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ROVIDITESEK JEGYZEKE

12-HPETE: 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav

ACE: angiotenzin konvertalé enzim

AEA: N-arachidonoil-etanolamin (anandamid)

ANOVA: variancia analizis (analysis of variance)

ATP: adenozin-trifoszfat

AUC: gorbe alatti teriilet (area under the curve)

BSA: borju szérum albumin (bovine serum albumin)

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

c¢DNS: dezoxiribonukleinsav masolat

CFA: komplett Freund-adjuvans (complete Freund’s adjuvant)

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene-related peptide)
CRLR: kalcitonin receptor-szerli receptor (calcitonin receptor-like receptor)
C-SOM: ciklo-szomatosztatin, szomatosztatin receptor antagonista

DAB: diamino-benzidin

desArgHOE-140: dezargininHOE-140, bradikinin B receptor antagonista
DNS: dezoxiribonukleinsav

ECAC: epitelialis Ca*"-csatorna (epithelial Ca®* channel)

ECs: effektiv koncentracié 50 (maximalis hatas feléhez tartozé koncentracio)
EDsg: effecktiv dozis 50 (maximalis hatas feléhez tartozo dozis)

EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

ELISA: enzimhez ko6tott immunoszorbens eljaras (enzyme-linked imunosorbent assay)
EM: endomorfin

GH: n6vekedési hormon (growth hormone)

GHRH: novekedési hormon elvalasztasat serkentd hormon (growth hormone releasing
hormone)

HE: hematoxilin-eozin

HOE-140: bradikinin B, receptor antagonista

HRP: torma peroxidaz (horseradish peroxidase)

IFN-y: interferon-y

Ig: immunglobulin

IL: interleukin

i.m.: intramuszkularis

i.p.: intraperitonealis

i.pl.: intraplantaris

IP3: inozitol-triszfoszfat

KO: génhianyos, génkiiitott (knockout)

LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

MPO: mieloperoxidaz

mRNS: hirvivé ribonukleinsav (messenger RNS)

NADA: N-arachidonoil-dopamin

NAL: naloxon

NANC: non-adrenerg, non-kolinerg

NEP: neutralis endopeptidaz

NdFeB: neodimium-vas-bor 6tvozet

NDGA: nordihidroguarénsav (nordihydroguarenic acid), lipoxigenaz-gatld
NGF: idegnovekedési faktor (nerve growth factor)



NK: neurokinin

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NO: nitrogén-monoxid

oSMF: optimalizalt sztatikus magneses mezd (optimized static magnetic field)
OVA: ovalbumin

PAC,: PACAP receptora

PACAP: hipofizis adenilat ciklaz-aktivald polipeptid (pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide)

PAS: perjodsav-Schiff reagens

PBS: foszfat-pufferelt sdoldat (phosphate-buffered saline)

Penh: enhanced pause, 1éguti ellenallassal egyenesen aranyos szamitott paraméter
PK: protein kindz

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

PMSF: fenil-metil-szulfonil-fluorid

qRT-PCR: reverz transzkriptaz-polimeraz lancreakcio

RAMP: receptor aktivitast modositd fehérje (receptor activity modifying protein)
RIA: radioimmunoassay

RI: 1éguti ellenallas

RNS: ribonukleinsav

RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute-ban kifejlesztett tdpoldat

RTX: reziniferatoxin

s.c.: szubkutdn alkalmazas

SDS-PAGE: natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid gélelektroforézis

SEM: atlag standard hib4ja (standard error of mean)

SOM: szomatosztatin

SP: P-anyag (substance P)

SRIF: szomatotropin felszabaduléast gatlé hormon (somatotropine release inhibiting factor)
sst: szomatosztatin receptor

Thy: T helper 2 sejt

TMB: tetrametil-benzidin

TNF-a.: tumor nekrozis faktor-o

trkA: tirozin-kindz A

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1

TRPATL: tranziens receptor potencial ankirin 1

TSH: pajzsmirigy stimulalé hormon (thyreoid stimulating hormone)

VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid

VPAC: VIP és PACAP koz0s receptora

VRI1: vanilloid receptor 1

VRL: vanilloid-szerii receptor (vanilloid-like receptor)

WB: western blot

WT: vad tipust (wildtype)



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATAS ELOZMENYEI

Ertekezésemben a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzédések és a beldlikk felszabaduld
neuropeptidek patofizioldgiai folyamatokban bet6ltott komplex szabalyozd szerepét
szeretném bemutatni. Ezek az eredmények 2003 ¢és 2009 kozott teljes egészében hazai
kutatasbol sziilettek, de nemzetk6zi szinten az alapkutatds és a gyogyszerfejlesztés
szempontjabol is meghatarozova valtak.

A klasszikus idegszabdlyozasi elmélet szerint az érzdidegek a szenzoros stimulusokat és a
fajdalmat kozvetitik a test kiilonféle részeirdl (bor, iziiletek, belsd szervek) a kozponti
idegrendszer felé. A periférids idegrendszer masik csoportja a befutd ingerekkel kivaltott
reflexek utjan efferens, azaz mozgatd vagy vegetativ mikodéseket lat el. A kapszaicin-
érzékeny érzdidegek az idegszabalyozas elvi szempontjabodl kiilonleges és érdekes harmadik
csoportot képviselnek, ezek periférids végzodései nemcsak a klasszikus afferens miikodéssel
rendelkeznek, hanem egyben efferens funkciot is ellatnak. Kozvetleniil, reflex nélkiil, olyan
neuropeptidek szabadulnak fel beldliik, amelyek a beidegzési teriileten neurogén gyulladdasos
folyamatokat inditanak el. A neurogén gyulladast és az ezt kozvetitd gyulladaskeltd
neuropeptideket a 70-es évek végén fedezték fel, és ezzel 0 korszak kezdddott a kapszaicin-
kutatasok torténetében, a ,kapszaicin” kulcsszoval szerepld kozlemények szama
robbanasszerii emelkedésnek indult. A 80-as évek végén Pintér Erika és Szolcsanyi professzor
egy véletlennek koszonhetéen megfigyelték, hogy a kapszaicin-érzékeny érzdidegekbdl a
gyulladaskeltd neuropeptideken kiviil —amelyeket addigra mar viszonylag részletesen
feltérképeztek- gatldo hatast anyag(ok) is felszabadul(nak), a keringésbe keriil(nek) és a test
tavolabbi pontjain jelentdsen csokkenti(k) a neurogén gyulladast. Ezzel a felfedezéssel a
kapszaicin-érzékeny idegek miikodése, gyulladasban, fijdalomban betoltott szerepe kissé
bonyolultabba, de egyben még érdekesebbé valt. 1995-ben, kozvetleniil altalanos orvosi
diplomam megszerzése utan, ebben a staddiumban kapcsolodtam be a csoport munkajaba.
Doktorandusz hallgatoként els6 feladatom a gatld hatasért felelés mediator(ok) azonositasa
volt. Sorra vettiik azokat a molekulakat, amelyek jelenlétét korabban mar kimutattdk ezekben
az idegrostokban, ¢és amelyek gyulladdsgatlo/fajdalomcesillapité hatasara utaldo adatok
rendelkezésre alltak. Szdmos szisztematikus kisérleti elrendezésben sikeriilt egyértelmiien
igazolnunk, hogy a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzodésekbol felszabaduldo ¢és a
vérkeringésbe jutod szomatosztatin kozvetiti a megfigyelt szisztémas

gyulladéasgatlo/fajdalomesillapitd hatast. Ezek a korabbi eredmények az 1999-ben megvédett



PhD dolgozatomban szerepeltek €s kozvetlen munkatarsam, Pintér Erika MTA doktori
értekezésének targyat képezték. Mivel az elmult 10 évben érdeklddésem elsOsorban 1éguti és
izlileti gyulladas, neuropatias ¢s gyulladasos fajdalomallapotok allatkisérletes modelljeire és a
kapszaicin-érzékeny rostokbol felszabaduld neuropeptidek e folyamatokban betoltott

szerepére iranyult, jelen disszertacio Iényegében ezekre a témakorokre koncentral.

A kapszaicin rovid farmakologiai torténete

A kapszaicin, a paprika (Capsicum annuum és Capsicum frutescens) csipds anyaga, kémiai
szerkezetét tekintve alkaloid, 8-metil-N-vanillil-transz-6-nonénamid. A gydgyszertan
tudoményanak korai iddszakaban, az 1870-es években Hoégyes Endre volt az elsd, aki
kisérletesen vizsgalta a kapszaicin hatasait és arra kovetkeztetett, hogy az elsésorban az
¢érzéidegekre hat (Hogyes 1878). A népi gydgyaszatban tapasztalati alapon mar régota
hasznaltak iziileti gyulladdsok fajdalmas tiineteinek kezelésére az erds paprikas bedorzsolést,
azonban a farmakologiai kutatasokban e témat tobb mint 7 évtizedig elhanyagoltak.

A 1II. vilaghabori utdn Jancso6 Miklos szegedi farmakologus professzor gyulladasos
folyamatok vizsgalataval foglalkozott és ezzel kapcsolatban kezdte el haszndlni a kapszaicint.
Az 6 véletlen megfigyelése volt, hogy ez a fajdalmat okozo csipds irritans anyag egy teljesen
uj tipusu fajdalomesillapitd hatdssal rendelkezik. Munkdja alapjan bizonyitast nyert, hogy a
kapszaicin nagy dézisainak ismételt adasa kisérleti allatokban (egér, patkany, tengerimalac)
az analgézia egy specidlis form4jat valtja ki. Az érzdideg-végzddések érzéketlenekké valtak a
legerdsebb fajdalomkelté kémiai ingerekkel szemben anélkiil, hogy fizikai (mechanikai vagy
elektromos) ingerekkel szembeni valaszkészségiik valtozott volna. Ez az un. kapszaicin-
deszenzibilizacio jelensége, amelynek hatterében allo folyamatok akkoriban tisztazatlanok
maradtak. Ezekbdl az adatokbol kiindulva a késébbiekben elektrofiziologiai vizsgalatokkal
vilagossa valt, hogy a fajdalomérz6 idegvégzodések forrd ingerekkel izgathatd csoportja az,
amely a kapszaicinnel szelektiven aktivalhatd, illetve nagy dézisok ismételt adasa utan ezek
miikddése szelektiven kérosithatd (Jancsé 1960).

Jancso professzor 1966-ban bekovetkezett korai haldla utan tanitvanya, Szolcsanyi Janos, aki
kés6bb Pécsre keriilt és jelenleg munkacsoportunk vezetdje, folytatta a kapszaicinnel
kapcsolatos kutatasokat a professzor feleségével, Jancso-Gabor Arankaval egyiittmikodve.
Elsé, az egyik legszinvonalasabb nemzetkozi szakmai folyoiratban megjelent és azota
mintegy ezerszer idézett Gttdoré munkdjuk 1967-ben jelent meg. Ebben leirtak, hogy patkany

n. saphenus-dnak ¢és n. trigeminus-anak izgatdsa arteriolas vazodilatacidt, vaszkularis

crer



megfeleld beidegzési teriileteken. Nagy dozisti kapszaicinnel torténd eldkezelést kovetden
ezen idegek sem ortodromos kémiai, sem antidrémos elektromos ingerlése utan nem alakult
ki gyulladasos reakci6. E vélaszok hidnyanak alapjan feltételezték, hogy a gyulladaskeltd
mediatorok a kapszaicin-érzékeny fajdalomérzé idegvégzddésekbdl, a mnociceptorokbdl
szabadulnak fel (Jancso et al. 1967). Ez a kozlemény és szamos késobbi kapszaicinnel
foglalkoz6 munka is azonban t6bb mint 10 évig visszhang nélkiil maradt a szakirodalomban.
A kapszaicin, mint potencidlis farmakologiai eszkoz a periférids idegrendszer kutatdséban,
elsésorban akkor kertilt az érdeklddés kozéppontjaba, amikor Jessell és munkatarsai 1978-ban
kozolték, hogy a kapszaicin P-anyag (substance P: SP) kidramlasat okozza a primér szenzoros
idegvégzddésekbdl anélkiil, hogy befolyasolna e peptid felszabaduldsat az enterdlis ¢és
kozponti idegrendszeri neuronokbdl (Jessell et al. 1978). Egy évvel késdbb Lembeck és
Holzer kimutattak, hogy a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésekbdl felszabaduld SP kozvetiti
a neurogén plazmaprotein-extravazaciot (Lembeck ¢és Holzer 1979). E kozlemények
megjelenése utdn felélénkiilt az érdeklédés a kapszaicin, a kapszaicin-érzékeny érzo
idegrendszer ¢és a szenzoros neuropeptidek irant. Napjainkban vilagszerte szamos
kutatocsoport és gyogyszergyar foglalkozik ezzel a témaval (Szolcsanyi 2008; Gunthorpe és
Chizh 2009). Jancsé Miklos fia, Jancsé Gabor, aki jelenleg Szegeden az Elettani Intézet
professzora, ugyancsak bekapcsolddott a kapszaicin kutatdsokba. Munkatarsaival 1977-ben a
Nature-ben kozolte, hogy ujsziilottkori kapszaicin-elokezelés patkdnyban a kapszaicin-
érzékeny idegsejtek teljes pusztuldsat eredményezi (Jancso et al. 1977).

Szolcsanyi akadémikus sajat, egyre boviildé munkacsoportjaval mindvégig a kapszaicin-
érzékeny szenzoros neuronok kutatdsandl maradt €s az elmult tobb mint 40 évben szamos
nemzetkodzi szinten is rendkiviil jelentds, attéré tudomanyos eredményt mutatott fel. Nagy
ajandéknak tartom, hogy én is az O tanitvanya lehetek és 14 évvel ezelétt megismerhettem ezt
az ¢érdekes, igazi magyar kutatdsi témat, ami a hatalmaba keritett és tudomanyos

érdeklédésemet végérvényesen meghatarozta.

A kapszaicin receptora

Azt az elméletet, hogy létezik ,kapszaicin receptor”, azaz hogy ez a csipds anyag egy
specialis molekulahoz kototten fejti ki szelektiv hatasait az szenzoros neuronokon, el0szor
Szolcsanyi Janos ¢és Jancso-Gabor Aranka vetették fel egy 1975-0s kdzleményiikben. Ebben a
munkaban a kapszaicin és mas vanilloid struktaraju vegyiilet nociceptiv hatasait vizsgaltdk
patkanyban, és a szerkezet-hatas 0sszefliggések alapjan arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy a

kapszaicin receptorialis Uton hat. Mar akkor megszerkesztették a receptor hipotetikus



modelljét is (Szolcsanyi és Jancso-Gabor 1975, 1976). Késébb patch clamp vizsgalatokkal
sikeriilt bizonyitani, hogy a kapszaicin és egy masik vanilloid struktirdji névényi eredetii
vegyiilet, a reziniferatoxin (RTX), ugyanazt a kationcsatornit nyitja az érzéneuronok
membranjan (Bevan és Szolcsanyi 1990). A kapszaicin receptort expresszald gén azonositasa
¢és a receptor szerkezetének megismerése azonban még évekig varatott magara. Ez az attorést
jelentd eredmény 1997-ben David Julius és munkacsoportja nevéhez flizodik, akik kloénoztak
a patkany Vanilloid 1 Receptort (VR1). Ezt az els6 elnevezést az indokolta, hogy nemcsak a
kapszaicinnel, hanem mas vanilloidokkal is aktivalhat6 volt (Caterina et al. 1997). Késébb a
receptorok szerkezetén alapuld nemzetk6zi nomenklatira szerint ezt a nevet megvaltoztattak,
e ligand-fliiggd kationcsatornat a Tranziens Receptor Potencial (TRP) nagycsalddba soroltak
¢és a vanilloid csalad 1-es szdmu tagjaként Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid 1-nek
(TRPV1) nevezték (Gunthorpe et al. 2002). Erdekes, hogy a TRPV csalad tobbi receptorara
(TRPV2-6) nem hatnak olyan vanilloid strukturaju vegyiiletek, mint a kapszaicin és az RTX.
Ezek ugyanis valojaban csak vanilloid receptorszerti struktirak és epithelialis Ca®"-csatornék,
melyeket a régebbi nomenklatura vanilloid receptor-like (VRL), illetve epithelial Ca®'
channel (ECAC) névvel illetett (Gunthorpe et al. 2002).

A kés6bb klonozott emberi TRPV1 receptor 92%-0s hasonldsdgot mutat a patkany receptor
szerkezetével (Hayes et al. 2000; Mclntyre et al. 2001). Ez a receptor 838 aminosavbol allo
fehérje, amit 6 B-redd szerkezetli transzmembran domén épit fel. A csatornarégiot az 5. és 6.
alegység kozotti intracellularis, hidrofob hurok alkotja. Ezek a struktirdk a membranban négy
egységbdl allo tetramerré rendezddve nem-szelektiv kationcsatornat alkotnak (1. dbra).

A TRPVI1 polimodalis szenzor funkci6ju ioncsatorna, amely szamos fizikai vagy kémiai
ingerrel pl. fajdalmas, 43°C feletti homérséklettel (Tominaga et al. 1998) ¢és pH 6 alatti
proton-koncentracioval aktivalhato az intra- és extracelluldris oldalrol is. A kapszaicinen kiviil
tobbféle novényi eredetli vanilloid struktaraju vegyiilet, mint a marokkoi kutyatejfélében
(Euphorbia resinifera) talalhato reziniferatoxin (2. dbra), a feketeborsban (Piper nigrum) 1évo
piperin, a gyombérbdl (Zingiber officinale) kivonhatd zingeron vagy a szegfliszeg (Syzygium
aromaticum) egyik anyaga, az eugenol, is képes receptorstimulaciot okozni. Erdekes modon a
kapszaicin lipofil jellegébdl adoddan atjut a sejtmembranon, az intracellularis régidban
kotédik a receptorhoz és igy nyitja meg a csatornat (Oh et al. 1996). Ezeken kiviil 1éteznek
endogén ligandok is, pl. az endokannabinoid N-arachidonoil-etanol-amin (AEA) vagy mas
néven anandamid (Caterina et al. 1997), a 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE), vagy
az N-arachidonoil-dopamin (NADA). Az is ismert, hogy az egyik legerdsebb fajdalomkeltd

mediator, a bradikinin, a B, receptorokon hatva szenzitizdlja a TRPVI-et. Ebben az



intracellularis masodlagos messenger mechanizmusok ¢és a lipoxigendz termékek
szintézisének szabalyozasan keresztiil a foszfolipaz A, aktivalasa jatszanak szerepet (Piomelli
et al. 2000; Shin et al. 2002). Emellett a csatorna miikodését jellentdsen fokozzdk a
prosztaglandinok, pl. a gyulladasos folyamatokban kulcsfontossagt prosztaglandin E,, vagy a
prosztaciklin néven ismert prosztaglandin I, (Szallasi és Blumberg 1999; Chuang et al. 2001).
A receptor valddi endogén ligandja azonban egyelére nem ismert. A TRPV1 —a tébbi TRP
receptorhoz hasonldéan- nem sorolhatd be egyértelmiien a ligandfiiggd, de a fesziiltségfiiggd
ioncsatornak kozé sem, hanem olyan termoszenzor, amely sokféle liganddal is aktivalhato.

Ennek alapjan a TRP csatornak 6nallo receptortipust képviselnek (Szolcsanyi 2008).

C

&

1. abra. A TRPV1 receptor szerkezete. A receptor aktivalasara képes ingerek
a fehérje eltéré pontjain hoznak létre konformaciovaltozast, amely a
kationcsatorna megnyilasahoz vezet. A sziirke pontokkal jelolt helyek a protein
kindzok tamadaspontjai, amelyek foszforilacidja a receptor érzékenységének
fokozodasahoz vezet.

o
H,CO | .
:O/\: kapszaicin
HO’

H,CO

HO . w .
reziniferatoxin

2. abra. A kapszaicin és az RTX szerkezete
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A TRPVI receptor nagy mennyiségben megtalalhatd a hats6 gyoki €s a trigeminus
ganglionokban, specifikusan a kis és kozepes atmérdjii szenzoros neuronokon (Caterina et al.
1997; Tominaga et al. 1998), vagyis a vékony mielinhiivelyes (Ad-) és a mielinhiively nélkiili
(C-) rostokkal rendelkezd neuronok sejttestjein €s végzddésein fordul elé (Holzer 1991).

A receptor aktivalodasakor a sejtbe Na'- és Ca*"-ionok 4ramlanak be, melyet K'-ion sejtbél
val6 kidramlasa kovet. A Na'-ionok bearamlasa elsésorban az akcids potencial kialakulasaért
felelds, melynek kévetkezményeképpen kialakul a nocicepcid, fajdalomérzet. A Ca**-infux a
szenzoros neuropeptidek idegvégzddésekbdl torténd felszabadulasahoz vezet. Tartds vagy
ismételt aktivacid hatdsara a sejtben felhalmozod6 magas kationkoncentracid a citoplazma ¢€s
a mitokondriumok duzzadasat okozza, ennek hosszatava kovetkezményeként a sejtek
energiaforgalma csokken, az idegvégzddés muikodésképtelenné valik. Ez a folyamat adja a
molekularis hatterét a nagy dozisti kapszaicinnel torténd elOkezelés hatdsara kialakuld

deszenzibilizacionak (3. dbra).

: H ffé]dalmas héinger

|extracellularis tér

|intracellularis tér

12(S)HPETE |
kapszaicin o
AEA a® Na' befele iranyul6é aram
i A / NaCl L
fesiultsegfuggo prote4zok depolarizacio
Ca -cslatomak akivacisa v L
gatlasa mitokondriumo .
duzzafsa se;td}zzadés
CGRP, SPINKA, transzmitter | ' sejtrunkciék sérilése, | | akcios potencial
| SST felszabadulas felszabadulas gatlasa idegvégzbdés lizise generalasa

3. abra. A TRPV1 receptor aktivaciéjanak és a csatornanyitas sejtszintii
kovetkezményeinek vazlata

A TRPV1 receptort expresszald polimodalis nociceptorok funkcidinak vizsgélata a kapszaicin
szelektiv izgatd és ezt kovetd blokkolo hatdsanak megfigyelésével kezdddott. A nagy dozist
kapszaicin- vagy RTX-elokezelés az egész végzOdés hosszantartd valaszképtelenségéhez
vezet, a nociceptor semmilyen kémiai stimulusra nem reagél. Ezzel szemben a tobbi afferens
rost miikodése nem valtozik €és egyéb érzéfunkciod, pl. mechanikai ingerek percepcidja nem

karosodik (Szolcsanyi 1977). A kapszaicin-érzékeny afferensek fizioldgiai/patofizioldgiai
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folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatira tehat a TRPVI1 agonistakkal torténd
deszenzibilizaci6 alkalmas, ezzel a modszerrel azonban a teljes idegvégzddést inaktivaljuk
(Bevan és Szolcsanyi 1990; Szolcsanyi 1993; Helyes et al. 2003), nemcsak izolaltan a TRPV1
csatorna funkciojat.

A receptor klonozasa utan a kovetkezé nagy eldrelépés a kapszaicin-kutatasok torténetében
akkor tortént, amikor 2000-ben két kutatocsoport egymastol fiiggetleniil TRPV1 receptor
génhidnyos egereket allitott eld (Caterina et al. 2000; Davis et al. 2000). Ezek segitségével a

TRPV1 ioncsatorna mitkddése ¢€s jelentdsége szelektiven vizsgalhat6 in vivo modellekben.

A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések harmas funkcioja

A TRPV1 receptort expresszald érzdideg-végzddések kiilonlegessége, hogy egyediilallo
modon harmas funkcioval rendelkeznek: afferens, valamint lokalis és szisztémas efferens
funkcidjuk is van. A klasszikus afferens miikodés soran a kapszaicinnel vagy mas stimulussal
izgatott szenzoros idegvégzddések a kozponti idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast,
ennek kovetkeztében alakul ki a fijdalomérzet, a nocicepcio. Emellett az aktivalt periférias
végzOodésekbdl olyan neuropeptidek szabadulnak fel, amelyek erdteljes értagulatot,
plazmafehérje-kiaramlast és gyulladdsos sejtaktivaciot okoznak a beidegzési teriileten, ezt a
jelenséget Osszefoglalva neurogén gyulladdsnak nevezziik (Szolcsanyi 1988; Helyes et al.
2003). Ezek a gyulladaskelté mediatorok a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), amely
elsdsorban vazodilataciot okoz, valamint a tachikininek, pl. a SP és a neurokinin A (NKA),
melyek a plazmaprotein-extravazacioért felelosek. Ezek a folyamatok kozvetitik a kapszaicin-
érzékeny afferensek lokalis efferens funkcioit (Szolcsanyi 1984a,b; Maggi ¢s Meli 1988). A
neurogén gyulladisnak jelentds szerepet tulajdonitanak szamos betegség, pl. a reumatoid
artritisz, az asztma, a pszoriazis, az ekcéma és a kontakt dermatitisz, valamint gyulladasos
bél- és szembetegségek patomechanizmusaban (Maggi 1995; Szolcsanyi 1996a). Jelenleg
egyetlen olyan gyogyszercsoport sem all rendelkezésre, amely hatékonyan gatolna e
betegségek neurogén gyulladasos komponensét (Helyes et al. 2003).

Munkacsoportunk kutatasai deritettek fényt arra, hogy ugyanezen aktivalt szenzoros
idegvégzodésekbdl az eldzéekben felsorolt gyulladaskeltd neuropeptideken  kiviil
szomatosztatin is felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémdas gyulladasgatld ¢és
fajdalomesillapité hatdsokkal rendelkezik. Ez az érzdideg-végzddések harmadik, szisztémads
efferens funkcioja (Szolcsanyi et al. 1998a,b; Helyes et al. 2000, 2004), amelyet a
szomatosztatin endokrin és parakrin hatdsainak mintajara Szolcsanyi professzor szenzokrin

hatasnak nevezett el (Szolcsanyi et al. 2004) (4. dabra).
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4. abra. A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzédések harmas funkcidja

A kapszaicin-érzékeny rostokbdl felszabadulo szenzoros neuropeptidek

1. Fajdalom- és gyulladaskelto hatdasu neuropeptidek

a.) Az aktivalt kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbdl felszabaduld neuropeptidek
egyik csoportjat a tachikininek alkotjak. Ide sorolhaté a SP, valamint a neurokinin A és B
(NKA ¢és NKB). Hatéasaikat harom G-proteinhez kapcsolt tachikinin receptoron keresztiil
fejtik ki, amelyeket NK;, NK, és NK3 receptornak neveziink. A SP legnagyobb affinitassal az
NK, receptorokhoz kotddik, amelyek a posztkapillaris venuldk endothelsejtjein, a makrofagok
¢s limfocitdk membranjaban, a polimorfonuklearis sejteken és a hizosejteken talalhatok
(Regoli et al. 1994; Cao et al. 1999; Patacchini és Maggi 2001). Ezek aktivaciojaval
érpermeabilitds-fokozddast és plazmaprotein-kidramlast valt ki, stimuldlja a limfocitdk

crer

prohferacmat citokinek termelését, a hizc')sejtek aktivaciojat, a T-sejtek kemotaxisat,

crer

nem-receptor medialt interakcioba is 1€ép a hizosejtek membranjaval. A degranulécu')
kovetkeztében felszabaduld hisztamin a H; receptorokon, a szerotonin 5-HT; receptorokon

keresztiil pozitiv feedback tutjan fokozza a neuropeptidek felszabaduldsit a szenzoros
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1degvégzddésekbdl (Holzer 1988; Szallasi és Blumberg 1999). A gyulladésos érvalasz korai
fazisaért a felszabadulod neuropeptidek, mig a késobbi fazisaért a hizosejtekbdl felszabadulo
medidtorok (hisztamin, szerotonin, prosztaglandinok, leukotriének stb.) felelések (Holzer
1988).

Az NKA az NK; receptorokhoz mutatja a legnagyobb affinitast, a SP-hez hasonl6an erételjes
plazmafehérje-kiaramlast idéz eld, tovabba simaizom-kontrakciot valt ki és stimuldlja a
gyulladésos sejteket (neutrofil granulocitdkat, limfocitdkat, makrofagokat) elsdsorban a
periférian, de a kdzponti idegrendszerben is (de Swert és Joos 2006). Az NKB-t koté NK;
receptor foként a kozponti idegrendszerben talalhatd, de jelen van a periférias
idegvégzddéseken is (Frossard és Advenier 1991; Massi et al. 2000), ¢ mechanizmusoknak

azonban kisebb jelentdséget tulajdonitanak a neurogén gyulladdsos folyamatokban.

b.) A 37 aminosavbol allo6 CGRP felfedezése Amara és munkatarsai nevéhez fiizédik (Amara
et al. 1982). Egymastol kevéssé eltérd két formaja az a CGRP és a BCGRP, melyek bioldgiai
hatasaikat a CGRP1 és CGRP2 receptorokon fejtik ki (van Rossum et al. 1997). E receptorok
szerkezetileg egy CRLR egységbdl (calcitonin receptor-szerli receptor) és egy RAMP-1
egységbdl (receptor-aktivitdst modositd fehérje 1) épiilnek fel (Njuki et al. 1993; McLatchie
et al. 1998) és Gs-fehérjéhez kapcsolédnak. A CGRP —ahogy azt a neve is mutatja- egy
csaladba sorolhat6 a kalcitoninnal, az amilinnal és az adrenomedullinnal (Poyner et al. 2002).
Erds vazodilatator hatassal rendelkezik, amely f6képp a CGRP1 receptoron keresztiil valosul
meg. A CGRP fokozza az adenilét-cikldz aktivitast, amelynek kdvetkeztében intracellularisan
megnd a cAMP mennyisége. Ez aktivalja a protein kindz A-t, a foszforilacido hatdsara
megnyilnak az ATP-fiiggd K'-csatorndk. A folyamat eredménye az érfali simaizom
relaxacigja és erdteljes értagulat (Edvinsson et al. 1985; Han et al. 1990; Hughes és Brain
1994). A CGRP érpermeabilitast fokozo hatidsat nem kozvetleniil, hanem a SP hatasanak
potencirozéasaval fejti ki (Cao et al. 2000), amelyben az jatszik elsédleges szerepet, hogy
Mindemellett a CGRP komplex immunmodulator funkciokkal is rendelkezik. Csokkenti a
proinflammatorikus citokinek termelddését €s fokozza az antinociceptiv interleukin-10 (IL-
10) felszabadulasat a makrofagbol. Ezzel szemben a granulocita-akkumuléciot stimulédlja

(Barnes 2001).
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2. Fajdalom- és gyulladdasgatlo hatdsu neuropeptidek

a.) A szomatosztatin, vagy mas néven szomatotropin (growth hormone, GH) felszabadulasat
gatlo faktor (somatotropine release inhibitory factor: SRIF; SOM), felfedezése Krulich és
munkatarsai nevéhez fiiz6dik. 1968-ban bizonyitottdk egy olyan ,faktor” létezését a
hipotalamusz extraktumban, amely géatolta a GH felszabadulésat a hipofizis eliils6 lebenyébdl
(Krulich et al. 1968). A szomatosztatin 14, illetve 28 aminosavbol all6 ciklikus peptid (5.
dabra) formaban szamos helyen el6fordul a szervezetben (Brazeau 1986). Megtalalhato a
kozponti és a periférids idegrendszerben (Parsons et al. 1976; Reichlin 1983), a
gasztrointesztinalis traktus neuroendokrin sejtjeiben, a hasnyalmirigyben, a vesében, a
mellékvesében, a pajzsmirigyben, gyulladdsos sejtekben, ivarszervekben (Hofland és
Lamberts 1996; Reubi et al. 1999; ten Bokum et al. 2000). Az iziiletekben az aktivalt
szinovialis sejtek €s az immunsejtek is szekretdlnak szomatosztatint, amely autokrin vagy
parakrin modon fejti ki hatdsat (Pintér et al. 2006). A szomatosztatin gatld hatast gyakorol

szamos hormon (pl. GH, glukagon, inzulin, gasztrin, szekretin, kolecisztokinin, motilin,

crer

crer

IgA, IgM ¢és IgE szekrécidjat, gatolja a T-limfocitak IL-2, IL-4, IL-10 és interferon-y (IFN-vy)
termelését, a neutrofil granulocitdk kemotaxisat, a makrofagok fagocita, és a természetes
0losejtek (NK sejtek) killer aktivitasat (ten Bokum et al. 2000; Krantic et al. 2004). A
szomatosztatinnak a kozponti idegrendszerben neuromoduldtor szerepe van, gatolja maés
neurotranszmitterek (glutamat, szerotonin, acetil-kolin) és neurohormonok (growth hormone
releasing hormone, GHRH) felszabadulasat. Befolyasolja a lokomotoros aktivitast és a
kognitiv funkcidkat, jelentéségét szamos pszichiatriai €s neurologiai korképben igazoltak
(Vécsei ¢s Widerlov 1988).

A szomatosztatin az idegelemek koziil elsésorban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort
expresszald szenzoros neuronokban szintetizalodik és tarolodik. Tobbféle allatkisérletes
modellben ¢és kiilonb6zé fajdalomkorképekben kimutattak, hogy a kiviilrél beadott
szomatosztatin csokkenti a fajdalmat (Lembeck et al. 1982; Chrubasik 1991; Karalis et al.
1994; Fioravanti et al. 1995). Munkacsoportunk akut kisérleti elrendezésekben szdmos
bizonyitékot szolgéltatott arra, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok aktivalt

periférias végzddéseibdl felszabaduldo és a keringésbe jutd szomatosztatin szisztémas
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gyulladascsokkentd és antinociceptiv hatdsokat fejt ki (Szolcsanyi et al. 1998a, b; Than et al.
2000; Helyes et al. 2000, 2001, 2004).
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1(SRIF-14)R=H
2 (SRIF-28) R = H-Ser-Ala-Asn-Ser-Asn-Pro-Ala-Met-Ala-Pro-Arg-Glu-Arg-Lys-
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5. abra. A szomatosztatin-14 és szomatosztatin-28 szerkezete
(forras: Weckbecker et al. 2003)

A SOM szertedgazo hatasait sajat receptorai kozvetitik. Eddig 6t Gj-proteinhez kapcsolt
szomatosztatin receptort klénoztak egérben, patkdnyban, illetve emberben, amelyeket sst,
ssty, ssts, sstq és ssts névvel illettek (Hoyer et al. 1995; Patel 1999). Ez az &t sst receptor
szintetikus szomatosztatin analdg-koté képessége alapjan két csoportra oszthatdo. A SRIF1
csoporthoz tartoznak az ssty, sst; és ssts receptorok, amelyek nagy affinitdssal kotnek
oktapeptid analogokat (pl. az oktreotidot), mig a SRIF2 csoportba sorolt sst; €s sst4 receptorok
alacsony oktapeptid analog-kotd képességgel rendelkeznek (Hoyer et al. 1995; Pintér et al.
2006). Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy az endokrin hatast a SRIF1 csoportba tartozo
receptorok kozvetitik (Raynor és Reisine 1992). Elsdsorban munkacsoportunk eredményei azt
mutatjak, hogy a fajdalomcsillapité és gyulladascsokkentd hatds a masik csoporthoz, vagyis
az sst; és ssty receptorokhoz kothetd (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002; Szolcsanyi et al.
2004; Pintér et al. 2006). Bar e receptorok klonozasa eldsegitette a szomatosztatin
fiziologiai/patofiziologiai szerepével kapcsolatos kutatdsokat, kiilondsen nagy eldrelépést a
receptor génhidnyos egerek eldallitasa jelentett.

A nativ szomatosztatin terapias alkalmazasat rendkiviil széles hatasspektruma és nagyon révid
(3 percnél kevesebb) plazma eliminacios féléletideje akadalyozza (ten Bokum et al. 2000).

Stabil, szelektiv ssts/sst; agonistdk azonban 1) terdpias lehetdséget nytjthatnak a
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gyulladascsokkentésben ¢és a fajdalomcsillapitasban. E vegyliletek nagy elonye, hogy nem
rendelkeznek a szomatosztatin ssty, ssts €s ssts receptorai altal kozvetitett endokrin hatasokkal.
Az MTA Peptidbiokémiai Kutatocsoportja altal szintetizalt stabil, ciklikus heptapeptid a TT-
232 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr-NH,), amely legnagyobb affinitdssal az ssts/sst,
receptorokhoz kotédik (Helyes et al. 2005) (6. dabra). Az N-terminalis végen talalhaté D-
fenilalanin aromas oldalldnca olyan konforméciot eredményez, amely megvédi a diszulfid-
hidat az enzimatikus degradéciotol. A TT-232 nem befolydsolta a novekedési hormon és a
¢és gyulladasmodellekben jelentds gatld hatést fejtett ki (Kéri et al. 1996; Helyes et al. 2000,
2001). A TT-232 széles dozistartomanyban (5 mg/kg-ig) atoxikusnak bizonyult, LDsy érték
nem volt meghatirozhat6. Egerekben a legmagasabb, 120 mg/kg dozis tobb héten keresztiil
torténd ismételt adasa sem okozott pusztulast, csupan 10%-ban tapasztaltak enyhe, atmeneti
teststlycsokkenést. A hematologiai paraméterek, a kvalitativ vérkép, kiilonféle szervek
szovettani képe és a gyomor-vékonybél nyalkahartya integritdsa nem valtozott a TT-232 e
nagy dozisdnak tartoés adagolasat kovetden. Ez a d6zis kb. 1000-szer magasabb, mint ami akut
gyulladdsmodellekben szignifikans géatld hatast eredményezett (Helyes et al. 2001; Pintér et
al. 2002). Patkéanyban teljes test autoradiografias vizsgalatokkal nagyon alacsony, minddssze
0.1 pg/g TT-232 koncentracidt detektaltak az agyban 30 perccel 2 mg/kg iv. "“C-TT-232
injekcid utan, ami a vér-agy gaton torténd minimalis penetracios képességre utal. A

legnagyobb, 5 mg/kg i.v. dozis beadasat kovetden semmiféle kdzponti idegrendszeri hatédst

crer

6. abra. TT-232 szerkezete

A szelektiv, nagy affinitdsi sst; receptor agonista J-2156 nem peptid szerkezetd,
szulfonamido-peptidomimetikum, pontos kémiai szerkezete (1°S,2S)-4-amino-N-(1’-
karbamoil-2’-feniletil)-2-(4’-metil-1"’-naftalénszulfonamino)-butanamid. E vegyliletet a

Juvantia Pharma (Turku, Finnorszag) szintetizalta (7. abra). A J-2156 nanomolos affinitassal
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kotédik az emberi ssty receptorhoz, ami a nativ szomatosztatin kotddési affinitasat is
meghaladja, valamint kozel 400-szoros szelektivitdst mutat az ssty-hez a masik négy
szomatosztatin receptorhoz viszonyitva (Engstrom et al. 2005). A receptor-aktivaciot jelzd
ciklikus AMP-tesztben a nativ SOM-14-hez vagy SOM-28-hoz hasonldan teljes agonistaként
viselkedik. Egy masik G-protein-aktivacios funkcionalis tesztben 2.5-szer erésebb valaszokat
adott, mint a nativ szomatosztatin. E tulajdonsdgai alapjan e molekulat a ,,szuperagonista”
jelzdvel illették (Engstrom et al. 2005). Tovabbi in vitro vizsgalatok igazoltdk, hogy a J-2156
ismételt alkalmazds utdn sem okoz deszenzibilizacidt, ami fontos szempont e molekula

esetleges terapias alkalmazéasanak vonatkozasaban (Engstrom et al. 2006).
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7. abra. A J-2156 molekula szerkezete

b.) A hipofizis adenilat ciklaz-aktivald polipeptidet, a PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide) eredetileg birka hipotalamuszbdl izolaltak (Miyata et al. 1989). A
szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) csalad tagja, ugyanis haromdimenzios
vizsgalatok kimutattak, hogy alapvetd szerkezeti rokonsagot mutat a csalad tobbi tagjaval
(Segre ¢és Goldring 1993; Wray et al. 1993). A legszorosabb, 68%-0s egyezést a VIP
szerkezetével mutat, adenilat ciklaz-aktivald hatasa azonban legaldbb 1000-szer erdsebb a
VIP-énél (Gottschall et al. 1990; Sherwood et al. 2000). Két formaja létezik: az emlds
szervezetekben 90%-ban eloforduld 38 aminosavbol allo PACAP-38, és a 27 aminosavbol
allo PACAP-27. Patkanyban a legnagyobb koncentracioban a hipotalamuszban és a herében
fordul elé (Arimura et al. 1991), de az endokrin mirigyekben (Vigh et al. 1993; Mikkelsen et
al. 1995), az ivarszervekben (Shioda et al. 1996), a gasztrointesztinalis traktusban (Hannibal
et al. 1998), a légzérendszerben (Moller et al. 1993) és a bdrben (Odum et al. 1998) is
expresszalodik. Szenzoros neuropeptidként tartjdk szamon, mivel megtalalhaté a gerincveld
hats6 szarvaban (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999; Dickinson et al. 1999), a hats6 gyoki
ganglionokban (Moller et al. 1993; Dun et al. 1996; Parsons et al. 2000), a kapszaicin-

érzékeny szenzoros neuronok periférias végzddéseiben (Zhang et al. 1996; Fahrenkrug és
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Hannibal 1998), pl. az iziileti tokot ellato afferensekben (Uddmann et al. 1998), de a kdzponti
idegrendszer szamos teriiletén is (Mulder et al. 1994). A PACAP rendkiviil sokféle hatést fejt
ki, szabalyozza a neurotranszmitterek felszabadulasat (May et al. 2000), értdgulatot, illetve
vérben (Hamelink et al. 2002), szabalyozza a sejtproliferaciot és gatolja az apoptozist (Vaudry
et al. 2002). Ezek a hatdsok specialis receptorokon keresztiil valésulnak meg. Két kotdhely-
tipust mutattak ki PACAP- és VIP-kotd képességiik alapjan. Az I-es tipust kothelyhez a
PACAP mindkét formédja nagy affinitassal kotodik, a VIP viszont csak alig (Gottschall et al.
1990; Lam et al. 1990; Suda et al. 1992). A Il-es tipusu kotéhelyhez a PACAP és a VIP is
hasonl6 affinitassal kotédik, ezen beliil viszont két altipust is elkiilonitenek a szekretinhez
valé affinitds alapjan (Tatsuno et al. 1990; Vaudry et al. 2000). A receptorokat késébb a
kotdhelyek szerkezete alapjan klonoztak, és PAC;, valamint VPAC,;/VPAC, receptoroknak
nevezték el (Harmar et al. 1998). Mindharom receptor neuronokon, simaizom sejteken ¢€s
szamos  gyulladdsos sejten megtalalhatd, stimulacidjuk  Gg-proteinhez  kapcsolt
mechanizmusokat indit el, ezen keresztiil aktivalodik az adenilat-ciklaz, illetve foszfolipaz C
rendszer (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999; Vaudry et al. 2000; Zhou et al. 2002;
Somogyvari-Vigh és Reglédi 2004).

c.) Régi megfigyelés, hogy a morfin és az enkefalinamid gitolja a neurogén gyulladast,
azonban nem befolydsolja a nem-neurogén gyulladasos folyamatokat (Bartho és Szolcsanyi
1981). Késbbbi vizsgalatok igazoltak, hogy az opioid peptidek megtalalhatok a kapszaicin-
¢zékeny érzoneuronokban, onnan stimulaci6 hatasara felszabadulnak és a beidegzési teriileten

fontos szabdlyoz6 szerepet jatszanak kiilonféle gyulladdsos véalaszokban (Holzer 1988). Az

crer

crer

O és x) az sst receptorokhoz hasonldan Gj-proteinhez kapcsolddnak, lokalizacidjukat
immunhisztokémiai, molekularis bioldgiai és elektrofiziologiai adatok bizonyitottdk a primér
szenzoros neuronok sejttestjén €s periférias végzodésein egyarant. Valosziniileg a gyulladasos
¢s immunsejtekbdl felszabadulo, de lehetséges, hogy magukbol az idegvégzdédésekbol
szarmazo opioid peptidek ezek endogén ligandjai (Schafer et al. 1996; Machelska et al. 2002).
Az opioid peptidek a szenzoros idegvégzddések ingerelhetdségének csokkentésével, valamint
gyulladés- ¢és fajdalomkelté neuropeptidek felszabadulasanak gatlasaval antinociceptiv hatast

fejtenek ki (Stein et al. 1990, 2001). A bdrben talalhaté mielinizalatlan rostok kb. egyharmada
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u €s O receptorra immunpozitivitast mutat (Coggeshall et al. 1997). Gyulladasos koriilmények
kozott a p opioid receptorok denzitdsa jelentésen fokozddik a szubkutan teriileten 1évo
érzdideg-végzddéseken, ami arra utal, hogy ezek a receptorok fontos szerepet jatszanak a
gyulladés és a nocicepciod szabalyozdsaban (Mousa et al. 2002). Stein és munkatarsai csaknem
20 évvel ezelott kozolték, hogy a patkanytalpban gyulladds soran felszabaduld p receptor
agonista B-endorfin periférids antinociceptiv hatast fejt ki (Stein et al. 1990). Késobb tobb
adat is alatamasztotta, hogy a gyulladdsos fajdalom hatékony endogén szabalyozoi az
immunsejtekbdl felszabadulod opioid peptidek, amelyek a szenzoros végzddéseken taldlhato p
receptorokat aktivaljak (Schafer et al. 1996; Machelska et al. 2002). Emellett k receptor
agonista endogén opioid peptidek, mint a dinorfin A ¢és a hemorfin-7, periférias
gyulladasgatlo hatasait is leirtdk (Sanderson et al. 1998). Az endomorfinok (endomorfin-1:
EM-1 és endomorfin-2: EM-2) 12 évvel ezelott felfedezett 4 aminosavbol allé endogén opioid
peptidek. Kiilonlegességiik a tobbi opioid peptiddel Osszehasonlitva az eltéré kémiai
szerkezetiik és a | receptorok iranti nagyfoku szelektivitasuk (Zadina et al. 1997; Prewloczki
¢s Prewloczka 2001). Az endomorfinok megtalalhatok a periférias és kozponti
idegrendszerben, a kapszaicin-érzékeny afferensekben, valamint nem-neuralis sejtekben is, pl.
az immunsejtekben (Horvath 2000). Neuroanatémiai lokalizaciojuk alapjan szerepiik szamos
fiziologiai és patofiziologiai folyamatban felmeriilt, mint pl. neuroendokrin funkciok és
kognitiv muikodések szabalyozasaban, fajdalom- és stresszvalaszok befolyasoldsaban. Az
irodalmi adatok tobbsége az EM-ok analgetikus, elsdsorban a kozponti idegrendszeri
hatdsaira fokuszal, néhany adat azonban gyulladascsokkentd (Jessop 2006) és vazodilatator
hatasokrol is beszamol (Horvath 2000). Az EM-2 eldsorban a gerincvel6ben és szamos
agyteriileten talalhatd, a periférian a szenzoros rostokban és az immunsejtekben az EM-1
dominal (Jessop et al. 2002). A periférids gyulladasos €s nociceptiv folyamatokban ezért
els@sorban az EM-1 szerepe valdsziniisithetd (Barin és McDougall 2003; Jessop 2006; Fichna
et al. 2007).
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I. TEMAKOR

A KAPSZAICIN-ERZEKENY ERZOIDEG-VEGZODESEK, A TRPV1 ES
A SZOMATOSZTATIN SST, RECEPTOROK SZEREPENEK
VIZSGALATA LEGUTI GYULLADAS MODELLJEIBEN

I. 1. ELOZMENYEK

A kozelmultban palyazati tdmogatasok segitségével kialakitottunk egy régionkban
egyediilallo allatkisérletes 1égzésfunkcids laboratdoriumot, amely lehetévé teszi kiilonféle
eredetll 1éguti gyulladasos folyamatok integrativ vizsgalatat.

Akut tiidégyulladasban a fehérvérsejtszam jelentds novekedése tapasztalhatdo neutrofil
a, IL-1B) és egyéb gyulladisos mediatorokat (protonok, bradikinin, leukotriének,
prosztaglandinok, stb.) termelnek, amelyek aktivaljak, illetve szenzitizaljak a szenzoros
idegvégzddéseket. Szovettanilag diffiz alveolaris karosodas lathatd, jelentds mértékii
intersticidlis fibrozissal, résnyire sziikiilt 1égterekkel, fokozott nydkszekrécioval. Az alveolaris
szeptumok fala megvastagodik a gyulladasos sejtek bearamlasanak hatdsara.

Az asztma a légutak kronikus gyulladasa, amelyet hiperreaktivitas és rohamokban jelentkezd
reverzibilis bronchidlis obstrukcio jellemez. Eredet és patomechanizmus alapjan allergias
(extrinsic) ¢és nem-allergias (intrinsic) asztmdt kiilonithetiink el. Az allergids asztma
klasszikus I. tipusu hiperszenzitiv reakcio, a hizosejtek felszinéhez allergénspecifikus IgE
antitestek kotddnek, majd egy Th,-limfocitak altal kozvetitett mechanizmust elinditva a
szervezet talérzékennyé valik. Ismételt allergén bejutdsakor aktivalédnak a mar szenzibilizalt
hizésejtek, degranuldcioval felszabadulnak a benniik 1évé mediatorok (pl. hisztamin), melyek
elinditjak a gyulladasos folyamatokat. A reakcidban eozinofil és neutrofil granulocitak is részt
vesznek, melyek oxidativ karosodast okoznak a bronchusok, bronchiolusok epithel rétegében.
A levald sejttormelék a képzodott valadékkal egyiitt elzarhatja a horgdék lumenét, amit
sulyosbit a nyalkahartya-6déma és a bronchusgores is. Nem allergiés (intrinsic) asztmaban az
epithelsejtek kozott és mogott talalhatd szenzoros irritans receptorok (C-rostok) izgatdsa,
illetve szenzitizacioja torténik nem specifikus ingerekkel, pl. irritansokkal, protonokkal,

lipoxigenaz termékekkel, hideggel, prosztaglandinokkal. Az ingeriilet a vaguskoézpontba jut,
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ahol atkapcsolddik, majd a paraszimpatikus ganglionok kozvetitésével a posztganglionalis
efferens végzddésekbdl acetilkolin szabadul fel. Ez okozza a bronchokonstrikciot, a
kapillaris-permeabilitds novekedését és a hizdsejt-degranulaciot. Kozvetleniil az aktivalt
érzbéideg-végzodésekbdl is felszabadulnak gyulladaskelté szenzoros neuropeptidek, amelyek
neurogén gyulladést okoznak és fokozzak a léguti valaszkészséget (Nagy 2003).

A kronikus obstruktiv 1éguti betegségben a bronchidlis obstrukcid szovetkarositd gdzok és
Jellemzd, hogy a bronchusok ¢és bronchiolusok faldban megszaporodnak a neutrofil
granulocitak, az aktivalt makrofagok, valamint a limfocitak, tipikus kronikus gyulladasra
jellemzdé kép alakul ki. A csilloszorok kéarosodnak, majd fokozatosan elpusztulnak. A
kehelysejtek taltengése, a submucosdban 1évé nyakmirigyek hiperplazidja figyelheté meg. A
l1éguti valadék megszaporodik és stirtivé, tapadossa valik. A kilégzési aramlas korlatozottsagat
a kislégutak gyulladasos sziikiilete és a tiidoszovet destrukcioja okozza. A szétesd neutrofil
granulocitakbol és a makrofagokbol szabad gyokok, proteolitikus enzimek szabadulnak f6l.
Ez az alveolusfal pusztulasat, a 1égzdfelszin beszilikiilését, a tiidoszovet rugalmassdganak
csokkenését okozza, amely emfizéma kialakuldsdhoz vezet.

Szamos korabbi irodalmi adat igazolta, hogy a légutak kapszaicin-érzékeny peptiderg
afferensekkel valo rendkiviil gazdag szenzoros innervacioja (Barnes 1990; Lundberg 1995;
Watanabe et al. 2005) nemcsak az érzé/fajdalomérzé miikddésekben jatszik fontos szerepet,
hanem a beldliik felszabadul6é neuropeptideken keresztiil bronchokonstrikciot (Szolcsanyi és
Barth6 1982) és gyulladast is kivaltanak (Lundberg 1995; Maggi 1995; Szolcsanyi 1996 a,b).
A vegetativ idegrendszer mellett tehat e non-adrenerg, non-kolinerg (NANC) rostok effektor
miikodésének valtozasai is jelentdés tényez6k a gyulladdsos léguti betegségek
patomechanizmusaban. A napjainkban népbetegségnek tekinthetd asztma kialakuldséban és a
hatterében allo6 gyulladésos folyamatok fenntartdsdban fontos szerepet jatszanak a horgoket
beidegzd kapszaicin-érzékeny rostokbol felszabadulo gyulladéaskelté neuropeptidek. A SP, az
NKA és a CGRP jelenlétét tobb fajban is kimutattak a tiidében talalhatd kapszaicin-szenzitiv
mielinizalatlan C-tipusti és vékonyan mielinizalt Ad—rostokban (Kraneveld et al. 2000).
Ezekbdl az idegvégzddésekbdl a gyulladaskeltd neuropeptidek kiilonféle stimulusok
(gyulladasos mediatorok, protonok, neurotoxinok, cigarettafiist) hatdsara felszabadulnak a
beidegzési teriileten és serkentik a gyulladasos reakciok vaszkuldris és sejtes fazisat egyarant
(Bloom ¢és Polak 1985; Lundberg 1995; Uddman et al. 1997). Ma mar az is bizonyitott, hogy
a tachikininek, els6sorban a SP és a néhany éve felfedezett hemokininek (Page 2004), az

immunrendszer sejtjeiben is szintetizalddnak. A két f6 metabolizaldo enzim az angiotenzin
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konvertalo enzim (ACE) és a neutralis endopeptidaz (NEP). Mivel az erek endothelsejtjeiben
talalhato ACE fOként az intravaszkuldris tachikinineket képes bontani, els6sorban a NEP
aktivitasa hatarozza meg a légutak tachikinin-valaszkészségét.

A CGRP és a SP vazodilatacioval és plazma-extravazacidval jard neurogén gyulladast okoz a
tiidében. Az el6zéekben vazolt szenzoros-effektor mechanizmus jelentds szerepet jatszik a
bronhokonstrikcioban és a nyalkahartya-6démaban, igy a fokozott léguti ellenallas
tehetd feleldssé az asztmaban szenveddk légutaiban tapasztalhatdé megvaltozott érstrukturaért.
A SP és az NKA a tiido fibroblasztjait is stimuldlja, ezzel hozzédjarul az asztmasokban
tapasztalt fibrotikus elvaltozadsokhoz (Barnes 2001). A tachikininek az immun- és gyulladasos
sejtek miikodését is serkentik, a P-anyag nem-receptor medidlta hatdssal degranuldlja a
hizdsejteket €s az eozinofil granulocitakat, valamint serkenti a kemotaxist. A tachikininek
fokozzék az alveolaris makrofagokban a gyulladasos citokinek (pl. IL-6) termelését (Barnes
2001; Joos et al. 2001). Patkanykisérletekben nyert adatok alapjan az NK; receptorok
elsdsorban a neurogén gyulladasos reakcidokban és a nydkszekrécioban jatszanak szerepet, az
NK; receptorok inkdbb a bronchokonstrikcioban €s a bronchidlis hiperreaktivitasban fontosak
(Advenier et al. 1997; Lagente és Advenier 1998; Joos et al. 2001).

A kapszaicin-érzékeny léguti afferensek szerepe a gyulladasban ¢és kovetkezményes
hiperreaktivitdsban azonban korantsem ennyire egyértelmii. A fentiekben ismertetett,
neurogén gyulladast kozvetitd funkciora vonatkoz6 eredményekkel ellentétben tobb korabbi
irodalmi adat utal arra is, hogy patkanyban a kapszaicin-szenzitiv rostoknak védd szerepe van
kiilonbozo 1éguti gyulladas-modellekben (Hashiba et al. 1989; Bowden et al. 1996; Long et al.
1996; Franco-Penteado et al. 2005). Ujsziilttkori kapszaicin-kezelés utan, amely az afferens
C-rostok irreverzibilis karosodasat eredményezte, szignifikansan fokozddott intratrachealis
lipopoliszacharid-kezelés hatdsara a bronchoalveolaris moséfolyadékban a neutrofil
granulocitak szama, az 6sszfehérje mennyisége és a TNF-a koncentracidja (Long et al. 1996).
Ujsziilottkori  kapszaicin-elékezelést kovetéen jelentésen sulyosabb volt tovébba az
ovalbumin-indukalta allergias léguti gyulladas (Franco-Penteado et al. 2005), illetve a
Mycoplasma pulmonis okozta idiilt tiidégyulladds (Bowden et al. 1996). A szenzoros
idegvégzOodések altal kozvetitett protektiv mechanizmus hatterében all6 mediator(ok)ra
vonatkozoéan azonban e szerzOk nem végeztek kisérleteket és nem vontak le

kovetkeztéteseket.
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L. 2. CELKITUZESEK

1. Mivel a kapszaicin-érzékeny afferensek 1éguti gyulladdsban betoltott szerepére
vonatkozdan az irodalmi adatok ellentmondasosak, kisérletsorozatunk elso célkitiizése az
volt, hogy megvizsgéljuk e rostok és a gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek jelentoségét
endotoxinnal kivaltott szubakut léguti gyulladdsban ¢és kovetkezményes bronchidlis

hiperreaktivitasban egérben.

2. Célunk volt tovabba, hogy receptor génhidnyos egerek segitségével e szenzoros rostokon
lokalizalodé TRPV1 ioncsatorna szabalyozé szerepét vizsgaljuk a gyulladdsban és bronchialis

valaszkészség fokozodasban az endotoxin-indukalta pneumonitisz modellben.

3. Bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a tiidd0 TRPV1 receptorainak aktivaciojaval
szomatosztatin szabadul fel, amely gatolja a gyulladdsos folyamatokat ¢és a hiperreaktivitast.
Feltételeztiik, hogy e gatlo hatasokat az ssts4 receptor kozvetiti, de e receptor lokalizacidjara €s
funkciojara vonatkozdan nem alltak rendelkezésre irodalmi adatok. Ezért munkénk harmadik
célja az volt, hogy megvizsgaljuk az ssts receptor expressziojat és gyulladas hatdsara torténd
valtozasat egértiidében. Tovabbi kisérleteket végeztiink az ssty 1éghti gyulladasban betdltott
szerepére vonatkozoan receptor génhianyos egerek segitségével. Annak eldontésére, hogy az
egérkisérletek eredményei extrapolalhatok-e emberi patofiziologiai folyamatokra, ép és

gyulladt human tiiddmintédkon is megvizsgaltuk az sst4 receptor expressziodjat.

4. Miutan az sst4 receptor jelenlétét, gyulladds hatdsara torténd expresszid-fokozodasat €s
gatld szerepét bizonyitottuk a tiidoben, kisérletsorozatunk kovetkezd célja az volt, hogy
megvizsgaljuk szintetikus ssts agonistak, a heptapeptid TT-232 és a peptidomimetikum J-
2156 vegyiiletek hatdsait endotoxinnal kivaltott akut és ovalbuminnal eléidézett kronikus

l1éguti gyulladdsmodellekben.
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I. 3. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

A modszerek bemutatasakor csak az eredmények értelmezéséhez sziikséges legfontosabb

informaciokat ismertetem, a technikai részletek a megfeleld kozleményekben megtalalhatok.
I. 3. 1. KISERLETI MODELLEK

Allatok

Kisérleteinket CD1, Balb/c, ¢é¢s C57Bl/6 egereken, tovabba C57Bl/6 torzsbdl eldallitott
TRPV1 receptor knockout (TRPV1 KO; TRPV17) egereken és azok vad tipusii kontrolljain
(WT), valamint sst, receptor génhianyos egereken (ssts”) és sst4”* megfeleléiken végeztik. A
TRPV1™” egerek tenyészparjait a Jackson Laboratories Ltd.-t6l, a C57B1/6 ¢és Balb/c egerekét
a Charles-River Hungary Kft.-t6] vasaroltuk. Az sst;” egereket Dr. Piers Emsont6l kaptuk
(Laboratory of Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Cambridge, UK). Az egereket
intézetiink allathazdban vagy a PTE AOK Kézponti Allathazdban szaporitottuk standard
patogénmentes koriilmények kozott. Minden kisérleti eljaras és vizsgalat megfelelt a Helsinki
Nyilatkozatban foglalt ajanlasoknak és eleget tett az allatkisérletek végzésérdl szold 243/1998
(XII. 31.) szamO kormanyrendelet -eldirdsainak. A kisérleti protokollokat a PTE
allatkisérletekkel foglalkozé Etikai Bizottsaga engedélyezte (szam: BA02/2000-16-2006).

Endotoxinnal kivaltott akut léguti gyulladasmodell

Az endotoxin (lipopoliszacharid, LPS) a Gram negativ baktériumok sejtfalanak alkotdja,
amely a kornyezetiinkben is megtalalhatd, emiatt jelentds kockazati tényezo asztmaban (Lapa
e Silva Jr et al. 2000; Thorne et al. 2005). Intranazalisan adott LPS tiidében lokalizaltan valt
ki gyulladéasos reakciot anélkiil, hogy mas szervekben szisztémas karosodast okozna. Az LPS
Toll-like receptoron keresztiil aktivalja a makrofagokat (Lapa e Silva Jr et al. 2000), melynek
hatasara gyulladasos citokinek (IL-1B, TNF-a) szabadulnak fel. Ezek mas mediatorokkal
egylitt neutrofil bedramléssal, perivaszkuldris/peribronchidlis 6démaképzddéssel ¢és a
nyaktermeld kehelysejtek felszaporodasaval jellemzhetd gyulladast okoznak (Chignard és
Balloy 2000; Savov et al. 2002). A szubakut 1éguti gyulladast éteres altatdsban 60 ul (167
ug/ml) E. coli (083 szerotipus) LPS intranazalis alkalmazasaval valtottuk ki 24 6raval a léguti
hiperreaktivitds mértékének meghatarozasa eldtt. A kontroll csoportokban az LPS helyett

azonos térfogatu foszfat pufferrel kiegészitett fiziologias sdoldatot (PBS) alkalmaztunk.
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Ovalbuminnal kivaltott kronikus 1éguti gyulladasmodell

Az asztma modellben Balb/c egereket az 1. és a 14. napon 20 pg i.p. ovalbuminnal (OVA)
szenzitizaltunk (100 pl). Az els6 szenzitizalo injekciot kovetden a 28., 29. és a 30. napon 5%-
os OVA-oldat 20 perces inhaléltatdsaval (4 ml/5 éllat, 0.2 ml/perc) valtottuk ki a léguti
gyulladast. A szenzitizacié soran az OVA immunvalaszt indukal, amelyben a Th,-limfocitak
szama megemelkedik, citokin termelésiik fokozddik és OVA-specifikus IgE antitestek
termelédnek. A gyulladast granulocita-, elsdsorban eozinofil-infiltraci6, fokozott

nyaktermelés és a légutak valaszkészségének fokozdodasa jellemzi (Penn et al. 2007).

Elokezelések, kezelések

a.) A kapszaicin-érzékeny idegvégzddések szerepének vizsgalatara egy C57B1/6 egércsoportot
a TRPV1 receptor agonista RTX-szel kezeltiink eld (30, 70, 100 pg/kg s.c. 3 egymast kovetd
napon), amely ezen ¢érzbéideg-végzédések honapokig tartd kéarosodasat okozza
(deszenzibilizacid, Jancsd et al. 1967). Az akut izgatd hatdsok (fokozott nyakszekrécio,
horgdgorces, 1égzésleallas) kivédésére atropint, teofillint és terbutalint tartalmazéd koktélt
kaptak az allatok. Az RTX-el6kezelés sikerességének ellendrzésére 7-14 nap mulva, a kisérlet
elétt 50 ul 0.1%-os kapszaicint cseppentettiink a szembe. A kapszaicin-érzékeny érzdideg-
végzddések karosoddsa utan ez a kémiai inger nem valt ki torlé6 mozdulatot (,,wiping teszt”,
Welk et al. 1984), minden eldkezelt allatban hianyzott ez a reakcid (Szolcsanyi et al. 1990).
b.) Mas csoportokat 160 pg/kg s.c NK; receptor antagonistaval (SR140333), NK, receptor
antagonistaval (SR48968), illetve CGRP1 receptor antagonistaval (CGRP(8-37)) kezeltiink
haromszor, 30 perccel az LPS beadasa el6tt, illetve 8 és 23 oraval utana.

c.) A TRPVI receptor-aktivacioval felszabadulo6 SOM hatasanak gatlasara a szomatosztatin
receptor antagonista ciklo-szomatosztatinnal (C-SOM; 250 pg/kg i.p.) kezeltik a TRPV1™"
egereket. Az exogén SOM hatdsanak vizsgélata céljabol mindkét 4llatcsoportban
szomatosztatin-14 (SOM-14; 100 pg/kg i.p.) kezelést végeztiink 30 perccel az LPS beadas
el6tt, majd haromszor a 24 oras kisérleti periodus alatt.

d.) A negyedik kisérletsorozatban a két sst4 receptor agonista vegyiiletet (TT-232, J-2156; 500
ug/kg i.p.) adtuk mindkét modellben a légzésfunkcidos mérés elétt 30 perccel. Amikor a
vegyliletek gyulladdsos folyamatokra kifejtett hatasat is vizsgalni kivantuk, a szubakut
modellben 30 perccel az endotoxin beadasa eldtt, majd 8 és 24 oraval késdbb, a kronikus
modellben az OV A-inhalacioval parhuzamosan, mindhdrom napon az inhaléltatas elétt 30

perccel, majd 6 és 12 oraval késébb, valamint a mérés el6tt 30 perccel adtuk dket.
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Emberi tiidéomintak

Az ssty receptor expresszidjanak emberi tiiddben torténd meghatarozasahoz a mintékat hat
tiidétumor miatt operalt betegbdl egyetemiink Sebészeti Klinik4javal valo egytittmiikodésiink
keretein beliil kaptuk. A tumor eltavolitdsa a makroszkoposan €p teriiletekben tortént, ezért az
egyik minta ebbdl az intakt tiidorészbdl, a masik minta a térfoglald folyamat kdrnyezetében
1év6 gyulladt szovetbdl szarmazott. Minden mintapar ép és gyulladt voltat a makroszkopos
vizsgalat mellett szovettani vizsgalattal is alatdmasztottuk. A mintavételt és a vizsgalatokat a
PTE AOK Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: 3316), a betegektdl szobeli

¢s irasbeli tajékoztatast kovetden alairt beleegyezd nyilatkozattal rendelkeziink.

L. 3. 2. VIZSGALATI MODSZEREK

Légzésfunkcios valtozasok mérése

A légzésfunkcids valtozasokat 24 oraval az LPS-kezelést kovetden, illetve ovalbuminos
kezelés esetén a 32. napon, Buxco teljes test pletizmograffal (Buxco Europe Ltd., /1. dbra)
¢ber, szabadon mozg6 allatokon mértiik. A horgdgorcsét a muszkarin receptor agonista
carbachol (50 pl/egér; 5.5; 11; 22 mM) ndvekvd koncentracidinak masfél perces
inhalaltatasaval valtottuk ki. Az inhalaltatast koncentracionként 15-15 perces mérési periodus

kovette, melynek végére a megfigyelt paraméterek visszatértek az alaphelyzetbe.

I/1. dbra. Eber egerek bronchiilis reaktivitisinak mérése
Buxco teljes test pletizmograf késziilékkel
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A vizsgalt paraméter a 1éguti ellenéllassal egyenesen ardnyos Penh (enhanced pause) (1/2.,3.

t

e

abrak), amely a kovetkezd képlet alapjan szamitott érték: Penh = t_ - (

[

PEF
PIF

Ahol t. a kilégzési, t, a relaxacios 1d6; PEF a kilégzés, PIF pedig a belégzés alatti maximalis
aramlés (I/2. dbra). Minden stimulusra az alapvonal feletti szazalékos valtozasokat

szamoltuk.
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I/2. abra. Penh képletében szerepld valtozok
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1/3. abra. Penh regisztratumok. (A) Egy intakt és (B) egy LPS-sel kezelt
C57Bl1/6 egér Penh gorbéinek valtozasa carbachol ndvekvd koncentracidinak
inhalécidja kdvetkeztében.

Mivel a Penh mérésére és a léguti ellenallassal valo kapcsolatara vonatkozoéan az irodalom
ellentmonddasos, altatott, tracheotomizalt €s mesterségesen egerekben direkt moddon is
megmértiik a léguti ellenallast (Rl: AcmH,O*sec/ml). A tracheaba kaniilt vezettiink, amelyet
szorosan rogzitettiink és egy kétagu csatlakozot kapcsoltunk hozza. A Iélegeztetd késziilék
(MiniVent Type 845, Hugo Sachs Electronic, Harvard Apparatus) belégzési és kilégzési
oldalat ehhez csatlakoztattuk. Az aramlasi volumenek digitalis differencidlasaval
folyamatosan mértiik a léguti ellenallast (R1). A carbachol aeroszolt az éber méréssel azonos
protokoll szerint, kozvetleniil a tracheaba porlasztottuk. Minden carbachol-stimulusra az
alapvonal feletti szdzalékos Rl valtozasokat szamoltuk. Ezzel a kisérlettel bizonyitottuk, hogy

a Penh mértékének valtozasa valoban az alsé 1égutak hiperreaktivitdsat mutatja.
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A 1égzésfunkcios méréseket kdvetden az allatokat ketamin (100 mg/kg i.p.) és xylazin (10
mg/kg im.) kombinacidjaval torténd mély altatasban ledltik. A plazma SOM-szerli
immunreaktivitds meghatarozdsara a masodik kisérletsorozatban a kisérlet végén
szivpunkcioval vért vettiink. A tiidoket kimetszettiik, az egyik feliikket 4%-os pufferolt
formaldehidbe helyeztiik szovettani feldolgozas céljabol. A masik feliiket két darabba vagtuk,
a nedves tomeg lemérése utan folyékony nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80°C-on taroltuk
neuropeptid, mieloperoxidaz (MPO) és citokin meghatarozasa céljabol. A harmadik
kisérletsorozatban a szomatosztatin ssts receptor meghatarozasahoz 1-1 kis tiidémintat RNA-

later oldatban és specialis western blot pufferben is taroltunk -80°C-on.

Szovettani vizsgalatok és szemikvantitativ morfologiai értékelés

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott tiidémintdkbol 5-7 pum vastag metszeteket
készitettiink és hematoxilin-eozinnal (HE), illetve a nydktermeld sejtek lathatéva tételéhez
perjodsav-Schiff (PAS) reagenssel festettiik. A szemikvantitativ pontrendszer alapjan torténd
értékelést patologus kolléga végezte. Az LPS-sel kivaltott gyulladasban a szempontok a
perivaszkularis odéma (0-3), perivaszkularis/peribronchialis granulocita-infiltracio (0-3),
nyaktermelo kehelysejtek (goblet-sejtek) hiperplazidaja (0-2) €s alveolaris makrofag infiltracio
(0-2) voltak (Zeldin et al. 2001; Helyes et al. 2007; Elekes et al. 2007, 2008). Az ovalbumin-
indukalta asztma modellben az eozinofil sejtek peribronchialis/perivaszkularis terekbe torténo
infiltracidja (0-4), nyalkahartya-odéma/nyaktermelés (0-3) és hamsejtek karosodasa (0-3)
alapjén értékeltlink (Underwood et al. 1995; Xie et al. 2002; Elekes et al. 2008).

Szenzoros neuropeptidek kvantitativ meghatarozasa tiidészovetbdol és plazmabol

A tiidéhomogenizatumokat centrifugaltuk, az tledékb6l MPO-aktivitast, a feliiluszobol
radioimmunoassay-vel (RIA) SP-, CGRP- és SOM-szerli immunreaktivitast (IR) hatdroztunk
meg. E specifikus és érzékeny RIA modszereket intézetiinkben fejlesztette ki Dr. Németh
Jozsef kollégam (Németh et al. 1996, 1998, 1999). A plazma SOM-IR meghatarozasara a vért
EDTA-t és peptidazgatld aprotinint tartalmazo csovekbe tettilk. Tomény alkohol hatdsara a
plazmafehérjék kicsapodnak, a peptidek azonban oldatban maradnak. Centrifugalast kovetden
a peptideket tartalmazé feliiliszot nitrogéngédz alatt bepdroltuk, majd RIA pufferben
visszaoldottuk (Németh et al. 1996, 1998, 1999; Elekes et al. 2007).
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Mieloperoxidaz aktivitas mérése a tiildében

A makrofagok ¢és a granulocitdk felhalmozodéasanak kvantitativ meghatarozasahoz fenil-metil-
szulfonil-fluorid (PMSF ¢és PMSF) pufferben homogenizalt tiiddmintabol MPO-aktivitast
mértiink. A moédszer H,0,-3,3',5,5'-tetrametil-benzidin (TMB/H,0,) reagenssel torténd
szinreakcion alapul, az optikai denzitast 620 nm-en mértiik, az eredményeket human MPO

preparatum standard gérbéje alapjan értékeltiik.

Gyulladasos citokinek kvantitativ meghatarozasa

A homogenizalt tiidémintakbol a gyulladasos citokinek, IL-1 és egyes kisérletekben a TNF-
a, koncentracigjat specifikus ELISA modszerekkel (OptEIA szettek, BD Biosciences)
hataroztuk meg. A pufferek elkészitése, az Osszemérés ¢és a standard sor Osszeallitasa az
eljarasi protokollnak megfelelden tortént. A szubsztrat tetrametil-benzidin volt, az optikai
denzitast 450 nm-en mértiik Multiskan readerrel (Labsystems). A koncentraciokat pg/g

nedves szovet egységben a standard sor alapjan adtuk meg.

Az ssty receptor mRNS meghatarozasa tiidoben

Az egér ¢és emberi tiidomintakat is 1 ml RNA-later oldatban -80°C-on taroltuk. A teljes RNS
tartalom izolaldsahoz TriReagent Mammalian Total RNA Miniprep Kit-et és proteindz K-t
hasznaltunk a gyartd utasitdsai szerint. Az RNS mennyiségét ¢&s tisztasagat
spektrofotometridasan és elektroforézissel hatdroztuk meg. Az ssty receptor mRNS-t
extrahéltuk, cDNS-re irtuk at és TagMan kvantitativ valds ideji reverz transzkriptaz-
polimeraz lancreakcié (QRT-PCR) esszékkel hataroztuk meg ABI7500 rendszerben (egér ssts:
MmO00436710 s1; emberi ssts: Hs012566620 s1). A reakcidt a mintakbol izolalt teljes RNS
tartalom felezO higitasi soranak segitségével kalibraltuk és standard gorbéket készitettiink Az
értékelés QuantityOne szoftverrel (BioRad) tortént. Az ssty receptor és a haztartasi génként
szolgald 18S riboszoémalis RNS transzkripcios szintjeinek meghatarozasahoz a Ct értékeket
kozvetleniil hasonlitottuk dssze. A Ct érték, amely azon ciklusok szamat jelenti, amely egy
specifikus kiiszobre vonatkoztatott fluoreszcens jel eléréséhez sziikséges a detektoron,

forditottan ardnyos a reakcidban részt vevo templat nukleinsavszekvencidk mennyiségével.
Az sst4 receptor fehérje kvantitativ meghatarozasa tiidében

Az egér tiidomintékat protedzgatlo koktélt tartalmazé lizispufferben homogenizaltuk. A teljes

sejtlizitumot  natrium-dodecilszulfat-poliakrilamid  gélelektroforézissel  (SDS-PAGE)
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megfuttattuk, majd BioRad MiniProtean késziilék nedves transzfer rendszere segitségével
nitrocellul6z membranra vittiik 4&t. A nem-specifikus kotddés megakadalyozasara a blotokat
blokkold pufferben aztattuk, majd 2 6ran at 500x-os higitasu elsddleges antitesttel (kecske
poliklonalis-ssts antitest; Santa Cruz) inkubaltuk, majd haromszor 5-5 percig mostuk. A
primér antitest kotodését HRP-konjugalt szamarbol szarmazd kecske-ellenes IgG-vel
detektaltuk. A western blot reakcidkat erdsitett kemilumineszcens mddszerrel (SuperSignal
West Pico Chemiluminescent substrate) hivtuk eld a gyartd utasitdsainak megfelelden és
XAR-5 rontgen filmmel fényképeztiik. A felvitt fehérjék azonos mennyiségének ellendrzésére
monoklondlis egér anti-B-aktin antitestet és HRP-konjugélt kecske egér-ellenes IgG-t

hasznaltunk. A blotokat denzitometralas utan QuantityOne szoftverrel analizaltuk.

Az sst4 receptor fehérje immunlokalizacidja a tiidében

A formalinban fixalt tiidémintakat paraffinba dgyaztuk és 5-7 um metszeteket készitettiink.
Az antigéneket savas (pH 6) citrat-pufferben inkubalassal mikrohulldmu siitében tartuk fel. A
szovet endogén peroxidaz aktivitasat H,O, inkubacidval gatoltuk. A nem-specifikusan kotédo
masodlagos antitestek kapcsolodasat normal kecske szérummal torténd eldinkubalassal
eléztik meg. A metszeteket 1:50 nyul poliklonalis anti-ssts antitestekkel (egér: Alomone
Labsystems; emberi: MBL) inkubaltuk, majd torma peroxiddzzal (HRP)-konjugélt En Vision
rendszerli anti-nyal masodlagos antitestekkel (Dako-Cytomation) tovabbkezeltiik. Végiil az
sst4 receptor immunlokalizaciojat diaminobenzidin (DAB) reakcidval tettiikk lathatova, a
magfestést hematoxilinnal végeztiik. A specifikus jelolés igazolasara elsddleges antitest
nélkiili metszteket készitettiink, ahol immunpozitivitas nem volt lathatd. Az értékelést a tiidd

szovettanaban nagy tapasztalattal rendelkezd patologus kolléga végezte.

Statisztikai értékelés

Minden kisérleti adat csoportonként 8-14 egér atlagat mutatja az atlag standard hibajaval
(xSEM). A Penh, MPO, szenzoros neuropeptid és citokin eredmények statisztikai értékelésére
egyutas variancia analizist (ANOVA), majd Bonferroni-féle modositott t-tesztet hasznaltunk.
A PCR és WB denzitometrias adatokat Student-féle paratlan t-teszttel hasonlitottuk ssze. A
szemikvantitativ szovettani értékeléssel meghatirozott pontszdmokat box plot modszerrel
abrazoltuk, ahol az egyes oszlopok a csoportok statisztikai kdzépértékét (median)+25-75
percentilértéket mutatjak, a fiiggéleges vonalak pedig a maximum-minimum értékekre
vonatkoznak. A statisztikai értékelésre ebben az esetben Kruskal-Wallis probat (nem

parametrikus ANOVA), majd Dunn-féle poszt tesztet hasznaltunk.
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I. 4. EREDMENYEK

I. 4. 1. Fejezet: A KAPSZAICIN-ERZEKENY ERZOIDEG-
VEGZODESEK ES A GYULLADASKELTO SZENZOROS
NEUROPEPTIDEK SZEREPE AKUT LEGUTI GYULLADASBAN

srer

A homogenizalt tiidéomintdkban a RIA-val meghatdrozott SP- ¢és CGRP-szeri
immunreaktivitds szignifikansan novekedett LPS intranazalis addsa utan 25 oraval. Ezt a
30%-o0s emelkedést a kapszaicin-szenzitiv érzdideg-végzddések RTX-elokezeléssel torténd
inaktivalasa mindkét peptid esetében kivédte, ami arra utal, hogy a gyulladt tiidében a SP és a
CGRP ezen afferensekbdl szabadul fel. A nem gyulladt tiiddminték peptidtartalma kozott nem
volt kiilonbség az RTX-szel elkezelt és elokezeletlen egerekben (I/4. dbra).

Légzésfunkcios valtozasok

A muszkarin receptor agonista carbachol névekvé koncentracioinak belélegzése (5.5-22 mM)
koncentraciofiiggd bronchokonstrikciot idézett eld. A PBS-sel kezelt kontroll csoporttal
Osszehasonlitva 24 oraval az intranazélis LPS-adast kdvetden a carbachol hatasara torténd
Penh és Rl novekedés is szignifikansan nagyobb volt, amely azt igazolja, hogy gyulladasos
bronchialis hiperreaktivitas alakult ki. Ezek az eredmények azt is bizonyitjak, hogy a Penh
valtozéasai jol korreldlnak az Rl valtozasokkal és a carbachol-kivaltotta Penh-ndvekedés
elsésorban a bronchokonstrikcidnak kodszonhetd, a nazélis ellenallasfokozodas nem jarul
ehhez hozza jelentdés mértékben (I/1. tablazat). A 1éguti hiperreaktivitds a legmagasabb
carbachol koncentracio esetén teljesen megsziint az RTX-szel el6kezelt egerekben, de kisebb
koncentracioknal is 70-80%-ban alacsonyabb volt, mint az eldkezeletlen csoportokban. Az
NK; receptor antagonista SR140333, vagy a CGRP1 receptor antagonista CGRP(8-37)
kezelés nem befolyasolta a hiperreaktivitds mértékét, az NK, antagonista SR48968 azonban
szignifikans (kb. 35-50%-o0s) gatlast idézett eld, amely a két tachikinin receptor antagonista

kombinaciodjaval torténd kezelés utan is hasonlonak bizonyult (I/5. dbra).
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I/4. abra. (A) SP- és (B) CGRP-szerii immunreaktivitas valtozasa a
tiidoben endotoxin intranazalis adasanak hatasara, elokezeletlen és RTX-
elékezelt egerekben (atlagtSEM; *p<0.05 és **p<0.01 vs. LPS-kezelés).

Carbachol koncentracio
Paraméter
NaCl 5.5 mM 11 mM 22 mM

Penh valtozas (%)
Kezeletlen 3.2+0.7 14.2+1.3 53.9+4.5 146.3+10.9

8.5+1.3 58.5+9.3 126.77+£3.3 | 282.31+14.4
LPS * ok %ok *
Rl valtozas (%)
Kezeletlen 5.5+0.4 15.5£3.22 67.7+£20.6 153.1£25.2

9.2+0.9 63.8+19.5 192.6+34.8 | 410.1+79.4
LPS * %ok ok ok

I/1. tablazat. Az atlag Penh és az atlag direkt léguti ellenallas (Rl) valtozasai. Az adatokat a megfeleld
alapértékekre normalizaltuk: [(adott carbachol koncentracional mért valasz-a megfelel alapérték)/a
megfeleld alapérték]x100; atlagtSEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. LPS-kezelt csoport)
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I/5. abra. LPS-sel kivaltott gyulladasos légiti hiperreaktivitas. Az oszlopok a Penh
gorbék alatti teriileteket (AUC) mutatjak az NaCl inhalaltatasaval nyert alapértékek
levonasa utan (atlag=SEM, *p<0.05 és **p<0.01 vs. LPS-kezelés).

Szovettani vizsgalatok és pontozas

Az intranazalis LPS peribronchiolaris/perivaszkularis 0démat, intersticialis granulocita-
felhalmozodast, az alveolaris terekbe mononukleédris sejtek (elsésorban makrofagok)
Ezekbdl a paraméterekbdl szamitott 0sszetett gyulladds pontszamok jelentdsen magasabbak
voltak az RTX-szel elokezelt egerekben (I/7. A. abra). Bar az RTX-deszenzitizacio utan az
0déma ¢s a makrofagok infiltracioja nem véltozott, a kehelysejtek szdma és a peribronchiélis
granulocitdk mennyisége jelentdsen megndvekedett (/7. B. dbra).

Sem az NK; receptor antagonista SR140333-nak, sem az NK;, receptor antagonista SR48968-
nak nem volt hatdsa egyik endotoxin-kivaltotta gyulladasos paraméterre sem. Azonban e kettd
kombinacidja vagy a CGRP1 receptor antagonista CGRP(8-37) szignifikansan csokkentette a
bronchiolusok koriil felhalmozddott granulocitdk szamat. Egyik antagonistaval torténd
kezelés sem befolyasolta az 6déma képzodését, a mononukledris sejtek alveolaris terekbe
léguti gyulladdsmodellben a neurogén gyulladast kézvetitd szenzoros neuropeptidek nem

jatszanak meghatarozo szerepet a gyulladésos szovettani valtozasokban (I/7. A. dbra).
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I/6. abra. Szovettani metszetek, melyek bemutatjak (A) intranazalis PBS-sel kezelt egér, (B)
RTX-deszenzitizalt PBS-sel kezelt egér, (C) LPS-kezelt egér, és (D) RTX-deszenzitizalt LPS-
sel kezelt egér tiidejét. HE festés, 200x-o0s nagyitas; [a]: alveolus, [b]: bronchiolus, [v]: ér, [6d]:

6déma.
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I/7. abra. Az LPS-sel kivaltott tiidébeli gyulladasos valtozasok (A) Osszetett és (B) részletes
szemikvantitativ szovettani értékelése. A box plot abrazolassal minden négyszog az adott csoport
eredményeinek medianjat (statisztikai kdzepét) mutatja a 25 és 75 percentil értékekkel, a fliggdleges
vonalak a maximum és minimum értékekre vonatkoznak; *p<0.05 vs. LPS-kezelt csoport.

Mieloperoxidaz aktivitas valtozasa a tiidében
Az akkumulalodott granulocitak és makrofagok mennyiségét jelz6 MPO-aktivitas a PBS-sel

kezelt egerek nem gyulladt tiidejéhez viszonyitva kétszeresére emelkedett 25 oraval az
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intranazalis LPS-kezelés utan. RTX-elokezelést kovetden azonban LPS hatasara ennél is
szignifikdnsan nagyobb, mintegy haromszoros novekedést tapasztaltunk. Sem az NK;
receptor antagonista, sem az NK, receptor antagonista dnmagéban nem valtoztatta meg az
LPS-sel kivaltott MPO-aktivitds-ndvekedést, azonban a CGRP1 receptor blokkolasa, valamint
az SR140333 ¢és SR48968 kombinacidja szignifikansan csokkentette (1/8. dbra).

sre s

crer

novekedését idézte eld, ami RTX-szel elokezelt egerekben szignifikansan magasabb volt. Sem
az NK, antagonista SR140333, sem az NK, antagonista SR48968 Onmagaban nem
befolyasolta szignifikdnsan az endotoxin-kivaltotta IL-1B—emelkedést, kombinaciojuk ezzel
szemben 53%-os gatlast eredményezett. Figyelemreméltd tovabba, hogy a CGRP1 receptor

antagonista CGRP(8-37) teljesen kivédte az LPS-indukalta IL-1p-szintézist (1/9. abra).

[ pes
1.6 - - B Lrs
I pBs, RTX deszenz.
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I/8. abra. A tiidémintak mieloperoxidaz aktivitisa. Az oszlopok
atlagértékeket+SEM abrazoljak; *p<0.05, **<0.01 vs. LPS-kezelt csoport.
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1/9. abra. A tiidomintak IL-1B koncentracioja. Az eredmények az
atlagértékeket=SEM abrazoljak; *p<0.05, **<0.01 vs. LPS-kezelt csoport.

A tiid6 szomatosztatin koncentracidjanak valtozasa LPS-sel kivaltott gyulladas hatasara

A szomatosztatin-szeri immunreaktivitds alapszintje koriilbelill négy-6tszor magasabb a

tiidében, mint a plazmaban. Eldkezeletlen egerekben az intranazalis LPS-adas 25 6ra mulva a

tiid6 és a plazma szomatosztatin-szerli immunreaktivitasdnak kétszeres emelkedését idézte

eld. Ezt a novekedés a kapszaicin-szenzitiv afferensek RTX-el6kezeléssel torténd inaktivalasa

gatolta. A nem gyulladt tiid6 szomatosztatin tartalma az RTX-deszenzitizacidé utan enyhe,

nem szignifikans csokkenést mutatott (I/10. A.,B. dbra).
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I/10. abra. A szomatosztatin-szerii immunreaktivitas (SOM-IR) (A) a tiidoben és (B) a plazmaban
(4tlag+SEM; **p<0.01 vs. PBS-sel kezelt csoport; ~p<0.01 vs. nem-deszenzitizalt 4llatok.
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I. 4. 2. Fejezet: A TRPV1 RECEPTOR SZEREPE AKUT LEGUTI
GYULLADASBAN

Gyulladasos légiti hiperreaktivitas C57Bl/6 vad tipusi (WT) és TRPV1™ egerekben

Az alap Penh ¢és léguti ellenalldas (RI) értékek mindkét allatcsoportban jelentdsen
megnovekedtek az intranazalis LPS-kezelés utan a PBS-sel kezelt egerekkel 6sszehasonlitva:
WT egerekben 2.42+0.43 vs 0.85+£0.08 (4tlag Penh£SEM) ¢és 3.23+0.45 vs. 0.69+0.06 (atlag
RI=SEM), TRPV1™ egerekben 2.41+£0.67 vs. 0.95+0.15 (atlag Penh+SEM) és 2.69+0.23 vs.
0.86+0.09 (atlag RI=SEM). A Penh ¢és Rl alapérték feletti ndvekedése szignifikansan nagyobb
volt az LPS-kezelt csoportokban, ami a gyulladdsos bronchialis hiperreaktivitas kialakuldsat
igazolta. Ezek az eredmények az el6zd kisérletsorozatban tapasztaltakhoz hasonléan
bizonyitékokat szolgéltattak arra, hogy a szdmitott Penh paraméter és a kozvetlen léguti
ellenallas valtozasai ebben a modellben jol korreldlnak egymassal. Jelentds kiilonbség nem
volt a carbachollal kivaltott valaszok kozott a két PBS-kezelt csoportban. LPS-kezelt TRPV1”
" egerekben a maximalis Penh értékek magasabbak voltak és a bronchokonstrikcié idStartama
hosszabb volt, ezért az atlag Penh alapvonal feletti novekedése mindhdrom carbachol

koncentréacio esetén szignifikdnsan nagyobb volt, mint vad tipustuakban (Z/11. dbra).
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1/11. abra. Endotoxinnal kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitas (atlag+SEM,
*p<0.05 és **p<0.01 vs. LPS-kezelt megfelel6 csoport; p<0.05 vs. WT).

Endotoxinnal kivaltott gyulladasos valtozasok WT és TRPV1™ egerek tiidejében
A szOvettani vizsgéalatok €és a szemikvantitativ pontozas azt mutattdk, hogy az LPS-sel

kivaltott peribronchidlis/perivaszkularis ©6déma, a bronchiolusok koriili granulocita-
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felhalmozodas, a mononuklearis sejtek alveolaris terekbe torténd bearamlasa €s a nyaktermeld
kehelysejtek hiperplaziaja sulyosabb volt a TRPV1 receptor génhidnyos egerekben, mint vad
tipusﬁ kontrollj aikban (I/12. abra).
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Osszetett
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L 1 L |
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I/12. abra. A tiidomintak szévettani vizsgalata. LPS-sel kivaltott gyulladisos szovettani
elvaltozasok (B) WT és (C) TRPV1™" egerek tiidémintaiban dsszehasonlitva az (A) ép, PBS-sel kezelt
tiido szerkezetével. HE festés, 200x-os nagyitas; [a]: alveolus, [b]: bronchiolus, [v]: ér.

(D) Szemikvantitativ. ~ szovettani  értékelés, mely a  perivaszkularis = 6démabol,
perivaszkularis/peribronchiolaris  granulocita-felhalmozodasbol,  kehelysejt-hiperplaziabél és a
mononuklearis  sejtek  alveolaris térbe vald infiltraciojabol tevddik  Gssze  (statisztikai
kozépértékek+maximalis/minimalis értékek; “p<0.01 vs. PBS-kezelt csoport, 'p<0.05 vs. WT).

MPO aktivitas a tiidében WT és TRPV1™ egerekben

WT egerek tiidejében az endotoxin-kezelés kortilbeliil kétszeres MPO-aktivitas-emelkedést
1dézett el6 a PBS-sel kezelt csoporthoz viszonyitva. A TRPV1 receptor génhianyos allatokban
ez az érték szignifikansan nagyobb, csaknem négyszerese volt a megfeleld intakt csoportban

mért aktivitasnak (I/13. dbra).

Szomatosztatin LPS-sel kivaltott koncentracio-valtozasa a tiidében és a plazmaban

Az eldz0 fejezetben bemutatotthoz hasonloan itt is 1athatd, hogy LPS-kezelés hatasara a RIA-
val meghatdrozott szomatosztatin-szeri immunreaktivitds a tiidében és a plazmaban is
szignifikansan novekedett WT egerekben. Ezzel szemben a TRPV1” csoportban a SOM-
szerli IR LPS-indukalta emelkedése a tiidoben sokkal kisebb mértékii volt, a plazmaban pedig

39



teljesen elmaradt. Ezen eredményeink arra utaltak, hogy a SOM gyulladds soran TRPV1
receptor aktivacioval szabadul fel a tiidé kapszaicin-érzékeny rostjaibol és a szisztémas

keringésbe keriil (I/14. A.,B. dbra).
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I/13. 4bra. A tiidémintdk MPO-aktivitasa (atlagtSEM;
<0.01 vs. PBS, p<0.01 vs. WT).
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I/14. abra. (A) tiidé és (B) plazma szomatosztatin-szerii immunreaktivitisa (SOM-IR). Az
oszlopok atlag+SEM értékeket jeleznek; *p<0.05, **<0.01 vs. LPS-kezelt csoport és p<0.05 vs. WT.

A szomatosztatin szerepe az endotoxinnal Kkivaltott léguti hiperreaktivitasban,
gyulladasos szovettani elvaltozasokban és a mieloperoxidaz aktivitasban

Ismételt SOM-14 kezelés a TRPV1™” és WT egerekben is szignifikansan gatolta a carbachollal
kivéltott bronchokonstrikciot, de a hatas mértéke a receptor génhianyos csoportban nagyobb
volt. Emellett a WT egerekben a C-SOM, amely antagonizalja a szomatosztatin hatdsait mind

az 5 receptor altipuson, jelentsen novelte a bronchidlis hiperreaktivitast (I/15. dbra).
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I/15. abra. SOM-14 és C-SOM hatasa az LPS altal Kkivaltott
gyulladasos légiiti hiperreaktivitisra WT é TRPV1™” egerekben
(atlag=SEM; *p<0.05, **<0.01 vs WT, “'p<0.01 vs. TRPV17).

A SOM-14-kezelés szignifikansan csokkentette az endotoxinnal kivaltott gyulladasos
valtozasokat mind a TRPV1”", mind a vad tipusu egerek tiidejében, de a gatlas mértéke
nagyobb volt a TRPV1 receptor génhidnyos csoportban. A C-SOM injekcié TRPV1™*
allatokban sulyosbitotta e paramétereket, kiilondsen a peribronchialis 6démat, a granulocita-
felhalmozddas, goblet-sejt felszaporodds, az alveolaris terekbe torténd mononukledris sejt
bedramldsa alapjan szdmolt dsszetett gyulladaspontszam is ezt mutatja (I/17. A. dbra).

A szovettani eredményekkel Osszhangban a SOM-14 mindkét csoportban szignifikansan
csokkentette az LPS-sel kivaltott tiidobeli MPO-aktivitds-novekedést, de a gatlas mértéke
ennél a paraméternél is nagyobb volt a TRPV1™” egerek esetén. A WT csoportban az sst
receptor antagonistaval vald kezelés tobb mint kétszeresére ndvelte az endotoxin hatisara
1étrejott MPO-aktivitast (I/17. B. dbra). TRPVI™ egerek C-SOM-kezelése nem okozott
valtozast sem az LPS-sel kivaltott gyulladdsos paraméterekben, sem a bronchidlis
hiperreaktivitdsban. Intakt egerekben nem tapasztaltunk valtozast a carbachol-indukalta

bronchokonstrikcidban, a szdvettani paraméterekben és az MPO-aktivitasban ismételt SOM-

14-kezelés hatasara.
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I/16. abra. Szomatosztatin szerepe az endotoxinnal Kkivaltott gyulladisos szdévettani
valtozasokban. LPS altal kivaltott gyulladasos szovettani elvaltozasok (A) WT, (B) TRPV1™,
(C) C-SOM-mal kezelt WT és (D) SOM-14-kezelt TRPV1” egerekben. A metszetek PAS
festéssel késziiltek a nyaktermeld kehelysejtek jobb azonositasa érdekében, 200x-os nagyitas;
[a]: alveolus, [b]: bronchiolus, [v]: ér.
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1/17. abra. Szomatosztatin szerepe az LPS-sel kivaltott (A) gyulladdsos szévettani pontszamra és (B)
MPO-aktivitasra (atlagtSEM értékeket mutatnak; ‘p<0.05, p<0.01 vs. WT; ‘p<0.01 vs. TRPV1™).
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I. 4. 3. Fejezet: AZ SST, RECEPTOR LOKALIZACIOJA,
EXPRESSZIOJANAK VALTOZASA ES SZEREPE LEGUTI
GYULLADASBAN

Az sst4 receptor expresszioja ép és gyulladt egértiidoben

Kvantitativ RT-PCR eredményeink azt mutattadk, hogy az sst4 receptor mRNS jelen van az
egértiidoben, de koncentracidja nem valtozott az endotoxinnal kivaltott szubakut gyulladas
hatdsara (I/18. A. dbra). Western blot vizsgalataink bizonyitottdk az ssty receptor
fehérjeszinten torténd expresszidjat is a tlidoben. A receptorprotein mennyisége azonban az
mRNS-sel ellentétben jelentdsen megnovekedett 24 oraval az LPS intranazalis adéasat
kovetden. A kontroll fehérjeként szolgdld B-aktin mennyisége nem valtozott a gyulladas
kovetkeztében (1/18. B.,C. dbra).

Ep tiiddben sst; receptor immunpozitivitis volt lathatd a bronchialis/bronchiolaris
epithelsejteken, elsésorban a lumen feldli felszinen, a vaszkuldris bronchialis/bronchiolaris
simaizomsejteken, az erek endothelsejtjein és az alveolusok kozti szeptumokban 1évo
kotészoveti sejteken (I/19. A.,B. dbra). Gyulladt tiidoszovetben azonban 24 o6raval az
intranazalis LPS-kezelés utan a megvastagodott epithelrétegben fokozodott az ssts expresszio,
valamint az erek és a bronchusok/bronchiolusok koriil akkumuldlédé mononuklearis sejtek
(els6sorban makrofagok, de a limfocitdk is) €s a neutrofil granulocitdk is jellegzetes ssty
immunpozitivitast mutattak (/19. C.,D. dbra). Ezek az immunhisztokémiai adatok

alatamasztjak a western blot modszerrel nyert eredményeinket.
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1/18. abra. Sst, receptor expresszié intakt és gyulladt egértiidében. (A) Az ssty
receptor mRNS relativ expresszidja 24 oraval intranazalis LPS-adés utan, PBS-sel
kezelt nem gyulladt tiidével dsszehasonlitva. (B) Reprezentativ western blot mintak
az ssty receptor fehérje homogenizalt ép és gyulladt tidobol torténé meghatarozasara.
(C) A western blot mintak denzitometrias vizsgalatanak kvantitativ eredményei. Az
oszlopok az A és C paneleken n=6 egér atlagat mutatjak+=SEM; *p<0.05 vs. PBS.
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1/19. abra. Szomatosztatin receptor immunlokalizaciéja egértiidében. (A,B)
intranazalis PBS-sel kezelt egér tiideje 200x-os és 400x-os nagyitassal, (C,D) intranazalis
LPS-sel kezelt egér tiideje 200x-o0s és 400x-0s nagyitassal (hematoxilin magfestés).

Az sst4 receptor expresszioja ép és a gyulladt emberi tiidében

A RT-PCR eredményeink alapjan az sst; receptor mRNS jelen van az ép emberi tiidében,
relativ expresszioja 1.14+0.22, amely nagyon hasonl6 az egértiidoben mérthez.

Négy beteg esetében (1., 4., 5. és 6.) jelentds, 3.4-30.07-szeres emelkedést talaltunk a gyulladt
mintak ssts receptor mRNS expresszidjaban az azonos betegtdl szarmazod ép szovetrésszel
Osszehasonlitva. E betegek jellegzetes klinikai tlinetei és a gyulladt teriiletek szovettani
vizsgalata egyértelmiien igazoltdk a kronikus bronchitis diagnézisat. Mind a négy beteg erds
dohéanyos volt, a miitét két esetben kis periférias primér adenokarcindéma miatt (4. és 6.), két
esetben 2 cm-nél kisebb tiidémetasztdzis miatt (1.: hepatocellularis karcindma; 5.:
vesekarcindbma) tortént. A kronikus gyulladast igazolta a kifejezett mononukledris sejtes
infiltraci6 (deszkvamald intersticidlis pneumonitisz). Az ssts4 mRNS mennyisége a
gyulladésos reakcio sulyossdgaval egyértelmii korreldciot mutatott. Ezzel ellentétben, két
betegnél (2. és 3.), ahol a szovettani diagnozis akut bronchopneumoniat igazolt, nem volt
kiilonbség az ssts mRNS expresszioban a gyulladt és az ép mintak kozott. Ezeket a betegeket
kiterjedt, hilusra lokalizalodé laphamkarcinoma miatt operaltdk, amely az obstrukcid
kovetkeztében a periférias teriileteken atelektaziat és akut gennyes bronchopneumoniat

okozott. A gyulladt teriileten a neutrofil sejtek akkumulacioja dominalt (1/2. tabldzat).
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E tidomintak immunhisztokémiai vizsgalataval nyert eredményeink azt mutattak, hogy az ssty
receptor ép emberi tiiddben a bronchiolaris epithelsejteken, vaszkularis endothelsejteken
(1/20. B.,C. dbra), simaizomsejteken (I/21. A. abra) és a szeptumban 1évo fibrocitakon (7/20.
C. dbra) lokalizalodik nagyon hasonloan az egérben tapasztaltakhoz (7/21. A.,D. dbra). Az
1/22. dbra tels6 panele (B és C) az 1. szamu beteg gyulladt tiiddmint4janak ssts receptor
immunlokaliz4ciojat mutatja. Az ép résszel Osszehasonlitva (1/20. A.,D. dbra), nagyszamu
ssty pozitiv aktivalt makrofag és limfocita lathatd az alveolusokban a kronikus gyulladasos
tertileten (Z/21. B.,C. és I/22. D. dbra). Ez a morfologiai eredmény jol alatamasztja a markéans
ssty4 mRNS expresszio-novekedést a gyulladt mintdban. A 2. szamu beteg esetében
bronchiektaziaval tarsulé akut purulens bronchopneumonia volt a diagnézis, a bronchiolus
lumenét teljesen kitoltik a szovettormelékbe ¢és nydkba agyazott ssty receptort nem
expresszald neutrofil granulocitdk, ezek mellett néhany ssty immunpozitiv limfocita is lathato

(I/21. E.,F. dbra), ami j0]l magyardzza a minimalis ssts mRNS novekedést.

NS Nt
o .w"'é'-.ix';? . TS

= L
S TR et L

-

1/20. abra. Sst; receptor immunpozitivitis az emberi tiidében. Az sst; receptor
immunpozitivitas lathatdé az (A) erek simaizomsejtjein, (B) a bronchusok/bronchiolusok
epithelsejtjein, (C) az erek endothelsejtjein, a szeptumokban 1évé fibrocitdkon, valamint (D)
kronikus gyulladas esetén az intraalveolaris teriileteken akkumulalodo aktivalt makrofagokon és
limfocitakon (deszkvamald intraalveolaris pneumonitisz, respiratorikus bronchiolitisz) (400x-os
nagyitas, hematoxilin magfestés).
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Az sst4 receptor A relativ
mRNS expresszidja a | ssty mRNS

18S riboszomalis expresszio
Bete Gyulladas tipusa: mRNS-re valtozasa a
g hisztopatologiai jellemzok normalizalva gyulladt
. . Gyulladt t’u do!)en az
Ep teriilet . ¢ép részhez
terilet . ,
viszonyitva
Kroénikus gyulladas nagyszamu
aktivalt makrofag alveolaris
régiokba torténd akkumulécidjaval
(deszkvamalo intersticialis
1 pneumonitisz), limfocitas 121 36.39 30.07

infiltracid, peribronchiolaris
fibrozis, a makrofagokban és az
intersticialis teriileteken is fekete
granularis pigmentdepozitumok,
respiratorikus bronchiolitisz

Bronchiektazia talajan kialakulo
akut gyulladasos reakcio,
granulocita-, elsésorban neutrofil-
2 akkumilacio dominal a 1.52 1.86 1.22
szovettormelékkel és nyakkal
kitoltott bronchiolus/bronchus
lumenben

Akut bronchopneumonia
3 intersticialis 6démaval és jelentds 0.60 0.78 1.3
neutrofil sejtes infiltracioval

Kronikus bronchitisz,
respiratorikus bronchiolitisz a
4 tiidéparenchimat érint6 gyulladésos 1.88 9.62 5.11
jelek nélkiil, centroacinalis
emfizéma

Kroénikus gyulladas, limfocitas
infiltraciéo domindl, respiratorikus
5 bronchiolitisz aktivalt 1.21 4.09 3.38
makrofadgokkal, dohanyzas okozta
pigmentgranulumok lerakodésa

Kroénikus gyulladas pigmentalt
intraalveolaris makrofag-

6 csoportokkal, a respiratorikus 0.42 8.24 19.62
bronchiolusok destrukcidja,
limfocitas infiltracid, atelektazia

1/2. tablazat. Az sst, receptor mRNS relativ expressziéja emberi tiidémintikban




1/21. abra. Az sst; receptor immunhisztokémiai vizsgalata (A,D) ép és (B,C,E,F) gyulladt
emberi tiidémintikban. A baloldali panelek az 1. szdmu betegbdl (krénikus bronchitisz), a
jobboldaliak a 2. szamu betegbdl (akut obstruktiv purulens bronchopneumonia, bronchiektdzia)
szarmaznak (A,B,D,E: 200x; C,F: 400x-os nagyitas, hematoxilin magfestés).
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AZ SST,; RECEPTOR SZEREPE ENDOTOXINNAL KIVALTOTT LEGUTI
GYULLADASBAN EGERBEN

Endotoxinnal kivaltott 1éguti hiperreaktivitas ssts”" és sst,”” egerekben

A carbachol-inhalacié mindkét csoportban koncentraciofiiggd bronchokonstrikciot okozott, a
PBS-kezelt sst4+/+ és sst4'/' allatok valaszai kozott nem volt jelentds kiilonbség. LPS-sel
kivaltott gyulladésban azonban az sst;”” egerek maximalis Penh értékei nagyobbak voltak és a

bronchokonstrikci6 idétartama hosszabb volt a receptor génhidnyos csoportban (1/22. dbra).

8001 o sst,", PBS
1 —O—sst,”, PBS
700+ —@—sst,”", LPS
| —m—sst,”, LPs
600 - ‘

500- +
4005 *’//////////////;//////////////.
300{ = Q",,,———””",”

200 .,,,,,———”""”’

1004 B
55 11 22

Carbachol koncentracié (mM)

*

Atlag Penh %-os valtozasa

++

1/22. abra. Endotoxinnal kivaltott léguti hiperreaktivitas sst,” és sst4'/'

egerekben (4tlagtSEM; *p<0.05 vs. sst; ).

Gyulladasos valtozasok, MPO-aktivitas és citokin-koncentraciok sst4+/Jr és sst4'/' egerek
tiidejében

A szovettani vizsgalatok és a szemikvantitativ értékelés azt mutattak, hogy az LPS hatasara az
ssts”” egerek tiidejében jelentésen sulyosabb gyulladds alakult ki, mint a vad tipustakban:
kifejezettebb peribronchialis/perivaszkularis 6déma, a bronchusok, bronchiolusok koriil
fokozottabb granulocita-felhalmozddas, intenzivebb mononukledris sejtes infiltracio €s goblet
sejt hiperplazia volt megfigyelhetd (1/23. dbra).

Az LPS-kezelés mindkét csoportban tobbszordsére emelte a gyulladt szdvetben
felhalmozddott granulocitdk mennyiségét jelz6 MPO-aktivitast, valamint az IL-13 és TNF-a
mennyiségét a megfeleld PBS-kezelt kontrolljaikhoz hasonlitva. Ez az emelkedés mindharom
paraméter esetében szignifikdnsan nagyobb volt az ssty”” csoportban, mint a vad tipust

egerekben (1/24., I/25. dbra).
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MPO aktivitas (Ulg tiids)

1/23. abra. LPS-sel kivaltott gyulladasos valtozasok sst,

10.0- "

Jintakt *
e { NYLPS

pontszam

+H+

és sty egerek

tiidejében. (A) intranazalis PBS-sel és (C) LPS-sel kezelt sst,”", valamint (D) LPS-
kezelt sst,”~ egér tiidejének metszete (PAS festés, 200x-os nagyitas; [a]: alveolus, [b]:
bronchiolus, [v]: ér, [6d]: 6déma. (B) Szemikvantitativ szovettani értékelés pontszamai

(statisztikai kozépértékek+25-75 percentilis; 'p<0.01 vs. PBS; *p<0.05 vs. sst,
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1/24. abra. Mieloperoxidaz aktivitas.

I/25. abra. Citokin koncentraciok.
(atlag=SEM; **p<0.01 vs. PBS, "p<0.05, “p<0.01 vs. sst;”" egerek).
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I. 4. 4. Fejezet: SST;, RECEPTOR AGONISTA VEGYULETEK HATASA
AKUT ES KRONIKUS LEGUTI GYULLADAS MODELLJEIBEN

J-2156 és TT-232 hatasa az endotoxinnal kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitasra

A carbachollal kivaltott koncentraciofiiggd bronhokonstrikciot az 500 pg/kg i.p. J-2156 és
TT-232 szignifikansan gatolta. A hiperreaktivitast csokkentd hatds nemcsak a 24 ora alatti
haromszori injekciot kovetden volt megfigyelhetd, hanem a gyulladas kialakuldsa utan adott
egyszeri dozis esetén is. Az ssty agonistak fokozott 1éguti valaszkészséget csokkentd hatasa

tehat elsdsorban nem a gyulladasos reakcid gatlasanak koszonhetd (1/26. dbra).

—o— PBS
2700 4 —e— LPS + NaCl
—e— LPS +J-2156 1x

2400 _ #— LPS + TT-232 1x %

2100 _ —r— LPS + J-2156 3x

|- %- LPS +TT-232 3x

1800 -

1500 -

1200

900 -

600 -

300 -
0

Atlag Penh %-os valtozasa

Carbachol koncentracié (mM)

1/26. abra. J-2156 és TT-232 gatlé hatasa endotoxinnal
kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitasra (atlagtSEM;
*p<0.05 és **p<0.01 vs. kontroll LPS-kezelt csoport).

J-2156 és TT -232 hatasa az endotoxinnal kivaltott akut léguti gyulladasra

A CDI1 egerekben is a C57Bl/6 t6zshoz hasonléan az intranazalis LPS-alkalmazas
peribronchidlis/perivaszkuldris 6démat, bronchusok koriili granulocita-felhalmozddast,
alveolaris terekbe torténd mononukledris sejt (féleg makrofagok) infiltraciot és kehelysejt-
felszaporodast okozott (1/28. B. abra). A gyulladas kialakulasa alatt haromszor i.p. injektalt J-
2156 és TT-232 kezelés az 6démat és a granulocita-akkumuléaciot szignifikansan gatolta (1/27.
C.,D. dbra; 1I/28. dbra). A homogenizalt tiidokbdl mért MPO-aktivitas LPS hatasara kb.
Otszorosére novekedett az intakt mintadkkal 6sszehasonlitva. Ezt a fokozodast a J-2156-tal és a

TT-232-vel torténd ismételt kezelés ugyancsak szignifikdnsan gatolta (I/3. tablazat).
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1/27. abra. J-2156 és TT-232 gyulladascsokkento hatasa az LPS-sel kivaltott
gyulladasra. (A) Intakt tiid6 szerkezete, (B) LPS-indukalta gyulladas fiziologias
soval kezelt kontroll egér, (C) J-2156-tal és (D) TT-232-vel kezelt egér tiideje
(HE festés, 200x-0s nagyitas; [a]: alveolus, [b]: bronchiolus, [v]: ér).

[Inaci
07 J-2156

TT-232
3.00+ E

2.50+ ﬁ
20049 .x «x -
ol zn LL Bar

1.004
0.50+

Szovettani pontszam

0.00

Odéma Granulocita Makrofag Goblet sejt

I/28. 4abra. Szemikvantitativ szovettani értékelés az
endotoxinnal kivaltott akut léguti gyulladasban (statisztikai
kozépérték+25-75 percentil; p<0.05, **p<0.01 vs. olddszer).

J-2156 és TT-232 hatasa az ovalbuminnal Kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitasra
A szenzitizalt allatokban OVA belélegeztetésével kivaltott 1éguti gyulladasban jelent6sen
fokozodott a bronchialis valaszkészség. A hiperreaktivitast a J-2156 és a TT-232 is kb. 50%-
kal gatolta, mind az expozicids periddus 3 napja alatt ismételten alkalmazott injekciok, mind
az egyszeri adas utan. Figyelemremélto, hogy a TT-232 ismételt alkalmazasa utan a léguti
hiperreaktivitas teljesen megsziint és a carbachol-indukalta bronchokonstrikcié még kisebb

volt, mint az intakt egerekben (I/29. abra).
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1/29. abra. J-2156 és TT-232 giatlo hatasa az ovalbuminnal
kivaltott kroénikus gyulladasos léguti hiperreaktivitisra
(atlag=SEM; *p<0.05 és **p<0.01 vs. OV A-kezelt kontroll).

J-2156 és TT-232 hatasa az ovalbuminnal Kivaltott kronikus léguti gyulladasra
Szenzitizalt Balb/c egerek tlidejében az ép tidével (I/31. A. dbra) Osszehasonlitva OVA
hatasara a bronchusok/bronchiolusok lumenében és koriilottiik is jelentdsen felszaporodtak a
granulocitdk (elsésorban eozinofil sejtek), a bronchus nyalkahartya megduzzadt ¢és
megndvekedett a nydktermelés, valamint tobb helyiitt az epithelsejtek pusztulasa volt lathatod
(130. B. és I/31. abrdak). Mig ismételt TT-232-kezelés mindhdrom gyulladdsos paramétert
szignifikansan gatolta, a J-2156 a nyalkahartya-6démat és a nyaktermelést csokkentette
ugyan, de ez a kiilonbség statisztikailag nem volt szignifikans (Z/30. C.,D. és I/31. abrak).

A felhalmozodott granulocitdk mennyiségét jelz6 MPO-aktivitds a homogenizalt tiidében e
kronikus modellben csaknem tizszeresére emelkedett, amelyet mindkét ssts agonistaval

torténo ismételt kezelés szignifikansan csokkentett (3. tdabldzat).

LPS Ovalbumin
(CD1 egér) (Balb/c egér)

MPO U/g nedves tiid6

Intakt 72.6+4.3 84.2+6.7
NaCl 373.4+54.1 797.7£71.6
TT-232 216.2+38.4 * 505.8+34.1 **
J-2156 132.7+14.4 ** 463.6£58.0 **

I/3. tablazat. A tiidémintak mieloperoxidaz aktivitisa. Az
eredmények atlagértékeket:SEM mutatnak; “p<0.05, = <0.01 vs.
oldészerrel (NaCl) kezelt LPS/OV A kontroll csoportok.
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1/30. 4bra. J-2156- és TT-232-kezelés gyulladiscsokkenté hatisa az OVA-val
kivaltott kronikus légati gyulladasban. (A) Intakt tidé szerkezete, (B) OVA-
indukalta gyulladas fiziologias soval (oldoszer) kezelt kontroll, valamint ismételt (C)
J-2156- és (D) TT-232-kezelt egerek tiideje. (HE festés, 200x-os nagyitas; [a]:
alveolus, [b]: bronchus, [v]: ér, [6d]: 6déma).

[JNaci

4.00- 7) J-2156
£ 3.50- Ej1T-232
P 3.00-[{]

[=
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— 004 **
: = =T .
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:s :
»n  0.50
0.00

Eozinofil Nyh. 6déma+ Epitelsejt
infiltracié nyaktermelés  karosodas

I/31. abra. OVA-val kivaltott kronikus léguti gyulladas
szemikvantitativ szovettani értékelése. Az oszlopok statisztikai
kozépértékeket£25-75 percentileket mutatnak; p<0.05, **p<0.01 vs.
oldészerrel (NaCl) kezelt csoport.
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I. 5. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Az irodalmi adatok a kapszaicin-érzékeny peptiderg afferensek léguti gyulladasban és
bronchidlis  vélaszkészségben  betoltdtt  szerepére  vonatkozéan  meglehetdsen
ellentmondasosak (Bloom ¢és Polak 1985; Barnes 1990; Lundberg 1995; Maggi 1995;
Uddman et al. 1997). Szdmos szerzd ezekbdl az idegvégzdédésekbdl felszabaduld pro-
inflammatorikus szenzoros neuropeptidek, a SP, az NKA ¢és a CGRP neurogén gyulladast és
fokozott bronchokonstrikciot kivaltd hatésait tartjdk domindnsnak a tiidodben (Frossard és
Advenier 1991; Lagente és Advenier 1998; Springer et al. 2003), masok ezzel ellentétben a
kapszaicin-érzékeny rostok védd szerepérdl szamoltak be l1éguti gyulladdsos folyamatokban
(Long et al. 1996). Ennek az ellentmondéasnak magyardzataul szolgalhatnak a kisérletekben
hasznalt eltérd fajok, torzsek, valamint a kiilonb6z6 modellek, az ezekben szerepet jatszo
eltérd patofiziologiai folyamatok. Eredményeink alapjan a tiid6 kapszaicin-érzékeny
idegvégzddéseinek, valamint az ezeken lokalizalodd6 TRPV1 ioncsatorndnak egyértelmiien
gyulladascsokkentd szerep tulajdonithatd az endotoxinnal kivaltott szubakut intersticialis
pneumonitisz-modellben egérben. Bar a tachikinineknek és a CGRP-nek szerepe van a
bronchidlis hiperreaktivitdsban és a gyulladasos reakciok bizonyos paramétereiben, a
kapszaicin-érzékeny rostok protektiv hatdsa a beldliik -elsésorban TRPVI1 receptor
aktivacioval- felszabaduld szomatosztatinnak koOszonhetd. A szisztémas keringésbe juto
szomatosztatin az sst4 receptorok aktivacidjaval csokkenti a gyulladés intenzitasat és a léguti
valaszkészség-fokozodast is.

Az endoxin intranazalis alkalmazasa jol definidlhat6, akut intersticialis gyulladast okoz a
tiidében, amely kovetkezményes bronchopulmonaris hiperreaktivitdssal jar (Lefort et al.
2001). Az LPS a monocitdk/makrofagok elsddleges aktivatora, a beldliikk felszabaduld
gyulladaskeltd citokineken (els6sorban TNF-o, IL-1B és IL-6) keresztiil a granulocitak
al. 2003). A neutrofilek aktivitdsa kdzponti szerepet jatszik az LPS-sel kivaltott gyulladasban
¢és fokozott 1éguti valaszkészségben, mivel hidnyuk esetén az endotoxin gyulladaskeltd hatasa
nem valosul meg (Savov et al. 2002). A peribronchidlis, perivaszkularis teriileteken
felszaporodott neutrofil sejtekbdl felszabadul6 reaktiv oxigéngyokok, proteazok, citokinek és
kemokinek szoveti karosodast okoznak, valamint tovabb fokozzdk a mononukledris sejtek
bearamlasat és aktivaciojat (Kraneveld és Nijkamp 2001). A gyulladasos és immunsejtekbdl

szamos mediator - leukotriének, prosztaglandinok, bradikinin, protonok, stb. - szabadul fel,
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amely sokféle receptort, pl a szenzoros idegvégzdodéseken talalhatd6 TRPV1 csatornat is
képesek aktivalni és/vagy szenzitizalni (Barnes 1990; Lundberg 1995). Ennek
kovetkezményeképpen az afferens idegvégzddésekbdl felszabaduld gyulladaskeltd szenzoros
neuropeptidek vazodilataciot és plazmafehérje-kidramlést okoznak, valamint tovabb fokozzak
a gyulladasos sejtek aktivaciojat, amellyel stilyosbitjak a reakcidt (Barnes 1990).

Jelen kisérleteink szolgaltattdk az elsd bizonyitékot arra, hogy endotoxinnal kivaltott léguti
gyulladasban a neurogén gyulladasért felelds mediatorok, a SP és a CGRP, tiiddbeli
koncentracidja megnodvekedik. Mivel a kapszaicin-szenzitiv érzdideg-végzddések RTX-
elokezeléssel torténd inaktivacidja utan ez az emelkedés elmaradt, a gyulladds hatasara
torténd koncentracio-fokozodas e szenzoros rostokban 1évo, illetve onnan felszabadulo
peptideknek koszonhetd. Ezzel szemben az afferensek kérositdsa utdn e peptidek
alapmennyisége nem valtozott, ami arra utal, hogy jelentés mennyiségben megtalalhatok
egy¢eb sejtekben is, pl. a 1égutak epithelsejtjeiben (Rennick et al. 1992; Hastings és Hua 1995;
Li et al. 2004), a neuroendokrin és immunsejtekben (Springer et al. 2003; Nelson és Bost
2004). Nem gyulladt tiidében a nem-neurdlis forrasokbol szarmazé SP és CGRP
mennyiségéhez viszonyitva, amelyek nem depletdlodnak az RTX-el6kezelés hatisara
(Széllasi és Blumberg 1989; Szolcsanyi et al. 1990; Szallasi és Blumberg 1999), a kapszaicin-
érzékeny idegvégzddésekben talalhatd peptidmennyiség alacsony. Gyulladasos koriilmények
kozott azonban ezeket az idegvégzddéseket sokféle medidtor stimuldlja, mely fokozza a
neuropeptid-szintézist a hatsé gyoki ganglionokban, ndveli a periféria felé torténd axonalis
transzportjukat és feltehetéen fokozza felszabadulasukat is (Baluk et al. 1999; Belvisi 2003;
Dinh et al. 2004). Mivel ép tiidoben a nem-neuronalis SP, CGRP mennyiségéhez képest a
neuronalis tartalom elenyészd, a gyulladas hatdsara tapasztalt 30%-os koncentracio-novekedés
jelentds mértékiinek tekinthetd.

A kapszaicin-szenzitiv afferensek degeneracidja szignifikdnsan sulyosbitotta a léguti
gyulladas szdvettani paramétereit, a granulocita-akkumuléciot jelz6 MPO-aktivitast és az IL-
1B-termelést is. Tobb korabbi irodalmi adat arra utal, hogy patkanyban a kapszaicin-szenzitiv
rostoknak védo szerepe van kiilonbozé 1éguti gyulladasos modellekben (Hashiba et al. 1989;
Long et al. 1996; Bowden et al. 1996; Franco-Penteado et al. 2005). Az ujsziilottkori
kapszaicin-kezelés, amely irreverzibilisen karositja az afferens C-rostokat, megndvekedett
neutrofilszamot és TNF-o-mennyiséget eredményezett a bronchoalveolaris mosofolyadékban
LPS intratrachedlis alkalmazasat kovetden (Long et al. 1996). Ilyen eldkezelés utan tovabba
jelentdsen fokozodott az ovalbumin-indukalta allergias 1éguti gyulladas (Franco-Penteado et

al. 2005), illetve a Mycoplasma pulmonis okozta idiilt tiidégyulladds (Bowden et al. 1996).
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A mi eredményeinkkel 6sszhangban tehat ezek az adatok is a kapszaicin-szenzitiv rostok
gyulladasgatlo szerepére utaltak a légutakban, de a gatld medidtorra vonatkozéan nem
szolgaltattak  kisérletes bizonyitékokat. Jelen ¢és korabbi eredményeink alapjan
valoszintisithetd, hogy e gatld hatasért els6sorban a tiid6 kapszaicin-szenzitiv érzdideg-
végzddéseibdl felszabadulo és a keringésbe jutd szomatosztatin a felelds, bar egyéb
inhibitoros neuropeptidek, pl. opioid peptidek, hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid
(PACAP) vagy a galanin szerepe sem zarhato ki.

A tachikininek és a CGRP szerepét az LPS-sel kivaltott léguti gyulladasban specifikus
receptor antagonistaik segitségével vizsgaltuk. Funkcionalis jelent6ségiiket a peribronchialis
granulocita-akkumulacioban, MPO-aktivitasban és IL-1p-termelésben sikeriilt igazolnunk. E
gyulladasos paraméterek endotoxin hatasara 1étrejovo novekedését az NK; és az NK, receptor
antagonistak kombindcidjaval, illetve a CGRPI receptor antagonistaval torténd kezelés
csOkkentette szignifikansan. A CGRP immunmodulator hatdsokkal rendelkezik, serkenti a
granulocita-felhalmozodast és a T-sejt adhéziot patkanyban és tengerimalacban. Fokozza a
gyulladésos citokinek (IL-6, IL-8 ¢és TNF-a) felszabadulasat human bronchus
epithelsejtekbdl. Az endothelsejtek €s granulocitak kiilsé felszinén 1évo NK;, NK, receptorok
¢s CGRP1 receptorok aktivacioja részt vesz az adhéziés molekuldk expresszidjaban és a
kovetkezményes leukocita adhézidban és akkumulacioban (DeRose et al. 1994). Az MPO-
aktivitas és az IL-1P szorosan Osszefiiggd gyulladasos paraméterek, tobb adat azt bizonyitja,
hogy az IL-1B erdsen befolyasolja a neutrofil felszaporodast. Ezenkiviil, a granulocitak
mellett sok egyéb gyulladasos sejt képes szintetizalni IL-1B-t (Ahluwalia et al. 1998; Pintér et
al. 2002). Egyik vizsgalt antagonista, s6t kombinaciojuk sem befolydsolta jelentdésen az
Osszetett gyulladdsos pontszamot, feltehetden azért, mert ennek az értéknek a kiszamitasahoz
négy kiilonbozo jellemzot vesziink alapul, melyek kozott a leukocita felhalmozdodas csak az
egyik paraméter. A tobbi harom paramétert, a perivaszkularis 6démat, a makrofag infiltraciot
adatok azt mutatjak, hogy a gyulladdsos szenzoros neuropeptidek csak kisebb szerepet
jatszanak az endotoxin-indukalta 1éguti gyulladasban.

Az RTX-szel elokezelt egerekben a stlyosabb gyulladas ellenére a bronchidlis
hiperreaktivitds jelentdésen csokkent. Ennek a latszélagos ellentmondédsnak a feloldasaul az
szolgélhat, hogy a gyulladasos folyamat kialakuldsaban dontd jelentOségii a kapszaicin-
érzékeny rostokbol felszabaduld gatldé hatdsu szenzoros neuropeptidek, elsOsorban a

szomatosztatin, védd hatdsa, mig a bronchialis valaszkészség fokozodasaban priméren a pro-
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inflammatorikus szenzoros medidtorok jatszanak kozvetleniil szerepet (Lundberg 1995). A
bronchusok simaizomsejtjein kifejtett direkt hatds mellett a SP kozvetett neurdlis
mechanizmussal is fokozhatja a bronchokonstrikciot: a kolinerg idegvégzddésen lokalizalodo
NK; receptor aktivaciojan keresztiil acetilkolin-felszabaduldst okoz (Colasurdo et al. 1995;
Ladenius et al. 1995). Az endotoxin-kivaltotta léguti gyulladasban az NK, receptor
antagonista SR48968 gitolta szignifikdnsan a carbachollal kivaltott valaszt, amely
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy e modellben az NK, receptoroknak van donté jelentdsége
a bronchidlis hiperreaktivitisban. A CGRP1 receptor antagonista CGRP(8-37), valamint az
NK; receptor antagonista SR140333 nem okozott szignifikdns gatlast, s6t ez utdbbi
kombinacioban sem fokozta az NK, receptor antagonista hatdsat, amely arra utal, hogy a
CGRP1 és az NK receptorok minimalis szerepet jatszanak e valaszban.

A kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseken lokalizalodd TRPV1 receptor léguti gyulladasban
betoltott szerepét receptor génhianyos egerek (Davis et al. 2000) segitségével vizsgaltuk.
Intranazéalis LPS-kezelést kovetéen TRPV1™ egerekben stulyosabb 1éguti gyulladasos reakciot
¢s fokozddo bronchidlis hiperreaktivitast figyelhettiink meg. E védo hatas hatterében a tiido
kapszaicin-érzékeny afferensein talalhato6 TRPV1 ioncsatorna gyulladdsos medidtorokkal
(lipoxigenaz  termékek, protonok, prosztaglandinok, bradikinin, stb.)  torténd
aktivacioja/szenzitizacidja all, melynek kovetkezményeképpen ezekbdl az idegvégzédésekbol
szomatosztatin szabadul fel és a szisztémas keringésbe jut. Ezt a magyardzatot alatdmasztjak
azon eredményeink, hogy intranazélis endotoxin-kezelés szignifikdnsan megndvelte a
TRPVI1 receptor génhianyos csoportban ez az emelkedés elmaradt. A TRPV1 receptor
aktivacigja tehat nemcsak a gyulladasos neuropeptidek (SP, NKA, CGRP) felszabadulésit,
hanem a tiidé kapszaicin-szenzitiv rostjaiban szintén jelenlévd szomatosztatin (Hokfelt et al.
1976) kiaramlasat is eredményezi. Immunohisztokémiai vizsgalatok bizonyitjak, hogy a
szomatosztatin €s a SP/CGRP kiilonbo6z6 idegvégzodésekben talalhatok és csak kis mértékben
kolokalizalédnak (Hokfelt et al. 1976; Maggi 1995).

A felszabaduldé szomatosztatin funkcionalis jelentdségére a szomatosztatin receptor
antagonista ciklo-szomatosztatinnal nyert adataink szolgaltattak bizonyitékot. A C-SOM,
amely mind az 0t receptoron (sstj-ssts) (Hoyer et al. 1995; Pintér et al. 2006) gatolja a
szomatosztatin hatdsait, jelentésen megndvelte a gyulladast és a bronchidlis hiperreaktivitast
vad tipust egerekben, megsziintette a szignifikans kiilonbséget a TRPV1 génhianyos

egerekhez viszonyitva.
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A SOM-14-kezelés mindkét csoportban szignifikansan csokkentette a gyulladdsos reakciot és
a megnovekedett bronchokonstrikcio-hajlamot valdsziniileg a gyulladaskeltd neuropeptidek
felszabadulasanak (Pintér et al. 2006), a monocita-makrofag funkcidk (Krantic 2000) ¢és a
limfocita proliferacid/citokin termelés (Kolasinski et al. 1992; Pintér et al. 2006, 2009)
gatlasan keresztiil.

Bar szamos korabbi eredményiink alapjan (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002; Szolcsanyi et
al. 2004; Pintér et al. 20006) feltételeztiik, hogy a bronchusokat/bronchiolusokat beidegzd
kapszaicin-szenzitiv idegvégzddésekbdl felszabaduld szomatosztatin 1éguti gyulladast és
hiperreaktivitast gatld hatasait az sst4 receptoron keresztiil fejti ki, nem allt rendelkezésre adat
az irodalomban az ssts tiidobeli lokalizacidjara. Elsdként mutattuk ki az ssty receptorok
expresszigjat egér tlidoben immunhisztokémiai, western blot ¢és molekularis bioldgiai
modszerekkel. Az ép, nem gyulladt tiidoben az sst4 receptor a bronchidlis epithelsejteken, az
erek ¢és bronchusok/bronchiolusok faldban [évé simaizomsejteken, a vaszkularis
endothelsejteken €s az interalveolaris szeptumokban taladlhatd fibrocitdkon lokalizalodnak.
Tovabba gyulladdsos stimulusok hatasara a nagy szdmban bedramldé mononukledris sejtek
(makrofagok és limfocitak) és neutrofil granulocitak jelentds ssty immunpozitivitast mutattak.
Ezeket az adatok tamasztjak ald az ssts receptorfehérje expresszidjara vonatkozo kvantitativ
adatok, amelyek jelentés ndvekedést mutattak a gyulladt tiidészovetben. Az ssty mRNS
jelenlétét a tiiddben RT-PCR moédszerrel ugyancsak sikeriilt igazolnunk, azonban az ép és a
gyulladt szovetekben mért mRNS koncentraciok kozott nem volt kiillonbség. Mindezek
alapjan feltételezhetd, hogy az LPS hatasara a mononuklearis sejtek mar a kész receptorral a
felsziniikon aramlanak a tiidobe és a receptor fehérje nem helyben szintetizalddik, de a
gyulladds hatasara torténd fokozott RNS-lebomlés is lehetséges. Ep emberi tiidémintakon az
ssty receptor mRNS relativ expresszioja és lokalizacioja nagyfoku hasonldsdgot mutatott az
egérben tapasztaltakkal. Gyulladt tiidoben az ssty expresszidja a gyulladas tipusatol,
mechanizmusatél és a dominans sejttipustol fiigg. Kronikus bronchitiszben, ahol a
respiratorikus bronchiolusok kifejezett destrukcidja, aktivalt makrofagok és limfocitak
intraalveolaris akkumulacidja volt jellemzd, az ssty receptor-expresszid nagy mértékben
fokozodott. Ezzel szemben akut purulens bronchopneumonidban, ahol a szovettani képet a
bronchiolusok/bronchusok neutrofil sejtekkel, nyakkal, szovettormelékkel vald teljes
kitoltottsége jellemezte, nem volt jelentds valtozas az sst4 receptor mRNS mennyiségében. Az
emberi makrofagok és limfocitdk az egérhez hasonléan sst; immunpozitivak, az egyetlen
kiilonbség, hogy mig egérben a neutrofil sejteken is megtalalhatoé az ssts, emberben ezek a

granulocitdk nem hordozzédk e receptort. Ez az eredmény egyébként emberi periférias
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vérsejteken kozolt irodalmi adatokkal 6sszhangban all (Hiruma et al. 1990). Az sst4 receptor
expresszidjanak emberi és egértiidoben tapasztalt hasonldsdga arra utal, hogy e receptor
szerepére vonatkozo, egérmodellekben nyert eredményeink jol extrapolalhatok emberi léguti
gyulladéasos folyamatokra.

Az ssty receptor funkciondlis jelentOségére vonatkozoan egyértelmli bizonyitékokat a
génhianyos egereken végzett kisérleteink szolgéltattak. Az ssty receptor hidnyaban az
endotoxinnal kivaltott tiidégyulladasban a mieloperoxidaz aktivitas, a gyulladdsos citokinek
mennyisége és a kovetkezményes bronchidlis hiperreaktivitds nagymértékben fokozodtak,
valamint a szdvettani paraméterek is sulyosbodtak. Az ssty KO egerekben a nyaktermeld
kehelysejtek megnovekedett szdma Osszhangban 4all a szomatosztatin azon a hatasaval, hogy
képes csokkenteni a nyakszekrécidt patkdnyban (Wagner et al. 1995). Az akkumuldlodott
mononukledris sejtek szama nem volt szignifikdnsan nagyobb az sst;”~ csoportban, azonban
aktivitasuk valosziniileg fokozodott, amire a megndvekedett IL-13 és TNF-a-termelés is utal.
A receptor génhidnyos egerekben megfigyelhetd kifejezettebb neutrofil-invaziot és a 1égutak
fokozott reakcidokészségét jol magyardzza granulocitdkon és a bronchialis simaizomsejteken
tapasztalt ssty immunopozitivitds, de kozvetett modon szerepet jatszhat a gyulladasos
neuropeptidek és a makrofagokbol szdrmazd mediatorok fokozott felszabadulésa is.

Utols6 kisérletsorozatunkban morfologiai, kémiai ¢és légzésfunkcios bizonyitékokat
szolgaltattunk arra, hogy az ssts/sst; receptor agonista, heptapeptid TT-232 (Helyes et al.
2005) és az sst4 szelektiv peptidomimetikum J-2156, hatékonyan gatolja a 1éguti gyulladast és
a kovetkezményes hiperreaktivitast az endotoxinnal kivaltott akut és az ovalbuminnal indukalt
kronikus egérmodellekben. A két vizsgalt agonista mindkét modellben hasonld mértéki
gyulladasgatld hatast okozott. Ebben szerepet jatszhat a gyulladaskelté neuropeptidek (SP és
CGRP) felszabadulasanak gatlasa a periférias kapszaicin-szenzitiv érzdideg-végzddésekbdl,
amelyet izolalt patkany trachea perfiizidos modellben korabban igazoltunk (Helyes et al. 2001,
2005, 2006). Az ssts agonistdk tovabbd a neurogén gyulladds csokkentésén tal a nem-
neurogén komponenst is képesek kozvetleniil gatolni a gyulladasos sejteken, illetve a
hizosejteken hatva (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002, 2006; Helyes et al. 2006). Az egér
granulocitdk —az emberben tapasztaltakkal ellentétben- sst4 receptort expresszalnak, a TT-232
¢s a J-2156 granulocita-akkumulaciot gatlo hatasa részben kozvetlen gatld hatés lehet, részben
mas sejtekbdl (makrofagok, limfocitdk) torténd kemotaktikus és gyulladaskeltdé mediatorok,
citokinek, valamint a szenzoros neuropeptidek felszabadulasanak csokkentésén keresztiil

valésulhat meg. Az utobbi elméletet tdmasztja ala az is, hogy a J-2156 csokkenti izolalt
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peritonealis makrofagokban az LPS hatdsara torténd IL-1B-termelést €s in vivo az endotoxin
modellben a tiidében mért IL-1[3 koncentraciot (Helyes et al. 2006).

A kronikus léguti gyulladdsban a TT-232 nagyobb mértékben csokkentette a fokozott 1éguti
valaszkészséget, melynek magyarazataul szolgalhat, hogy a TT-232 az ssty mellett az sst,
receptort (Helyes et al. 2005), valamint mindkét foszfotirozin-foszfatdzt és néhany fehérje-
kindzt, mint példaul az extracellularis szignalok altal regulalt kindzokat (ERK2/MAPK) is
aktivalja (Vantus et al. 1995, 2001). A lassan kifejlodd tirozin-kindz gatlas a TT-232
tumorellenes hatasaban is fontos szerepet jatszhat (Kéri et al. 1993, 1996).

A gyulladasos reakcidk kialakulasa utan torténd egyszeri kezelések is jelentésen gatoltdk a
carbachollal kivaltott bronchokonstrikciot, amely azt jelzi, hogy a hiperreaktivitast csokkentd
hatdsuk —legalabbis részben- a gyulladasgatld hatastol fiiggetleniil alakult ki. Mindezek
alapjan stabil, endokrin hatasoktol mentes, szelektiv sst4 receptor agonistak 0j perspektivakat

jelenthetnek a Iéguti gyulladasok és a kovetkezmények hiperreaktivitas kezelésében.

I. 6. A TEMAKORBEN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. Eredményeink igazoltadk, hogy egérben endotoxinnal kivaltott szubakut 1éguti gyulladasban
a gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek (SP ¢és CGRP) tiidébeli koncentracioja
megnodvekedik. Bizonyitottuk, hogy e peptidek gyulladdsos mediatorok hatasara a kapszaicin-
érzékeny érzdideg-végzddésekbdl szabadulnak fel, mivel ezen afferensek RTX eldkezeléssel
torténd inaktivacidja utan nem fokozddik a mennyiségiik a gyulladdsos folyamat
kovetkeztében. Az eldkezelés a SP és a CGRP ¢p tiidében mért alapkoncentracidit nem
valtoztatta meg, amelybdl arra kovetkeztethetlink, hogy e peptidek egyéb sejtekben (pl.
epithel- és kotdszoveti sejtek) is szintetizalodnak. Bizonyitékot szolgéltattunk tovabba arra,
hogy bar e szenzoros neuropeptidek szerepet jatszanak az LPS-sel kivaltott granulocita-
akkumulacioban és gyulladasos citokintermelésben, a kapszaicin-érzékeny afferenseknek
Osszességeében jelentds gyulladasgatlo hatas tulajdonithatd. Receptor-specifikus antagonistaik
segitségével igazoltuk, hogy az NK, receptoroknak van meghatarozd szerepe a gyulladasos

léguti hiperreaktivitasban.
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2. Igazoltuk, hogy intranazalis LPS-kezelést kovetden TRPV1 KO egerekben sulyosabb léguti
gyulladésos reakcid és fokozodo bronchialis hiperreaktivitas alakul ki, melynek hatterében az
all, hogy e receptor hidnyaban a gyulladasgatlo hatasti szomatosztatin felszabadulasa elmarad.
A szomatosztatin funkciondlis jelent6ségét az sst receptor antagonista C-SOM, illetve az

agonista SOM-14 segitségével bizonyitottuk.

3. Molekuléris biologiai, immunhisztokémiai és western blot modszerekkel elséként
bizonyitottuk az ssts receptor jelenlétét egér és emberi tiidOben egyarant, elssorban a
bronchusok/bronchiolusok epithelsejtjein, vaszkularis endothelsejteken, a horgdk és az erek
simaizomsejtjein, valamint az alveolaris szeptumokban talalhat6 fibrocitdkon. Endotoxinnal
kivéltott gyulladdas hatasara egérben kétszeresére emelkedett az ssty receptorfehérje
mennyisége a jelentds ssty immunpozitivitdst mutatd aktivalt makrofdgok, limfocitak és
granulocitdk bearamlasanak koszonhetéen. Emberi tiidoben az sst4 receptor expresszidja €s
lokalizacioja nagyfoku hasonldsagot mutatott az egérben tapasztaltakkal. Gyulladt tiidében az
sst4 expresszid a gyulladas tipusatol, mechanizmusatdl és a dominans sejttipustol fligg.
Makrofag ¢és limfocita dominancidval jard kronikus bronchitiszben az expresszid
nagymértékben fokozddott, a neutrofil sejtakkumulacioval jaré akut purulens
bronchopneumoniaban azonban nem volt kiilonbség. Az emberi makrofagok és limfocitak az
egérhez hasonldan ssts immunpozitivak, azonban emberben a granulocitak nem hordozzak e
receptort. Az sst; expressziojanak emberi és egértiidoben tapasztalt hasonldsadga arra utal,
hogy e receptor szerepére vonatkozoan az egérmodellekben nyert eredmények jol

extrapoldlhatok emberi 1éguti gyulladdsos folyamatokra.

4. Sst4 receptor génhidnyos egerek segitségével, morfologiai, kémiai, immunoldgiai és
funkcionalis vizsgalatokkal bizonyitékokat szolgéltattunk arra, hogy a kapszaicin-érzékeny
afferensekbdl felszabaduld szomatosztatin a tiidoben az ssts receptorokon keresztiil fejti ki
gyulladéast és hiperreaktivitast gatld hatdsait. Ezek a kisérletek az elsd vizsgalatok ssts

receptor knockout egereken.

5. Igazoltuk, hogy az ssts/sst; receptor agonista heptapeptid TT-232 ¢és az ssty szelektiv
peptidomimetikum J-2156, hatékonyan gatolja a léguti gyulladast és a kovetkezményes
hiperreaktivitdst az endotoxinnal kivaltott akut és az ovalbuminnal kivaltott kronikus
egérmodellekben, melynek alapjan 0j terapias lehetdséget nyujthatnak a tiidé gyulladasos

betegségeinek kezelésében.
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II. TEMAKOR

A KAPSZAICIN-ERZEKENY IDEGVEGZODESEK, A TRPV1 ES SST,
RECEPTOROK SZEREPENEK VIZSGALATA KRONIKUS IZULETI
GYULLADAS MODELLJEBEN

II. 1. BEVEZETES, ELOZMENYEK

Az iziileti tok és a szinovium a légutakhoz hasonloan ugyancsak gazdagon innervalt
kapszaicin-érzékeny szenzoros rostokkal. Ezen idegvégzddések a fesziilést és a fajdalmat
kozvetitik, valamint szdmos irodalmi adat igazolja, hogy az éaltaluk kozvetitett neurogén
gyulladas jelentds szerepet jatszik a napjainkban népbetegségnek szamitd, egyre novekvod
szamu beteget érintd kronikus iziileti gyulladdsos megbetegedések, mint pl. a reumatoid
artritisz, kialakulasdban és sulyosbodéasaban (Jorgenson ¢és Sany 1994). A reumatoid artritisz
elsdsorban a fiatal, kozépkort ndket érinti, hazdnkban mintegy 70-80 ezer pacienssel
szamolhatunk. Ez a korkép egy autoimmun hatterli, kronikus, progressziv sokiziileti
gyulladds, mely az iziiletek destrukcidja és deformitasa révén a betegek fajdalmat,
mozgaskorlatozottsagat, rokkantsagat és életmindségik jelentds romlasat idézi eld (Harris
2005). A gyulladt iziiletre a szinovialis szovet megvastagoddsa, a mononukledris sejtek
infiltracigja, valamint porc- és szubkondralis csontdestrukcio jellemz6. A gyulladasos
citokinek fontos szerepet jatszanak az artritisz kialakuldsadban és progressziojaban. Az IL-1f3
aktivalja a T-sejteket és az oszteoklasztokat (Kagari et al. 2002). Az IL-6 és a TNF-a a T- és
szerepet jatszik az autoimmun gyulladas kialakuldsdban mas proinflammatorikus citokinek és
kemokinek termelddésének fokozasaval, a leukocita-adhézid, migraci6, az angiogenezis,
valamint a porc- és csontdestrukcio serkentésével. Ezek a citokinek az elmult 15 évben
bioldgiai terdpias célmolekuldkka valtak. Mindemellett tobb irodalmi adat is felhivja a
figyelmet a  neuro-immun interakciok  jelentOségére a  reumatoid  artritisz
patomechanizmusaban (Niissalo et al. 2002; o’Connor et al. 2004). Artritiszben szenvedd
betegektdl (Marabini et al. 1991; Larsson et al. 1991), illetve kisérleti allatoktdl (Bileviciute et
al. 1993) szarmazo szinovialis folyadékban a gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek

emelkedett szintjét mutattak ki. A tachikininek és CGRP magukon az idegvégzddéseken, az

63



ereken, a szinovialis sejteken, valamint az iziileti gyulladasos sejteken torténd hatassal
jelentdsen hozzéjarulnak a gyulladésos reakcio €s a kovetkezményes fajdalom kialakuldsdhoz
(Levine et al. 1985; Ferrel és Lam 1996). A SP a hizésejtekbdl gyulladaskeltd medidtorokat
szabadit fel, stimuldlja tovabbd a makrofagok IL-1B, TNF-o ¢és interferon-y (INF-y)
termelését, valamint a szinoviocitak prosztaglandin E; kollagenaz, nitrogén monoxid (NO), és
matrix metalloproteindz (MMP) szekrécidjat. A T- ¢és B-limfocitdk aktivacidja a
makrofagokbdl szarmazo gyulladasos citokineknek koszonhetd (Lam ¢és Ferrell 1991;
o’Connor et al. 2004; Gonzalez-Rey et al. 2007; II/1. dabra). A CGRP elsdsorban a szinovialis
értagulat, 6démaképzddés és az artritiszhez kapcsolt fajdalom, hiperalgézia kialalkulasaban
jatszik szerepet (Fernihough et al. 2005; Saxler et al. 2007). A spontan fajdalom, az allodinia,
azaz a nem fajdalmas ingerekre kialakulo fajdalomérzet, valamint a fajdalomkiiszobcsokkenés
(hiperalgézia) az emberi iziileti gyulladdsos betegségek minden fajtajanak jellemzd tiinetei. A
nociceptorok aktivacidjat és/vagy szenzitizacigjat a felszabaduld gyulladasos mediatorok,
mint pl. protonok, lipoxigenaz termékek, prosztaglandinok és a bradikinin idézhetik eld. A SP
¢s a CGRP a periférian és szenzoros neuronok gerincveldi centralis végzddésein hatva
egyarant szerepet jatszanak a nocicepcioban is. A kronikus iziileti gyulladds és a
kovetkezményes fajdalom tehat nagyon komplex, sokrétli folyamat eredménye, amelyben a
szenzoros-immun interakciok rendkiviil fontosak: a tachikininek stimulaljak a gyulladasos
sejteket, a beldliik felszabaduld mediatorok viszont kiilonféle mechanizmusokkal aktivaljak,

szenzitizaljak a nociceptorokat.
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II/1. abra. Krénikus iziileti gyulladas és a szerepet jatszé mediatorok sematikus vazlata
(Gonzalez-Rey et al. 2007 nyoman)

Arra is van azonban irodalmi és sajat adatunk is, hogy mas, ugyancsak az aktivalt szenzoros

idegvégzodésekbdl felszabaduld neuropeptidek kisérleti koriilmények kozott gatoljak a
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krénikus iziileti gyulladas kialakulésat. Ilyenek példaul az opoid peptidek (Parsons et al.
1990), a galanin (Heppelmann et al. 2000), a VIP (Delgado et al. 2002) és a PACAP (Delgado
et al. 2003). Sajat kisérleteink mas modellekben, a bérben és a légutakban elsésorban a
kapszaicin-érzékeny rostokbol felszabaduld szomatosztatin gyulladasgatlo és antinociceptiv
hatdsaira irdnyultak (Helyes et al. 2003). Szamos bizonyiték van arra, hogy az iziiletbe adott
SOM fijdalomesillapitd hatassal rendelkezik ¢és hatékonyan csokkenti a gyulladasos
folyamatokat artritiszben szenvedd betegekben (Fioravanti et al. 1995; Matucci-Cerinic és
Marabini 1998; Sanake és Suzuki 1998). iziileti gyulladas vonatkozasiban tehat —hasonléan
az eléz6 témakorben ismertetett 1éguti gyulladasos folyamatokhoz- a kapszaicin-érzékeny
érzoideg-veégzodésekbodl felszabaduld mind gyulladaskeltd, mind gyulladasgatldo hatasu
neuropeptidek patofiziologiai jelentdségére is vannak irodalmi adatok.

A kronikus iziileti gyulladasos betegségek jelenlegi terapidja elsésorban a tiinetek enyhitésére
szolgal. Igy kezdetben nem-szteroid tipusu gyulladascsokkenték/fajdalomesillapitok
javasolhatok, mig elOorehaladottabb betegségben szteroidok, késébb az immunszupressziv
hatasti bazisterapias gyodgyszerek (methotrexat, leflunomid) adandok. Ezen gyogyszerek
viszont stlyos gasztrointesztinalis, renalis és hematologiai mellékhatdsaik miatt 6vatossagra
intik a kezeldorvost, tovabba nem minden beteg reagal kielégitéen ezekre a farmakoterapias
beavatkozdsokra. Napjainkra egyre elterjedtebb a biologiai terdpia, melynek célja, hogy
megakadalyozza specifikus citokinek (TNF-a, IL-1B) termelddését, hatdsait, a gyulladasos
az iziilet tovabbi kéarosodasat (Disease Modifying Anti-Rheumatoid Drugs: DMARDs). Bar
ezek a szerek valdban jelentdsen csokkentik a progresszidt, alkalmazasuk soran az
immunrendszer gyengiilése miatt fokozott fertdzddésveszéllyel és fakultativ patogén
koérokozokkal torténd infekciokkal kell szamolni, valamint hosszutdvon a madsodlagos
malignitasok kialakuldsdnak magasabb kockazata sem zarhatok ki (Feldmann et al. 2005). E
betegségcsoport kezelése tehat korantsem megoldott, és egyetlen olyan gydgyszer sincs
forgalomban, amely hatékonyan tudné gatolni a gyulladdsos folyamat neurogén komponensét

(Helyes et al. 2003).
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IL. 2. CELKITUZESEK

1. Ebben a témakorben bemutatott elsé kisérletsorozatunkban a kapszaicin-érzékeny érzdideg-
végzddések kronikus iziileti gyulladasban és kovetkezményes hiperalgéziaban betdltott

szerepét vizsgaltuk a reumatoid artritisz patkanymodelljében RTX-eldkezelés segitségével.

2. Célunk volt ezen tilmenden ezeken az érzdrostokon lokalizalod6 TRPV1 ioncsatorna
szerepének ¢és aktivaciojanak vizsgalata kronikus artritisz modellben receptor génhidnyos

egerek segitségével.

3. Mivel kronikus artritiszben is sikeriilt igazolnunk a kapszaicin-érzékeny rostokbol
felszabaduld szomatosztatin gyulladdsgétld és antinociceptiv hatédsait, a tovabbiakban az ssts

szomatosztatin receptor szerepét vizsgaltuk e modellben génhidnyos egerek felhasznéalasaval.

4. Végiil az el6z6 eredményeink alapjan a témakor utolso célkitlizése szintetikus ssts receptor
agonista vegyiiletek, a heptapeptid TT-232 ¢és a peptidomimetikum J-2156, gyulladasgatlo és

antinociceptiv hatdsainak vizsgalata volt kronikus iziileti gyulladdsmodellben.

E célok megvaldsitasahoz a reumatoid artritisz nemzetkozileg elfogadott és széles kdrben
alkalmazott kisérletes modelljét, a komplett Freund-adjuvanssal (CFA) kivaltott kronikus
izlileti gyulladasmodellt hasznaltuk patkanyban és egérben. A feltett kérdésekre funkcionalis
(duzzadédsmérés, mechanonociceptiv  kiiszObmérés), morfologiai  (fénymikroszkopos
mérése radioimmunoassay-vel, gyulladaskelté citokinek meghatdrozasa ELISA-val)

modszerekkel kerestik a valaszt.
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I1. 3. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

IL. 3. 1. A KISERLETI MODELL

Allatok

A kisérleteket him Lewis patkanyokon, TRPV1™ és C57Bl/6 WT egereken, CD1, valamint
sst4'/ " és sst4+/ - egereken végeztiikk. Az allatok szdrmazasat az el6z6 témakorben ismertettem,
tenyésztéslik intézetiink 4llathdzaban tortént. A kronikus iziileti gyulladdsmodell
kivitelezésére és a vizsgalati mddszerekre vonatkozd etikai elvek megegyeztek a léguti

gyulladas kisérleteknél leirtakkal.

A kronikus iziileti gyulladasmodell

A kronikus iziileti gyulladdst komplett Freund adjuvéanssal (eldlt Mycobacterium
paraffinolajos szuszpenzidja, 1 mg/ml) valtottuk ki (100 ul patkdnyban, 50 pl egérben s.c. a
bal talpba és a faroktobe). A szisztémas tiinetek eldsegitésére a faroktébe adott injekciot a
kovetkezO napon megismételtiik, ezt tekintettiik a kisérlet elsé napjanak. A CFA hataséara az
injekcio oldalan sokkal kifejezettebb, de az ellenoldalon is megfigyelhetd gyulladdsos reakcio
alakul ki a tibiotarzalis iziiletekben, amelyet szisztémas gyulladasos tiinetek (testhomérséklet-
emelkedés, étvagytalansag, testsulycsokkenés, bagyadtsag) kisérmek. A CFA adasaval a
szervezet immunvalasz-készsége stimulalhatd, a baktérium sejtfaldban talalhaté muramil-
dipeptid aktivalja a makrofagokat és a dendritikus sejteket, amely IL-12, IL-6, TNF-a, IFN-y
fokoz6do termeléséhez vezet. Ennek hatidsara poliklondlis T-limfocitdk aktivalodnak,
elsésorban T-helperl (Th;, CD4+) irdnyba differencidlodnak és limfokineket termelnek. Az
adjuvéans alkalmazasanak helyén a sajtos granuloma képzddéséért a makrofagok fokozott
mértékii antigén-feldolgozasa felelds, a kronikus poliartritisz kialakulasaban CD4+ T-sejt
klonok aktivalodasa jatszik szerepet (Joe és Wilder 1999; Billiau és Matthys 2001).

Az iziileti gyulladés kivaltasa utan 3 héten keresztiil kétnaponta mértiik a labak térfogatat és a
talp érintési érzékenységi (mechanonociceptiv) kiiszobét, egyes kisérletsorozatokban a
spontan terhelést is. A duzzadast, a hiperalgéziat és a terheléscsokkenést szazalékos formaban
fejeztiik ki a kisérlet elotti kezdeti értékekhez viszonyitva. A patkanykisérletek végén mély
altatdsban szivpunkcioval 4 ml vért vettlink, ebbdl RIA-val szomatosztatin-szerii

immunreaktivitdst hatdroztunk meg. A tibiotarzalis iziiletekbdl késziilt metszeteken
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szemikvantitativ. morfologiai értékelést végeztiink. Az egérkisérletekben az iziileti

homogenizatumokbdl ELISA-val gyulladasos citokineket is mértiink.

Alkalmazott elokezelések, kezelések

a.) Az elso kisérletsorozatban a kapszaicin-érzékeny afferensek szerepének vizsgalata céljabol
a patkanyok egy csoportjat a TRPV1 agonista RTX-szel kezeltiik eld, amely ezen érzdideg-
végzddések hosszantartd karosodasat okozza. Az eldkezelés az el6zd témakorben ismertetett
modszerhez hasonldan tortént: az allatoknak 3 egymast kovetd napon 30, 70 és 100 ng/kg
RTX-et adtunk s.c. a nyakbdr ald, az akut hatasbol ad6doé szovédmények kivédésére minden
alkalommal az RTX el6tt 20 perccel i.p. terbutalin-teofillin-atropin koktélt is injektaltunk. Az
iziileti gyulladast 7 nappal késébb valtottuk ki. Az RTX deszenzibilizacio sikerességének
ellendrzésére a kisérlet megkezdése eldtt ebben a sorozatban is elvégeztiik kapszaicin szembe
cseppentésével a wiping tesztet, az elhdritd rekci6 minden &ltalunk elékezelt allatban
hianyzott. A patkdnyok egy masik csoportjanak az sst receptor antagonista C-SOM-ot naponta
injektaltuk a 21 napos periodus alatt (20 pg/kg i.p.).

b.) Kronikus iziileti gyulladas egérmodelljében a lipoxigenaz-termékek TRPV1 receptor
aktivalasdban betoltott szerepének vizsgalatara egy allatcsoportot minden nap a nem-szelektiv
lipoxigenaz inhibitor nordihidroguarénsavval (NDGA; 25 mg/kg, i.p) kezeltiink. Egy masik
csoportot a bradikinin B; receptor antagonista desArgHOE-140-nel, egy harmadikat pedig a
bradikinin B, receptorat blokkolé6 HOE-140-nel kezeltiik naponta (mindkét anyag 250 pg/kg
1.p.). A negyedik csoportban az egerek a nem-szelektiv ciklooxigenaz-géatlé indometacint
kaptak (1 mg/kg i.p.) a teljes kisérleti periodus alatt.

c.) A kovetkezd kisérletsorozatban a patkdnyokat a szintetikus heptapeptid ssts/sst; agonista
TT-232-vel kezeltiik a teljes kisérlet alatt (2x50-400 pg/kg/nap i.p.), a kontroll csoportban
oldoszert alkalmaztunk. Az alkalmazott dozistartomanyt eldzetes in vitro €s in vivo
kisérleteink alapjan valasztottuk (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002; Helyes et al. 2005).

A szelektiv ssty receptor agonista peptidomimetikum J-2156 két dozisat (1 és 10 ug/kg) napi
haromszor injektaltuk i.p. a teljes kisérleti periodus alatt, oldoszerként 0.9%-os NaCl-t
hasznaltunk. Ezeket a dozisokat a J-2156 in vitro kisérletekben meghatarozott hataserdssége
¢s akut gyulladasmodellekben nyert eredményeink alapjan valasztottuk (Helyes et al. 2006).
Minden csoportban 6-12 allatot hasznaltunk.
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1L 3. 2. VIZSGALATI MODSZEREK

A labtérfogat mérése

A labak térfogatat Ugo Basile pletizmométerrel mértiik, amely a kozlekedéedények elve
alapjan miikodo késziilék. Az allat hatso 1abat a bokaiziilet felett elére meghatéarozott jelig egy
folyadékkal teli hengerbe meritettiik, patkanyokhoz nagyobb, egerekhez kisebb térfogatu
tartalyt hasznaltunk. Ehhez a hengerhez csatlakozik egy masik folyadékkal teli henger,
amelyben egy transzducer a 1ab bemeritésekor bekovetkezd folyadékkiszoritast érzékeli. A
térfogatot cm’-ben olvastuk le a digitalis kijelz6rdl, a mérési adatokat a kezdeti értékekhez

viszonyitottuk €s az 6démat szazalékban fejeztik ki (11/2. abra).

I1/2. abra: Patkany és egér labtérfogatanak mérése Ugo Basile pletizmométerrel

A talp érintési érzékenységének mérése

A talp mechonociceptiv kiiszobének meghatarozasat Ugo Basile dinamikus plantaris
eszteziométerrel végeztiik, amely a klasszikus von Frey moddszer digitalizalt véltozata. A
vizsgalat alatt az allatok szabadon mozogtak egy fémracsra helyezett kamraban, amelyben a
méréseket egy 10-15 perces szoktatdsi periddus utan végeztilk. A mozgathatd stimulator
egységhez csatlakoztatott tiikor segitségével a talp kdzépso régioja egy rozsdamentes acélbol
késziilt tompa tiiskével alulrdl ingerelhetd eldzetesen beallitott dinamikai paraméterekkel.
Patkanyok mérésekor a maximalis erdkifejtést 50 g-ra, az erdkifejtés novelésének sebességét
(ramp) 10 g/s-ra, egerek esetében a maximalis er6hatds 10 g-ra, az eréhatas ndvekedési
dinamikdjat 2 g/s-ra allitottuk be. A késziilék digitalis kijelz6jén g-ban leolvashaté az a
kiiszobérték, amelynél az allat felemeli a labat (I1/3. dbra). Ep patkanylabon ez a stimulus

alapvetden nem fajdalmas, a kiiszobérték érintési érzékenységi kiiszobnek tekinthetd. Egérben
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ezzel szemben ez intakt allapotban is enyhén fajdalmas ingert jelent, tehat az elharitd reakcio
a mechanonociceptiv kiiszobot jelzi. Minden eredményt 3 egymdés utdni mérés atlagabol
szamoltunk, a mechanikai kiiszob valtozasat (patkdnyban allodinia, egérben hiperalgézia) a

sajat kezdeti értékhez viszonyitott szazalékban fejeztiik ki.

I1/3. abra. Talp érintési érzékenységének meghatarozasa Ugo Basile dinamikus plantaris
eszteziométerrel

Spontan végtagterhelés vizsgalata

A sulyeloszlas méréséhez incapacitance testert (Linton Instruments) hasznaltunk, mely a
spontan fajdalom megitélésére alkalmas. Az 4llatokat nyugalomban mells labaikkal a
plexiketrec alapjaval 45 fokos szoget bezard feliiletre tessziik, hatsé végtagjaik alatt két kis
mérleg helyezkedik el. Intakt allapotban a két oldal terhelése azonos, a spontan sulyeloszlas

ekkor 50-50%. Fajdalom esetén az érintett végtag kimélése miatt ez eltolodik a masik terhére.

A plazma szomatosztatin koncentraciojanak meghatarozasa

A plazma szomatosztatin-szerli immunreaktivitasat az el6z6 témakorben is bemutatott RIA
modszerrel hatdroztuk meg (Németh et al. 1996, 1998). A kisérlet végén, 21 nappal a CFA-
injekcido utdn, 12 O6rds ¢éheztetést kovetden patkanyonként 4 ml vérmintat vettiink
szivpunkcioval mély altataisban EDTA-t és aprotinint tartalmazo jégbehiitott csdvekbe.
Centrifugalast kovetéen a plazmak peptidtartalmat abszolut alkohollal extrahaltuk, majd
masodik a centrifugdlas utan a feliiluszot nitrogén aram alatt beszaritottuk és RIA-pufferben

visszaoldottuk.

Szovettani metszetek készitése és értékelése
A vérvételt kovetden cervikalis diszlokacidt végeztiink, majd a tibiotarzalis iziileteket
kimetszettiik. A mintdkat ezutan formalinban fixaltuk, majd 8 oOrdn keresztiil AlCls-ot,

hangyasavat ¢és sosavat tartalmazoé oldatban dekalcindltuk 4°C-on (Schwab et al. 1997; Helyes
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et al. 2004). Amikor az iziiletek megfelelden felpuhultak, S6rensen-féle foszfat-pufferben 8
oran at mostuk, majd megint 8-8 ordig 4°C-on szacharoz-oldatokban dehidraltuk. Végiil a
mintdkat paraffinba 4gyaztuk, majd mikrotbmmal 5-7 pm-es szeletekre vagtuk ¢és
hematoxilin-eozin eljarassal megfestettiikk. Az egyes iziiletek 4-5 kiilonbozo rétegébdl késziilt
metszet, hogy atfogobb képet kapjunk az iziiletben lezajlott elvaltozasokrol.

A gyulladasos elvéltozasokat egy kisérleteinktdl fliggetlen tapasztalt patologus kolléga
értékelte. A szemikvantitativ pontozas a szinovidlis kétoszovet megvastagodasa, leukocitdas
infiltracioja, valamint a porc- és csontkarosodas mértéke alapjan tortént. Mind a négy
paramétert 0-t6l 3-ig terjedd skalan pontoztunk, ahol O=normalis, 1=enyhe, 2=mérsékelt,
3=sulyos. Az egyes pontokat 6sszeadtuk, igy minden mintara, ezaltal minden csoportra, egy

Osszetett artritisz pontszamot kaptunk (Weinberg et al. 2003).

srer

Az egérkisérletekben a tibiotarzalis iziiletek tomegét lemértilk, majd 4°C-on steril RPMI-
PMSF pufferben homogenizaltuk. Centrifugaldas utdn a feliiluszok IL-1PBés TNF-a

koncentracioit a tiiddmintak esetén ismertetett ELISA modszerekkel hataroztuk meg.

Statisztikai értékelés

Az 6déma, allodinia/hiperalgézia, plazma szomatosztatin €s citokin eredmények értékelésekor
csoportonként n=6-12 allat atlagtSEM értékeit abrazoltuk. A statisztikai elemzésre egyutas
ANOVA-t kovetden Bonferroni-féle moddositott t-tesztet hasznaltunk, ahol *p<0.05,
*#p<0.01. Az Osszetett artritisz score abrdzolasa az el6z6 témakorhoz hasonldan box plot
modszerrel tortént, a statisztikai elemzést nem-parametrikus variancia analizissel (Kruskal-

Wallis) és Dunn-féle poszt teszttel végeztiik, ahol szintén *p<0.05 és **p<0.01.

71



II. 4. EREDMENYEK

IL. 4. 1. Fejezet: A KAPSZAICIN-ERZEKENY ROSTOK ES A BELOLUK
FELSZABADULO SZOMATOSZTATIN SZEREPE KRONIKUS
IZULETI GYULLADAS PATKANYMODELLJEBEN

RTX-elokezelés és C-SOM hatasa a labduzzadasra és mechanikai allodiniara

Kontroll, elokezeletlen allatokban a CFA-val kezelt 1ab fokozatosan duzzadt, a 8. napon elérte
a maximalis 60%-ot, a térfogat 0.73£0.02 cm’-r6l 1.18+0.13 cm’-re ndvekedett. Az
ellenoldali labon kisebb mértékii, csupan 16-18% 6déma volt tapasztalhatdo. A kapszaicin-
érzékeny afferens rostok RTX-elokezeléssel torténd inaktivacidja utdn az 6déma a teljes 21
napos kisérleti periodus alatt nagyobb volt, bar a kiilonbség a méasodik hét utdn mar nem volt
minden mérési pontban szignifikans. A duzzadast fokozoé tendencia az ellenoldalon is lathato,
de ott a kis 6déma értékek miatt szignifikans eltérés nem tapasztalhat6. A naponta alkalmazott
C-SOM injekcid, amely a szomatosztatin hatdsait mind az 6t sst receptoron géatolja, az RTX-
elokezeléshez hasonlo mértékben fokozta a labduzzadast (11/4. dbra).
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I1/4. abra. RTX-elokezelés és C-SOM kezelés hatiasa a CFA-
val kivaltott labduzzadasra (atlagtSEM; *p<0.05, **<0.01 vs.
kontroll).

Az olddszerrel kezelt kontroll csoport esetén a mechanonociceptiv kiiszob a CFA-val kezelt
labon jelentdsen, mintegy 25-30%-kal csokkent, mig az ellenoldali labon csupén 5-7%-kal.
Az RTX-elokezelés és a C-SOM-kezelés egyarant mindkét labon szignifikdnsan novelte az

allodiniat a teljes 21 napos kisérleti periodus alatt (II/5. dbra).
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II/5. abra. RTX-elokezelés és C-SOM kezelés hatasa mechanikai allodiniara (A) a CFA-val
kezelt és (B) az ellenoldali labon (atlag=SEM; *p<0.05, **<0.01 vs. kontroll).

RTX-elokezelés és C-SOM-kezelés hatasa a CFA-val kivaltott szovettani elvaltozasokra
A szoOvettani metszeteken a normal iziileti struktaraval (I1/6. A. dbra) 6sszehasonlitva lathato,
hogy a CFA-val kezelt patkdnyok baloldali iziiletét roncsolja az egyre novekvd szinovialis
pannusz. Az iziileti lireg kiszélesedett, a szinovialis kotdszovet mononukledris sejtekkel siirtin
infiltrdlt, a porcszovet nagymértékben lepusztult és erdteljes, massziv csontkarosodas
figyelheté meg (1I/6. B. dbra). Az ellenoldali iziiletekben kisebb mértékli gyulladasos
elvaltozasok lathatok, porc-és csontkarosodasok ritkan jelentkeztek, a mononuklearis sejt-
infiltracio jelentdsen enyhébb, néhol a szinovialis szovet megvastagodott.

Az RTX-szel elokezelt és C-SOM-kezelt patkdnyok bal tibiotarzélis iziiletében a CFA
hatasara sokkal kifejezettebb szinovialis hiperplazia, er6teljesebb megvastagodas és
mononuklearis sejtes infiltracid, valamint nagyobb mértékii porckdrosodas ¢és eldrehaladt
csontpusztulas lathato (11/6. C.,D. dabrdak). Mindkét csoportban az ellenoldali iziiletekben
tapasztalt gyulladasos karosodasok is sokkal intenzivebbek.

A fiiggetlen patologus segitségével torténd szemikvantitativ elemzés és az ez alapjan készitett
artritisz pontszadm eredményei is alatamasztottak, hogy mind az RTX-eldkezelés, mind a C-

SOM-kezelés szignifikansan sulyosbitotta az iziileti gyulladast (I1/7. dbra).
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II/6. 4bra. Szovettani metszetek, melyek bemutatjak (A) egy ép tibiotarzalis patkanyiziilet
szerkezetét, (B) egy gyulladt tibiotarzalis iziilet képét 21 nappal az i.pl. és a faroktdbe torténd
CFA-injekcio utan, (C) egy CFA-val kivaltott artritisz képét RTX-el6kezelés utan, és (D) egy C-
SOM-kezelt patkany gyulladt iziiletét. HE festés, 200x-os nagyitas; [szin]: szinovium, [p]: porc.
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11/7. abra. A tibiotarzalis iziiletek szemikvantitativ
szovettani  értékelése (mediant+25-75 percentil;
"p<0.05, **p<0.01 vs. kontroll).

A plazma SOM koncentraciojanak valtozasa CFA-val kivaltott iziileti gyulladasban

A plazma SOM-szerli immunreaktivitasa a CFA-injekciot kovetden folyamatosan emelkedett,
a 21. napra elérte a négyszeres, maximalis értéket. Ezt kovetden csokkenni kezdett és a 30.
napra a maximalis érték felére esett vissza. Az RTX-elokezelés a gyulladas soran torténd

SOM felszabadulast szignifikdnsan csokkentette, a bazalis szint nem valtozott (I1/8. dbra).

26+ [ ] Kezeletlen

24 CFA-kezelt ok
22 Il RTX- elokezelt

20+
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Plazma SOM-szerii IR (fmol/ml)
*

II/8. abra. Plazma szomatosztatin-szerlii immunreaktivitisanak (IR)
valtozasa kronikus artritiszben (atlagtSEM; *p<0.05, **<0.01 vs. bazalis;
+p<0.05, ++p<0.01 vs. CFA-kezelt).
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II. 4. 2. Fejezet: AZ SST, RECEPTOR SZEREPE KRONIKUS
ARTRITISZ EGERMODELLJEBEN

Az el6zé fejezetben patkanyokban bemutatott kisérleti modell egerekben torténd
alkalmazasakor az adjuvans-injekcid oldalan hasonloképpen kifejezett gyulladasos
elvaltozasok tapasztalhatok, az ellenoldalon azonban jelentésen mérsékeltebbek a karosodas

paraméterei. Ebben a fejezetben ezért csak az injekcio oldalan mért valtozasokat mutatom be.

CFA-val kivaltott 1abduzzadais sst,”" és sst,” egerekben

A 21 napos kisérleti periddus elsé hetében szignifikansan nagyobb labduzzadas alakult ki az
ssty”” egerekben, mint a vad tipusu kontroll csoportban. A 4. napon a CFA-val kezelt oldalon
az 6déma az sst; " egerekben kb. 70% volt, a labtérfogat 0.32+0.02 cm’~r61 0.55+0.03 cm’—
re ndvekedett. Ugyanezen a napon az ssty”” allatokban a duzzadas 85% volt a kezdeti kontroll

értékhez viszonyitva. Ez a szignifikéns kiilonbség azonban a 8. naptol megszint (11/9. dbra).

140

—e— sst4+I+

1 Y

60 -

Labduzzadas (%)

40

20 -

0 T T T T T T T T T
0 4 6 8 11 13 15 17 19 21
CFA-adas utan eltelt id6 (napok)

11/9. abra. CFA-val Kivaltott labduzzadas sst,"" és ssty”
egerekben (4tlag+SEM; *p<0.05 vs. sst;”" csoport).

Gyulladasos mechanikai hiperalgézia sst,"* és sst,”” egerekben

A kronikus gyulladés kovetkeztében kialakulé mechanikai hiperalgézia a talpon a vad tipusu
egércsoportban a maximalis, kb. 40%-os, értéket a 4. napon érte el, ami a harom hetes
kisérleti periodus alatt folyamatosan csokkent. Az ssty”” egerek hiperalgézia értéke

szignifikdnsan magasabb volt, a kiilonbség az els6 héten kifejezettebb (11/10. dbra).
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CFA-adas utan eltelt id6 (napok)
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11/10. abra. CFA-val kivaltott mechanikai hiperalgézia
sst,"* és sst,” egerekben (atlag+SEM; *p<0.05, **<0.01
vs. ssty* csoport).

Spontin végtagterhelés-csokkenés sst,”" és sst,” egerekben
A kisérlet kezdetén az intakt egerek kozel azonos mértékben terhelték mindkét 1abukat, tehat

a sulyelosztas a két hatso végtagon egyforma, kozel 50-50%-0s. A gyulladas eldrehaladtaval a

+

kezelt 1ab terhelése mindkét csoportban csokkent. Az sst,”" allatokban az érintett végtag

terhelés-csokkenése a kimélés érdekében maximalisan 47% volt, mig az ssty” egerekben
elérte a 42%-ot. Az ssty”” egerek a kisérleti periodus elsé szakaszaban tehat kevésbé terhelték

a gyulladt ldbukat, amely 6sszhangban all a 1abduzzadasban és a mechanikai hiperalgézidban

tapasztaltakkal (II/11. dabra).
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II/11. abra. CFA-val kivaltott spontan végtag-terhelés-csokkentés
ssty”" és ssty” egerekben (atlag=SEM; *p<0.05 vs. sst; ™).

CFA-val kivaltott szovettani elvaltozasok sst,”" és sst,” egerekben
Az ssty” egerek tibiotarzalis iziileteiben a CFA-kezelés oldalan sokkal nagyobb

pannuszképzddés ¢€s sulyosabb sejtes infiltracio volt megfigyelhetd, az iziileti iireg
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markansabban kiszélesedett, kifejezettebb porcrétegpusztulds és jelentds csontszoveti
karosodas volt lathatd. Az ellenoldalon tapasztalt enyhébb foku karosodas is kissé stilyosabb

volt az ssty”” csoportban, a kiilonbség azonban ott nem volt szignifikans (1I/12. dabra).
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11/12. abra. A tibiotarzalis iziiletek szemikvantitativ
szovettani  értékelése (median+25-75  percentil;
p<0.05 vs. sst;”").

Gyulladasos citokinek koncentracioja sst,”" és sst,” egerek iziileti homogenizatumaiban
A TNF-a és az IL-1P koncentracigja jelentésen megemelkedett 21 nappal a CFA i.pl. és
farokt6ben torténd injekcidja utan az azonos oldali tibiotarzalis iziiletek homogenizatumaiban.
A TNF-a koncentracidja szignifikdnsan magasabb volt az ssts receptor génhidnyos
allatcsoportban, mint a vad tipust kontrollokban. Ezzel ellentétben az IL-13 mennyiségében

nem volt szamottevo kiillonbség az ssts " és sty egerekben (11/13. dbra).
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1I/13. abra. Gyulladasos citokinek koncentracioi
tibiotarzalis iziiletek homogenizatumaban (atlag+SEM;
*p<0.05 vs. sty csoport).
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II. 4. 3. Fejezet: SZINTETIKUS SST4 RECEPTOR AGONISTAK
HATASA KRONIKUS iZULETI GYULLADASMODELLEKBEN

TT-232-kezelés hatasa a CFA-val kivaltott labduzzadasra, a gyulladasos mechanikai
allodiniara és az iziileti szovettani elvaltozasokra patkianyban

A TT-232 (2x50-400 pg/kg/map i.p.) dozisfiiggd modon csokkentette a CFA-val kivaltott
labodémat, a legnagyobb dozis 50%-os gatlast okozott a CFA-val kezelt labon (1I/14. A.
dabra). A kontroll csoportban mért kb. 30%-o0os mechanikai allodiniat a nagyobb TT-232
dozisok kivédték, s6t, meglepd modon kiiszobemelkedést okoztak (I1I/14. B. dbra). Az
ellenoldalon a duzzadas és a hiperalgézia teljesen megsziint a napi kétszeri 200 és 400 pg/kg
kezelés hatasara, a 100 pg/kg is a legtobb mérési pontban szignifikans gatlast eredményezett.
A napi 2x400 pg/kg i.p. TT-232-vel kezelt patkdnyok tibiotarzalis iziilete jelentésen enyhébb
gyulladésos jeleket mutatott. A szinovidlis duzzanat, a limfocita-akkumulacié ¢és a
porcdestrukcié csokkent, csontkdrosodas egyaltalan nem jott létre (II/15. A.,B. dbra).
Mindezt aldtdmasztja az Osszetett artritisz pontszam is, amely mindkét ldbon szignifikansan
kisebb volt, mint az oldoszerrel kezelt kontroll csoportban (15. C. dbra). A kisebb dozisok is

csokkent szinovialis megvastagodast ¢s mononuklearis sejtes infiltraciot eredményeztek.

TT-232-kezelés hatasa a plazma szomatosztatin koncentraciojanak emelkedésére
A teljes kisérleti periodus alatt napi kétszer i.p. injektalt TT-232 dozisfiiggd modon gatolta a
plazma szomatosztatin-szerti immunreaktivitasinak CFA-val kivaltott emelkedését. A

legnagyobb dozis a bazalis értékre csokentette a szomatosztatin koncentraciot (11/16. abra).
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I1/14. abra. A TT-232 hatiasa a CFA-val kivaltott (A) labduzzadasra és (B) gyulladasos
mechanikai allodiniara a CFA-kezelt oldalon (atlagSEM; *p<0.05 vs. ssty”" csoport).
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II/15. abra. (A) Oldészerrel és (B) napi 2x400 pg/kg i.p. TT-232-vel kezelt patkany
gyulladt tibiotarzalis iziileteinek szovettani képe 21 nappal az i.pl. és a faroktébe
torténé CFA-injekcio utan (HE festés, 200x-0s nagyitas; [szin]: szinovium, [p]: porc).
(C) Szemikvantitativ szovettani értékelés (median+25-75 percentil; ‘p<0.05, **p<0.01
vs. oldészer (Kruskal-Wallis + Dunn poszt teszt).
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II/16. 4abra. A plazma CFA-val Kkivaltott
szomatosztatin-szerii immunreaktivitisanak (SOM-
IR) valtozasa tartés TT-232-kezelés hatiasara
(atlag£SEM; *p<0.05, **<0.01 vs. kezeletlen csoport,
“p<0.05, "p<0.01 vs. CFA-kezelt csoport).
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J-2156 kezelés hatasa CFA-val kivaltott labduzzadasra, hiperalgéziara és szovettani
elvaltozasokra egérben

Kontroll CD1 egerekben a kb. 60% labduzzadast a J-2156 szinte minden mérési napon
mindkét dozisban szignifikansan csokkentette (II/17. A. dbra). Az 5. napra kialakuld 50%-o0s
mechanikai hiperalgéziat a J-2156 ugyancsak jelentdsen gatolta, bar a kisebb dozis

szignifikans hatdsa a 12. nap utdn megszint (II/17. B. dbra).
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II/17. abra: A J-2156 hatidsa a CFA-val kivaltott (A) labduzzadasra és (B) gyulladasos
mechanikai hiperalgéziara (atlag+SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs.oldoszerrel kezelt csoport).

A teljes kisérlet alatt a naponta kétszer alkalmazott i.p. J-2156-kezelés jelentésen csokkentette
a gyulladdsos szovettani elvaltozasokat mindkét végtagon, kisebb lett a szinovidlis szdvet
megvastagodasa ¢s a mononukledris sejtekkel torténd infiltraltsaga. Enyhébb porcdestrukcio
ugyan helyenként megfigyelhetd volt, csontkarosodas azonban nem. A két alkalmazott dozis

hatasaban e paraméter tekintetében sem volt szignifikans kiilonbség (11/18. dabra).
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I1/18. abra. A J-2156 kezelés hatasa a tibiotarzalis iziiletek
CFA-val kivaltott szovettani elvaltozasaira. (median+25-75
percentil; n=6-8; "p<0.05, **p<0.01 vs. oldoszer.
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IL. 4. 4. Fejezet: A TRPV1 RECEPTOR SZEREPE KRONIKUS
ARTRITISZ EGERMODELLJEBEN

CFA-val Kkivaltott labduzzadas, mechanikai hiperalgézia és szovettani elvaltozasok WT
és TRPV1™" egerekben

C57Bl/6 WT egerekben a kezelt oldalon a labduzzadas folyamatosan ndvekedett, a 16. napon
elérte a maximalis duzzadast, az ellenoldali 1abon kisebb 6déma alakult ki. A TRPV1™ egerek
esetében mindkét oldalon szignifikdnsan kisebb duzzadés alakult ki a teljes kisérleti periodus
alatt (Il/19. A. abra). A vad tipusu allatoknal a mechanonociceptiv kiiszob a CFA-val kezelt
labon 45-50%-kal csokkent, mig az ellenoldalon csupan 10-15%-os hiperalgézia alakult ki.
Ezzel szemben a TRPV1” egerek kiiszobe csak 30-35%-0s csokkenést mutatott a kezelt
labon, mig az ellenoldalon nem jott 1étre hiperalgézia (11/19. B. dabra).

A labduzzadasban egértorzsek kozti kiillonbséget tapasztaltunk. Az ebben a sorozatban
hasznalt C57B1/6 WT egerekben a CFA sokkal nagyobb (100-120%) duzzadast okozott, mint
az eléz6 fejezetben bemutatott ssty”" egerekben (60%), a hiperalgézidban, a szdvettani

karosodasok stlyossagaban és a citokin-koncentracidkban azonban nem volt 1ényeges eltérés.
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I1/19. abra. CFA-val kivaltott (A) labduzzadas és (B) mechanikai hiperalgézia WT és TRPV1™"
egerekben (atlag=SEM; *p<0.05, **<0.01 vs. WT csoport).

A szOvettani metszeteken az ép iziileti szerkezettel (II/20. A. dbra) Osszehasonlitva a WT
egerek CFA-val kezelt tibiotarzalis iziileteiben pannuszképzddés figyelheté meg. Az iziileti
tireg kiszélesedett, a szinovialis kotdszovet mononuklearis sejtekkel stirtin infiltralt, a
porcszovet nagymértékben lepusztult és jelentds csontdestrukcid lathatd (11/20. B. dabra). A
TRPV1™" egerekben kisebb mértékii porcdestrukcié volt tapasztalhato csontkarosodas nélkil,
valamint a szinovidlis szovet megvastagoddsa ¢és mononukledris sejtekkel torténd

infiltraltsaga is enyhébb volt (11/20. C.,D. dbra).

82



wt

8- [MMrrPv1*
k g *%

it

& (-2}

N
h

Osszetett artritisz
pontszam

E*
==

o

Intakt  CFA-kezelt Ellenoldali

11/20. abra. (A) Intakt és (B) CFA-val kezelt WT és (C) TRPV1™ egerek bal
tibiotarzalis iziileteinek szovettani metszete (HE festés, 200x-os nagyitas) és (D) a
szemikvantitativ pontozas (median+25-75 percentil; p<0.05, *¥p<0.01 vs. WT).

Gyulladasos citokinek mennyisége WT és TRPV1" egerek tibiotarzalis iziileteiben
Az IL-1B— és TNF-a-koncentraciok jelentdsen megemelkedtek 21 nappal a CFA-injekcio
utan mind a WT, mind a TRPV1™” egerek azonos oldali tibiotarzalis iziileteiben, a TRPV1

receptor hidnya tehat nem befolyasolta e citokinek mennyiségét (II/21. dabra).
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I1/21. dbra. (A) IL-1B és (B) TNF-o koncentraciéi CFA-val kezelt TRPV1"" és TRPV1™”
egerek tibiotarzalis iziileti homogenizatumaiban (atlagtSEM; **p<0.01 vs. WT).

A desArgHOE-140, HOE-140, az NDGA és az indometacin hatasa a CFA-val kivaltott
labduzzadasra, hiperalgéziara és szoveti elvaltozasokra WT és TRPV1’ “egerekben

WT egerekben a bradikinin B, receptor antagonista desArgHOE-140 nem volt szignifikans
hatassal sem a CFA-indukalt 6démara, sem a mechanikai hiperalgézidra, ¢s nem befolyasolta

jelentés mértékben az 0sszetett artritisz pontszamot sem. A bradikinin B, receptor antagonista
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HOE-140 ezzel szemben 30-40%-os gétlast okozott az 6démaban ¢és a hiperalgézidban is a
teljes kisérleti peridodus alatt, a szdvettani Osszpontszdmot pedig 55%-kal csokkentette. A
nem-szelektiv lipoxigenaz gatldo NDGA 40-50%-os, mig a ciklooxigendz-gatldo indometacin
60-80%-0s gatlast okozott a gyulladasos hiperalgézidban. Az 6démat az NDGA 25-30%-kal,
az indometacin 40-55%-kal csokkentette, az artiritisz pontszamot mindkét anyag
szignifikansan, 40%-kal és 65%-kal gatolta (II/22. A.,B. dbra). A TRPV1” csoportban az
NDGA ¢és a HOE-140 nem befolyasolta egyik gyulladdsos tlinetet sem. Az indometacin
viszont itt is 50-60%-kal csokkentette a hiperalgéziat, 20-30%-kal az 6démat és 40%-kal az
artritisz pontszamot. A WT allatokkal ellentétben az indometacin a TRPV1™" egereknél nem
csokkentette az 6démat a kezelés kezdeti szakaszaban, az elsé jelentds gatlas a CFA-adast
kovetd 11. napon volt megfigyelhetd. Késébb mind az duzzadésgatlo, mind az

antihiperalgetikus hatdsok kisebbek voltak, mint a vad tipust csoportban (11/23. A.,B. dbra).
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11/22. abra. Lipoxigenaz- és ciklooxigenaz-giatlé vegyiiletek, valamint B, és B, receptor
antagonistik hatasa a CFA-val kivaltott (A) labduzzadasra és (B) hiperalgéziara WT
egerekben (atlag=SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. WT csoport).
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11/23. abra. Lipoxigenaz- és ciklooxigenaz-gatlo vegyiiletek és B, receptor antagonista hatisa a
CFA-val kivaltott (A) labduzzadasra és (B) hiperalgéziara TRPV1™" egerekben (4tlag+SEM;
*p<0.05, **p<0.01 vs. WT csoport).
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IL. 5. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kroénikus artritisz patkdnymodelljében kozvetlen bizonyitékot szolgaltattunk, hogy a
kapszaicin-érzékeny primér szenzoros neuronok gyulladdsos stimulusokkal aktivalodo
periférias végzddéseibdl szomatosztatin szabadul fel és a szisztémas keringésbe jut. Heteken
keresztiil kimutathaté a plazméaban a tobbszorosére emelkedett szomatosztatin koncentracio,
amely a kapszaicin-érzékeny afferensek RTX-elokezeléssel torténd inaktivacidja utan
nagymértékben csokken. A fennmarad6 szignifikans 43%-os emelkedés nem-neuralis eredetd,
valdszinilileg az immunsejtekbdl, szinovialis sejtekbdl és/vagy az épen maradt szenzoros
rostokbdl torténd felszabadulasnak koszonhetd. Kronikus artritiszben valdszintileg a
kiilonbozd gyulladéaskelté medidtorok aktivaljdk az iziiletek kapszaicin-érzékeny afferensein
1év0 receptorokat, ioncsatornakat. Ennek kovetkeztében SOM szabadul fel, mely a keringésbe
jutva szisztémas gyulladasgatld és fajdalomesillapitd hatést fejt ki. Annak ellenére, hogy a
magas plazma SOM koncentracié a CFA-injekciot kovetd 30. napra jelentésen csokkent, a
labduzzadas ¢€s a hiperalgézia nem fokozddott, hanem a 21. nap utan inkabb csékkent (ezeket
az adatokat 21 napnal tovabb nem mutattam). Ez alatt az id6 alatt a neuropeptideket kibocsatod
szenzoros idegvégzOdések valdszinlileg a gyulladds citotoxikus hatdsdnak kovetkeztében
karosodtak. A felszabadulé SOM funkcionalis jelentdségét, azaz szisztémas gyulladasgatlo ¢s
antinociceptiv hatdsat igazolja, hogy a nem-szelektiv sst receptor antagonista C-SOM-kezelés
a kronikus artritisz tlineteit az RTX-elokezeléshez hasonldan sulyosbitja. Ezen eredményeink
kronikus iziileti gyulladasban is bizonyitjak tehat a kapszaicin-érzékeny afferensek protektiv
szerepét és a neurdlis eredetii SOM altal kozvetitett endogén ellenregulacios mechanizmust,
amely hasonlo az el6z6 témakdrben bemutatott 1éguti gyulladasmodellben tapasztalthoz.

A SP ¢és a CGRP jelenlétét a bokaiziiletben és a szinovialis folyadékban irodalmi adatok
igazoljak (Kar et al. 1990). Gyulladas hatasara e peptidek felszaporodnak az iziiletben és a
megfeleld hatsé gyoki ganglionban is (Donaldson et al. 1992; Ahmed et al. 1995a,b). A
legtobb SP ¢s CGRP a hats6 gyoki ganglionok B-tipusu kis neuronjaibol eredd, vékonyan
mielinizalt Ad— és mielinhiively nélkiili C-tipusu rostjaibol szarmazik (Gamse et al. 1981).
Mar egy régebbi kozleményben Ahmed és munkatdrsai beszdmoltak arrél, hogy bar a
tibiotarzalis iziilet kémiai vagy sebészi denervacidja utdn a CFA-val kivaltott SP- és CGRP-
emelkedés elmarad, ez nem csokkenti az iziileti gyulladas intenzitasat (Ahmed et al. 1995c).

A szomatosztatint ugyancsak kimutattdk a térdiziilet kapszaicin-érzékeny afferenseiben
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(Elhassan et al. 2001). Amikor RTX-clOkezeléssel a teljes szenzoros idegvégzddést
inaktivaljuk, akkor nyilvanval6an nemcsak a SOM szisztémas felszabaduladsanak kiesésével
kell szdmolnunk, hanem a lokdlisan kidraml6o gyulladaskeltd neuropeptidekével is. Bar
kronikus artritiszben mind az antiinflammatorikus SOM, mind a proinflammatorikus SP ¢és
CGRP szerepet jatszanak, eredményeink alapjan azonban a szomatosztatinnak van nagyobb
jelentdsége. Szamos akut neurogén gyulladast modellhezd kisérletiinkhdz (Szolcsanyi et al.
1998a,b; Pintér et al. 2006) és az el6z6 témakorben bemutatott 1éguti gyulladashoz (Helyes et
al. 2007) hasonloan kronikus iziileti gyulladasban is igazoltuk, hogy a kapszaicin-érzékeny
afferensekb6l SOM szabadul fel és a keringésbe jutva gatlo hatasokat fejt ki.
Gyulladascsokkentd hatdsait valoszinlileg (a) az afferens idegvégzdodésekbdl torténd
gyulladéskeltd neuropeptidek felszabaduldsédnak gatlasan (Helyes et al. 2001), (b) kézvetleniil
az ¢érfali endothelsejteken a vazodilaticid és a plazmaprotein kidramlds csokkentésén,
valamint (c) a monocita/makrofag rendszer (Krantic 2000), a B- és T-limfocitak
keresztiil fejti ki. A SOM antihiperalgetikus hatdsaban szerepet jatszhat még az is, hogy
gyulladasos koriilmények kozott kozvetleniil is gatolja a nociceptorok aktivaciojat ¢és
szenzitizacidjat (Heppelmann és Pawlak 1997; Carlton et al. 2001a).

Szomatosztatin kdtOhelyet kimutattak az iziiletben 1€v6 szinovidlis sejteken, limfocitakon és a
szenzoros idegvégzddéseken is (Carlton et al. 2003). Az sst receptorok autoradiografias
vizsgalata igazolta e kotohelyek felszaporodasat reumatoid artritiszben és mas immunoldgiai
betegségekben (ten Bokum et al. 1999, 2000), minddssze egy receptor altipusra vonatkozo
adat all azonban rendelkezésre. Az sst3 €s ssty receptorok szdmanak jelentés novekedését
talaltdk az immunsejteken adjuvans artritiszes patkdnyokban (ten Bokum et al. 1999).
Eredményeinkkel 6sszhangban mas munkacsoportok is azt talaltdk, hogy a szisztémas vagy
intraartikularis SOM-injekcio az iziileti gyulladds azonnali mérsékl6déséhez vezet mind a
CFA-val kivaltott kisérletes artritiszben (Matucci-Cerinic et al. 1995; Corsi et al. 1997), mind
reumatoid artritiszben szenvedd betegek esetén (Fioravanti et al. 1995). Mindezek alapjan a
SOM igéretes lehet a kronikus artritisz kezelésében, néhany perces plazma felezési ideje és
mind az Ot sst receptorhoz valdo kotodése kovetkeztében kifejtett széles mellékhatas-
spektruma miatt azonban nem lehet potencialis gyogyszerjelolt. Stabil szintetikus
szomatosztatin analdgok, elsdsorban nem-peptid szdrmazékok, amelyek gyulladascsdkkentd
¢s analgetikus hatdsokkal rendelkeznek, azonban a hormonszekréciokat —gatld
mellékhatasokkal nem, 0j antireumatikum-csoport kifejlesztésére is lehetdséget nyujthatnak.

Korabbi adataink (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002) és a tiidoben kapott eredményeink
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alapjan (Isd. el6zé témakor) mar a patkdnykisérletekben feltételeztiik, hogy a SOM
gyulladasgétld €s antinociceptiv hatasait az iziiletben is elsdsorban az ssts receptorok
aktivacidja kozvetiti. Szelektiv sst4 receptor antagonista vegyiilet hidnyaban erre az elméletre
kozvetlen bizonyitékot génhianyos egerekkel tudtunk szolgaltatni. Bar ezek az eredményeink
alatamasztjadk az sst4 receptor gyulladascsOkkentd ¢és antinociceptiv szerepét kronikus
artritiszben, sst;”” egerekben a gyulladas sulyosbodasanak mértéke korantsem volt akkora,
mint amit a C-SOM-kezelt vagy az RTX-el0kezelt patkdnyok esetében tapasztaltunk. Ez a
kiilonbség azzal magyarazhatd, hogy az iziiletben mas sst receptorok is részt vesznek a SOM
gatld hatasainak kozvetitésében. Ez anndl is inkdbb lehetséges, mert a hormontermeld
gasztrointesztinalis tumorok ¢és nyeldcsOvarix-vérzés kezelésére hasznalt ssty/sss/ssts receptor
agonista oktapeptidre, az oktreotidra, is leirtak az irodalomban gyulladasgétldé hatasokat a
CFA artritisz modellben, bar a dexamethasonnal gyengébb hatdsunak bizonyult (Kurnatowska
¢s Pawlikowski 2000). Legvaldszinlibb azért az ssty mellett az sst; receptor szerepe e gatld
hatdsok kozvetitésében, amit aldtdmaszt az is, hogy az sst;/ssts receptor agonista TT-232
(Helyes et al. 2005; Pintér et al. 2006, 2009) nagyobb mértékli gyulladascsokkentd és
analgetikus hatasokat okozott, mint az ssts-szelektiv J-2156. A ladbduzzadéas kb. felére
csokkent, a hiperalgézia pedig hipoalgéziava valtozott napi 2x400 pg/kg i.p. TT-232 hatasara.
Ezzel az analdggal kezelt allatokban a gyulladasos szdvettani elvaltozasok is szamottevéen
mérséklédtek, csupan kis mértékii pannuszképzddés, gyulladdsos sejtes infiltracid és
minimdlis porckarosodas volt megfigyelhetd, de csontszdveti pusztulds jelei egyéltalan nem
idézett eld, a TT-232-kezelés dozisfliggd modon csokkentette. Ennek magyarazata az lehet,
hogy a gyulladasos folyamat exogén szomatosztatin agonistaval torténd gatlasa csokkenti a
szenzoros idegvégzddések aktivaciojat, igy az endogén ellenreguldcidos mechanizmus
gyengiilését eredményezi. A J-2156 egérben nagyon alacsony dozisban, 1 pg/kg-ban,
szignifikansan gétolta a duzzadast, hiperalgéziat és a gyulladdsos szdvettani karosodast, a
maximalis hatas azonban kisebb volt, mint a TT-232 esetében, mindossze 25-30%.

A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddésekre lokalizalodo TRPV1 receptor hidnya a teljes
idegvégzddés inaktivalasaval ellentétben nem fokozta, hanem meglepé mddon jelentdsen
csOkkentette a kronikus iziileti gyulladast és a kovetkezményes hiperalgéziat. Ennek a
latszolagos ellentmondasnak a magyardzata lehet az, hogy az iziileti afferensekbdl a
gyulladaskeltd tachikininek és CGRP, valamint a gyulladasgatld szomatosztatin mas
receptorok/ioncsatorndk aktivaciojaval szabadulnak fel. A gyulladaskeltd neuropeptidek

felszabadulasa valosziniileg elsésorban a TRPV1 receptor gyulladt iziiletben képzd6dd
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bradikininnel, prosztaglandinokkal torténd szenzitizacidja ¢és lipoxigenaz termékekkel,
protonokkal torténd aktivacidja kovetkeztében torténik. E folyamatok hidnya TRPV1™"
egerekben jelentésen gatolja a gyulladast és kovetkezményes hiperalgéziat. A SOM
felszabadulasaban ezzel szemben eredményeink alapjan valdszintileg mas mechanizmusok
jatszanak szerepet. Ezt az elképzelést alatdmasztja az a tény, hogy e szenzoros neuropeptidek
csak részben kolokalizéltan fordulnak eld a kapszaicin-érzékeny afferensekben, a
szomatosztatin tartalmuakon lehetséges, hogy nem a TRPV1, hanem pl. TRPA1, bradikinin
receptorok, purinoceptorok stb. expresszidja dominal.

Annak ellenére, hogy a TRPV1 aktivacio nem befolyasolta a TNF-a és az IL-1f iziileti
funkcionalis és morfoldgiai paramétereiben jelentds kiilonbségeket talaltunk. Ez arra utal,
hogy bar e citokinek bizonyitottan fontosak a CFA-val kivaltott kisérletes artritisz (Dingle et
al. 1987) és az emberi reumatoid artritisz (Farahat et al. 1993) kialakul4dsaban, ezektdl
fliggetlen mechanizmusok is jelentdsen befolydsoljak a kronikus iziileti gyulladas és a
kovetkezményes hiperalgézia intenzitasat.

A krénikus artritisz kialakuldsaban jelentds szerepet jatszo neurogén gyulladasos komponenst
egyetlen jelenleg forgalomban 1évé gyodgyszercsoport sem tudja megbizhatéan €és hatékonyan
gatolni. Régota folynak vizsgalatok az ismert nem-szteroid gyulladasgatlokkal, sét az ujabb
szelektiv ciklooxigenaz-2 gatlokkal (pl. coxibok) kapcsolatban, amelyek a kezdeti elvardsok
ellenére nem hoztak terapias attorést. A szteroidok csak olyan nagy doézisban képesek gatld
hatast kifejteni a neurogén gyulladasos folyamatokra, amelyben a szdmos mellékhatas
vesz¢élye miatt nem lehet tartds alkalmazasukkal szdmolni. Az utobbi években a reumatoid
artritisz kezelésében a gyulladas sejtes komponenseire hatd erélyes immunszupressziv és
citosztatikus hatdsu szerek, valamint a biologiai terdpids lehetdségek (TNF-o ellenes
monoklonalis antitest, szolubilis receptor) is bekeriiltek kezelési lehetdségek kozé, a stlyos
mellékhatasok ¢€s toxicitds azonban alkalmazasuknak jelentds korlatokat jelent (Bingham
2008).  Rendkiviil nagy  sziikség van ezért )  mechanizmussal  hato
gyulladasgatlo/fajdalomesillapitd gyodgyszerek kifejlesztésére, melyek lokalisan és/vagy
szisztémasan is alkalmazhatok. Eredményeink alapjan két célmolekulat is azonositottunk, a
TRPV1 ioncsatornat, valamint a szomatosztatin ssts/sst; receptort, amelyeken hat6 szelektiv

antagonista, illetve agonista vegyiiletek 0j perspektivakat jelenthetnek a kronikus iziileti
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II. 6. A TEMAKORBEN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. Elséként bizonyitottuk, hogy a kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések -a légutakban
leirtakhoz hasonldan- kronikus iziileti gyulladasban is protektiv szerepet jatszanak a beldliik

felszabadul¢ és keringésbe jutd szomatosztatin kozvetitésével.

2. Sst4 receptor génhianyos egerek segitségével igazoltuk, hogy e receptor altipusnak szerepe
van a szomatosztatin gyulladasgatlo és antinociceptiv/antiallodinias hatasainak kdzvetitésében
els6sorban a kronikus artritisz kezdeti szakaszaban, azonban az iziiletekben mas

szomatosztatin receptorok (pl. sst;) aktivacioja is részt vesz a gatlé6 mechanizmusban.

3. Szintetikus, stabil ssts/sst; receptor agonistdk, mint a heptapeptid TT-232 és a
peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gatoljak a kronikus iziileti gyulladast és a gyulladasos
mechanikai  allodiniat/hiperalgéziat, ezért igéretes 1) perspektivat jelenthetnek

gyogyszerfejlesztési szempontbol is.

4. Bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy a kapszaicin-érzékeny afferenseken expresszalodo
TRPV1 ioncsatorna elésorban bradikininnel és prosztaglandinokkal torténd szenzitizacidja és
lipoxigenaz-termékekkel torténd aktivacidja kovetkezményeképpen -az idegvégzddés
egészével ellentétben- fokozza a kronikus iziileti gyulladéast és allodiniat. Ennek alapjan
szelektiv TRPV1 receptor antagonistak ugyancsak hatékony, 0j farmakoterapids lehetdséget

nyUjthatnak artritisz kezelésére.
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III. TEMAKOR

A KAPSZAICIN-ERZEKENY IDEGVEGZODESEK, A TRPV1 ES SST,
RECEPTOROK, VALAMINT A PACAP-38 SZEREPE A
NOCICEPCIOBAN ES ANTINOCICEPCIOBAN

IIL. 1. ELOZMENYEK

Nocicepcio, hiperalgézia, allodinia, fajdalom

A Nemzetkozi Fajdalom Tarsasdg meghatarozasa szerint a nociceptiv fajdalom olyan pszicho-
fiziologiai jelenség, szubjektiv érzéskvalitds, amelynek két jol definidlhatdé komponense
kiilonithetd el. Neurobioldgiai eleme a nocicepcid (a fajdalmas stimulus percepcidja,
szenzoros tapasztalat), ami allatkisérletesen is vizsgalhat6, mig az affektiv komponens (a
fajdalom emociondlis megélése) megitélésérére csak emberi vizsgdlatok alkalmasak. A
kiilonféle allatkisérletes modellekben vizsgéalhaté nocicepcidé mechanikai (érintési), termalis
(hovel kivaltott) vagy kémiai (kapszaicin, formalin, ecetsav, stb.) ingerek hatasara keletkezik.
Az interoceptiv teriiletekrdl (zsigerekbdl, savos hartydkbol) eredd viszceralis fajdalom
vizsgélatara alkalmas egérben az ecetsavval, magnézium-szulfattal vagy fenilkinonnal
kivaltott vonaglési teszt. Az exteroceptiv régiokbol (bdr, izom) szarmazd szomatikus fajdalom
példaul egérben és patkdnyban is a formalin teszttel vizsgalhato. Az alapvetden nem
fajdalmas stimulus hatdsara kialakul6d érzékenység-fokozoddast allodinianak, mig az enyhe
fajdalmat kivaltd inger hatasara fokozodd fajdalomérzetet hiperalgézianak nevezziik.
Mechanikai vagy termalis allodinia és hiperalgézia is jelentkezhet gyulladds vagy kiilonféle
eredetli (traumas, toxikus) centralis/periférias idegi sériilés kovetkeztében, amely a szomato-
szenzoros, illetve a spino-talamo-kortikalis palyarendszer barmely szintjén kialakulhat (Tajti
és Vécsei 2006). A periférids idegsériilésbdl, illetve miikodéscsokkenésbdl adodo traumas
neuropatias fajdalom kisérletesen a n. ischiadicus részleges szoros lekotésével (Seltzer et al.
1990), az egész ideg laza lekotésével (Bennett 1993) vagy az L5 gerincveldi ideg lekdtésével
(Kim és Chung 1992) modellezhet. Uj fajdalomcsillapité gyogyszerek kifejlesztésének
preklinikai fazisaban a vegyliletek hatasanak, hatdsossaganak meghatdrozasa tehat nem
konnyt feladat, mivel kizarélag a nocicepcid vizsgalata lehetséges a nemzetkdzi irodalomban

elfogadott allatmodellekben ¢és vizsgéalati moddszerekkel. Szdmos neuropatids fajdalom
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egyetlen  forgalomban  1év0  gyogyszercsoporttal  (antiepileptikumok,  opiatok,
antidepresszansok, lidokain) sem kezelhetd kielégitd modon. Neuropatias fajdalomra a tobb
szaz éve széles korben hasznalt ciklooxigendz-gatlok egyaltalan nem hatnak, az opioidok,
amelyek attorést jelentettek a tumoros fajdalom csillapitasaban, csekély terapias
hatékonysaggal rendelkeznek. Nagy sziiks€ég van ezért alapvetéen 1) hatdsmechanizmusu,
elsdsorban kozvetleniil az érzdideg-végzédéseken hatd fajdalomcesillapitok kifejlesztésére is.
Ennek érdekében az utdbbi évtizedben szdmos nocicepcidé modellt allitottunk be és vizsgalati

modszerek széles skalajat sajatitottuk el.

A kapszaicin-érzékeny idegvégzodések és a TRPV1 ioncsatorna szerepe a nocicepcioban
Evezredes tapasztalatok alapjan szamos olyan gyogymodot hasznalnak mind a hagyomanyos,
népi, mind a modern orvoslasban, ami lokalis bdrizgatason keresztiil fejt ki fajdalom- és
gyulladascsokkentd hatést (pl. kapszaicines vagy kamforos oldat bedorzsolése, mustartapasz).
Ezeket az eljarasokat ,.ellenirritacionak™ is nevezik, arra utalva, hogy az elsédlegesen
irritaciot kivaltd beavatkozas ellentétes, a gyulladdsos tlineteket enyhitd hatashoz vezet. A
feliileti, lokalis szdvetizgatds mélyebb rétegekre, illetve a szervezet egészére kifejtett
hatasanak pontos mechanizmusa azonban kevéssé valt ismertté, hatékonysagukat elsdsorban a
keringés fokozddasaval vagy reflexes folyamatokkal magyaraztak. A  polimodalis
nociceptorok mitkddésének vizsgalata soran azonban olyan meglepd eredmények sziilettek,
amelyek Ujszerli magyarazatot kinalnak a latszolag paradox ,ellenirritacio™ jelenségére. A
lokalis neurogén gyulladas kialakulasaval parhuzamosan felszabadul(nak) a sziszémas
keringésbe keriilo gatlé hatastt mediator(ok) is. Ezek koziil a szomatosztatin gyulladasgatld
szerepére vonatkozoan szamos kisérletes bizonyitékot mutattam be az el6z6 két témakdrben.
A jelenség szervezetben betoltott szerepének szempontjabol érdekes az a korabbi, még PhD
munkam alatt tett megfigyelés, hogy a szomatosztatin-felszabadulas és a gatlé hatds mar az
igen alacsony, 0.1 Hz frekvencidval torténd stimuldcio kovetkeztében is kialakul, ami még
sem fajdalmat, sem neurogén gyulladast nem valt ki (Szolcsanyi 1996 a,b; Szolcsanyi et al.
1998a). Ezek az adatok is a kapszaicin-érzékeny neuronok élettani szerepének komplexitasara
utalnak. Bar a jelenség leirasa a mi kutatocsoportunk munkdjadhoz fiizédik, az sst receptor
antagonista C-SOM felhasznalasaval egy masik munkacsoport is bizonyitékokat szolgaltatott
a neurondlis eredetii endogén szomatosztatin szisztémas antinociceptiv hatasaira. Ok
igazoltak, hogy a szomatosztatin tonusos gatld hatast fejt ki a formalinnal kivaltott
fajdalomreakcidra (Carlton et al. 2001b), valamint hogy ez a neuropeptid lehet a kapszaicines

»ellenirritdcioval” kivaltott antinocicepcid mediatora (Carlton et al. 2003).
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A TRPVI1 receptor klonozéasa utdn nyert igazolast, hogy a receptort a fajdalmas hdingerek ¢és
az alacsony pH kozvetleniil képesek aktivalni, valamint kdzponti szerepe van a nociceptort
¢éré fajdalmas stimulusok integraldséban is (Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998). A
TRPV1 receptor génhianyos egereken végzett elsd kisérletek eredményei azt mutattak, hogy a
TRPVI1 receptor hianydban az allatok hokiiszObe nem kiilonb6zott a vad tipusu egerekétdl
(Davis et al. 2000; Caterina et al. 2000). Ez az adat meglepd volt annak ismeretében, hogy a
kapszaicinnel deszenzibilizalt allatok fajdalmas héérzete csokken (Szolcsanyi 1985, 1987). Ez
a kiilonbség is azt mutatja, hogy a teljes idegvégzddés és az azon lokalizalédé6 TRPV1
receptor szerepe sokféle patofiziologiai folyamatban eltérd, ezt bizonyitottdk az el6zd
témakorben bemutatott, kronikus iziileti gyulladasmodellben nyert eredményeink is.
Gyulladasos termalis hiperalgézia azonban nem alakult ki TRPV1 génhidnyos egerekben, ami
arra utal, hogy a nociceptorok hdszenzibilizacidja e receptor kozvetitésével jon 1étre (Davis et
al. 2000; Caterina et al. 2000). A TRPV1 kemonocicepcidban, mechanonocicepcioban ¢és
krénikus neuropatias allapotokban betoltott szerepérdl nem volt azonban irodalmi adat.

Gyulladdsmodellekben nyert eredményeink azt mutattdk, hogy ennek a nem-szelektiv
ligandfliggd kationcsatornanak a szerepe nagyon kiilonb6zd lehet a patofizioldgiai folyamat
mechanizmusatol, illetve a TRPV1 receptor aktivacidjaval felszabaduld szenzoros

neuropeptidek jelentéségétdl fiiggden.

A szomatosztatin szerepe a nocicepcioban

A szomatosztatin kozponti idegrendszeri mechanizmussal kialakulé gatlé hatésaira
vonatkozoan szamos adat all rendelkezésre. Intratekalis, epiduralis, intracerebroventrikularis
alkalmazas utan a nativ SOM ¢és az oktreotid is hatékonyan gatolta a posztoperativ fajdalmat
(Chrubasik et al. 1984, 1985; Taura et al. 1994), csontfijdalmat (Burgess et al. 1996), a
tumoros fajdalmat (Chrubasik et al. 1984; Meynadier et al. 1985), iziileti gyulladassal jaro
fajdalmat (Matucci-Cerinic €s Marabini 1998; Silveri et al. 1994), a viszceralis fajdalmat
(Plourde et al. 1993) és a migrént (Kapicioglu et al. 1997). Hangsulyozand6 azonban, hogy a
nagy dozisu, kdzponti idegrendszerbe torténd ismételt SOM-injekcid toxikus hatast fejtett ki a
mellsd ¢és hatso szarvi neuronokra a gerincvelében és fokalis demielinizaciot okozott
(Gaumann et al. 1989; Mollenholt et al. 1988), amelyért els6sorban a vazokonstriktor hatast
tettek feleldssé (Freedman et al. 1988). E problémanak a kikiiszobolése periférian hatd sst
agonistakkal lehetséges. Ez anndl is inkabb érdekes, mert tobb évtizede leirtdk, hogy
szisztémasan, st lokalisan alkalmazott SOM is analgetikus hatdsokkal rendelkezik (Lembeck

et al. 1982; Chrubasik 1991; Fioravanti et al. 1995; Matucci-Cerinic et al. 1995; Corsi et al.
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1997). Patkanyiziiletbe injektalt sst agonistdk csokkentették a rotacid hatasara 1étrejovo
afferens aktivitast (Heppelmann és Pawlak 1997), emberi iziiletbe adott szomatosztatin pedig
gatolta a gyulladasos fajdalmat (Matucci-Cerinic ¢s Marabini 1998; Silveri et al. 1994).

Egy csaknem tiz évvel ezeldtt végzett kisérletsorozatunkban azt talaltuk, hogy altatott
patkanyokban a n. ischiadicus kapszaicin-érzékeny afferenseinek antidromos elektromos
ingerlésének hatdsara az intraarteridlis kapszaicinnel kivaltott nocifenziv vegetativ
reflexvalaszok csokkennek. Hasonld gatlast tapasztaltunk szomatosztatin, illetve szintetikus
SRIF2 (ssti/ssts4) receptor agonistak i.v. injekcioja utan, a SRIF1-szelektiv agonista oktapeptid
oktreotid azonban hatéstalan volt (Helyes et al. 2000). Mivel léguti és iziileti gyulladasban
bizonyitottuk a kapszaicin-érzékeny idegvégzOdésekbdl a szisztémas keringésbe keriild
szomatosztatin felszabadulasat és ennek géatld hatasait (Helyes et al. 2004, 2007), kronikus

fajdalommodellekben is felmeriilt a szomatosztatin antinociceptiv hatasainak vizsgalata.

A PACAP nocicepcioban betoltott szerepére vonatkozo eddigi eredmények

Mivel a PACAP-38 jelenlétét a fajdalomkozvetitd palyarendszer tobb szintjén, pl. a
gerincveld hatsd szarvaban (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999; Dickinson et al. 1999), a
hatso gyoki ganglionokban (Moller et al. 1993; Mulder et al. 1994) és a kapszaicin-érzékeny
szenzoros neuronok periférias végzodéseiben (Zhang et al. 1996; Fahrenkrug ¢és Hannibal
1998; Uddmann et al. 1998) is bizonyitottak, feltételezhetd volt, hogy a PACAP részt vesz a
nociceptiv folyamatokban. Ezt az elképzelést azonban rendkiviil kevés funkcionalis adat
tdmasztotta ald, az Osszes erre iranyuld in vivo kisérletben kizarolag a PACAP kozponti
idegrendszeri hatdsait vizsgaltdk és meglehetdsen ellentmondasos eredményekre jutottak
(Shimizu et al. 2004). Az intratekalisan adott PACAP gatolta a nociceptiv reflexmiikddést és
a gyulladas kovetkeztében kialakuld nocicepciot (Yamamoto és Tatsuno 1995; Zhang et al.
1996; Onou et al. 2007). Intracerebroventrikuldrisan adva a PACAP a formalin teszt korai
fazisaban analgetikus hatastinak, mig a késdi fazisban pronociceptivnek bizonyult (Shimizu et
al. 2004). Masrészrél azonban a kozponti idegrendszerbe adott PACAP doézisfiiggd modon
csokkentette a hokiiszobot a talpban, és szerepet jatszott a nociceptiv stimulus hatso szarvba
torténd kozvetitésében, elsdésorban N-metil-D-aszpartdit (NMDA) receptorokon keresztiil
(Ohsawa et al. 2002). PACAP hianyos egerekben sem termalis, sem mechanikai hiperalgézia
nem jott létre carrageninnel kivaltott gyulladés, illetve gerincveldi idegatmetszés utan
(Mabuchi et al. 2004). A PACAP-38 nociceptiv folyamatokban betoltott szerepének
megitélése tehat korantsem volt egyértelmd, kiilonosképpen, mert periférias hatésaira

vonatkozoan egyaltalan nem allt rendelkezésre adat.
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A fajdalomcsillapitas nem-farmakologiai megkozelitése

Szamos korabbi eredmény igazolta a sztatikus mégneses tér (static magnetic field, SMF)
hatasait kiilonb6z6 viselkedésmintazatokban és idegi mitkodésekben (Nolte et al. 1998; Houpt
et al. 2003). Az SMF nociceptiv folyamatokra gyakorolt hatdsardl szolo kisérletek
eredményei meglehetdsen ellentmondasosak. Néhanyan arrél szdmoltak be, hogy rovid idére
magneses térbe helyezett egerekben csokken a morfin- és stressz-indukalta analgézia
(Kavaliers et al. 1984; Choleris et al. 2002) és n6é a fijdalmas hére vald érzékenység (Del
Seppia et al. 2003). Masok ettdl eltérden azt talaltdk, hogy az SMF-nek nincs hatdsa a
fajdalomra emberben (Hong és Shellock 1990; Reeser et al. 2005). Arra is van azonban tobb
adat, hogy az SMF antinociceptiv hatdsokkal rendelkezik kiilonb6z6 egérmodellekben
(Shupak et al. 2004; Prato et al. 2005). Az ellentmond6 eredmények magyarazata lehet, hogy
a kisérleteket kiilonbozo fajokon végezték, valamint hogy a kivaltott hatds fligghet a
magneses tér eltérd tulajdonsagaitdl, masképpen bedllitott paramétereitdl €s a behatas
id6tartamatol is.

Az altalunk hasznalt sztatikus magneses mez6t 1étrehozo késziiléket dr. Laszlo Janos (MTA
Matematikai Tudomanyok Osztalya) készitette, optimalizalasa és validalasa egér vonaglasi
tesztben tortént (Laszlo et al. 2007). A késziilékben alul és feliil elhelyezkedd matrixok 5 mm
sugart, 10 mm magassagu, hengeralaku neodimium-vas-bor (NdFeB) dsszetételii magneseket
tartalmaznak. Az egyedi magnesek jellemzd értékei az 1.47 T értékli remanens magneses
indukci6, a 373-406 kJ/m’ tarolt energiasiirliség és a 80°C maximalis miikdési hémérséklet.
Minden magnes a szomszédaival ellentétes polaritasi, a mdasik matrixban vele szemben
elhelyezkedd magnessel megegyezd tengelyll €s irdnyl. Erre a magneses térre a tovabbiakban
az optimalizalt sztatikus magneses tér (0SMF) elnevezést hasznaljuk (Laszl6 et al. 2007).

A pontos mechanizmus, amellyel a SMF valtozatos hatasait kivaltja, egyelére ismeretlen
(Lockwood et al. 2003; Saunders 2005), bar néhany adat utal az endogén opioid rendszer és
egyes ioncsatornak vezetOképességének megvaltoztatisara (Rosen 1996, 2003). Szadmos
eredmény alapjan feltételezhetd, hogy a gyenge SMF csokkenti az ideg ingeriiletvezetésének
sebességét a Ca’'- és Na'-csatorndk miikodésének gatlasan keresztiil (Rosen 1996; Wieraszko
2000; Rosen 2003), ezért meriilt fel benniink annak a lehetdsége, hogy esetleg kapcsolat lehet

a SMF hatasmechanizmusa ¢és a kapszaicin-érzékeny idegvégzddések kozott.
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IIL. 2. CELKITUZESEK

Ebben a témakorben bemutatott kisérletsorozatokban olyan igéretes célmolekulakat
szeretnénk azonositani, amelyek reményeink szerint alapvetden ) mechanizmussal hat6
fajdalomcsillapitdo gyogyszerek kifejlesztésére nyujthatnak lehetdséget. Elsdsorban a TRPV1
receptor szerepét és a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddésekbdl felszabaduld peptid
mediatorok antinociceptiv hatdsait, ezek mechanizmusat €s receptorialis hatterét, valamint e
rostok fizikai uton torténd aktivalhatdsagat szeretném ismertetni allatkisérletes modellekben,

négy konkrét kérdésfelvetés kapcsan.

1. Az el6zd két témakorben bemutattam, hogy gyulladdsos folyamatokban a TRPV1
receptornak mind pro- mind antiinflammatorikus szerep tulajdonithaté a patomechanizmustol
¢s ezen ioncsatorna aktivacidjaval felszabaduldé neuropeptidek jelentdségétdl fiiggéen. E
témakor elsd részében a TRPV1 receptor szerepét vizsgaltuk akut és kronikus nocicepcid

modellekben génhidnyos egerek segitségével.

2. Célunk volt a szamos gyulladdsmodellben mar vizsgalt és az el6z6 témakdrokben
bemutatott szintetikus szomatosztatin receptor agonistak, az sst;/sst4 agonista heptapeptid TT-
232 ¢és az ssty-szelektiv peptidomimetikum J-2156 hatdsainak vizsgalata patkany és egér

fajdalommodellekben.

3. A PACAP-38 kimutathatd a kapszaicinre érzékeny szenzoros neuronokban, de a
nocicepciodban betoltdtt szerepére vonatkozdan a rendelkezésre allo ellentmondasos irodalmi
adatok kizardélag a kozponti idegrendszerre fokuszalnak. Ebbdl kiindulva jelen kisérleteinkben

a PACAP-38 periférias hatasait vizsgaltuk kiilonféle nocicepcié modellekben.

4. A fijdalomcsillapitd hatds kivaltasa céljabol tapasztalati alapon régota alkalmazott
magneses térre vonatkozo irodalmi adatok alapjan érdekesnek latszott megvizsgalni, hogy egy
ilyen fizikai behatas allatkisérletesen is képes-e antinociceptiv hatast kivaltani. Tobb
modellben megvizsgaltuk ezért, hogy miként befolydsolja egy optimalizalt paraméterekkel
rendelkezé sztatikus magneses tér a nocifenziv viselkedést és a gyulladasos hiperalgéziat.
Arra is szerettiink volna valaszt kapni, hogy a jelenségben lehet-e potencidlis szerepe a

kapszaicin-érzékeny peptiderg idegvégzodéseknek.
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I1I. 3. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

Kisérleteinket C57Bl/6 WT és TRPVI'/', Balb/c, CD1 és CFLP egereken, valamint Wistar
patkdnyokon végeztiilk, amelyek tenyésztésére, tartdsara ¢és a kisérletek etikai hatterére
vonatkozo6 adatokat az elézéekben ismertettem. Minden kisérleti eljaras megfelel a fajdalom
vizsgalatara létrehozott nemzetkdzi tanacs javaslatainak (Zimmermann 1983) és az

allatkisérletek végzésérol szolo 243/1998. sz. kormanyrendelet eldirasainak.

I1. 3. 1. Akut nocicepcio tesztek:

a.) Forbolészterrel kivaltott akut kemonocicepcio vizsgalata

A protein kindz C (PKC) aktivator forbolészter, forbol-12-mirisztat-13-acetdit (PMA, 10
ug/ml, 20 ul) i.pl. injekciojaval valtottunk ki akut nocifenziv reakciot C57Bl/6 és TRPV1”
egerekben. A kvantitativ értékeléshez a labnyalassal és labemeléssel eltoltott idot vizsgaltuk a
beadast kovetd 45 percen keresztiil (Watson et al. 1997).

b.) Formalinnal kivaltott akut szomatikus kemonocifenziv viselkedés vizsgalata

Formalin i.pl. adasa jellegzetes lefolydsu nocifenziv magatartast valt ki, amely egy akut (0-5
perc) ¢és egy késoi fazisbol all (20-45 perc). A korai fazis a nociceptorok kozvetlen
aktivalasabol ered, mig a késéi komponens a fokozatosan kialakul6 gyulladas kdvetkezménye
(Dubuisson és Dennis 1977; Tjolsen et al. 1992). Az allatok egyik hatsé talpaba 2.5%-os
(egereknek 50 pl, patkdnyoknak 100 pl) formalint injektaltunk, egerek szinte csak
talpnyalogatassal, patkanyok labemelésekkel (razasok) és nyalasokkal egyarant jellemezhetd
reakciot mutatnak. Egereknél ezért a talpnyalogatassal eltoltott idot mértiik, patkanyoknal
Osszetett fajdalom pontszdmot szamoltunk (Composite Pain Score: 2x a ladbnyaldsok
id6tartama + 1x a labemelések id6tartama/ teljes idétartam; Watson et al. 1997).

A formalin-adéas eldtt 20 perccel Balb/c egereknek i.p. J-2156-ot (1, 10 és 100 pg/kg),
patkdnyoknak TT-232-t (20-80 pg/kg i.p.), illetve referencia vegyiiletként a ciklooxigendz
gatlo diclofenacot (50 és 100 mg/kg) injektaltuk. A PACAP periférids hatdsainak vizsgalatara
formalin injekcio el6tt 5 perccel a patkanyoknak i.pl. 100 pul 2 uM PACAP-38-at adtunk. A
PAC, és VPAC receptorok szerepének vizsgalatara kiilon allatcsoportokban a PACAP-38 (50
ul, 4 uM) adésa el6tt 5 perccel tizszeres koncentracidban (50 pl, 40 uM) i.pl. PAC, receptor-
szelektiv antagonista M65-6t (Abad et al. 2006), illetve a VPAC,;/VPAC,; receptor-antagonista
VIP(6-28)-at (Somogyvari-Vigh és Reglodi 2004).
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c¢.) Akut viszceralis kemonocicepcio vizsgalata vonaglasi teszttel

Irritdns anyagok (200 pl 0.6% ecetsav, 0.02% fenilkinon, 2% MgSO,) i.p. injekcidja
egerekben jellegzetes ,,vonaglo” mozgast (,,writhing”) eredményez, amellyel a viszceralis
fajdalom modellezhetd. A peritoneum irriticioja a hasfal izomzatdnak defenziv
Osszehtizodéasahoz vezet, amelyet a torzs és végtagok extenzidja kovet. A reakcid intenzitdsat
az algogén anyag beadasat kovetden a ,,writhing” mozdulatok szdma alapjan értékeltiik
(Hendershot és Forsaith 1959; Witkin et al. 1961).

A TT-232-t (5-200 pg/kg) és a PACAP-38-at (100 pg/kg) 30 perces s.c. elokezelésben
alkalmaztuk, majd 20 percen keresztiil szdmoltuk az abdominalis konstrikcidk szamat.

d.) Carrageninnel kivaltott gyulladasos mechanikai hiperalgézia/allodinia vizsgalata

Az egyik hatso talpba 3%-0s carrageenint injektaltunk (egereknek 50 ul, patkanyoknak 100
ul), az ellenoldali végtagot kontrollként hasznaltuk. A carrageenin tengeri moszatbol
szarmazd poliszacharid, amely kevert tipust akut gyulladdst ¢és kovetkezményes
hiperalgéziat/allodiniat valt ki. A mechanonociceptiv kiiszobméréseket eszteziométerrel
carragenin-adas el6tt s 2, illetve 3 6raval utdna végeztiik.

Egereknek i.p. 100 pg/kg J-2156-ot, patkanyoknak PACAP-38-at i.pl. injektaltunk minden
mérés eldtt 5 perccel.

e.) Reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgézia

Egerek bal hatso talpaba 20 pl 0.1 pg/ml RTX-oldatot injektaltunk, a jobb talpat kontrollként
hasznaltuk. A mechanonociceptiv kiiszoboket eszteziométerrel mértiik az RTX-injekcid eldtt
¢s 30 perccel utana.

f.) Enyhe hotraumaval kivaltott h6- és mechanikai hiperalgézia vizsgalata

Patkdnyok fajdalmas hokiiszobét kollégaim ¢és az Experimetria Kft. altal kidolgozott és
validalt emelkedd homérsékletii vizfiirdovel mértiik (Bolcskei et al. 2007). A vizfiirdo
hémérséklete 30°C-rdl indul és fokozatosan 53°C-ig emelkedik. Az éllatokat lazan, de
stabilan tartjuk, egyik hatso ldbukat a 30°C-os vizfiirddbe meritjiikk, majd elinditjuk a
homérsekletemelést. A termonociceptiv kiiszobdt, amelynél az allat kihtizza a labat, a digitalis
kijelz6rdl leolvassuk. Kontroll méréseket kovetden az allatok egyik hatsd labat altatdsban
51°C-os vizfiirdébe martottuk 15 masodpercre, majd ismételt méréseket végeztiink.

A 20 perces mérés utan 100 pl 2 uM PACAP-38-at, illetve NaCl-t injektaltunk i.pl., a
termonociceptiv kiiszoboket 10 percenként mértiik. A PAC; és VPAC receptorok szerepének
vizsgalatara 5 perccel a PACAP-38 (50 ul, 4 uM) adasa el6tt egy allatcsoport 50 ul 40 uM
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PAC, receptor-szelektiv antagonista M65-t, egy masik allatcsoport olyanekkora d6zist VPAC

receptorokon hato antagonista VIP(6-28)-at kapott intraplantérisan.

II1. 3. 2. Kronikus neuropatia modellek:

A neuropatias fajdalom kronikus, terdpiasan nehezen befolyasolhaté allapotot jelent, melynek
szamos etiologidja lehet, pl. trauma, diabétesz vagy egyéb toxikus karosodéas. Az afferens
idegek sériilése hiperalgézidt tart fenn, a nociceptorok kiiszobe csokken, nagyobb
frekvencidju kisiiléssel reagalnak az ingerekre és spontan aktivitast is mutatnak. A szdmos
koreredetnek megfelelden allatkisérletben is tobbféle modon valthatunk ki neuropatiat.

a.) Traumas mononeuropatia modell (Seltzer-modell)

A n. ischiadicus részleges lekotése utan az érintett végtagon mechanikai hiperalgézia alakul ki
(Seltzer et al. 1990; Malmberg és Basbaum 1998). Az egyik n. ischiadicus 1/3-1/2 részét
patkanyoknal 8/0-s, egereknél 10/0-s atraumatikus varr6éfonallal szorosan lekotottiik. A
mechanonociceptiv  kiiszoboket egérben eszteziométerrel, patkanyban analgeziméterrel
mértik a miitét utdni 7. napon, amikorra az akut sebfijdalom biztosan megsziinik. A
kiilonb6z6 mechanonocicepcié mérési modszerek oka, hogy az analgeziméter egérben
technikailag nem alkalmazhat6 (tul kicsi az egérldb és tl erdés a mechanikai inger). Bar
patkdnyban az eszteziométer jol hasznalhaté gyulladasmodellekben, ebben a neuropatia
modellben nem megbizhatd, mert az ideglekotésbdl adéddan az 4llat nem mindig teszi le
teljesen a talpat a racsos lapra. Mivel patkanyoknak intakt &llapotban a tompa végi tiivel
kifejtett mechanikai stimulus nem fajdalmas inger, a kiiszObcsokkenést itt allodinidnak
nevezzilkk. Ezzel szemben egereknek az alkalmazott mechanikai stimulus enyhe
fajdalominger, igy ebben az esetben a kiiszobcsokkenést hiperalgézianak hivjuk.

b.) Streptozotocinnal kivaltott diabéteszes polineuropatia modell

A streptozotocin (STZ) szelektiven elpusztitja a pancreas [-sejtjeit, igy a kezelést kovetd
hetekben kisérletes diabétesz mellitusz alakul ki (Courteix et al. 1993). Az allatok altalanos
allapota is fokozatosan romlik és a szenzoros polineuropatia kovetkeztében mechanikai
hiperalgézia is kialakul. Kontroll méréseket kovetéen 50 mg/kg i.v. STZ-t adtunk, két hét
mulva minden éllat vércukorszintje 15 mmol/l felett volt. A mechanonociceptiv kiiszobot
eszteziométerrel mértiik hetente, a kiiszobcsokkenést szazalékban adtuk meg.

c.) Ciszplatinnal kivaltott toxikus polineuropatia modell

A ciszplatin-kezelés egyik jellemzé mellékhatasa a klinikia gyakorlatban a periférias

idegkarosodéas. Ez a vegyiilet alkalmas kisérletes toxikus polineuropatia modellezésére is
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(Authier et al. 2003). Ot héten keresztiil heti haromszor végeztiink ciszplatin kezelést (2
mg/kg i.p.), a mechanonociceptiv kiiszobot hetente mértiik eszteziométerrel.

A kronikus polineuropatia modellekben RIA moddszerrel hatdroztuk meg a plazma

crer

Az optimalizalt sztatikus magneses tér

A oSMF-et létrehozd késziiléket egy ferromagneses anyagbol késziilt keret, és egy abba
illeszkedé 140*140*46 mm méretli miianyag ketrec alkotja, amelyben az egerek szabadon
mozognak (Laszl6 et al. 2007), kontrollként egy ugyanilyen ketrec szolgalt a magneses tér
nélkiil. Az els6 két kisérletsorozatban egy vizsgalat soran az egereket a kisérlet elott 5 perccel
tettiik az oSM-be ¢és ott is tartottunk végig a teljes mérési periodus alatt. A hiperalgézia
modellekben a gyulladés kivaltasa eldtt 5 perccel az allatokat az oSMF-be helyeztiik és a

gyulladéskeltd injekciot kovetden a mérésig ott tartottuk.

Rotarod teszt

Fokoz6do sebességli Rotarod (Ugo Basile 7750) késziilékkel azt is megvizsgaltuk, hogy
befolyasolja-e az oSMF-expozicid az egerek mozgaskordindcidjat és motoros miikddését
(Jones és Roberts 1968). A késziilek forgd dobjainak sebessége fokozatosan emelkedik 4-r6l

40 fordulat/percre. Amikor az allat leesik, az eredményt masodpercben olvashatjuk le.

A kapszaicin-érzékeny afferensek inaktivalasa RTX-elokezeléssel
Az oSMF hatasait vizsgald kisérletekben Balb/c egerekben a kapszaicin-érzékeny afferensek
miikodésének szelektiv blokkoldsara az el6z6 témakorokben ismertetett protokollnak

megfelelden nagy dozisi RTX-eldkezelést végeztiink 7-14 nappal a kisérletek eldtt.

Mechanonociceptiv kiiszob mérése analgeziméterrel

Patkany mononeuropatia modellben a mechanikai fajdalomkiiszob-csokkenés (mechanikai
hiperalgézia) meghatarozasara legalkalmasabb modszer a Randall-Selitto teszt. A 1ab
mechanonociceptiv kiiszobét Ugo Basile analgeziméterrel végeztiik (Pintér et al. 2002). A
lazédn kézben tartott allat hatso labat a tompahegyt plexikap ald helyezziik, majd a labhatat
egyenletesen fokozddo eréhatasnak tessziik ki. Az éllat a fajdalomkiiszob elérésekor kirantja a

kap aldl a 1abat, az érték grammban leolvashato a skalardl (111/1. dbra).
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I11/1. abra. Patkinylab mechanonociceptiv kiiszobének
mérése Ugo Basile analgeziméterrel (Randall-Selitto teszt)

A térdiziilet primér afferenseinek elektrofizioldgiai vizsgalata

Ez a kisérletsorozat nem munkacsoportunkban, hanem egy kollaboraciom keretein beliil a
Calgary Egyetem Elettani és Biofizikai Intézetében tortént, az eredmények tehat nem sajat
kisérleti adataim. A PACAP-38 periférids hatdsainak komplex megértése és a helyes
kovetkeztetések levonasa céljabol azonban fontosnak tartom e kisérlet ismertetését is. A
modszer technikai részletei az eredeti kozleménytlinkben megtalalhatok (Sandor et al. 2009).
Roviden, altatott patkdnyok térdiziiletében kaolin-carragenin-injekcidoval akut szinovidlis
gyulladast valtottak ki. A csipdiziiletet immobilizaltak, a labat egy standard rotaciot kivaltd
késziilékhez kapcsoltdk. A n. saphenust az iziilettdl disztalisan €s proximalisan is atvagtak, a
proximalis csonk axonkotegeirdl vezették el az aktivitasokat. Az iziilet normal rotacidja soran

28 rostot vizsgaltak. A PACAP-38-at a saphenus artériaba injektaltak (0.1 ml 2 uM).

Statisztikai értékelés

A mechanikai hiperalgézia/allodinia adatokat egyutas ANOVA-t kdvetd Bonferroni vagy
Dunnett-féle poszt teszttel, az elektrofiziologiai adatokat kétutas ANOVA-val, az akut
nocifenziv tesztek eredményeit Sudent-féle paratlan t-probéaval értékeltiik. Minden csoportban

6-12 allat atlagat szamoltuk, *p<0.05 és **p<0.01.

100



I11. 4. EREDMENYEK

IIL. 4. 1. Fejezet: A TRPV1 RECEPTOR SZEREPE AKUT ES
KRONIKUS NOCICEPCIO MODELLEKBEN

Forbolészterrel kivaltott akut nocifenziv reakcié WT és TRPV1" egerekben

A vad tipusu egerekben a PMA injekcidja labnyaldsokkal és labemelésekkel jellemezhetd
akut nocifenziv reakciot valtott ki a beadast kovetd 5-45 percen keresztiill A TRPV1™
allatokban a PMA egyaltalan nem okozott fajdalomreakciot, annak iddtartama nem

kiilonbozott az oldoszerrel kezelt csoportban tapasztalttol (111/2. dbra).
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I11/2. abra. PMA i.pl. injekcidjaval Kkivaltott
nocifenziv reakcié6 vad tipusi WT és TRPV1”
egerekben (n=9-12; atlagtSEM; ***p<0.001 vs. WT).

Formalinnal kivaltott akut szomatikus nocifenziv reakcié WT és TRPV1™" egerekben

A formalin i.pl. injekcioja kétfazisi nocifenziv reakciot valtott ki. Az els6ben (0-5 perc) a
labnyaldsok iddtartama 130.7£12.6 s volt a WT egerekben ¢és 99.7+16.1 s a TRPV1™
csoportban, mig a masodikban (20-45 perc) ezek az értékek 268.7+50.7 s és 363.6£37.8 s

voltak. A két csoport eredményei tehat egyik fazisban sem kiilonbdztek szignifikansan.

Carrageninnel kivaltott gyulladasos mechanikai hiperalgézia WT és TRPV1™" egerekben
A kontroll mechanonociceptiv kiiszob 7.85+0.2 g volt a vad tipust és 7.31+0.3 g a TRPV1
génhidnyos egerekben. Az i.pl. carragenin-injekci6 hatasara a 1ab megduzzadt és kipirosodott.

A kezelés utan 3 oOraval a mechanikai kiisz6b mindkét csoportban hasonldé mértékben
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csokkent: a WT egerekben 5.354+0.3 g-ra (31.7+4.1%-o0s hiperalgézia), a TRPV1™" allatokban
4.9+0.3 g-ra (31.8+6.1%-0s hiperalgézia).

Mechanikai hiperalgézia streptozotocinnal kivaltott diabéteszes polineuropatiaban

A WT egerek kontroll mechanonociceptiv kiiszobe 6.7+0.2 g, mig a TRPV1™ csoportban
6.9+£0.3 g volt. A streptozotocin-kezelés utan 2 héttel minden egérben 1étrejott a diabétesz. A
TRPV1" egerekben a mechanikai hiperalgézia mar a 3. hétre kialakult és a 7. hetes periddus

alatt végig szignifikansan sulyosabb volt a WT egerekéhez viszonyitva (I11/3. abra).
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II1/3. 4bra: Diabéteszes neuropatias mechanikai hiperalgézia
(n=8-10; atlag+SEM; *p<0.05 **p<0.01 vs. WT).

Mechanikai hiperalgézia ciszplatinnal kivaltott toxikus polineuropatiaban

A ciszplatinnal kezelt allatok mechanonociceptiv kiiszobe a kezelés elsé 3 hetében nem
valtozott a kontroll kiiszobokhoz képest (6.6+0.2 g, mindkét csoportban). A TRPV1”
egerekben a 4. héttdl alakult ki szignifikans hiperalgézia, mig a vad tipustuakban csak 4 héttel
késébb. A 8. héttdl azonban szignifikans kiilonbség nem volt a csoportok kozott (I11/4. abra).

25 CJwr
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I11/4. abra. Ciszplatinnal kivaltott toxikus neuropatias mechanikai
hiperalgézia (atlag=SEM, n=8-10, *p<0.05 **p<0.01 vs. WT).
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Mechanikai hiperalgézia traumas neuropatiaban

A részleges n. ischiadicus léziot kovetd elsé héten az operalt végtagon mechanikai
hiperalgézia fejlddott ki, amely a mérési periddus 5 hetén keresztiil fennmaradt. Mértéke a 2.
héten volt a legnagyobb, ekkor a TRPV1™" allatokban 45.13+4.7%, a TRPV1™"" allatokban
pedig 40.53+4.0% volt. Szignifikdns kiilonbséget egyik mérés soran sem talaltunk a vad

tipust és a TRPV1 receptor génhianyos egerek kozatt.

Plazma szomatosztatin koncentraciok a kronikus polineuropatia modellekben

Kezeletlen allatokban a plazma szomatosztatin-szeri immunreaktivitdsa kozel azonos volt a
WT és a TRPV1™” csoportokban. A neuropatids allatok plazma SOM-IR meghatarozéasara a
viselkedési vizsgalatok eredményei alapjan azokat az id6pontokat vélasztottuk, amikor a
legnagyobb kiilonbséget talaltuk a mechanikai hiperalgézidban a vad tipust és a génhianyos
egerek kozott, igy a diabéteszes neuropatias allatoknal a kezelést kovetd 5. héten, mig a
ciszplatinnal kivaltott neuropatidban a 7. héten tortént a vérmintak levétele.

A neuropatids WT egerek plazma szomatosztatin szintje szignifikdnsan magasabb volt a
kezeletlen kontroll csoporthoz képest mind a diabéteszes, mind a ciszplatinnal kezelt
allatokban. Ezzel szemben a TRPV1” egerekben nem jott létre SOM-IR emelkedés, a

plazmakoncentraciok valtozatlanok maradtak (I11/5. dabra).
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I1I/5. abra. Plazma szomatosztatin-szerii immunreaktivitas-valtozasa
diabéteszes és ciszplatinnal kezelt WT és TRPV1™" egerekben (n=8-
10; atlag=SEM; *p<0.05 vs. kezeletlen csoport; #p<0.05 vs. kezeletlen).

103



I1L. 4. 2. Fejezet: SZINTETIKUS SST; AGONISTAK HATASA AKUT ES
KRONIKUS NOCICEPTIiV FOLYAMATOKRA

A TT-232 hatasa a formalinnal kivaltott nocifenziv reakciora patkanyban

Az i.pl. formalin injekcidval kivaltott nocifenziv reakcid elsé fazisat az Osszetett fajdalom
pontszdm (2x labnyalasok iddtartama+1x ldbemelések idétartama)/megfigyelési 1d0)
értékelése alapjan csak a 80 ug/kg i.p. TT-232 csokkentette szignifikdnsan. A masodik
fazisban harang alaku dozis-hatas gorbét tapasztaltunk, mivel a 40 és 80 pg/kg i.p. doézisoknak
szignifikans antinociceptiv hatasa volt, de a 160 pg/kg mar nem csokkentette a nocicepcio
pontszamot. A referencia-vegyiiletként alkalmazott diclofenac a masodik fazisban csak az 50

mg/kg 1.p. dozisban gatolta szignifikansan a nocifenziv magatartast (I11/6. dabra).

Il oOidoszer
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III/6. abra. A TT-232 hatdsa az intraplantiris formalin
injekcioval kivaltott nocifenziv reakciora. Az oszlopok 9-10
patkany eredményeinek atlagat=SEM mutatjak, *p<0.05, **p<0.01
vs. olddszeres csoport).

A TT-232 hatasa a fenilkinonnal Kivaltott abdominalis konstrikciora egérben

A TT-232-elokezelés (10-200 pg/kg s.c.) szignifikansan csokkentette az i.p. fenilkinonnal
kivaltott ,,writhing” mozdulatok szamat, azonban do6zis-hatds 0sszefliggés nem volt. A 20 és
200 pg/kg dozisok eredményezték a legnagyobb mértéki gatlast (70, illetve 75%-os

csOkkenés), mig a koztes dozisok harang alaku dozis-hatas gorbét eredményeztek, a formalin

tesztben tapasztaltakhoz hasonléan (111/7. dabra).
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II1/7. abra. A TT-232-kezelés hatasa a fenilkinonnal kivaltott

viszceralis kemonocicepciora egérben (n=9-10; 4atlag+SEM

(*p<0.05, **p<0.01 vs. oldoszer).
A TT-232 hatasa a mechanikai allodiniara traumas mononeuropatiaban patkanyban
A TT-232 (2.5-20 pg/kg i.p.) dozisfiiggd gatld hatast fejtett ki a n. ischiadicus lekotés
kovetkeztében kialakulé mechanonociceptiv kiiszobcsokkenésre a mitét utdni 7. napon.
Figyelemreméltd, hogy a 10 és a 20 ug/kg dozisok mechanonociceptiv kiiszobemelkedést

okoztak, azaz hipoalgéziaba forditottak az allodiniat (11/8. dabra).
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III/8. abra. A TT-232 hatiasa a n. ischiadicus lekotéssel
kivaltott mechanikai allodiniara (n=6-8; atlagtSEM.;
*p<0.05, **p<0.01 vs. TT-232 adas el6tt).

A TT-232 hatasa a diabéteszes neuropatias mechanikai allodiniara patkanyban

A streptozotocin-kezelés utan a diabétesz mellitusz jellegzetes tiinetei alakultak ki: poliuria,
polidipszia, polifagia és testsulycsokkenés. Két héttel a kezelés utdn minden dallatban
kifejlodott a cukorbetegség, vércukorszintjik 23.6+2.8 mmol/l volt. A mechanonociceptiv
kiiszob 5 héttel a kezelés utan 28.6+3.1%-kal csokkent. A TT-232 (10, 20 és 100 pg/kg-os

1.p.) szignifikansan csokkentette a mechanikai allodiniat, a 20 pg/kg fejtette ki a maximalis,
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54%-os gatlast (I1/9. abra). Egészséges patkanyokban 20 pg/kg TT-232 nem befolyasolta a

mechanikai kiiszobot.
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II1/9. abra. TT-232 hatasa a diabéteszes neuropatids mechanikai

allodinidra (n=6-9; 4tlag=SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. oldészer).
TT-232 hatasa a nociceptiv hokiiszobre és az RTX-szel kivaltott termalis allodiniara
Patkanyok kontroll hékiiszobe 44.5+0.2°C volt, amelyet a TT-232 szignifikdnsan megemelt a
20-200 pg/kg-os i.p. dozistartomanyban. Egyértelmii dozis-hatds 0Osszefiiggést nem
tapasztaltunk, maximalis kiiszobemelkedést (1.48+0.4°C) a 200 pg/kg eredményezett (111/10.
A. abra). Az i.pl. RTX 7.39+£1.3°C-os kiiszobcsokkenést valtott ki 5 perccel a beadas utan. A
TT-232-elokezelés ezt szignifikansan csOkkentette 10-50 pg/kg i.p. dozisokban, azonban az

ennél magasabb, 100 pg/kg-os dozis hatdsa mar nem volt szignifikans (111/10. B. dabra).
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I11/10. abra. TT-232 hatasa (A) a nociceptiv hokiiszébre és (B) az RTX-
szel kivaltott termalis allodiniara (n=8-12; atlagtSEM; *p<0.05 vs. kezelés
el6tti kontroll).
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A J-2156 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv reakciora egérben

A formalin teszt elsd fazisdban az olddszerrel kezelt és a kiillonb6zd dozist i.p. J-2156-tal
kezelt allatcsoportok kozel azonos ideig tartd elhdritd viselkedést (labnyalas) mutattak. Az
akut gyulladasos folyamatok kovetkeztében kialakuld6 masodik szakaszban kb.
haromszorosara nétt e nocifenziv reakcio idétartama az oldoszerrel kezelt kontroll csoportban,

amelyre azonban a J-2156 szignifikdns és dozisfliggd gatld hatast gyakorolt (1I/11. dabra).
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II/11. abra. A J-2156 hatisa a formalinnal kivaltott
akut nocifenziv reakciéra (n=9-10; atlagtSEM; *p<0.05
vs. olddszer).

A J-2156 hatasa a mechanikai hiperalgéziara traumas mononeuropatia modellben

A n. ischiadicus részleges lekotése az operalt 1ab mechanonociceptiv kiiszobének 30-35%-o0s
csOkkenését okozta 7 nappal a miitét utan. Ezt a neuropatias hiperalgéziat az 1 ug/kg J-2156-
kezelés az oldoszerhez hasonldéan nem befolydsolta. A két nagyobb J-2156 dozis azonban a
hiperalgéziat a kontroll felére, az operacio el6tti mechanonociceptiv kiiszobhoz viszonyitva

kozel 15-18%-ra csokkentette. Dozis-hatas Osszefiiggést nem tapasztaltunk (1/12. dbra).
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I11/12. 4bra. A J-2156 hatisa a mechanikai
hiperalgéziara traumas mononeuropatia modellben
(n=6-9; atlag+=SEM; *p<0.05 vs. oldoszer).
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III. 4. 3. Fejezet: A PACAP-38 ELTERO PERIFERIAS HATASAI
NOCICEPCIO MODELLEKBEN

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a formalinnal Kivaltott akut nocifenziv viselkedésre

Patkanyban a formalin-injekcié utani elsé 5 percben a labemelések szama és labnyaldsok
idotartama alapjan meghatarozott Osszetett fajdalom pontszamot az i.pl. PACAP-38
szignifikdnsan csOkkentette. A masodik fazisban az akut gyulladdsos folyamatok
kovetkeztében kialakuld nocifenziv reakcidkat ugyancsak szignifikdnsan gatolta a lokalis
PACAP-38-¢eldkezelés, de az akut fazisban tapasztaltnal kisebb mértékben. A PAC, receptor-
szelektiv antagonista M65-elokezelés egyik fazisban sem befolyasolta a PACAP-38 gatlo
hatasat. A VPAC,/VPAC, receptor antagonista VIP(6-28) sem csokkentette a PACAP-38
gatld hatasat az akut kemonociceptiv fazisban, ezzel szemben azonban megsziintette az

antinociceptiv hatast az akut gyulladés fazisaban (11/13. dbra).
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I11/13. abra. Intraplantaris PACAP-38 hatasa a formalinnal
kivaltott akut nocifenziv viselkedésre (n=10-16; atlag+SEM;
*p<0.05 és **p<0.01 vs. olddszer).

Intraplantaris PACAP-38 hatasa enyhe hotraumaval kivaltott termalis allodiniara

A patkanyok atlagos kontroll hékiiszobe 42.8+0.2°C volt. Az 51°C-os enyhe hdtrauma utani
10. és 20. percben mért hokiiszobok jelentdsen lecsokkentek, atlagosan 34.4+0.6°C értékre.
Az oldoszerrel kezelt csoportban ez a 8-9°C-os termalis allodinia a 60 perces kisérleti
periodus alatt szinte valtozatlanul fennmaradt. A PACAP-38 lokalis injekcidja szignifikansan,
atlagosan 50%-kal gatolta a hdtrauméval kivaltott allodiniat, ami 4.5-6.5°C-os
kiiszobcsokkenést jelentett. A PAC; receptor antagonistaval torténd eldkezelés nem
befolyésolta a PACAP-38 antiallodinids hatasat egyik mérési pontban sem. A VPAC,/VPAC,

rrrrrr

gatlo hatasat (I11/14. dabra).
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I11/14. abra. Intraplantiris PACAP-38 hatisa enyhe hétraumaval
kivaltott termalis allodinidra (n=10-14; atlag=SEM; *p<0.05 vs. oldoszer,
"p<0.05 vs. PACAP-38).

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a carrageeninnel kivaltott mechanikai allodiniara

A carrageenin patkanyokban a 2. és 3. draban 26.5+4.2% ¢és 26.2+4.2% mechanonociceptiv
kiiszobcsokkenést okozott. A mérések eldtt 5 perccel torténd PACAP-38-eldkezelés mindkét
idépontban szignifikansan csokkentette ezt a gyulladdsos allodiniat, a 2. 6rdban 9.0+2.7%, a
3. 6rdban 6.3+2.2% értékeket mértiink. A mechanonociceptiv kiiszobok abszolutértékeinek

valtozasat a ITl/15. abra mutatja.
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II1/15. abra. Intraplantaris PACAP-38 hatasa a carrageeninnel
kivaltott mechanikai allodiniara (n=10; atlag+tSEM; *p<0.05,
**p<0.01 vs. oldoszer).

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a mechano- és termonociceptiv kiiszobokre

Patkany talpanak mechanikai fajdalomkiiszobe 46.6+1.5 g volt 100 pl 2 uM PACAP-38
lokalis beadasa el6tt és 44.1+1.5 g 10 perccel utana. A 1ab hdkiiszobe 42.4+0.2°C-nak adodott
PACAP-adas eldtt és 42.3+0.4°C-nak 10 perccel adas utan. A PACAP-38 e ddzisa tehat

O6nmagaban nem befolyésolta a nociceptiv kiiszoboket.
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A PACAP-38 periférias hatasa az akut viszceralis kemonocicepciora egérben

Ecetsav i.p. injekcioja akut izgatd hatdsidra a kontroll csoportban az egerek a 20 perces
vizsgalati periodus alatt 63.3+2.8 vonaglast végeztek. PACAP-38 (s.c.) ezt 54.5+2.9-re
csokkentette, tehat a PACAP ebben az egérmodellben is antinociceptiv hatast fejtett ki.

A PACAP-38 hatasa neuropatias mechanikai hiperalgéziara egérben

A miitétet kovetd 7. napon 43-47%-0s mechanikai hiperalgézia alakult ki az egerek érintett
végtagjaban, amelyet i.p. adott PACAP-38 egyik dézisa sem volt képes szignifikansan
csokkenteni, igy ebben a modellben a PACAP hatéstalannak bizonyult.

PACAP-38 periférias hatasa az afferens-aktivitasara gyulladt térdiziiletben

A kaolin-carragenin-injekcid hatdsara a térdiziiletben 3 6ra mulva gyulladas alakult ki,
amelyet szignifikdns duzzadas bizonyitott. A 2 uM PACAP-38 lokalis adésa atmenetileg, de
szignifikansan fokozta a térdiziileti primér afferensek aktivitasat. Ez a szenzitizalo hatds a

kisebb, 0.2 uM PACAP-38 esetén nem volt megfigyelhetd (111/16.dabra).

240 - —e— oldoszer
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I11/16. abra. A PACAP-38 periférids hatisa a gyulladt
térdiziileti afferensek aktivitasara (n=9-12; atlag+SEM,;
*p<0.05, **p<0.01 vs. olddszer).
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I1L 4. 4. Fejezet: A SZTATIKUS MAGNESES TER ANTINOCICEPTIV
HATASA ES A HATTERBEN ALLO MECHANIZMUSOK

Az oSMF hatasa az akut viszceralis kemonocicepciora

Az i.p. injektalt ecetsav hatdsara a kontroll ketrecben tartott egerek vonaglésainak szdma a
teljes 30 perces periddusban 110.1+3.4 volt. Az oSMF-ben tartott egerek ezzel szemben
szignifikansan, 72%-kal kevesebb nocifenziv reakcidt mutattak (I11/17. A. dbra). Bér az i.p.
MgSO0Os-oldat kisebb mértékli nocifenziv reakcidt okozott, mint az ecetsav, az oSMF ezt is

atlagban 47%-kal csokkentette (111/17. B. dbra).
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I11/17. abra. Az oSMF hatasa (A) ecetsavval és (B) MgSO,-tal kivaltott akut
viszceralis kemonocicepciora (n=6-12; atlag=SEM; *p<0.05 vs. kontroll).

Az oSMF hatasa a TRPV1 aktivacioval kivaltott mechanikai hiperalgéziara

A TRPVI1 agonista RTX intraplantaris injekcidja kontroll egerekben fél oraval a beadas utan
jelentds mértékben, 8.4+0.2 g-rdl 3.6+0.3 g-ra csdkkentette a mechanonociceptiv kiiszoboket,
ami a kezdeti értékekhez képest 55%-o0s hiperalgéziat jelent. Ugyanez az RTX-adas az oSMF-
ben tartott allatokban minddssze 40.6%-o0s fajdalomkiiszob-csokkenést valtott ki, 8.0+0.4 g-
rol csak 4.9+0.4 g-ra valtoztak a kiiszobértékek. Az oSMF tehat szignifikdnsan gatolta a

TRPV1 receptor aktivaciojaval kivaltott mechanikai hiperalgéziat a talpban (111/18. dabra).
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111/18. abra. Az oSMF hatasa az RTX-szel kivaltott mechanikai
hiperalgéziara (n=11; atlag=SEM; *p<0.05 vs. kontroll).

Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut szomatikus nocicepciora
A formalin i.pl. injekciojara a teszt mindkét fazisaban (0-5 perc és 20-45 perc) az oSMF-ben
tartott allatok szignifikdnsan rovidebb ideig tartd ldbnyalassal reagaltak a kontroll csoportban

1év6 egerek nocifenziv viselkedéséhez képest (111/19. dbra).
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I11/19. abra. Az oSMF hatiasa a formalinnal Kkivaltott akut
szomatikus nocicepciora (n=10; atlag=SEM; *p<0.05 vs. kontroll).

Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott nocifenziv reakciokra RTX-elokezelt egerekben
A kontroll csoportban a korabbi kisérletsorozathoz hasonld nocifenziv viselkedést
tapasztaltunk mindkét fazisban i.pl. formalin-injekcio hatdsdra. Az oSMF antinociceptiv
hatdsa azonban a kapszaicin-érzékeny rostok RTX-eldkezeléssel torténd inaktivalasa utan

elmaradt, mindkét fazisban a kontrollal megegyez6 értékeket kaptunk (711/20. abra).
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I11/20. abra. Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott
akut nocifenziv viselkedésre RTX-elokezelt allatokban
(n=10; atlagatSEM).

Az oSMF hatasa gyulladasos mechanikai hiperalgéziara RTX-el6kezelt egerekben

A kontroll csoportban a talp mechanonociceptiv kiiszobe 8.7+0.2 g-rol 5.5+0.2 g-ra csokkent
3 oraval i.pl. carrageenin-adas utan. Az oSMF-ben tartott egerekben a kezdeti 8.9+0.3 g
kiiszob szignifikdnsan kevésbé, csak 7.4+0.7 g-ra csokkent. Az RTX-elokezelt allatokban a
carrageenin a kezdeti 9.0+0.1 g-r6l 6.64+0.5 g-ra csokkentette a kiiszobot, ezekben az

egerekben az oSMF hiperalgézia-csokkentd hatdsa nem volt szignifikans (111/21. abra).
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I11/21. abra. Az oSMF hatdsa a carrageeninnel kivaltott
hiperalgéziara  RTX-elokezelt  allatokban  (n=6-8;
atlag+SEM, *p<0.05 vs. kontroll).

Az oSMF hatasa az egerek mozgaskordinacidjara és motoros miikodésére

A 30 percig tartdé oSMF expozicid nem befolyasolta az egerek rotarod késziiléken nyujtott
teljesitményét. A kontroll allatok atlagosan 46.5+8.1 masodpercett toltottek a dobon a
ketrecbe helyezés elott, €s 65.9+7.8 masodpercet utana. Ezek az értékek az oSMF-ben 1évo

ketrecben tartott egerek esetében 50.7+5.5 masodperc, utdna 63.6+10.7 masodperc voltak.
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IIL. 5. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Az 1) gyogyszerek fejlesztésére forditott erdfeszitések ellenére a mai orvosi gyakorlatban
hasznalatos fajdalomcsillapité vegyiiletek 1ényegében két tdamadasponton fejtik ki hatdsukat:
az opioid receptorokon, illetve a prosztanoidok szintéziséért felelds ciklooxigendz enzim
gatlasa révén. A klinikai gyakorlatban ezek a gydgyszerek tobbnyire jol csokkentik a
gyulladésos, traumds vagy posztoperativ fajdalmat, azonban tart6s hasznalatukat hatraltatjak a
sokszor kellemetlen és potencialisan sulyos mellékhatasok, és ez megneheziti a kronikus,
példaul mozgisszervi betegségekhez vagy daganatokhoz tarsuld fajdalom kezelését. Uj
gyogyszerek fejlesztését teszi sziikségessé az is, hogy a kiillonboz6 eredetli kronikus
neuropatids fajdalom korképekben az opioidok és a ciklooxigenaz-gatlok hatékonysaga
csekély. Az un. adjuvans fajdalomesillapitok (példaul triciklikus antidepresszansok,
antiepileptikumok) csak bizonyos tipusu neuropdatia és azon beliill sem minden egyes beteg
esetében hatasosak.

A fajdalomcsillapitdas  legszelektivebb modja a  fajdalom-szignal kialakuldsanak
megakadalyozasa lenne kozvetleniil a nociceptoron, jelenleg azonban még nem rendelkeziink
fontos eleme az érzdideg-végzodéseken taladlhatd tAmadaspontok felderitése, illetve az ezeket
befolyasold lehetséges 0j gyogyszerjeloltek hatasanak igazoldsa in vivo. A nociceptorok
aktivaciojat szelektiven gatld anyagok kitiintetett fontossaguak lehetnek, mivel szelektivitasuk
révén kedvezdbb mellékhatasprofillal rendelkezhetnek és hatékonyabbak lehetnek a
neuropatias fajdalom kezelésére is, mint a mai gyakorlatban hasznélatos gyogyszerek.

A TRPVI receptor kiilonbozo fizikai és kémiai jellegii fajdalmas ingereket integral (Caterina
et al. 1997; Tominaga et al. 1998), ezért maga a receptormolekula is fontos célpont lehet j
tipusu analgetikumok szamara. Kisérleteink jelentds 1) informaciot szolgaltattak a receptor
akut ¢és kronikus nociceptiv folyamatokban beto6ltott szerepérél. A TRPV1 receptor
génhidnyos egerek vizsgélata soran kimutattuk, hogy ez a fajdalmas ingerekkel aktivalhato
ioncsatorna kulcsfontossagi a forbolészterrel kivaltott akut nocicepciod kialakuldsdban. A
receptor hidnya nem befolyasolta a formalinnal kivaltott nocifenziv magatartast, a
carrageninnel keltett gyullad4sos, valamint a traumds eredetli mononeuropatidban kialakuld
mechanikai hiperalgéziat. Kronikus diabéteszes, illetve toxikus eredetli polineuropatiaban
azonban protektiv funkcidval rendelkezett, mivel jelenlétében a mechanikai hiperalgézia

mérsékeltebb volt és kés6bb alakult ki.
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A forbolészter PMA a PKC aktivacidja révén valt ki akut fajdalomreakciot. A PKC fontos
eleme azon jelatviteli utaknak, amelyek a szovetsériilés vagy gyulladas kovetkeztében
1étrejovd hiperalgézia kialakulasaban részt vesznek (Cesare és McNaughton 1996; Cesare et
al. 1999). A TRPVI1 receptor PKC altali foszforildcioja annak jelentds szenzibilizaciojahoz
vezet (Premkumar és Ahern 2000; Vellani et al. 2001; Crandall et al. 2002), és ismert az is,
hogy a bradikinin PKC aktivacion keresztiil képes a TRPV1 receptor hékiiszobét csdkkenteni
in vitro (Sugiura et al. 2002). Jelen in vivo eredményeink magyardzata az lehet, hogy a
forbolészterrel aktivalt PKC kizdrdlag a TRPV1 receptor foszforilacigja ¢és annak
kovetkezményes szenzibilizacidja/aktivacidja altal képes a nociceptorokat stimulalni.

A kronikus polineuropatias hiperalgézia patomechanizmusa kevéssé tisztazott, a kiilonbozo
eredetll allapotok ko6zds jellemzdje, hogy kialakuldsukhoz az idegrostok valamilyen eredetii
karosodasa vezet. Hatterében mind a periférids idegmiikddés, mind a centralis nociceptiv
transzmisszoban bekovetkezd koros aktivitas all. A periférian a karosodott rost kiiszobének
csokkenése mellett koros, ektdpids spontan aktivitas is kialakul, mig a neuron sejttestjében a
neuropeptidek expresszidjanak jelentds megvaltozasat irtdk le (Devor és Seltzer 1999; Ueda
2006). Mindemellett az ¢ép afferensek funkciondlis valtozésai is hozzajarulhatnak a
hiperalgéziahoz, igy vannak adatok arr6l, hogy a TRPV1 receptor expresszidja is fokozodik
az ¢p neuronokban (Hudson et al. 2001), illetve kordbban nem kapszaicin-érzékeny
neuronokon is megjelenik (Rashid et al. 2003). A TRPV1 receptor hianya stlyosbitotta a
mechanikai hiperalgéziat diabéteszes ¢és toxikus polineuropatia modellekben. Szédmos
bizonyiték van arra, hogy a TRPVI1 receptort expresszald rostokbol felszabadulod
szomatosztatin szisztémas gyulladasgatld hatast képes kifejteni (Szolcsanyi et al. 1998a,b;
Helyes et al. 2000; Carlton et al. 2001a,b; 2003; Helyes et al. 2004). Hasonl6 mechanizmusra
utal az a megfigyelés, amely szerint a neuropatias hiperalgézia elektroakupunktaras kezelése
soran fokozodik a szomatosztatin expresszidja a hatsogyoki ganglionokban (Dong et al.
2005). Hipotézisiink az volt, hogy a polineuropatias allapotokban ez a szomatosztatin-medialt
ellenregulacidos mechanizmus aktivalodik, tehat kiesése ezért eredményezte a hiperalgézia
fokozodasat és korabbi megjelenését. Ezt igazolhatja az, hogy a plazma szomatosztatin
koncentracioja a vad tipusu polineuropatias allatokban szignifikansan megemelkedett, mig a
TRPV1 receptor génhianyos egerekben e peptid szintje valtozatlan maradt.

A TRPV1 receptor tehat az adott kérfolyamattol fliggden pronociceptiv vagy antinociceptiv
hatast is kozvetithet, agonistdk és antagonistdk egyarant lehetnek analgetikum-jeloltek a

megcélzott fajdalomallapot mechanizmusatol fiiggden.
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Eredményeink meger0sitették azokat a korabbi sajat és irodalmi adatokat, amelyek szerint
szomatosztatin (Carlton et al. 2001b; 2003; Helyes et al. 2004) tonusos gatld hatast fejt ki a
nociceptorok mitkodésére a periférian. Igy az endogén opioidok mellett (Stein 1995) jelentds
szerepiik lehet a fajdalomtranszmiszid periférias kontrolljadban és a centralis leszalldo gatlo
palyakkal egyiitt szabalyozhatjak a fajdalomérzet kialakulasat. Azt is bizonyitottuk, hogy a
kapszaicin-érzékeny afferensekbdl felszabaduld szomatosztatin bekeriil a keringésbe és igy
nemcsak lokalis, hanem szisztémas hatést is képes kivaltani (Szolcsanyi et al. 1998a,b; Helyes
et al. 2000, 2004). E folyamatok vizsgalata érdekes 0j kutatasi teriilet lehet, mivel ennek az
endogén regulaciés mechanizmusnak a modulacidja farmako- vagy fizikoterapias
beavatkozasokkal 1j lehetdségeket nyithat a fajdalomcsillapitasra. Cellularis szinten az
antinociceptiv hatas feltehetden annak a kdvetkezménye, hogy a szomatosztatin Gi-proteinhez
kapcsolt receptorain keresztiil tobbek kozott serkenti a K'-csatorndk és gatolja a
fesziiltségfiiggd Ca’'-csatornak miikodését, ezaltal hiperpolarizalja a neuront és csdkkenti a
transzmitterek exocitozisat (Patel 1999). Ugyanezt eredményezi az adenilat-ciklaz gatlasa
révén az intracellularis cAMP-szint cskkentése.

Eredményeink igazoltdk, hogy a periférias tamadasponta ssts/sst; receptor agonista TT-232
kifejezett analgetikus hatdssal rendelkezik kiilonb6z6 moddon kivaltott nociceptiv
folyamatokban, patkanyban ¢&s egérben egyarant. A hagyomanyos kemonocicepcio
tesztekben, a termonocicepcid vizsgalatara alkalmas 1j modellben, a traumas mononeuropatia
¢s a diabéteszes polineuropatia modellekben egyarant igen alacsony dozisban jelentds gatld
hatast eredményezett. A TT-232 a formalin tesztben a diclofenacnal 1000-szer, a két
termonocicepcio tesztben pedig, korabbi eredményekkel Osszevetve (Almasi et al. 2003),
mind a morfinnal, mind a diclofenacnal kdriilbeliil 300-szor potensebbnek bizonyult.

masodik a fokozatosan kialakulé gyulladas kovetkezménye (Tjolsen et al. 1992). A TT-232
mindkét fazisban képes volt csokkenteni a nocifenziv viselkedést, ami arra utal, hogy képes a
nociceptorok aktivaciojat, valamint a gyulladds altal Ilétrehozott szenzibilizaciot is
csokkenteni. Hasonloképpen, a termonocicepcid tesztekben egyarant gatldo hatast volt a
kezeletlen allatok fajdalmas hdingerrel kivaltott reakcidjara és a TRPV1 receptor agonistaval
eldidézett termalis hiperalgéziara. A TT-232 gyulladasgatld hatasa dontdéen a Gj-proteinhez
kotott sst-receptorokon keresztiil jon 1étre (Pintér et al. 2002), antiproliferativ hatasa azonban
els@sorban tirozin-kinaz gatlas kovetkezménye (Kéri et al. 1996). Antinociceptiv és
antihiperalgetikus hatasaiban mindkét folyamatnak lehet szerepe. A Gij-protein aktivacio

kovetkeztében csokkentheti a nociceptorok ingerelhetdségét és a transzmitter-felszabadulast
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(Weckbecker et al. 2003). Ismert azonban az is, hogy a szovetsériilés hatasara felszabadulo
idegnovekedési faktor (nerve growth factor; NGF) tirozin-kindzhoz kapcsolt receptorahoz
(trkA) kotddve képes a kapszaicin-érzékeny nociceptorokat szenzibilizélni, illetve
hiperalgéziat kivaltani (Lewin et al. 1993; Shu és Mendell 2001; Galoyan et al. 2003), ezért
nem zarhato ki, hogy a tirozin-kinaz gatlés is hozzajarul az antinociceptiv hatasokhoz.
Kiilonb6z0 sst receptor agonistak szintén analgetikus hatdsunak bizonyultak in vivo (Eschalier
et al. 1991; Betoin et al. 1994; Carlton et al. 2001a). A TT-232 nagy eldnye, hogy az ssts/sst;
receptoron keresztiil hat (Helyes et al. 2005), ezért a szomatosztatin sst,, sst3 €s ssts receptor-
kozvetitette szamos endokrin mellékhatasatol mentes. Toleralhatdsagat javitja az is, hogy a
vér-agy gaton nem jut at (preklininkai dokumentacio), timadaspontja kizarolag periférias. Ez
azért is fontos, mert intratekalis szomatosztatin-kezelés neurotoxikus hatasardl szamoltak be
(Gaumann ¢és Yaksh 1988; Mollenholt et al. 1988). A TT-232 gyulladasgétlo hatasa
dozisfiiggdnek bizonyult (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002; Helyes et al. 2004), azonban a
nociceptiv vizsgalatok soran tobbszor is harang alaktl dozis-hatds gorbét tapasztaltunk. Az
ennek hatterében 4ll6 mechanizmusok tisztdzésa tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

A peptidomimetikum J-2156, ami az ssty receptorhoz nagy affinitassal és nagyfoku
szelektivitassal kotddo agonista, ugyancsak hatékony és széles spektrumu analgetikus hatést
mutatott. Gatolta az akut nocifenziv reakcidkat formalin tesztben, valamint a kronikus
gyulladasos (Isd. el6z0 témakor, CFA-artritisz modell) és neuropatids mechanikai
hiperalgéziat 10 és 100 pg/kg dozisokban. A maximadlis antinociceptiv és antihiperalgetikus
hatas kb. 50-70% volt, ami nagyon jelentds, de kisebb, mint a TT-232 esetében tapasztalt
maximalis gatlas. A TT-232 a traumds mononeuropatia modellben rendkiviil hatékony volt, a
10 és 20 pg/kg doézisok hipoalgéziat okoztak. Figyelemremélto kiillonbség még az is, hogy a
TT-232-vel ellentétben a J-2156 nem csokkentette a nocifenziv reakciokat a formalin teszt I.
fazisaban. Ez a hatékonysagbeli eltérés mar az el6zo fejezetben bemutatott kronikus iziileti
gyulladdsmodellben is megfigyelhetd volt, tehat ezek az eredmények megerdsitik azt a
korabban levont kovetkeztetést, hogy az TT-232 analgetikus hatdsaiban az sst; receptorok
aktivacioja és/vagy a tirozin-kinaz gatlo hatas is szerepet jatszhat. A J-2156 nagy elénye lehet
azonban a TT-232-vel szemben nem-peptid szerkezete, ami az oralis adagolast is lehetévé
teszi. Eredményeink alapjan az sst4 receptor gydgyszerfejlesztési szempontbol kivalé célpont
lehet, mivel agonistai széles analgetikus spektrummal rendelkeznek, amely magéaba foglalja a
nehezen kezelheté neuropatias fajdalomallapotokat. Stabil, szelektiv ssts agonistak tehat uj,

igértes utakat nyithatnak meg a fajdalomcsillapitas teriiletén is.
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Bar a PACAP-38 jelenlétét a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokban korabban tobb
fajban is leirtdk (Moller et al. 1993; Mulder et al. 1994), csupan néhany, meglehetdsen
ellentmond6 adat utal a nociceptiv folyamatokban betdltott szerepére, kizardlag a kdzponti
idegrendszeri hatasokra fokuszalva. Szamos kisérletben tapasztaltdk a kozvetleniil a kdzponti
idegrendszerbe (intracerebroventrikuldrisan, intratekalisan) injektalt PACAP-38 eltérd
hatasait a nocicepcid kozvetitésében (Zhang et al. 1996; Dickinson és Fleetwood-Walker
1999; Said 2000; Shimizu et al. 2004). Néhany munkacsoport azt talalta, hogy a PACAP
intratekalis adasa a motoros funkciok megzavarasa nélkiil csokkentette a formalinnal kivaltott
nocifenziv valaszt (Yamamoto és Tatsuno 1995; Zhang et al. 1996). Masok ezzel szemben a
PACAP pronociceptiv hatasat mutattdk ki egér tail flick tesztben (Narita et al. 1996).
Patkanyokban a PACAP csokkentette a termalis stimuldcio hatasara 1étrejovd labemelési
reakci6 latenciaidejét, valamint fokozta a gerincveld hatsé szarvaba kozvetitett nocicepciot
(Ohsawa et al. 2002). A PACAP intratekalis adasat kdvetden a korai fazisban megndtt a
termalis stimulus kivaltotta reakcididd, a késObbiekben azonban nétt a farok emelgetésének €s
nyalogatasanak szama (Shimizu et al. 2004). Jelen kisérletsorozatunk szolgaltatja az elsd
eredményeket a PACAP hatésair6l a periférids nocicepcioval kapcsolatban. Bizonyitottuk,
hogy a periféridsan adott PACAP-38 gitolja az akut szomatikus ¢és viszceralis
kemonocicepcidt, a gyulladasos mechanikai allodiniat, és az enyhe hétraumaval kivaltott
termalis hiperalgéziat mind patkdnyban, mind egérben. Ugyanakkor nem befolydsolja a
mechanikai hiperalgéziat traumas neuropatia egérmodelljében, sét fokozza a gyulladt
térdiziiletben a mechanikai stimulacioval kivaltott afferens aktivitast.

Bar a PACAP-38 kisérleteinkben tapasztalt antinociceptiv €és antihiperalgézids hatdsainak
pontos celluldris mechanizmusa nem ismert, kisérleteinkben PAC; és VPAC,/VPAC,
receptorokon hat6 antagonistdkkal egyértelmtien kimutattuk, hogy a formalin teszt masodik
fazisaban, valamint a h6traumaval kivaltott termalis hiperalgézidban tapasztalt gatlo PACAP-
hatdsok VPAC receptoron keresztiil valdésulnak meg. Valdsziniileg nem a nociceptoron
kifejtett direkt hatasr6l van szd, ezek a receptorok ugyanis Gs- és Gq-fehérjékhez kototten
miikodnek, vagyis kiilonféle szignaltranszdukcios ttvonalakhoz kapcsolédva ndvelik az
intracellularis cAMP-, valamint a Ca®"-szintet (Vaudry et al. 2000; Laburthe et al. 2007) és
ezzel neuronalis stimulaciot okoznak (Taiwo €s Levine 1991; Taiwo et al. 1992; Spengler et
al. 1993). Ugyanakkor hizosejtekben, makrofagokban és granulocitdkban a megndvekedett
cAMP-szint gatolja gyulladdsos mediatorok, citokinek felszabadulasat (Kuehl et al. 1987;
Weston és Peachell 1998). A PACAP akut gyulladasmodellekben megfigyelt periférias

antinociceptiv €s antihiperalgézids hatdsait magyarazhatja a kordbban mar emlitett
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pronociceptiv neuropeptidek, illetve egyéb fajdalomkeltd €és szenzitizald hatasti molekulak
(bradikinin, prosztaglandinok, leukotriének) sejtekbdl vald felszabadulasanak gatlasa. Az a
megfigyelésiink, hogy a lokalisan adott PACAP-38 O6nmagaban nem befolyasolta sem a
mechanikai, sem a termalis nociceptiv kiiszobot, arra utal, hogy nincs hatdssal a
fesziiltségfiiggd Na'-csatornakra, vagyis az altala kifejtett periférias antinocicepcioban helyi
érzéstelenitd-szeri hatds nem jatszik szerepet. A formalin az ankirin-ismétlddéseket
tartalmazd TRPA1 receptort aktivdlja, amely az [. fazisban létrejové kemonocifenziv
reakciokért felelés (Macpherson et al. 2007). Ebben a fazisban a PACAP nagyon jelentds
antinociceptiv hatdssal rendelkezett. Ezt nem befolyasolta sem a PAC;, sem a VPAC
receptor-antagonistaval torténd elékezelés, tehat ebben az esetben nem ezeken a receptorokon
keresztiil megvaldsuld gatlo hatasrol beszélhetiink. Lehetséges eddig ismeretlen gatlo PACAP
receptor létezése, mas receptorokon (kannabinoid, opioid, esetleg szomatosztatin) kifejtett
hatas (Muller et al. 2007), valamint akar a PACAP TRPA1 receptort negativan modulalé vagy
antagonizalo képessége sem.

A PACAP-38 viszceralis és szomatikus nocicepcioban megfigyelt gatlo hatasaval ellentétben
patkdny gyulladt térdiziileti afferensein végzett elektrofizioldgiai mérések szenzitizald hatast
bizonyitottak. Ezen eredmények dsszhangban allnak korabbi adatokkal, melyek a VIP iziileti
nocicepcidban betoltott szerepét vizsgaltak. Lokalisan beadott VIP, a PACAP-hoz hasonldan,
szenzitizalta az iziileti primér afferenseket, amely VPAC receptor antagonistaval gatolhatd
(McDougall et al. 2006; Schuelert és McDougall 2006). A PACAP-38 aktivalja az iziileti
tokban 1év0 szenzoros érzdideg-végzodéseken talalhatdé VPAC;/VPAC, receptorokat is, ami
az iziilet mechanoszenzitivitasdnak fokozodasdhoz vezet. A szenzitizalo hatas alapja a
megemelkedett intracellularis cAMP-szint, ami az adenildt ciklaz, valamint a PKA
aktivalasanak kovetkezménye, de a foszfolipaz C aktivalasanak is szerepe lehet e folyamatban
(Taiwo és Levine 1991; Taiwo et al. 1992; Spengler et al. 1993). Human mintdkban
kimutattak a VPAC receptort szinoviocitakon is (Juarranz et al. 2008), amelyek specialisan az
izliletben jelenlévd fibroblaszt-szerii sejtek és gyulladdsos mediatorok, prosztaglandin E,, IL-
1B és TNFa, szekrécidjara képesek (Zheng et al. 2006). A szinovialis hizosejtekbdl
felszabadul emellett hisztamin is, ami szintén fokozza az algogén hatast (Herbert et al. 2001).
Ismert tény, hogy a VIP képes hizosejt-degranulaciot kivaltani (Skofitsch et al. 1983), de nem
zarhato ki a PACAP szinoviocitdkat és hizosejteket indirekt modon aktivald hatidsa sem
(McDougall és Barin 2005).

A gyulladt talpban és az iziiletben a PACAP eltérd, latszolag ellentmondasos periférids

hatdsait magyarazhatjuk egyrészt az egyes szervekben miikodd eltéré masodlagos messenger
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mechanizmusokkal, eltérd receptor-expresszioval, masrészt a kiilonbozo gyulladaskeltd
anyagok altal kivaltott eltérd gyulladasos folyamatokkal, amelyek kiilonb6z6 gyulladdsos
sejteket és gyulladdsos mediatorokat aktivalnak. A talpban tapasztalt gatlé hatdsok minden
bizonnyal az iziiletben is jelentkeznek, itt azonban valdsziniileg a direkt neuronalis izgatas,
valamint a specialisan csak az iziiletben jelenlévo szinoviocitak aktivacidja dominal.

Nem talaltunk eltérést a mechanikai hiperalgézidban a PACAP szisztémas adasat kovetden
egér mononeuropatia modellben annak ellenére, hogy elektrofizioldgiai bizonyitékok vannak
arra vonatkozoan, hogy a PACAP ¢és a VIP noveli a hatso szarvi neuronok aktivitasat patkany
mononeuropatidban (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999). Hasonloképpen, egy masik
munkacsoport szerint PACAP-hianyos egerekben nem alakult ki neuropatids termalis
hiperalgézia, mechanikai allodinia, vagyis feltételezhetéen sziikség van a PACAP-ra
neuropatids fajdalom kialakulasaban (Mabuchi et al. 2004). Ezeket a kiilonbségeket a PACAP
periférian adott valaszaival magyarazhatjuk, hiszen ez a 38 aminosavbol all6 nagyméreti
polipeptid intraperitonealis adast kovetéen nem képes bejutni a kdézponti idegrendszerbe.
Osszefoglalva tehat elmondhat6, hogy ezek a kisérletek igazoljak elséként a periférian a
PACAP-38 jelentds szerepét a fajdalomérzet kozvetitésében. Ezek a hatasok azonban a
nociceptiv folyamatok patomechanizmusatol fiiggéen eltéréek lehetnek: a nociceptorokon
kifejtett kozvetlen hatas stimulalo, szenzitizald, bizonyos gyulladasos folyamatokban azonban
antinociceptiv, antihiperalgézikus, antiallodinias hatast tapasztaltunk, amelyet a VPAC
receptorok kozvetitenek. A PACAP periférias nocicepcidoban betoltott szerepének és a
hattérben 4ll6 pontos pontos molekuldris mechanizmusoknak a felderitéséhez tovabbi
vizsgalatok sziikségesek.

A negyedik fejezetben bemutatott eredményeink az oSMF antinociceptiv és antihiperalgézias
hatésait bizonyitjak tobbféle egérmodellben. Az oSMF gatolta mind az ecetsavval, mind a
MgSOs-tal kivaltott akut viszceralis kemonocicepciot, amely hatas kifejezettebb volt az
ecetsavval kivaltott vonaglasi tesztben. Ez a kiilonbség valdsziniileg e kémiai anyagok eltérd
fajdalomkeltd mechanizmusaban keresendé: a MgSO, altal okozott nocifenziv reakcid
elsésorban kemonociceptorok direkt stimuldlasaval jon létre, mig az ecetsav-indukalta
vonaglas akut gyulladasos folyamatok eredménye (Gyires és Torma 1984).

A formalin teszt elsd, direkt kemonociceptiv fazisban az oSMF antinociceptiv hatasanak
hatterében a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésekbe torténd Na'-bedramlas és a
kovetkezményes akcios potencidl kialakuldsanak gatlasa allhat. A II. fazisban tapasztalt gatlo
hatasban azonban az oSMF hatdsara a kapszaicin-érzékeny afferensekbe torténd csokkent

Ca”*-bedramlas és a neurogén gyulladasos reakciot kivaltd szenzoros neuropeptidek csokkent
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felszabadulasa is szerepet jatszhat. Ezt a teoriat alatimasztjak azon irodalmi adatok, amelyek
az SMF Ca”"- és Na -aramokat gatlo és ezeken keresztiil a neuronalis excitabilitast csokkenté
hatasaira vonatkoznak (Rosen 1996; Wieraszko 2000; Rosen 2003). Csokkent vizualis
kivaltott potenciadlokat ¢és alacsonyabb spontan kisiiléseket taldltak macska nucleus
geniculatus lateralisban magneses expozicid hatasara, amelyet a membran magnesezhetd
foszfolipid molekuldinak lassi visszarendezddésével és a kovetkezményes ioncsatorna-
miikodés gatlasdval magyardztak (Rosen 2003). A kapszaicin-érzékeny afferensek RTX-
elokezeléssel torténd inaktivalasa a formalin teszt 1. fazisban nem, de a II. fazisban jelentdsen
csOkkent nocifenziv reakciokat eredményezett. Ez arra utal, hogy a bel6liik aktivacié hatasara
felszabaduld szenzoros neuropeptidek (tachikininek, CGRP) szerepet jatszanak a formalin
kivaltotta akut gyulladdsos reakcid kialakuldsaban. Az oSMF formalinnal kivaltott nocifenziv
reakcidkat gatld hatdsa elmaradt az RTX-el0kezelt egerekben.

A carrageenin farmakolégiai modellekben gyakran hasznalt gyulladaskelté. Hatasaban
szamos neurogén ¢és nem-neurogén komponens vesz részt, amelyet gyulladédsos
neuropeptidek, citokinek és ciklooxigendz termékek kozvetitenek (Poole et al. 1995; Doi et al.
2002). A carrageeninnel kivaltott mechanikai hiperalgézia nem csokkent szignifikansan az
RTX-elokezelés utan, amely arra utal, hogy a hiperalgézidban nem a kapszaicin-érzékeny
rostokon jatszanak meghatarozo szerepet. Az oSMF ebben a modellben is jelentds mértékben
gatolta a gyulladas kovetkeztében kialakuld6 mechanikai hiperalgéziat a kontroll csoportban,
azonban szinte hatdstalan volt az RTX-elokezelt allatokban.

Az oSMF csokentette tovabba a TRPV1 receptor agonista RTX intraplantaris adasa
kovetkeztében kialakulo gyulladasos mechanikai hiperalgéziat. Az RTX szelektiven a TRPV 1
ioncsatorna nyitasaval valt ki akciés pontenciadlt és proinflammécidos neuropeptid-
felszabadulast az érintett teriileten. Ezek lokalis neurogén gyulladast és a mechanonociceptiv
kiiszob kovetkezményes csokkenését idézik elo.

Bar a pontos hatdsmechanizmus egyelére nem ismert, a kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzddéseknek biztosan fontos szerepiik van az oSMF antinociceptiv és antihiperalgézids
hatasainak kozvetitésében, mivel e rostok inaktivacidja utan a tapasztalt gatlo hatas elmaradt.
Az SMF valoésziniileg csokkenti a kapszaicin—érzékeny szenzoros idegvégzodésekbe torténd
kation-bedramlast a fesziiltégfiiggd ioncsatondk vagy ionotrop receptorok pl. a TRPV1
miikodésének gatlasaval, és ezaltal az akcios potencidl kialakuldsét, valamint a pronociceptiv
neuropeptidek felszabaduldsat. Mindemellett azonban az 0SMF centralis szenzitizaciot gatld
hatasa és csokkent szinaptikus transzmisszid sem zarhatd ki. Kihangstlyozandé, hogy a 30

percig tartdé oSMF-expozicidé nem befolyéasolta a mozgaskoordinacidt és a motoros aktivitast.
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IIL. 6. A TEMAKORBEN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. TRPV1 receptor génhianyos egereken végzett kisérleteink jelentds 1j informacidkat
szolgéaltattak ennek az ioncsatornanak akut és kronikus nociceptiv folyamatokban betoltott
szerepérol. Arra a kovetkeztetésre jutottunk, hogy bizonyos akut fajdalomallapotok
kifejlodéséhez elengedhetetlen a TRPVI1 receptor jelenléte, masokban viszont nincs
kizardlagos szerepe. Kroénikus polineuropdtia modellekben azonban a receptor hidnya
meglepd modon sulyosbitja a mechanikai hiperalgéziat. Azt az elméletet, hogy a TRPV1I
receptor kronikus aktivacidja kovetkeztében ellenregulacios folyamatok indulhatnak be,
amelyeknek mediatora a kapszaicin-érzékeny afferensekbdl felszabaduld és a keringésbe juto
TRPV1 receptor tehat az adott korfolyamattol fiiggéen pronociceptiv vagy antinociceptiv
hatast is kozvetithet, tehat agonistakbol €s antagonistakbol egyarant lehetnek analgetikum-

jeloltek a megcélzott fajdalomallapot mechanizmusatél fliggden.

2. Szintetikus szomatosztatin sst; receptor agonista vegyiiletek, a TT-232 ¢és a J-2156,
segitségével bizonyitékokat szolgaltattunk e receptor fajdalomesillapitd
(antiallodinids/antihiperalgézids) szerepére kiilonféle egér- ¢és patkanymodellben. Nagy
jelentdséggel bir, hogy e vegyliletek csokkentették a mechanikai allodiniat/hiperalgéziat
traumds neuropatidban, amelyre a klasszikus nem-szteroid és opioid szerkezetli
fajdalomcsillapitok hatastalanok. Bar bizonyos neuropatias fajdalom-allapotok kezelésében az
utobbi években egyes antiepileptikumok ¢és antidepresszansok jelentds eldrelépést jelentettek,
e korképek terdpidja még mindig nem megoldott probléma. A szenzoros idegvégzddéseken is
lokalizalodo ssty receptor tehat igéretes célpontot jelenthet egy teljesen Uj mechanizmusu

fajdalomcsillapité gyogyszercsoport kifejlesztésére.

3. Jelen eredményeink az elsék a PACAP-38 nociceptiv folyamatokra kifejtett periférias
hatdsaira vonatkozoan. Bar térdiziiletben egyrost-elvezetéses elektrofiziologiai vizsgalatok a
lokalisan alkalmazott PACAP-38 VIP-hez hasonl6 szenzitizal6 hatasat bizonyitottak, szamos,
elsésorban gyulladasos egér- ¢és patkdnymodellben periférids antinociceptiv = ¢és
antihiperalgézias hatést tapasztaltunk, amelyeket a VPAC receptorok kozvetitenek. Ennek a

latszolagos ellentmonddsnak magyarazata lehet az a tény, hogy a PACAP receptorainak
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aktivacioja kovetkeztében a megndvekedett intracellularis cAMP-szint neuronokon excitaciot
okoz ugyan, de gyulladdsos sejteken csokkenti a gyulladaskeltd mediatorok, citokinek
felszabadulasat. Mindezek alapjan a nocicepcidra kifejtett eredd gatlas nagy valdszintiséggel
nem az idegvégzodéseken megvalosuld kozvetlen hatds eredménye, hanem a gyulladasgatlo
mechanizmuson alapulé indirekt folyamat. Ezen eredmények gyakorlati jelentdségének ¢és a
PACAP-ban rejld gyogyszerfejlesztési perspektivaknak a felderitése még tovabbi

vizsgalatokat igényel.

4. A farmakoldgiai megkozelitéseken tul egy alternativ fajdalomcsillapitd lehetdség, a
sztatikus magneses tér hatasainak allatkisérletes vizsgalatat is végeztiik. E kisérletsorozat
eredményei azt mutatjadk, hogy az el6zetesen optimalizdlt oSMF antinociceptiv ¢és
antihiperalgetikus hatasa kiilonféle egér nocicepcid €s hiperalgézia modellekben. A tapasztalt
gatld hatds mechanizmusaban egyértelmiien igazoltuk a kapszaicin-érzékeny érzdérostok
szerepét. Bar a pontos molekuléris folyamatok felderitése még tovabbi vizsgalatokat igényel,
valésziniisithetd ezen afferenseken 16v6 fesziiltségfiiggd ioncsatornak (Na”, Ca™), esetleg a
TRPV1 receptor/kationcsatorna mitkodésének oSMF-kivaltotta gatlasa. E mechanizmusokon
keresztiil az oSMF feltehetéen akadalyozza az akcids potencial kialakuldsat és terjedését,
valamint csokkenti a pronociceptiv neuropeptidek felszabaduldsat. A magneses tér ilyen

iranyt felhasznélésa érdekes 11j irdnyokat mutathat a fjdalomcsillapito terapiaban.
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IV. TEMAKOR

A SZELEKTIV SST, RECEPTOR AGONISTA J-2156, A PACAP-38 ES
AZ ENDOMORFIN-1 HATASAINAK HATTEREBEN ALLO
MECHANIZMUSOK VIZSGALATA AKUT
GYULLADASMODELLEKBEN

IV. 1. BEVEZETES, ELOZMENYEK

Az el6z6 témakorokben léguti és iziileti gyulladas-, valamint polineuropatia modellekben
ismertettem a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddésekbdl felszabaduld szomatosztatin
szisztémas gyulladdsgatld és antinociceptiv/antihiperalgézids hatésait, amelyeket elsdsorban
az ssty receptor aktivaciojaval fejt ki. Bemutattam tovabba szintetikus sst4 agonistak széles
spektrumt gyulladasgatld és analgetikus hatdsait is ezekben az allatkisérletes modellekben.
Bar a hatdsmechanizmusra vonatkozbdan voltak kozvetett adataink és ezek alapjan levonhato
kovetkeztetéseink, a pontosabb sejtszintli hatdsok elemzésére tovabbi vizsgalatokat végeztiink
in vitro rendszerekben ¢és akut in vivo gyulladdsmodellekben.

Szamos —elsdsorban immunhisztokémiai és molekularis bioldgiai- irodalmi adat bizonyitja,
hogy a szomatosztatinon kiviil még mas gatlo hatassal rendelkez6 neuropeptid mint pl. a
PACAP-38, az opioid peptidek vagy a galanin is megtalalhato a kapszaicin-érzékeny
idegvégzodésekben (Helyes et al. 2009). Ezen afferensek 4ltal kozvetitett endogén
ellenregulacidos mechanizmusban sajat kisérleteink elsdsorban a szomatosztatin szerepének
vizsgalatara iranyultak és erre vonatkozdéan megbizhatd bizonyitékokat szolgéltattunk. Ebben
az irdnyban az alapkutatdsi erdményeinkbdl kiindulva mar gydgyszerfejlesztési stadiumig
jutottunk. Ennek ellenére elképzelhetd, hogy a szomatosztatinnak nincs kizarélagos szerepe a
kapszaicin-érzékeny rostok protektiv funkcidjdban és mas peptidek részvétele is felmeriilt.
Annak érdekében, hogy komplexebb képet kapjunk a gatldé neuropeptiderg
mechanizmusokroél, érdekesnek tlint megvizsgalni a PACAP-38 és az endomorfin-1 hatésait
azokban a kisérleti elrendezésekben, amelyekben a szomatosztatinra és az sst; agonistakra
vonatkozoan mar voltak adataink.

A PACAP jelenlétét morfologiai és molekularis biologiai modszerekkel leirtdk kiilonféle

fajok kapszaicin-érzékeny neuronjaiban (Moller et al. 1993; Mulder et al. 1994), a
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felszabadulasra és funkcidra vonatkozdan azonban nagyon kevés adat all rendelkezésre. Az
irodalomban PACAP-felszabadulast irtak le 10° M kapszaicin hatisira sertés antrumbol
(Tornoe et al. 2001), valamint elektromos idegingerlésre nytl szemben (Wang et al. 1997). In
vivo kapszaicinnel kivaltott PACAP-felszabadulast taldltak a gerincvelében (Zhang et al.
1997), azonban nem vizsgaltak a felszabadulasat a szisztémas keringésben.

A PACAP nem-neurogén gyulladdsos komponensekre kifejtett hatasaira tobb irodalmi adat is
rendelkezésre all, amelyek gyulladasgatld hatasokat bizonyitanak (Ganea és Delgado 2002;
Abad et al. 2006), azonban ezek elsOsorban kronikus modellekbdl szarmaznak és a
gyulladasos sejtek funkcidira vonatkoznak. A PACAP i.p. injekcidja egér kollagén-artritisz
modellben csokkentette a gyulladasos tiineteket (labduzzadas, borpir, sejtes akkumulécid) a
citokinszintézis/felszabadulas gatlasan keresztiil (Abad et al. 2001), valamint az autoimmun
enkefalitisz sulyossagat az antigén-prezentdlod sejtek funkcidjanak gatlasaval (Kato et al.
2004). Pszoridzisos betegek bérmintain nyert eredmények is arra utalnak, hogy a PACAP
szerepet jatszik gyulladasos €s immun-medialt folyamatokban (Steinhoff et al. 1999). Ezekkel
az eredményekkel ellentétben azonban arra is vannak adatok, hogy lokalisan alkalmazott
PACAP gyulladaskelté hatasokat, értagulatot és plazmafehérje-kiaramlast okoz nytl szemben
(Wang et al. 1997). Intradermalis PACAP injekcié (107%-10® M) hasonl6 akut gyulladasos
valaszokat okozott patkany €és nyul borében a hizdsejtekbdl torténd hisztamin-felszabaditason
keresztiil (Warren et al. 1993; Cardell et al. 1997). A PACAP a trachea és a bronchusok
terliletén simaizom relaxaciot okoz (Foda et al. 1995; Shigyo et al. 1998), de a nyaktermelésre
¢s a plazmafehérje-kidramlésra kifejtett gatlo hatasair6l is beszdmoltak (Shigyo et al. 1998).
Shigyo ¢és munkatarsai tobb, mint 10 éve leirtdk, hogy a PACAP csokkenti a n. vagus
ingerlésével kivaltott non-adrenerg non-kolinerg tracheakontrakciokat, de a kiviilrdl beadott
SP hatdsdt nem befolydsolja (Shigyo et al. 1998). E megfigyelés alapjan a szerzok
feltételezték, hogy a PACAP gatolja az idegvégzodésekbdl torténd SP felszabadulast, konkrét
kisérleti adataik azonban nem voltak erre vonatkozdan.

Kiilonféle exogén opioid receptor agonistak neurogén gyulladast gatlo hatésairol évtizedekkel
ezel6tt beszamoltak (Bartho és Szolcsanyi 1981). Az endomorfin-1 és 2 tetrapeptid szerkezetii
endogén opioid peptidek, amelyek nagyfokt szelektivitdst mutatnak a p—opioid
receptorokhoz (Zadina et al. 1997; Przewlocki és Przewlocka 2001). Neuroanatémiai
lokalizaciojuk szamos élettani és patofiziologiai folyamatban, pl. vegetativ és neuroendokrin
mikodések, kognitiv funkcidk, stresszreakciok és nociceptiv szabalyozasaban betoltott
potencialis szerepiikre utal (Fichna et al. 2007; Horvath 2000). Az EM-1 a kozponti

idegrendszerben foként az agyban talalhat6, mig az EM-2 lokalizacidjat és primér afferens
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rostokbol valo felszabadulasat elsdsorban a gerincvelOben irtak le és egyik fontos szerepének
ezért a fajdalomtranszmisszio centralis gatlasat tartottdk (Martin-Schild et al. 1997; Horvath
2000). Mivel az EM-1 intraplantaris adds utdn dozisfiiggden, naloxonnal kivédhetd modon
gatolta a carrageninnel kivaltott gerincveldi c-Fos expressziot, hatdsaiban periférias p-opioid
receptor-kozvetitette antinociceptiv folyamatok is jelentds szerepet jatszhatnak (Jin et al.
1999). Arra is vannak azonban adatok, hogy az EM-ok neuronokon kiviil immunsejtekben is
termelddnek, €s immunmodulator, valamint gyulladasgétld hatasokkal rendelkeznek (Jessop
2006). Morfoldgiai, molekuldris biologiai és elektrofiziologiai modszerekkel mindharom
opioid receptor (W, & és k) jelentétét kimutattdk a primér szenzoros neuronok sejttestjén €s a
periférias végzddésein (Stein et al. 1990). A bdrben kivaltott gyulladas hatdsara a p-opioid
receptorok szama megnd a peptiderg afferenseken, azonban a neuronélis EM koncentracid
nem valtozik. Ez az eredmény elsdsorban a gyulladasos sejtekbdl felszabaduld endomorfinok
nocicepcioban €s neurogén gyulladasban betdltott jelentdségére utal (Mousa et al. 2002). Az
EM-1 lokalis alkalmazasa csokkentette akut térdiziileti gyulladasban a szinovialis
vérataramlast és a plazmafehérje extravazaciot patkdnyban (Barin és McDougall 2003;
McDougall et al. 2004). Arra is vannak irodalmi adatok, hogy az EM-1 gatolja a n.
ischiadicus antidromos elektromos ingerlésével ¢és az intradermalis SP-vel kivaltott
plazmafehérje-kidramlast a patkany labhati borében. Mivel a gyulladascsokkentd hatas
mértéke jelentdsen kisebb volt az utdbbi esetben, a hatasban a szenzoros idegvégzddéseken
kifejtett prejunkcionalis gatlo mechanizmusokat is feltételeztek (Khalil et al. 1999). Az EM-1
gyulladasgatlo hatasait tehat valosziniileg tobb tdmadasponton fejti ki, ezt az elméletet

azonban csak kevés, indirekt adat tamasztotta ald (Przewlocki és Przewlocka 2001).
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IV. 2. CELKITUZESEK

1. Célunk volt az sst4 receptor aktivacio elozé témakorokben bemutatott gyulladasgatlo és
antinociceptiv hatasainak hatterében allo folyamatok vizsgalata kiilonféle jol definialt
mechanizmusu in vitro és in vivo modellekben. Ezekkel a kisérletekkel els6sorban arra
kerestiik a valaszt, hogy a betegségmodellekben tapasztalt gatlé hatdsok milyen célsejteken
valosulnak meg és hogy a komplex gyulladasos folyamatokban szerepet jatszd neurogén ¢€s
nem-neurogén tényezok koziil melyik komponens gatlasa domindl. Vizsgalatainkhoz a

hatékony és szelektiv sst4 receptor agonista J-2156 vegyiiletet hasznaltuk.

2. A PACAP-38 jelenlétét kimutattdk ugyan a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokban,
felszabadulasara ¢és funkcidjara vonatkozoan azonban nagyon kevés adat allt rendelkezésre. E
fejezet elso célkitlizése ezért a PACAP-38 periférias afferensekbdl torténd felszabadulasanak
vizsgélata volt in vitro és in vivo modellekben. Mivel a PACAP gyulladasban kifejtett
hatasaira vonatkozdan ellentmondasos eredményeket talaltunk, célunk volt annak a vizsgalata
is, hogy a PACAP-38 hogyan befolyasolja a szenzoros idegvégzddésekbdl torténd
neuropeptidfelszabadulast, valamint jol meghatarozott mechanizmusokkal kialakuld akut

gyulladésos folyamatokat.

3. Az endogén opioid peptid, az endomorfin-1, gyulladdscsokkentd hatdsaira vonatkozoan
volt néhany irodalmi adat, azonban arra, hogy e hatasokat milyen sejtes timadaspontokon,
milyen mechanizmussal fejti ki, nem voltak kdzvetlen bizonyitékok. E témakor harmadik
fejezetében bemutatott kisérletekben tehat arra kerestiik a valaszt, hogy az EM-1-nek milyen
hatdsa van prejunkcionalis €és posztjunkciondlis szinten a neurogén gyulladasra, illetve

befolyésolja-e a nem-neurogén folyamatokat.

127



IV. 3. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

Ebben a témakorben bemutatott kisérleteinkhez him Wistar patkanyokat, Balb/c és CD1
egereket hasznaltunk, amelyek tenyésztésére, tartdsdra és a kisérletek etikai hatterére
vonatkozo6 adatokat az el6zd fejezetekben ismertettem. Itt is csupan a vizsgélati modszerek

felvazolasara torekszem a kozleményekben megtalalhaté technikai részletek melldzésével.

In vitro kisérletek

Szenzoros neuropeptid-felszabadulas vizsgalata izolalt patkanytracheabol

Az izolalt patkanytrachedkat (1.8 ml flirdénként 2-2 szerv) oxigenizalt Krebs-oldattal 60
perces ekvilibracios periddus alatt perfundaltuk. A trachea azért j6 modellszerv szenzoros
neuropeptid-felszabadulas  vizsgalatara, mert nagyon gazdag kapszaicin-érzékeny
innervacioval rendelkezik és a végzddések kozel vannak a felszinhez, igy konnyen
stimulalhatok. Az ataramlas ledllitasa utan a kamrakban 1évo oldatot 8 percenként lecserélve
harom frakciot gyiijtottiink. A frakciobol meghatarozott neuropeptid-mennyiség jelenti az
ingerlés elotti, bazalis peptidfelszabadulédst. A méasodik peridodusban tortént a trachea afferens
idegvégzddéseinek stimuldcidja elektromos téringerléssel (ETI; 1200 impulzus: 40 V; 0.1 ms;
10 Hz; 120 s) vagy kémiai Gton 10° M kapszaicinnel (ingerelt frakcid). Ezekkel a
paraméterekkel torténd téringerlés szelektiven az idegvégzddéseket stimulalja, mivel a
fesziiltségfiiggd gyors Na'-csatornak kizardlag idegelemeken lokalizalodnak (Birmingham és
Wilson 1963; Szolcsanyi és Barthd 1982; Németh et al. 2003). A harmadik peridodusban
(ingerlés wutani frakcio) mar nem tortént stimuldcio, ebbdl a frakciobol az ingerlés
utdhatasaként jelentkezd peptidfelszabadulast mértiik (IV/1. abra). A vizsgalandé anyagokat
minden periddus elején adtuk az inkubacidés médiumhoz. A szervfiirdokbdl vett 200 ul
mintakbol a SP, CGRP, SOM ¢és PACAP-38 koncentraciokat RIA moédszerek segitségével
hataroztuk meg és fmol/mg nedves szdvetsulyra vonatkoztatva fejeztiik ki (Németh et al.

1996, Helyes et al. 1997; Németh et al. 1998; Helyes et al. 2001)

Peritonealis makrofagok in vitro stimuldlasaval felszabadulé IL-1 mérése
CD1 egereket i.p. kezeltiink Salmonella typhimurium LPS-sel (300 pl, 300 pg/ml). Négy
oraval az injekcié utan megjelennek a makrofagok a hastiregben, ekkor az allatokat dietil-éter

altatasban kivéreztettiik. A hasiireget jéghideg BSA-t tartalmazé RPMI-médiummal atmostuk,
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majd a mosofolyadékban 1évo aktivalt makrofagokat egyik sorozatban LPS-sel, a masikban
PMA-val sejttenyésztd lemezen stimuldltuk. Az LPS a Toll-like receptor aktivacigjaval, a
PMA protein kinaz C aktivalasan keresztiil IL-1B-felszabadulast okoz (Ulich et al. 1990;
Blumberg 1988). A sejttenyésztd lemezt 37°C-os CO;-0s termosztitban 8 oOran keresztiil
inkubaltuk. Centrifugélas utan a feliilaszok IL-13 mennyiségét ELISA-val hataroztuk meg. E
sejttenyésztési modszert a Becton Dickinson Biosciences altal megadott protokoll alapjan az
Immunoloégiai és Biotechnoldgiai Intézetben dolgoztdk ki, amit Sandor Katalin PhD

hallgatom modositott €s allitott be (Elekes et al. 2008).

Elektromos Kapszaicin
téringerlés: (10 M) 205/%0%2
40V, 0.1 ms, 0 LO)
10 Hz, 120
sec, 1200 imp.
s, .
. Izolalt

K Perisztaltikus pumpa

37 °C vizfuirdé (1 ml/perc)

IV/1. dbra. A trachea-perfuzidés rendszer vazlatos rajza

In vivo kisérletek
E vizsgélataink sordn tisztdn neurogén, illetve nem-neurogén mechanizmusu

gyulladdsmodelleket hasznaltunk.

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata patkanyban és egérben
A mustarola;j (allil-izotiocianat) szelektiven aktivalja a kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseket
a TRPA1 (Jordt et al. 2004) ioncsatornan keresztiil, igy kizardlag neurogén mechanizmussal

hoz létre gyulladast (Inoue et al. 1997; Banvolgyi et al. 2004).

Mustarolajjal 1étrehozott plazmafehérje kiaramlas vizsgalata patkany labhati bérében

Altatott patkanyokban mindkét oldali n. saphenust és n. ischiadicust atvagtuk 30 perccel a
kisérletet megel6zden, hogy megakadalyozzuk a mustarolaj nociceptiv hatasabél adodo
reflexvalaszokat. A baloldali végtag labhati bdrét 1%-o0s mustarolajjal kentiik, az ellenoldalon

kontrollként paraffinolajat alkalmaztunk. A plazmafehérje-kidramlds mértékét az Evans kék
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akkumulacié médszerével hataroztuk meg. Tiz perccel a mustarolajjal torténd kenés elott i.v.
50 mg/kg Evans kék festéket adtunk, amely erdsen kotddik albuminhoz és a plazma
extravazacid helyén akkumulalodik a gyulladt szovetekben (IV/2. dabra). Husz perccel a
gyulladés kivaltasa utan az allatokat elvéreztettiik és a kimetszett borteriiletek festéktartalmat
formamidban extrahaltuk. Az oldat optikai denzitasat, amely a gyulladds intenzitasaval
egyenesen aranyos spektrofotométerrel hataroztuk meg 620 nm-en. A mustarolajjal kent labak

eredményeibdl az ellenoldali labak eredményeit levontuk.

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata egérfiilon
Balb/c egerek fiilére altatdsban 10 pl 1%-os mustdrolajat kentliink és 3 o6ran keresztiil

mikromérerrel mértiik a flilvastagsagot, a duzzadast a kezdeti értékhez viszonyitva adtuk meg.

IV/2. abra. Evans kék akkumulicié patkany labhati bérében

TRPV1 receptor agonistakkal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata patkanyban

Akut denervacié utan a gyulladast 100 pul 0.1 pg/ml RTX és egy masik csoportban 100 pg/ml
kapszaicin bal talpba torténd adasaval valtottuk ki. A patkédnyokat 20 perccel késObb
elvéreztettilk, a talpi boroket kimetszettiik és a plazmafehérje-kidramlast a fentiekben

ismertetett Evans kék akkumulécios modszerrel hataroztuk meg.

Bradikininnel kivaltott nem-neurogén gyulladas vizsgalata patkanylabon

A bradikinin nonapeptid (Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg), amelynek a B; receptora
normdl szdvetekben nem expresszalodik, csak gyulladds és szovetkarosodas hatdsara
indukélodik. A B, bradikinin receptor a kapszaicin-érzékeny idegvégzdodéseken is
megtalalhato, a protein kindz C altal medialt Gton szenzitizdlja a TPRV1 receptorokat. A
bradikinin a neurogén uttél fliggetleniil is okoz endothelfiiggd vazodilataciot és
érpermeabilitas-fokozddast, igy az altala eléidézett gyulladdsban nem-neurogén komponensek

is szerepet jatszanak (Fortin és Marceau 2006). A neurogén tényezok kikiiszobolésére a
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kisérleti allatok jobb hatsé végtagjat a kisérletet eldtt 5 nappal denervaltuk. A bradikinin (0.25
pg, 50 ul i.pl) hatdsara 30 perc mulva kialakulé plazmaprotein-extravazaciot altatott

patkdnyokban az Evans kék akkumulacios modszerrel hataroztuk meg.

Dextrannal kivaltott nem-neurogén labduzzadas vizsgalata patkanyban

A dextrdn nagyméretli pozitiv toltésli molekula, a hizdsejtekbdl degranulacioval
gyulladéaskeltd transzmittereket (hisztamin, bradikinin, leukotriének, prosztaglandinok,
vérlemezke aktivalo faktor) szabadit fel (Selye 1965). Mivel a dextran gyulladaskeltd
hatdsanak 1étrejottében indirekt moddon neurogén tényezdk is szerepelhetnek, ezek
kikiiszobolésére a végtagot 5 nappal kordbban denervaltuk. A labduzzadast 100 pl 5%-os
dextran i.pl. adasaval valtottunk ki, a térfogatot pletizmométerrel mértiik dextran-injekcid

utan 10, 20, 30 perccel. Az 6démat a kontroll értékhez viszonyitott szdzalékban fejeztiik ki.

Carrageeninnel kivaltott akut labduzzadas vizsgalata patkanyban

A bal hats6 végtagba 100 ul 3%-os carrageenin oldatot injektaltunk i.pl., amely neurogén ¢és
nem-neurogén komponensekbdl 4ll6 gyulladésos reakciot idéztiink elé (Poole et al. 1995; Doi
et al. 2002). Ebben a kisérletben a labtérfogat-méréseket az el6z6 témakorben bemutatott

nocicepcioé mérésekhez hasonldan 1, 2 és 3 6ra mulva végeztiik.

A kapszaicin-érzékeny afferensek stimulacioja in vivo patkanyban

A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzédéseken 1évé TRPVI1 receptorok szisztémas
A n. ischiadicusban fut6 afferensek lokalis izgatdsara a periférids csonk platina elektrédon
torténd antidromos elektromos ingerlését végeztiik (20 V, 0.5 ms, 5 Hz, 5 min; Szolcsanyi et
al. 1998a). A szimpatikus ¢és mozgatd idegek aktivacioja kovetkeztében kialakuld hatdsok
megakadalyozésara guanethidin- és pipecuronium-eldkezelést alkalmaztunk 1 oraval
korabban, tracheakaniilon keresztiil mesterséges Iélegeztetést végeztiink. Kontroll
patkanyokban a n. ischiadicust kipreparaltuk, atvagtuk és ingerlés nélkiill az elektrodra
helyeztiik.

Mindkét stimulaciot kovetden 6t perc mulva levett vérmintdkbol a plazma PACAP-38-

koncentraciot RIA-val hatdroztuk meg (Németh et al. 2006).
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IV. 4. EREDMENYEK

IV. 4. 1. Fejezet: A SZELEKTIV SST, RECEPTOR AGONISTA J-2156
HATASAI KULONBOZO MECHANIZMUSU IN VITRO ES IN VIVO
AKUT GYULLADASMODELLEKBEN

A J-2156 hatasa a szenzoros neuropeptidek felszabadulasara

Az elektromos téringerlés hatdsara a patkany trachedk kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseibol
a bazalis (stimuldlds nélkiili) SP-felszabadulds mintegy haromszorosara nott. A stimulalas
hatdsara torténd neuropeptid-felszabadulast a J-2156 a 10-2000 nM-os tartomanyban
szignifikansan, koncentraciofiiggd modon gatolta, a 2000 nM mintegy 56%-0s csokkenést
eredményezett. A bazdlis és stimulalds utani peptid-felszabadulasra a J-2156 nem volt
hatassal (IV/3. A. abra). Az altalunk vizsgalt masik gyulladaskelté neuropeptid, a CGRP
esetében is hasonloan szignifikdns gatlast tapasztaltunk, azzal a kiilonbséggel, hogy a
minimalis effektiv koncentraciéo 100 nM volt. A J-2156 2000 nM-os koncentracidban mintegy
50%-kal gatolta az elektromos téringerléssel kivaltott CGRP-felszabadulast (IV/2. B. dbra). A
SOM felszabadulas volt a legkevésbé érzékeny a J-2156 gatlo hatasara. A minimalis effektiv
koncentracio szintén 100 nM J-2156 volt, 2000 nM koncentracioban alkalmazva azonban
csak 43%-os felszabadulas-gatlast értiink el (IV/3. C. dbra).

A koncentracio-hatas gorbékrdl leolvashato, hogy a J-2156 gatlo hatasara legérzékenyebb a
SP, mig legkevésbé érzékeny a SOM-felszabadulas volt. Az ECs, értékek: SP 650.6 nM;
CGRP 1.44 uM; SOM 11.02 uM (1IV/4. abra). A SOM-felszabadulas gatlasa nem érte el az
50%-ot, igy az ahhoz rendelhetd ECsy érték csak teoretikusan volt kiszamithato. A SOM
felszabadulasanak csokkentéséhez tehat nagysagrendekkel nagyobb J-2156 koncentracidok
sziikségesek, mint a gyulladaskelté SP és CGRP felszabadulasanak gatlasdhoz.

A J-2156 hatasa peritonealis makrofagok in vitro IL-13 termelésére

Az LPS- és a PMA-stimulalas IL-1B-termelést serkentd hatdsai kozott nem tapasztaltunk
eltérést. A 0.1 pg/ml J-2156 nem befolyésolta a citokin-termelést a kontroll sejtekkel
Osszehasonlitva, az 1 pg/ml és a 10 pg/ml oldat szignifikans, hasonlé mérték, kb. 50-60%-os

gatlast okozott. Koncentracid-hatés osszefiiggés nem tapasztalhatd (IV/S. dbra).

132



dek

[ Stimulacié elbtt
E Stimulah
EZ Stimulacié utin

5 it
o ek
E’ it ##
= ok *k s
E 4 e
Y
w
A
24 |
| -
{
o,_J» [ 4 | 4
A KONTROLL 500 ZUUOI
J2156 KONCENTRACIO (nM) .
0,8 ok [ Stimulacio elatt
. Stimulialit
2 Stimuldcié utdn
0,74
*k
06 - -
2 % *k
0,54 :
£ .
& oa
o
0,24 . 7
S 7 ; = 7 =
0,1- { | ‘ | ‘
0,0 { 1 | 1 1
B KONTROLL 10 100 500 2000.
~ J2156 KONCENTRACIO (nM)
[ Stimuldcio aldtt
. Stimulilt
0,54 2 Stimuldcié utin
= i i
E 0.4 *k
E £
= 0,34 g
= =
Q o
@ £
0,2 ] 3
i S i
| | §
0,1 | k3
0,0 | !

KONTROLL 10 100

(@)

500 2000

J2156 KONCENTRACIO (nM)

IV/3. abra. A J-2156 hatdsa a téringerléssel
kivaltott (A) SP, (B) CGRP és (C) SOM

felszabadulasra (n=6; atlag+S

EM; **p<0.01 vs.

stimulalt; #p<0.05, ##p<0.01 vs. kontroll).

800

700 :I
600
500
400

300

IL-1B (pg/ml)

200

100

[ LPS-stimulalt
I PMA-stimulalt

1

16° 10 10 10° 10°
J-2156 koncentracia (M)

IV/4. dbra. Koncentracid-hatas gorbék.
A pontok n=6 kisérlet atlagait+SEM mutatjak.

11

Oldészer J-2156 (0.1) J-2156 (1) J-2156 (10)

IV/5. abra. A J-2156 hatasa peritonealis makrofagok in
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20 mérés/csoport atlag+SEM, **p<0.01 vs. oldoszer).
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A J-2156 hatasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasra

A J-2156 1-100 pg/kg i.p. doézistartomanyban kozel azonos mértékili szignifikans gatld hatast
fejtett ki a mustarolajjal indukalt Evans kék akkumulaciéra patkany labhati boérében. A 2,
illetve 6 Oras i.p. elokezelésben alkalmazott 10 pg/kg J-2156 hasonldé mértékben csokkentette
e neurogén gyulladasos reakciot (IV/6. A. dbra). Figyelemreméltd, hogy p.o. adéds utan 1
oraval ugyancsak 40.2%-o0s, szignifikans gyulladascsokkentd hatast tapasztaltunk.

Kontroll egerekben a fiilvastagsag 262+17 pum-r6l 381+£26 um-re duzzadt 3 oraval a
mustarolajjal torténd kenés utan. A J-2156 mindharom doézisa (10, 50, 100 pg/kg i.p.) 2 és 3
oraval a kenés utan szignifikdnsan csokkentette a fiilduzzadast, a 20. percben azonban csak az

50 pg/kg dozis okozott gatlast. Dozis-hatas Osszefiiggést itt sem tapasztaltunk (IV/6. B. dbra).
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IV/6. abra. A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasra (A) patkany labhati
boérében és (B) egérfiilon (7-12 allat/csoport atlagai+SEM, *p<0.05, **p<0.01 vs. oldészer).

A J-2156 hatasa a dextannal Kkivaltott nem-neurogén labduzzadasra
A J-2156 szignifikdnsan, a neurogén gyulladassal ellentétben dozisfiiggéen gatolta a nem-
neurogén mechanizmusu labduzzadast 10, 20, illetve 30 perccel a dextran i.pl. injekciojat

kovetéen. A minimalis effektiv dozis 10 ug/kg volt (IV/7. abra).

Il oldészer (NaCl)

1 J-2156 (1 uglkg)
01 72 42156 (10 pglkg)
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IV/1. abra. A J-2156 hatisa a nem-neurogén gyulladasra
(atlag+=SEM; n=6-21; *p<0.05,**p<0.01 vs. NaCl).

30 min
dextran utan
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A J-2156 hatasa a bradikininnel kivaltott nem-neurogén gyulladasra patkanyban
A J-2156 szignifikdnsan gatolta a bradikininnel kivaltott Evans kék akkumuléaciot az
alkalmazott harom doézisban, dozis-hatas Osszefliggés azonban nem volt kimutathat6. A

legnagyobb mértékli 56%-os gatlas az 1 ng/kg dozis alkalmazasaval értiik el (IV/8. dbra).
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IV/8. abra. A J-2156 hatasa a bradikinnel kivaltott nem-
neurogén  plazmaprotein kiaramlasra  (n=6-21;
atlagSEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. NaCl).

A J-2156 hatasa a carrageeninnel kivaltott labduzzadasra

A carrageeninnel kivaltott 6démaképzddést a legkisebb dozist i.p. J-2156 nem, de a 10 és a
100 pg/kg mindhdrom mérési idépontban szignifikansan csokkentette a kontroll csoporthoz
képest. A duzzadasgatlo hatas ebben a modellben sem volt dozisfiiggd (IV/9. dbra).

—&— Oldészer
40 —— J-2156 (1 ug/kg)
] —m— J-2156 (10 pg/kg)

1 —w— J-2156 (100 pg/k
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20—- * *

15 .
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3% carrageenin-adas utan eltelt ido (h)

IV/9. 4bra. J-2156 hatdsa a carrageeninnel Kivaltott
labduzzadasra (n=6-9; atlag+SEM, *p<0.05 vs. olddszer).
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IV. 4. 2. Fejezet: A PACAP-38 FELSZABADULASA A KAPSZAICIN-
ERZEKENY AFFERENSEKBOL ES HATASA AKUT GYULLADASOS
FOLYAMATOKRA

A PACAP-38 felszabadulasa izolalt patkanytrachea érzoideg-végzodéseibol

Kapszaicin (10° M) inkubéaciés médiumhoz torténd hozzaadasa szignifikans, 27%-os
PACAP-38 felszabadulast eredményezett az alapértékhez (stimulacio elétti frakcid)
viszonyitva. A C-rostokra szelektiv elektromos téringerlés ugyanakkor tobb mint kétszeresére
fokozta a szervfiirdében mért PACAP-szeri immunreaktivitdst (PACAP-38-LI). Az ingerlés

utani frakcioban a PACAP-38 koncentracio visszatért a bazalis szintre (IV/10. dabra).

1,04 O Ingerlés elétti
Hl |ngerelt
Ingerlés utani *k
S 0,8
E
°
E
= 0,64
j. *%
[~
@
S 04
[3)
<
o %
0,2 -
0,0
Kapszaicin (10° M) ETI

(1200 impulzus)

IV/10. abra. Kapszaicinnel és ETI-sel kivaltott
PACAP-38 felszabadulds izolalt patkiny trachea
érzoideg-végzodéseibol (n=6; atlag=SEM; **p<0.01
vs. stimulacio eldtti frakcio).

A PACAP-38 felszabaduliasa a keringésbe a kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések
szisztémas stimulaciojanak hatasara in vivo

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzddések testszerte torténd kémiai izgatasa i.v. RTX (3
ng/kg) injekcidval altatott patkanyokban kétszeresére novelte a plazma PACAP-38-szerii
immunreaktivitdsat az oldoszerrel kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva. Ezzel szemben
mindkét n. ischiadicus antidromos elektromos ingerlésének hatdsdra nem véltozott a plazma

PACAP-38 koncentracidja, a 1abbor érz0 rostjainak lokalis stimuldcioja nem volt elegendd a

PACAP-38-IR szisztémas keringésben torténo szignifikans emelkedéséhez (IV/11. dabra).
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IV/11. abra. Plazma  PACAP-38-szerii immun-
reaktivitisanak valtozasa i.v. RTX és a n. ischiadicus
antidromos ingerlésének hatasara (n=6; atlag+SEM;
**p<0.01 vs. oldoszerrel kezelt/alingerelt csoport).

A PACAP-38 hatasa a SP, CGRP és SOM felszabadulasra in vitro

A kapszaicin (10° M) inkubaciés médiumhoz torténd hozzdadasa 2.5-szeres SP, 11-szeres
CGRP ¢és 3-szoros SOM felszabadulast eredményezett. Hasonloképpen a téringerlés (1200
ndvelte a szervflirdében az ingerlés el6tti frakcioban mért értékekhez viszonyitva. A PACAP-38
(20-2000 nM) koncentraciofiiggd modon gatolta mindharom peptid mind kémiai, mind
elektromos stimulacioval kivaltott felszabadulasat, a bazalis peptidkiaramlasra azonban nem volt
hatassal (IV/12. A.,B.,C. dbra). A PACAP-38 maximalis hatasa (hatékonysaga) a kapszaicinnel
kivaltott SP-, CGRP- és SOM-felszabadulasra 75.4%, 73.3% ¢s 90.0% volt, a hatdserdsséget
mutatd ECs értékek a 95%-o0s konfidencia intervallummal 82.9 nM (45.3-151.0 nM), 60.1 nM
(22.9-157.2 nM) ¢és 66.9 nM (13.3-135.8 nM) voltak. Az elektromos téringerlés esetében a
maximalis gatlas 80.0%, 87.7% ¢és 67.7%-nak addodott, az ECsj adatok 92.1 nM (9.9-185.1 nM),
67.8 nM (30.6-150.3 nM) és 20.9 nM (0.5-88.1 nM) voltak.

A PACAP-38 hatasa a mustarolajjal, RTX-szel és kapszaicinnel kivaltott neurogén
gyulladasra

A PACAP-38 (100 pg/kg i.p.) szignifikdnsan, 37.8%-kal csokkentette a mustarolaj-kenéssel
(TRPAL1 ioncsatorna aktivacioval) kivaltott plazmafehérje-kiaramlast patkany labhati borben.
A PACAP-38-clokezelés jelentdsen gatolta tovabba mindkét TRPV1 receptor agonistaval
eldidézett akut neurogén gyulladast a talpban, RTX esetében a gatld hatas 45.7%, kapszaicin
esetében 46.4% volt a kontroll csoporthoz viszonyitva (IV/13. dbra).
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IV/12. abra. A PACAP-38 hatisa az elektromos téringerléssel
kivaltott (A) SP, (B) CGRP és (C) SOM felszabadulasara (n=6;
atlag+SEM; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs. stimulalt kontroll).
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IV/13. abra. A PACAP-38 hatdsa mustarolajjal, RTX-szel
és Kkapszaicinnel kivaltott akut neurogén bérgyulladasra
(n=6-10; atlagai+SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. olddszer).
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A PACAP-38 hatasa a neurogén fiilduzzadasra egérben

A kontroll csoportban az egérfiil atmérdje 258+15 um-rél 375£24 um-re névekedett 3 oraval
az 1%-os mustarolajjal torténd kenés utan. A PACAP-38 (10, 100 és 1000 ug/kg i.p.)
dozisfiiggd modon gatolta a duzzadast, a legmagasabb dozis teljesen kivédte ezt a neurogén
gyulladasos valaszt (IV/14. dbra). A teljes kisérleti periddusra vonatkozd duzzadasgdrbék
alatti teriiletek (area under the curve: AUC) értékelése is alatdmasztotta ezt az eredményt. Az
AUC a kontroll, oldészerrel kezelt csoportban 654.2+36.5 teriiletegység volt, mig ez az érték
a 10, 100 és 1000 pg/kg PACAP-38-kezelés esetében 327.2+23.6, 174.2+12.3 és 9.5+£3.6
egységre csokkent, a kiilonbség mindharom esetben szignifikans volt. A szovettani
metszeteken is jol lathato, hogy a paraffinolajjal kent nem gyulladt fiil szerkezetével (IV/15.
A. dabra) 6sszehasonlitva 3 6rdval a mustarolaj alkalmazésa utan jelentds 6démaképzddés van
a bor alatti kotoszovetben, de granulocitdk bedramldsa még nem tapasztalhat6. Az i.p.
PACAP-kezelés mikrométerrel meghatarozott dézisfiiggd duzzadasgatlo hatasat a szovettani

képeken latott eredmények is jol alatamasztjak (IV/15. C.,D.,E. dabra).

30+
| —O— Oldészer (NaCl)
25 —@—PACAP 10 nglkg
—A— PACAP 100 ug/kg

00| Y PACAP 1000 ugikg %\
154 %

10: FX¥
5 J— / \i**
| \ § *** *;*

0 1 2 3
Mustarolaj-kenés utan eltelt id6 (6ra)

Fulduzzadas (%)

IV/14. abra. A PACAP-38 hatasa a mustarolajjal kivaltott
akut neurogén gyulladasra egérben (n=7-12; atlagtSEM;
*p<0.05;**p<0.01; ***p<0.001 vs. oldoszer).
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IV/15. abra. Egérfiill Kkeresztmetszetek szovettani képe. Az (A) ép fiil
szerkezete, (B) mustarolajjal kent fiil képe 3 6ra mulva, (C) 10 pg/kg, (D) 100

png/kg és (E) 1000 pg/kg i.p. PACAP-38-kezelt allatok mustarolajjal kent fiilének
szerkezete, HE festés, 200x-0s nagyitas.

A PACAP-38 hatasa carrageninnel kivaltott labduzzadasra patkanyban

Carragenin (100 pl 3%) intraplantaris injekcidja 1, 2 és 3 6ra mulva 43.2%, 50.1% ¢és 57.6%
labduzzadast okozott kontroll patkanyokban. A PACAP-38-eldkezelés (100 pg/kg i.p.) utdn a
carrageninnel kivaltott 6déma mindharom mérési pontban szignifikansan csokkent (IV/16.
dabra). Ez a jelent6s gatldo hatds a labduzzadas adatok gorbe alatti teriileteinek (AUC)
analizisével is lathatd, amely 65.6+5.1 egység volt az olddszerrel kezelt csoportban és

szignifikansan kisebb, mindossze 39.9+3.2 egység a PACAP-kezelt csoportban (p=0.003).
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IV/16. abra. A PACAP-38 hatisa a carrageeninnel
kivaltott  labduzzadasra (n=6-9  patkany/csoport;
atlag=SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. oldoszeres csoport).
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IV. 4. 3. Fejezet: AZ ENDOMORFIN-1 HATASA SZENZOROS
NEUROPEPTIDEK FELSZABADULASARA IN VITRO ES AKUT
GYULLADASOS FOLYAMATOKRA IN VIVO

Az EM-1 hatasa az elektromos téringerléssel kivaltott SP- és CGRP-felszabadulasra

Az EM-1 (5-2000 nM) koncentraciofiiggd modon gatolta mindkét gyulladaskelté szenzoros
neuropeptid stimulacié kovetkeztében torténd felszabadulasat, az alap, ingerlés nélkiili
peptidkiaramlast azonban nem befolyasolta (IV/1. tablazat). A szigmoid koncentracio-hatés
gorbék analizise azt mutatta, hogy az EM-1 maximalis gatlé hatasa 80.4% volt a SP és 85.2% a
CGRP esetében. A hataserdsségre utald ECs érték 39.48 nM volt a SP és 10.83 nM a CGRP
vonatkozasaban (IV/17. abra). A p-opioid receptor antagonista naloxon 1 uM a 100 nM EM-1
gatld hatdsait mindkét peptid esetében kivédte, onmagaban azonban nem volt hatissal sem a

bazalis, sem az ingerléssel kivaltott peptidfelszabadulasra (IV/1. tabldzat).

Az EM-1 hatasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasra patkanyban

Az EM-1 (1, 10 and 100 pg/kg, i.p.) dozisfiiggden gatolta a mustarolajjal kivaltott
plazmafehérje-kidramlast a labhati bérben. A két nagyobb dozis esetén 49.1% és 55.4%-o0s
csOkkenést tapasztaltunk. A naloxon-elékezelés (3 mg/kg s.c.) teljesen kivédte a 100 pg/kg
EM-1 gatlo hatasat, de onmagaban nem befolyasolta a gyulladast (IV/18. dabra). A szigmoid
dozis-hatds gorbe analizisével nyert maximalis gatlas 58.4%, az EDs érték 1.13 pg/kg volt,
tehat az EM-1 jelentds hatékonysaggal és nagy hataserdsséggel rendelkezik ebben a modellben.
A 10 pg/kg dozis 10 napon keresztiil napi 3-szor torténd i.p. injekcidja a gyulladas kivaltasa
elétt nem csokkentette a gatld hatast az egyszeri alkalmazaskor tapasztalhoz viszonyitva, az

EM-1 tehat nem okoz deszenzibilizaciot ebben a kisérleti elrendezésben.

Az EM-1 hatasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén fiilduzzadasra egérben

Az EM-1 (1, 10 and 100 pg/kg, i.p.) a patkdnymodellben tapasztaltakhoz hasonloan
dozisfiiggden gatolta a neurogén duzzadast. Az 1 6rds mérésnél mindharom dozis hatasa
szignifikansnak bizonyult, a teljes mérési periddus alatt azonban csak a legnagyobb, 100
ug/kg dozis esetében tapasztaltunk szignifikans gatlast. A naloxonnal torténd eldkezelés
kivédte a 100 pg/kg EM-1 6démagatlod hatasat, a naloxon dnmagaban hatastalan volt (IV/19.
dbra). A maximalis gatlas 63.2%, az EDs érték 1.02 pg/kg volt ebben a modellben, ami nagyon

hasonl6 a patkanykisérletekben tapasztaltakhoz.
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IV/17. abra. Az EM-1 koncentracio-hatas
(peptidfelszabadulds-gatlas) gorbék

SP-IR (fmol/mg)

Kezelés
Kontroll EM-1 Naloxon Naloxon-+
s EM-1
Frakcio
Ingerlés elotti | 2.08+£0.22 | 2.72+0.53| 1.94+0.32 | 2.03+0.21
Ingerelt 4.17+0.85%| 3.44+0.62| 3.97+0.99| 3.98+0.7
Ingerlés utani | 3.45+0.72 | 2.77+0.46| 3.21+0.41 | 3.53+0.86
CGRP-IR (fmol/mg)
Kezelés
Naloxon+
Kontroll EM-1 Naloxon
EM-1
Frakcio
Ingerlés el6tti | 0.14+0.01 | 0.15+0.009 | 0.11+0.01| 0.17+0.03
Ingerelt 0.29+0.02**| 0.18+0.009™| 0.38+0.02| 0.40+0.05
Ingerlés utani | 0.21+0.02 | 0.15+0.008 | 0.20+0.04| 0.23+0.02

IV/1. tablazat. EM-1 (100 nM) hatisa a téringerléssel Kkivaltott SP- és CGRP-
felszabadulasra izolalt trachea érzdideg-végzdédéseib6l. Az EM-1 hatasat az 1 pM
naloxon kivédte (n=6; atlag=SEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. alapérték; “p<0.01 vs. kontroll).

Az EM-1 hatastalansaga a mustarolajjal kivaltott késoi gyulladasos reakciokra

A mikrométerrel mért adatok és a szovettani metszetek alapjan jol lathatd, hogy a mustérolaj-
kenés hatasara a fiilduzzadas 2-3 6ra mulva éri el maximumat, 6 6raval a gyulladas kivaltasa
utan mar csak kb. 20-30%-os. Ekkorra kialakul a sejtes gyulladdsos reakcid, erdteljes

granulocita-akkumulacié jellemz6. Az EM-1 kezelés (100 pg/kg i.p.) az elsd 3 oraban
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tapasztaltakkal ellentétben nem befolyésolta sem a duzzadast (eredményt nem mutatok), sem

a granulocita-akkumuléciot ebben a késdi idépontban (IV/20. dbra).
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IV/18. abra. Az EM-1 hatisa a mustarolajjal kivaltott akut
neurogén gyulladasra (n=6-9; atlag+SEM; **p<0.01 vs. oldoszer).
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IV/19. abra. Az EM-1 hatisa a mustirolajjal kivaltott
fillduzzadasra (n=8-12; atlaga+SEM; *p<0.05 vs. oldoszer).
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IV/20. abra. Az EM-1 hatisa a mustarolajjal kivaltott MPO-
aktivitasra egérfiilben (n=6-9; atlag=SEM; **p<0.01 vs. paraffinolaj).
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IV. 5. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Ebben a témakorben bemutatott eredményeink gyakorlati jelentdségét hangstlyozza az a tény,
hogy a tachikininek ¢és a CGRP, valamint az altalunk kozvetitett neurogén gyulladasos
komponensek szdmos kronikus gyulladdsos betegség, mint pl. az asztma, a reumatoid artritisz
vagy a pszoridzis patomechanizmusdban fontos szerepet jatszanak. E proinflammatorikus
szenzoros neuropeptidek tovabba a neurogén gyulladas kozvetitésén kiviil mind a periférian,
mind a gerincveldben nagy jelentdséggel birnak a nociceptiv folyamatokban is, elsésorban
neuropatias  allapotokban (Helyes et al. 2003, 2009). Jelenleg egyetlen olyan
gyulladéscsokkentd gydgyszer sincs, amelyik a neurogén komponenst megbizhatéan tudna
gatolni és nem létezik olyan analgetikum, amely kozvetleniil az érzéideg-végzodéseken hatna
(Helyes et al. 2003; Szolcsanyi 2004). Bar a kapszaicin-érzékeny afferensek izgatasdnak
kovetkeztében kialakuld szisztémas gyulladasgatld és antinociceptiv/antihiperalgetikus
hatasokban a beldliik felszabaduld szomatosztatin szerepét tobb oldalrol bizonyitottuk, egyéb
gatld hatast szenzoros neuropeptidek hasonl6 hatasainak felderitése is sziikséges.

Az elsé Kkisérletsorozatunkban vizsgalt szelektiv ssty receptor agonista J-2156
koncentraciofiiggd moddon gatolta izolalt patkany trachea kapszaicin-érzékeny szenzoros
idegvégzOdéseibdl az elektromos téringerléssel kivaltott neuropeptid-felszabadulast, valamint
in vivo korilmények kozott szignifikdnsan gatolta a mustarolajjal eléidézett akut neurogén
plazmafehérje-kidramlast. Az in vitro eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a neurogén
gyulladéast csokkentd hatdsban szerepet jatszik prejunkciondlisan, a kapszaicin-érzékeny
érzéideg-végzodésekbol a  gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek (SP, CGRP)
felszabadulasanak gatlasa. Tobb in vivo kisérletben, els6sorban a neurogén gyulladasos
komponenst is tartalmazé modellben, nem tapasztaltunk doézis-hatas Osszefliggést. Ennek
feltételezhetéen az lehet a magyarazata, hogy nagyobb dézisban a J-2156 mar gatolja az
endogén gyulladasgéatld hatdsu szomatosztatin felszabaduldsat is a kapszaicin-érzékeny
érzdideg-végzodésekbdl, a gyulladaskeltd neuropeptidek felszabaduldsanak gatlasa mellett. A
mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladds-modellben patkany labhati borében a nativ
szomatosztatinnal azonos hatékonysagunak bizonyult mind per os, mind 6 6ras i.p. elékezelés
utan is. Szdmos adat utal arra, hogy a mustarolaj 5% alatti koncentracioban szelektiven a
kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseket izgatja a TRPAI1 ioncsatorna aktivalasan keresztiil
(Jordt et al. 2004). Az ugyanezeken a végzodésen is megtalalhatd ssts receptor aktivacidja a

Gi-proteinen keresztiil csokkenti a cAMP szintézisét, valamint a protein kinaz A aktivitasat
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(Patel 1999). Ezek mellett a receptor stimulacidja megnyitja a K'-csatornak és blokkolja a
fesziiltségfiiggd Ca®"-csatornak miikddését (Koch et al. 1988). Ezen hatasok kdvetkezménye a
neurotranszmitterek felszabaduldsanak gatlasa.

Tekintve, hogy a J-2156 a dextannal, illetve bradikininnel kivaltott nem-neurogén gyulladast
is képes volt gatolni, hatdsmechanizmusanak egyéb, posztjunkcionalis komponensei is
vannak, valdszinlileg kozvetleniil az érfali endothel- és/vagy a gyulladdsos sejteken —
els@sorban hizdsejteken— is gatlo hatést fejt ki. Hemodinamikai vizsgalataink soran a J-2156
még 100 pgkg dozisban sem befolyasolta patkany artérias vérnyomasat, illetve
szivfrekvencidjat (adatokat erre vonatkozéan nem mutattam). Az ssty receptor
szelektivitasabol adodoan endokrin hatdsokkal feltehetden nem rendelkezik. Kordbbi
vizsgélatainkban a heptapeptid szomatosztatin analog TT-232 a J-2156-hoz hasonldan
hatékonyan gatolta in vitro a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat és in vivo az akut
neurogén ¢és nem-neurogén gyulladasos folyamatokat patkanyban és egérben egyarant.
Minimalis effektiv dozisa 10 pg/kg volt i.p. a mustarolajjal kivaltott neurogén, valamint a
dextdnnal, illetve bradikininnel kivaltott nem-neurogén akut gyulladasmodellekben (Helyes et
al. 2001; Pintér et al. 2002; Helyes et al. 2005). Receptor-kotési probakkal kimutattak, hogy a
J-2156 nagysagrendekkel nagyobb affinitassal kotédik az ssty receptorokhoz, mint a TT-232
(Kq értékek: 1.2+0.4 nM vs. 20010 nM). A TT-232 tovabba szdmottevé mértékben kotddik
az sst; receptorokhoz is (K4: 1300+400 nM; Helyes et al. 2005). Osszehasonlitva a két
vegyiilet hatasat, azt allapithatjuk meg, hogy a TT-232 hatdserdssége kb. tizszer kisebb volt,
mint a J-2156-¢ az altalunk vizsgalt akut gyulladasmodellekben, hatékonysaga azonban tobb
esetben nagyobb. A maximalis gatlo hatds a mustarolajjal kivaltott akut plazmaprotein
extravazaciora 64%, dextrannal kivaltott nem-neurogén labduzzadasra 52%, a bradikininnel
kivaltott nem-neurogén plazmaprotein extravazaciora 32% (Pintér et al. 2002). Ugyanezen
értekek a J-2156 esetében 39%, 30% ¢€s 42% voltak. E kiilonbségek magyarazata valosziniileg
az, hogy a TT-232 gyulladasgatld hatasainak kozvetitésében az ssty receptorokon kiviil a sst;
receptorok, illetve a TT-232 tirozin-kindz géatldé hatdsa (Kéri et al. 1993, 1996) is szerepet
jatszik. Bar farmakokinetikai jellemzoket nem vizsgéltunk, e két vegytilet in vivo hatasai kozti
eltérések hatterében kinetikai kiilonbségek is elképzelhetok. A J-2156 legnagyobb eldnyei a
TT-232-vel szemben kétségkiviil az, hogy nem-peptid szerkezetli, ezért oralisan is
alkalmazhat6. Az ssts receptor-stimuldcid maés tipusu, gyulladasos sejteken kifejtett
antiinflammatorikus hatésat az izolalt peritonedlis makrofag tenyészetben bizonyitottuk. A J-
2156 szignifikansan gatolta a stimulalt peritonealis makrofagok IL-1B-termelését, a

maximalis gatld hatas 50-70% volt, koncentracio-hatas 0sszefiiggést azonban ebben a kisérleti
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elrendezésben sem tudtunk kimutatni. Ez a sokféle sejt altal termelt gyulladaskeltd citokin
jelentds szerepet jatszik szdmos (pl. 1éguti és iziileti) gyulladasos folyamat kialakuldséban. Az
I. témakdrben bemutattam, hogy az in vivo J-2156-kezelés csokkenti az intranazalis endotoxin
hatdsara bekovetkezd IL-1B-emelkedést a tiidoben, jelen eredmények alapjan ennek
mechanizmusa kdzvetleniil az ssts receptort expresszald gyulladasos sejteken torténd gétld
hatas.

Alap- ¢és alkalmazott kutatdsunk f6 iranya egyértelmiien az ssts receptor agonistdkban rejld
gyogyszerfejlesztési perspektivak felderitése, emellett azonban a neurogén gyulladast,
neuropatias fajdalmat potencidlisan gatlo egyéb célmolekuldk vizsgélata is érdekes.

Bar a PACAP jelenlétét kimutattak a kapszaicin-érzékeny neuronokban (Moller et al. 1993;
Mulder et al. 1994), a mi eredményeink az els6k arra vonatkozdan, hogy a PACAP-38
kapszaicin, mind elektromos téringerlés hatdsara. Azt is bizonyitottuk tovabba, hogy a
kapszaicin-érzékeny rostok szisztémas in vivo stimuldcidja kovetkezében a PACAP-38
koncentracioja szignifikdinsan megemelkedik a keringésben. A PACAP mas szenzoros
neuropeptidek felszabadulasat gatlé hatdsdnak leirdsat ugyancsak uttéré eredménynek
tekinthetjiik. Az izolalt trachea preparatumon nyert adataink kozvetlen bizonyitékot
szolgéltattak arra, hogy a PACAP-38 (2-2000 nM) koncentraciofiiggé modon csokkenti a SP,
CGRP ¢és SOM kiaramlasat, a maximalis gatlas 70-90%. Ez a hat4s annal is inkabb jelentds,
mert ugyanebben az in vitro modellben a TT-232, a J-2156 vagy az opioid nociceptin
maximalis gatlé hatdsa 45-65%-os (Helyes et al. 1997; Helyes et al. 2001), tehat a PACAP
hatékonysaga nagyobb. A PACAP-38 ECs értéke 20-90 nM kozott volt, ami az sstq agonistak
hataserdsségéhez hasonlo (Helyes et al. 1997; Helyes et al. 2001). Az altalunk bizonyitott SP-
¢s CGRP-felszabadulast gatldé mechanizmus jol magyardzza azokat az adatokat, hogy a
PACAP a trachea és a bronchusok teriiletén simaizom-relaxaciot okoz (Foda et al. 1995;
Shigyo et al. 1998), gatolja a nydktermelést ¢és a plazmafehérje-kiaramlast (Shigyo et al.
1998). Mivel a SP és a CGRP a neurogén gyulladas {6 medidtorai, kovetkezd 1€pésben in vivo
kizarolag neurogén mechanizmusokkal kialakul6 gyulladasmodellekben vizsgaltuk a PACAP-
38 hatdsait. A mustarolaj szelektiven a TRPA1, mig az RTX és a kapszaicin a TRPV1
ioncsatornak aktivaciojaval hoz létre neuropeptid-felszabadulast. Szisztémdas adas utan a
PACAP-38 szignifikansan gatolta a mustarolajjal kivaltott akut fiilduzzadast egérben ¢és a
plazmafehérje-kiaramlast patkanyban. A 100 pg/kg i.p. PACAP egérben teljesen kivédte a
flilduzzadast ¢és patkany labhati bérében is szignifikdnsan csdkkentette a plazmafehérje-

kidramlast. Patkanyban hasonloképpen gatolta az RTX-szel és kapszaicinnel indukalt
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neurogén Evans kék akkumulacidt, valamint a carrageninnel kivaltott akut labduzzadast is,
amelyben neurogén és nem-neurogén komponensek egyarant szerepet jatszanak. Arra is
vannak adatok, hogy lokalisan alkalmazott PACAP gyulladaskeltd hatasokat, értagulatot és
plazmafehérje-kiaramlast okoz nyul szemben (Wang et al. 1997). Intradermalis PACAP-
injekcid hasonlé akut gyulladasos valaszokat okozott patkany és nyul bérében (Warren et al.
1993; Cardell et al. 1997). Lokalis adas utan ez a kozvetett, hizosejt-degranulaciot és
hisztamin-felszabaditdst okoz6 hatas valoszinlileg nem receptor-medialt nem-specifikus
mechanizmus, hasonld hatidsokat szdmos mas peptidre, pl. a szomatosztatinra, is leirtak.
Osszefoglalva tehat, jelen eredményeink egyértelmilen bizonyitottak, hogy a PACAP-38
felszabadul a stimulalt kapszaicin-érzékeny afferensekbdl és gatolja mas neuropeptidek
kidramldsat. Ezen keresztil szisztémds alkalmazds wutdn in vivo képes jelentdsen
csokkenteni/kivédeni a neurogén gyulladast. Ezek a gatldo mechanizmusok részben
megmagyarazzdk a PACAP-38 eldz6 témakorben bemutatott periférids antinociceptiv
hatésait. Ott is rdmutattam arra a latszélagos ellentmondésra, hogy a megfigyelt gatl6 hatasok
nem kovetkezhetnek a PACAP ismert receptorainak aktivacidja kovetkeztében létrejovo
szignaltranszdukcios folyamatokkal. Mind a PAC,, mind a VPAC,/, receptorokra Gs- és Gq-
proteinhez kapcsolt mechanizmusokat irtak le, ami fokozott adenilat ciklaz-aktivitast és
névekvd cAMP-szintet, illetve novekvd intracellularis Ca®’-koncentraciét eredményez
(Vaudry et al. 2000; Laburthe et al. 2007; Taiwo és Levine 1991; Taiwo et al. 1992; Spengler
et al. 1993). Mindkét folyamat neurondlis aktivacidhoz, és nem az daltalunk tapasztalt
gatlashoz vezet. Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy a gatlas nem kozvetleniil az
idegvégzddésen, hanem mas sejtekbdl torténd gatlo medidtor felszabaditasdn keresztiil jon
létre, de lehetséges eddig még nem azonositott gatld mechanizmus, esetleg egy PACAP-al
aktivalhat6 gatlo receptor/ioncsatorna 1étezése a periférids érzdideg-végzddéseken.

A harmadik fejezetben bemutatott eredményeink elsdként igazoltak, hogy az endogén p-
opioid receptor agonista endomorfin-1 (5-2000 nM) a szomatosztatinhoz/ssts agonistakhoz és
a PACAP-hoz hasonléan ugyancsak képes szignifikdnsan, koncentraciofiiggé modon
csokkenteni a  szenzoros neuropeptidek felszabaduldsait a  kapszaicin-érzékeny
idegvégzddésekbdl. A maximalis gatlo hatds a SP és a CGRP estében is 80-85%, az ECs
érték pedig nagyon alacsony, nanomolos koncentracidtartomanyban volt. Az EM-1 100 nM
koncentracioja 80.1% gatlast fejtett ki a SP- és 82.3% a CGRP-felszabadulasra, mig ugyanez
a nociceptin koncentracid csak 63.1% és 44.1% csokkenést eredményezett (Helyes et al.
1997), az EM-1 tehat a nociceptinnél hatékonyabbnak bizonyult. Az EM-1 akut neurogén

gyulladast gatld hatdsait patkdnyban és egérben ugyancsak sikeriilt igazolnunk in vivo.
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Erdemes kihangstlyozni, hogy 10 napig torténé ismételt adas utan sem csokkent ez hatas az
egyszeri alkalmazéskor tapasztalttal sszehasonlitva, tehat ebben a modellben az EM-1 tartos
alkalmazdsa nem okoz toleranciat. Mindkét fajban a mustarolajjal kivaltott neurogén
gyulladast gatlo hatds maximuma 55-60%, az EDsy megkozelitleg az 1 pg/kg i.p. dozis volt.
Az EM-1 gyulladasgatld hatasdban feltételezett prejunkcionalis mechanizmusokra (Khalil et
al. 1999) eredményeink egyértelmii, kozvetlen bizonyitékokat szolgaltattak. Mivel a naloxon
mindharom modellben kivédte az EM-1 gatld hatésait, e tetrapeptid ismert p-opioid receptor
agonista hatasa (Fischer ¢s Undem 1999; Patel 1999; Lippl et al. 2001; Fichna et al. 2007) jol
magyarazza eredményeinket, mas, nem specifikus mechanizmusok nem jatszanak benne
szerepet. Kordbbi adataink alapjan ismert, hogy a mustarolaj az alkalmazéasat kovetden 6
oraval granulocitak bedramlésat is kivaltja, ebben a késéi gyulladasos reakcidban azoban
nem-neurogén, szenzoros neuropeptidektdl fliggetlen mechanizmusok jatszanak szerepet
(Banvolgyi et al. 2004). Az EM-1 hatékony ©6démagatld hatasaval ellentétben nem
csOkkentette a mustarolajjal kivaltott gyulladas késdi, sejtes fazisat, a granulocitdkra tehat
nincs hatdsa. Szamos mechanizmust részletesen leirtak, amelyekkel periférids gyulladdsos
koriilmények kozott az opioidok hatasai fokozddnak. A primér szenzoros neuronok periférids
végzddésein az opioid receptorok szama megndvekszik (Zhang et al. 1998; Pol és Puig 2004),
fokozodik az opioid receptorok G-protein aktivalod képessége, amely csokkend intracelluléris
cAMP-koncentracidhoz vezet (Zollner et al. 2003) és fokozodik az opioid peptidek
felszabadulasa a gyulladt teriiletre bedramld gyulladasos és immunsejtekbdl (Stein et al. 1990;
Stein et al. 2001; Machelska et al. 2002; Mousa et al. 2002). A gyulladasos stimulusok
serkentik a p-opioid receptorok szintézisét a primér szenzoros neuronok sejttestjeiben a hatso
gyoki ganglionokban, valamint fokozddik e receptorok periférids végzodés felé torténd
axonalis transzportja (Stein et al. 1990; Cain et al. 1997; Stein et al. 2001; Mousa et al. 2002;
Nagakura et al. 2003; Puehler et al. 2004). E folyamatok kovetkeztében megndvekedik a
u—opioid receptorok expresszioja a periférids érzdideg-végzddéseken, ami jelentds szerepet
jatszik a gyulladasos koriilmények kozott nagy mennyiségben -elsésorban a leukocitakbdl-
felszabaduld opioid peptidek fokozott endogén analgetikus és gyulladasgatlo hatdsaiban, de
az exogén opioid receptor agonistak terdpias hatisaiban is (Mousa et al. 2002; Ballet et al.
2003; Puehler et al. 2004; Shaqura et al. 2004). A p-opioid receptorok periférids
idegvégzddéseken torténd stimuldcidja tehdt ugyancsak igéretes 1) perspektivakat jelenthet a

neurogén gyulladés gatlasara tolerancia kialakuldsanak veszélye nélkdil.
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IV. 6. A TEMAKORBEN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

1. In vitro és in vivo bizonyitékokat szolgéltattunk arra, hogy a szelektiv sst4 receptor agonista
J-2156 jelentdsen gatolja a gyulladasos folyamatok neurogén €s nem-neurogén (vaszkularis és
sejtes) komponensét egyarant. Az eldbbi —legaldbbis részben- a kapszaicin-érzékeny
érzoideg-végzodésekbdl a gyulladaskelté szenzoros neuropeptidek (P-anyag, CGRP)
felszabadulasanak gétlasa kovetkeztében jon létre, de az érfali endothelsejteken kifejtett
kozvetlen gatld hatés is lehetséges. Ez utébbi mechanizmus szerepet jatszik a nem-neurogén
gyulladast gatlo hatasban is, amelyben még a gyulladasos sejtekbdl torténd gyulladaskeltd

citokinek €s egyéb mediatorok felszabadulasanak csokkentése is nagy jelentdséggel bir.

2. Els6ként bizonyitottuk in vitro és in vivo kisérleti elrendezésekben egyarant, hogy a
PACAP-38 felszabadul a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbol. Ezeknek az
afferensek testszerte torténd stimulacidja kovetkeztében a PACAP-38 koncentracioja
szignifikdnsan megemelkedik a szisztémas keringésben. A PACAP-38 —a szomatosztatinhoz
hasonldan- gatolja az akut gyulladasos folyamatok neurogén és nem-neurogén komponenseit

egyarant patkany- és egérmodellekben.

3. Az endogén opioid peptid, az endomorfin-1, ugyancsak képes szignifikdnsan csokkenteni a
szenzoros neuropeptidek kapszaicin-érzékeny afferensekbdl torténd felszabadulasat és a
neurogén mechanizmussal 1étrejové akut plazmafehérje-kiaramlast. Ezzel szemben azonban a
a mustarolajjal kivaltott gyulladdsos folyamat késdi, nem-neurogén vaszkularis €s sejtes

komponenseire nincs hatasa.

4. Bizonyitottuk, hogy a kapszaicin-érzékeny afferensek izgatasanak kovetkeztében kialakuld
szisztémas gyulladdsgatld ¢és antinociceptiv/antihiperalgetikus hatasokban a beldliik
felszabaduld szomatosztatin fontos medidtor. A szomatosztatin mellett azonban e rostokban
1évé egyéb gatld hatdsu szenzoros neuropeptidek is, mint a PACAP-38 vagy az EM-I,
szerepet jatszhatnak e folyamatokban, ezért vizsgalatuk ugyancsak érdekes. Bar kutatdsaink
kozpontjaban kétségkiviill a szomatosztatin gyulladasgatld és analgetikus hatasainak
feltérképezése és az ebben rejld 1) gyogyszerfejlesztési perspektivak kihasznalasa all, ezzel

parhuzamosan egyéb potencialis célmolekuldk azonositasaval is probalkozunk.
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AZ ERTEKEZESBEN BEMUTATOTT EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA, KOVETKEZTETESEK,
JOVOBELI KUTATASI IRANYOK

Ebben a fejezetben szeretném roviden Osszegezni az értekezésben bemutatott legfontosabb
tudomanyos felismeréseket, kihangsulyozni eredményeink alapkutatdsi és potencidlis
gyogyszerfejlesztési jelentdségeit €s felvazolni a téma folytatdsanak 6 irdnyait.

Léguti és iziileti gyulladasos folyamatok, valamint kiilonféle fajdalommal jaré allapotok
allatkisérletes modelljeiben szamos bizonyitékot szolgéltattunk a kapszaicin-érzékeny
érzéideg-végzddésekbdl felszabaduld szomatosztatin gétld hatasaira. Ezt az els6ként altalunk
leirt ellenregulaciés mechanizmust és ennek patofiziologiai jelentdségét funkcionalis
mérésekkel, kémiai, morfologiai, ¢és immunoldgiai moddszerekkel tobb irdnybdl is
megerdsitettiik. Igazoltuk tovabba, hogy a szenzoros rostokbdl gyulladasos stimulédcio
hatasara a szisztémads keringésbe jutd szomatosztatin gyulladasgétld és analgetikus hatasait az
0t receptora koziil elsdsorban az ssts és sst; receptorok aktivacigjaval fejti ki. Eredményeink
alapvetden Uj mechanizmusu gyulladasgatld és analgetikus hatdsa gydgyszercsoport
kifejlesztésére jelentenek megbizhatd alapkisérletes kiindulopontot. Bar a nativ
szomatosztatin nagyon rovid plazma eliminacids féléletideje és az ssty/ssty/ssts receptorok
aktivacigjabol adodo, elsdsorban endokrin  mellékhatdsai miatt nem lehet idealis
gyogyszerjelolt, szintetikus, stabil, szelektiv ssts/sst; agonistdk attorést jelenthetnének a
gyulladascsokkenté/fajdalomcesillapitd gyogyszerek terén.

Bizonyitottuk azt is, hogy elsésorban a kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseken lokalizalodo
TRPV1 receptor fontos szabalyozé molekula, aktivacidja a gyulladds és fajdalom
fokozodasahoz és gatlasahoz egyarant vezethet a patofizioldgiai folyamat mechanizmusatol
fliggden. Léguti gyulladasban és kronikus polineuropatia allapotokban ez a nem-szelektiv
kationcsatorna protektiv szerepet jatszik a stimuldcidja kovetkeztében felszabadulo
szomatosztatin kozvetitésével. Ezzel szemben kronikus iziileti gyulladdsban a TRPV1
aktivacio fokozza a gyulladasos folyamatokat és a kdvetkezményes hiperalgéziat. Az iziileti
afferensekbdl a szomatosztatin felszabaduldsa elsdsorban nem TRPV1 receptor medialta
folyamat. Ezen a teriileten TRPV1 csatorna stimulacidja kovetkeztében valdszinilileg a
tachikinineknek és CGRP lokalis felszabadulasa dominal és ez jatszik dontd szerepet a
gyulladésos ¢és fajdalomfolyamatok fokozodasaban. TRPV1 receptor antagonistak 1j

analgetikum-csoport irdnyaba torténd fejlesztésére az utobbi évtizedben tobb nagy nemzetkozi
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gyogyszergyar is projekteket inditott (Szolcsanyi 2008; Gunthorpe és Chizh 2009), ami azért
is kiiléndsen fontos, mert kozvetleniil az érzéideg-végzddéseken hatd fajdalomesillapitok nem
allnak rendelkezésre. Eredményeink alapjan ezek a vegyiiletek valoban hatékonyak lehetnek
bizonyos akut vagy kronikus gyulladasos fajdalom, illetve artritisz kezelésében, a kronikus

polineuropatiat, 1éguti gyulladast, kontakt dermatitiszt azonban sulyosbithatjak.

Modell TRPV1 receptor szerepe Referencia

Kapszaicinnel kivaltott
fiilduzzadas

Forbolészterrel, illetve
vanilloidokkal kivaltott akut Kizérélagos fontossagu
[nocifenziv reakcio

Kizarolagos fontossagu

Bolcskei et al. 2005
Caterina et al. 2000

Termalis hiperalgéziaban

Carrageninnel, ill. adjuvanssal kizarolagos fontossagu; alap |Davis et al. 2000
kivaltott akut gyulladés h6- és mechanikai kiiszobot |Caterina et al. 2000
nem befolyésolja

bt L Nincs szignifikans szerepe |Bdnvaélgyi et al. 2004)

fiillduzzadas

Carrageninnel és formalinnal A nocifenziv reakcidban és a

kivaltott gyulladas, traumas mechanikai hiperalgézidban |Bolcskei et al. 2005
mononeuropatia nincs szerepe

Kapszaicinnel kivaltott

| azokonstrikeid térdiziiletben JelentGsen fokoz Keeble és Brain 2006

Gyulladast és mechanikai |Szabd et al. 2005
hiperalgéziat fokozo Barton et al. 2006

Adjuvans artritisz

Intranazalis endotoxinnal kivaltott Gyulladast és 1éguti

[pneumonitisz hiperreaktivitast gatlo Helyes et al. 2007

Oxazolonnal kivaltott késdi tipusu

iersmenity menkeit @ bidben Gyulladasos reakciot gatld  |Bdanvolgyi et al. 2004)

Bleomicinnel kivaltott

deradleiimg Gyulladast és fibrozist gatld |Szabo et al. 2008

(LIRS 68 (DXL Mechanikai hiperalgéziat gatlo|{Béolcskei et al. 2005

[polineuropatia
Endothmnal (i.p.) kivaltott Prot’ektlv, sz?ptlkus’ Clark et al. 2007
SZepszis paraméterek csokkentése

A TRPV1 receptor egér gyulladas- és nocicepcio modellekben betoltott szerepének dsszefoglalasa
(a vastagon jelolt referencidk sajat kozleményeink, az alahuzottak értekezésem alapjat képezik)

Ez utdbbi esetben csak az ssts/sst; agonistak jelenthetnek 0j terapids perspektivakat. A mi
eredményeink és kozleményeink alapjan veliink egylittmitkddve tobb hazai (Biostatin Kft.;

Richter-Gedeon Ltd.) és kiilf6ldi (a kanadai Thallion; a svédorszagi Inovacia) gyogyszergyar
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¢és biotechnologiai vallalat elinditotta ssts agonistak fejlesztését. Ezek a vegyliletek 1éguti és
izlileti gyulladasban, valamint akut és kronikus fajdalomallapotokban egyarant igéretesek
lehetnek a tobb célponton kialakuld géatld hatdsnak koszonhetden. Morfologiai adataink a
funkcionalis eredményeinkkel egyiitt arra utalnak, hogy az ssts; agonistak gyulladasgatlo
hatdsainak hatterében komplex neurogén és sejtes mechanizmusok allnak. A periférias
érzéideg-végzddéseken 1évo ssta/sst; stimuldcid csokkenti az afferens aktivitast és a fajdalom-
¢s gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek felszabadulasat. E prejunkcionélis mechanizmuson
kiviil az endothelsejteken ¢s az immunsejteken torténd kozvetlen hatas is szerepet jatszik a
gyulladascsokkentd hatasban a plazmafehérje-kiaramlés gatlasan, a hizésejt-degranulacio és a
gyulladaskeltd citokinek termelésének csokkentésén keresztiil. A bronchialis simaizmon 1évo

ssta/sst; receptorok stimulacidja gatolja a 1éguti hiperreaktivitast is (Pintér et al. 2006).

EREDET
makrofagok, i limfocitak neuroendokrin _ _
monocitak i_ibmp!a!szto_k, sejtek idegsejtek
szinovialis sejtek szenzoros idegvégzodasek
: szomatosztatin ]
CELPONT
vaszkularis  endotelialis T-ésB- e T
simaizomsejt sejt limfocitak monocitak hizésejtek fibroblasztok, intesztinalis szehzoros
epitelialis ideg-
szinovialis sejtek sejtek vgzodisek
HATAS S
idegsejtek
. csokkent
csdkkent  citokin-szekrécio
: citokin- (IL-1, IL-6, TNFc) . . csokkent csdkkent
e csokkent felszabadulas o5 ceokkent csdkkent csok!(ent cs?kk_ent szenzoros neurilis
konstrikeio plazrn.a” . ([H:l"'f} reaktiv oxigén  gegranulicio s_ejt-_ - "'lokl'!‘ neuropeptid transz-
extravazacio és csokkent szabadgydkok proliferacio felszabadula misszio
Ig-termelés termelése

A szomatosztatin gyulladasgatlé és fajdalomesillapité hatasai hatterében allé6 mechanizmusok

A TT-232-vel néhany éve egyetemiink klinikai farmakologiai vizsgalohelyén sikerrel lezarultak
a fazis I/A ¢és I/B vizsgalatok, melyek sordn egészséges Onkéntesekben szamottevo
mellékhatasokat nem tapasztaltak. A féazis II. vizsgdlatot Kanaddban végzik majd a
kozeljovoben. A Biostatin Kft.-vel és az MTA Peptidbiokémiai Kutatdcsoportjaval
egylttmiilkddve a Pazmany Péter Regionalis Egyetemi Tudéaskozpont keretein beliil szamos

nem-peptid, illetve stabil, oralisan is aktiv ciklikus kis peptid kovetd molekula allatkisérletes
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vizsgalatat elvégeztiik, a vegyiiletcsoportokat kozosen szabadalmaztattuk. A leghatékonyabb
molekulak kivalasztasa, ezek tovabbi hatdstani vizsgalata, preklinikai dossziék Osszeallitdsa
¢s klinikai fejlesztése az elkdvetkezendd néhany év legfontosabb feladatat jelentik.

A gyogyszerfejlesztési vonal mellett az ssty receptor lokalizacidjanak, gyulladasos
koriilmények kozott torténd expresszios valtozasainak felderitését szeretnénk folytatni
elsdsorban emberi szovetmintakon klinikai és patoldgiai kollaboraciok segitségével. E
vizsgalatok megmutatjdk, hogy az allatkisérletes eredményeink extrapolalhatok-e emberi
patofiziologiai folyamatokra. Elsd ilyen iranya lépésként mRNS ¢és fehérje szinten is
bizonyitottuk az ssts receptor jelenlétét egér és emberi tiidoben. Az expresszids mintazatban
meglepd hasonldsagot taldltunk, e receptor mindkét fajban a bronchidlis/bronchiolaris
epithelsejteken, a vaszkularis endothelsejteken, a horgd- és érfali simaizomsejteken és
szeptalis fibrocitakon lokalizalodik. Gyullad4sos folyamatok hatdsara bearamlé és aktivalodo
makrofagok és limfocitak jelentds sst4 expresszio-fokozodast okoznak.

Terveink a kozeljovében az ssty4 és TRPV1 receptorok meghatirozasara és gyulladésos
koriilmények kozott torténd expresszios valtozasainak vizsgdlatdra irdnyulnak egér artritisz
modellekben, valamint emberi iziileti tokban és szinovidlis szdvetben (miitétek soran
eltavolitott mintakbol). Ezeket a vizsgalatokat azért tartom kiilondsen fontosnak, mert az
eredmények lehetdvé teszik az egérmodellekben nyert adatok emberi korfolyamatokra torténd
extrapolalasat. Az Ortopédiai Klinikaval és az Aneszteziologiai és Intenziv Terdpias Intézettel
egylittmiikddve a mintavételeket megterveztiik, az etikai bizottsagi engedélyt mar megkaptuk.
Mivel szamos adat bizonyitja, hogy a szenzoros neuropeptidek gyulladasos bélbetegségekben
is fontos szerepet jatszanak, ezek kisérletes modelljeinek beallitdsat is elkezdtiik. Ezzel
parhuzamosan immunhisztokémiai ¢s molekuléris biologiai vizsgalatokat szeretnénk végezni
bélbiopszias mintakbdl az 1. sz. Belgyogyaszati Klinikaval kollaboracidban.

Tobb 1wjabb eredmény is igazolja a TRPVI1 receptor nem-neurondlis lokalizaciojat
keratinocitakon, epithelsejteken és urotheliumon (Gunthorpe ¢és Szallasi 2008). Erre
vonatkozoan is terveziink vizsgalatokat a tiid6ben, az iziiletben és a bélben, hogy az érzdideg-
végzddéseken talalhato TRPV1-tdl elkiilonitsiik és gyulladasban betdltott szerepét felderitsiik.
Allatkisérletes 1égzésfunkcio-vizsgald laboratoriumunkba OTKA tamogatas segitségével
néhany honapja beszereztiink egy kisallat-dohanyoztaté késziiléket, amellyel kronikus
bronchitisz és emfizéma allatkisérletes modelljeit szeretnénk bedllitani, kidolgozni. Tovabbi
terveink kozott szerepel ezeknek az eltérdé mechanizmusu kronikus légati gyulladasos
folyamatoknak a vizsgalata, a kapszaicin-érzékeny afferensek és szenzoros neuropeptidek

szerepének felderitése, €s esetleg Uj gyogyszercélpontok keresése.
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AZ ERTEKEZES ALAPJAT KEPEZO PUBLIKACIOK

I. témakor:

Helyes Zs., Elekes K., Németh J., Pozsgai G., Sandor K., Kereskai L., Borzsei R., Pintér E.,
Szabd A., Szolcsanyi J.: Role of transient receptor potential vanilloid 1 receptors in

endotoxin-induced airway inflammation in the mouse. Am. J. Physiol. — Lung Cell. Mol.
Physiol. 292(5): 1173-1181, 2007. (IF: 4.214)

Elekes K., Helyes Zs., Németh J., Sdndor K., Pozsgai G., Kereskai L., Borzsei R., Pintér E.,
Szabo A., Szolcsanyi J.: Role of capsaicin-sensitive afferents and sensory neuropeptides in
endotoxin-induced airway inflammation and consequent bronchial hyperreactivity in the
mouse. Regul. Pept. 141(1-3): 44-54, 2007. (IF: 2.422; azonos kozremiikodés Elekes K. és
Helyes Zs. részérdl a publikacioban megjelolve)

Elekes K., Helyes Zs., Kereskai L., Sandor K., Pintér E., Pozsgai G., Tékus V., Banvolgyi A.,
Németh J., Sziits T., Kéri Gy., Szolcsanyi J.: Inhibitory effects of synthetic somatostatin
receptor subtype 4 agonists on acute and chronic airway inflammation and hyperreactivity in
the mouse. Eur. J. Pharmacol. 578(2-3): 313-322, 2008. (IF: 2.376; azonos kozremukodés
Elekes K. ¢s Helyes Zs. részérdl a publikacioban megjelolve)

Varecza Z.,’ Elekes K., Laszl6 T., Perkecz A., Pintér E., Sandor Z., Szolcsanyi J., Keszthelyi
D., Szab6 A., Sandor K., Molnar F. T., Szant6 Z., Pongracz J. E., Helyes Zs.: Expression of
the somatostatin receptor subtype 4 in intact and inflamed pulmonary tissues; kdzlésre
elkiildve.

I1. témakor:

Helyes Zs., Szabo A., Németh J., Jakab B., Pintér E., Banvolgyi A., Kereskai L., Szolcsanyi
J.: Anti-inflammatory and analgesic effects of somatostatin released from capsaicin-sensitive

sensory nerve terminals in Freund’s adjuvant-induced chronic arthritis model of the rat.
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4.098; azonos kozremiikodés Szabo A.. és Helyes Zs. részérdl a publikacioban megjelolve)

Helyes Zs., Pintér E., Sandor K., Elekes K., Banvolgyi A., Keszthelyi D., Szdke E., Toth
D.M., Sandor Z., Kereskai L., Pozsgai G., Allen J.P., Emson P.C., Markovics A., Szolcsanyi
J.. Impaired defense mechanism against inflammation, hyperalgesia and airway
hyperreactivity in somatostatin 4 receptor gene-deleted mice; kozlésre elkiildve
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Szolcsanyi J., Bolcskei K., Szabd A., Pintér E., Pethd, G., Elekes K., Borzsei R., Almasi R.,
Sziits T., Kéri Gy., Helyes Zs.: Analgesic effect of TT-232, a heptapeptide somatostatin

analogue, in acute pain models of the rat and the mouse and in streptozotocin-induced
diabetic hyperalgesia. Eur. J. Pharmacol. 498: 103-109, 2004. (IF: 2.432)
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kozremiikodés Boleskei K. €s Helyes Zs. részérdl a publikacioban megjeldlve)
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Helyes Zs. részérdl a publikacioban megjelolve)

Sandor K., Bolcskei K., McDougall J.J., Schuelert N., Reglddi D., Elekes K., Peth6 G., Pintér
E., Szolcsanyi J., Helyes Zs.: Divergent peripheral effects of pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide-38 on nociception in rats and mice. Pain 141(1-2): 143-150, 2009. (IF:
5.249)
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Helyes Zs., Pintér E., Németh J., Sandor K., Elekes K., Szabo A., Pozsgai G., Keszthelyi D.,
Kereskai L., Engstrom M., Wiirster S., Szolcsanyi J.: Effects of the somatostatin receptor

subtype 4 selective agonist J-2156 on sensory neuropeptide release and inflammatory
reactions in rodents. Br. J. Pharmacol. 149(4): 405-415, 2006. (IF: 3.825)

Németh J., Reglédi D., Pozsgai G., Szabo A., Elekes K., Pintér E., Szolcsanyi J., Helyes Zs.:
Effect of PACAP-38 on sensory neuropeptide releae and inflammatory reactions in rats and
mice. Neuroscience 143: 223-30: 2006. (IF: 3.427)

Helyes Zs., Pozsgai G., Borzsei R., Németh J., Bagoly T., Mark L., Pintér E., Téth G., Elekes
K., Szolcsanyi J., Reglddi D.: Inhibitory effect of PACAP-38 on acute neurogenic and non-
neurogenic inflammatory processes in the rat. Peptides 28(9): 1847-55, 2007. (IF: 2.368)

Borzsei R., Pozsgai G., Bagoly T., Elekes K., Pintér E., Szolcsanyi J., Helyes Zs.: Inhibitory
action of endomorphin-1 on sensory neuropeptide release and neurogenic inflammation in rats
and mice. Neuroscience 152(1): 82-8: 2008. (IF: 3.352)

A DISSZERTACIO AI:APJAUL SZOLGALO OSSZEFOGLALO
KOZLEMENYEK, KONYVFEJEZETEK

Helyes Zs., Pintér E., Németh J., Szolcsanyi J.: Pharmacological targets for the inhibition of
neuogenic inflammation (felkért 6sszefoglald) Anti-Inflammatory and Anti-Allergy Agents in
Current Medicinal Chemistry 2, 191-218, 2003.

Helyes Zs.: Role of p-opioid receptors in Arthritis: Are They Potential Targets for Therapy?
(szerkesztOi felkérésre irt 6sszefoglalo) Arthritis Rheum. 52(10), 2955-2959, 2005. (IF: 7.421)
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Helyes Zs., Pintér E., Szolcsanyi J.: TT-232. Somatostatin sst;/ssts receptor agonist, treatment
of neuropathic pain, treatment of inflammation. (felkért 6sszefoglald) Drugs Fut. 30(6), 558-
566, 2005. (IF: 0.547)

Pintér E., Helyes Zs., Szolcsanyi J.: Somatostatin, as an anti-inflammatory and anti-
nopciceptive neuropeptide (felkért 6sszefoglald) Pharmacol. Therap. 112, 440-56. 2006. (IF:
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Pintér E., Helyes Zs., Németh J., Szolcsanyi J.: Somatostatin as an Anti-Inflammatory
Neuropeptide: From Physiological Basis to Drug Development (felkért 6sszefoglald) In:
Neurogenic Inflammation in Health and Disease, pp. 121-134, Ed: Jancso G., Elsevier, 2009.

Helyes Zs., Pintér E., Szolcsanyi J.: Regulatory role of sensory neuropeptides in
inflammation (felkért 6sszefoglald), In: Neuropeptides and peptide analogs, Vol. 7, pp. 111-
141, Eds: Kovacs M. and Merchenthaler 1., Research Signpost, Kerala, India, 2009.

A dolgozat alapjat képezd kozlemények osszesitett impakt faktora 66.893 (az eredeti
kozleményeké 50.265, az osszefoglaloké 16.628)
Ezekre a kozleményekre torténé osszes fiiggetlen hivatkozas (SCI): 141

AZ ERTEKEZES TEMAJAHOZ SZOROSAN KAPCSOLODO EGYEB
EREDETI KOZLEMENYEK
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Helyes Zs., Pintér E., Németh J., Kéri Gy., Than M., Oroszi G., Horvath A., Szolcsanyi J.:
Anti-inflammatory effect of synthetic somatostatin analogs in the rat. Br. J. Pharmacol. 134:
1571-1579, 2001. (IF: 3.502)

Pintér E., Helyes Zs., Németh J., Pérszasz R., Pethé G., Than M., Kéri Gy., Horvath A.,
Jakab B., Szolcsanyi J.: Pharmacological characterization of the somatostatin analogue TT-
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N. S. Arch. Pharmacol. 366: 142-150, 2002. (IF: 2.57)

Helyes, Zs., Németh, J., Than, M., Bolcskei, K., Pintér, E., Jakab, B. and Szolcséanyi, J.:
Inhibitory effect of anandamide and palmitylethanolamide on resiniferatoxin-induced sensory
neuropeptide release in vivo and neuropathic hyperalgesia in the rat. Life Sci. 73: 2345-2353,
2003. (IF: 1.944)

Németh J., Helyes Zs., Than M., Jakab B., Pintér E., Szolcsanyi, J.: Concentration-dependent
dual effect of anadamide on sensory neuropeptide release from isolated rat tracheae. Neurosci.
Lett. 336: 89-92, 2003. (IF: 1.967)
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Németh J., Helyes Zs., Oroszi G., Jakab B., Pintér E., Szilvassy Z., Szolcsanyi J.: Role of
voltage-gated cation channels and axon-reflexes in the release of sensory neuropeptides by
capsaicin from isolated rat trachea. Eur. J. Pharmacol. 458: 313-318, 2003. (IF: 2.352)

Banvolgyi A., Pozsgai G., Brain S.D., Helyes Zs., Szolcsanyi J., Ghosh M., Melegh B., Pintér
E.: Mustard oil induces a TRPV1 receptor independent neurogenic inflammation and a non-
neurogenic cellular inflammatory component. Neuroscience, 125: 449-459, 2004. (IF: 3.456)

Jakab B., Helyes Zs., Varga A., Bolcskei K., Szabo A., Sandor K., Elekes K., Borzsei R.,
Pintér E., Pethé G., Németh J., Szolcsanyi J.: Examination of the novel TRPV1 receptor
antagonist JYL1421 (SC0030) in vitro and in vivo in the rat. Eur. J. Pharmacol. 517(1-2): 35-
44. 2005. (IF: 2.477; azonos kozremiikodés Jakab B. és Helyes Zs. részérdl a publikacioban
megjeldlve)

Varga A., Németh J., Szabo A., McDougall J.J., Zhang C., Elekes K., Pintér E., SzolcsanyiJ.,
Helyes Zs.: Effects of the novel TRPV1 receptor antagonist SB366791 in vitro and in vivo in
the rat. Neurosci. Lett. 385:137-142, 2005. (IF: 1.898)

Banvolgyi A., Palinkas L., Berki T., Clark N., Grant A.D., Helyes Zs., Pozsgai G., Szolcsanyi
J., Brain S.D., Pintér E.: Evidence for a novel protective role of the vanilloid TRPV1 receptor

in a cutaneous contact allergic dermetitis model. J. Neuroimmunol. 169: 86-96, 2005. (IF:
2.824)

Horvath P., Szilvassy Z., Peitl B., Szilvassy J., Helyes Zs., Szolcsanyi J., Németh J.: Changes
in tracheo-bronchial sensory neuropeptide receptor gene expression pattern in rats with
cisplatin-induced sensory neuropathy. Neuropeptides 40: 77-83, 2006. (IF: 2.789)

Pozsgai G., Sandor K., Perkecz A., Szolcsanyi Zs., Helyes Zs., S.D. Brain, Pintér E.: Topical
acetone treatment induces neurogenic oedema on the sensitized mouse ear: an in vivo study
using transient receptor potencial vanilloid 1 (TRPV1) receptor knockout mice. Inflamm. Res.
56:459-467. 2007. (IF: 1.504)

Reglddi D., Borzsei R., Bagoly T., Boronkai A., Racz B., Tamas A., Kiss P., Horvath G.,
Brubel R., Németh J., Toth G., Helyes Zs.: Agonistic Behavior of PACAP6-38 on Sensory
Nerve Terminals and Cytotrophoblast Cells. J. Mol. Neurosci. 36(1-3): 270-278. 2008. (IF:
1.735)

Szabo A., Czirjdk L., Sandor Z, Helyes Zs., Laszl6 T., Elekes K., Starr A., Brain S.,
Szolcsanyi J., Compoly T., Pintér E.: Investigation of sensory neurogenic components in

bleomycin-induced scleroderma model using TRPV1 receptor and CGRP knockout mice.
Arthitis Rheum. 58(1): 292-301, 2008. (IF: 7.677)

Sandor K., Helyes Zs., Elekes K., Szolcsanyi J.: Involvement of the capsaicin-sensitive
afferents and the Transient Receptor Potential Vanilloid 1 Receptor in xylene-induced
nocifensive behaviour and inflammation in the mouse. Neurosci. Lett. 45(3): 204-207, 2009.
(IF: 2.085; azonos kozremiikodés Sandor K. és Helyes Zs. részérél a publikacioban
megjeldlve)
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AZ ERTEKEZES TEMAJAHOZ SZOROSAN NEM KAPCSOLODO
EGYEB EREDETI KOZLEMENYEK

A PhD megszerzése elott:

Helyes Zs., Pintér E., Szolcsanyi J., Horvath J.: Anti-inflammatory and antinociceptive effect
of different somatostatin-analogs. Neurobiology 4: 115-117, 1996.

Pintér E., Szolcsanyi J., Helyes Zs.: Neurotransmitter background of the anti-inflammatory
effect evoked by activation of sensory nerve fibers. Neurobiology 4: 233-235, 1996.

Pintér E., Helyes Zs., Pethé G., Szolcsanyi J.: Non-adrenergic regulation of microcirculation
evoked by antidromic stimulation of the saphenous nerve in the rat. Acta Physiol. Hung. 84
(3): 239-240, 1996.

Németh J., Helyes Zs., Gorcs T., Gardi J., Pintér E., Szolcsanyi J.: Development of
somatostatin radioimmunoassay for the measurement of plasma and tissue contents of
hormone. Acta Physiol. Hung. 84 (3): 313-315, 1996.

Horvath J., Helyes Zs., Flerkdo B.: Gonadectomy modifies the gender specific pattern of
desensitization of pituitary cells by gonadotropin-releasing hormone in the superfusion
system. Acta Biol. Hung. 47: 329-339, 1996. (IF: 0.24)

Moody G.A., Eaden J.A., Helyes Zs., Mayberry J.F.: Oral or rectal administration of drugs in
IBD? Aliment. Pharmacol. Ther. 11: 999-1000, 1997. (lektoralt levél; IF: 3.00)

Pintér E., Helyes Zs., Pethd G., Szolcsanyi J.: Noradrenergic and peptidergic regulation of
cutaneous microcirculation in the rat. Eur. J. Pharmacol. 325, 57-64, 1997. (IF: 1.96)

Helyes Zs., Németh J., Pintér E., Szolcsanyi J.: Inhibition by nociceptin of neurogenic
inflammation and the release of SP and CGRP from sensory nerve terminals. Br. J.
Pharmacol. 121: 613-615, 1997. (IF: 3.62)

Szolcsanyi J., Helyes Zs., Oroszi G., Németh J., Pintér E.: Release of somatostatin and its role
in the mediation of the anti-inflammatory effect induced by antidromic stimulation of sensory
fibres of the rat sciatic nerve. Br. J. Pharmacol. 123: 936-942, 1998. (IF: 3.70)

Szolcsanyi J., Pintér E., Helyes Zs., Oroszi G., Németh J.: Systemic anti-inflammatory effect
induced by counter-irritation through a local release of somatostatin from nociceptors. Br. J.
Pharmacol. 125: 916-922, 1998. (IF: 3.70)

Németh J., Helyes Zs., Oroszi G., Than M., Pintér E., Szolcsanyi J.: Inhibition of nociceptin
on sensory neuropeptide release and mast cell-mediated plasma extravasation in rats. Eur. J.
Pharmacol. 347: 101-104, 1998. (IF: 1.99)

Németh J., Gorcs T., Helyes Zs., Oroszi G., Kocsy T., Pintér E., Szolcsanyi J.: Development
of a new sensitive radioimmunoassay for neuropharmacological research. Neurobiology 6 (4):
473-475, 1998.
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Németh J., Oroszi G., Than M., Helyes Zs., Pintér E., Farkas B., Szolcsanyi, J.: Substance P
radioimmunoassay for quantitative characterization of sensory neurotransmitter release.
Neurobiology 7(4): 437-444, 1999.

A PhD megszerzése utan:

Németh J., Vecsernyés M., Oroszi G., Balla Zs., Helyes Zs., Farkas B., Szilvassy Z.:
Preparation of Mono-125]I-labelled gastrin-17 for Radioimmunoassay Measurements. J.
Labelled Cpd. Radiopharm. 43: 855-863, 2000. (IF: 0.84)

Borzsei L., Mintal T., Kods Z., Kocsis B., Helyes Zs., Kereskai L., Nyarady J.: Examination
of a Novel, Specified Local Antibiotic Therapy through Polymethylmethacrilate Capsules in a
Rabbit Osteomyelitis Model. Chemotherapy 52: 73-79, 2006. (IF: 1.511)

Borzsei R., Mark L., Tamas A., Bagoly T., Bay Cs., Csanaky K., Banki E., Kiss P., Vaczy A.,
Horvéath G., Németh J., Szauer E., Helyes Zs., Reglddi D.: Presence of pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide-38 (PACAP-38) in human plasma and milk. Eur. J.
Endocrinol. kozlésre elfogadva (IF: 3.239; azonos kozremiikodés Helyes Zs. és Reglddi D.
részérdl a kozleményben megjelolve)

Az oOsszes kozlemény oOsszesitett impakt faktora: 133.843 (az eredeti kozleményeké
114.215, az osszefoglalokeé 16.628, a lektoralt levéleé 3)

Az 0sszes kozleményre torténd hivatkozas (SCI): 737

Az 0sszes kozleményre torténé fiiggetlen hivatkozas (SCI): 494
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Zs.: Eljaras neurogén és nem neurogén gyulladasgatlo, valamint fjdalomesillapité hatasti heptapeptid
szomatosztatin szarmazékokat tartalmazd gyogyaszati készitmények eldallitasara. 1998. 04. 24.,
Magyar Szabadalmi Hivatal (Iktatoszam: J208/98).

Kéri Gy., Szolcsanyi J., Pintér E., Helyes Zs., Erchegyi J., Horvath A., Teplan I, Orfi T.: The use of
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2107.

Juvantia Pharma (Turku, Finland), Szolcsanyi J., Pintér E., Helyes Zs.: Anti-inflammatory and
analgesic effects of compounds highly selective for the somatostatin receptor subtype ssty. 2005.
Finish Patent Application No. 20055236.

Szolcsanyi J, Kéri Gy, Waczek F, Orfi L, Pintér E, Helyes Zs, Sziits T, Németh J: 7H-pirrolo(2,3-
d)pirimidin szarmazékok, illetve gyogyaszatilag elfogadhatd soik, ezt tartalmazo gyogyaszati

készitmények és eljaras a hatdanyag eléallitasara, 2004. Magyar Szabadalmi Hivatal (Ugyiratszam:
P0400891/3).

Szolcsanyi J, Kéri Gy, Waczek F, Orfi L, Pintér E, Helyes Zs, Sziits T, Németh J: Patent on the
production of 7H-pirrolo(2,3-d)pirimidine derivatives, their medically administerable salts and drug
preparations. New-Zealand Patent Application, 2007.

Kessler J, Kéri Gy, Horvath A, Helyes Zs, Pintér E, Szolcsanyi J.: Multiple N-methylated cyclic

hexapeptides for the treatment of neurogenic inflammation European Patent Application No.
08.166.259.5, 2009.
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KOSZONETNYILVANITAS

Ezton szeretném kifejezni kdszonetemet mindazoknak, akik segitséget nyujtottak abban,
hogy ez a munka elkésziilhessen. Elsdsorban koszondm Pintér Erikdnak és Szolcsanyi Janos
Akadémikusnak, akik 13 évvel ezel6tt bevezettek ebbe a rendkiviil érdekes témaba, és akik
nemcsak nélkiilozhetetlen és mindig hasznos szakmai segitséget nyjtottak a kutatasban, de
szeretiikkel és tdmogatasukkal mindig mellettem alltak maganemberként is. Professzor Ur
elhivatottsaganak és optimizmusanak, lelkesedésének és lelkesitésének koszonhetem, hogy
eredetileg eltokélt szandékom ellenére, hogy klinikus legyek, végiil a kutatdi hivatas mellett
horgonyoztam le. Erika szakmai tudésa, kitartdsa és szorgalma példaképként szolgal,
baritsaga nagy ajandék szamomra. Koszondm Barthd Lordnd Professzornak, intézetiink
vezetdjének, hogy tamogatta oktatd-kutatdé munkamat. Nagyon halas vagyok egykori és
jelenlegi PhD hallgatéimnak, Séandor Katalinnak, Bolcskei Katanak, Elekes Krisztiannak,
Szabo Arpadnak és Borzsei Ritanak, akik az elmult évek soran rengeteget dolgoztak azért,
hogy 1) modelleket, modszereket allitsunk be, minél tobb érdekes eredmény sziilessen, €s egy
jO ,.csapatot” hozzunk létre. Kiilon kdszonet Perkecz Anikonak, akinek kivalo szaktudasa
nélkiil a hisztopatholdgiai vizsgalatok nem valdsulhattak volna meg. Koszondm a kisérletes
munkaban nyujtott nélkiilozhetetlen segitséget Olasz Istvannénak (Csillanak), Gogl
Csabanénak (Katinak) és Zoldhegyi Jozsefnének (Maranak). K6szondm minden tudoményos
diakkoros hallgatomnak, de kiemelten Keszthelyi Danielnek, Borbély Evanak és Markovics
Adriennek szorgalmukat, preciz munkéjukat és azt a sok kisérleti adatot, amit prezentaltak.
Koszonom Németh Jozsefnek a RIA modszerek kifejlesztését, preciz munkdjat és baratsagat.
Koszonet kollégaimnak, Peth6 Gabornak, Szoke Evanak, Sandor Zoltannak, Banvolgyi
Agnesnek, Pozsgai Géabornak, Ban Agnesnek, Omboliné Doérinak, Tékus Valérianak, Toth
Danielnek, Gyulai Katalinnak ¢és Gedeonnak és Géspar Attilanak a sok segitségért és
tamogatasért. Koszondm Kereskai Laszlo és Laszlo Terézia pathologus kollégaknak a
szovettani értékelést, Laszlo Janosnak a magneses térrel kapcsolatos kollaboracidt, Varecza
Zoltannak, Pongracz Juditnak, Molnar F. Tamasnak és Szant6 Zalannak az emberi tiidvel
kapcsolatos vizsgélatokban nyujtott segitségiiket. Koszondm Reglddi Dordnak a sok otleten
¢és kivalo szakmai segitségen tul a lelkesitést és a baratsagat. Koszonom a Farmakologiai és
Farmakoterdpiai Intézet minden dolgozojanak a tdmogatast €s a jo munkahelyi légkor
megteremtését. Végiil, de nem utolsé sorban koszondm Csaladomnak, Férjemnek és
Fiaimnak, Marcinak és Petinek, Sziileimnek, Hugomnak és S6goromnak, hogy szeretetiikkel,

tirelmiikkel, megértésiikkel és biztatasukkal mindig mellettem allnak.
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