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Cim: A szimpatikus idegrendszer neurotranszmitter szintjét szabalyoz6 mechanizmusok és a
gyulladasos mediatorok keletkezése kdzotti 6sszefliggések vizsgélata

Részletes beszamolé

Szamos, az idegrendszert érint6 betegségben, igy a sulyos depressziGban is
kimutathat6 a gyulladadsos immunologiai folyamatok tulmiikodése. A gyulladasos mediatorok,
mint esetleges oki tényezék szerepe azonban ezeknek a betegségeknek a kialakulasdban még
nem teljesen tisztazott. Jelenleg tébb irnyzat is probal egymaéstol fuggetlenul magyarazatot
keresni a depresszidt el6idézé folyamatokra es valoban, ennek szimptomai feltehetéen tébb,
kilénbdzo eredetre is visszavezethetéek. Tekintve azonban, hogy a depresszionak mind a
szimpatikus idegrendszer alulmiikddése, mind a gyulladasos folyamatok aktivalédasa
alapvet6 jellemzoi, kérdés hogy az alacsony neurotranszmitter szint jatszik-e kdzre a fokozott
gyulladasos mediator termelésben, vagy pedig a gyulladasos mediatorok idézik elé a
szimpatikus idegrendszer olyan elvéltozasait, amelyek az alacsony monoamin szint
kialakulasahoz vezetnek. Ennek megfeleléen a depresszid kialakulasanak magyarazataban a
két legelterjedtebb irdnyzat a monoamin teoria és a makrofag tedria. A palyazat soran végzett
munkéban elért (az aldbbiakban részletezett) eredményeink azonban azt mutatjak, hogy a fenti
két folyamat nem vizsgalhato egymastdl fuggetlen jelenseégként, azaz a makrofagoknak és a
kdzponti idegrendszer makrofag-szerti sejtjeinek aktivalddasa soran keletkezé gyulladasos
medidtorok meghatdroz6 szerepet jatszanak a kozponti idegrendszerben lejatsz6do
eseményekben, ezek kozott is elsésorban a neurotranszmitterek szintjét befolyasold
monoamin felszabadulasi és visszavételi folyamatokban. Az extracellularis monoamin szint
valtozasai viszont visszahatnak a gyulladasos mediatorok termelédesere és eredményeink
alapjan az ezekbél a kélcsonhatasokbdl kialakulé egyensuly az, amelytél fligg a depresszio
tlneteinek kialakulasa. Eredményeink arra utalnak, hogy akar a periférids immunrendszert
akar kozponti idegrendszert éri stimulus, mindkét rendszerben létrejonnek a vedekez6
mechanizmusban szerepet jatszo gének aktivacioi és a neurotranszmitter- ill. immunmediator
szintek valtozasai, ezek a két rendszer kdzott jellemzo kilonbségeket mutatnak és eltéréen
szabalyozhat6ak.

In vivo allatkisérleteinkben vizsgaltuk, hogy az extracellularis noradrenalin (NA) szint
emelkedése mennyi id6 alatt képes a gyulladasos immunvalaszt befolyasolni és ez az id6beli
hatas milyen Gsszefliggést mutat az antidepresszans hatas kialakulasahoz sziikséges idovel.

Vizsgalati modellként kezeletlen, antidepresszansokkal monoamin transzporter (MT) gatolt és



genetikailag noradrenalin transzporter (NAT)-hianyossa tett (NAT-KO) magas extracellularis
NA szintli egereket hasznaltunk. Kisérleteinkben monoamin transzporter-gatlokkal
(desipramin, nisoxetin, GBR12909, fluoxetin és citalopram) tortén6 akut kezelések soran
tanulmanyoztuk a rovid ideig tarto, gyors extracellularis noradrenalin (NA) szint emelkedés
immunmodulans hatasat amely még nem filigg ©6ssze a monoamin-transzporter gatlok
antidepresszans hatasaval. Az antidepresszans hatds kialakuldsahoz sziikséges, harom hétig
tartd, kronikus kezelés sordn 6sszehasonlitottuk a vizsgalt drogok immunmodulans hatésat
egyrészt az akut hatassal, méasrészt olyan kronikus kezelési modellrendszerben, amelyben a
drog adasat a mintavétel el6tt egy nappal megszuintettiik. Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a
NAT-KO allatok verplazméjdban magasabb az extracellularis NA szint és ennek
kovetkeztében csdkken az LPS-indukalta TNF-o véalasz. Ezzel igazoltuk a monoamin
transzporterek altal befolyasolhatd extracellularis NA ill. monoamin koncentrécié jelentéségét
az immunmodul&ciodban (2, 9, 10).

Kontrol (NAT+/+) allatokban kilonbéz6 MT-gatlokkal végzett akut kezeléseink
kimutattak, hogy a vizsgalt drogok mindegyike hatékony volt, azaz kulonb6zé mértékben
mindegyikik novelte az extracellularis NA ill. monoamin mennyiséget, gatolta az LPS altal
kivaltott TNF-o. a termelést és novelte az IL-10 mennyisegét. A vizsgalt NAT-gatlé
(desipramin és nisoxetin), DAT-gatl6 (GBR12909) és szerotonin visszavétel-gatlé (SSRI,;
fluoxetin és citalopram) drogok kozul a leghatékonyabbnak az SSRI jellegti fluoxetin és
citalopram bizonyultak. Feltiin6 volt viszont az az észleletlink, hogy a drogok hatasa hasonlo
volt a kontrol (NAT+/+) és a NAT-KO (NAT-/-) csoportokban. Tekintve, hogy a kevéshé
specifikus NAT-gatlé desipramin, valamint a specifikusnak tekinthet6 nisoxetin is hatékony
volt a NAT-KO allatok esetén is (ahol pedig mar nincsen NAT), valdszintinek latszik, hogy
hatdsuk a NAT gatlasan kivil mas, az immunmodulécio szempontjabol fontos - targeteken is
érvényesul. Az eddig elvégzett kronikus kezelések eredményei azt mutatjdk, hogy az
immunmoduléans hatéas csak akkor érvényesiil, ha a mintavételkor is jelen van a drog, azaz az
aktualis extracellularis monoamin szint magasabb. Ezzel igazoltuk, hogy a hosszabb tavu
kezelést igénylé antidepresszans hatds kialakuldsa és az immunmodulans hatds kozotti
osszefliggés sokkal komplexebben érvényesiil, mint csupan a monoamin szintek emelkedése
az MT-gétlasan keresztul (10, 20).

A tovabbiakban vizsgaltuk a szerotonin ill. a szerotonin transzporter miikodésének
befolyasolasaval (SSRI tipusu antidepresszansok) modosithatd gyulladasos citokin-termelést.

Uj eredményiink, hogy kimutattuk, az intraperitonedlisan adott szerotonin szignifikansan



csokkenti az LPS-indukalt TNF-o termelést, mind a genetikailag noradrenalin-transzporter
hianyossa tett (NAT-KO), mind a vad tipusnak (WT) megfelelé Black6/C57 egerekben. A
szerotonin hatasat a NA szint desipramin kezeléssel torténé novelése a NAT-KO egerekben
nem befolyasolta, mig a WT egerekben a kombinalt kezelés tovabbi TNF-o termelés
csokkenést eredményezett. Ujabb bizonyitékokat szolgaltattunk arra is, hogy a monoamin
transzporterek részben képesek egymast helyettesiteni. In vivo propranolollal részlegesen
gatolni tudtuk a citalopram akut hatasat, és ez a gatlé hatas eltéré volt a WT ill. a NAT-KO
egerek eseteben. Eszerint a NA egy része a szerotonin tartalmu vesiculakbdl szabadul fel
ahova a heterolog visszavétel folytan kertilt (9, 10).

Eredményeink értelmezésében az egyes drogoknak a kozponti idegrendszerben (CNS)
kialakuld koncentracioja fontos szerepet jatszik. Ismeretes, hogy a xenobiotikumoknak a vér-
agy gaton keresztul tértené aktiv eltavolitasat az ABC transzporterek (az MDR géntermékei)
vegzik, igy csokkenteni képesek a CNS-ben elérheté drog koncentraciot. Munkacsoportunk
eredmeényei arra utalnak, hogy CNS-t is érinté malignus betegségekben (pl. leukémidk CNS-t
érinté szovodmeényei), es kilonbdzé gyulladasos folyamatok kovetkeztében az MDR
expresszidja megvaltozik, igy befolyasolni képes a szisztéméasan adott, CNS-ben haté drogok
altal kifejtett hatasokat (4, 5, 7, 8). Ezzel 6sszhangban allnak a WT és NAT-KO egerekben a
periférian és a hippokampuszban LPS hatasara indukalodd TNF-a mennyiségére vonatkozo Uj
eredmenyeink. Kimutattuk, hogy mig az endotoxin altal kivaltott gyulladas kdvetkeztében a
plazma TNF-a szintek szignifikansan csokkennek antidepresszansok hatasara, addig a
hippokampuszban ezen drogok immunmodulans hatasa szignifikansan kisebb, aminek
magyarazata az adrenoceptoroknak a drogok altal megvaltozott szenzitivitasa ill. a drogoknak
az MDR fehérjék altal eléidézett csokkent mennyisége lehet (17, 20, 23).

A gyulladasos mediadtorok képzodésének €s a neurotranszmitter transzporterek,
valamint receptoraik szerepének vizsgalatdban Balb-c, B6, WT129 és NAT-KO egerekben
szisztémas gyulladast idéztink el6 LPS intraperitonedlis injektalasaval, ill. a vastagbél
gyulladasat per os dextranszulfattal indukalva. Ez utébbi modellben megallapitottuk, hogy bar
a szimpatikus idegrendszeri neurotranszmitterek szintjének emelkedése antinflammatorikus
hatasl, az ebben résztvevd, igy terapias reményekkel kecsegeteté adenozin receptor (Aza-
receptor) agonista CGS-21680 nem volt képes a vastagbél gyulladasat csokkenteni (16, 24).
Az in vivo hatas elmaradasa ellentétben all azzal, hogy in vitro vizsgalataink makrofagokon és
BV-2 mikroglia sejteken azt mutattak, hogy az adenozin receptor ligandjai gyulladasgatlo
hatasuak és receptor altal kozvetitett poszttranszkripcios folyamatokon keresztil az IL-10



termelédés fokozodasat idézik el6. Ennek az ellentmondasnak magyardzatara tovabbi
vizsgalatok sziikségesek. Ezek soran kimutattuk, hogy a gyulladasgatlé hatasok elsésorban a
p38 MAPK jelpalyan keresztill érvényesiilnek, mivel ezek a p38 in vitro a gatlasaval
megszuntethetéek (13, 14, 15, 18, 24).

Az LPS adasaval elsidezett gyulladasos modellekben elsésorban a plazma és a
hippokampusz TNF-o termelését hasonlitottuk 0ssze, optimalizaltuk a dézis és idéadatokat,
amelyek alkalmazésaval ugyanabban az allatban értékelheté citokin mérési eredmenyeket
kaphatunk a plazma és a hippokampusz esetén (23). Megallapitottuk, hogy 1-10 mg/kg LPS
hasznalata esetén 90 perc indukcio utdn mindkét esetben maximumot ér el a gyulladasos
citokin (TNF-a) termelédés, ennek mértéke azonban eltéré a vad tipusi és a NAT-KO
egerekben. Kimutattuk, hogy a hippokampusz kiindulasi TNF-o. értéke a NAT-KO allatokban
magasabb, mint a WT egyedekben; az LPS indukalt TNF-o valasz azonban nemcsak a
plazmaban kisebb, mint a WT Aallatok esetén, hanem a hippokampuszban is. Feltiin6
kilénbséget mutattunk ki a periférian és a hippokampuszban észlelhet6, LPS indukalt TNF-
o mennyiség antidepresszansal torténé modulacidjaban is (19). Mig a plazmaban a
szerotonin-transzporter gatlo, antidepresszans citalopram bolusban valdé adasaval a TNF-
a szint szignifikansan csokken, addig a hippokampuszban az LPS indukalt TNF-o mennyiség
nem volt modulalhatdé. Terveink szerint megvizsgaltuk néhany transzkripcids faktor
szintjének alakulasat is a NAT-KO és WT allatok hippokampuszaban, minthogy a gyors,
korai génaktivacio (pl. c-fos) a neuroadaptacidé egyik meghataroz6 folyamata.
Megallapitottuk, hogy a NAT-KO egerek hippokampuszdban a c-fos és a pCREB szintje
nagyobb, mint a WT allatokban, mig a pERK1/2 szint kisebb. Az LPS-indukalt NAT-KO
egerek hippokampuszaban mind a c-fos, mind a pERK1/2 és a pCREB szintje kilonb6z6
mértékben, de csdkken, mig a WT egerek esetén a pCREB szint nem véltozik, a pERK1/2 és a
c-fos szint viszont né. Feltételezhetjiik, hogy a vizsgalt transzkripcios faktoroknak az LPS
indukcio soran a NAT-KO egerekben észlelt csokkenése Osszhangban all az ezekben az
allatokban mert kisebb mértékit TNF-o valasszal (2, 9, 18, 20). Ez az észlelet arra is felhivja a
figyelmet, hogy mig az ERK1/2 aktivalodasa elénydsnek bizonyul az immunaktivacio
szempontjabol, addig a sejtproliferacié szabalyozasa szempontjabol ez nem ilyen egyértelmi,
minthogy az ERK1/2 konstituciondlis aktivaciojat irtdk le egyes malignus tumorokban.
Klinikai egyittmiikddésiink soran ugyanis kutatocsoportunk kimutatta, hogy a human éretlen

myeloid sejtvonal, a K652, esetén az ERKIL/2 aktivalodasanak gatlasa eritroid



differenciaciohoz vezet, amely egyes leukémias betegsegekben (CML) elényos és igy terapias
konzekvenciakat is eredményez (3, 7, 8, 11).

Eredményeink kozil a legnagyobb jelentéségiinek a stimulus fliggé adrenerg
immunmodulécio felismerését és igazolasat tartjuk. Kimutattuk, hogy mig a tankdnyvi adatok
és eddigi ismereteink szerint a B-adrenoceptor Gs fehérjéhez kotott, igy az adenilat-ciklaz
aktivacioja eés a kovetkezményes CcAMP szint novekedés eredményeképpen
immunszuppresszansként volt szamontartva, ez a hatas csak bizonyos stimulusokkal (pl. LPS)
egyltt érvenyesul. Egér intraperitonealis makrofagokon, izolalt human monocytakon és
human myelomonocytaer sejtvonalon (PLB985) egyarant bizonyitottuk, hogy mig az LPS
altal indukalt TNF-o mennyisegét a [-adrenerg agonista isoproterenol és clenbuterol
csokkenti, addig, ezzel ellentétben, ugyezen agonistak a proteinkinaz-C (PKC) altal indukalt
TNF-o mennyisegét tovabb novelik. Ha figyelembe vesszik azt, hogy a PKC aktivalddasa,
amely szamos biologiai folyamat soran bekdvetkezik, egy olyan eseménysorozatot indit el,
amelyek pl. hemopoietikus sejtek esetén makrofag iranyu sejtdifferencaciéhoz, igy a
proinflammatorikus citokin gének fokozott expresszidjahoz vezet, az ezzel egyidejii
szimpatikus idegrendszeri aktivacio sulyos szepszis eldidézéjéve is valhat. Vizsgalataink
bizonyitottak tehat, hogy az adrenerg immunmodulacié Janus arcu, azaz az alkalmazott
stimulustol fliggben akar immunszuppresszans igy gyulladasgatld, akar immunaktivalo,
egyben gyulladas fokoz6 hatasu is lehet (6, 12, 13, 14, 21).

Kimutattuk, hogy a béta—adrenerg receptornak a kiilonb6zé stimulusok altal elidézett
immunmodulans hatasa 0Osszefligg a pERK szint novekedésével és a TNF-
o indukalhatosdgéval. Ezzel kapcsolatos Uj eredmeényeink szerint a béta-adrenerg receptor
stimulécidja tranziens MAP-kindz foszforilaciot eredményez, amely pertussis toxinnal
gatolhatd. Ennek alapjan igazoltuk, hogy a B-adrenerg receptor nemcsak Gs, hanem Gi
fehérjehez is képes kotodni. Ezzel els6ként mutattuk ki, hogy az immunrendszerben is
letrejohet az eddig csak szivizom és egyes mas szovetek sejtjeiben ismert Gs/Gi atkapcsolas
(22). Klinikai egyuttmiikddéslink soran masrészt azt is igazoltuk, hogy a spontdn TNF-
o termelés szabalyozottsdga eltéré az LPS-indukalta TNF-o termelésétél, minthogy ezek
szintje a terhesség alatt inverz mddon véltozik (1).

Az a tény, hogy az adrenerg immunmodulécié és ezzel kapcsolatban a citokin termelés
az alkalmazott stimulustdl flggéen akar immunszuppresszans gyulladasgatlo, akar
immunaktivalo gyulladasfokozé hatasu is lehet, tobb ) terapias megkozelitést, valamint Uj

elméleti alapokon nyugvé gydgyszerek fejlesztését is lehetové teszi.
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