben nem részeslltek. A
vérmintakat fejfajas-mentes idészakban vettlik. Hat beteg esetében a migrén roham
els6é orajaban is modunk volt vérmintat kapni. Kontroll csoportként 24 egészséges

személy szolgalt.
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Cluster-fejfajasos betegek

A vizsgalatban 14 cluster-fejfajasos beteg vett részt. Betegséguk id6tartama 13,2+
10,6 év volt. Nem szerepeltek a csoportban olyan személyek, akik profilaktikus
terapidban vagy egyéb betegséguk miatt barmely gyogyszeres kezelésben
részesultek. Kontrollként életkor és nem szerint illesztett 22 személybdl allé csoport

szolgalt.

Kardio-vaszkularis korképekben szenvedé betegek
Akut ischémias stroke-betegek

A Févarosi Onkormanyzat Szent Janos Korhaz Neuroldgiai Osztaly és Stroke
Centrum vezetéjével, dr. Folyovich Andrassal alakitottunk ki egyuttmikodést és
vizsgaltuk 32 ischémias stroke-betegek plazma nociceptin és szerotonin valamint
5HIAA szintjét a kérhaz Etikai Bizottsaganak engedélye alapjan. A vénas vért a
korhazba érkezés utani 6 6ran belll gyUjtottuk.A stroke-ot képalkotd vizsgalattal
kimutatott relevans eltérés igazolta, a TIA diagndézisa a klinikai kritériumrendszer

alapjan kerult megallapitasra.

Krénikus stabil angina pectoris és periférias artéria-betegek

A Semmelweis Egyetem Ersebészeti Klinikajan dr. Sétonyi Péterrel kialakitott
egyuttmikodésben vizsgaltuk a klinikailag jol definialt 22 kronikus stabil angina
pectoris (SAP) beteg valamint 12 periférias érbetegek (PAD) plazma nociceptin
szintjét. A vizsgalatok a Semmelweis Egyetem TUKEB engedélye alapjan torténtek
€s a vérminta vételéhez a betegek irasos hozzajarulasukat adtak. Kontroll
csoportként 14 egészséges személy szerepelt, akik semmiféle gydgyszert a vérvételt

megel6z6 7 napban nem vettek be.

Bioanalitikai modszerek

Nociceptin mennyiségi meghatarozasa human plazma, ill. patkany plazma,

liquor, agy, maj és uterus szévetben, a modszer validalasa

A nociceptin szdveti szintjének meghatarozasa validalt '?°|-radioimmunoassay ('*°I-

RIA) modszert dolgoztunk ki. A minta-el6készitési modszer validalasa soran a

nemzetkdzi szabalyoknak megfeleléen megallapitottuk a nociceptin stabilitdsat, a
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modszer reprodukalhatésagat és az extrakcids hatasfokot. A RIA mérésekhez az 1-
128pg/ml tartomanyban, ill. a 10-1280pg/ml tartomanyban mérd '?°-Nociceptin RIA
kit-et hasznaltunk (Phoenix Pharmaceuticals Inc, Belmont, CA, USA, ill. Peninsula
Laboratories, San Carlos, CA, USA). A radioaktivitast 10 mintavaltés y-mérével (BIO-
RAD, Magyarorszag) melyhez ISO-DATA 20/20 (ISODATA, Pittsburg, PA USA)
spline-illesztéssel értékeld szamitdégépes program csatlakozott, ill. RIA-Mat 280 (Byk-

Sangtec, Dietzenbach, Germany) készullékkel hataroztuk meg.

Nocistatin mennyiségi meghatarozasa patkany plazma, liquor, agy, maj és

uterus szovetben, a médszer validalasa

A nocistatin szdveti szintjének meghatarozasa szintén validalt '#I-radioimmunoassay
("I-RIA) modszerrel tortént. A szovetek RIA-mérésre torténd eldkészitése a
nociceptin-méréssel azonos maodon tortént. A RIA mérésekhez az 1-128pg/ml
tartomanyban, ill. a 10-1280pg/ml tartomanyban méré '®I-Nocistatin RIA kit-et
hasznaltunk (Phoenix Pharmaceuticals Inc, Belmont, CA, USA, ill. Peninsula
Laboratories, San Carlos, CA, USA). A radioaktivitast 10 mintavaltés y-mérével (BIO-
RAD, Magyarorszag) melyhez ISO-DATA 20/20 (ISODATA, Pittsburg, PA, USA)
spline-illesztéssel értékelé szamitdégépes program csatlakozott, ill. RIA-Mat 280 (Byk-

Sangtec, Dietzenbach, Germany) készulékkel hataroztuk meg.

Dopamin és metabolitjai (DOPAC, HVA), szerotonin és metabolitjai (5HIAA,
S5HTOL) meghatarozasa optimalizalt HPLC-EC médszerrel

Mintaelokészités

Az agymintdkat 0,8 M-os perklorsavban (PCA) késes homogenizaldval
homogenizaltuk. A szérum, a vizelet, a liquor és a plazma mintakat a 0,8M-os PCA-
val higitottuk majd centrifugaltuk és a feluluszot kozvetlenul hasznaltuk a HPLC

meghatarozashoz N-metil-szerotonin belsé standardot alkalmazva.

A kromatografias rendszer

A kromatografias rendszer PU1580 Jasco pumpat, DG-2080-54 degassert, AS-2057
automata injektort és Decade amperometrias/elektrokémiai detektort, ill. Antec
Leyden Intro Digital amperometrias detektort és JMBS Hercule 2000

Chromatography Interface-t tartalmazott. A kromatografias koriimények a
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kovetkez6k voltak: loop 50ul, hémérséklet 25°C, Eox. 0,65V, érzékenység 10nA,
atfolyasi sebesség 1ml/perc, filter 1,0sec. A méréshez Zorbax RX-C18 4,6x250mm
(5um) analitikai oszlopot (Agilent, USA) és Zorbax RX-C18 4,6x12,5mm (5um),
el6tétoszlopot (Agilent, USA) hasznaltunk. A kromatografias kiértékelés Borwin 1.21,

ill. 1.50 kromatrografias software-rel tortént

A mobil fazis osszetétele: 56,2mmol/l NaoHPO4, 47,9mmol/l citromsav-monohidrat,
0,027mmol/l Na,EDTA, 0,925mmol/l 1-oktanszulfonsav és 75:950 acetonitril/foszfat
puffer. A mobil fazis pH-jat 85% H3;PO4-al 3,7-re allitottuk be.

A Kkalibraciés egyenes felvétele: A moddszert linearisnak talaltuk 10-1000ng/ml
tartomanyban A kalibraciés egyenesek meghatarozasahoz 7 pontos, 3
parhuzamossal mért és a legkisebb négyzetek modszerével szamolt kalibracios
egyenesekre szamoltuk. A kontroll és a kezelt allatok agyhomogenizatumaban
standard addicioval azonositottuk a vizsgaland6 biogén aminokat és kiszamoltuk a

meghatarozas alsé hatarat (LOQ) 1/10 zaj/jel arany mellett

Hisztamin meghatarozasa mikroradioenzimatikus modszerrel

Hisztamin-N-Metiltranszeferaz enzim (HNMT) preparalasa tengerimalac

agyszovetbdl

A HNMT preparalasa (Pollard et al. 1976) modszere szerint tortént. A fellluszo
HNMT-preparatum fehérjetartalmat 3,8mg/ml-re Aallitottuk be. Az egy kisérlethez

sziikséges enzim-mennyiségeket -20 °C-on taroltuk, legfeljebb 14 napig.

A hisztamin szoveti szintjének meghatarozasa

A hisztamin szdveti szintének meghatarozasa (Taylor and Snyder 1972) mddszere
szerint tortént. A *H-N"-metil-hisztamint-t 400ul kloroformba extrahaltuk majd az
elegyet centrifugalasnak vetettik ala, a fellluszét haromszor mostuk, ismét
centrifugaltuk, végul a kloroformos fazist szarazra paroltunk és a radioaktivitasat
Ultima Gold (Packard, Hollandia) szcintillacios koktélban folyadékszcintillacios

modszerrel (Beckmann 9000) hataroztuk meg.
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Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) meghatarozasa optimalizalt
HPLC-UV és HPLC-EC médszerrel patkanyagy, liquor, szem és

szérum mintakban

A vegyuletek biolégiai kozegbdl torténé meghatarozasara olyan optimalizalt médszert
kellett kidolgoznunk, mellyel a K-vegyllet és a biogén aminok valamint ezek
metabolitjai egymas mellett meghatarozhatok (Gyenge et al. 2006, Tekes et al.
2006b).

A K27 plazma-felezési idejének meghatarozasahoz és a kromatografias csucs

azonossaganak igazolasara HPLC-MS moédszert alkalmaztunk.

A Waters HPLC rendszer 717-plus autoinjektorbdl, 515 HPLC pumpabdl és egy 486
Tunable absorbance detektorbol allt, melyet 286 nm-en hasznéltunk. A
kromatogramokat Millenium Software of Waters rendszerrel értékeltik ki.
All6fazisként Supercosil LC8 (250mmx4,6mm, 5um) szolgalt . A mozgd fazis 8%
metanol és 92% foszfat-puffer elegye volt (pH=2,6), mely 1uM I-octane sulfonsav
natrium monohydratot tartalmazott. Az aramlasi sebesség 1ml/perc, a hémérséklet
26°C és az injektalt térfogat 20ul volt.

A HPLC-MS készulék 1100 HPLC/MSD SL rendszer volt, mely binaris pumpat,
degassert, automata injektort, diédasoros detektort, termosztatot és MSD-t
tartalmazott. Pozitiv ionizacios elektrospray modot és 100-1000 amu tartomanyt
alkalmaztunk. A “step size” 0,2 perc, a gaz aramlasa és hédmérséklete 13 I/perc és
350 °C, a kapillaris fesziiltség 3000 V volt. Az alléfazis Agilent Zorbax Eclipse XDB-
C8 (4,6x150mm, 5um), a mozgofazis pedig methanol/0,1M ammoniumacetat 8/92

aranyu keveréke volt. A detektalast 286nm-en végeztuk.

Az allatok kezelése

Néstény Wistar patkanyokat 50umol/0,5ml K27 vizes oldataval kezeltunk i.p., ill. i.m.,
majd 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 és 240 perc elteltével (n=8x5 mindkét adagolasi mod
esetében) a szemzugon at tortént elvéreztetésbdl nyert vért Ky-EDTA-val
alvadasgatolt vacutainer-be gyujtottik és a plazmat centrifugalassal nyertik. A
plazma-mintakat a HPLC mérések megkezdéséig -80°C-on taroltuk (engedélyszam:
1810/003/2004 ANTSZ, Budapest).
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Mintael6készités

A plazma aliquot-jaihoz 10%-os TCA-t adva fehérje-mentesitettink, majd

centrifugaltunk és a viztiszta felluluszot kozvetlendl injektaltuk.

A K27 meghatarozasa optimalizalt HPLC-EC modszerrel patkanyagy, liquor és

szérum mintakban

K27 esetében a 0,8M-os PCA-ban oldott K27 torzsoldatbdl felvett 7 pontos, harom
parhuzamosal készult kalibracié az 5-200ng/ml tartomanyban linearitast mutatott (a
regresszios egyenes egyenlete y=165661x-70858, a korrelaciés koefficiens értéke
r’=0,9985). A K27 oldat egy napon belilli stabilitasa megfelelének bizonyult (100+5%
SD). A mennyiségi meghatarozas alsé hatara (LOQ) 10ng/ml.

A kontroll allatok agyhomogenizatumanak fellluszéjabdl felvett K27 kalibracios
egyenes 5-200ng/ml koncentraciotartomanyban szintén linearisnak mutatkozott (a
regresszios egyenes egyenlete y=136641x-1529392, a korrelacios koefficiens értéke
r’=0,9902). Az International Conference on Harmonization (ICH) Topic Q2B
szamitasok szerint a mddszer egy napon bellli és napok kozoétti pontossag és
torzitatlansag értékei elfogadhatéonak bizonyultak a vizsgalt koncentracié

tartomanyban.

A K203 plazma-felezési idejének, vér-agy-gat atjarhatésaganak és a szemben
kialakul6 koncentracioja id6fiiggésének meghatarozasa HPLC-UV és HPLC-EC

modszerrel
Az allatok kezelése

Him Wistar patkanyokat 50umol/0,5ml K203 vizes oldataval kezeltink i.m., majd
5,15, 30, 45, 60, 120 és 240 perc elteltével (n=7x5) a szemzugon at tortént
elvéreztetésbdl nyert vért Ko-EDTA-val alvadasgatolt vacutainer-be gyujtottik és a
szemet valamint az agyrészleteket a K27 esetében leirtak szerint készitettuk el6 a
HPLC mérésekre (engedélyszam: 1810/003/2004 ANTSZ, Budapest).

Statisztikai analizisek

Az eredmények kiértékelését az adott vizsgalatsornak megfelel6 statisztikai

programmal végeztik. Az allatkisérleteket 95%-0s szignifikancia-szint mellett Student
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féle kétmintas t-prébaval értékeltik. A majbetegek, az elsédleges fejfajasban
szenvedbk és az ischémias stroke-betegek esetében Mann-Whitney U-tesztet,
masrészt Lillifors modszer szerinti Kolgomorov-Smirnov tesztet alkalmaztunk. Az

Osszefuggések értékelésére Spearman, ill. Pearson korrelaciot hasznaltunk.

A Kkardio-vaszkularis betegek csoportjaiban Brown-Forsythe ANOVA tesztet és
Games-Howell post-hoc tesztet alkalmaztunk. Faktor-analizist hasznaltunk a betegek
valtoz6 paraméterei és a plazma nociceptin-szint kozotti, esetleg nem latszé
Osszefuggések feltarasara. A betegek folyamatos jellemzéi és a plazma nociceptin-
szint kozotti dsszefliggések feltarasara linearis €és nem-linearis regressziés modszert
alkalmaztunk. A statisztikai analiziseket a Statistica 8.0 (StatSoft Inc. Tulsa, OK,
USA), SPSS 15.00 (SPSS Inc. Chicago, IL. USA) programokkal, ill. sajat programmal
végeztuk, mely MATLAB szoftver kérnyezetben muikodott (The MathWorks Inc.
Natick, MA. USA).

EREDMENYEK

Kulonboz6 etiolégiaju krénikus majbetegségben szenveddk plazma

nociceptin szintje

Vizsgalatainkat a nociceptin-kutatas azon kezdeti idészakaban inditottuk, amikor
mindossze ot Kklinikai vonatkozasu kozlemény jelent meg a nociceptinnel
kapcsolatban, de egyik sem foglalkozott a nociceptin és a kronikus majbetegségek
Osszefuggéseivel, holott az allatkisérletes adatok és in vitro vizsgalatok szerint a
NOP receptor mRNS-ének rovid és hosszu variansai is jelen vannak a majban
(Wang et al, 1994).

Wilson-kéros betegek

A plazma nociceptin-szint az egészséges kontroll személyekben 9,18+ 2,44 (pg/mlt
SD), mig a Wilson-betegekben 14,87+1,63 (pg/ml+ SD) értéknek adddott, mely p<
0,001 szinten szignifikdns. Az adott csoporton belll a férfiak és a nék plazma
nociceptin-szintje kozott nem volt kulonbség. A betegek csoportjaban a plazma

nociceptin-szint nem mutatott korrelaciét sem a majfunkcios értékekkel, sem a
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szérum réz-szintekkel, sem a neuroldgiai tiinetek mindségével, sem a klinikai tlinetek

megjelenése o6ta eltelt idével sem a D-penicillamin-kezelés id6tartamaval.

Primer biliaris cirrhosisban szenvedd6k

A betegek klinikai stadium-beosztasat figyelmen kivil hagyva a kontroll ndék
8,94+1,49 (pg/mIxSD) értékével szemben a PBC csoportban 15,88 112,57
(pg/mlI£SD) értéket kaptunk, (p< 0,001). A PBC Il. stadiumaban lévék (n=10)
esetében a plazma nociceptin-szint 10,97+3,24 (pg/mi+SD), a PBC Ill. stadiumu
betegek esetén (n=8) 12,32+ 2,75 (pg/mitSD) és a PBC IV. csoportban (n=6)
28,20+£21,24 (pg/mi+SD) volt, mely értékek a kontroll csoportéhoz viszonyitva

p<0,01, p<0,05 és p<0,001 szinten szignifikans eltérést mutattak.

A plazma nociceptin-szint pozitiv korrelaciot mutatott a SeBi (r=0,46, p<0,05), az
ASAT (r=0,43, p<0,05) és az ALP (r=0,44, p<0,05) értékekkel, de nem talaltunk

korrelaciot az ALAT és a GGT értékek esetén.

Hepatocellularis carcinomaban szenveddk

A PBC IV. csoport betegei kozott az egyik nébeteg plazma nociceptin-szintje
kimagasloan magas értéket mutatott. A klinikai vizsgalatok bizonyitottak a
hepatocellularis carcinoma kialakulasat. Ez iranyitotta a figyelminket a
hepatocellularis carcinomas (HCC) betegek plazma nociceptin-szintjének vizsgalata

fele.

Mig az egészséges kontrol csoport plazma nociceptin szintje 9,2 + 1,8 (pg/mlt+ SD)
értéknek adddott, a HCC csoportban egy nagysagrenddel (!!) magasabb, 105,9+14,4
(pg/mlI£SD) értéket tapasztaltunk.

A plazma nociceptin szint nem korrelalt sem a tumor méretével, sem a majfunkcio
klinikai paramétereivel. A fajdalomrdl panaszkodd betegek (104,9+14,9pg/mIitSD,
n=12) és a fajdalom-mentes csoport plazma nociceptin-szintjei

(107,7£14,5pg/mI+SD, n=6) kdz6tt szignifikans kilénbség nem volt.

A kiulonboz6 etioldgigju daganatos betegek (n=30) értékei, akik esetében tumor
hepatis(n=9), tumor pulmonalis (n=9), pancreas carcinoma (n=1), choledochus

carcinoma (n=1), hypernephroma (n=1), medulloblastoma (n=1), acut lymphoid
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leukémia (n=2), emlédaganat (n=4) és prostata carcinoma (n=2) volt a diagndézis a

kontroll csoportéhoz viszonyitva szintén egy nagysagreddel magasabbnak adodtak.

Elsédleges fejfajasban szenveddk

A nociceptin-rendszer és a fajdalom kozti 6sszefliggés jelenleg is fontos kérdése a
nociceptin-kutatasnak. Vizsgalatainkat akkor kezdtuk, amikor mindossze harom
klinikai publikacid (Brooks et al. 1998, Ko et al. 2002, Anderberg et al. 1998)
ellentmondasos adatai voltak ismertek a fajdalom és a plazma nociceptin-szint
Osszefuggése vonatkozasaban, bar ezek egyike sem foglalkozott a nociceptinerg

rendszer szerepével elsédleges fejfajasokban.

Migrénes betegek

A migrénes betegek csoportjaban a plazma nociceptin szint a fajdalom-mentes
periodusban (az utolsé migrén-roham utan atlagosan 72,15+42,4 6raval és a vérvétel
utani roham el6tt atlagosan 56,9+40,3 oraval) a kontroll csoport 9,74+2,43pg/mi+SD)
ertékénél p<0,0001 szignifikancia érték mellett alacsonyabbnak (5,79+1,82pg/mi+SD)
adodott. Ha az auraval komplikalt migrénesek értékeit (n=4) és az aura nélkuli
migrénes betegek (n=14) értékeit kildn abrazoljuk, mindkét alcsoportban a kontroll
értéknél szignifikansan alacsonyabb plazma nociceptin szintet talalunk, de a két

alcsoport kozott nincs szignifikans eltérés.

Az aura nélkuli migrénes betegek kozul 6 esetben a migrén-roham idején is kaptunk
vérmintat. A fejfajas-ronam idején a plazma nociceptin szint tovabbi szignifikans

csOkkenést mutatva 1,04+0,17 (pg/ml £SD) értékre zuhant.

A nociceptin-szint szignifikans korrelaciét mutatott a mintavételt megel6z6 honapban
bekovetkezett migrén-rohamok szamaval, de nem korreldlt az életkorral,a betegség
fenndllasanak id6étartamaval, az egyes rohamok id6tartamaval, a vérvétel és az azt
megeldz6, ill. a mintavétel utan bekovetkezé elsd rohamig eltelt idovel és a betegek

életkoraval.

Cluster-fejfajasos betegek

A cluster-fejfasaban szenved6ktél az egyik minta-sorozatot a fejfajas-mentes

periodusban, a masik minta-sorozatot a fejfajasos periodusban, de legalabb 3 ora
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elteltével az akut fejfadjas-roham utan gyujtottik. A fejfajasos periodusban a kontroll
csoport  9,58+2,57 (pg/mI£SD)  értékénél szignifikansan alacsonyabb
(4,91+£1,96pg/mIxSD, p<0,01) plazma nociceptin értékeket tapasztaltunk. Ugyanezen
betegektdl a fejfajas-mentes periddusban kapott vérmintak plazma nociceptin szintje

8,60+1,47pg/ml+SD értéket mutatott, mely a kontroll csoportétdl nem kulonbozik.

A plazma nociceptin-szint nem mutatott korrelaciét sem az életkorral, sem a
betegség fennallasanak idejével, sem a fejfajas-rohnamok id6étartamaval sem az

egyes rohamok napi szamaval.

Kardio-vaszkularis korképekben szenvedd betegek

Vizsgalataink inditékat azok az in vitro és in vivo allatkisérletes adatok képezték
(Malinowska et al. 2002, Champion and Kadowitz 1997) melyek egyértelmien
igazoltdk az exogén nociceptin direkt és indirekt hatasat a kardio-vaszkularis
rendszerre (vérnyomascsokkenés, bradycardia, vasodilatacid), ill. kapcsolatat a

biogénamin rendszerrel. (Armstead, 2000)

Akut ischémias stroke-betegek

A kontroll személyek plazma nociceptin-szinte a KO csoportban 9,9+1,75
(pg/miI£SD), a K1 csoportban 10,1+1,56 (pg/mlItSD), értéket mutatott. Miutan nincs
szignifikans kulonbség a két kontroll alcsoport kozott eredményeiket egyesitve
alkalmaztuk a stroke-betegekkel valé dsszehasonlitasban. A stroke betegek értéke,
ha az ischémias stroke anatémiai helyét nem vesszik figyelembe, akkor 17,37+3,3

(pg/mlI£SD), mely p<0,01 szinten szignifikans.

Kroénikus stabil angina pectoris és periférias artéria-betegek

A stabil angina pectoris-betegek eredményeit a 2. abran foglaltuk 6ssze:
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2. abra
Plazma nociceptin szint stabil angina pectoris-ban a klinikai alcsoportok szerint
(SAP-AS: stabil angina pectoris degenerativ kalcifikalt aorta stenosissal, SAP-M:
stabil angina pectoris tdbbsz6rds coronaria stenosissal, SAP-S: stabil angina pectoris

egyszeres coronaria stenosissal)

Az atherosclerosis miatt periférias artéria-beteg kozul kilenc mutatta a sulyos
claudicatio intermittens tuneteit (séta-tavolsag<100m), harman nyugalmi fajdalomrol
panaszkodtak és gangréngjuk is volt, de egyikik sem szenvedett éjszakai
fajdalomtol. A nyugalmi fajdalom csillapitdsara tramadol-kezelést kaptak és a
vérvétel idején legalabb 7 napig sem claudicatio sem nyugalmi fajdalom nem

jelentkezett esetlikben.

A periférias artéria-betegek esetében a SAP-betegekhez hasonléan a plazma
nociceptin szintjének szignifikans csdokkenését (6,99+0,44pg/ml+SD) tapasztaltuk a

kontroll csoport értékeihez (9,50 0,84pg/mlI+SD) viszonyitva.

A nociceptin és nocistatin pathophysiologiai szerepének vizsgalata

allatkisérletekben

A nociceptin, a nocistatin és a kronikus diabetes, mint neuropathias fajdalom-

modell

A plazma és a CSF nociceptin-szintjének alakulasat a 3. abra mutatja:
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3. abra
Streptozotocinnal indukalt kronikus diabetes hatasa patkanyok plazma és CSF

nociceptin-szintjére az id6 fuggvényében

A plazma és a CSF nocistatin-szintjének alakulasat a 4. abra mutatja:

®
=

plazma nocisztatinszint (pg/mit SD)

CSF nocisztatinszint (pgfD,1ml = SO)
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4. abra
Streptozotocinnal indukalt kronikus diabetes hatasa patkanyok plazma és CSF

nocistatin-szintjére az id6 fuggvényében
Exogén nociceptin hatasa a kézponti idegrendszeri hisztamin és
szerotonin szintre

A nociceptin (5,5 nmol/allat) hisztamint felszabadité hatasanak maximumat a beadas
utan 120 perccel mértuk, ekkor a kontroll hisztamin-szinthez (4,5+0,5ng/mI+SD, n=5)

képest kozel masfélszeres koncentraciot tapasztaltunk, mely 180 percnél mar
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csOkkenést mutatott. A hisztaminszint emel6 hatas maximuman (120 perc) a liquor

szerotonin-szintjének szignifikans csdkkenése volt megfigyelhetd.

A hizésejt degranulald Compound 48/80 (100ug/kg i.c.v.) utan 60 perccel a liquorban
8,5+3,1 (ng/mIxSD), szignifikansan magasabb (p<0,05) hisztamin-értéket mértiink, a

szerotonin-szint azonban nem valtozott.

Az i.c.v. adott nociceptin a plazmaban sem a hisztamin, sem a szerotonin szintre
nem volt hatassal. A Compound 48/80 azonban szignifikansan megemelte a
plazmaban mind a hisztamin, mind pedig a szerotonin-szintet (Tekes et al. 20053,
Tekes et al. 2006b).

Nociceptinnel, nocistatinnal és p-endorfinnal eléidézett hormonalis
imprinting hatasa a noradrenalin, a dopamin és a szerotonin

anyagcserére

A ,hormonalis imprinting” patkanyokon is sokszorosan igazolt nyert (Salganik et al.
1978, Nagy et al. 1983).A nociceptin-kutatas kezdeti id6szakatol ismert volt, hogy az
exogén nociceptin jelentés hatassal van a bigénaminok (szerotonin, dopamin,
noradrenalin) anyagcseréjére (Werthwein et al. 1999, Siniscalchi et al. 1999,
Schlicker and Morari 2000).

Eredményeink igazoltak, hogy az ujszulottkori nociceptin kezelés irant az egyes
agyteruletek kilonbdzé érzékenységet mutattak. Csdkkent dopamin-szintet talaltunk
mindkét nemben a striatumban, mig a metabolitia (HVA) emelkedett szdveti szintjét
tapasztaltuk az agytorzsben. A szerotonerg rendszer érintettsége minden vizsgalt
agyteruletben (hypothalamus, hippocampus, striatum, agytorzs, frontalis kéreg)
megfigyelhet6 volt. Klilondsen érzékenynek a hypothalamus szerotonerg rendszerét
taldltuk, ahol az emelkedett szerotonin és 5HIAA szintek mindkét nemben fokozott

szerotonerg aktivitasra utalnak.

A nocistatinnal végzett ujszulottkori imprinting-kisérleteink azt mutatjak, hogy a
nocistatin irant fokozott a biogénamin-anyagcsere érzékenysége minden vizsgalt

agyteruletben és mindkét nem esetében.
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Az ujszulottkori B-endorfinnal végzett imprinting vizsgalatainkban a nocistatin-szint
igen erételjes (a kontrollhoz képest mintegy nyolcszoros) emelkedését tapasztaltuk
mind a him mind a néstény patkanyokban, mig a -endorfin imprinting a nociceptin-

szintre nem volt hatassal.

A szerotonerg ingerlletatvitelre gyakorolt hatast a szerotonin (5HT) és savas
karakter0 metabolitia, az 5HIAA szOveti szintjeinek meghatarozasaval és a
szerotonin turnover- értékek (SHIAA/SHT) kiszamolasaval jellemeztuk A B-endorfin-
imprinting minden vizsgalt agyteruletben (hypothalamus, hippocampus, frontalis
kéreg, agytorzs) igen erételjes szerotonin-turnover fokozddast okozott, mely a him
allatok agresszivitdsanak, szexualis aktivitasanak fokozddasaban, a néstény allatok
esetében pedig csokkenésében is tukr6z6dott (Tekes et al. 2003). A B-endorfinnal
végzett imprinting kivaltotta szerotonin-szint csokkenés és S5HIAA szint emelkedés
(5HT turnover fokozodas)  vizsgalataink alapjan nem eldonthetéen vagy a
megemelkedett nocistatin-szintnek vagy a nocistatin hatasahoz hozzaadodéan a -

endorfin kozvetlen hatasanak is betudhato

Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) hatasa a kozponti
idegrendszeri biogénaminok és metabolitjaik (szerotonin, dopamin,
noradrenalin, SHIAA és HVA) patkany agy, liquor és szérum

koncentracioira.

Mindkét vizsgalt vegyulet a kolineszterazt irreverzibilisen bénité organofoszfatok
okozta mérgezések potencialis uj antidétumaként kerult szintetizalasra a K. Kuca
(Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Defence University,
Hradec Kralove, Czech Republic) vezette munkacsoportban. Ismert, hogy egy idealis
antidotumnak minden olyan viztérbe el kell jutnia, amelybe a mérgez6 anyag is eljut,
de elénytelen, ha énallé farmakoldgiai hatassal rendelkezik. igy vizsgalni kivantuk,
hogy az el6zetes toxikologiai tesztekben és in vitro kisérletekben a két
legigéretesebbnek mutatkozé K-vegyllet (K27 és K203) milyen vér-agy gat (BBB)
atjarhatéosagot mutat, ill. van-e hatassal a kozponti idegrendszeri biogénamin

anyagcserére.

27



dc_520 12

El6zetes farmakokinetikai vizsgalatainkban (Gyenge et al. 2007, Tekes et al. 2006d)
megallapitottuk, hogy 50umol K27 i.m. beadasa utan 60 perccel az agyszovetben a
vérkoncentracionak mintegy 6%-at kitevd mennyiségben (2506+217ng/mg nedves

szovet+SD), mig a liquorban 1439+187ng/mI+SD mennyiségben van jelen.

A 50umol K27 i.m. beadasa utan 60 perccel a teljes agyszévetben mért biogénamin
szintek nem kulonboztek a kontrol értékektél. A K203 15 perces adatai a szerotonin-
turnover csokkenését mutatjak a kisagyban, a hippocampusban, a hypothalamusban
és a frontalis kéregben egyarant, de a gerincvel6ben, a striatumban és a nyultagyban
a K203 nem befolyasolta a szerotonin turnovert. A 15 percnél mért szerotonin-
turnover-csdkkenés 60 percnél mar nem mutathato ki csak a frontalis kéregben, ahol
a 60 perces eéerték szignifikdnsan magasabb a 15 perces értéknél, de meég
szignifikansan alacsonyabb a kontrollnal, azaz 60 percnél mar mintegy ,rendezdédni

latszik” a K203 kivaltotta szerotonerg anyagcsere-zavar.
AZ EREMENYEK MEGBESZELESE

Plazma nociceptin szint kiilonb6z6 kérképekben

Uj megkozelitést hoztak vizsgalataink abban a vonatkozasban, hogy az endogén
nociceptin-szintek mérésével kerestuk azokat a human megbetegedéseket,

melyekben a nociceptinerg rendszer érintettsége, klinikai jelentésége megallapithato.

Kiilonb6z6 etiolégiaju kronikus majbetegségben szenveddk

A nociceptin és majbetegségek kapcsolatanak elemzése munkacsoportunk

vizsgalataival kezd6dott.

Wilson-koéros betegek

Megallapitottuk (Hantos et al. 2002a, Hantos et al. 2002b), hogy Wilson kérban a
plazma nociceptin-szint szignifikansan magasabb (p<0,001), mint az egészséges

kontroll személyekben.

Adataink arra utalnak, hogy a Wilson betegekben a nociceptin inaktivaciojaért felelés

Zn-metalloproteazokban (APN és endopeptidaz 24.15) a toxikus mértékl és kronikus
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réz-felhalmozédas miatt Zn-Cu csere kovetkezik be, mely az enzimek gatlasat, igy a
plazma nociceptin szintjének szignifikans emelkedését okozza. Wilson betegekben

tehat a nociceptinerg jelatvitel tartos fokozdédasaval kell szamoilni.

Primer biliaris cirrhosisban szenvedoék

Vizsgalatainkban 24 nébeteg adatai alapjan a plazma nociceptin-szintjének
szignifikans  (p<0,001) emelkedését tapasztaltuk. @ Eredményeink alapjan
feltételezhetd, hogy az antimitokondrialis antigén kotédés és a citotoxikus reakcio, a
gyulladas, progressziven karositva a majparenchima sejtek muikddését
kovetkezményesen vonja maga utan a plazma nociceptin szint emelkedését (Hantos
2003, Horvath et al. 2004).

Hepatocellularis carcinomaban szenveddék

Vizsgalataink bizonyitottak (Hantos 2003, Horvath et al. 2004, Szalay et al. 2004),
hogy a HCC-s és minden vizsgalt daganatos betegcsoport esetében a kontroll
ertéknél nagysagrenddel magasabb a plazma nociceptin szint. Adataink Kklinikai
vizsgalatokban az immunszuppressziv folyamatok és a nociceptinerg rendszer
Osszefuggéseit igazoljak. A majcirrhosis és hepatocellularis carcinoma
vonatkozasaban Fisher 344 patkanyokon létrehozott allatkisérletes modellen is
megerdsitettik a klinikai anyagon igazolt eredményeinket, mely vizsgalatok Hantos

Monika PhD disszertaciéjanak részét képezi (Hantos 2003).

Elsédleges fejfajasban szenvedb6k
Migrénes betegek

Az aktualisan rohammentes migrén betegek plazma nociceptin-szintjét szignifikansan
(p<0,0001) alacsonyabbnak talaltuk, mint az egészséges kontroll személyekét. A
nociceptin gatlé szerepe a dura neurogén vazodilataciojara (Hou et al. 2003) és
kapcsolata a CGRP -vel a nociceptinerg rendszert a migrén terapiajaban uj
célpontnak jeldli (Goadsby 2004). Az a medfigyelésunk, miszerint a migrén-roham
alatt a plazma nociceptin szintje tovabbi dramai csdkkenést mutat, tovabbi
megerdsitését adja a nociceptin-rendszer funkcionalis jelentéségének a migrénes

fejfajas kialakulasaban.
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Cluster-fejfajasos betegek

A cluster fejfajas és a plazma nociceptin-szintje vonatkozasaban irodalmi adatok nem
allnak rendelkezésre. (A Phoenix Peptides honlapjan referencia-értéknek a mi mérési
eredményeink szerepelnek). Az a megfigyelésunk, hogy a cluster- betegek fejfajasos
periodusaban szignifikdansan alacsonyabb a plazma nociceptin szint, de a fejfajas-
mentes periddusban a vérmintak nociceptin-szintie a kontroll értékre emelkedik
vissza, azt latszik bizonyitani, hogy a cluster fejfajas esetében is funkcionalis szerepe

van a periférias nociceptin-szintnek.

Kardio-vaszkularis korképekben szenvedé betegek
Akut ischémias stroke-betegek

Az ischémias stroke-betegektdl a kérhazba kerulés idejétél szamitott 6 6ran belll
gyujtott vérmintdkban a plazma nociceptin szintet szignifikdnsan magasabbnak
talaltuk. Az ischémias stroke anatomiai helye nem befolyasolta a nociceptin-szint
emelkedés mértékét (Tekes et al. 2006a). Vizsgalatainkban a szerotonerg
neurotranszmisszio érintettségét mutattuk ki akut ischémias stroke-ban; a plazma
szerotonin-szintjének valtozasat nem tapasztaltuk, de szignifikans emelkedést

mértink a metabolitjanak (SHIAA) szintjében.

Krénikus stabil angina pectoris és periférias artéria-betegek

Megallapitottuk (Krepuska et al. 2011), hogy atherosclerosis talajan kifejl6dott
kronikus angina pectoris esetében a krénikus ischémias klinikai allapotban a plazma
nociceptin-szintjie a kontroll értéktél szignifikansan alacsonyabb. A mutéti
beavatkozasra vard, sulyosan és hosszu ideje ischémias periférias artéria-betegek
esetében szintén szignifikdnsan alacsonyabb plazma nociceptin-szinteket talaltunk.
Adataink tikrében felmerll a kérdés, hogy az alacsony plazma nociceptin-szint a
kronikus ischémias Aallapot kovetkezményeként jon-e Iétre vagy elbrejelzd

informacioval szolgal-e kardio-vaszkularis betegség kialakulasara.
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A nociceptin és nocistatin pathophysiolégiai szerepének vizsgalata

allatkisérletekben

A nociceptin, a nocistatin és a kronikus diabetes, mint neuropathias fajdalom-

modell

A streptozotocin-indukalta kréonikus diabetes neuropathias fajdalom-modell
vizsgalatainkban (Tekes et al. 2005b) 16 hétig kovetve a plazma és a CSF nociceptin
szintjét az emelkedés egyik szOvetben sem érte el a szignifikans szintet. Ugyanakkor
a nocistatin szinteket mindkét szovetben a kontroll értéknél szignifikansan
magasabbnak talaltuk a diabetes fennallasanak 8. hetétdl a teljes vizsgalati
id6északban. Adataink a nociceptin-nocistatin rendszer dinamikus valtozasara utal a
betegség el6rehaladasaval. Fontosnak tartanank klinikai anyagon is vizsgalni a

nociceptinerg rendszer szerepét diabetesben.

Exogén nociceptin hatasa a ké6zponti idegrendszeri hisztamin és szerotonin

szintre

Adataink azt bizonyitjak, hogy a nociceptin a kdzponti idegrendszerben fokozza mind
a hizésejtekbél, mind a neurondlisan jelenlévd hisztamin kiaramlasat. Az a
megfigyelésink, hogy a NC szignifikdnsan csokkenti a kozponti idegrendszeri
szerotonin-szintet 6sszhangban all az irodalmi adatokkal (Siniscalchi et al. 1999,
Sbrenna et al. 2000, Mela et al. 2004, Berger et al. 2006).

s

Nociceptinnel, nocistatinnal és f-endorfinnal eléidézett hormonalis imprinting

hatasa a dopamin és a szerotonin anyagcserére

Eredményeink igazoltdk, hogy nemcsak a B-endorfin, de a nociceptin és a nocistatin
is rendelkezik imprinting aktivitassal, azaz az ujszulottkori imprinting hatasa a
felnbttkoru patkanyok kozponti idegrendszerében (Csaba and Tekes 2005) igen

erbteljesen befolyasolja mind a szerotonin mind a dopamin neurotranszmissziot.

Ujsziiléttkori nociceptin imprinting

A nociceptin kezelés irant az egyes agyteruletek kilonbdzé érzékenységet mutattak
(Tekes et al. 2009c). A szerotonerg rendszer érintettsége minden vizsgalt

agytertletben (hypothalamus, hippocampus, striatum, agytorzs, frontalis kéreg)
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megfigyelhetd volt. Eredményeink j0 0Osszhangot mutatnak azokkal az irodalmi
adatokkal, melyekben a nociceptin a szerotonin felszabadulas egyik legfontosabb
preszinaptikus modulatoranak mutatkozott (Siniscalchi et al. 1999, Sbrenna et al.
2000, Schlicker and Morari 2000, Lu et al. 2010). Az a megdfigyelésiunk, hogy a
nociceptin imprinting a frontalis kéreg noradrenalin- szintjének csokkenését okozza,
j6 6sszhangot mutat (Marti et al. 2003) in vitro adataival, aki patkanyagy frontalis
kéreg-preparatumon a nociceptint erdteljes noradrenalin-felszabadulast okozo6

anyagnak talalta.

Ujsziiléttkori nocistatin imprinting

A nocistatinnal végzett ujszuldttkori imprinting-kisérleteink azt mutatjak, hogy a
nocistatin irant fokozott a biogénamin-anyagcsere érzékenysége minden vizsgalt

agyteruletben és mindkét nem esetében.

Ujsziiléttkori p-endorfin imprinting

A B-endorfinnal végzett imprinting vizsgalatainkban (Tekes et al. 2004, Csaba et al.
2003a) a nocistatin-szint igen erételjes (a kontrollhoz képest mintegy nyolcszoros)
emelkedését tapasztaltuk mind a him mind a néstény patkanyokban, mig a pB-
endorfin imprinting a nociceptin-szintre nem volt hatassal. Figyelemre mélto, hogy a
B-endorfin imprinting csak a nocistatin szintjét emelte. A B-endorfin-imprinting minden
vizsgalt agyteruletben igen erGteljes szerotonin-turnover fokozédast okozott, mely a
him allatok agresszivitasanak, szexualis aktivitasanak fokozédasaban, a ndstény
allatok esetében pedig csdkkenésében is tukroz6dott (Tekes et al. 2004, Csaba et al.
2003a).

Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) hatasa a kozponti
idegrendszeri biogénaminok és metabolitjaik (szerotonin, dopamin,
noradrenalin, SHIAA és HVA) patkany agy, liquor és szérum

koncentracioira.

A biszpiridinium aldoximok kdzponti idegrendszeri biogénamin anyagcserére
gyakorolt hatasanak vizsgalataval munkacsoportunk foglalkozott elséként.

Optimalizalt HPLC maodszert dolgoztunk ki az organofoszfat-mérgezések potencialis
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Uj antidétumai (K-vegyuletek) kozul a legigéretesebbek (K27 és K203)
bioanalitikajara (Gyenge et al. 2007, Tekes et al. 2006d), vizsgaltuk ezen rendkivl
hidrofil vegyuletek kozponti idegrendszerbe vald bejutdsanak meértékét és
idéfuggéseét (Laufer et al. 2010, Szegi et al. 2010). pralidoximmal Osszevetésben
(Kalasz et al. 2009b) valamint ennek mechanizmusat (Lorke et al. 2008). Adataink
alapjan felmeril, hogy a K-vegylleteknek a vér-agy gaton (BBB) és a vér-liquor-

gaton (BCSFB) valo atjutasaban hordozofehérje jatszik kozre (Lorke et al. 2008).

A K27 esetében 60 perccel a beadas utan nem tapasztaltunk valtozast az agyi
biogénamin szintekben. A K203 15 perccel a beadas utan a szerotonin-turnover
csOkkenését mutatjak minden vizsgalt agyteruletben, de 60 percnél mar rendezédik a

K203 kivaltotta szerotonerg anyagcsere-zavar.

A DOKTORI ERTEKEZES LEGFONTOSABB UJ
MEGALLAPITASAI:

1. Megallapitottuk, hogy Wilson betegekben a plazma nociceptin szintje a élet teljes
id6tartama alatt magas, tehat a nociceptinerg jelatvitel tartés fokozédasaval kell
szamolni. Ennek oka a betegség lényegét jelentd toxikus mértékl és kronikus

réz-felnalmozodas, ami a nociceptint inaktivalo enzimek gatlasat okozza.

2. Megallapitottuk, hogy primer biliaris cirrhosisban a plazma nociceptin szintje
szignifikansan emelkedik, melynek mértéke a betegség klinikai progresszidjaval
pozitiv korrelacioban van. Ennek oka a betegségre jellemzdé majparenchima
sejtek progressziv karosodasasabdl kovetkezményesen kialakuld6 magas

plazma nociceptin szint.

3. Megallapitottuk, hogy minden vizsgalt daganatos betegcsoportban a kontroll
ertéknél nagysagrenddel magasabb a plazma nociceptin szint.  Ennek
hatterében feltételezhetéen az all, hogy a NOP receptor kdzvetitette hatasok
kitlintetett szereppel birnak az immunfolyamatok szabalyozasaban. Adataink
tikrében felmerlil a plazma nociceptin-szint korjelz6 szerepe a daganatos

betegségek kimutatasaban.
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4. Megallapitottuk, hogy migrén betegek plazma nociceptin-szintje szignifikansan
alacsonyabb, mint az egészséges kontroll személyeké. A migrén-roham alatt a
plazma nociceptin szintje tovabbi dramai csokkenést mutat, ami a nociceptin-

rendszer funkcionalis zavarara mutat a migrénes fejfajas kialakulasaban.

5. A cluster-betegek fejfajas-mentes és fejfajasos periodusaban végzett
méréseinkkel bizonyitottuk, hogy a primér fejfajasoknak ebben a fajtajaban is

funkcionalis jelentésége van a nociceptinerg rendszernek.

6. Megallapitottuk, hogy akut ischémias stroke emelkedett nociceptin-szintet és a

szerotonin-anyagcsere zavarat eredményezi.

7. Megallapitottuk, hogy krénikus ischémias allapotokat (atherosclerosis talajan
kifejl6dé angina pectoris, ill. periférias érbetegség) a klinikai allapottal korrelalo

alacsony periférias nociceptin-szint jellemez.

8. Megallapitottuk, hogy a kodzponti idegrendszerben a nociceptin a hizésejtes és
neuronalis hisztamint egyarant felszabaditva fokozza a hisztaminerg

neurotranszmissziot.

©

A streptozotocin-indukalta krénikus diabetes neuropathias fajdalom-modell
vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy diabetesben a kozponti idegrendszeri

nocistatin-szint erételjesen emelkedik.

10. Kimutattuk, hogy mind a nociceptin mind a nocistatin erételjes hormonalis
imprinting hatassal bir: az Ujszulottkori kezelés hatasa a kozponti
idegrendszerben  megvaltozott  feln6ttkori  dopamin-,  szerotonin-  és

noradrenalin-anyagcserét eredményez.

11. Megallapitottuk, hogy a B-endorfinnal végzett imprinting igen erételjes nocistatin-
szint emelkedést és agyi régio-szelektiv szerotonin turnover fokozédast okoz,
mely mind a him mind a néstény allatok szexualis viselkedésében,

aggresszivitasaban jol tukrozadik.

12. Optimalizalt HPLC mddszert dolgoztunk ki az acetilkolineszteraz reaktivator K27

és K203 bioanalitikajara szérum-, agy- és liquor-mintakbdl.
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13. Megallapitottuk, hogy a rendkivil hidrofil karakterik ellenére a K27 és a K203
egyarant terapias mennyiségben bejut a kozponti idegrendszerbe;
intramuscularis alkalmazas utan 15 perccel a K27 nem, de a K203 agyi regio-
szelektiv szerotonin-turnover csdkkenést okoz, mely 60 perc utan a frontalis

kéreg kivételével minden agyi régidoban rendezédik.
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