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Szenzoros neuropeptid felszabadulas farmakologiai gatlasa, mint Uj gyogyszerhatas

=z =7

A léguti gyulladasos megbetegedések prevalencidja, sulyossaga és mortalitasa az
utobbi idében ndvekvé tendenciat mutatott, kialakulasukban a kapszaicin-érzékeny, vagyis
tranziens receptor potencidl vanilloid 1 (TRPV1) receptort expresszald szenzoros
idegvégzodések jelentds szerepet jatszanak. Ezek, az érzéidegek kb. 50%-at kitevo afferensek
azert kulonlegesek, mert a klasszikus érzé/fajdalomérzé funkciojukon Kival lokalis és
szisztémas efferens funkciokkal is rendelkeznek. Aktivacio hatdsara a beldlik felszabaduld
gyulladas- illetve, fajdalomkelté hatdst szenzoros neuropeptidek, a kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP) és tachykininek (pl. a P-anyag) az innervécids teriilleten vazodilaticiot és
plazma protein extravazaciét okoznak, tovabba jelentésen hozzajarulnak a leukocita
infiltracio kialakuldsdhoz (neurogén gyulladas). Jelenleg az akut hérgégorcs oldasara jol
bevaltak a B, adrenerg receptor izgatok aeroszolban vagy poritott formaban inhaléltatva. A
hattérben allé gyulladasos reakciok gatlasara jelenleg a kortikoszteroidok allnak
rendelkezésre, melyek hosszu tavl alkalmazasakor, még lokélis adas utan is, szamos

mellékhatéssal kell szamolnunk.

Az aldbbiakban ismertetett Kkisérletei eredményeink a légati gyulladasokban még
kevéssé ismert neuroeffektor mechanizmusokat tartak fel, melyek alapjan Uj

hatasmechanizmu gyulladdsgatlo gydgyszerfejlesztésre nyilhat lehetéség.

1. Alkalmazott kisérleti modellek:

1.1. In vitro trachea perfuziés modell: A szenzoros neuropeptidek (P-anyag, CGRP,
szomatosztatin, PACAP-38) felszabadulasat izolalt patk&ny trachea mintakon vizsgaltuk. Az
allatok ledleset kovetéen eltavolitottuk a teljes tracheakat. A szervfirdékbe 2-2 tracheat
helyeztiink és 37 °C-on 60 percig oxigenizalt Krebs-oldattal perfundaltuk, majd a folyamatos
ataramlast 3 x 8 percre leallitottuk és igy harom analizalandé frakcidéhoz jutottunk (pre-
stimuldlt, stimuldlt, post-stimulalt). A neuropeptid felszabadulds kivaltasdhoz elektromos
téringerlést végeztink a 1200 impulzusal, a kémiai ingerlés soran 10° M capsaicint
alkalmaztunk. A harom gyujtott frakcid P-anyag, CGRP, szomatosztatin és PACAP-38
koncentracidit sajat fejlesztésii radioimmunoassay (RIA) mddszereink segitsegével hataroztuk
meg (Jakab és mtsai. 2004).
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1.2. Endotoxinnal kivaltott szubakut intersticialis pneumonitisz modell: Lipopoliszaharid
(60 ul, 167 pg/ml E. coli LPS) intranazalis adasa utan 24 h-val elsésorban a
peribroncialis/perivaszkularis terekben alakul ki neutrofil/eozinofil granulocitas infiltracio,
odema, makrofag felszaporodas és goblet sejt hiperplazia.

1.3. Ovalbuminnal (OVA) eléidézett kronikus légati gyulladas (asztma modell): Az
egereket 20 ug ovalbumin i.p. injekcidjaval szenzitizaltuk a kisérlet 1. és 14. napjan, majd a
28., 29. és 30. napokon 1%-os ovalbumin oldatot inhalaltattunk. Ennek k&vetkezteben
allergias tipusd kronikus léguti gyulladas jott létre, eozinofil/neutrofil sejtek és limfocitak
szaporodtak fel a bronchusokban és korulottik, fokozott nyaktermelés és a csilloszéros

hengerhdm kérosodéasa volt megfigyelheto.

2. Vizsgalati médszerek:

2.1. In vivo légzésfunkcios vizsgalatok szabadon mozgd és altatott egereken: Jelen OTKA
tdmogatas és a Nemzeti fejlesztési Terv Gazdasagi Versenyképesseg Operativ Programjaban
(GVOP-3.2.1.-2004-04-0420/3.0) nyertes miiszerpalyazatok segitségevel Buxco pletizmograf
készulékeket vasaroltunk és Kkialakitottunk egy komplex Aallatkisérletes légzésfunkcios
vizsgalolaboratdriumot, amely lehetévé teszi szamos légzésfunkcids paraméter vizsgalatat
akut és kronikus léguati gyulladasmodellekben altatott es szabadon mozgo eber allatokban. A
leguti hiperreaktivitast az LPS modellben 24 6raval a gyulladas kivaltasa utan, az OVA
modellben 4 héttel az elsé i.p. injekcid utan vizsgaltuk. A bronchokonstrikciot a muszkarin
receptor agonista carbachol (5.5-44 mM) inhalaltatasaval valtottuk Ki.

- Légzesfunkcids paramétereket (enhanced pause: Penh, Iégzési frekvencia, 1égzési volumen)
vizsgaltunk éber allatokban. A Penh a léguti ellenallassal egyenesen aranyos, szamitott érték.
Ezen ismételhetd, non-invaziv. mddszerrel a bronchialis hiperreaktivitas kialakulasa

folyamatéban volt vizsgalhato.
- Léguti ellenallast mértiink direkt modon altatott allatokban.

2.2. Morfoldgiai vizsgalatok: Kvalitativ és szemikvantitativ ertékelést végeztink a
hematoxilin-eosinnal és perjodsav—Schiff festékkel festett tlidémetszeteken. Az LPS
modellben a perivaszkularis/peribronchialis oedema, granulocita akkumulacio, alveoléris
makrofagok felszaporodasa és nyaktermel6 goblet sejtek hiperpazidja, az OVA modellben az
mononuklearis sejtek és limfocitdk felszaporodasa, a nyaktermelés fokozddasa és a

csillészérds hengerham karosodésa alapjan vegeztiink pontozést patologus segitségevel.



2.3. Biokémiai modszerek:

- Szenzoros neuropeptidek (P-anyag, CGRP, szomatosztatin és PACAP-38) plazma- és
tldoészoveti koncentracioit mertik sajat fejlesztésic RIA modszerekkel.

- Az akkumulalodott granulocitak mennyisegével egyenesen aranyos myeloperoxidase (MPO)

enzimaktivitast mértiink homogenizalt szvetmintakbol spektofotometerrel.

- Gyulladasos citokin (IL-13, TNF-o) koncentracidkat hataroztunk meg homogenizalt

tldoészovetekbol enzim-linked immunoassay (ELISA)-val és cytokine bead array (CBA)-val.

3. Eredmények

3.1. In vitro trachea perfuzids rendszeriinkben a beszamolési idészakban dsszesen 94 (]
szomatosztatin agonista vegyuletnek, (Biostatin Kft. Budapest) a P-anyag kapszaicin-
érzékeny afferensekbol tortené felszabaduldsara kifejtett gatlé hatasanak viszgalata
tortént meg. Ezek kozil 17 ciklikus, stabil penta-vagy heptapeptid szerkezetii, 77 nem-
peptid tipust vegyulet volt, melyek kozll 7, illetve 15 molekula bizonyult hatasosnak.
A leghatdsosabb 3-3 vegyulet tovabbi in vivo gyulladasmodellekben térténd vizsgalatat
jelenleg is végezzik (az eredmények szabadalmi okokb6l még nem kézdlhetok, a
molekulak el6éallitdsasra vonatkozOan azonban szabadalmi beadvany tortént: P-
0400891/3/2004).

Ezen in vitro modellben a hipofizis adenilat ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP-38) és a
szelektiv szomatosztatin 4 (sst;) receptor agonista peptidomimetikum J-2156 (Juvantia
Pharma, Turku, Finnorszag) izolalt patkany trachedbol kapszaicinnel, illetve elektromos
téringerléssel kivaltott P-anyag, kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) és szomatosztatin
felszabadulasat koncentracié-fuggé modon gatolta (Németh és mtsai. 2006; Helyes és
mtsai. 2006). A TRPV1 receptor antagonista JYL1421 (prof. Uhtaek Oh, Szo6uli
Egyetem) és SB366791 vegylletek, valamint a referencia anyagkent alkalmazott
kapszazepin azonban ink&bb csak a kapszaicinnel kivaltott neuropeptid felszabadulast
gatolta, az elektromos téringerléssel kivaltottat nem (Jakab és mtsai 2005; Varga és
mtsai 2005).

Elsé6ként mutattuk ki, hogy a PACAP-38 maga is képes felszabadulni az aktivalt

kapszaicin-erzékeny idegvégzodésekbdl in vitro és in vivo is patkanyban, a szisztémas



keringésbe jut6 PACAP-38-szerli immunoreaktivitas szelektiv RIA mddszerinkkel
(Jakab és mtsai. 2004) nagy pontossaggal meghatarozhaté (Néemeth és mtsai. 2006;
Helyes és mtsai. 2007, in press). E techikat huméan plazméabol tortén6 PACAP-38
mérésre is adaptaltuk, ennek tovabbi (tudomanyos/klinikai) hasznositdsa folyamatban
van. Kifejlesztettlik a PACAP masik, 27 aminosavbol all6 molekulaformajat méré RIA-
t is, amelyet jelenleg szdveti PACAP-27 meghatarozasra hasznalunk (Németh és mtsai.
2007, in press).

Kimutattuk tovabba, hogy ciszplatin-kivalotta neuropatidban a tracheabdl torténo
neuropeptid felszabadulas mértéke lecsokken, valamint a tracheo-bronhialis szenzoros
neuropeptid receptor gén-expresszios kép megvaltozik, jelentésen megn6é az SSTR4

(szomatoszatin receptor 4) expresszioja (Horvath és mtsai. 2005, 2006)

3.2. Endotoxinnal kivaltott szubakut léguti gyulladas egérmodellben funkcionalis

(Iégzésfunkcios mérés; Buxco teljes test pletizmograf), morfoldgiai (szemikvantitativ
szOvettani értékelés) és biokémiai (mieloperoxidaz enzimaktivitds mérés; citokin
mérések ELISA-val) modszerekkel igazoltuk, hogy Tranziens receptor potencial
vanilloid 1 (TRPV1) kapszaicin receptor génhianyos egerekben fokozott gyulladas es
kdvetkezmenyes bronchialis hiperreaktivitas alakult ki. Direkt kémiai (szomatosztatin
RIA) és sst receptor antagonista ciklo-szomatosztatin kezeléssel funkcionalis
bizonyitéekokat szolgaltattunk, hogy a gyulladas soran TRPV1 receptor aktivacidval
szomatosztatin szabadul fel a tid6 kapszaicin-érzékeny afferenseib6l, amely a
szisztémas keringésbe jut és gatolja a gyulladast és a kdvetkezményes broncho-
konstrikcio hajlamot (Helyes és mtsai 2007, in press). lgazoltuk tovabba, hogy a
kapszaicin-erzékeny erzéideg végzodések funkcionalis inaktivalasa (deszenzibilizcio)
kovetkeztében fokozodik a gyulladas, de ennek ellenére csokkent léguti hiperreaktivitas
tapasztalhatd. Mindezek alapjan valdszinisithetd, hogy a gyulladaskelté szenzoros
neuropeptidek (P-anyag, CGRP) dont6 szerepet jatszanak a bronchokonstrikciés hajlam
fokozodasaban, de a gyulladas kialakuldsdban nem. Deszenzibilizalt egerekben a
gyulladas fokozddasaért a kapszaicin-érzékeny rostokbdl felszabaduld szomatosztatin

hianya a felel6s (Elekes és mtsai. 2007, in press).



3.3. A fenti eredmenyeink alapjan szintetikus sst, receptor agonistak vizsgélata tortént
az elobbiekben ismertetett modszerekkel az LPS-indukalta pneumonitis és az
ovalbuminnal kivaltott asztma modellekben egérben. A heptapeptid TT-232 (Biostatin)
és peptidomimetikum J-2156 kodjeli vegyiletek mindkét modellben hatékonyan
gatoltak a léguati gyulladast és a kovetkezményes hiperreaktivitast (Elekes és mtsai.
2007, kozlésre elkildve).
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1. abra. Tudémetszetek szemikvantitativ szovettani értékelése a perivaszkularis 6déma,
perivaszkularis/peribronchialis granulocita akkumulacio, goblet sejt hiperplazia és az
alveolaris mononuklearis sejtinfiltracio alapjan. Minden oszlop 8-12 egér atlagattaz atlag
standard hibajat mutatja; *p<0.01 J-2156 vagy TT-232-kezelt vs. NaCl-kezelt kontroll csoport
(Mann-Whitney U test).
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2. dbra. Tudémetszetek szemikvantitativ szovettani értékelése az eosinofil sejtek infiltracioja,
nyalkahartyaduzzanat és nyaktermelés és az epihtel sejtek karosodasa alapjan. Minden oszlop
8-10 egér atlagattaz atlag standard hibajat mutatja; *p<0.01 J-2156 vagy TT-232-kezelt vs.
NaCl-kezelt kontroll csoport (Mann-Whitney U test).
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3. abra. J-2156 és TT-232 (500 ug/kg i.p.) gatlé hatdsa az LPS-sel kivaltott leguti
hiperreaktivitasra. A bronchokonstrikciot carbachol névekvé koncentracidinak porlasztasaval
valtottuk ki és szabadon mozgd egerekben Buxco teljes test pletizmograffal mértik. A
valaszokat minden carbachol stimulacio utan az enhanced pause (Penh) gorbék alatti terliletek
(PenhAUC) kiszamitasaval adtuk meg. Az egerek egy csoprtjdban a J-2156-t ill. a TT-232-t
egyszer adtuk i.p. (500 ug/kg) akutan, 20 perccel a mérés elétt, a gyulladas kialakulasa utan,
mig mas csoportokban e kezeléseket 3-szor alkalmaztuk a 24 6ras gyulladasos reakcid soran.
Minden oszlop 8-12 egér atlagattaz atlag standard hibajat mutatja; *p<0.01 J-2156 vagy TT-
232-kezelt vs. NaCl-kezelt kontroll csoport (ANOVA + Bonferroni-féle médositott t-teszt).
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4. dbra. J-2156 és TT-232 (500 ug/kg i.p.) gatlé hatdsa az ovalbuminnal kivaltott léguti
hiperreaktivitasra. A bronchokonstrikciot carbachol névekvé koncentracidinak porlasztasaval
valtottuk ki és szabadon mozgd egerekben Buxco teljes test pletizmograffal mértik. A
valaszokat minden carbachol stimulacio utan az enhanced pause (Penh) gorbék alatti terliletek
(PenhAUC) kiszdmitasaval adtuk meg. Az egerek egy csoportjdban a J-2156-t ill. a TT-232-t
egyszer adtuk i.p. (500 ug/kg) akutan, 20 perccel a mérés elétt, a gyulladas kialakulasa utan.
Mas csoportokban e kezeléseket az els6 OVA injekcio utani 28., 29. és 30. napon, naponta 3-
szor alkalmaztuk a gyulladas kivaltasaval (OVA inhalacid) parhuzamosan. Minden oszlop 8-
12 egeér atlagattaz atlag standard hibajat mutatja; *p<0.01 J-2156 vagy TT-232-kezelt vs.
NaCl-kezelt kontroll csoport (ANOVA + Bonferroni-féle médositott t-teszt).

4. Eredmenyeink gyakorlati hasznosithatésaga

A TRPV1 receptorok legati gyulladasos folyamatokban és kdvetkezmenyes
hiperreaktivitasban betoltdtt szerepének integrativ. modon: [égzésfunkciés, morfoldgiai,
biokémiai és molekularis bioldgiai mddszerekkel torténé vizsgalata nagy elérelépést jelentett
annak eldontésében, hogy melyik célpont lehet igéretes Uj tipusu gyulladascsokkentok, illetve
antiasztmatikumok Kkifejlesztése céljabol. Eredményeink bizonyitottak, hogy a TRPV1
receptor aktivacio védo hatasu a léguti gyulladasos folyamatokban, az aktivacidjaval
felszabadulé szomatosztatin kdzvetitésével. Mindezek alapjan arra kdvetkeztethetiink, hogy a
TRPV1 receptor gatlasa nem, hanem sokkal inkabb a szomatosztatin 4 receptor szelektiv,
stabil, elsésorban nem-peptid agonistakkal torténd aktivacidja jelenthet Uj terapias
perspektivakat a légutakat érint6 gyulladasos betegségek kezelésében. Eredményeink
gyakorlati jelentéségét hangsulyozza az a tény, hogy a gyulladasos folyamatok neurogén
komponensét, amely pl. az asztma patomechanizmusaban is jelentés szerepet jatszik, egyetlen

forgalomban Iévé gyogyszer sem képes megbizhatdan és hatékonyan gatolni.
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