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1. AZ ERTEKEZESBEN HASZNALT ROVIDITESEK JEGYZEKE

5HIAA
5HT
ACh
AChE

APN

cAMP

CGRP

CHO

CRF

CSF

DA

EDTA

EP

GABA
Hi-receptor
Hz-receptor

H3-receptor

5-hidroxi-indolecetsav
5-hidroxi-triptamin, szerotonin
acetilkolin
acetilkolin-észteraz
aminopeptidaz N

carotis teruleti keringészavar
ciklikus-adenozin-monofoszfat

calcitonin-gene related peptide, kalcitonin-génhez kapcsolt

fehérje

kinai aranyhorcsog petefészek sejtvonal
corticotropin-releasing factor
cerebrospinalis folyadék, liqour
dopamin

etiléndiamin-tetraecetsav

endopeptidaz

y-amino-vajsav

hisztamin4 receptor

hisztamin, receptor

hisztamins receptor



HA

HNMT

HPA

HPLC

HVA

ICH
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IUPHAR

K27

K203

KIR

LOQ

mRNS

NA
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hisztamin
hisztamin-N-metil-transzferaz

hypothalamic-pituitary-adrenal axis, hypothalamo-hypophisealis

tengely

high performance liquid chromatography, nagy hatékonysagu

folyadékkromatografia

homovanillinsav

International Conference on Harmonization
intrecerebroventrikularis

intredermalis

intraplantaris

intratekalis

International Union of Basic and Clinical Pharmacology
intravénas

1-(4-hidroximino-metil-piridinium)-3-(4-karbamoilpiridinium)

propan dibromid

(E)-1-(4-carbamoylpyridinium)-4-(hydroxyiminomethyl-

pyridinium)-but-2-ene dibromide

kozponti idegrendszer

lacunaris teruleti keringészavar

limit of quantitation, mennyiségi meghatarozas alsé hatara
messenger ribonukleinsav

noradrenalin



NC
NCII
NCl
NK
NOP
NOS

PACAP

PAG
PCA
ppNC
RIA
SP
TFA

TIA
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nociceptin, orphanin FQ, OFQ
nociceptin Il
nociceptin Il
neurokinin
nociceptin/orphanin FQ receptor

Nitric oxide synthase, nitrogén oxid szintaz

Pituitary adenylate cyclase-activating peptide, agyalapi mirigy

adenil ciklaz aktivalé polipeptid
periaqueductalis szlrkeallomany
perklorsav

prepronociceptin (nociceptin prekurzor)
radioimunnoassay

substance P, P anyag

trifluoro-ecetsav

tranziens ischémias attack
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2. IRODALMI ATTEKINTES

A nociceptinerg rendszer felfedezése az 1994-1995-ben kozolt vizsgalatokra
nyulik vissza, melyekben a oJ-opioid receptor klénozasa soran, a homoldgia
vizsgalatok egy olyan uj, opioid-szer( receptor létét igazoltak (Mollereau et al.
1994, Chen et al. 1994), melyhez az ismert opioid receptor ligandok nem koétédtek.
Ez az ,arva”, ,orphan” receptor akkor valt kilondsen érdekessé
farmakoldgiai/élettani szempontbdl, amikor két munkacsoport is, egymastol
fuggetlentl és gyakorlatilag egyidében nociceptin (Meunier et al. 1995) ill.
orphanin FQ (Reinscheid et al. 1995) néven izolalta a receptor endogén
agonistajat. Maga a receptor kezdetben ,opioid- receptor like 17, (ORL1), néven
valt ismertté, de az IUPHAR receptor-nevezeéktani besorolasa szerint 2000 6ta

NOP receptor a neve.

2.1. A NOP receptor

Még 1997-ben kimutatasra kerilt, hogy emberben a NOP receptor génje a 20.
kromoszoma q13.2-13.3 régiojaban talalhato. A NOP a klasszikus opioid
receptorokhoz hasonléan hét transzmembran egységgel rendelkezik és a legujabb
kézleményben (Thompson et al. 2012) kristalyszerkezete is megallapitast nyert.
(1. abra)

11



dc_520 12

1. abra

A NOP receptor szerkezete

(EC-extracellularis membranfelszin, IC-intracellularis membranfelszin, ECL2-a 2.
extracellularis hurok, ICL3 - a 3. intracellularis hurok, C-24 - a dokkolashoz
hasznalt NOP-ligand) (Thompson et al. 2012)

Jellegzetessége, hogy naloxonnal nem antagonizalhaté és a klasszikus p-, k- és
d-opioid-receptorok agonistait gyakorlatilag nem kaéti, hatasat a sejt belseje felé
Gi/Gy fehérje kozvetiti. Aktivacidja gatolja a cAMP felhalmozédast (Reinscheid et
al. 1995) fokozza a foszfolipaz C aktivitast és a mitogén-aktivalta protein kinazt
(New and Wong 2002, Buzas et al. 2002), gatolia a fesziiltségfiiggd Ca?*-
csatornak aktivaciojat (Connor et al. 1996), és fokozza a sejtbe iranyuld K™ aramot
(Nicol et al. 1996).

Elsésorban a "*°I-[Tyr'*INC receptorkétési vizsgalatok alapjan felmeriilt a NOP
receptor két kulonb6z6 konformacios allapotanak, ill. két NOP receptor

létezésének lehetdsége is (Mogil and Pasternak 2001).

A NOP receptorok donté tdobbsége posztszinaptikusan talalhaté, de tdbb
szOvetben is preszinaptikus NOP receptor jelenléte nyert igazolast. (Yamazaki et
al. 2001, Tallent et al. 2001, Hou et al. 2003, Pennock et al. 2012)

12
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A NOP receptor a kdzponti idegrendszerben és a periférias szovetekben egyarant

jellegzetes eloszlast mutat.

Patkanyagy NOP-receptor eloszlasat (Darland et al. 1998) foglalta 6ssze. (2. abra)

OIB E"(IJX I’(T'X I% X STICX

OFQR immunoreactivity

Very Dense Moderate Light
dense density density

2. abra
A NOP receptor el6fordulasa patkany kézponti idegrendszerében (Darland et al.
1998)

(I-VI-kérgi rétegek; ABL-basolateral amygdaloid nucleus; AC-anterior comissure; ACB-nucleus accumbens;
ACE-central amygdaloid nucleus; ACO-cortical amygdaloid nucleus; AD-anterodorsal thalamus; AL-anterior
lobe, pituitary; AMB-nucleus ambiguus; AME-medial amygdaloid nucleus; AON-anterior olfactory nucleus;
ARC-arcuate nucleus, hypothalamus; BST-bed nucleus, stria terminalis; CC-corpus callosum; CE-central
canal; CL-centrolateral thalamus; CM-centromedial thalamus; CPU-caudate putamen; CRB-cerebellum; DG-
dentate gyrus; DH-dorsal horn, spinal cord; DMH-dorsomedial hypothalamus; DPG-deep gray layer, superior
colliculus; DTN-dorsal tegmental area; ENT-entorhinal cortex; EPL-external plexiform layer, olfactory bulb;
FCX-frontal cortex; G-nucleus gelatinosus, thalamus; GL-glomerular layer, olfactory bulb; GP-globus pallidus;
HL-lateral habenula; HM-medial habenula; HPC-hippocampus; IC-inferior colliculus; IGR- intermediate
granular layer, olfactory bulb; IL-intermediate lobe, pituitary; ING-intermediate gray layer, superior colliculus;
IntP-interposed cerebellar nucleus; IP-interpeduncular nucleus; LC-locus coeruleus; LD-laterodorsal thalamus;
LG-lateral geniculate thalamus; LHA-lateral hypothalamic area; LRN-lateral reticular nucleus; LS-lateral
septum; MD-mediodorsal thalamus; ME-median eminence; Med-medial cerebellar nucleus; MG-medial
geniculate thalamus; Mi-mitral cell layer, olfactory bulb; MM-medial mammillary nucleus; MS-medial septum;
MV-medial vestibular nucleus; NDB-nucleus diagonal band; NL-neural lobe, pituitary; NRGC-nucleus
reticularis gigantocellularis; NTS-nucleus tractus solitarii; OB-olfactory bulb; ot-optic tract; OTU-olfactory
tubercle; PAG-periaqueductal gray; PBN-parabrachial nucleus; PCX-parietal cortex; PIR-piriform cortex; PN-
pons; PnR-pontine reticular; PO-posterior nucleus thalami; POA-preoptic area; POR-periolivary region; PrS-
presubiculum; PV-paraventricular thalamus; PVN-paraventricular hypothalamus; RD-dorsal raphe; RE-

reuniens thalami; RM-raphé magnus; RME-maedian raphé; SC-superior colliculus; SCP-superior cerebellar

13
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peduncle; SG-substantia gelatinosa; SNc-substancia nigra, pars compacta; SNr-substantia nigra, pars
reticulata; SNT- sensory trigeminal nucleus; SON-supraoptic nucleus; STCX-striate cortex; STN-spinal
trigeminal nucleus; SUG-superficial gray layer, superior colliculus; TCX-temporal cortex; VH-ventral horn,
spinal cord; VL-ventrolateral thalamus; VM-ventromedial thalamus; VMH-ventromedial hypothalamus; VP-

ventral pallidus; VPL-ventroposterolateral thalamus; VTA-ventral tegmental area; ZI-zona incerta.)

Az emberi agy NOP-receptor eloszlasat (Lohith et al. 2012) legujabb adatai

alapjan a 3. dbra mutatja.

3. abra

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

A NOP receptor a periférias idegrendszerben és kulonb6z& szdvetekben is
kimutatast nyert, igy patkany vesében (Hadrup et al. 2007) gyomorban (Grandi et
al. 2007), vékony-, és vastagbélen, majban, ovariumban, herében (Wei et al.
1999), az epidermisben (Andoh et al. 2004), a lépben, vaszkularis endothél-
sejtekben, valamint a lymphocytakban (Nothacker et al. 1996, Arjomand et al.
2002).

Az emberi periférias szovetekben a NOP receptor slriséget PET moddszerrel

vizsgalva a ""C-NOP-1A beadasa utan eltelt id6 fliggvényében a 4. dbra mutatja.

14
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A NOP receptor aktivalasa rendkivil széleskorli hatasokat eredmeényez; i.c.v.
adva hiperalgéziat, a gerincvel6ben és a periférian fajdalomcsillapitd hatast
kozvetit, modositja a stressz kivaltotta viselkedési mintazatot, bradycardizal,
csOkkenti a vérnyomast, vazodilataciét eredményez, fokozza a diurézist, csokkenti
a natrium-kivalasztast, noveli a hugyhdlyag kapacitasat, gatolja a vizelési reflexet,
gatolja a morfin-, a cocain- és az alkohol-kivaltotta jutalmazé (,rewarding”) hatast,
immundepressziv, gatolja a bronchus-kontrakciot, gatolja a gyomor- béltraktus
motilitasat, fokozza a taplalékfelvételt, gatolja a tanulast és a meméariat valamint az
erektilis funkciot (Lambert 2008, Mustazza and Bastanzio 2011).

2

maj

’ v
» ,hugyhdlyag .

6 min 50 min 102 min
4. abra

Egészséges ember NOP receptor eloszlasa az id6 fuggvényében PET vizsgalatok
alapjan "'C-NOP-1A (NOP receptor antagonista) alkalmazasaval (Lohith et al.
2012)

A NOP receptoron megvalosulé rendkivul sokoldalu hatasok alapjan a NOP
receptor agonistainak, ill. antagonistainak potencialis gyogyszerként az alabbi

terapias felhasznalasai kdrvonalazédnak (5. abra)

15
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2.1.1. A NOP receptor szintetikus peptid és nem-peptid ligandjai

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

A nem-peptid ligandok sokasaga kémiai szerkezetuk szerint a morfinan-vazas, a
4-arylpiperidin, a 3-arylnortropan, a 4-heterociklussal szubsztitualt piperidinek, a 2-
heterociklussal szubsztitualt kinolizidinek, a spiropiperidinek, a spironotropanok, a
4-aminokinolinek, a kinazolinek,a 6-piperazinil-benzimidazolok, a 2-(1,2,4-
oxadiazolil)- indolok, a pyrrolopiridinek csoportjaiba sorolhatok (Mustazza and
Bastanzio 2011).

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

viszketéscsillapitoként szerepel.

16



dc_520 12

Légutak Kozponti idegrendszer
léglti simaizom-tsszehizddés gatidsa fajdalomcsillapités
mechanikus és capsaicin-indukétt anti-opioid (P}'y‘pef?lgézia)
kbhogés gétlasa étvagyszabélyozas
Koéhogéscsillapito anxiolysis
antidepressziv
lokomotor aktivitas
Sziv tanulas és memaria
negativ kronotrop opioid, cocain, alkohol- tolerancia
negativ inotrop Fajdalomcsillapito
Amdgolytikum
Vese Antidepressziv
vizirtés Anorexia‘ellnzas
levde'gte"e"seq Parkinson-kor

S »
Urogenitalis rendszer . Gyomor-béltraktus

a vas deferens gétoja a motitést
Bsszehizddas gatldsa
vizelési reflex gétlasa
Neurogeén holyag Errendszer
"altalénos" vazodilatétor, vérnyoméascsokkenés
Immunrendszer vazodilatétor, javitia a mikrocirkulaciét
immunsefek aktivitasanak gétlésa Szivelégtelenség
Stroke
Magasveérnyomas
Szepszis
5. abra
A NOP receptor agonisték és antagonisték potencialis terapias felhasznalasa
(Lambert 2008)
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2.2. A NOP receptor endogén agonistaja: a nociceptin

A NOP receptor felismerése utan azonnal hatalmas erbkkel indult meg az uj
receptor és endogén agonistajanak (nociceptin, NC, orphaninFQ) kutatasa, igy az
els6, 1997-ben megjelent 6sszefoglald kdzlemény (Meunier 1997) mar tobb mint
200 publikacié alapjan szlletett. Jelenleg csak a PubMed adatbazis szerint tobb

mint 1530 kézlemény foglalkozik a nociceptinerg rendszerrel.

A 17 amindsavbdl allé nociceptin a klasszikus opioid peptidektdél abban mutat
alapvet6 kulonbozdséget, hogy az N-terminalis elsé négy amindsavja kozul (a
message domain) az els6 amindésav nem tiramin, hanem fenilalanin, ami a
receptor-kotédés és az élettani hatasok szempontjabél meghatarozé jelentéségi
(6. abra).

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

aktiv szekvenciakat (nocistatin, NCII és NCIII) is tartalmaz (7. abra).

Orphanin FQ -FGGIFTGARR"SAR'KLANQ
Dynorphin A - YIGIGYF|L R R I PKL\E'WDN'Q
o-Endorphin -YGGFMTSEKISQTPLVT
Dynorphin B - YIGIGIFIL R RQFKVVT
Leu-enkephalin - Y |GIG|F|L
Endomorphin 1 - YPW|F
Endomorphin 2 - Y P F|F

6. abra

A nociceptin/orphaninFQ és a klasszikus opioid peptidek amindsav-szekvenciaja
(Darland 1998)
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szignal peptid
MKVLLCDLLLLSLESSVFSSCQRDCLTCQEKLHPALDSFDLEV
CILECEEKVFPSPLWTPCTKVMARSSWQLPAAPEHVAALYQ

PRASEMQHLRRMPRVRSLFQEQEEPEPGMEEAGEMEQKQLKR

Nociceptin NCII NCIII
FEERICARKSARKIANG < RFSEFMRQYLVLSMQSSQRRRTLHQNGNYV 176 AA
7. abra

A prepronociceptin (ppNC) szerkezete és a bioldgiai aktivitassal rendelkezé

szekvenciai (Salvadori et al. 1999)

(G-glicin, A-alanin, V-valin, L-leucin, I-izoleucin, P-prolin, F-fenilalanin, Y-tirozin,
W-triptofan, S-szerin, T-treonin, C-cisztein, M-metionin, N-aszpargin, Q-glutamin,

D-aszpartat, E-glutamat, K-lizin, R-arginin, H-hisztidin).

Az ivarérett patkany agyaban a ppNC mRNS és NC mRNS eloszlasat a 8. abra
mutatja. In situ hibridizaciés modszerrel vizsgalva kimutatast nyert, hogy mind a
ppNC mind a NC a gesztacios peridodus korai szakaszatdl megjelenik az agyban
és kuléndsen kifejezett a fajdalom-érzéssel, ill. a stressz-reakciokkal kapcsolatos

agytertleteken (Neal et al. 2001).
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| pPOFQ mRNA
| Very Dense Movderate Light
@ diense ﬁ density density
| OFQR mRNA

Very Dense Moderate Light
| dense density density

8. abra
A prepronociceptin (ppOFQ) és a nociceptin (OFQ) eléfordulasa patkany kdzponti

idegrendszerében (Darland et al. 1998)

(I-VI-kérgi rétegek; ABL-basolateral amygdaloid nucleus; AC-anterior comissure; ACB-nucleus accumbens;
ACE-central amygdaloid nucleus; ACO-cortical amygdaloid nucleus; AD-anterodorsal thalamus; AL-anterior
lobe, pituitary; AMB-nucleus ambiguus; AME-medial amygdaloid nucleus; AON-anterior olfactory nucleus;
ARC-arcuate nucleus, hypothalamus; BST-bed nucleus, stria terminalis; CC-corpus callosum; CE-central
canal; CL-centrolateral thalamus; CM-centromedial thalamus; CPU-caudate putamen; CRB-cerebellum; DG-
dentate gyrus; DH-dorsal horn, spinal cord; DMH-dorsomedial hypothalamus; DPG-deep gray layer, superior
colliculus; DTN-dorsal tegmental area; ENT-entorhinal cortex; EPL-external plexiform layer, olfactory bulb;
FCX-frontal cortex; G-nucleus gelatinosus, thalamus; GL-glomerular layer, olfactory bulb; GP-globus pallidus;
HL-lateral habenula; HM-medial habenula; HPC-hippocampus; IC-inferior colliculus; IGR- intermediate
granular layer, olfactory bulb; IL-intermediate lobe, pituitary; ING-intermediate gray layer, superior colliculus;
IntP-interposed cerebellar nucleus; IP-interpeduncular nucleus; LC-locus coeruleus; LD-laterodorsal thalamus;
LG-lateral geniculate thalamus; LHA-lateral hypothalamic area; LRN-lateral reticular nucleus; LS-lateral
septum; MD-mediodorsal thalamus; ME-median eminence; Med-medial cerebellar nucleus; MG-medial
geniculate thalamus; Mi-mitral cell layer, olfactory bulb; MM-medial mammillary nucleus; MS-medial septum;
MV-medial vestibular nucleus; NDB-nucleus diagonal band; NL-neural lobe, pituitary; NRGC-nucleus
reticularis gigantocellularis; NTS-nucleus tractus solitarii; OB-olfactory bulb; ot-optic tract; OTU-olfactory
tubercle; PAG-periaqueductal gray; PBN-parabrachial nucleus; PCX-parietal cortex; PIR-piriform cortex; PN-
pons; PnR-pontine reticular; PO-posterior nucleus thalami; POA-preoptic area; POR-periolivary region; PrS-
presubiculum; PV-paraventricular thalamus; PVN-paraventricular hypothalamus; RD-dorsal raphe; RE-
reuniens thalami; RM-raphé magnus; RME-maedian raphé; SC-superior colliculus; SCP-superior cerebellar
peduncle; SG-substantia gelatinosa; SNc-substancia nigra, pars compacta; SNr-substantia nigra, pars
reticulata; SNT- sensory trigeminal nucleus; SON-supraoptic nucleus; STCX-striate cortex; STN-spinal
trigeminal nucleus; SUG-superficial gray layer, superior colliculus; TCX-temporal cortex; VH-ventral horn,
spinal cord; VL-ventrolateral thalamus; VM-ventromedial thalamus; VMH-ventromedial hypothalamus; VP-

ventral pallidus; VPL-ventroposterolateral thalamus; VTA-ventral tegmental area; ZI-zona incerta.)
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A feln6tt emberi agy egyes terlleteinek nociceptin-szintjeit (Witta et al. 2004)
kvantitative is meghatarozta. A ppNC, a NC és receptoranak megjelenését a
fejl6dé emberi agyban a 16. gesztacios héten mar igen kifejezettnek talaltak (Neal
et al. 2001).

2.2.1. A nociceptin metabolizmusa

A nociceptin metabolikus inaktivaciojaért két cink-metallopeptidaz, a membran-
kotott aminopeptidaz-N (APN) és a féként a citoszolban elhelyezkedd, a
nociceptinre specifikus, endopeptidaz 24.15 (EP24.15) enzim a felel6és. A
heptadekapeptid nociceptint az APN, ill. az EP 24.15 négy kritikus helyen hasitja a
Phe'-Gly?, Ala’-Arg®, Ala'-Arg'?, és Arg'*-Lys™ kotéseknél (9. abra). Az igy
keletkezett metabolitok inaktivak a NOP receptoron, mert a NOP aktivalasahoz

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

FGGFTGARK + SARK

T EP?

FGGFTGARKSARK + LANQ

T EP?

FGGFTGARKSARKLANQ
(nociceptin)

APN / \ EP24.15

F+GGFTGARKSARKLANQ FGGFTGARKSAR+KLANQ
FGGFTGARKSA+RKLANQ
FGGFTGA+RKSARKLANQ

9. abra

A nociceptin inaktivaciojat az aminopeptidaz-N (ANP) és az endopeptidaz 24.15
(EP24.15) végzi (Salvadori et al. 1999)
(EP?=nem azonositott endopeptidaz,G-glicin, A-alanin, L-leucin, F-fenilalanin, S-

szerin, T-treonin, N-aszpargin, Q-glutamin, K-lizin, R-arginin)

21



dc_520 12

2.3. A prepronociceptin egyéb biolégiai aktivitasu szekvenciai:

a nocistatin, a NCIl és a NCIILI.

2.3.1. A nocistatin

A ppNC bPNP3 szekvenciajanak bioldgiai aktivitadsat, a kilonbdzé allatfajokban
fellelheté szerkezetét és a nociceptin-kivaltotta hyperalgéziat és allodyniat gatlo
hatasat elséként (Okuda-Ashitaka et al. 1998) irtak le. A ppNC-b6l a prohormon-
konvertaz Il hatasara keletkez6 nocistatin szamos hatasaban a nociceptin
funkcionalis antagonistajaként viselkedik (Mogil and Pasternak 2001, Chen et al.
2010). Bizonyitast nyert, hogy a nocistatin-hatasért a kulonb6z6 allatfajokban és
emberben is a konzervativ C-terminalis a felelés (Crescenzi et al. 2000), de
szerepének feltarasat nagyban gatolja, hogy receptora a mai napig sem ismert
(Johnson and Connor 2007). A legujabb kozlések szerint a NIPSNAP1 fehérjéhez
kotédik nagy affinitassal és specifikusan (Okuda-Ashitaka et al. 2012). A nocistatin
(NS) 6nallo, Gio-fehérje kotott receptoranak létét in vitro (Zeilhofer et al. 2000) és
in vivo (Inoue et al. 2003) vizsgalatok vetették fel. A nocistatin jelenlétét az emberi
agyban és liquorban (Lee et al. 1999) bizonyitotta, a felnétt emberi agyban
megtalalhato két formajanak (NST-17 és NST-30) felismerése (Joseph et al. 2006)

nevéhez fliz6dik.

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

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

Molekularis hatasmaodjara vonatkozoan az els6 adatok azt bizonyitottak, hogy Gio
fehérje-kapcsolt utvonalon gatolja a szerotonin felszabadulast egér neocortex

preparatumon (Fantin et al. 2007). A legujabb adatok szerint (a nociceptinnel
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ellentétben) depolarizalja a centralis amygdala-PAG dtvonal neuronjait megnyitva

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

2.3.2. A NCII és NCIIl

A NCIl a ppNC-ban talalhaté heptadekapeptid (FSEFMRQYLVLSMQSSQ)
szekvencia, mely ragcsalokban és emberben azonos. Szerkezetét (Amodeo et al.
2000) vizsgalta és hatékony fajdalomcsillapitonak talaltak. Mas vizsgalatok szerint
fajdalomcsillapité hatasara vonatkozé adatok ellentmondasosak (Mogil and
Pasternak 2001). A NCIII a NCII-Arg-Arg-Arg szerkezettel rendelkezik. A vegyulet
nem kotddik a NOP receptorhoz és bioldgiai hatasaval kevés vizsgalat foglalkozott
idaig (Florin et al. 1999).

24. A nociceptinerg rendszer és a biogénamin

neurotranszmisszio kapcsolata

2.4.1. A nociceptin és a hisztamin

A nociceptin-hatasok vizsgalatanak kezdeti id6szakaban az exogén nociceptinnek
a klasszikus opioidokkal azonos, ill. kilonb6zé hatasait igyekeztek feltarni. A
vizsgalatok tervezését jelentésen hatraltatta, hogy az endogén nociceptin-szintek
nem voltak ismertek. Bizonyitast nyert, hogy a morfinnal ellentétben a NC
dozisfuggden és reverzibilisen (posztszinaptikus NOP receptoron keresztul)
hiperpolarizalva a patkany tuberomamillaris neuronjait (mely terllet a hisztamin-
szintézis kizarolagos helye az agyban) gatolja a hisztamin-felszabadulast. A
nociceptin  gatolja az opioid-kivaltotta hisztamin-felszabadulast, mely a

fajdalomcsillapité hatasaban fontos elem (Eriksson et al. 2000).

A nociceptin NOP receptoron keresztlil gatolja a hizésejt degranulalé peptid-
(MCDP), és a bradykinin- kivaltotta plazma extravazaciot, de nincs hatassal se a
szerotoninnal se a hisztaminnal kivaltott plazma extravazaciora (Nemeth et al.

1998, Moriyama et al. 2009). Az intradermalisan alkalmazott NC érpermeabilitast
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fokozé hatasu, fokozza a gyulladasos reakcidkat a hizdsejtekbél felszabaditott
hisztamin révén (Kimura et al. 2000). Az akut gyulladas helyén megemelkedd
nociceptin szint feltételezhetéen a leukocitdkbol szarmazik. A NC neurogén
gyulladast csokkenté hatasa a szenzoros idegvégzédésekbél a SP és a CGRP

felszabadulasanak gatlasaval magyarazhato (Helyes et al. 1997).

A NC vérnyomascsokkenést és értagulatot okozo hatasat (Brookes et al. 2007) in
vivo kisérletekben a hizdsejtekbdl felszabaduld hisztamin hatasaval magyarazzak
és a NC-NOP rendszert a gyulladasos mikrocirkulacié fontos szabalyozojanak
tartjak.

Az it. adott NC jellegzetes nociceptiv viselkedés-mintazatot (harapdalas,
nyaldosas) okoz, melyet a GABAA és a GABAg receptor agonistak gatolnak, mely
a nociceptinerg és a GABA-erg rendszer kapcsolatara utal. Az adatok azt
mutatjak, hogy a NOP receptoron megvaldsuld NC hatas a hisztaminerg neuronok
dezinhibici¢jat, azaz hisztamin-kiaramlas fokozodast erdeményez, ami a SP-t
tartalmazoé gerincvel6i neuronokon a H4 receptorok aktivalasat idézi el6 (Sakurada
et al. 2004).

2.4.2. A nociceptin és a szerotonin

A raphe magvak, melyekben a kdézponti idegrendszeri szerotonin szintézis folyik,
rendkivul gazdagok NOP receptorban és a nociceptint is nagy mennyiségben
tartalmazzak. E terlleteken a NC a K'-aram fokozasan keresztll gatolja a
neuronalis aktivitast (Montiel et al. 1997). A nucleus raphe magnus magas NC
koncentracidja arra enged kovetkeztetni, hogy a szerotonerg rendszerre hatva a

fajdalomérzés supraspinalis kontrolljaban jatszik fontos szerepet.

Patkany nucleus raphe dorsalisban és nucleus accumbensben a nociceptin
dozisfuggden gatolja a szerotonin effluxot, mely a NOP receptor antagonista
[Nphe'Inociceptin(1-13)NH, -nel gatolhaté (Tao et al. 2007).

A nociceptin patkany cortex-ben is a NOP receptor izgatasaval gatolja az

elektromos ingerléssel kivaltott szerotonin felszabadulast (Siniscalchi et al. 1999).
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Patkany cortex szinaptoszoma szuperfuzatumon nyert igazolast, hogy a NC NOP
receptoron hatva gatolja mind a spontan mind a K*-kivaltotta szerotonin effluxot
(Sbrenna et al. 2000), mely hatassal sem a szelektiv &- receptor agonista
deltorphin | sem a szelektiv p-receptor agonista endomorfin | nem rendelkezik. Az
adatok azt bizonyitjak, hogy a NC a preszinaptikus NOP receptor aktivacio révén a
kozponti idegrendszeri szerotonerg funkcidk egyik legfontosabb modulatora
(Sbrenna et al. 2000).

A PAG-bdl  indulé gerincvel6i leszalld fajdalom-palya mikodésében a
szerotoninnak fontos szerepe van (Furst 1999). A PAG ventrolateralis részébe
injektalt NC igen erésen gatolja a szerotoninon kivil a noradrenalin és a GABA
felszabadulasat is, mig a glutamat felszabadulasat serkenti a gerincvel6 hatsé
szarvaban. Nociceptin hatasara a fajdalom-palya kituntetett szerepl nucl. raphe
magnus-aban szintén erésen gatolt a szerotonin és a noradrenalin-felszabadulas,
de érdekes moédon a GABA felszabadulas fokozodasat és a glutamat-
felszabadulas gatlasat lehetett tapasztalni. A szintén kitintetett szerepl nucl.
reticularis gigantocellularis-ban a szerotonin- és a glutamin- felszabadulas
fokozédasa és a noradrenalin- valamint a GABA-felszabadulas gatlasa alakult ki.
Az adatok tovabbi bizonyitékat adjak a nocicetinerg rendszer szerepének a

fajdalomérzés szabalyozasaban (Lu et al. 2010).

A i.c.v. adott NC funkciondlis szerepét igazoltak egerek felderit§ (exploratory)
viselkedésében ,hole-board” teszten végzett kisérletekben. Kimutattak, hogy a kis
ddzisu nociceptin anxiolitikus hatasu, mig nagy doézis anxiogén. Nocistatin
elbkezelés szignifikansan csokkentette a NC hatasat, de onmagaban nem
befolyasolta a felderit6 viselkedést. Az anxiolitikus dozisu NC a hippocampusban
fokozta a szerotonin turnovert, mig az anxiogén dozis csokkentette a szerotonin-

turnovert az amygdalaban (Kamei et al. 2004).

Stressz-hatasnak kitett patkanyokban a NC szerotonin-felszabadulasra gyakorolt
gatldé hatasa méginkabb kifejezett, melyet sem az antalarmin sem a bicucullin nem
befolyasol. Az adatok felvetik a stressz-kivaltotta kérképekben a NOP-receptoron

hato vagyuletek potencialis terapias alkalmazhatosagat (Nazzaro et al. 2009).
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Az agykérgi preszinaptikus NOP receptor kozvetitette S5HT felszabadulasgatlo
hatas egérben jelentésebb mértékl, mint patkanyokban, ami az egyes allatfajokon
mért adatok dsszehasonlithatésaganak korlataira hivjak fel a figyelmet (Sbrenna
et al. 2000, Mela et al. 2004).

Human neocorticalis agyszeleteken a nociceptin mar igen alacsony
koncentracioban gatolja a szerotonin felszabadulast, amit a NOP receptor
antagonista J-113397 el6kezelés gatolni képes (Berger et al. 2006).

A bemutatott adatok egyértelmlen igazoljak, hogy a nociceptin a szerotonin-
felszabadulas egyik legfontosabb preszinaptikus modulatora és arra engednek
kovetkeztetni, hogy a nociceptinerg rendszernek fontos szerepe van a kdzponti

idegrendszeri szerotonin-medialt biologiai funkciok szabalyozasaban.

2.4.3. A nociceptin és a dopamin

A NOP receptor jelentés mértékli expresszalodasa a patkany és az emberi
substantia nigra-ban és a ventralis tegmentalis areaban arra utal, hogy a
nociceptinerg rendszer hatassal lehet a mozgas-koordinacid, a motivacié, a
hangulat és a gondolkodas dopaminerg szabalyozasara (Maidment et al. 2002,
Norton et al. 2002).

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

dopaminerg neuronokban van (Norton et al. 2002).

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

Erdekes mddon DA-transportert expresszalé CHO sejteken és patkany striatum
szinaptoszoma preparatumon a NC-t hatékony DA-visszavétel-gatlonak talaltak.

Miutan a NC a GABA-transzportert is gatolta in vitro kisérletekben, feltételezhetd,
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hogy a NC kozvetett és kozvetlen hatassal egyarant képes a dopaminerg
neurotranszmissziot befolyasolni (Liu et al. 2001). Ugyanakkor patkany kozépagyi
primér dopaminerg sejtkulturan a nociceptin hatékonyan és dézisfluggben gatolja a
dopamin és a GABA- felszabadulast, de a glutamaterg transzmissziéra nincs
hatassal (Murphy et al. 2004).

A NOP receptor szelektiv peptid (UFP-101) és nem-peptid (J-113397) antagonistai
serkent6leg hatnak a nigrostriatalis dopaminerg transzmissziora és a motoros
funkciokra (Calo et al. 2002), és gatoljak a substantia nigra pars reticulataban a
glutamat felszabadulast. A NOP receptor antagonistdk a Parkinson Kkor
kezelésében Uj gyogyszer-targetként szerepelnek (Marti et al. 2005, Marti et al.
2010).

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

2.4.4. A nociceptin és a noradrenalin

A nociceptinerg és a noradrenerg rendszer kapcsolata a nociceptinnek a
fajdalomérzést, a szorongast, a félelem-érzést, a stressz-tlirést, a tanulast és a
memoriat valamint az opioid dependenciat és toleranciat befolyasolé hatasa
alapjan mar a nociceptin-kutatas kezdeti id6szakaban felmerult (Mogil and
Pasternak 2001).

Az els6 kozlések patkany, egér és tengerimalac agykéreg-szelet szuperfuzids
kisérletekben a kozponti idegrendszeri (Schlicker et al. 1998), patkanyfarok-
artérian pedig perférias szovetben (Bucher 1998) meger6sitették, hogy a
nociceptin a preszinaptikusan/prejunkcionalisan elhelyezkedé NOP receptor

izgatasaval kozvetett mdédon, az ap-adrenoreceptorok izgatasat valtja ki, mely
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kovetkezményesen és dozisfiggbéen gatolja a noradrenalin felszabadulast. A
hatas ujszulott patkanyokban is megfigyelheté (Siniscalchi et al. 2002). Emberi
neocortex [*H]-noradrenalin-felszabadulasat vizsgalva (Rominger et al. 2002)

hasonl6 eredményt kaptak.

A szelektiv. NOP receptor antagonista J-113397 csokkenti a nociceptin
noradrenalin felszabadulast gatlé hatasat, ezért feltételezték, hogy a NOP
antagonistakat a drogfugg6ség kezelésére alkalmas vegyuletekként érdemes
fejleszteni (Ciccocioppo et al. 2000, Ueda et al. 2000, Koob 2008).

Az amygdala basolateralis magvaiban, éber patkanyokon, mikrodializis
kisérletekben a nociceptin gatolja a noradrenalin felszabadulast, de a kompetitiv
NOP -antagonista J-113397 ©Onmagaban is mintegy kétszeresére emeli a
noradrenalin-szintet. A basalis noradrenerg neuronok feltételezhetéen az endogén
nociceptinnek NOP receptoron kifejtett, gatlé hatasa alatt allnak, mert a J-113397
noradrenalin felszabadulast fokozé hatasat a nociceptin képes meggatolni
(Kawahara et al. 2004).

Az amygdala basolateralis complexében, mely kituntetett szerepl az érzelemmel
motivalt tanulasi és memoaria-funkciéban, a nociceptin a noradrenerg rendszeren

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

A nociceptin sziv- és ér-hatasait, az adrenerg rendszerrel valé egyutthatasat a

periférian elséként (Malinowska et al. 2002) foglalta 6ssze (10. abra).

A NC az artériakon és a vénakon egyarant hatékony értagité és jelentbs
bradycardizalé hatasu (Abdelrahman and Pang 2002). A legujabb vizsgalatok a
NC bradycardizalé hatasaban a ggl. stellatum Ca**-csatornainak gatlasat fontos
tényezének talaltak, mely a GB2 and G4 fehérjéken valésul meg (Mahmoud et al.
2012).

Kimutatast nyert, hogy a periférias nociceptin és a periférias noradrenalin-szint
kOzott negativ korrelacio van, a NC hatékony értagitdé hatasa a periférias
noradrenalin-szint csOkkenését okozza (Hashiba et al. 2003). Egészséges
feln6ttekben terhelés hatasara a periférias nociceptin-szint emelkedés mértéke az

adrenerg tonus nagysagatol fligg (Fontana et al. 2010).
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A NOP agonista ZP 120 mint hatékony értagitd és natrium-sporolé aquaretikus
diuretikum (Simonsen et al. 2008) a fokozott adrenerg tonussal jard
kardiovaszkularis korképekben klinikai vizsgalat alatt all (Mustazza and Bastanzio
2011).

Beerkezo impulzusok:
baroreceptorok
kemoreceptorok
Bezold-Jarisch reflex
Breuer-Hering reflex

NN *
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Medulla 7 " .. . S ,r
oblongata N.vagus - e
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Szimpatikus idegek X S 3 )5 3

II

Ganglion

Rezisztencia erek

10. abra

A NOP receptor szerepe a kardiovaszkularis rendszer szabalyozasaban

(az izgatdé neuronok folyamatos vonallal, a gatlé hatasok szaggatott vonallal
vannak jelolve, CVLM: caudalis ventrolateralis medulla, Namb: nucl. ambiguus,
NTS nucl. tractus solitarii, PVN: nucl.paraventricularis, RVLM: rostralis

ventrolateralis medulla) (Malinowska et al. 2002)
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3. CELKITUZESEK

Vizsgalatainkat a nociceptin-kutatasnak abban a kezdeti id6északaban inditottuk,
amikor a nociceptinerg rendszer élettani/farmakologiai szerepérdl kevés adat allt

rendelkezésre, ill. klinikai jelentésége még nem korvonalazédott.

Célul tiztiik ki:

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

periférias nociceptin-szint elvaltozasoknak

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

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

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

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

1.5 Vizsgalni kivantuk, hogy akut ischémias stroke valamint kronikus
ischémias kardio-vaszkularis korképekben valtozik-e a periférias
nociceptinerg anyagcsere

2. Annak vizsgalatat, hogy a streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetes,
mint neuropathias fajdalom-modell hatassal van-e a k6zponti
idegrendszeri, ill. a periférias nociceptinerg valamint a nocistatin
anyagcsereére

3. Annak allatkisérletes vizsgalatat, hogy a kézponti idegrendszeri
nociceptinerg és hisztaminerg anyagcsere kapcsolatban all- e

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

5. Annak allatkisérletes vizsgalatat, hogy az acetilkolieszteraz reaktivator
K27 és K203 hatassal van-e a ké6zponti idegrendszeri szerotonin, ill.
dopamin anyagcserére
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4. ANYAGOK ES MODSZEREK

41 Allatmodellek

Vizsgalatainkat Wistar (Charles River, Budapest, ill. Toxicoop, Budapest)
patkanyokon végeztik. Az allatok standard koérlulmények koézott tartottuk (ad
libitum viz és tap, normal 12 6ras fény-sotét ciklus). A mintakat éter narkozis
alkalmazasa mellett (az allatvédelmi szabalyok betartasaval,
engedélyszam:1806/007/2004), a belsé szemzugon at elvéreztettik és a foramen
occipitale magnum-on at vettuk a liquort. Az agyrészleteket jéghideg aluminium

lapon preparaltuk (Glowinski and Iversen 1966) mddszere szerint.

A kalium-etiléndiamin-tetraecetsavval (K>-EDTA) alvadasgatolt vérhez (4-8ml)
azonnal 0,6 TIU/ml aprotinint (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag) adtunk
proteaz inhibitorként. A vért 1600 g-n, 15 percig, 4°C-on centrifugaltuk (Janetzky-
K70, Berlin, Németorszag) és a plazmat mintavételi csdvekbe gydjtéttik. A liquor
mintakat (90-170pl) kozvetlenul alkalmaztuk a mérésekhez. A mintakat a

felhasznalasig -80°C-on taroltuk.

4.1.1 Krénikus diabetes, mint neuropathias fajdalom-modell

A streptozotocinnal kivaltott kronikus diabetes-t a neuropathias fajdalom
metabolikus modelljeként (Courteix et al. 1993) vezette be. A vizsgalatban 180-
220 g sulyu him Wistar patkanyokat hasznaltunk. A diabetest a pentobarbitallal
(50mgl/ttkg i.p.) altatott allatok (n=50) vena femoralisaba adott streptozotocinnal
(60mg/ttkg, 0,1mI/100g) indukaltuk. A kontroll csoportba tartozé allatok (n=35)
fiziologias sooldatot kaptak. A diabetes indukcidja utan, hetenként ellendriztik a
testtomeg és a vércukorszint alakulasat. A vércukor-szintet GOD-POD (Reanal
Diagnosztika) spektrofotometrias moddszerrel mértik (Hitachi U-200, Tokyo,
Japan). Azokat az allatokat tekintettliik diabéteszeseknek, melyek vércukorszintje

a normal vércukorszintnek legalabb a haromszorosara emelkedett (>18 mmol/l).
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A diabétesz kialakulasa utan 2, 4, 8, 12 és 16 héttel az allatok egy-egy
csoportjabdl (n=7) vér- és liquor- mintat vettink, melyeket a tovabbi feldolgozasig -
80°C-on taroltunk.

4.1.2 Exogén nociceptin hatasanak vizsgalata a hisztamin és a

szerotonin anyagcserére

Vizsgalatainkat 170-230 g testtomegl him patkanyokon végeztik. A nociceptint
(Bachem, Bubendorf, Svajc) 5,5 nmol/allat, a substance P-t (SP) (Bachem,
Bubendorf, Svajc) 50 nmol/allat, a Compound 48/80-at (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA) 100 ug/kg és a cromolynt (Orion, Espoo, Finnorszag) 1mg/kg ddzisban
adtuk. A vegyuletek mindegyikét fiziologias sooldatban ex tempore oldva, i.c.v., 20
ul térfogatban alkalmaztuk. A kontroll csoport azonos térfogatu, oldészert kapott.
Vér- és liquor mintat vettink 1 6raval a Compound 48/80 kezelés és 2 oéraval a
nociceptin, valamint a SP kezelést kdvetéen. A kombinalt kezelések alkalmaval a

cromolyn-t 30 perccel a Compound 48/80 el6tt adtuk.

4.2 Betegcsoportok

A vérmintakat a konyokveénabdl reggel 8.00 és 10.00 6ra kozoétt, éhgyomorra
vettuk Ky-EDTA-val alvadasgatolt vacutainer-be, melyhez azonnal aprotinin
proteazgatidét adtunk (Calbiochem, Darmstadt, Németorszag; 0,6 TIU/ml vér). A
plazmat 1600 x g, 4°C, 15 perces centrifugalassal (Janetzky K70, Lipcse,

Németorszag) nyertiik és a mintakat -80°C-on taroltuk a mérés megkezdéséig.

4.2.1 Kiilbnb6z6 etiolégiaju kronikus majbetegségben szenvedbk

A Semmelweis Egyetem |.sz Belgydgyaszati Klinika Hepatoldgiai Osztalyanak
vezetbjével, Prof. dr. Szalay Ferenccel alakitottunk ki egyuttmikodést és
vizsgaltuk a klinikailag jol definialt betegcsoportokban a plazma nociceptin-szintjét.
A vizsgalatokat a helyi Etikai Bizottsag engedélye birtokaban végeztik és a

vérmintak vételének céljardl a vizsgalati személyeket irasban tajékoztattuk.
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4211 Wilson-kéros betegek

A vizsgalatban 21 Wilson-beteg vett részt, akik a betegség standard terapiajaként
D-penicillamin kezelésben részesultek a megfeleld diétaval kiegészitve. A klinikai
tineteken, a laboratériumi valamint a genetikai vizsgalatokon alapulé diagnézis
megallapitasa és a szérum ceuroloplazmin-vizsgalatok az |.sz. Belgydgyaszati
Klinikan torténtek. Véradok, ill. a betegek egészséges rokonai alkottak a 25 f6bél
allo kontrol csoportot. A vizsgalatban részvevd személyek klinikai jellemzéit az 1.

Tablazatban foglaltuk dssze:

1. Tablazat A Wilson korban szenvedd betegek klinikai jellemzéi

Egészseéges kontroll személyek | Wilson-betegek

Személyek szama 25 (11 n6, 14 ferfi) 21 (8 nd, 13 ferfi)

Atlagos életkor (év+SD) | 36+ 14 32+ 13

D-penicillamin-terapia

idStartama (hénap+SD) | 110,7+163,6
Neuroldgiai tunetek - 6
Pszichiatriai tinetek és | 3
viselkedészavar

Kayser-Fleischer gytrd | --- 12

Koéros majfunkcid - 12
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4.21.2 Primer biliaris cirrhosisban szenvedoék

A vizsgalatban 24 primer biliaris cirrhosis (PBC) diagndzissal kezelt n6beteg vett
részt (életkoruk 45-67 év kozott, Ludwig (Ludwig et al. 1978) szerinti klinikai
stadiumbeosztas: 10 f6 PBC Il, 8 f6 PBC Ill, 6 f6 PBC 1V), akik a betegség
ideje 131,3 =+ 91,0 hdénap). Mindegyikik AMA M2 pozitivitast mutatott és a
diagnodzis Kklinikai, laboratériumi és hisztoldgiai vizsgalatok alapjan kerult
megallapitasra. Hat betegnél majbiopszia is tortént, mely a cirrhosis tényét

igazolta és fokat szdvettani vizsgalat allapitotta meg.

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

4.21.3 Hepatocellularis carcinomaban szenvedék

A vizsgalatban 18 els6dleges hepatocellularis carcinomas (HCC) beteg (13 ferfi, 5
nd, atlagos életkoruk 63,8 +13,6 év) vett részt. A diagnozis klinikai, laboratériumi,
US, CT, MRI vizsgalatok valamint vékonytli aspiraciés cytolégiai és hisztologiai
vizsgalatok alapjan kerilt megallapitasra. A szérum alfa-fétoprotein (AFP) értékek
11 esetben voltak klinikailag szignifikansan emelkedettek. A daganat atmérék 2,5
és 12 cm tartomanyba estek, metasztazis nem volt megallapithat6.12 beteg
idészakosan nem-opiat tipusu fajdalomcsillapitot szedett, 6 fének nem voltak

fajdalmai.

A kontroll csoportba 29 egészséges személyt soroltunk, akik véradok, ill. az
egeészségugyi személyzet tagjai voltak.

4.2.2 Elsédleges fejfajasban szenvedbk

A Semmelweis Egyetem Neuroldgiai Klinikajaval (dr. Ertsey Csaba) alakitottunk ki

egyuttmikodést és vizsgaltuk a klinikailag jol definialt els6dleges fejfajas-betegek

plazma nociceptin-szintjét. A vizsgalatokat a helyi Etikai Bizottsag engedélye
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alapjan veégeztuk és a vizsgalt személyektdl irasos beleegyezd nyilatkozatot

kaptunk.

4.2.2.1 Migrénes betegek

A vizsgalatban 18 migrén-beteg vett részt, akik a migrén roham-terapiajara
alkalmazott gyogyszereken kivul mas gyogyszeres kezelésben nem részesultek. A
vérmintakat fejfajas-mentes id6szakban vettuk. Hat beteg esetében a migrén

roham elsé 6rajaban is modunk volt vérmintat kapni.
Kontroll csoportként 24 egészséges személy szolgalt.

A vizsgalt személyek klinikai adatait a 2. Tablazatban foglaltuk 6ssze

4.2.2.2 Cluster-fejfajasos betegek

A vizsgalatban 14 cluster-fejfajasos beteg vett részt (3 n6 és 11 férfi, atlagos
életkoruk 49,1+ 154 év). Betegséguk id6tartama 13,2+ 10,6 év volt. Nem
szerepeltek a csoportban olyan személyek, akik profilaktikus terapiaban vagy

egyeb betegséguk miatt barmely gydgyszeres kezelésben részestiltek.

Kontrollként életkor és nem szerint illesztett 22 személybdl allé csoport szolgalt.
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2. Tablazat A migrénes betegek klinikai adatai
Migrénes betegek Egészséges
kontroll
fejfajas-mentes peridédus roham alatt
Személyek szama 18 (13 n6, 5 férfi) 6 (5 né, 24 (13 n6,
1 férfi) 11 férfi)
Atlagos életkor (év+SD) 35,4+14,7 34,2+17,8 | 36,6+13,8
A betegség fennallasanak | 15,4+15,3 16,8+19,1 | ---
id6tartama (évxSD)
Az utolso fejfajas-roham 6ta| 72,15+42,4 - ---
eltelt id6 (6ratSD)
A vérvétel utani roham 56,9+40,3 --- -
kezdetéig eltelt id6
(6raxSD)
A vérvétel idején fennall6 | --- 2,08+£0,74 | ---
roham kezdete (6ratSD)
A roham havi gyakorisaga | 3,56+2,14 4,7£1,86 | --
(xSD)
A kezeletlen roham atlagos | 28,62+13,96 28,4+12,5 | ---

idétartama (6ra+SD)
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4.2.3 Kardio-vaszkularis korképekben szenvedé betegek

4.2.3.1 Akut ischémias stroke-betegek

A Févarosi Onkormanyzat Szent Janos Korhaz Neuroldgiai Osztaly és Stroke
Centrum vezetdjével, dr. Folyovich Andrassal alakitottunk ki egyuttm(kdodést és
vizsgaltuk 32 ischémias stroke-betegek plazma nociceptin és szerotonin valamint
S5HIAA szintjét a kérhaz Etikai Bizottsaganak engedélye alapjan. A vénas vért a
korhazba érkezés utani 6 6ran belll gydjtottuk.

A stroke-ot képalkoté vizsgalattal kimutatott relevans eltérés igazolta, a TIA

diagndzisa a klinikai kritériumrendszer alapjan kerult megallapitasra.

A vizsgalt személyek klinikai jellemzéit a 3. Tablazatban foglaltuk dssze.
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3. Tablazat

Az ischémias stroke-betegek klinikai jellemz6i

Kontroll csoport

Ischémias stroke-betegek

Személyek szama

atlagos életkor (év+SD)

akiknek mar volt stroke-ja, de akut
torténésiikbol felépultek (K1)

atlagos életkor (év+SD)

agyi érbetegsége nincs és nem
volt (KO)

atlagos életkor (évtSD)

36

65,6+13,7

13

71,7£11,5

23

62,3+13,8

Személyek szama

atlagos életkor (évSD)

Carotis teruleti keringészavar (C)

atlagos életkor (év+SD)

Lacunaris encephalopathia (L)

atlagos életkor (év+SD)

TIA (T)

atlagos életkor (év+SD)

32

73,5+£10,1

14

76,5+13,1

12

71,849,9

68,6+8,9
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4.2.3.2 Krénikus stabil angina pectoris és periférias artéria-betegek

A Semmelweis Egyetem Ersebészeti Klinikajan dr. Sétonyi Péterrel kialakitott
egyuttmikodésben vizsgaltuk a klinikailag jol definialt 22 kronikus stabil angina
pectoris (SAP) beteg valamint 12 periférias érbetegek (PAD) plazma nociceptin
szintjéet. A vizsgalatok a Semmelweis Egyetem TUKEB engedélye alapjan

torténtek és a vérminta vételéhez a betegek irasos hozzajarulasukat adtak.

A betegek részletes klinikai jellemzését a Regul Pept. 2011 Aug 8;169 (1-3): 1-5

kdzleményunk tartalmazza.

Kontroll csoportként 14 egészséges személy szerepelt, akik semmiféle gyogyszert

a vervételt megel6z6 7 napban nem vettek be.

A vizsgalt személyek 6sszefoglald klinikai adatait a 4. Tablazat mutatja:

4. Tablazat A stabil angina pectorisos és a periférias érbetegek dsszefoglald
klinikai jellemzéi

Kontroll SAP PAD
Személyek szama 14 (7 né, 7 férfi) | 22 (4 n6,14 férfi) | 12 (4 n6,8 férfi)
atlagos életkor (év+SD) 43,418,6 72,5+8,5 6517,9
BMI (kg/m?) --- 26,2+2,5 25,843,7
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4.3 Bioanalitikai moédszerek

4.3.1 Nociceptin mennyiségi meghatarozasa human plazma, ill. patkany

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

A nociceptin szdveti szintjének meghatarozasa validalt '*I-radioimmunoassay
("*°I-RIA) médszerrel tortént. A plazma (1.0ml) és a liquor (100ul) mintakbdl a
nociceptin extrakciéjahoz azonos mennyiségben 1%-os trifluoro-ecetsavat (TFA;
Sigma-Aldrich Kft, Budapest) adtunk, majd (20 min, 17.000 g, 4 °C) centrifugaltuk
(Hettich Mikro 22R, Németorszag) és a feluluszét 1%-os TFA, majd 1%-os TFA-t
tartalmazé 60%-os vizes acetonitrillel el6készitett 200mg-os C18 SPE (ABL&E
JASCO, Budapest) oszlopra vittik. Az oszlopon Iévé mintakat 1%-os vizes TFA-
val mostuk és 1% TFA-t tartalmazé 60%-os vizes acetonitrillel oldottuk le. Az
extrakciot kdvetéen a mintakat vakuumcentrifugaban (SAVANT, Farmingdale, NY,

USA) szarazra paroltuk.

Az agy, maj és uterus szovet nociceptin-tartalmanak extrakciojara az alabbi

modszert dolgoztuk ki:

Az agyszovet-mintakhoz 10mg/ml, a majszévet-mintakhoz 100mg/ml és az uterus-
mintakhoz 250mg/ml mennyiségben 1 mol/l-es ecetsavat adtunk, majd 5 percre 95
9C-o0s vizfiirdébe, majd 0°C-os vizfiirddbe helyeztiik 10 percre. Ezutan a mintakat
késes homogenizatorral (20.000 rpm/perc,10 sec) végzett (Ultra Turrax, Janke
Kunkel, IKA Labortechnik, Staufen, Germany) és ezt kovetéen 10 sec-os
ultrahangos homogenizalasnak (Labsonic 2000, B.Braun AG, Melsungen,
Germany) vetettiik ala, majd ismét 5 percig 95 °C-os vizfiirdébe helyeztiik és 0°C-
os vizfiirdében 10 percig hitottiik és Ulepitettik. A mintakat centrifugaltuk (4°C, 10
min 12.000 g, Hettich Mikro 22R, Tuttlingen, Németorszag) és a viztiszta fellluszo6
1,0ml-es frakcidit a tovabbiakban a plazma, ill. liquor —mintaknal leirt mdédon

kezeltuk.

A RIA mérésekhez az 1-128pg/ml tartomanyban, ill. a 10-1280pg/ml tartomanyban
méré '?°I-Nociceptin RIA kit-et hasznaltunk (Phoenix Pharmaceuticals Inc,
Belmont, CA, USA, ill. Peninsula Laboratories, San Carlos, CA, USA). A
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radioaktivitast 10 mintavaltés y-mérével (BIO-RAD, Magyarorszag) melyhez ISO-
DATA 20/20 (ISODATA, Pittsburg, PA USA) spline-illesztéssel értékeld
szamitogépes program csatlakozott, ill. RIA-Mat 280 (Byk-Sangtec, Dietzenbach,

Germany) készulékkel hataroztuk meg.

4311 A modszer validalasa

A minta-el6készitési modszer validalasa soran vizsgaltuk a nociceptin stabilitasat,

a modszer reprodukalhatésagat és az extrakcios hatasfokot.

Harom vizsgalat adatai alapjan a nociceptin stabilitdsa megfelelének mutatkozott
(a hozzaadott ismert mennyiségi nociceptinhez képest a csdkkenés 12%-on belul
maradt). Az extrakcio hatékonysaga 78 és 82% kdzottinek adddott, ill. ugyanannak
a majszovetnek a nociceptin-tartalmat harom kulonb6z6 vizsgalatban

meghatarozva az értékek relativ szorasa 0,68% volt.

4.3.2 Nocistatin mennyiségi meghatarozasa patkany plazma, liquor, agy,

maj és uterus szévetben, a médszer validalasa

A nocistatin szdveti szintjének meghatarozasa szintén validalt '*°I-

radioimmunoassay ('*°I-RIA) modszerrel tortént. A szovetek RIA-mérésre torténd

elékészitése a nociceptin-méréssel azonos maédon tortént.

A RIA mérésekhez az 1-128pg/ml tartomanyban, ill. a 10-1280pg/ml tartomanyban
mérd '?°-Nocistatin RIA kit-et hasznaltunk (Phoenix Pharmaceuticals Inc,
Belmont, CA, USA, ill. Peninsula Laboratories, San Carlos, CA, USA). A
radioaktivitast 10 mintavaltés y-mérével (BIO-RAD, Magyarorszag) melyhez ISO-
DATA 20/20 (ISODATA, Pittsburg, PA, USA) spline-illesztéssel értékel6
szamitogépes program csatlakozott, ill. RIA-Mat 280 (Byk-Sangtec, Dietzenbach,

Germany) készulékkel hataroztuk meg.

4.3.21 A moédszer validalasa
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A minta-el6készitési modszer validalasa soran vizsgaltuk a nocistatin stabilitasat,

a modszer reprodukalhatésagat és az extrakcios hatasfokot.

Harom vizsgalat adatai alapjan a nocistatin stabilitdsa megfelelének mutatkozott (a
hozzaadott ismert mennyiségl nocistatinhoz képest a csdkkenés 11%-on belll
maradt). Az extrakcié hatékonysaga a 10-500pg/mg koncentracio-tartomanyban
89+0,87%, adddott, ill. ugyanannak az agyszdvetnek a nocistatin-tartalmat harom

klldénbdz6 vizsgalatban meghatarozva az értékek relativ szérasa 0,77% volt.

4.3.3 Dopamin és metabolitjai (DOPAC, HVA), szerotonin és metabolitjai
(5HIAA, 5SHTOL) meghatarozasa optimalizalt HPLC-EC mddszerrel

4.3.3.1 Mintaelokészités

Az agymintakat négyszeres mennyiségli (mg/ml) 0,8 M-os perklérsavban (PCA)
(Fluka, Neu-Ulm, Svajc) késes homogenizaloval (Ultra Turrax T25 Janke&Kunkel
IKA Labortechnik, Staufen, Németorszag) homogenizaltuk (20.000 rpm/perc, 60
sec). A szérum, a vizelet, a liquor és a plazma mintakat a 0,8M-os PCA-val a
kovetkez6képpen higitottuk: 50ul szérum+1200ul 0,8M PCA,; 50ul vizelet + 1950l
0,8M PCA; 50ul liquor+150ul 0,8M PCA, 50ul plazma+1200ul 0,8M PCA. A
mintakhoz hozzaadtuk az N-metil-szerotonin belsdé standardot (50ng/ml) és
Eppendorf centrifugaban (A. Hettich, Tuttlingen, Németorszag) centrifugaltunk
(14.000g, 10perc, 4°C). A fellluszot kozvetlenul hasznaltuk a mérésekhez és a

HPLC meghatarozasig -80°C-on taroltuk.

4.3.3.2 A kromatografias rendszer

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

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

A mobil fazis 6sszetétele: 56,2mmol/l Na;HPO,4 (Merck, Darmstadt, Németorszag),
47,9mmol/l citromsav-monohidrat (Merck, Darmstadt, Németorszag), 0,027mmol/|
Na,EDTA (Merck, Darmstadt, Németorszag), 0,925mmol/l 1-oktanszulfonsav
(Sigma-Aldrich, Steinheim, Németorszag), és 75:950 acetonitril/foszfat puffer. A
mobil fazis pH-jat 85% H3;POs-al (Sigma-Aldrich, Budapest, Magyarorszag) 3,7-re
allitottuk be.

A kalibracios egyenes felvétele: A biogén aminok és metabolitjaik mindegyikébdl
100ug/mi-es torzsoldatot készitettiink, majd 0,8M-os PCA-val 1ug/ml-es oldatokat
és kalibracios sorozatot (1, 2, 5, 10, 25, 50 és 100ng/ml) készitettink. A mdodszert
linearisnak talaltuk 10-1000ng/ml tartomanyban (5. Tablazat). Mérési
erdemeényeinket ezen kalibracios sorozatokra készult 7 pontos, 3 parhuzamossal
mért és a legkisebb négyzetek mddszerével szamolt kalibracios egyenesekre

szamoltuk ng/mg nedves agyszovet, illetve ng/ml egységben.

5. Tablazat A biogén aminok kalibracios egyeneseinek egyenlete

anyag a kalibraciés egyenes egyenlete r?
szerotonin y=191729x+155292 0.9999
5HIAA y=241542x-3478416 0.9996
dopamin y=145754x+40683 0.9998
HVA y=16743x+8750 0.9989
noradrenalin y=16835x-10303 1.0
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A kromatografias kiértékelés Borwin 1.21, ill. 1.50 kromatrografias software-rel

tortént (JMBS, Le Fontanil, Franciaorszag).

A kontroll és a kezelt allatok agyhomogenizatumaban standard addiciéval
azonositottuk a vizsgalandé biogén aminokat és kiszamoltuk a meghatarozas alsé
hatarat (LOQ) 1/10 zaj/jel arany mellett (6. Tablazat).

6. Tablazat A biogén aminok legkisebb meghatarozhaté mennyisége (LOQ)

LOQ
dopamin 0,8ng/ml
szerotonin 0,67ng/ml
HVA 1,0ng/ml
SHIAA 0,5ng/ml
noradrenalin 0,8ng/ml
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4.3.4 Hisztamin meghatarozasa mikroradioenzimatikus modszerrel

4.3.4.1 Hisztamin-N-Metiltranszeferaz enzim (HNMT) preparalasa

tengerimalac agyszovetbol

A HNMT preparalasa (Pollard et al. 1976) moddszere szerint tortént. A
tengerimalacok dekapitalasa utan a teljes agyszovetet négyszeres térfogatu 0,25
mol/l szaharézban, Potter csében homogenizaltuk, majd a homogenizatumot
ultracentrifugaltuk (Janetzky UPG5, Lipcse, Németorszag) 100.000 g-n, 60 percig,
4°C-on. A nyert felliluszot NH4,SO4-tal telitettik és 120 perc allas utan 10.000 g-n,
20 percig, 4°C-on centrifugaltuk (Janetzky UPG65, Lipcse, Németorszag). Az
uledéket 0,01 mol/l NazPO4 pufferben (pH 7,9) vettik fel, egy éjszakan at
dializaltuk 0,001 mol/l NasPOs—tal (pH 7,9) szemben, majd ismét centrifugaltuk
100.000 g-n, 60 percig, 4°C-on. A feluluszé HNMT-preparatum fehérjetartalmat
3,8mg/ml-re allitottuk be. Az egy kisérlethez szikséges enzim-mennyiségeket -20

9C-on taroltuk, legfeljebb 14 napig.

4.3.4.2 A hisztamin szoveti szintjének meghatarozasa

A hisztamin szdveti szintének meghatarozasa (Taylor and Snyder 1972) modszere
szerint tortént. A reakcidelegybe a 0,1mol/l NasPO4-pufferben (pH 7,9) felvett him
Wistar patkany agyszévet homogenizatumhoz (20ul), illetve liquor mintahoz (20ul),
vagy plazma mintahoz (20ul) HNMT preparatumot (20ul) adtunk és a 37°C-on
végzett 5 perces elSinkubalas utan a reakciét 67umol/l *H-SAM (Amersham,
Anglia, spec.akt.: 9,25MBq) hozzaadasaval inditottuk. A 60 perces, 37°C-o0s
vizfUrdbben enyhe razatassal tortént inkubalas wutan 5ul, 24N HCIO4
hozzaadasaval allitottuk le a reakciét, majd 20ul, 10N NaOH-dal lugositottuk at a
mintakat. A 3H-N*-metil-hisztamint-t 400ul kloroformba extrahaltuk (Vortex, 3 perc)
majd az elegyet 10 perces, 2500 fordulat/perc-es centrifugalasnak vetettik ala
(Janetzky-K26, Berlin, Németorszag). A fellluszot haromszor mostuk (100ul NaCl-
dal telitett 3N NaOH) és ismét centrifugaltuk (Janetzky-K26, Berlin, Németorszag;
10 perc, 2500 fordulat/perc). Végul a kloroformos fazisbdl 200ul-t N, gaz
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aramoltatassal szarazra paroltunk és a radioaktivitasat 5ml Ultima Gold (Packard,
Hollandia) szcintillacios koktél hozzaadasa utan, folyadékszcintillacios modszerrel

(Beckmann 9000) hataroztuk meg.

4.4 Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) meghatarozasa
optimalizalt HPLC-UV és HPLC-EC mddszerrel patkanyagy,

liquor, szem és szérum mintakban

A vegylletek biologiai kozegb6él torténé meghatarozasara olyan optimalizalt
modszert kellett kidolgoznunk, mellyel a K-vegyulet és a biogén aminok valamint
ezek metabolitjai egymas mellett meghatarozhatdk (Gyenge et al. 2006, Tekes et
al. 2006b).

4.4.1 A K27 plazma-felezési idejének meghatarozasahoz és a
kromatografias csucs azonossaganak igazolasara HPLC-MS

modszert alkalmaztunk.

A Waters HPLC rendszer (Milford, MA, USA) 717-plus autoinjektorbdl, 515 HPLC
pumpabdl és egy 486 Tunable absorbance detektorbdl allt, melyet 286 nm-en
hasznaltunk. A kromatogramokat Millenium Software of Waters rendszerrel
értékeltik ki. All6fazisként Supercosil LC8 (250mmx4,6mm, 5um) szolgalt
(Bellefonte, PA, USA). A mozgo fazis 8% metanol és 92% foszfat-puffer elegye
volt (pH=2,6), mely 1uM l-octane sulfonsav natrium monohydratot tartalmazott. Az

aramlasi sebesség 1ml/perc, a hémérséklet 26°C és az injektalt térfogat 20ul volt.

A HPLC-MS készulék egy 1100 HPLC/MSD SL rendszer volt (Agilent, Waldbronn,
Németorszag), mely binaris pumpat, degassert, automata injektort, diddasoros
detektort, termosztatot és MSD-t tartalmazott. Pozitiv ionizaciés elektrospray
modot és 100-1000 amu tartomanyt alkalmaztunk. A “step size” 0,2 perc, a gaz
aramlasa és hémérséklete 13 I/perc és 350 °C, a kapillaris fesziiltség 3000 V volt.

Az allofazis Agilent Zorbax Eclipse XDB-C8 (4,6 x 150mm, 5um), a mozgdéfazis
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pedig methanol/0,1M ammoniumacetat 8/92 aranyu keveréke volt. A detektalast

286nm-en végeztuk.

4411 Az allatok kezelése

Néstény Wistar patkanyokat (200+5g) 50umol/0,5ml K27 vizes oldataval kezeltiink
i.p., ill. i.m., majd 5, 15, 30, 45, 60, 120, 180 és 240 perc elteltével (n=8x5 mindkét
adagolasi mod esetében) a szemzugon at tortént elvéreztetésbél nyert vert Ko-
EDTA-val alvadasgatolt vacutainer-be gyujtottuk és a plazmat 3500 fordulaton,
4°C-on 10 perces centrifugalassal (Janetzky K70, Lipcse, Németorszag) nyertuk.
A plazma-mintakat a HPLC mérések megkezdéséig -80°C-on taroltuk
(engedélyszam: 1810/003/2004 ANTSZ, Budapest).

441.2 Mintaelokészités

A plazma 500ul-es aliquot-jaihoz 200yl 10%-os TCA-t adva fehérje-
mentesitettiink, majd 10 000g-n 10 percig centrifugaltunk (A. Hettich, Tuttlingen,

Németorszag) és a viztiszta feluluszét kdzvetlendl injektaltuk.

4.4.2 A K27 meghatarozasa optimalizalt HPLC-EC moédszerrel

patkanyagy, liquor és szérum mintakban

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

A kontroll allatok agyhomogenizatumanak felliluszoéjabol felvett K27 kalibracios
egyenes 5-200ng/ml koncentraciotartomanyban szintén linearisnak mutatkozott (a

regresszios egyenes egyenlete y=136641x-1529392, a korrelacios koefficiens
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értéke r’=0,9902). Az International Conference on Harmonization (ICH) Topic Q2B
szamitasok szerint a modszer egy napon bellli és napok kozotti pontossag és
torzitatlansag értékei elfogadhatonak bizonyultak a vizsgalt koncentracio

tartomanyban.

4.4.3 A K203 plazma-felezési idejének, vér-agy-gat atjarhatésaganak és
a szemben kialakulé koncentracidja id6fiiggésének
meghatarozasa HPLC-UV és HPLC-EC maédszerrel

4431 Az allatok kezelése

Him Wistar patkanyokat (215+5g) 50umol/0,5ml K203 vizes oldataval kezeltink
i.m., majd 5,15, 30, 45, 60, 120 és 240 perc elteltével (n=7x5) a szemzugon at
tortént elvéreztetésbdl nyert vért Ky-EDTA-val alvadasgatolt vacutainer-be
gyujtottuk és a szemet valamint az agyrészleteket a K27 esetében leirtak szerint
készitettuk el6 a HPLC mérésekre (engedélyszam: 1810/003/2004 ANTSZ,
Budapest).

4.5 Statisztikai analizisek

Az eredmények kiértékelését az adott vizsgalatsornak megfelel6 statisztikai
programmal végeztiuk. Az allatkisérleteket 95%-0s szignifikancia-szint mellett
Student féle kétmintas t-probaval értékeltik. A majbetegek, az elsddleges
fejfajasban szenveddk és az ischémias stroke-betegek esetében Mann-Whitney
U-tesztet, masrészt Lillifors modszer szerinti Kolgomorov-Smirnov tesztet
alkalmaztunk. Az Osszefluggések értékelésére Spearman, ill. Pearson korrelaciot

hasznaltunk.

A kardio-vaszkularis betegek csoportjaiban Brown-Forsythe ANOVA tesztet és
Games-Howell post-hoc tesztet alkalmaztunk. Faktor-analizist hasznaltunk a
betegek valtozé paraméterei és a plazma nociceptin-szint kdzotti, esetleg nem

latsz6 Osszefliggések feltarasara. A betegek folyamatos jellemzéi és a plazma
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nociceptin-szint kozotti Osszefliggések feltarasara linearis és nem-linearis
regresszios modszert alkalmaztunk. A statisztikai analiziseket a Statistica 8.0
(StatSoft Inc. Tulsa, OK, USA), SPSS 15.00 (SPSS Inc. Chicago, IL.
USA)programokkal, ill. sajat programmal végeztik, mely MATLAB szoftver
kornyezetben miikodott (The MathWorks Inc., Natick, MA. USA).
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5. EREDMENYEK

5.1 Kililonboz6 etiolégiaju krénikus majbetegségben

szenvedodk plazma nociceptin szintje

Vizsgalatainkat a nociceptin-kutatas azon kezdeti id6szakaban inditottuk, amikor
mindodssze Ot Kklinikai vonatkozasu koézlemény jelent meg a nociceptinnel
kapcsolatban, de egyik sem foglalkozott a nociceptin és a kréonikus majbetegségek
Osszefuggéseivel, holott az allatkisérletes adatok és in vitro vizsgalatok szerint a
NOP receptor mRNS-ének rovid és hosszu variansai is jelen vannak a majban
(Wang et al, 1994).

5.1.1 Wilson-kéros betegek

Eredményeinket az 11. abran foglaltuk dssze:

N
o

kK%

- A A
N &~ OO
I I I I

Plazma nociceptin (pg/ml)
>

o N B~ OO

Kontroll Wilson

11. abra

Plazma nociceptin-szint egészséges kontroll személyekben és Wilson-koéros

betegekben
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A plazma nociceptin-szint az egészséges kontroll személyekben 9,18t 2,44
(pg/mlt SD), mig a Wilson-betegekben 14,87+1,63 (pg/ml+ SD) értéknek adddott,
mely p< 0,001 szinten szignifikans. A statisztikai vizsgalatot Mann-Whitney
Wilcoxon Rank Sum teszt alkalmazasaval végeztik, a szignifikancia-szintet p<
0,05-nek allitottuk be.

Az adott csoporton belll a férfiak és a ndék plazma nociceptin-szintje kdzott nem
volt kuldonbség. A betegek csoportjaban a plazma nociceptin-szint nem mutatott
korrelaciot sem a majfunkcios értékekkel, sem a szérum réz-szintekkel, sem a
neuroldgiai tunetek minéségével, sem a klinikai tunetek megjelenése ota eltelt

idével sem a D-penicillamin-kezelés id6tartamaval.

5.1.2 Primer biliaris cirrhosisban szenved6k

Eredményeinket a 12. és a 13. abran foglaltuk 6ssze.

A betegek klinikai stadium-beosztasat figyelmen kivil hagyva a kontroll nék
8,9411,49 (pg/mi+SD) értékével szemben a PBC csoportban 15,88 £12,57
(pg/mItSD) értéket kaptunk, (p< 0,001). A PBC II. stadiumaban lévék (n=10)
esetében a plazma nociceptin-szint 10,97+3,24 (pg/ml+SD), a PBC IIl. stadiumu
betegek esetén (n=8) 12,32+ 2,75 (pg/mi+SD) és a PBC IV. csoportban (n=6)
28,20+21,24 (pg/mixSD) volt, mely értékek a kontroll csoportéhoz viszonyitva

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

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

korrelaciot az ALAT és a GGT értékek esetén.

51



dc_520 12

20 %k k %k

—_
D

—_
SN

—
N

Plazma nociceptin (pg/ml)
=

o N B~ O o

Kontroll PBC

12. abra

Plazma nociceptin-szint egészséges kontroll személyekben és primer biliaris

cirrhosisban szenvedd betegekben
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13. abra

Plazma nociceptin szint egészséges kontroll személyekben és primer biliaris
cirrhosisban szenved6 ndk esetében, a betegseég klinikai stadiuma alapjan

csoportositva.
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5.1.3 Hepatocellularis carcinomaban szenveddk

A PBC |V. csoport betegei kozott az egyik ndbeteg plazma nociceptin-szintje
kimagasloan magas értéket mutatott. A klinikai vizsgalatok bizonyitottak a
hepatocellularis carcinoma kialakulasat. Ez iranyitotta a figyelmlinket a
hepatocellularis carcinomas (HCC) betegek plazma nociceptin-szintjének

vizsgalata felé.

Eredményeinket a 14. abran foglaltuk 0ssze.
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Kontroll HCC Egyéb tumor Tumor
metastasis
14. abra

Kilénb6z6 etioldgiaju daganatos betegek plazma nociceptin szintje

Mig az egészséges kontrol csoport plazma nociceptin szintje a jelen vizsgalatban
9,2 + 1,8 (pg/mlx SD) értéknek adddott, a HCC csoportban egy nagysagrenddel
(') magasabb, 105,9+ 14,4 (pg/mlt SD) értéket tapasztaltunk.
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A plazma nociceptin szint nem korrelalt sem a tumor méretével, sem a majfunkcio
klinikai paramétereivel. A fajdalomrol panaszkodo betegek (104,9+14,9pg/mI+SD,
n=12) és a fajdalom-mentes csoport plazma nociceptin-szintjei (107,7%

14,5pg/ml+SD, n=6) kdzo6tt szignifikans kuldonbség nem volt.

A 14. abra harmadik oszlopaban kulénb6z6 etiolégiaju daganatos betegek(n=30)
ertékei szerepelnek, akik esetében tumor hepatis(n=9), tumor pulmonalis (n=9),
pancreas carcinoma (n=1), choledochus carcinoma (n=1), hypernephroma (n=1),
medulloblastoma (n=1), acut lymphoid leukémia (n=2), emlédaganat (n=4) és
prostata carcinoma (n=2) volt a diagnozis. A 14. abra negyedik oszlopaban azok a

daganatos betegek szerepelnek, akiknél metastasis volt megallapithato.

5.2 Elsbdleges fejfajasban szenveddk

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

rendszer szerepével elsdleges fejfajasokban.

5.2.1 Migrénes betegek

A migrénes betegek csoportjaban a plazma nociceptin szint a fajdalom-mentes
periodusban (az utolsé migrén-roham utan atlagosan 72,15t42,4 6raval és a
vérvétel utani roham el6tt atlagosan 56,9+40,3 oraval) a kontroll csoport
9,7412,43pg/mI+tSD)  értéekénél p<0,0001 szignifikancia  értek  mellett
alacsonyabbnak (5,79+1,82pg/mI+tSD) adodott (15. abra). Ha az auraval
komplikalt migrénesek értékeit (n=4) és az aura nélkuli migrénes betegek (n=14)
értékeit kulon abrazoljuk, mindkét alcsoportban a kontroll értéknél szignifikdnsan
alacsonyabb plazma nociceptin szintet talalunk, de a két alcsoport kozott nincs

szignifikans eltérés.
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Az aura nélkuli migrénes betegek kozul 6 esetben a migrén-roham idején is
kaptunk vérmintat. A fejfajas-roham idején a plazma nociceptin szint tovabbi
szignifikans csokkenést mutatva 1,04+ 0,17 (pg/ml £SD) értékre zuhant (16. abra).

E 12

(@)

0| 7T

5 8 |1 (

£

50 J

S 4 t

o

c

c 2

g

(_5 0 T T

o

Kontroll Migrén  Migrén (MA) Migrén (MO)

(fejfajas
mentes)
15. abra

Plazma nociceptin-szint migrénes betegekben, a fejfajas-mentes idészakban

A nociceptin-szint szignifikans korrelaciét mutatott a mintavételt megel6z6
honapban bekovetkezett migrén-rohamok szamaval, de nem korrelalt az
életkorral,a betegség fennallasanak id6tartamaval, az egyes rohamok
idétartamaval, a vérvétel és az azt megel6z6, ill. a mintavétel utan bekodvetkezd

els6 rohamig eltelt idével és a betegek életkoraval.

522 Cluster-fejfajasos betegek

A cluster-fejfasaban szenved6kt6l az egyik minta-sorozatot a fejfajas-mentes
periodusban, a masik minta-sorozatot a fejfajasos periédusban, de legalabb 3 éra

elteltével az akut fejfajas-roham utan gyujtottik. A fejfdjasos periddusban a
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kontroll csoport 9,58+2,57 (pg/mi+SD) értékénél szignifikansan alacsonyabb
(4,91£1,96pg/mItSD, p<0,01) plazma nociceptin értékeket tapasztaltunk.
Ugyanezen betegektdl a fejfajas-mentes periddusban kapott vérmintak plazma
nociceptin szintje 8,60+1,47pg/mi+SD értéket mutatott, mely a kontroll csoportétol

nem kulonbozik.

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

egyes rohamok napi szamaval.

Az eredményeket a 17. dbran foglaltuk 6ssze.

14
12+ B
10 B a
E
g 8 —
£ S
8 6 o
O
©
O
Z 4t -1
2 I %k
===
0 ' ' 'S ' '
MO MO(roham) Kontroll
16. abra

Plazma nociceptin-szint aura nélkuli migrénes betegekben (MO0) a fejfajas-mentes

id6szakban és a migrén-roham idején
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* %

(o)
|
——
e

plazma nociceptin szint (pg/ml)
(@]
|

4
2 -
0
Kontroll Cluster (epizéd Cluster (epizéd
alatt) utan)
17. abra

Plazma nociceptin-szint cluster fejfajasban szenveddkben

5.3 Kardio-vaszkularis kérképekben szenvedé betegek

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

biogénamin rendszerrel. (Armstead, 2000)

5.3.1 Akut ischémias stroke-betegek

A kontroll személyek plazma nociceptin-szintie a KO csoportban 9,9+1,75
(pg/mI£SD), a K1 csoportban 10,1+1,56 (pg/mI+SD), értéket mutatott. Miutan nincs
szignifikans kulonbség a két alcsoport kozott eredményeiket egyesitve

alkalmaztuk a stroke-betegekkel valé dsszehasonlitasban. A stroke betegek
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értéke, ha az ischémias stroke anatomiai helyét nem vesszuk figyelembe, akkor

17,37+3,3 (pg/miI+SD), mely p<0,01 szinten szignifikans (18. abra).

N
(&,
J

%k k

—_ - N
o wn o
1 1 1

plazma NC pg/ml
(& ]

o
!

Kontroll Akut stroke

18. abra

Ischémias stroke betegek plazma nociceptin szintje

A beteg-csoportok szerinti 6sszehasonlitasban az aldbbi értékeket kaptuk (7.
Tablazat):

7. Tablazat Az ischémias stroke anatomiai elhelyezkedése a vizsgalt beteg-

csoportban
Az ischémias stroke anatomiai helye Plazma nociceptin szint
(pg/mlix SD)
carotis terUleti keringészavar 17,12+4,5
lacunaris teruleti keringészavar 18,09+2,8
TIA 16,9+2,6
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5.3.2 Krénikus stabil angina pectoris és periférids artéria-betegek

A stabil angina pectoris-betegek eredményeit a 19. abran, a szamszerl adatokat a

8. Tablazatban foglaltuk dssze:

14,00 -

12,00
= — p=0.004 —
E A
c ' R
E 10,00 4 ~ p=0.079 —
o
S
2

8,00 -

= -
L— p=0001 ——
4,00 1 1 p = 0.008 '

I |

T T
SAP-AS SAP-M SAP-S Kontroll

19. abra

Plazma nociceptin szint stabil angina pectoris-ban a klinikai alcsoportok szerint
(SAP-AS: stabil angina pectoris degenerativ kalcifikalt aorta stenosissal, SAP-M:
stabil angina pectoris tdbbszérds coronaria stenosissal, SAP-S: stabil angina

pectoris egyszeres coronaria stenosissal)
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8. Tablazat A plazma nociceptin szint stabil angina pectoris-ban a klinikai
alcsoportok szerint

Vizsgalt csoportok Plazma nociceptin szint (pg/ml)
Kontroll 9,50 (8,43-10,88)

SAP-AS 7,05 (5,75-7,54)

SAP-M 6,88 (6,27-7,46)

SAP-S 7,49 (7,23-8,12)

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

jelentkezett esetukben.

A periférias artéria-betegek esetében a SAP-betegekhez hasonléan a plazma
nociceptin szintjének szignifikans csokkenését (6,99+0,44pg/mI+SD) tapasztaltuk
a kontroll csoport értékeihez (9,50+ 0,84pg/mI+SD) viszonyitva (20. abra).
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PAD Kontroll
20. abra

Periférias artéria-betegek (PAD) plazma nociceptin szintje

5.4 A nociceptin és nocistatin pathophysiolégiai szerepének

vizsgalata allatkisérletekben

5.4.1 A nociceptin, a nocistatin és a kronikus diabetes, mint

neuropathias fajdalom-modell

A streptozotocin-kezelés hatasat a patkanyok testtomegének és vércukor-

szintjének alakulasara a 9. Tablazatban foglaltuk 6ssze:
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9. Tablazat A streptozotocin-kezelés hatasa az allatok testtomegének és
vércukor-szintjének alakulasara

Diabétesz fennalasanak  , 8. hét 12. hét 16. hét
ideje
Kontroll csoport 321,6£22,9 | 378,3+30,7 | 483,8+55,8 | 542,7+28,1
testtomeg (g+SD)

n=7 n=7 n=7 n=7
Diabéteszes csoport 214+65,3 170£19,2 186,417,3 | 201,2454
testtdmeg (g+SD)

n=7 n=7 n=7 n=7
Kontroll csoport 5,5+0,5 5,6+1,3 6,2+0,4 6,2+0,6
vércukorszint
(mmol/I£SD) n=7 n=7 n=7 n=7
Diabéteszes csoport 25,7+6,8 38,816,5 37,63,8 40,1+4,7
vércukorszint
(mmol/I£SD) n=7 n=7 n=7 n=7
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A plazma és a CSF nociceptin-szintjének alakulasat a 21. abra mutatja:

16 = kontroll

" diabetes

=
N

plazma nociceptinszint (pg/ml £ SD)

2 4 6 8 10 12 14 18

a diabetes kialakulisa utan eltelt ido (hét)

160

B kontroll

W diabetes
120 -]

CSF nociceptinszint (pg/m 1+SD)

2 4 6 8 10 12 14 16

a diabetes kialakulasa ota eltelt ido (hét)

21. abra

Streptozotocinnal indukalt kronikus diabetes hatasa patkanyok plazma és CSF

nociceptin-szintjére az id6 fliggvényében

A plazma és a CSF nocistatin-szintjének alakulasat a 22. abra mutatja:

plazma nocisztatinszint (pg/mit SD)

K 2 4 8 12 16

A diabetes idétartama hetekben

=

CSF nocisztatinszint (pg/0,1ml £ SO}
o - W . h M o~ O WO

K 2 4 B 12 16
A diabetes idatarntama hetekben

22. abra

Streptozotocinnal indukalt kronikus diabetes hatasa patkanyok plazma és CSF

nocistatin-szintjére az id6 fliggvényében
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5.5 Exogén nociceptin hatasa a kozponti idegrendszeri

hisztamin és szerotonin szintre

A nociceptin-kutatas korai id6szakatdl kezdédbéen szamos kdzlemény bizonyitotta
a nociceptinerg rendszer és a biogénamin (elsésorban a szerotonerg és a
noradrenerg) neurotranszmisszid kolcsdnhatasat, de a hisztaminerg rendszerrel
valo kapcsolattal csak egyetlen kozlemény (Sakurada et al. 2004) foglalkozott,
melyben arrél szamoltak be, hogy az i.t. alkalmazott nociceptin a hisztaminhoz

hasonléan jellegzetes viselkedési mintazatot (nyaldosas, harapdalas) okozott.

Kisérleteink elsé szakaszaban i.c.v. alkalmazott nociceptin (5,5 nmol/allat)
hisztamin-felszabadulast okozé hatasat vizsgaltuk az id6 figgvényében a
liquorbol meérve a hisztamin-koncentraciot. (23. abra) A nociceptin hisztamint
felszabaditdé hatasanak maximumat a beadas utan 120 perccel mértuk, ekkor a
kontroll hisztamin-szinthez (4,5+0,5ng/mI+SD, n=5) képest kdzel masfélszeres
koncentraciét tapasztaltunk, mely 180 percnél mar csokkenést mutatott. A
hisztamin-szint emel6 hatas maximuman (120 perc) a liquor szerotonin-szintjének

szignifikans csokkenése volt megfigyelhet6 (24. abra).

—
‘n
]

Kontroll % £S0D

€0 . . .
0 60 120 180 (min)

23. abra

Nociceptin (5,5 nmol/allat, i.c.v.) hatasa patkany liquor hisztamin-szintjére az id6
fuggvényeben.
Kontroll hisztamin szint 4,5+0,5 (ng/mlt SD); *p<0,05; n=5.
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kontroll HA kontroll 5-HT
24. abra

Nociceptin (5,5 nmol/allat, i.c.v.) hatasa patkany liquor Bhisztamin- és
O szerotonin szintjére 120 perccel a kezelés utan.
m kontroll hisztamin szint 4,5+0,5 (ng/mI+SD); kontroll szerotonin szint (5HT)
1,14+0,17 (ng/ml£SD), p<0,05, n=5)

A hizoésejt degranulaldé Compound 48/80 (100ug/kg i.c.v.) utan 60 perccel a
liquorban 8,5%£3,1 (ng/mItSD), szignifikansan magasabb (p<0,05) hisztamin-
ertéket mértlnk, a szerotonin-szint azonban nem valtozott.

Az i.c.v. adott nociceptin a plazmaban sem a hisztamin, sem a szerotonin szintre
nem volt hatassal. A Compound 48/80 azonban szignifikdansan megemelte a

plazmaban mind a hisztamin, mind pedig a szerotonin-szintet (Tekes et al. 2005a,
Tekes et al. 2006b).

A kombinalt kezelések eredményeit a 10. Tablazatban foglaltam Ossze.
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10. Tablazat A kombinalt kezelések hatasa a liquor , a plazma és az
agyrészletek hisztamin-szintjére
Liquor |Hypothalamus|Hippocampus|Front.cortex| Plazma
(ng/mI+SD) (ng/gxSD) (ng/g+SD) (ng/gxSD) [ng/miI+SD)
Kontroll | 4,2+0,55 128+13 20,1£1,9 34,4+3,6 8,85+0,6
Liquor Hypothalamus Hippocampus [Front.cortex | Plazma
(%£SD)  (%zSD) (%+xSD) (%xSD) (%+SD)
nociceptin | 0,7 169+4° 12348 102+4 97+3
(NC)
Cro+NC | 1305 12843 11448 10315 98+4
48/80 1535 13846 11610 10912 18346
Cro+48/80| 112111 10016 10316 10814 n.a.
48/80+NC | 1482 15543 117413 112410 178+9°
SP 20818’ 21246 18616 15845 101+4
Cro+SP 100£12 10619 10819 10917 n.a.
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5.6 Nociceptinnel, nocistatinnal és -endorfinnal el6idézett
hormonalis imprinting hatasa a noradrenalin, a dopamin és

a szerotonin anyagcserére

Az 1970-es években (Csaba and Lantos 1973, Csaba and Lantos 1975) irtak le
els6ként, hogy az egysejtii Tetrahymena inzulin-, ill. szerotonin-kezelése olyan
,valaszreakciot” alakit ki, mely az utdédokban fokozott érzékenységet okoz ezen
vegyuletek irant. A jelenség ,hormonalis imprinting” néven ismert és
magasabbrend( allatokban, igy patkanyokon is sokszoros igazolast nyert
(Salganik et al. 1978, Nagy et al. 1983).

A nociceptin-kutatas kezdeti idészakatdl ismert volt, hogy az exogén nociceptin
jelentés hatassal van a bigénaminok (szerotonin, dopamin, noradrenalin)
anyagcseréjéere (Werthwein et al. 1999, Siniscalchi et al. 1999, Schlicker and
Morari 2000).

Kisérleteinkben arra kerestunk valaszt, hogy az ujszuléttkorban adott nociceptin,
ill. nocistatin rendelkezik-e imprinting aktivitassal, azaz hatasuk a felnéttkori

szerotonin és dopamin anyagcserére hatassal van-e.

A him (h) és a ndstény (n) allatok kontroll értékeit a 11. Tablazatban foglaltuk

oOssze.

A nociceptinnel végzett ujszulottkori imprinting hatasat a liquor és az o6t vizsgalt

agyrészletben a 12. Tablazatban 6sszegeztuk.

A nocistatinnal végzett ujszuldttkori imprinting hatasat a liquor és az 6t vizsgalt

agyrészletben a 13. Tablazatban 6sszegeztuk.
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11. Tablazat Felnétt patkanyok dopamin, HVA, szerotonin és SHIAA szoveti

szintjei
biogén amin liquor hypothalamus |hippocampus| striatum fr. cortex agytorzs
(ng/mixSD) (ng/gxSD) (ng/g+SD) (ng/g+SD) (ng/gxSD) (ng/g+SD)
him 5,28+1,8 270,9+55,4 36,7+8,2 5068,9+1181 40,316,6 138,3145,8
DA
néstény 4,98+1,67 217,7£77,7 52,0£14,2 534411151 31,247,2 125,0+40,3
him 26,7+3,5 63,8+14,7 62,2£17,2 |1133,7£135,9 | 56,8+16,1 50,913,2
HVA
néstény 29,9+13,0 63,618,5 43,119,0 1110,4+112,7 | 53,1x17,5 47,6111
him 17,019,2 64,1+£29,7 36,6+9,1 182,7+53,4 126,5+43,8 | 389,2+71,2
S5HT
néstény 16,849,5 75,9+36,9 36,7£10,1 202,1+47,2 124,1£25,6 | 239,0+37,5
him 164,0+36,4 155,7+17,3 87,6+29,0 192,0469,1 457,3+46,1 |1081,6+£179,4
5HIAA
néstény 106,3+£51,0 277,7+£106,0 110,6+£22,5 187,9+72,2 | 509,7+58,3 |1061,6+215,6

12. Tablazat Ujszuléttkori nociceptin-imprinting hatasa a felnéttkori
biogénamin szintekre (h-him, n-néstény)

biogén . .. . e
amin Nociceptin imprinting
i o : . frontalis
liquor| hypothalamus| agytorzs | hippocampus| striatum cortex
h | nd ns ns nd nd |
NA
n nd ns ns nd nd l
h nd ns ns ns l« ns
DA
n nd ns ns ns l ns
h ns ns 0 ns ns ns
HVA
n ns ns 0 ns ns ns
h ns T ns ns ns l
S5HT
n ns T ns ns ns ns
h |ns |1 ns 1 1 !
S5HIAA
n |ns |1 ns 1 1 !
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13. Tablazat Ujsziléttkori nocistatin-imprinting hatasa a felnéttkori biogénamin
szintekre (h-him, n-n6stény)

biogen Nocistatin imprinting
amin
liquor hypothalamus jagytorzs fhippocampus striatum ffrontalis cortex
h | nd ! ! nd nd !
NA
n | nd ! ! nd nd !
hind || l ns l ns
DA
n | nd ! ! ns ! ns
h || ns 1 ns ns ns
HVA
n |l ns 0 ns ns ns
hins || ! ns ! nd
SHT
nins || ! ns l nd
h |l 1 ns ) ) !
SHIAA
n 1 ns 1 ) l

Korabbi adatokbdl (Csaba and Tekes 2005, Csaba et al. 2003b, Csaba et al.
2004b) ismert volt a B-endorfin imprinting-aktivitdsa patkanyban. Vizsgalatainkban
0ssze kivantuk hasonlitani a pB-endorfin imprinting €s a nociceptinnel valamint a
nocistatinnal végzett Ujszulottkori hormonadlis imprintig hatasat a kdézponti

idegrendszeri szerotonerg ingeruletatvitelre és a felnéttkori nocistatin szintekre.
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A szerotonerg ingerulletatvitelre gyakorolt hatast a szerotonin (5HT) és savas
karakterl metabolitia, az 5HIAA szoveti szintjeinek meghatarozasaval és a
szerotonin turnover- értékek (S5HIAA/SHT) kiszamolasaval jellemeztuk (14.
Tablazat).

14. Tablazat Az ujszuléttkori B-endorfin imprinting hatasa a szerotonin

turnoverre
biogén amin hypothalamus |hippocampus | fr. kéreg agytorzs
allatcsoport (n=10)| (ng/g+SD) (ng/g+SD) (ng/g+tSD) | (ng/g+SD)
kontroll 161,0+6,5 52,1+2,4 73,3131 171,616,5
S5HT
B-endorfin 58,6+4,3 22,6+0,9 21,617,0 71,4134
(p=0,0004) (p=0,0022) (p=0,001) | (p=0,0002)
kontroll 915,5+19 42,5+1,6 567,0£17,2 [1107,5+210,0
5HIAA
B-endorfin 12551270 47,5+1,8 806,6+20,9 [1498,7+192,0
(p=0,0019) (p=0,492) (p=0,0056) |(p=0,0001)
kontroll 5,68+1,5 0,81+0,31 7,73£3,8 6,45+2,04
5HIAA/
SHT 8-endorfin| 216283 2,1%0,11 37,34%11,9 | 20,99+12,21
(p=0,0002) (p=0,0026) (p=0,00006) | (p=0,0052)

Az ujszuléttkori B-endorfin imprinting hatasat az 5 hénapos patkanyok liquor és
plazma nocistatin-szintjére a 25. abran és a szamszer( adatokat a 15.

Tablazatban foglaltuk dssze.

70



dc_520 12

25 @ kontroll

B B-endorfin

1,5

0,5 4

plazma nocisztatinszint (pg/ml * SD)

25. abra

Ujsziiléttkori B-endorfin imprinting hatasa a plazma nocistatin szintre 5 hénapos
him patkanyokban (***p=0,0028; n=10)
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15. Tablazat Ujszuiléttkori B-endorfin imprinting hatasa a plazma nocistatin

szintre 5 hdénapos him patkanyokban

Allatcsoport Liquor nocistatin-szint | Szignifikancia
(n=12) (pg/100uI£SD)
him 2,61+0,64
Kontroll p<0,01
néstény 3,95+0,59
him 17,02+4,03 p< 0,00001
vs. kontroll him
_ . p< 0,00001
B endorfin vs. kontroll néstény
néstény 23,52+4,35
p< 0,01
vs. B-endorfin him
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5.7 Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) hatasa a kozponti
idegrendszeri biogénaminok és metabolitjaik (szerotonin,
dopamin, noradrenalin, SHIAA és HVA) patkany agy, liquor

és szérum koncentracioira.

Mindkét vizsgalt vegyllet a kolineszterazt irreverzibilisen bénitd organofoszfatok
okozta mérgezések potencialis uj antidétumaként kerult szintetizalasra a K. Kuca
(Department of Toxicology, Faculty of Military Health Sciences, Defence
University, Hradec Kralove, Czech Republic) vezette munkacsoportban. Ismert,
hogy egy idealis antidotumnak minden olyan viztérbe el kell jutnia, amelybe a
mérgez6 anyag is eljut, de elbnytelen, ha o©Onall6 farmakologiai hatassal
rendelkezik. igy vizsgalni kivantuk, hogy az elézetes toxikoldgiai tesztekben és in
vitro kisérletekben (human vordsvértestbdl szarmazd acetilkolineszteraz enzimen)
a két legigéretesebbnek mutatkoz6 K-vegyulet (K27 és K203) milyen vér-agy gat
(BBB) atjarhatésagot mutat, ill. van-e hatassal a kozponti idegrendszeri

biogénamin anyagcserére.

El6zetes farmakokinetikai vizsgalatainkban (Gyenge et al. 2007, Tekes et al.
2006d) megallapitottuk, hogy 50umol K27 i.m. beadasa utan 60 perccel az
agyszovetben a vérkoncentracionak mintegy 6%-at kitevd mennyiségben
(2506+x217ng/mg nedves szovettSD), mig a liquorban 1439+187ng/ml+SD

mennyiségben van jelen.

A 50umol K27 im. beadasa utdan 60 perccel a teljes agyszOvetben mert

biogénamin szinteket a 16. Tablazatban foglaltam 6ssze.
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16. Tablazat K27 hatasa a biogénamin szintekre 60 perccel a beadas utan

Allatcsoport DA HVA S5HT 5HIAA
(n=5) (ng/mg*SD)| (ng/mgxSD)| (ng/mg*SD)| (ng/mgxSD)

Kontroll 786,2+29,6 |81,78+16,1 | 674,5+18,8 | 455,5+40,9

K27-kezelt | 805,6+53,6 |70,5+7,3 627,8+25,2 | 517,2+14,8

A K203-mal végzett elézetes farmakokinetikai vizsgalatainkban (Kalasz et al.
2008) megallapitottuk, hogy 50umol K203 i.m. beadasa utan a maximalis
koncentracié mind az agyban mind a liquorban 15-20 percen belul kialakul és 60
percnél is alig tapasztalhaté csOkkenés. Ennek tukrében, az egyes
agyrészletekben és 15 valamint 60 perc utan is megvizsgaltuk a K203 hatasat a

koézponti idegrendszeri biogénamin szintekre.

A kisagyban mért szerotonin, SHIAA és dopamin-szinteket a 26. abran tuntettem
fel.
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26. abra

K203 hatasa patkany kisagy szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav (5HIAA) és

dopamin (DA)-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-kontroll)
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A gerincvel6ben mért szerotonin, 5HIAA és dopamin-szinteket a 27. abra mutatja.
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27. abra

K203 hatasa patkany gerincveld szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav (5HIAA)

és dopamin (DA)-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-kontroll)

A hippocampusban mért szerotonin, 5HIAA és dopamin-szinteket a 28. abran
tintettem fel.
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28. abra

K203 hatasa patkany hippocampus szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav
(5HIAA) és dopamin (DA)-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-

kontroll)
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A hypothalamusban mért szerotonin, SHIAA és dopamin-szinteket a 29. abran

tintettem fel.
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29. abra

K203 hatasa patkany hypothalamus szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav

(5HIAA) és dopamin (DA)-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-

kontroll)

A frontalis kéregben mért szerotonin, SHIAA és dopamin-szinteket a 30. abran

tintettem fel.
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30. abra

K203 hatasa patkany frontalis kéreg szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav

(5HIAA) és dopamin (DA)-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-

kontroll)
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A striatumban mért szerotonin, SHIAA és dopamin-, valamint HVA-szinteket a 31.

abran tiuntettem fel.
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31. abra

K203 hatasa patkany striatum szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav (5HIAA) és
dopamin (DA), valamint homovanillinsav (HVA) szintjére, a kezelés utan 15 és 60

perc elteltével (C-kontroll)

A nyultvel6ben mért szerotonin, SHIAA és dopamin és noradrenalin-szinteket a 32.

abran tintettem fel.
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32. abra

K203 hatasa patkany nyultvel6 szerotonin (5HT), 5-hidroxiindolecetsav (5HIAA)
dopamin (DA) és noradrenalin-szintjére a kezelés utan 15 és 60 perc elteltével (C-

kontroll)
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Miutan a szerotonin és az SHIAA szdOveti szintjeiben tendencia jellegl valtozasokat
talaltunk, kiszamoltuk a K203 szerotonin turnoverre gyakorolt hatasat, melyet az
SHIAA/SHT hanyadossal jellemeztunk (17. Tablazat).

17. Tablazat K203 hatasa a szerotonin turnoverre 15 és 60 perccel a beadas

utan
Agyteriilet 5HIAA/5HT+SD p
Kontroll 15 min 60 min
kisagy 11,26+4,20 | 4,73+1,73 | 10,36+4,23 | 0,015

gerincveld 0,84+0,22 |0,70£0,05 |0,97+0,26 | 0,206

hippocampus | 9,08+3,73 | 4,90+0,69 | 8,37+2,94 | 0,040

hypothalamus | 3,13+0,74 | 2,05+0,67 |2,60+0,56 | 0,043

striatum 4,39+2,04 |2,79+0,43 |4,39+2,09 |0,126
nyultvels 1,78+0,58 | 1,47+0,16 |2,44+138 |0,238
"0,036

frontalis kéreg | 12,09+6,16 | 3,57+0,63 | 4,41+1,77* 0031
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6. AZ EREMENYEK MEGBESZELESE

6.1  Plazma nociceptin szint kiilonb6z6 kérképekben

Vizsgalatainkat a nociceptinerg rendszer kutatasanak abban a korai id6szakaban
inditottuk, amikor az orphanin-like 1 receptor létezésének (a ,reverz farmakologia”
els6 nagy felfedezése) és a receptor endogén agonistajanak (nociceptin)
igazolasa (Mollereau et al. 1994, Meunier et al. 1995, Reinscheid et al. 1995,
Nothacker et al. 1996) utan a kozlemények gyakorlatilag kizarélag az exogén
nociceptin farmakoldgiai hatasainak vizsgalatara szoritkoztak a nociceptin
kozponti idegrendszeri, ill. periférias endogén szintjének és a nociceptin élettani
szerepének ismerete nélkiil. Uj megkoézelitést hoztak vizsgalataink abban a
vonatkozasban, hogy az endogén nociceptin-szintek mérésével kerestuk azokat a
human megbetegedéseket, melyekben a nociceptinerg rendszer érintettsége,

klinikai jelent6sége megallapithato.

6.1.1 Kiilbnb6z6 etiolégiaju kronikus majbetegségben szenvedbk

Mar az orphanin-like 1 receptor (ma NOP) kutatas kezdeti id6szakaban igazolast
nyert human majban a receptor mMRNS-e (Wang et al. 1994), de a nociceptin és
majbetegségek kapcsolatanak elemzése munkacsoportunk vizsgalataival
kezdddott.

6.1.1.1 Wilson-kéros betegek

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

kontroll személyekben.
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Ismert, hogy a Wilson kor egy autoszomalisan és recessziven o0rokl6do, a 13-as
kromoszoma 13q14.1 helyén lokalizaléddé réz-anyagcsere betegség, mely a
homozigota egyénekben alakul ki a rezet transzportalo p-tipusu ATP-azt kédolo
gén mutacidja miatt. Kdvetkezményesen réz-felhalmozédas indul meg szamos
szOvetben, igy els6sorban az agy lentikularis magvaiban, a majban, a vesében és
a szem Descemet membranjaban. A kés6i gyermekkorban, ill. a fiatal
feln6ttkorban megjelend klinikai tunetek els6sorban neuroldgiai (neuronalis
degeneracio) és hepatoldgiai (majparenchima karosodas) elvaltozasok. A
betegség kialakulasaban a rezet koté fehérje, a coruloplazmin mennyiségének
mintegy 85%-0s csoOkkenése is fontos tényezd. A magyarorszagi Wilson betegek
ATP7B gén mutacioit (Firneisz et al. 2002) és (Folhoffer et al. 2007) térképezték
fel. A nociceptin a 176 amindsavbal allé prepronociceptin prekurzorbdl prohormon
konvertaz 2 aktivitas révén keletkezik. Inaktivacidja hidrolizissel torténik a Phe’-
Gly, Ala’-Arg, Ala''-Arg'? és az Arg'*-Lys"® kotések hasitasaval a membran-kotott
neutralis aminopeptidaz (APN) és a nociceptin-metabolizmusra specifikus
citoplazmatikus endopeptidaz 24.15 (EP 24.15) aktivitasa révén (Montiel et al.
1997). Mindkét enzim a Zn-metalloproteazok kézé tartozik és a kézponti Zn-atom
Cu-re torténd cseréje az enzim aktivitasat mintegy a felére csdkkenti (Noble and
Roques 1997). A Wilson kor élethosszig tarté terapiajaban alkalmazott D-
penicillamin szintén gatolja a Zn-metalloproteazok koézé tartozo kollagenazt, de
nincs arra vonatkozo6 adat, hogy az APN-ra, ill. az endopeptidaz 24.15-re is gatlo

hatassal lenne.

Adataink arra utalnak, hogy a Wilson betegekben a nociceptin inaktivaciojaert
felelés Zn-metalloproteazokban (APN és endopeptidaz 24.15) a toxikus meértéki
és kronikus réz-felhalmozddas miatt Zn-Cu csere kdvetkezik be, mely az enzimek
gatlasat, igy a plazma nociceptin szintjének szignifikans emelkedését okozza.
Wilson betegekben tehat a nociceptinerg jelatvitel tartés fokozodasaval kell
szamolni. Felmerll a tartésan magas nociceptin-szint kivaltotta NOP receptor
érzékenység csokkenés (down regulacio, deszenzitizacid), de ennek kimutatasa
klinikai anyagban tovabbi vizsgalatokat igényel. Egér agyszeleten — (Pennock et
al. 2012)legfrissebb adatai szerint — a preszinaptikus NOP receptorok nem, de a
posztszinaptikusan elhelyezkedd NOP receptorok esetében nagy doézisu

nociceptinnel létrehozhatd deszenzitizacio.
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6.1.1.2 Primer biliaris cirrhosisban szenvedoék

Ismert, hogy a primer biliaris cirrhosis egy krénikus, az intrahepatikus epeutak
progressziv  gyulladasaval, destrukcidjaval, az epetermelés fokozatos
karosodasaval, a maj fibrotikus atépulésével kisért kérkép, melynek
kialakulasaban autoimmun kortényez6k dontd szerepet jatszanak. A betegség
féleg a 40-60 év kozotti néket érinti, a n6i nem 90%-0s dominanciajanak oka
ismeretlen. Az antimitokondrialis antitest (AMA), ill. annak M2, M4, M8 és M9
altipusa a betegek 90-95%-aban pozitiv. A betegség nem izolalt hepatoldgiai
korkép, hiszen a majlézion tul autoimmun thyreoiditis, hypothyreosis, rheumatoid
arthritis, vasculitis, scleroderma, Sjégren syndroma, diabetes mellitus, neuropathia
gyakran tarsul a klinikai képhez. Magyarorszagon mintegy 5000 beteg
valoszinUsithetd (Sherlock 1959, Nemesanszky 2012). Leggyakrabban a
csillapithatatlan bérviszketés az elsé tiinet, melyet sargasag kovet. A leggyakoribb
biokémiai eltérés a szérum alkalikus foszfataz aktivitas emelkedése, de
emelkedett lehet az 5'-nukleotidaz vagy a gamma-glutamil transzpeptidaz, a
koleszterin, és az epesavak koncentracioja is. A majcirrhosis kialakulasaval mas
biokémiai paraméterek is megvaltoznak (szérum albumin csdkken, a prothrombin
id6 nd, a sullyedés gyorsul, anaemia alakul ki, markans izolalt IgM emelkedés

mérhetd).

Vizsgalatainkban 24 nébeteg adatai alapjan a plazma nociceptin-szintjének
szignifikans (p<0,001) emelkedését tapasztaltuk. Pozitiv korrelaciét talaltunk a
betegség klinikai progresszidja (klinikai stadium-besorolas és a laboratériumi
paraméterek) és a nociceptin-szint emelkedés kozoétt. Irodalomi adatok a PBC és
a nociceptinerg rendszer kapcsolatarél nem allnak rendelkezésre. Eredményeink
alapjan feltételezhetd, hogy az antimitokondrialis antigén kot6dés és a citotoxikus
reakcio, a gyulladas, progressziven karositva a majparenchima sejtek mikodését
kovetkezményesen vonja maga utan a plazma nociceptin szint emelkedését
(Hantos 2003, Horvath et al. 2004). A gyulladasos folyamatok és a periférias
nociceptin-szint 0sszefuggéseit klinikai vizsgalatokban (Williams et al. 2008) és
(Serrano-Gomez et al. 2011) bizonyitotta, az immunvalaszban megemelkedd

endogén nociceptin-szint allatkisérletes igazolasat (Leggett et al. 2009) publikalta.
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6.1.1.3 Hepatocellularis carcinomaban szenvedék

A hepatocellularis carcinoma (HCC) primer majsejt daganat, mely jelenleg a
harmadik legjelentésebb daganatos haldlok. Kialakulhat szerkezetileg ép majban
is, de 70-90%-ban cirrhosis all a hattérben és okai kdzott Magyarorszagon
legtdbbszér az alkoholizmus, a krénikus C-virus, B-virus hepatitisz, vagy
veleszuletett anyagcsere-rendellenesség all. Az ujabb vizsgalatok a PBC talajan
kifejlodé6 HCC esetekr6l szamolnak be (Caballeria et al. 2001, Cavazza et al.
2009).

A vizsgalt PBC csoportban egyik beteg esetében nagysagrenddel magasabb
plazma nociceptin értéket mértiink. Klinikai kezelése soran igazolast nyert a HCC
kialakulasa. Ez iranyitotta figyelmunket a HCC és egyéb daganatos betegek

plazma nociceptin-szintjének mérése iranyaba.

Vizsgalataink bizonyitottak (Hantos 2003, Horvath et al. 2004, Szalay et al. 2004),
hogy a HCC-s és minden vizsgalt daganatos betegcsoport esetében a kontroll
ertéknél nagysagrenddel magasabb a plazma nociceptin szint. A HCC csoportban
talalt kiugréan magas plazma nociceptin szintre vonatkozd eredményeinket
(Spadaro et al. 2006) megerdsitették, bar kézleménytkben a kontroll értéket nem
kozlik és a ,legfels6 normal értéknek” a nemzetkozileg elfogadott 9-10pg/ml
ertékkel szemben 122pg/ml-es értékkel szamolnak. Adataink tukrében felmerult a
plazma nociceptin-szint kérjelzd szerepe a daganatos betegségek kimutatasaban.
A legujabb adatok megerésiteni latszanak megfigyeléstinket, miszerint
daganattipustdl és metasztazis jelenlététdl fuggetlenll a plazma nociceptin-szint
kiugréan magas. Adataink klinikai vizsgalatokban az immunszuppressziv
folyamatok és a nociceptinerg rendszer 6sszefluggeéseit igazoljak. (Stamer et al.
2011) RT-PCR vizsgalatokban igazolta, hogy daganatos betegek vérmintaiban a
NOP receptor expresszid szignifikdnsan magasabb, viszont a prepronociceptin
MRNS expressziot alacsonyabbnak talaltak. Ez utobbi érték esetében metodikai
hianyossagot feltételeznek, hiszen a veégstadiumu betegek vérmintaiban
bekOvetkezd valtozas (mononuklearis sejtek és neutrophilek szamanak
csOkkenése) méréseikben nem Kkerllt korrekcidéra. Az emberi periférias vér

mononuklearis sejtjei altal expresszalt NOP receptor (Williams et al. 2007) és
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prepronociceptin (Williams et al. 2008) az immunfolyamatok szabalyozasaban

kitlntetett szerepd.

A majcirrhosis és hepatocellularis carcinoma vonatkozasaban Fisher 344
patkanyokon létrehozott allatkisérletes modellen is megerdsitettik a klinikai
anyagon igazolt eredményeinket, mely vizsgalatok Hantos Modnika PhD

disszertaciojanak részét képezi (Hantos 2003).

6.1.2 Elsédleges fejfajasban szenvedék

A nociceptinerg rendszer szerepe a fajdalom percepcidjaban anatomiai és
funkcionalis adatokkal sokszorosan igazolt (Meunier 1997, Lambert 2008). A
feln6tt human agy nociceptin-tartalmanak feltérképezése (Witta et al. 2004)
nevehez fizddik. A NOP receptor mind a felszallo (trigeminalis és spinoretikularis)
mind a leszallo (periaqueductalis szlrke allomany, nucl. raphe magnus, retikularis
rendszer) teruletén expresszalddik. A human ggl. trigeminale idegsejtjeinek 70%-a
mutat nociceptin immunopozitivitast (Hou et al. 2003) és CGRP, SP, NOS, és
PACAP kolokalizaciéban talalhaté. A NOP receptor szintén jelen van a ggl.
trigeminale-ban, de a basilaris erekben nem (human Kkortikalis artériak
kontrakcidjara a nociceptin nem volt hatassal). Az elsédleges fejfajasok
pathomechanizmusaban dont6é szerepe van a n.trigeminus teruletén kialakuld
neurogén gyulladasnak, ill. a trigemino-vascularis rendszer neuronalis elemeiben
kialakulé szenzitizaciénak (Moskowitz 2008, Tajti and Vecsei 2009). Allatkisérletes
adatok (Bartsch et al. 2002) igazoltdk, hogy a dura neurogén gyulladasat a

nociceptin dozisfliggéen gatolja.

6.1.2.1 Migrénes betegek

Az aktudlisan rohammentes migrén betegek plazma nociceptin-szintjét
szignifikansan (p<0,0001) alacsonyabbnak talaltuk, mint az egészséges kontroll
személyekét. Ez az alacsony érték nem lehet a fajdalom kdvetkezménye, hiszen a
vérmintakat legkevesebb 10,5 6raval az utols6 roham utan, ill. 7,5 éraval a

kovetkez6 roham elbtt gydjtottuk és allatkisérletes adatok szerint az exogén
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nociceptin bioldgiai hatasa 120 percnél nem tart tovabb (Grisel and Mogil 2000).
Emberben a fajdalom és a nociceptinerg rendszer kapcsolatardl kevés adat all
rendelkezésre és az adatok ellentmondasosak. (Brooks et al. 1998) nem talalt
Osszefuggést sem a plazma sem a liquor nociceptin-szintje és a fajdalom mértéke
kozott, mig (Ko et al. 2002) kilonb6zd etiologiaju akut, szubakut és kronikus
fajdalommal jar6 korképekben egyarant a nociceptin-szint szignifikans
emelkedését irta le. (Anderberg et al. 1998) fybromyalgiaban szenved6 ndk
esetében csokkent plazma nociceptin szintet tapasztalt. Egészséges emberek
izomzataba injektalt nociceptin nem okozott kozvetlen fajdalmat, de az izmok
érzékenységét fokozta (Mork et al. 2002). Ugyanakkor igazolt a nociceptin gatld
szerepe a dura neurogén vazodilataciojara (Hou et al. 2003) és kapcsolata a
CGRP -vel a nociceptinerg rendszert a migrén terapiajaban uj célpontnak jeldli
(Goadsby 2004). Az a medfigyelésunk, miszerint a migrén-roham alatt a plazma
nociceptin szintje tovabbi dramai csokkenést mutat, tovabbi megerésitését adja a
nociceptin-rendszer  funkcionalis  jelentéségének a  migrénes fejfajas

kialakulasaban.

6.1.2.2 Cluster-fejfajasos betegek

A cluster fejfajas és a plazma nociceptin-szintje vonatkozasaban irodalmi adatok
nem allnak rendelkezésre. (A Phoenix Peptides honlapjan referencia-értéknek a
mi mérési eredményeink szerepelnek). Patkany trigeminovaszkularis modellben
(Bartsch et al. 2002) a nociceptin dozisfliggéen gatolta a dura ereinek a
n.trigeminus ingerlésére bekovetkezd neurogén értagulatat, de dnmagaban nem
volt hatassal az ér- atmérére. A Kkisérletben alkalmazott nociceptin-dézisok
lényegesen magasabbak voltak, mint a plazma nociceptin-szint emberben, igy a
cluster fejfajas pathomechanizmusara vonatkozéan kdzvetlen bizonyitéknak nem
tekinthet6k.

Az a medfigyelésink, hogy a cluster- betegek fejfajas-mentes periodusaban a
vérmintak nociceptin-szintje a kontroll értékre emelkedik azt latszik bizonyitani,
hogy a cluster fejfajas esetében is funkcionalis szerepe van a periférias

nociceptin-szintnek.
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6.1.3 Kardio-vaszkularis korképekben szenvedé betegek

Mar a nociceptin-kutatas kezdeti id6szakaban (Gumusel et al. 1997, Chu et al.
1998) sokréti in vitro és in vivo kisérletes adat (Malinowska et al. 2002, Lambert
2008) bizonyitotta a nociceptin NOP receptoron megvaldsul6é ,direkt” és mas
ingeruletatvivé rendszerek befolyasolasaval kialakuld ,indirekt” kardiovaszkularis

hatasait.

6.1.3.1 Akut ischémias stroke-betegek

Akut ischémias stroke-betegeken végzett vizsgalataink kozvetlen inditékat
(Armstead 2000c) és (Jagolino and Armstead 2001) allatkisérletes adatai
képezték, melyek a nociceptin szoveti szintjének emelkedését mutattak ki akut
ischémia-reperfuziés modelleken, ill. bizonyitottdak a nociceptin szerepét a
hipercapnia kivaltotta értagulat csokkentésében. Az ischémias stroke-betegektdl a
korhazba kerulés idejétél szamitott 6 éran belll gyUjtétt vérmintakban a plazma
nociceptin szintet szignifikdnsan magasabbnak talaltuk (p<0,01), mint a korban
illesztett kontroll csoportban. Az ischémias stroke anatdomiai helye nem
befolyasolta a nociceptin-szint emelkedés mértékét (Tekes et al. 2006a).
(Armstead 2000a, Armstead 2000b) széleskor( allatkisérletes vizsgalataiban
bizonyitotta, hogy a hypercapnia-indukalt agyi értagulatot csokkentette a liquorban
megemelkedett nociceptin-szint, mely a mitogén-aktivalta protein kinaz (MAPK),
és a tirozin kinaz aktivitas fokozodasaval is egyutt jar. Human vizsgalatok
egészséges személyekben torténtek (Fontana et al. 2010) megallapitva, hogy a
hiperventillacios teszttel Ilétrehozott hypocapnias alkalézis azokban a
személyekben, akiknél szignifikans vérnyomas-emelkedés és pulzusszam-
emelkedés alakult ki a plazma nociceptin szint szignifikansan magasabb volt, mig
azoknal akiknél vérnyomas-emelkedés nem alakult ki, ill. vérnyomas-csokkenés
jott létre a plazma nociceptin-szint szignifikdns csokkenését tapasztaltak. A
vizsgalt személyek noradrenalin szinte a vérnyomas-csokkenéssel és a
vérnyomas-emelkedéssel reagald csoportokban egyarant szignifikansan
emelkedett. Adataikat az egyes személyek eltér6 szimpato-adrenerg aktivitasaval

magyarazzak. Sajat vizsgalatainkban (Tekes et al. 2006a) a szerotonerg
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neurotranszmisszio érintettségét mutattuk ki akut ischémias stroke-ban. A plazma
szerotonin-szintjének valtozasat nem tapasztaltuk, de szignifikans emelkedést

mértink a metabolitjanak (5HIAA) szintjében.

6.1.3.2 Krénikus stabil angina pectoris és periférias artéria-betegek

(Armstead 2000c) ischémia/reperfuzios allatkisérletekben bizonyitotta, hogy a
hypoxia-kivaltotta nociceptin-szint emelkedés a reperfuzi6 meginditasa utan
visszatér a kiindulasi értékre. Ezeknek az eredményeknek tukrében klinikai
vizsgalatokban kivantuk tartés ischémias A&llapot hatasat vizsgalni a plazma
nociceptin szintjére. Megallapitottuk (Krepuska et al. 2011), hogy atherosclerosis
talajan kifejl6dott kronikus angina pectoris esetében a kronikus ischémias klinikai
allapotban a plazma nociceptin-szintie a kontroll értéktél szignifikansan
alacsonyabb. A mtéti beavatkozasra varo, sulyosan és hosszu ideje ischémias
periférias artéria-betegek esetében szintén szignifikdnsan alacsonyabb plazma
nociceptin-szinteket talaltunk. Adataink tukrében felmeridl a kérdés, hogy az
alacsony plazma nociceptin-szint a kronikus ischémias allapot kdvetkezményekeént
jon-e létre vagy elbrejelzé informacidval szolgal-e kardio-vaszkularis betegség

kialakulasara.

6.2 A nociceptin és nocistatin pathophysioldgiai szerepének

vizsgalata allatkisérletekben

6.2.1 A nociceptin, a nocistatin és a kronikus diabetes, mint

neuropathias fajdalom-modell

Szamos kisérletes vizsgalatban nyert bizonyitdst mind a nociceptin (Hao et al.
1998, Sun et al. 2001a, Briscini et al. 2002, Maie and Dickenson 2004, Mika et al.
2004, Ma et al. 2004, Ma et al. 2005, Chen and Sommer 2006, Joseph et al. 2007)
mind a nocistatin (Okuda-Ashitaka et al. 1998, Okuda-Ashitaka and Ito 2000, Ito et
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al. 2000, Ito et al. 2001, Okuda-Ashitaka et al. 2012, Liu et al. 2012) szerepe a

neuropathias fajdalomban.

A diabetes és a nociceptinerg rendszer kapcsolata vonatkozasaban az elsé
publikacié (Kamei et al. 1999) nevéhez fliz6dik, aki az intratecalisan (i.t.) adott
nociceptin  fajdalomcsillapitd hatasat diabeteses egerekben dézisfiggden
nagyobbnak talalta, mint a kontroll allatokét mind a farok-elrantasi mind a formalin-
indukalta fajdalom-teszten. Patkanyok streptozotocin-kivaltotta kronikus diabetes
neuropathias modelljében (Courteix et al. 2004) az exogén nociceptin hatasos

fajdalomcsillapitonak bizonyult.

(Okuda-Ashitaka et al. 1998) kontroll patkanyokban azt talalta, hogy a nociceptin
allodynias és hyperalgesias hatasat a nocistatin gatolja. A nocistatin receptor és
transzdukciés mechanizmusa nem ismert, a funkcionalis nociceptin-antagonista
hatasért feltételezhetéen a nocistatin konzervativ karboxi-terminalja, a Glu-GIn-
Lys-GIn-Leu-GIn felel6s (Okuda-Ashitaka and Ito 2000). Az i.c.v. adott nocistatin
egerekben dozisfuggben anti-hyperalgésias hatast mutatott a karragenin/kaolin
indukalta gyulladasos hyperalgésia teszten, mig 6nmagaban a fajdalomkuszdbre

nem volt hatassal (Nakagawa et al. 1999).

Az endogén opioidoknak a pancreas f-sejtiei mikddésére gyakorolt hatasat
elemezve (Adeghate and Ponery 2001) kimutattdk, hogy a leu-enkefalin a
hasnyalmirigy inzulin- és glukagon szekrécidjat egyarant szignifikdnsan emeli
kontroll patkanyokban, mig a diabeteses allatokban ez a hatas nem jelentkezik. A
leu-enkefalin hatdsa atropinnal, naloxonnal és yohimbinnel egyarant gatolhato,
mig a glukagon szekréciot a harom vegyulet kozul egyedul a naloxon nem volt
képes gatolni, mely a nociceptinerg rendszerrel valdé kapcsolatra utal. Az a
megfigyelés, miszerint neuropathias fajdalom-modellben  szignifikansan
emelkedett a prepronociceptin, a nociceptin €s a nocistatin szoveti szintje (Joseph
et al. 2007, Liu et al. 2012) tovabbi bizonyiték a nociceptinerg rendszer

érintettségére a glukagon felszabadulas szabalyozasaban.

A streptozotocin-indukalta kronikus diabetes neuropathias fajdalom-modell
vizsgalatainkban (Tekes et al. 2005b) 16 hétig kovetve a plazma és a CSF

nociceptin szintjét az emelkedés egyik szdvetben sem érte el a szignifikans
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szintet. Ugyanakkor a nocistatin szinteket mindkét szovetben a kontroll értéknél
szignifikansan magasabbnak talaltuk a diabetes fennallasanak 8. hetétél a teljes
vizsgalati id6északban. A nervus sciaticus lekotéssel Sprague—Dawley
patkanyokban létrehozott neuropathias fajdalom-modellben 10 nappal a mitét
utan (Joseph et al. 2007) az agyszdOvet, a gerincveld és a plazma vizsgalata soran
szignifikansan emelkedett prepronociceptin, nociceptin és nocistatin szinteket
mértek az agyszOvetben, de eérdekes modon a gerincvel6ben csak a
prepronociceptin €s a nocistatin szintjét talaltdk szignifikdnsan magasabbnak. A
plazma-szintek vonatkozasaban a sajat adatainkkal egyez6en a nociceptin-szintet
nem, csak a nocistatin-szintet talaltak szignifikansan emelkedettnek és meglep6
modon a prepronocieptin-szintjét szignifikansan csokkent értékinek talaltak. (Liu
et al. 2012) a két neuropathias fajdalom-modellben (nervus sciaticus lekotés és
diabeteses neuropathia) kapott eredmények kdzott nem talalt kildnbséget, viszont
(Joseph et al. 2007) és a sajat adatainkkal ellentétben a plazma nociceptin-szintjét
mérték szignifikdnsan emelkedettnek, de a nocistatin-szintet nem és nem talaltak
prepronociceptin-szint csokkenést sem a plazmaban. Az adatok dsszevetésénél
figyelembe kell venni a diabetes sulyossagat (vércukorszint), fennallasanak idejét
(12-14-22 nap, ill. 16 hét), az alkalmazott patkany-torzset (Wistar, ill. Sprague—
Dawley) egyarant, melyek a harom vizsgalat-sorozatban eltéréek. A nociceptinerg
rendszer érintettsége diabetesben mindharom vizsgalatban egyértelmien
igazolast nyert. A latszélagosan ellentmondd adatok a vizsgalati idépontok, az
alkalmazott patkanytorzs és a diabetes sulyossaganak kulonbozéségével
magyarazhaték. Mindenesetre figyelemremélté az a mindharom vizsgalatban
azonos medfigyelés, hogy a nocistatin-szint és a nociceptin-szint egymastaol eltéré
modon valtozik diabetesben, mely a nociceptinerg rendszer dinamikus valtozasara
utal a betegség el6rehaladasaval. Fontosnak tartanank Kklinikai anyagon is

vizsgalni a nociceptinerg rendszer szerepét diabetesben.

6.2.2 Exogén nociceptin hatasa a kézponti idegrendszeri hisztamin és

szerotonin szintre

A nociceptin és hisztamin kapcsolatara vonatkozéan egyes irodalmi adatok a

hisztamin felszabadité (Sakurada et al. 2004, Kimura et al. 2000) mas vizsgalatok
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hisztamin felszabadulast gatlé (Eriksson et al. 2000, Nemeth et al. 1998) hatast
irtak le. Sajat kisérleteinkben az i.c.v. alkalmazott, kdzepes ddzisu (5,5nmol/allat)
nociceptin hatasat kivantuk vizsgalni a hisztamin-felszabadulasra a hisztamin
konkrét mennyiségének meghatarozasaval, mely mérések korabban nem

torténtek.

Megallapitottuk, hogy az i.c.v. alkalmazott NC a patkany agyban és a liquorban

szignifikansan megemeli a hisztamin-szintet.

A nociceptin altal felszabaditott hisztamin hizésejtes, ill. neuronalis eredetének
tisztazasa érdekében megvizsgaltuk, hogy a hizésejtekben gazdag hypothalamus-
ban (Edvinsson et al. 1977), a hizosejtekben szegény hippocampusban, és a
hizosejteket nem tartalmazo frontalis kéregben hogyan valtozik a hisztaminszint a
nociceptin hatasmaximumanak idépontjaban, melyet az elézetes vizsgalatokban

120 perc-nek talaltunk.

Az agyrészleteket kulon vizsgalva a hizosejtekben és neuronokban gazdag
hypothalamusban és a hizosejtekben szegény, de hisztaminerg neuronokban
gazdag hippocampusban a NC jelentés mértékben megemelte a hisztaminszintet,
mig a frontalis kéregben hisztamin-szint emel6 hatast nem tapasztaltunk. Ez arra
utal, hogy a NC a hizosejtekbél és a hisztaminerg neuronokbdl egyarant képes a
hisztamin-kiaramlasat fokozni. Ezt bizonyitjak azok az eredményeink is, melyek a
hizosejt-stabilizalo cromolyn el6kezelés esetében is emelkedett hisztamin-szintet
mutattak (Gyenge et al. 2006, Tekes et al. 2005a, Tekes et al. 2006b).

A Compound 48/80 60 perc mulva mind a liquorban, mind pedig a hizdsejtekben
gazdag hypothalamusban megemelte a hisztaminszintet. A frontalis cortexben és
a hippocampusban nem tapasztaltunk jelentés valtozast. A hizésejt stabilizald
cromolyn el6kezelés, mind a liquorban, mind pedig a hypothalamusban kivédte a
Compound 48/80 kivaltotta jelentés hisztaminszint emelkedést, ami a Compound
48/80 okozta hisztamin kidramlas hizésejtes eredetét bizonyitia. Erdekes
megfigyelés, hogy a Compound 48/80 a plazmaban is szignifikdnsan megemelte a
hisztaminszintet, aminek oka lehet, hogy a vegyllet (az i.c.v. adott nociceptinnel

ellentétben) képes atjutni a vér-agy gaton vagy néveli annak atjarhatésagat.
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Az i.c.v. adott SP a NC-nél is hatékonyabban és cromolynnal gatolhaté mddon
novelte a hisztamin-szintet a liquorban, a hypothalamusban és a frontalis
cortexben egyarant, mig a plazmaban (a nociceptinhez hasonléan) nem volt
hatassal a hisztaminszintekre. Ez arra utal, hogy a SP neuronalis hisztamin-

felszabadité hatassal (is) rendelkezik.

Amikor a nociceptint a Compound 48/80 utan 60 perccel adtuk, a
hypothalamusban és a hippocampusban okozott szignifikans hisztaminszint
emelkedést, mig a liquorban és a frontalis cortexben nem. A hypothalamusban és
a hippocampusban a kombinalt kezelés utan tapasztalt nagyobb hisztaminszint

emelkedés a nociceptin neuronalis hisztamin-felszabadité hatasat mutatja.

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

P s

6.2.3 Nociceptinnel, nocistatinnal és f-endorfinnal el6idézett hormonalis

imprinting hatasa a dopamin és a szerotonin anyagcsereére

A hormonalis imprinting jelensége magasabbrendl allatokon is sokszorosan
igazolt kulénleges ,valaszreakcidja” a szervezetnek (Salganik et al. 1978, Nagy et
al. 1983, Csaba et al. 2003a) legujabb review-k: (Csaba 2007, Csaba 2008, Csaba
2010, Prins et al. 2008), mely az imprinting aktivitassal rendelkez6
vegyulettel/behatassal t6rténd ujszuldttkori elsé talalkozaskor (Tekes et al. 2007b,
Tekes et al. 2007a, Csaba et al. 2009, Tekes et al. 2011) ill. az egyedi élet
bizonyos ,érzékeny szakaszaiban” talalkozva vele (pl. patkanyoknal az
anyaallattol torténé elvalasztas ideje) (Csaba et al. 2004b, Csaba et al. 2004a,
Tekes et al. 2006¢c, Tekes et al. 2009a) olyan ,mély nyomokat” hagy az allat
bizonyos  receptorainak, = neurotranszmissziés  halézatanak, viselkedés-
mintazatanak mikodésében, mely az egész életen at, egyes esetekben az F1
utddnemzedékben is (Tekes et al. 2009b) meghatarozza ezen rendszerek

aktivitasat.
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Eredményeink igazoltak, hogy nemcsak a p-endorfin, de a nociceptin és a
nocistatin is rendelkezik imprinting aktivitdssal, azaz az ujszuléttkori imprinting
hatasa a felnéttkord patkanyok kdzponti idegrendszerében (Csaba and Tekes
2005) igen erételiesen befolyasolla mind a szerotonin mind a dopamin

neurotranszmissziot.

6.2.4 Ujsziil6ttkori nociceptin imprinting

A nociceptin kezelés irant az egyes agyteruletek kulonbozé eérzékenységet
mutattak (Tekes et al. 2009c). Csokkent dopamin-szintet talaltunk mindkét
nemben a striatumban, mig a metabolitia (HVA) emelkedett szdveti szintjét
tapasztaltuk az agytérzsben. A nociceptinerg rendszer és a dopamin
neurotranszmisszié kapcsolatat az utobbi években kulondsen széles korben
vizsgaljak, részben a kabitoszer addikcid (Zaveri 2011), részben a NOP receptor
antagonistainak potencialis antiparkinson gydégyszerként val6é alkalmazhatésaga
okan (Liu et al. 2001, Marti et al. 2010, Volta et al. 2011). Az a megfigyelésink,
hogy a nociceptin imprinting a striatum dopamin-szintjének csokkenését okozza, jo
O0sszhangot mutat (Flau et al. 2002) eredményeivel, akik tengerimalac és egér
striatum-szelet preparatumon a nociceptin dopamin-felszabadulas-gatlé hatasat

el6szor irtak le.

A szerotonerg rendszer érintettsége minden vizsgalt agyteriletben (hypothalamus,
hippocampus, striatum, agytorzs, frontalis kéreg) megfigyelhetd volt. Kulonosen
érzékenynek a hypothalamus szerotonerg rendszerét talaltuk, ahol az emelkedett
szerotonin és 5HIAA szintek mindkét nemben fokozott szerotonerg aktivitasra
utalnak. A hippocampus és a striatum 5HIAA szintje minkét nemben emelkedett,
mely a valtozatlan szerotonin-szint mellett ugyancsak a szerotonin turnover
fokozodasat jelenti. Erdekes megfigyelés, hogy a frontalis kéreg szerotonin-
szintjének csokkenését csak a him allatokban tapasztaltuk, de a mindkét nemben
tapasztalt SHIAA szint csdkkenés a frontalis kéreg szerotonin turnoverének
valtozasara utal, a csOkkent szerotonin-anyagcsere jelének tekinthet6. Az a
megdfigyelésunk, hogy a liquorban sem a szerotonin sem az 5HIAA szintje

szignifikans valtozast nem mutatott arra utal, hogy az egyes agyteruletek
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szerotonerg aktvitasanak valtozasa lokalis hatast eredményez. Eredményeink jo
0sszhangot mutatnak azokkal az irodalmi adatokkal, melyekben a nociceptin a
szerotonin felszabadulas egyik legfontosabb preszinaptikus modulatoranak
mutatkozott (Siniscalchi et al. 1999, Sbrenna et al. 2000, Schlicker and Morari
2000, Lu et al. 2010). Az a megfigyelésink, hogy a nociceptin imprinting a frontalis
kéreg noradrenalin- szintjének csokkenését okozza, j6 6sszhangot mutat (Marti et
al. 2003) in vitro adataival, aki patkanyagy frontalis kéreg-preparatumon a

nociceptint erételjes noradrenalin-felszabadulast okoz6 anyagnak talalta.

6.2.5 Ujsziil6ttkori nocistatin imprinting

A nocistatinnal végzett ujszulottkori imprinting-kisérleteink azt mutatjak, hogy a
nocistatin irant fokozott a biogénamin-anyagcsere érzékenysége minden vizsgalt
agyteruletben (Tekes et al. 2009c). Mindkét nem esetében csdkkent szerotonin-
szintet mértink a hypothalamusban, a striatumban és az agytérzsben és
emelkedett SHIAA-szintet a hypothalamusban, a hippocampusban és a
striatumban. A hippocampusban és a frontalis kéregben nem talaltunk szerotonin-
szint-valtozast, de az SHIAA szintekben mért szignifikans kalonbség egyértelmiien
a szerotonerg ingerlletatvitel érintettségére utal ezekben az agytertletekben is.
Megfigyelésink 6sszhangban van a nocistatin és a koézponti idegrendszeri
szerotonerg rendszer kapcsolatara vonatkozd mindossze egyetlen eddig
megjelent koézlemény adataival (Fantin et al. 2007), melyben egér és patkany
neocortexbdl készitett szinaptoszéma preparatumon szuperfuziés kisérletekben a
nociceptin-receptortél  fliggetlen preszinaptikusan elhyelyezkedé és Gi/o
fehérjéhez kotott mechanizmussal megvaldsuld szerotonin- felszabadulast gatlo
hatast irtak le. A nocistatin-imprinting a dopamin-anyagcserére is szamottevd
hatast gyakorolt. A hypothalamusban, a striatumban és az agytérzsben
szignifikans dopamin-szint csdkkenést tapasztaltunk. Bar szignifikans HVA-szint
emelkedést csak az agytorzsben mértink, az adatok a dopamin-anyagcsere
zavarat egyértelmien igazoljak. Mig a nociceptin-imprinting csak a frontalis kéreg
noradrenalin-szintjében okozott szignifikans csodkkenést, addig a nocistatin-
imprinting a hypothalamus, a frontalis kéreg és az agytdérzs noradrenalin-

szintjében is szignifikans csokkenést eredményezett. A nocistatin és a dopamin-,
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valamint a noradrenalin-anyagcsere 06sszefliggéseire vonatkozé mas irodalmi

adatok jelenleg nem ismertek.

6.2.6 Ujsziiléttkori p-endorfin imprinting

A B-endorfinnal végzett imprinting vizsgalatainkban (Tekes et al. 2004, Csaba et
al. 2003a) a nocistatin-szint igen erételjes (a kontrollhoz képest mintegy
nyolcszoros) emelkedését tapasztaltuk mind a him mind a néstény patkanyokban,
mig a B-endorfin imprinting a nociceptin-szintre nem volt hatassal. A -endorfin és
a nocistatin rendszer kozotti ,cross talking” modjara vizsgalatainkbdl nem lehet
kovetkeztetni, de figyelemre méltd, hogy a B-endorfin imprinting csak a nocistatin
szintjgt emelte. A B-endorfin-imprinting minden vizsgalt agyteruletben
(hypothalamus, hippocampus, frontalis kéreg, agytorzs) igen erételjes szerotonin-
turnover fokozodast okozott, mely a him allatok agresszivitdsanak, sexuadlis
aktivitasanak fokozdodasaban, a néstény allatok esetében pedig csokkenésében is
tukroz6dott (Tekes et al. 2004, Csaba et al. 2003a). A B-endorfinnal végzett
imprinting kivaltotta szerotonin-szint csokkenés és S5HIAA szint emelkedés (SHT
turnover fokozodas) vizsgalataink alapjan nem eldonthetéen vagy a
megemelkedett nocistatin-szintnek vagy a nocistatin hatasahoz hozzaadéddan a

B-endorfin kézvetlen hatasanak is betudhaté.

Szamos allatkisérletben nyert bizonyitast az endorfin-rendszer és a szerotonerg
neurotranszmisszio sokrétl kolcsonhatasa. A patkanyon végzett legtobb vizsgalat
a gerincvel6i leszallé fajdalom-palya modulacidjaban (Seo et al. 2011), és a kérgi
fajdalom-palyak (Reis et al. 2011) vonatkozasaban a B-endorfint és a szerotonint
egyarant els6dleges szabalyozénak talalta. Ismert, hogy csak a p-opiat receptor
agonistai okoznak szerotonin-felszabadulast (Tao and Auerbach 2005).
Ugyanakkor a patkany és az emberi neocortex vonatkozasaban jelentés species-

fugg6ség mutathatd ki (Berger et al. 2006).
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6.3 Biszpiridinium aldoximok (K27 és K203) hatasa a kozponti
idegrendszeri biogénaminok és metabolitjaik (szerotonin,
dopamin, noradrenalin, SHIAA és HVA) patkany agy, liquor

és szérum koncentracioira.

A Dbiszpiridinium aldoximok koézponti idegrendszeri biogénamin anyagcserére
gyakorolt hatasanak vizsgalataval egy nemzetkdzi egyuttmikodés keretében
foglalkoztunk. Els6é lépésként optimalizalt HPLC moddszert dolgoztunk ki az
organofoszfat-mérgezések (OPm) potencialis 0j antidétumai (K-vegyuletek) kozil
a legigéretesebbek bioanalitikajara (Gyenge et al. 2007, Tekes et al. 2006d) A
tovabbiakban vizsgaltuk a vegyuletek kdzponti idegrendszerbe valo bejutasanak
mértékét és id6flggését (Laufer et al. 2010, Szegi et al. 2010) az OPm standard
valamint ennek mechanizmusat (Lorke et al. 2008). Adataink alapjan felmerult,
hogy a K-vegyuleteknek a vér-agy gaton (BBB) és a vér-liquor-gaton (BCSFB)
val6 atjutdasaban hordozofehérje jatszik kozre (karrier medialt transzport) (Lorke et
al. 2008).

Farmakokinetikai vizsgalatainkban (Gyenge et al. 2007, Tekes et al. 2006d,
Kalasz et al. 2008, Kalasz et al. 2009a) megallapitottuk, hogy a vegyuletek erésen
hidrofil jelleglk ellenére terapiasan hatékony mennyiségben jutnak be a kdézponti
idegrendszerbe, ezért a biogénamin anyagcserére gyakorolt hatasuk vizsgalata
indokolt. A vegyuletek beadasa utan 60 perccel a K27 esetében nem
tapasztaltunk valtozast az agyi biogénamin szintekben, mig a K203 a frontalis
kéregben szignifikans szerotonin turnover-csokkenést eredményezett az
oldoszeres kontroll allatokhoz viszonyitva. A K203 15 perces adatai a szerotonin-
turnover csokkenését mutatjadk a kisagyban, a hippocampusban, a
hypothalamusban és a frontalis kéregben egyarant, de a gerincvelében, a
striatumban és a nyultagyban a K203 nem befolyasolta a szerotonin turnovert.
Erdekes megfigyelni, hogy a 15 percnél mért szerotonin-turnover-csékkenés 60
percnél mar nem mutathatd ki csak a frontalis kéregben, ahol a 60 perces érték
szignifikdnsan magasabb a 15 perces értéknél, de meég szignifikansan
alacsonyabb a kontrollndl, azaz 60 percnél mar mintegy ,rendezdédni latszik” a

K203 kivaltotta szerotonerg anyagcsere-zavar.

94



dc_520 12

Eredményeink 6sszhangban allnak (Sakurada et al. 2003) eredményeivel, akik a
szintén erésen hidrofil pralidoxim és obidoxim esetében talaltak szamottevé BBB
penetraciét. (Bajgar et al. 1975) azt igazoltak, hogy a pralidoxim dozisnak mar kis
hanyada (2-3%) is elég az agy megfelel6 régidiban ahhoz, hogy kifejthesse
farmakoldgiai hatasat. A pralidoxim kozponti idegrendszerbe valé bejutasanak
dozisfuggését vizsgalva megallapitottuk, hogy az alacsonyabb dozisokbol
nagyobb hanyad jut be az agyba, mint a nagyobb dézisokbdl (Kalasz et al. 2009b),

ami szintén a karrier medialta transzportra utalhat.
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7. A DOKTORI ERTEKEZES LEGFONTOSABB UJ
MEGALLAPITASAI:

1. Megallapitottuk, hogy Wilson betegekben a plazma nociceptin szintje a élet
telies id6tartama alatt magas, tehat a nociceptinerg jelatvitel tartds
fokozédasaval kell szamolni. Ennek oka a betegség Iényegét jelentd toxikus
mértékl és kronikus réz-felhalmozédas, ami a nociceptint inaktivalé enzimek

gatlasat okozza.

2. Megallapitottuk, hogy primer biliaris cirrhosisban a plazma nociceptin szintje
szignifikansan emelkedik, melynek mértéke a betegség Kklinikai
progressziojaval pozitiv korrelacidban van. Ennek oka a betegseégre jellemzé
majparenchima sejtek progressziv karosodasasabol kovetkezményesen

kialakul6 magas plazma nociceptin szint.

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

betegségek kimutatasaban.

4. Megallapitottuk, hogy migrén betegek plazma nociceptin-szintje szignifikansan
alacsonyabb, mint az egészséges kontroll személyeké. A migrén-roham alatt
a plazma nociceptin szintje tovabbi dramai csdkkenést mutat, ami a
nociceptin-rendszer funkcionalis zavarara mutat a migrénes fejfajas

kialakulasaban.

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

funkcionalis jelentésége van a nociceptinerg rendszernek.

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

szerotonin-anyagcsere zavarat eredményezi.
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Megallapitottuk, hogy kronikus ischémias allapotokat (atherosclerosis talajan
kifejl6d6 angina pectoris, ill. periférias érbetegség) a klinikai allapottal

korrelald alacsony periférias nociceptin-szint jellemez.

Megallapitottuk, hogy a kozponti idegrendszerben a nociceptin a hizosejtes és
neuronalis hisztamint egyarant felszabaditva fokozza a hisztaminerg

neurotranszmissziot.

A streptozotocin-indukalta kronikus diabetes neuropathias fajdalom-modell
vizsgalatainkban megallapitottuk, hogy diabetesben a kdzponti idegrendszeri

nocistatin-szint erételjesen emelkedik.

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

noradrenalin-anyagcserét eredményez.

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

viselkedésében, aggresszivitasaban jol tukrozédik.

Optimalizalt HPLC moddszert dolgoztunk ki az acetilkolineszteraz reaktivator

K27 és K203 bioanalitikajara szérum-, agy- és liquor-mintakbal.

Megallapitottuk, hogy a rendkivul hidrofil karakteruk ellenére a K27 és a K203
egyarant terapias mennyiségben bejut a kozponti idegrendszerbe;
intramuscularis alkalmazas utan 15 perccel a K27 nem, de a K203 agyi
régio-szelektiv szerotonin-turnover csokkenést okoz, mely 60 perc utan a

frontalis kéreg kivételével minden agyi régioban rendezdédik.
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11. KOSZONETNYILVANITAS

Koszonetet szeretnék mondani mindazoknak, akik doktori disszertaciom
elkészultéhez hozzajarultak, a kisérletek elvégzésének biztos hatterét, a massal
nem poétolhatd szakmai egyuttmikodés lehet6ségét és a kdlcsdnds bizalom

légkorét teremtették meg munkam végzéséhez.

dr. Bagdy Gyorgy professzor urnak,a Gydgyszerhatastani Intézet igazgatéjanak
kOszOnettel tartozom bizalmaért, 0sztonz6 tamogatasaért, mely nélkil a

disszertacidé nem készult volna el.

dr. Magyar Kalman akadémikus urnak, aki palyam kezdetén befogadott a

laboratériumaba és mindenkor élvezhettem szakmai és emberi tamogatasat.

dr. Csaba Gyorgy professzor urnak az imprinting-vizsgalatok elvégezhet6ségéeért,

potolhatatlan szakmai tanacsaiért.

dr. Huszti Zsuzsanna tudomanyos tanacsaddénak a hisztamin-mérésekhez

nélkulozhetetlen szakmai tamogatasert.

dr. Kalasz Huba tudomanyos szaktanacsadonak a kromatografias modszerek
alkalmazasaban nyujtott massal nem pétolhaté szakmai segitségért,

tamogatasaért.
dr. Kamil Kuca professzornak a K-vegyuletek 6nzetlen biztositasaért.

dr. Reizigel Jen6 egyetemi tanarnak és dr. Szilagyi Noéra egyetemi docensnek a

kisérletek statisztikai analiziséért.

Kdszonettel tartozom mindazon klinikus kollégaknak, akik megteremtették a

klinikai mintakon végzett vizsgalataink lehetéségét:

dr. Szalay Ferenc egyetemi tanarnak a majbetegek vérmintaiért, Onzetlen

segitségéert.
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dr. Ertsey Csaba egyetemi docensnek a fejfajas-betegek mintaiért, a kivald

szakmai egyuttmikodésert.

dr. Folyovich Andras f6orvos urnak a stroke-betegek vérmintaiért és az onzetlen

tamogataseért.

dr. Sétonyi Péter egyetemi docens urnak a kardiolégiai betegek mintaiért és a

potolhatatlan értékl szakmai tamogatasert.

néhai dr. Magyar Pal intézetigazgatd egyetemi tanarnak, aki a daganatos betegek

vérmintainak biztositasaval jarult hozza munkankhoz.

néhai dr. Dizseri Tamas féigazgaté urnak, aki a beteg gyermekek vérmintainak

biztositasaval jarult hozza munkankhoz.

Kulon szeretném megkdszonni volt PhD hallgaté kollégaimnak szorgalmas, kitarto,
igényes munkajat:

dr. Borcsiczky Déra féorvosnak a betegek klinikai adatainak feldolgozasa és a

HPLC-mérések soran végzett munkajaért.

dr. Hantos Monika fégyogyszerésznek, a RIA moddszer meghonositasaért, a

nociceptin és nocistatin- mérések elvégzéséeért.

dr. Gyenge Melinda gyégyszerésznének, a hisztamin-mérések elvégzéséért és a

biogénamin meghatarozasok HPLC-mddszerének beallitasaért.

dr. Laufer Rudolf gyogyszerész urnak és Szegi Péter biolégus urnak a K-

vegyuletek HPLC-analizisének kidolgozasa soran végzett kivaldé munkajukért.

Kilon kdszonet illeti dr. Lengyel Jozsef tudomanyos munkatarsat, Divikiné Guth
Gyorgyi, Fejes Eva, Kovacs Agnes asszisztenseket, akik a kisérletek
elvégzésében nyujtott kivalo technikai segitségukkel jarultak hozza a munka

elvégzéseéhez.

Kdszondm a Gyodgyszerhatastani Intézet valamennyi munkatarsanak a kivalo

szakmai légkort.
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Halaval tartozom csaladom minden tagjanak turelmes, aldozatos, megért6
szeretetukért, biztatasukért, mely nélkil a disszertaci6 megirasaba sosem

kezdtem volna.
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