Elvezeti szerekhez torténé hozzaszokas in vivo és in vitro vizsgalata

A neurotrophinok (pl. nerve growth factor (NGF) brain-derived neurotrophic factor [BDNF],
neurotrophin-3 [NT-3], neurotrophin-4 [NT-4]) olyan fehérjek, amelyek fontos szerepet
jatszanak a neuronok talélésében és fejlédésében az ontogenezis soran. A protein csalad
legismertebb tagja az NGF, amely mind a kdzponti- mind pedig a periférias idegrendszerben
biztositja a neuronok tulelését. A neuronok differencialodésénak befejeztével ezek a
proteinek tovabbra is jelen vannak a kdzponti idegrendszerben és az idegrendszeri plaszticitas
kialakuldsdban vesznek részt. Az idegi regeneréciot eléidézé hatdsuk miatt fontos szerepiik
van az adaptacidban, az elvezeti szerekhez torténé hozzaszokasban es a neurodegenerativ
betegségek kialakulasaban.

A neurotrophinokrol korabban kimutattuk, hogy szerepiik van az alkohol tolerancia
kialakulasaban, tehat tovabbi vizsgalatuktol az varhatd, hogy segitenek megérteni az
alkoholhoz (1-2) és a kabitdszerekhez tortén6 hosszu tavl adaptécids valtozasokat a kbzponti
idegrendszerben. A neurotrophinok szerepe élettani korilmények kozott a plaszticitas
kialakulasaval hozhaté kapcsolatba; koérosan pedig a kognitiv funkciék romlasaval és a
degenerativ valtozasok létrejottével.

Ezen megfontolasok alapjan vizsgaltuk a BDNF hatasat a morfin tolerancia és fliggéség
befolyasolasara. A kapott eredmények az aladbbiakban foglalhatok Ossze: A BDNF-nek
onmagaban enyhe fajdalomcsillapitd hatasa van és ez a fajdalomcsillapité hatas
protencirozodik, ha morfinnal egyltt adjuk. Kézismert, hogy ismételt morfin adas hataséara
tolerancia alakul ki. Ismételt morfin adaskor tolerancia alakul ki a morfin fajdalomcsillapitd
hatasaval szemben, a BDNF kezelés hatasara a tolerancia foka novekszik (azaz a
fajdalomcsillapitd hatas foka alacsonyabb lesz). Azt eldéntendd, hogy a fenti hatds nem
farmakokinetikai jellegii; a morfin adasa el6tt BDNF el6kezelést végeztiink 3-7 napig; majd a
morfin adas utan a BDNF-kezelt allatokban ugyancsak a tolerancia kialakuldsanak
fokozodasat tapasztaltuk. Nemcsak a tolerancia kialakulasat, hanem a morfin tolerancia
fennmaradasat is megvizsgaltuk. Kimutattuk, hogy a kontroll allatokban a tolerancia hamar
megsztinik, mig BDNF kezelés azt fenntartja. A tolerancia jelenségének vizsgalata utan a
fuggoség kialakuldsat tanulmanyoztuk. A morfin fliggéséget sc. morfin tabletta
implantalasaval hoztunk létre, majd 4 nap mulva naloxonnal elvonési tlineteket idéztink eld.
A megvonasi tlineteket a BDNF azonban — ellentétben a toleranciara kifejtett hatasaval - csak
minimalisan befolyasolta (3).

Kdzismert, hogy a kozponti idegrendszerben jelen 1évé neuropeptidek interakcidba lépnek
egymassal és megvaltoztatjdk az akut és kronikus opiat adas utan kifejlodé magatartasi
valtozasokat, mint az opiat analgéziat, a hozzaszokast és a megvonasi jelenségeket. Ezért a
vizsgalataink  tovabbi  aspektusat a  kozponti  idegrendszeri  neuropeptidek
hatasmechanizmusanak tanulményozasa jelentette az élvezeti szerekhez torténé hozzéaszokas
kilénbozo fazisaiban. Mivel az opiat addikcio eés a vele kapcsolatos jelenségek
neurobioldgiai hattere nem tisztdzott, a neuropeptid-opiat interakciok vizsgalata kozelebb
vihet az élvezeti szerekhez valé hozzészokasban szerepet jatsz6 folyamatok jobb
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Korébbi eredményeink szerint a vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) csokkenti a morfin
akut analgéziads hatasat, valamint a kronikus morfin-tolerancia mértékét (fajdalomkiisz6b-
vizsgalatok). A pituiter adenil-ciklaz-aktival6é polipeptid (PACAP) és a VIP szerkezetbeli és
hatasbeli hasonlésagaik alapjan kdzds neuropeptid csalddba tartoznak. Mivel kozos és



kilénb6z6 receptorokkal is rendelkeznek, amelyek biolégiai vagy farmakologiai hatasaikat
kozvetithetik, kisérleteinkben azt vizsgaltuk, hogy a VIP-pel rokon PACAP képes-e
befolyasolni olyan akut és kronikus morfin hatdsokat, amelyek VIP-pel modosithatok.
Eredményeink szerint a PACAP a VIP-hez hasonloan csokkenti a morfin akut analgézias
hatasat, de azzal ellentétesen hat a kronikus morfin tolerancidra. A foszfodiészteraz-gatlo
teofillinnel végzett Kisérleteink szerint az intracellularis cAMP eliminaciojanak gatlasa
fokozta ugyan a PACAP megfigyelt hatasat az akut morfin analgéziara, de nem befolyasolta a
PACAP hatasait a kronikus kisérletekben. Eredményeink olyan feltevést alapoznak meg,
amely szerint a PACAP-nak a VIP-éhez hasonlo hatdsa az akut morfin analgéziara kdzos
(VIP/PACAP) receptoron keresztiil medialodhat és benne az intracellularis CAMP szintnek a
vizsgalt neuropeptidek &ltal elidézett ndvekedése vehet részt. Ez megerésiti az intracellularis
CAMP szint megvaltozasanak jelentéségét a morfin fajdalomcsillapito hatasaban. Valoszint,
hogy a kronikus tolerancidra és megvonésra gyakorolt eltér6 VIP, ill. PACAP hatdsok
kilénbdzo receptorokon medialédnak a VIP és a PACAP esetében. Feltételezhetd, hogy a
PACAP a kronikus toleranciat a PACAP-I. receptoron keresztill fokozza, és ebben a CAMP
szint intracellularis megvaltozasanak nincs kizarolagos szerepe. A PACAP-I. receptorhoz
kapcsolodo jelatviteli mechanizmusok ismeretében foszfolipaz-C aktivitds fokozddasahoz
kapcsolodo folyamatok jatszhatnak ebben szerepet. (4-8)

Az exogén morfin hatds, valamint a morfin-neuropeptid hatdsok megértése mellett Uj és
igéretes terlletet jelent az endogén mu opioid jellegii ligandok és mddositott analdgjaik
vizsgalata. Az endogén mu opioid receptor agonista endomorfinok az eddig ismert endogén
ligandok kozil legnagyobb specificitassal és affinitassal kapcsolédnak receptorukhoz. Az
endomorfinokrol ismert, hogy hatasukat a mu opiod receptoron keresztll fejtik ki. Ezért az
endomorfin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH) és kilonbdz6 helyzetekben médositott szarmazékainak
analgetikus hatasat vizsgaltuk meg. Az endomorfin-1-rél ismert, hogy nagy mennyiségben
fordul el6 a kbzponti idegrendszerben, ezért az anyagokat kozvetlendl a liquor térbe juttattuk
be. Az analdégok azonos molekulatémege miatt minden allat 10 ug (icv) peptidet; a kontroll
allatok pedig mesterséges liqour kezelést kaptak. A fajdalomcsillapitd hatast tail-flick
modszerrel hataroztuk meg és a méréseket a beadas utan 15 perccel kezdtik meg és 45
perccel fejeztiik be; 10 percenként megismételt teszttel. A kezelést kdvetéen 15 perccel
mérsékelt, de szignifikans (15-20 %-ot meg nem haladd) fajdalomcsillapitdo hatasat
tapasztaltunk a kontroll csoporthoz viszonyitottan. A bioldgiai hatds gyorsan csokkent, de a
Phe helyzetben tortent szerkezeti modositds még 25 perc mulva is jelentos fajdalomcsillapitd
hatast eredményezett. A peptidek fajdalomcsillapitdé hatdsdnak naloxonnal torténé
felfliggeszteset célzo vizsgalatban a naloxont a peptidek agykamréba torténé fecskendezése
elétt 10 perccel adtuk be. Megallapitottuk, hogy a naloxon adasa esetén a fajdalomcsillapitd
hatds minden csoportban merséklodott, a leghosszabban megmutatkozd effektus a Phe
helyzetben tortént szerkezeti modositds utan tapsztaltunk. A megfigyelés gyakorlati
jelentésége abban all, hogy a referencia vegyulethez (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH,) képest hosszabb
idejii fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezé vegylletet talaltunk, a hatas opiod receptoron
keresztul medialodik és opiat antagonista naloxonnal felfliggesztheté. Tovabbi jelentésége a
vizsgalatoknak, hogy a kémiailag modositott analogok potencialis gyogyszer eléanyagként
johetnek szoba.

Egy masik vizsgalatban in vitro modszerekkel az endomorfin-1 (Tyr-Pro-Trp-Phe-NH;) és
endomorfin-2 (Tyr-Pro-Phe-Phe-NH;) mu opioid al-receptor sepecificitasat vizsgaltuk.
Mindket vegyiilet fokozza az agyban a striatalis dopamin felszabadulast. Az endomorfin-2
kezelés esetén ez a hatds csak dipeptidyl-peptidaz elokezelés utan érvényesil, ami a
endomorfin-2 szoveti bontd enzimekkel kapcsolatos fokozott érzékenységre utal. Mu-



szelektiv antagonistidkkal (naloxonazine, B-funaltrexamine) végzett in vitro vizsgalatok arra
utalnak, hogy az endomorfinok a dopamin kibocsatast fokoz6 hatasukat eltér6 mu receptor
altipuson érvényesitik: az endomorfin-1 foként mu-2; az endomorfin-2 pedig mu-1
receptoron keresztul hat (9).

Az élvezeti szerek hatasmechanizmusanak tanulmanyozasaban kilon fejezetet képez a
nikotin hatdsanak vizsgalata. Minthogy ez egy Uj terllet a nikotin-neuropeptid interakcio
vonatkozasaban, el6szor bizonyos alapvizsgalatokat végeztiink el. Az allatok mozgasi
aktivitasara a nikotin bifazisos hatast gyakorolt: alacsonyabb dozis (0,1-1 mg/kg perifériasan
adva) fokozta, mig magasabb dozis (6-8 mg/kg) csokkentette a lokomaocids aktivitast. A
nikotin emelkedé dozisban (2-8 mg/kg) anxiogén hatést fejtett ki, amelyet megemelt plus
maze tesztben vizsgaltunk. A nikotin periférias adasat kdvetéen (0,01- 10 mg/kg sc és ip)
dozisfliggé modon csokkenti a testhémeérsékletet: 10 mg/kg nikotin 3 °C -al, 1 mg/kg nikotin
1,5 °C-al, 0,1 mg/kg nikotin 0,5 °C-al, 0,01 mg/kg nikotin pedig 0,2 °C-al csokkentette a
testhomérsékletet. A hatds maximuma 30 perccel a kezelés utdn mutatkozik meg és két ora
mulva tér vissza normalis szintre. Kronikus nikotin kezelés ivovizben adva (5, 7, 10, és 34
napig 0,01- 10 mg/kg dozisban po) csak a legnagyobb dézisban csokkentette az allatok
testtbmegét. A nikotin tolerancia vizsgalatdhoz a nikotin fajdalomcsillapitd hatasat
valasztottuk. A nikotin fajdalomcsillapité hatasa dézis-fiiggének bizonyult: a maximalis
analgetikus hatast (30-50%) 4-8 mg/kg ddzissal értiink el. A fajdalomcsillapitd hatds 1 éran
belul lezajlodik. A nikotin analgetikus hatasaval szemben, ismételt kezelés hatasara rapid
tolerancia alakul ki. Az elvégzett vizsgalataink alapjan a fajdalomcsillapitdo hatas
felfliggeszthetd naloxonnal, ami arra utal, hogy a fajdalomcsillapitd hatas opiat receptorokon
keresztul medidlodik. Korabban igazoltuk, hogy a hypophysisbél szarmazé adenil-ciklaz-
aktivalo polypeptid (PACAP) képes a fajdalomcsillapité vélaszt befolyasolni. A peptid
onmagaban nem rendelkezik fajdalomcsillapité hatassal (62,5-1000 ng), de a kozponti
idegrendszerbe adagolva (icv) szignifikdnsan csokkenti a nikotin fajdalomcsillapito hatésat és
gatolja a nikotin analgézias hatasaval szemben létrejové rapid tolerancia kialakulasat is. A c-
AMP-t aktivalé theophyllin a PACAP-hoz hasonlé hatéast eredményezett. igy felveti annak
lehetéséget, hogy a hatas PACAP-1 receptorokon keresztil jon létre. (10-17).

A gastrointestinalis peptid csalad egy masik, 0j tagja a ghrelin magtartasi hatasaban
hasonldsagot mutat a nikotinhoz: fokozza az allatok mozgasi aktivitasat és anxiogén hatasu,
valamint fokozza a lokomociot nikotin adasa utan (18). Folyamatban van a ghrelin nikotin
toleranciara és megvonasra kifejtett hatasanak vizsgalta is.

A sejtmembrant alkotd, arachidonsavbol felszabaduld eikozanoidok szerepet jatszanak a sejt
sajat mukodésének regulalasaban, a sejtek kozotti  kapcsolatok fenntartasaban, a
mikrocirkul&cié és a vér-agy-gat mikddésében és szabalyozasaban. Az arachidonsav kaszkad
termékei kdzvetlenil (sejtfunkcidk és mikrocirkulacios eltérések létrenozasaval) és kozvetve
(neuromodulatorok, neuropeptidek neurotranszmitterek képzédésének és felszabaditasadnak
modositasan keresztul elSidézett sejt funkcié és mikrocirkulacios valtozas) szerepet
jatszhatnak a neurodegenerativ, a gyulladasos, a keringési valamint a kabitoszer megvonast
koveto idegrendszeri megbetegedések és kognitiv folyamatok valtozasaban, tehat indokoltnak
latszott e vizsgalatok bevonésa is.

A telitetlen zsirsav-dus, vagy a telitett zsirsav-dus diéta altal el6idézett eikozanoid szintézis
valtozas hatasara a sejtmembran Osszetétele, szerkezete (membran rigiditds mddosulasa) és
funkcidja (membrédn pumpa funkciok) megvaltozik. Tovabbd mikrocirkuldciés valtozas
(érreaktivitads, érpermeabilitas) es a ver-agy-gat atereszté képességének modosuldsa johet



létre, amely alapvet6 szerepet jatszhatnak neurodegenerativ, gyulladasos és a kabitdszer
megvonast kovet6 idegrendszeri megbetegedések és kognitiv zavarok kialakulasaban. A
telitetlen zsirsav-dis diétak altal elGidézett sejtmembran szerkezet és funkcio valtozas,
onmagaban is jotékony hatasu. Az eikozanoidok szintézisének és felszabadulasanak
vizsgalata kilondsen az eplilepsziaval kisert folyamatokban fontos, mert lehetéséget teremt
Uj tadmadasponti gyogyszerek Kkifejlesztésére és alkalmazésara az egyes korképek
kezelésében. Az eikozanoid szintézis profiljanak gydgyszeres megvaltoztatasaval (a
folyamatot javito termékképzodés fokozasaval és a jelenséget eléidézo, sulyosbitd termékek
kialakuldsénak gatldsdval) a betegek panaszait jelentés mértékben csokkenthetnénk. A
telitetlen zsirsav-dus, telitett zsirsav-dus dietak altal eloidézett eikozanoid szintézis
valtozasok az aldbbiakban foglalhatok Ossze. A telitetlen zsirsav-dis diéta fokozza a
vazodilatator prosztanoid szarmazékok mennyiségét a thrombocytakban és agyi
mikroerekben. Gorcskelté kezelés (4-aminopyridin) hatasara kialakuld6 hypoxia és
degeneracio esetén a telitetlen zsirsav-dus diétan tartott allatokban a vazodilatator prosztanoid
szarmazékok mennyisége nem valtozik a thrombocytakban, de telitett zsirsav-dus diéta esetén
gatlodik a szintézis. Az agyi mikroerek vonatkozasaban a telitetlen zsirsav-dus diétan tartott
allatokban a vazodilatator tipust eikozanoidoknak szerepe lehet az epilepszia soran kialakul6
hypoxia mérseklésében és ezzel a neuroprotekcio megvalosulasaban (19-22). A 4-
aminopyridin fokozta szdmos neurotranszmitter (glutamat, aszpartdt, GABA, szerotonin,
noradrenalin és dopamin) szintjének novekedését in vivo mikrodializis kapcsan. A vizsgalt
transzmitterek kozll a glutamat szint névekedése jo korrelaciot mutat a c-fos expresszidval és
ez valoOszinisiti, hogy a glutamatnak fontos szerepe lehet a 4-aminopyridin-medialta
gorcsvélasz celluléris torténésének inicializasdban. A GABA véltozdsa a gorcsok
megjelenesevel mutatott korrelaciot (23-24).

A gorcstevékenység kapcsan megjegyzendo, hogy az entorinalis kéreg a hippocampus fontos
relay alloméasa és mint ilyen részt vesz szadmos kozponti idegrendszeri folyamat
szabalyozédsaban: a tanulasi, az emlékezési folyamatokban, a szenzoros informaciok
feldolgozasaban és szerepe van a temporalis lebenybél kiindulé epilepsziak kialakulasaban is.
Egy masik vizsgalatban az entorinalis kéreg ablacioja tortént meg. A entorinalis kéreg
ablacioja csokkenti a gorcsok intenzitisat, de nem ismert teljesen, hogy milyen arat kell
fizetni ezért a mérséklo hatdsért A kérdés megvalaszolasara unilateralis enthorinalis cortex
lézi6 utdn kialakuld magatartasi kovetkezmeényeket tanulményoztuk. A léziot kovetéen
hyperaktivitast - fokozott exploratoros aktivitast, a szorongas csokkenését és a térbeli tanulas
kapcsan megszerzett informéacié visszaidézésének romlasat tapasztaltuk - jelezve, hogy a
kéregirtas hatasa komplex viselkedési zavarok kialakulasahoz vezethet (25).

A nikotinnal nyert biztatd magatartasi adatok tikrében megvizsgaltuk az anyag hatasat az
arachidonsav anyagcserére is. Akut nikotin adas utan csokken az aortaban az endothel
eredetii vazodilatator hatdst (prostacyclin és 12-OH-heptadekatriénsav) arachidonsav
szarmazékok mennyisége in vitro, a vazokonstriktor és thrombocyta aggregalé arachidonsav
termékek mennyisége azonban sem az aortaban sem a thrombocytdkban nem valtozik. A
hatds dozisfiiggé és a nagyobb mennyiségii nikotin a ciklooxigenaz termékek mellett a
lipoxigenaz termékeket is csokkenti és igy hozzajarulhat a nikotin enothél diszfunkciot
kivalté hatasahoz (26).

Az endothél diszfunkcié nemcsak nikotin addsa utdn volt kimutathato in vitro, hanem a
streptozotocin-indukalta diabetes mellitus modelben patkanyokban is, ahol a nitrogén
monoxid-fliggé vazodilatacio jelentésen csokkent az erekben, de nem véltozott az egyéb



vazodilatator anyagokra, a prostacyclinre és az enothelium eredeti hyperpolarizalé faktorra
adott valasz (27).

A projekt koltségvetése az elvonasok ténye miatt jelentésen megvaltozott. A vizsgalatok
soran valtozas kovetkezett be a személyi allomanyban is, ezért ennek megfeleléen az egyes
részteruleteken nagyobb hangsulyt kapott az in vivo megfigyelések aranya.

A bemutatott vizsgalatok az élvezeti szerek tulzott hasznalatdval kapcsolatos hatasanak
megelézése és kdvetkezményeinek kivédése teriletén szdmos Uj eredményt szolgaltatott. A
bemutatott munkakbdl tovabbi kéziratok elkésziilte és megjelenése varhato.
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