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ROVIDITESEK JEGYZEKE

12-HPETE: 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav

AEA: N-arachidonoil-etanolamin (anandamid)

ATP: adenozin-trifoszfat

BSA: bovine serum albumin, borji szérum albumin

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CFA: complete Freund’s adjuvant, komplett Freund-adjuvans

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid

CRLR: calcitonin receptor-like receptor, kalcitonin receptorszer( receptor
ECAC: epithelial Ca2* channel, epitelialis Ca2*-csatorna

GH: growth hormone, névekedési hormon

IL: interleukin

IFN-y: interferon y

IP3: inozitol-triszfoszfat

KO: knock out, génhianyos

LPS: lipopoliszacharid

MAPK: mitogén-aktivalt protein kinaz

NADA: N-arachidonoil-dopamin

NdFeB: neodimium-vas-bor dtvozet

NK: neurokinin

NMDA: N-metil-D-aszpartat

NO: nitrogén-monoxid

PAC1: PACAP receptora

PACAP: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide, hipofizis adenilat ciklaz-aktivalé polipeptid
PK: protein kinaz

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

RAMP: receptor activation modifier protein, receptor aktivalast mddosito fehérje
RPMI 1640: Roswell Park Memorial Institute-ban kifejlesztett tapoldat

RTX: reziniferatoxin

oSMF: optimized static magnetic field, optimalizalt sztatikus magneses mez6
SP: substance P, P-anyag

SRIF: somatotropine release inhibitory factor, szomatotropin felszabadulast gatlé hormon
SST: szomatosztatin

TNFa: tumor nekrézis faktor o,

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1

TRPAT1: tranziens receptor potencial ankirin 1

VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid

VPAC: VIP és PACAP kdz0s receptora

VR1: vanilloid receptor 1

VRL.: vanilloid-like receptor, vanilloidszer( receptor



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATAS ELOZMENYEI

A kapszaicin farmakolégiai torténete

A kapszaicin a paprika (Capsicum annuum) csip6s anyaga. Kémiai szerkezetét tekintve 8-metil-N-
vanillil-transz-6-nonénamid, vagyis alkaloid tipusu vegyilet. A népi gydgyaszatban mér évszézadok éta
hasznaljak izuleti betegségek kezelésére, illetve fajdalomcsillapitasra. A kapszaicines kendcsok, illetve
tapaszok enyhithetik a hatfajast, csillapithatjak a reumas izileti gyulladas és a szenzoros neuropatia
tuneteit.

Az els0 experimentalis adatokat a kapszaicin hatasarol 1878-ban kozolte HdOgyes Endre.
Eredményeibdl méar akkor arra kovetkeztetett, hogy a kapszaicin hatasait elsésorban a szenzoros
idegek végzddésein fejti ki (Hogyes 1878). A kapszaicint az orvosi gyakorlatban bedorzsolGszernek,
ellenirritansnak hasznaltak, izlleti gyulladasok fajdalmas kovetkezményeinek csillapitasara. Valos
hatdsmechanizmusat ekkor még nem ismerték. A tovabbi kutatasok és azok eredményei ezt kovetben
még 70 évet varattak magukra.

A kovetkez6 datum az 1940-es évek vége, amikor egy Ujabb magyar kutatd, a szegedi Jancsé Miklos
megfigyelte azt a jelenséget, hogy a piros paprika csipés anyaganak nagy dozisa lokalis, késébb
szisztémas alkalmazésa allatban (egérben, patkényban, tengerimalacon) az analgézia egy specialis
forméajat valtja ki. Az allatok nem mutattak nocifenziv reakciét semmilyen fajdalmas kémiai ingerre,
mechanikai ingerekre azonban a reakciokészség tovabbra is megmaradt. Jancsé tehat azt talélta, hogy
egy fajdalomkeltd, csipés anyag fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik (Jancsd 1960).

Jancso korai halala utan tanitvanya, Szolcsanyi Janos és felesége, Jancsd-Gabor Aranka folytattak a
kapszicinnel kapcsolatos kutatasokat. Elsé, nemzetkdzileg is jegyzett, és azdta mintegy ezerszer idézett
uttéré munkajuk 1967-ben jelent meg. Ebben leirtak, hogy a patkany nervus saphenus-anak és nervus
trigeminus-anak izgatasa gyulladast okoz az allat bérében, ami arteriolas vazodilataciot, a vaszkularis
torténd elbkezelést (deszenzibilizacid) kovetden sem ortodromos, sem antidrémos Uton nem alakult ki
gyulladas (Jancso et al. 1967). E valaszok hianyanak alapjan feltételezték, hogy a mediatorok a
kapszaicin-érzékeny fajdalomérz0 idegvégzédésekbdl, nociceptorokbdl szabadulnak fel.

A kapszaicin, mint potencialis farmakologiai eszkoz a periférias idegrendszer kutatasaban, elsésorban
akkor kerult az érdekl6dés kozéppontjaba, amikor Jessell és munkatarsai 1978-ban kozolték, hogy a
kapszaicin P-anyag kiaramlasat okozza a primér szenzoros idegvégzdesekbdl anélkil, hogy

befolyasolna e peptid felszabadulasat az enteralis és kdzponti idegrendszeri neuronokbdl (Jessell et al.



1978). Egy évvel kés6bb Lembeck és Holzer kimutattdk, hogy a kapszaicin-érzékeny
idegvégzidésekbdl felszabaduld P-anyag kdzvetiti a neurogén plazmaprotein-extravazéciot (Lembeck
& Holzer 1979). Az emlitett kozlemények megjelenése utan felélénkllt az érdekl6dés a szenzoros
neuropeptidek és a kapszaicinre érzékeny szenzoros idegrendszer irant is. Napjainkban szdmos

kutatocsoport foglalkozik kapszaicinnel, receptoraval és a vellik kapcsolatba hozhat6 neuropeptidekkel.

A kapszaicin receptor

A kapszaicin receptor |étezésének lehetségét elészor Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor Aranka
vetették fel egy 1975-0s cikkben, amelyben kapszaicin és mas vanilloid analégok nociceptiv hatasat
vizsgaltak patkanyon. A vegylletek szerkezete és hatasa kdzott tapasztalt 6sszefliggések alapjan arra
a kovetkeztetésre jutottak, hogy a kapszaicinnek receptorialis Uton kell hatnia. A receptor hipotetikus
modelljgt is megszerkesztették ekkor (Szolcsanyi & Jancso-Gabor 1975, 1976). A kapszaicint
expresszalo gén megtalalésa és a receptor szerkezetének megismerése azonban tobb, mint 20 évig
varatott még magara, bar 1990-ben patch clamp vizsgalatokkal sikerUlt bizonyitani, hogy a kapszaicin
és a reziniferatoxin ugyanazt a kation-csatornat nyitja az érzéneuronok plazmamembranjan (Bevan &
Szolcsanyi 1990). 1997-ben Julius és munkacsoportja kiénozta a kapszaicin receptort, amit a szintén
vanilloid strukturat tartalmazo reziniferatoxinnal valé aktivalhatésaga miatt vanilloid 1 receptornak (VR1)
neveztek el (Caterina et al. 1997). Ezt az elnevezést késébb a receptorok szerkezetén alapuld
nemzetk6zi nomenklatira szerint megvaltoztatték, a receptort a tranziens receptor potencial (TRP)
nagycsaladba soroltak, és a vanilloid csalad 1-es szdmu tagjaként tranziens receptor potencial vanilloid
1-nek (TRPV1) nevezték (Gunthorpe et al. 2002). Erdekes, hogy a TRPV csalad tbbi receptorara
(TRPV2-6) nem hatnak olyan vanilloid strukturaju vegyuletek, mint a kapszaicin és reziniferatoxin, ezek
ugyanis valdjaban csak vanilloid receptorszerii strukturak és epitelialis Caz*-csatornak, melyeket a
régebbi nomenklatura rendre vanilloid receptor-like (VRL), illetve epithelial Ca2* channel (ECAC) névvel
illetett (Gunthorpe et al. 2002).

A kés6bb klonozott human TRPV1 receptor 92%-0os hasonlésagot mutat a patkany receptor
szerkezetével (Hayes et al. 2000; Mclintyre et al. 2001). Ez a receptor 838 aminosavbdl allé fehérije,
amit 6 B-red6 szerkezet(i transzmembran domén épit fel. A csatornarégiot az 5. és 6. alegység kozotti
intracellularis, hidroféb hurok alkotja. Ezek a struktirak a membranban négy egységbdl allé tetramerré
rendezOdve ioncsatornat alkotnak, amely kationokra nem szelektiven érzékeny (1.abra). A receptor
aktivalodasakor a sejtbe Na*- és Ca?*-ionok aramlanak be, melyet K*-ion sejtbdl val6 kiaramlasa kovet.
A Na*-ion foként az akciés potencial generalasaért felelés, aminek folyomanyaképp a nocicepcid,
fajdalomérzet kialakul. A Ca2*-ion bearamlasa pedig els6sorban a szenzoros neuropeptidek
idegvégzOdesekbdl vald felszabadulasahoz vezet. Tartés vagy ismetelt aktivacio hatadsara a sejtben



felnalmozddo kationok magas koncentracidi a citoplazma és a mitokondrium duzzadésat okozzak,
ennek hosszu tavu kovetkezményeként a sejtek energiaforgalma csokken, az idegvégzédés
mikodésképtelenné vélik. Ez a folyamat adja a molekuléris hatterét a nagy dozisu kapszaicinnel torténd
elékezelés hatdsara kialakuld deszenzitizacionak (1.abra), melynek kovetkeztében az érzdideg-
végzddések kémiai ingerekkel szemben érzéketlenekké valnak anélkil, hogy fizikai ingerekkel szemben

valtozna valaszkészséguk (Bevan és Szolcsanyi 1990; Szolcsanyi 1993; Helyes et al. 2003).
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SST felszabadulés felszabadulas gatlasa idegvégzodés lizise generalasa

1.abra: A receptor miikodésének vazlata

sray

ingerekkel aktivalhato intra- és extracellularisan is. A TRPV1 fajdalmas, 43°C feletti hdingerrel
(Tominaga et al. 1998), valamint pH 6 alatti proton-koncentraciéval aktivélhatd. Szamos ndvényi
eredet( vanilloid, a kapszaicinen kivll példaul a mexikéi kutyatejfélében (Euphorbia resinifera) talalhaté
reziniferatoxin (RTX), a borsban (Piper nigrum) lévé piperin, a gyombérben (Zingiber officinale)
eléforduld zingeron képes nyitni az ioncsatornat. Erdekes modon a kapszaicin, lipofil jellegébdl
addddan, a sejtmembranon atjutva intracellularisan kotédik a receptorhoz, igy aktivalva azt (Oh et al.
1996). Ezen kivll léteznek a receptornak endogén ligandjai is, példaul az endokannabinoid N-
arachidonoil-etanol-amin (AEA) vagy mas néven anandamid (Caterina et al. 1997), a 12-hidroperoxi-
eikozatetraénsav (12-HPETE), vagy az N-arachidonoil-dopamin (NADA). Az is ismert, hogy a bradikinin,

az egyik leger6sebb fajdalomkeltd mediator, a B receptorokon hatva szenzitizalia a TRPV1-et az



intracellularisan m(kodd masodlagos messenger mechanizmusok révén, valamint a lipoxigenaz
termékek szintézisének szabalyozasaval, foszfolipaz A2 enzim aktivalasan keresztul (Piomelli et al.
2000; Shin et al. 2002). Emellett a csatorna mikodését jelentés mértékben fokozzak a
prosztaglandinok, példaul a gyulladésos folyamatokban kulcsfontossagu prosztaglandin E», vagy a
prosztaciklin néven ismert prosztaglandin I, (Szallasi & Blumberg 1999; Chuang et al. 2001). A receptor
potens, valédi endogén ligandja azonban egyelére nem ismert.

A TRPV1 receptor nagy mennyiségben megtalalhaté a hatsd gyoki és trigeminalis ganglionokban,
specifikusan a kis és kdzepes atmérdjli szenzoros neuronokon (Caterina et al. 1997; Tominaga et al.
1998), vagyis foként a vékony mielinhivelyes (Ad-) és a mielinhtvely nélkdli (C-) rostokkal bird
neuronokon és végzdédésein fordul elé (Holzer 1991).

A receptor klbnozasa utan a kovetkezd nagy Iépés a kapszaicin torténetében akkor kdvetkezett be,
amikor 2000-ben két kutatocsoport egymastal fiiggetlenil sikerrel allitott elé a TRPV1 receptorra nézve
génhianyos, vagyis TRPV1 knockout, TRPV1-- egereket (Caterina et al. 2000; Davis et al. 2000). Ennek
segitségével a TRPV1 receptor miikddését in vivo szelektiven lehet vizsgalni. Korabban a kapszaicin-
érzékeny idegvégzédések gyulladasos és fajdalom-korképekben betdltdtt szerepének meghatarozasa
kapszaicinnel vagy RTX-szel valo deszenzitizalassal tortént. Ezzel a modszerrel ugyanakkor a teljes
idegvégzides hosszu tavu funkcivesztése kovetkezik be (Bevan & Szolcsanyi 1990; Szolcsanyi 1993;
Helyes et al. 2003).

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-véqzodések harmas funkcioja

A kapszaicinre érzékeny, TRPV1-et expresszalo érzdideg-végzédések harmas funkcioval rendelkeznek:
afferens, valamint lokalis és szisztémas efferens funkcidjuk is van (2.abra). A klasszikus afferens
mUikodés soran a kapszaicinnel vagy egyéb stimulénssal izgatott szenzoros idegvégzédések a kdzponti
idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast, ennek kovetkeztében alakul ki a fajdalomérzet, a
nocicepcid. Emellett az aktivalt periférias idegvégz6désbél neurotranszmitterek szabadulnak fel,
amelyek vazodilataciét, értagulatot okoznak. llyen mediétor a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP), mely
értagulatot valt ki, illetve a tachikininek, példaul a P-anyag (substance P, SP) vagy a neurokinin A
(NKA), melyek plazmafehérje-kidramlast idéznek eld és aktivaljak a gyulladasos sejteket. Ez adja a
lokalis efferens funkciét (Szolcsanyi 1984; Maggi & Meli 1988), aminek kovetkeztében kialakul a
neurogén gyulladas (Szolcsanyi 1988; Helyes et al. 2003). A neurogén gyulladasnak jelentés szerepet
tulajdonitanak szamos betegség patomechanizmusaban, példaul a reumatoid artritisz, asztma
bronchiale, pszoriazis, ekcéma, kontakt dermatitisz, gyulladasos bélbetegségek és gyulladasos

szembetegségek esetén (Maggi 1995; Szolcsanyi 1996). Jelenleg nincs forgalomban egyetlen olyan



gyogyszercsoport készitménye sem, ami hatékonyan tudna gatolni egy gyulladassal jaré betegség
neurogén komponensét (Helyes et al. 2003).

Az intézet kutatocsoportjanak munkéja soran derdlt fény arra, hogy ugyanezen aktivalt szenzoros
idegvégzbdésekbdl az elbézGekben felsorolt gyulladéaskelté neuropeptideken kivil szomatosztatin is
felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatld és fajdalomcsillapité hatasokkal
rendelkezik. Ez az érzé idegvégzddések harmadik, szisztémas efferens funkcidja (Szolcsanyi et al.
1998a,b; Helyes et al. 2000, 2004), amit az endokrin és parakrin hatas mintajara Szolcsanyi professzor

szenzokrin hatasnak nevezett el (Szolcsanyi et al. 2004).

kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodés
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2.4bra: A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzédések harmas funkcidja

Szenzoros neuropeptidek

1. Fajdalom- és gyulladaskeltd hatasu neuropeptidek

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokbdl stimulélds hatésara felszabadulé neuropeptidek egyik
csoportja a tachikininek. Ide sorolhaté a neurokinin A (NKA), a neurokinin B (NKB), és a P-anyag (SP).
Elettani hatasukat G-proteinhez kapcsolt neurokinin receptorokon fejtik ki, amiket rendre NK1, NK; és
NK3 receptor névvel illetink. A P-anyag érpermeabilitast fokozd hatasat az NK1 receptoron keresztill

fejti ki, ami féként a posztkapillaris venuldk falan, makrofagok és limfocitak membranjan,



polimorfonukleéris sejteken, hizdsejteken talalhatd meg (Regoli et al. 1994; Cao et al. 1999; Patacchini
& Maggi 2001). Ezekbél adddéan plazmaprotein-kidramlast valt ki és hatédssal van a limfocitak
is (Grant 2002). Az NKA féként simaizom kontrakciét valt ki, erbteljes plazmafehérje-kiaramlast idéz el6,
valamint gyulladasos sejteket — neutrofil granulocitékat, limfocitakat, makrofagokat - stimulal az NK;
receptoron keresztll (de Swert & Joos 2006) féként a periférian, de a kdzponti idegrendszerben is. Az
NKB-t megkoté NKs receptor pedig foként a kdzponti idegrendszerben, valamint periférias

idegvégz6déseken fordul el6 (Frossard & Advenier 1991; Massi et al. 2000).

A 37 aminosavbdl allé kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) felfedezése Amara és munkatarsai
nevéhez fliz6dik (Amara et al. 1982). Egymastdl kevéssé elterd két formaja az aCGRP és a BCGRP,
melyek bioldgiai hatédsaikat a CGRP1 és CGRP> receptorokon fejtik ki (van Rossum et al. 1997). A
receptor szerkezetileg egy CRLR egységbél (calcitonin receptorszeri receptor) és egy RAMP-1
egységbdl (receptor-aktivalast modositd fehérje 1) épul fel (Njuki et al. 1993; McLatchie et al. 1998). A
receptor Gs-fehériéhez kapcsoltan miikddik. A CGRP egy csaladba sorolhatd a kalcitoninnal, az
amilinnal és az adrenomedullinnal (Poyner et al. 2002). Erés vazodilatator hatassal rendelkezik, ami
foképp a CGRP1 receptoron keresztil valosul meg. A CGRP fokozza ugyanis az adenilat-ciklaz
aktivitast, aminek kovetkeztében intracellularisan megné a cAMP mennyisége, ami aktivalja a protein
kindz A-t, aminek hatasara megnyilnak az ATP-figgd K*-csatornak. A folyamat eredménye az
érsimaizom relaxacioja (Edvinsson et al. 1985; Han et al. 1990; Hughes & Brain 1994). Neurogén
gyulladasban az érpermeabilitas fokozasat azonban nem kozvetlenll, hanem a P-anyag miikodésének
befolyasolasaval fejti ki (Cao et al. 2000). Emellett komplex immunmodulator funkcidja van, csokkenti a
proinflammatorikus citokinek termel6édését, fokozza az antinociceptiv interleukin-10 (IL-10)

felszabadulasat makrofagbdl, stimulalja a granulocita akkumulaciot (Barnes 2001).

2. Fajdalom- és gyulladasgatlé hatasl neuropeptidek

A szomatosztatin, vagy mas néven szomatotropin (growth hormone, GH) felszabadulasat gatlé faktor
(somatotropine release inhibitory factor, SRIF), 14 illetve 28 aminosavbol all6 ciklikus peptid (3.4bra)
formaban fordul eld a szervezetben (Brazeau 1986). Megtalalhatd a kozponti és a periférias
idegrendszerben (Parsons et al. 1976; Reichlin 1983), a gasztrointesztinalis traktusban, a
hasnyalmirigyben, a vesében, a mellékvesében, a pajzsmirigyben, gyulladasos sejtekben,
ivarszervekben (Hofland & Lamberts 1996; Reubi et al. 1999; ten Bokum et al. 2000). A szomatosztatin
gatlo hatast gyakorol szamos endokrin hormon (példaul glukagon, inzulin, gasztrin, prolaktin, szekretin)
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szekrécidjara, a gasztrointesztindlis motilitasra, az emésztbnedv termelésére, tumorsejtek

vy

3.abra: A szomatosztatin-14 és szomatosztatin-28 szerkezete

Elettani hatasait sajat receptoraihoz kétve fejti ki (4.4bra). Eddig 6t Gi-proteinhez kapcsolt szomatosztatin
receptor altipust kionoztak egérben, patkanyban, illetve emberben, amiket rendre sst1, ssto, ssts, ssts és
ssts névvel illettek (Patel et al. 1995). Ezt az ot sst receptor altipust két csoportra lehet osztani,
szintetikus szomatosztatin analdg-kotd képességuk alapjan. A SRIF1 csoporthoz tartoznak az sst, ssts
és ssts receptorok, amelyek nagy affinitdssal kotnek analdgokat, mig a SRIF2 csoportba soroljuk az ssti
és ssts receptorokat, amelyek alacsony anal6g-koto affinitassal rendelkeznek (Hoyer et al. 1995; Pintér
et al. 2006). Az irodalom szerint az endokrin hatast a SRIF1 csoportba tartozé receptor altipusok
kozvetitik (Raynor & Reisine 1992). Elsésorban munkacsoportunk eredményei azt mutatjak, hogy a
fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkenté hatds a masik csoporthoz, vagyis az ssti és ssts
receptorokhoz kothetd (Helyes et al. 2001; Pintér et al. 2002; Szolcsanyi et al. 2004; Pintér et al. 2006).
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4.abra: A szomatosztatin receptor sematikus szerkezete

Bar a receptor altipusok klénozasa el6segitette a szomatosztatin fiziologiai szerepével kapcsolatos
kutatasokat, nagy elérelépést Ujfent a receptor génhianyos egerek eléallitasa jelentett. Intézetlinkben
tavaly ota végzlnk kisérleteket ssts KO (ssts”-) egerekkel, amiket Dr. Piers Emson (Laboratory of
Molecular Neuroscience, Babraham Institute, Cambridge, UK) nagylelkii felajanlasaval kaptunk és

tenyésztlink az intézet allathazaban azéta is.

A hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo polipeptidet, a PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide) eredetileg birka hipotalamuszbdl izolaltak (Miyata et al. 1989). A szekretin-glukagon-
vazoaktiv intesztinélis peptid (VIP) csalad tagja, ugyanis haromdimenzios vizsgalatok kimutattak, hogy
alapvet6 szerkezeti rokonsagot mutat a csalad tobbi tagjaval (Segre & Goldring 1993; Wray et al. 1993).
A legszorosabb, 68%-0s egyezést a VIP szerkezetével mutat a PACAP, adenilat ciklaz aktivélé hatasa
azonban legaldbb 1000-szer er6sebb a VIP-énél (Gottschall et al. 1990; Sherwood et al. 2000). Két
formaja létezik: a szervezetben 90%-ban el6forduld 38 aminosavbdl &ll6 PACAP-38, és a 27
aminosavbél all6 PACAP-27. Patkanyban a legnagyobb koncentraciéban a hipotalamuszban és a
herében fordul el (Arimura et al. 1991), megtalalhaté ugyanakkor a kdzponti idegrendszer tobbi
terlletén és a periférids idegrendszerben is, a hatsd gyoki ganglionok egyes szenzoros neuronjain
(Mulder et al. 1994; Dun et al. 1996; Parsons et al. 2000). Expresszalddik tovabba endokrin
mirigyekben (Vigh et al. 1993; Mikkelsen et al. 1995), az ivarszervekben (Shioda et al. 1994, 1996), a
gasztrointesztinalis traktusban (Hannibal et al. 1998), a Iégzérendszerben (Moller et al. 1993), a béron
(Odum et al. 1998). A PACAP rendkivil sokrétii feladatot lat el a szervezetben, szabalyozza a

neurotranszmitterek felszabadulasat (May et al. 2000), értagulatot, illetve bronchodilataciot okoz,
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szabalyozza a sejtproliferazist, az apoptézist gatolja (Vaudry et al. 2002).

Fiziologiai hatasait specialis receptorokhoz kotédve fejti ki. Két kotéhely tipust mutattak ki PACAP- és
VIP-kotd képességuk alapjan. Az l-es tipusu kotéhelyhez a PACAP mindkét formaja nagy affinitassal
kétddik, a VIP viszont csak alig (Gottschall et al. 1990; Lam et al. 1990; Suda et al. 1992). A ll-es tipusu
kétdhelyhez a PACAP és a vazoaktiv intesztindlis peptid is hasonlé affinitassal kotédik, ezen beldil
viszont két altipust is elklldnitenek, a szekretinhez valé affinitas szerint (Tatsuno et al. 1990; Vaudry et
al. 2000). A receptorokat késébb a kot6helyek szerkezete alapjan klonoztak és rendre PAC1, VPAC1 és
VPAC?2 receptornak nevezték el (Harmar et al. 1998).

Nocicepcid, hiperalgézia, allodinia, fajdalom

A Nemzetkdzi Fajdalom Tarsasag meghatarozasa szerint a nociceptiv fajdalom olyan pszicho-fiziolégiai
jelenség, szubjektiv érzéskvalitas, amelynek két jol definialhatd komponense kulonithetd el.
Neurobioldgiai eleme a nocicepcid (a fajdalmas stimulus percepcidja, szenzoros tapasztalat), ami
allatkisérletesen is vizsgalhatd, mig az affektiv komponens (a fajdalom emocionalis megélése)
megitélésérére csak az ember képes. A kilonféle allatkisérletes modellekben vizsgalhatd nocicepcid
mechanikai (érintési), termalis (hGvel kivaltott) vagy kémiai (kapszaicin, formalin, ecetsav, stb.) ingerek
hatésara keletkezik. Az interoceptiv teriletekrél (zsigerekbdl, savds hartyakbol) eredd viszceralis
fajdalom vizsgélatara alkalmas egérben az ecetsavval, magnézium-szulfattal vagy fenilkinonnal kivaltott
vonaglasi teszt. Az exteroceptiv régiokbdl (bdr, izom) szarmaz6 szomatikus fajdalom példaul egérben
és patkanyban is a formalin teszttel vizsgalhatd. Az alapvetéen nem fajdalmas stimulus hatésara
kialakul6 érzékenység-fokozddast allodinianak, mig az enyhe fajdalmat kivalto inger hatasara fokozddd
fajdalomérzetet hiperalgézianak nevezzilk. Mechanikai vagy termalis allodinia és hiperalgézia is
jelentkezhet gyulladas vagy kulonféle eredetli (traumas, toxikus) centrélis/periférias idegi sérilés
kdvetkeztében, amely a szomato-szenzoros, illetve a spino-talamo-kortikélis palyarendszer barmely
szintjén kialakulhat (Tajti & Vécsei 2006). A periférias idegsériilésbdl, illetve miikddéscsokkenéshbdl
addédd traumas neuropatias fajdalom kisérletesen a nervus ischiadicus részleges szoros lekotésével
(Seltzer et al. 1990), az egész ideg laza lekotésével (Bennett 1993) vagy az L5 gerincveldi ideg
lekdtésével (Kim & Chung 1992) modellezhetd.

Uj fajdalomcsillapit6-gyulladascsokkenté qyoayszerek kifejlesztésének sziikségessége

Uj fajdalomesillapité gyogyszerek kifejlesztésének preklinikai fazisaban a vegyiiletek hatasanak,
hatasossaganak meghatarozasa tehat nem konny( feladat, mivel kizarélag a nocicepci6 vizsgalata

lehetséges a nemzetkdzi irodalomban elfogadott allatmodellekben és vizsgélati mddszerekkel. A
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neuropatias fajdalom egyetlen forgalomban 1év6é gydgyszercsoporttal (antiepileptikumok, opiatok,
antidepresszansok, lidokain) sem kezelhetd kielégité modon. Jellemzd, hogy 6sszehasonlitési értéknek
azt a szamot hasznéljak (number needed to treat: NNT), mely megadja, hogy hany beteget kell kezelni
ahhoz, hogy az elsében 50%-os fajdalomcsillapitas jojjon létre (Tajti & Vécsei 2006). A tobb széz éve
ismert és széles kdrben hasznalatos klasszikus nem-szteroid gyulladascsdkkentdk, fajdalomcsillapitok,
amelyek mind a ciklooxigenaz enzimet gatoljdk, igy a prosztaglandin szintézist csokkentik, a
neuropatias fajdalmat és a gyulladas neurogén komponensét nem csokkentik. Az opioid szarmazékok,
amelyek attorést jelentettek a tumoros fajdalom csillapitdsaban, ugyancsak alig hatnak neuropatias
allapotokban. A szteroidok nagy dézisban gatoljak ugyan a neurogén gyulladast, de sokféle, sulyos
mellékhatasuk (gasztrointesztinalis vérzések, fekély, cukorbetegség, elhizas, stb.) miatt hosszabb tavon
nem lehet 6ket alkalmazni. Nagy szukség van ezért alapvetéen Uj hatasmechanizmusu, elsésorban
kozvetlenil az érzbideg-végzOdések szintjgn hatd fajdalomcsillapitok, gyulladascsdkkentdk
kifejlesztésere. Ennek érdekében szdmos nocicepcio modellt allitottunk be munkacsoportunkban, és
vizsgéalati modszerek széles skalajat sajatitottam el PhD-munkam soran.

Jelen kisérletsorozatunkban olyan igéretes célmolekulédkat szeretnénk azonositani, amelyek
reményeink szerint Uj hatasmechanizmusu gyogyszerek kifejlesztésére nyujthatnak lehetéséget. Ezen
vizsgalatok kapcsan sikerult feltarni, hogy antinociceptiv/gyulladasgatlo hatast kivalté szomatosztatin fel
tud szabadulni a kapszaicinre érzékeny érz6ideg-végzddésekbél olyan minimalis ingerek esetében is,
melyek még szenzoros valaszt sem valtanak ki. A gerincveldi idegek 0.1 Hz-es antidrémos ingerlése
példaul mar maximalis szisztémas gyulladasgatlé hatast és plazma szomatosztatin-szint emelkedést
eredményez, bar a nociceptorok ilyen frekvenciaju aktivitisa még nem valt ki érzetet (Szolcsanyi et al.
2004). A fentiek alapjan érdekesnek latszott megvizsgalni, hogy olyan fizikai behatéds, nevezetesen
megfeleld erésségii sztatikus magneses tér, mely el6zetes kisérletek alapjan fajdalomcsillapitd hatast
tud el6idézni, allatkisérletesen is képes-e antinociceptiv hatast kivaltani, és ha igen, akkor a hatasban

milyen szerepet jatszanak kapszaicinre érzékeny idegelemek.
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CELKITUZESEK

PhD-munkam sorén a kapszaicin-érzékeny érz6ideg-végzddésekbdl felszabaduld peptid mediatorok
neurohumoralis ,szenzokrin” gyulladasgatld és antinociceptiv hatasainak mechanizmusat és
receptorialis hatterét, illetve fizikai Uton torténd aktivalhatésagat vizsgaltam allatkisérletes modellekben,

harom konkrét kérdésfelvetés kapcsan.

. Célunk volt a szomatosztatin 4 receptor (ssts) szerepének vizsgalata kiildnb6z6 in vivo gyulladas- és
fajdalommodellekben. Az ssts receptorra szelektiven hatd agonistaval, a J-2156 kodjelii nem-peptid
szerkezetl vegyulettel vegeztink kisérleteket akut és kronikus kisérleti elrendezésekben, patkanyban
és egérben. Ezen vizsgalatok kapcsan modszertani feladatom volt olyan in vitro sejttenyésztési
maodszer kidolgozasa az irodalmi adatok alapjan, amely alkalmas izolalt peritonealis makrofagok citokin
termelésére hato vegyuletek rutinvizsgalatara.

[l. A PACAP-38 kimutathato a kapszaicinre érzékeny szenzoros neuronokban, és eldzetes
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a periférids végzOdésekbdl stimulacié hataséra felszabadul. A
nocicepcidban betdltott szerepére vonatkozdan a rendelkezésre allé ellentmondasos irodalmi adatok
kizarolag a kozponti idegrendszerre fokuszalnak. Ebbél kiindulva jelen kisérleteinkben a PACAP-38

periférids hatasait vizsgaltuk kulonféle nocicepcié modellekben.

[Il. Tobb allatkisérletes modellben vizsgaltam egy optimalizalt paraméterekkel rendelkezé sztatikus
magneses teret biztosito készllék segitségével, hogy ez a fizikai behatas kivalt-e mérhetd
antinociceptiv hatasokat. Vizsgaltam azt is, hogy a jelenségben lehet-e potencidlis szerepe a

kapszaicin-érzékeny peptiderg idegvégzédéseknek.
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|. FEJEZET

A SZOMATOSZTATIN SST: RECEPTORON SZELEKTIVEN HATO
AGONISTA J-2156 ANALGETIKUS HATASA AKUT ES KRONIKUS
GYULLADAS- ES FAJDALOMMODELLEKBEN

A fejezet alapjaul szolgal6 kézlemények:

K Séndor, K Elekes, A Szabé, E Pintér, M Engstrom, S Wiirster, J Szolcsanyi, Zs Helyes: Analgesic
effects of the somatostatin ssts receptor selective agonist J-2156 in acute and chronic pain
models.

European Journal of Pharmacology 539(1-2): 71-75. 2006

Zs Helyes, E Pintér, J Németh, K Sandor, K Elekes, A Szabé, G Pozsgai, D Keszthelyi, L Kereskai, M
Engstrom, S Wirster, J Szolcsanyi: Effects of the somatostatin receptor subtype 4 selective
agonist J-2156 on sensory neuropeptide release and inflammatory reactions in rodents.

British Journal of Pharmacology 149: 405-415. 2006

K Elekes, Zs Helyes, L Kereskai, K Sandor, E Pintér, G Pozsgai, V Tékus, A Banvolgyi, J Németh, T
Sz(ts, Gy Kéri, J Szolcsanyi: Inhibitory effects of synthetic somatostatin receptor subtype 4
agonists on acute and chronic airway inflammation and hyperreactivity in the mouse.

European Journal of Pharmacology 578(2-3): 313-322. 2008
(ez a kozlemény nagyrészt Elekes Krisztian PhD értekezésének alapjat képezte, az itt ismertetésre ker(ild in vitro
sejttenyésztéses adatok kivételével)
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1. BEVEZETES

A szomatosztatin az idegelemek kdzul elsdsorban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszalo
szenzoros neuronokban szintetizalodik és tarolodik. Szamos kisérletben, allatkisérletes modellben és
kilonbdz6 fajdalomkorképekben kimutattak, hogy a kivilrél beadott szomatosztatin csokkenti a
fajdalmat (Lembeck et al. 1982; Chrubasik 1991; Karalis et al. 1994; Fioravanti et al. 1995).
Munkacsoportunk szamos bizonyitékot szolgaltatott mér arra, hogy a kapszaicin-érzékeny rostok
aktivalasat kovetéen az idegvégzédésekbdl felszabadulé szomatosztatin a keringésbe jut, ahol
szisztémas gyulladascsokkenté és antinociceptiv hatast fejt ki, féként az ssts receptor altipuson
keresztiil (Szolcsanyi et al. 1998a, b; Than et al. 2000; Helyes et al. 2000, 2001, 2004). Ezt az endogén
ellenregulacios folyamatot Szolcsanyi professzor szenzokrin miikddésnek nevezte, hogy elkilonitse a
szenzoros rostokbol szarmazd szomatosztatin e funkciojat az egyéb eredetli szomatosztatin
szertedgazd endokrin és parakrin hatasaitol (Than et al. 2000; Szolcsanyi et al. 2004).

Az endogén szomatosztatin terapias alkalmazasat akadalyozza annak rendkivil sokrétii eléfordulésa a
szervezetben, széles hatasspektruma, és nagyon rovid (3 percnél kevesebb) plazma féléletideje (ten
Bokum et al. 2000). Helyette viszont stabil, a szenzoros idegvégzddések és szamos gyulladasos sejt
ssts receptorain szelektiven hatd szintetikus agonistak Uj terapias lehetéséget nyujthatnak a
gyulladascsokkentésben és a fajdalomcsillapitdsban. Ezen agonistdk nagy elénye, hogy nem
rendelkeznek a szomatosztatin ssty, ssts és ssts receptorai altal kdzvetitett endokrin hatasokkal.

A szomatosztatint neuralis és nem-neuralis eredetli sejtek is termelik: az idegelemeken Kivil
neuroendokrin, gyulladésos és immunsejtek. Ennek kovetkeztében hatasa rendkivil sokféle lehet,
flggben attdl, hogy melyik receptor-altipushoz kapcsolédik (Pintér et al. 2006). Az ssts receptort
expresszal6 célsejtek szintén lehetnek neurélis és nem-neuralis eredetliek. Az ssts aktivacié a kozponti
idegrendszerben gatlo hatast fejt ki a neuronalis transzmissziéra, az érfali simaizom- és endotélsejteken
gyulladasos és immunsejtek citokin - féként interleukin-1 és -6 (IL-1, IL-6), tumor nekrozis faktor o
(TNFo), valamint interferon y (IFN-y) - termelését, az |g-képzddést, valamint a hizdsejt degranulaciot. A
szenzoros idegvégzOdéseken csokkenti a fajdalom és gyulladas kialakulaséért felelés neuropeptidek
felszabadulasat (5.abra) (Pintér et al. 2006).
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Ssta/ssts receptor agonista molekula a ciklikus heptapeptid szerkezetl TT-232, amelynek széleskor(
antinociceptiv hatasat szamos korabbi kisérletiink igazolta (Helyes et al. 2000; Pintér et al. 2002;

Helyes et al. 2004, 2005). Jelen kisérleteinket egy ssts receptor-altipushoz szelektiven, nagy affinitassal

5.4bra: A szomatosztatin eredete, gyulladasgatlo és fajdalomcsillapité
hatasanak célpontjai és mechanizmusai (forras: Pintér et al. 2006)

kété szomatosztatin agonistaval, a J-2156 kddjelli vegyulettel végeztik, amit a Juvantia Pharma (Turku,

Finnorszag) gyaraban szintetizéltak. A J-2156 nem peptid, szulfonamido-peptidomimetikum, pontos
kémiai szerkezete (1'S,2S)-4-amino-N-(1-karbamoil-2'-feniletil)-2-(4"-metil-1"-naftalénszulfonamino)-

butanamid (6.

abra).
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6.abra: A J-2156 molekula szerkezete

Nagyséagrendileg nanomolaris affinitassal kotédik az emberi szomatosztatin sst4 receptorhoz, ami a
nativ szomatosztatin kétédési affinitdsat is meghaladja, valamint kdzel 400-szoros szelektivitast mutat
az sst-hez az emberben megtalalhatdé masik négy szomatosztatin receptor-altipushoz viszonyitva
(Engstrom et al. 2005). A receptor-aktivaciot jelzd ciklikus AMP-tesztben a nativ szomatosztatin-14-hez
vagy szomatosztatin-28-hoz hasonl6éan teljes agonistaként miikodétt. Egy masik G-protein-aktivacios
funkcionalis tesztben 2.5-szer erdsebb valaszokat adott, mint a nativ szomatosztatin. Ezen
tulajdonséagai alapjan e molekulat a ,szuperagonista” jelzével illették (Engstrom et al. 2005). Tovabbi in
vitro vizsgalatok igazoltak, hogy a J-2156 kddjelii vegyllet ismételt alkalmazasa sem okoz
deszenzibilizaciét, ami tovabb ndveli e molekula terapias alkalmazasanak lehetéségeit (Engstrom et al.
2006).

Alabbi kisérletsorozatunkban a J-2156 antinociceptiv és antiinflammatorikus hatésait vizsgaltuk

kllonboz0 patkany- és egérmodellben.
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2. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

Kisérleteinket 20-25 g-os him Balb/c egereken, 20-25 g-os ndstény CD1 egereken, valamint 200-250 g-
os him Wistar és Lewis patkanyokon végeztik el, amelyeket a Pécsi Tudomanyegyetem Kdzponti
Allathazaban tenyésztettiink és tartottunk apatogén kdmyezetben 24-25°C-on, normal élelemmel és
vizzel ad libitum ellatva.

Kisérleteink minden esetben megfelelnek az allatkisérletek végzésérdl szold 243/1998. szamd
kormanyrendelet eléirasainak, és igazodnak a fajdalom tanulmanyozasara létrehozott nemzetkozi
tanacs javaslataihoz (Zimmermann 1983). A Kkisérleti eljarasokat a Pécsi Tudomanyegyetem

allatkisérletekkel foglalkozd Etikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: BA 02/2000-16-2006).

Formalinnal kivaltott akut szomatikus kemonocifenziv viselkedés vizsqalata

Him Balb/c egerek bal hatso labanak talpi részébe 20 ul 2.5%-o0s formalin-oldatot injektaltunk, ami az
allatban nocifenziv reakciot valt ki két fazisban. Az elsé fazis, ami 0-5. percig tart, valojaban a formalin
kozvetlen kemonociceptiv hataséara jon létre. A masodik fazis, ami a 20. percben kezdddik és korulbeldl
a 45. percig tart, foként akut gyulladasos reakciok kovetkezmenye (Tjolsen et al. 1992). A nocicepciét a
talpnyalogatassal eltoltott idével, mésodpercben fejeztik ki mindkeét fazisban.

A J-2156-ot a formalin-adas elétt 20 perccel intraperitonealisan injektaltuk harom kilonb6zd dézisban
(1,10 és 100 pg/kg).

A talp mechanonociceptiv kiiszobének mérése traumas mononeuropatia modellben

A nervus ischiadicus egyoldali részleges lekotése a végtag mechanonociceptiv kiszobének
csokkenését idézi elé (Seltzer et al. 1990). Him Wistar patkanyokat Na-pentobarbitallal elaltattunk
(Nembutal 50 mg/kg i.p.), az egyik oldali nervus ischiadicust a combon kipreparaltuk, majd az ideg 1/3-
V-ed részét Ovatosan elvalasztottuk és 8-0-s atraumatikus szilikonos varréanyaggal szorosan
lekotottik, végul a sebet bezartuk. A miitétet kvetben az allatokat 7 napig hagytuk feléplni.

A Randall-Selitto-teszt méréseket Ugo Basile Analgesimeterrel (Olaszorszag) végeztik a miitét elétt és
a mitétet kdvetd 7. napon, ami kivaléan alkalmas a nervus ischiadicus részleges lekotésébdl adodo
mechanikai fajdalomkiiszob-csdkkenés (mechanikai hiperalgézia) meghatarozasara (Pintér et al. 2002).
A lazan kézben tartott allat hatsd labat az analgesimeter tompahegy( plexikupja alé helyezzik, majd a

kip segitségével a labhatat egyenletesen fokozodd erbhatasnak tesszik ki. Ha elérjik az allat
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fajdalomkiszobét, vagyis amikor az allat kirantja a kup aldl a labat, a mlszer leall, a kiszobértéket
grammban a mszerrdl leolvassuk (7.abra). A mért paramétereket a kezdeti értékekhez viszonyitva
szazalékban fejezzuk ki.

A J-2156-ot harom kilonb6zé ddzisban (1, 10 és 100 ug/kg) adtuk intraperitonealisan a mérés el6tt 20

perccel.

7.abra: Ugo Basile Analgesimeter

Freund-adjuvanssal kivaltott krénikus gyulladas vizsgalata

A kronikus izlleti gyulladast komplett Freund-adjuvans (CFA: complete Freund’'s adjuvant; 1 mg/ml
hovel elolt Mycobacterium tuberculosis paraffinolajos  szuszpenzioja) faroktGbe, valamint
intraplantarisan torténd adasaval (100-100 wl) valtottuk ki him Lewis patkanyokban. A szisztémas hatas
fokozasa érdekében a farokt6be tortén6 CFA-adast a kovetkez6 napon megismételtik, ezt a napot
tekintjuk a kisérlet els6é napjanak. A komplett adjuvans adasaval a szervezet immunvalasz-készsége
stimulalhatd, a baktérium sejtfalaban talalhaté muramil-dipeptid aktivalia a makrofagokat és a
dendritikus sejteket, amely IL-12, IL-6, TNFa, IFN—y fokozodd termeléséhez vezet. Ennek hatésara
poliklondlis T-limfocitak aktivalodnak, elsésorban T-helper1 (Th1, CD4+) iranyba differencialodnak és
limfokineket termelnek. Az adjuvans alkalmazésanak helyén a sajtos granuloma képzdédésert a
makrofagok fokozott mértékl antigén-feldolgozésa felelds, a kronikus poliartritisz kialakulasaban CD4+
T-sejt klonok aktivalddasa jatszik szerepet (Joe & Wilder 1999; Billiau & Matthys 2001). Bar a CFA-adas
oldalén sulyosabb izuleti gyulladas alakul ki, az ellenoldalon is megfigyelhet6k az artritisz paraméterei.

Funkcionalis méréseinket CFA adas el6tt és azt kdvetben 21 napon keresztll végeztik, a kisérlet

végeén a tibiotarzalis izlletekbdl szovettani metszeteket készitettlink és morfoldgiai értékelés tortént.
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A J-2156 két ddzisat (1 és 10 ug/kg) napi haromszor injektaltuk intraperitonealisan az allatoknak a teljes

kisérleti periddus alatt.

A talp érintési érzékenységének mérése

A talp érintési érzékenységét Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel (Olaszorszag) mértik. Ez
val6jaban egy modositott, digitalizalt von Frey-késztlék, ahol az allat szabadon mozog egy alul racsos
plexiketrecben. Egy tlkarrel ellatott stimulatoregység segitségével az allat talpanak kdzépso részét egy
tompahegy( tivel elére beallitott paraméterek szerint fokozodo erbhatasnak tesszik ki. A maximalis
eréhatast 10 grammban hataroztuk meg, az er6hatas ndvekedési dinamikajat 2 g/s értékre allitottuk be.
A fajdalomkiszob elérésekor, vagyis amikor az allat elrantja a labat a tompahegyd tlrél, a szamlal6
ledll, az eréhatast pedig a miiszer kijelzéjérél grammban leolvashatjuk. A mért adatokat a kezdeti
kontroll értékekhez viszonyitottuk, a gyulladas hatasara kialakuld klszobcsokkenést (allodinia)

szazalékban fejeztlik ki (8.abra).

8.abra: Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometer

A labduzzadas mérése

A labtérfogat mérésére alkalmas miszerink az Ugo Basile Plethysmometer (Olaszorszag), ami a
kdzlekedbedények elve alapjan mikodik. Az allat hatsé labat elére meghatérozott jelig egy ehhez a
muszerhez tartoz6 folyadékkal teli hengerbe meritjuk. Ehhez a hengerhez csatlakozik egy masik,
folyadékkal teli henger, melyben 1évé transzducer a 1ab bemeritésekor bekovetkezé folyadéktérfogat-
kiszoritast érzékeli. A térfogatot cm3-ben leolvashatjuk a digitalis kijelzérél. A mérési adatokat végul a

kezdeti értékekhez viszonyitjuk és az 6démat szazalékban fejezzlk ki (9.abra).
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9.abra: Ugo Basile Plethysmometer

Szovettani metszetek készitése és értékelése

A kisérlet végén Nembutallal torténé tulaltatas utan a tibiotarzalis izuleteket kimetszettik. A mintakat
ezutan 8 orara 4%-os pufferolt formalinba helyeztlk fixalas céljabol. Ezutan 8 6ran keresztil 7 VIV%
AIClz-ot, 5 VIV% hangyasavat, és 8.5 VIV% sbsavat tartalmazé oldatban dekalcinaltuk éket 4°C-on
(Schwab et al. 1997). Amikor az izilletek megfeleléen felpuhultak, Sérensen-féle foszfat-pufferben 8
oran keresztll mostuk, majd megint 8-8 6raig 4°C-on 10-15 V/V%-0s szachardz-oldatokban dehidraltuk
6ket. Ezek utdn a mintékat paraffinba &gyaztuk, majd mikrotommal 5-7 pym-es szeletekre vagtuk és
végul hematoxilin-eozin eljarassal megfestettik (Helyes et al. 2004). Az egyes iziletek 4-5 kiilonbozd
rétegébdl készilt szelet, hogy atfogdbb képet kapjunk az izlletben lezajlott elvaltozasokral.

A metszeteken lathatd gyulladasos elvaltozasokat egy kisérleteinktél flggetlen patologus értékelte,
elére megadott paraméterek alapjan pontozva az egyes mintdkat. A szinovidlis kotGszovet
megvastagodasa, a leukocitak infiltracioja, valamint a porc- és csontkdrosodas mértéke alapjan
értékelte a mintakat. Minden esetben egy 0-3-ig terjed6 skalan tortént a pontozas, ahol a legjelentésebb
elvaltozast jellemeztik 3-assal. A csontdestrukcio pontozasa az alabbiak szerint alakult: 0=normalis,
1=néhany helyen a csontszovet enyhe hianya, 2=mérsékelt kortikalis trabekularis csontveszteség,

3=sok helyen a csont jelentés merték(i hianya. Az egyes mintakra adott pontokat 0sszeadtuk, igy
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minden mintéra, ezaltal pedig minden kezelési csoportra egy dsszetett artritisz pontszamot kaptunk
(Weinberg et al. 2003).

Carrageeninnel kivaltott akut labduzzadas vizsgalata

Him Wistar patkanyok hatso labanak talpaba injektaltunk 100 ul 3%-os carrageenin-oldatot, amellyel
kevert tipusu, neurogén és nem-neurogén komponensekbdl allé gyulladasos reakciét idéztiink el
lokalisan (Poole et al. 1995; Doi et al. 2002). A labduzzadas a harmadik éraban éri el maximumat
(Bolcskei et al. 2005), ezért a méréseket anyagadas elétt és anyagadas utan 60, 120 és 180 perccel
végeztik.

A labduzzadast az el6zéekben ismertetett Ugo Basile Plethysmometerrel hataroztuk meg és az
eredményeket itt is a kezdeti értékekhez szézalékban viszonyitva értékeltik.

A carrageenin-adas el6tt 15 perccel az allatok egy-egy csoportjat oldészerrel, valamint 1, 10 és 100

ug/kg J-2156-oldattal kezeltlk intraperitonealisan.

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén borgyulladas vizsgalata

Him Wistar patkanyok mindkét hatsé végtagjat natrium-tiopental altatdsban (50 mg/kg i.p.) akutan
denervaltuk, vagyis a nervus saphenust és a nervus ischiadicust atvagtuk 30 perccel a kisérletet
megel6zden, megakadalyozva ezzel a mustarolaj nociceptiv hatasabol adodd kozponti idegrendszeri
reflexvalaszokat. A labhati bort 1%-os, paraffinolajban oldott mustarolajjal bekentiik, amely ebben a
koncentracioban szelektiven izgatja a kapszaicin-érzékeny nociceptorokat, tehat kizarélag neurogén
mechanizmussal okoz akut gyulladast (Jordt et al. 2004). Az ennek kovetkeztében kialakuld
plazmafehérje-kiaramlas mértékét Evans kék akkumulacié modszerével hataroztuk meg. Tiz perccel a
mustarolajjal torténd kenés el6tt 50 mg/kg Evans kék festéket adtunk intravénasan, amely erdsen
kétédik albuminhoz, a plazma-extravazacio helyén kilép az érpalyabol és akkumulalodik a gyulladt
szovetekben (10.abra). Husz perccel a gyulladas kivaltasat kdvetben az allatokat elvéreztettiik, a kékuilt
labhati bérterlleteket kimetszettik, tomegiket megmértik és festéktartalmukat formamidban
extrahaltuk szobahémérsékleten, 72 oran keresztul. A kioldodott festék mennyiségét 620 nm-en
spektrofotométerrel (Labsystems) meghataroztuk, amely a plazmakiadramlas, vagyis a gyulladas
mértékével egyenesen aranyos. A kapott értékeket kalibracios gorbe segitségével ug festék/g nedves
szdvet formaban fejeztik ki.

A kontroll allatcsoportnak a J-2156 olddszerét, a kezeltnek J-2156-ot adtunk tobb dézisban (0.5-100
ug/kg) intraperitonealisan 20 perccel a gyulladas kivaltasa el6tt. A hatasidétartam megallapitasahoz a

mustarolaj-kenés el6tt 2 és 6 oraval is adtuk i.p. a J-2156 10 pg/kg dozisat.
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10.abra: Evans kék festék akkumulaciéja

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén fiilgyulladas vizsqgalata

Him Balb/c egereket ketamin-xylazin keverékkel (5 és 100 mg/kg i.p.) elaltattunk, majd 10-10 ul 1%-os,
paraffinolajpan oldott mustarolajat kentiink ecsettel fllik mindkét oldalara. A mustérolaj az elébb
ismertetett modon akut neurogén gyulladast idéz eld a kezelt feliileten.

A flilek vastagsagat mikrométerrel (11.4bra) mértlik meg anyagadas elétt és négy alkalommal a harom
Oras mérés soran. A kialakult filddémat a kezdeti értékekhez viszonyitott szazalékban fejeztik ki.

A J-2156 harom dézisat (10, 50 és 100 ug/kg), illetve oldészerét intraperitonealisan adtuk az allatoknak

15 perccel a mustarolaj-kezelés eltt.

11.abra: A mikrométer
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Peritonealis makrofagok in vitro stimulalasaval felszabaduld IL-13 mennyiségének mérése

Nostéeny CD1 egereket kezeltink intraperitonealisan Salmonella typhi-murium-bél  szérmazo
lipopoliszachariddal, LPS-sel (300 ul, 300 ug/ml). Négy éraval az injektalas utan, amikor mér
megjelennek a makrofagok a hastregben, az allatokat éteres altatasban dekapitaltuk és kivéreztettik. A
hasUreget ezutan pasteur-pipettaval alaposan atmostuk 2.5 ml jéghideg RPMI-médiummal, ami
tartalmazott 10% borju szérum albumint (BSA) is. Az atmosas utan a hasuregi folyadékot a pipetta
segitségével begylijtottik és csovekben jégre tettik. A sejttenyésztési modszert a Becton Dickinson
Biosciences altal megadott protokoll (Intracellular Staining Procedure) alapjan az Immunolégiai és
Biotechnoldgiai Intézetben dolgozték ki, amit az alabbiak szerint mddositottam és allitottam be. A 24-
lyuku sejttenyésztd lemez (Greiner bio-one, Cellstar) minden lyukaba 800 ul RPMI-t (benne 80 ul BSA)
mértink be, és hozzapipettaztunk 100 ul has(ri folyadékot. Kétféle tenyésztést allitottunk dssze a
gyulladasos sejtek stimulalaséra: az egyik esetben 1-1 ul 1 pg/ml LPS-oldatot pipettaztunk a
médiumhoz, a masik esetben 1-1 ul 25 ng/ml-es forbol-12-mirisztat-13-acetat-oldatot (PMA) és 1-1 ul 1
ug/ml ionomicin-oldatot mértink a lyukakba. Az LPS a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak
alkotéeleme (endotoxin), amely aktivalia a makrofagokat és kovetkezményes gyulladasos citokinek,
els6sorban IL-1p3 felszabadulasat okozza (Ulich et al. 1990). A PMA a protein kinaz C aktivalasan
keresztll erbteljes makrofag-stimulaciot okoz, ami szintén IL-1p3 felszabaduldsahoz vezet (Blumberg
1988). Ezutan mindkét Gsszeallitds egyik felében 100 ul fizioldgias séoldat, masik felében 100 ul J-
felszabadulas valtozasat. A sejttenyészté lemezt 37°C-os CO,-0s termosztatban 8 oran keresztil
inkubaltuk. A folyadékokat ekkor eppendorf-csdvekbe gydijtottiik, majd 12500 fordulat/perc sebességgel
10 percig centrifugaltuk. A feliluszékat ezutan Ujabb eppendorf-csdvekbe gydjtottik, majd
felhasznalasig -20°C-on taroltuk.

A mintdinkban termelt IL-13 mennyiségét szendvics ELISA modszerrel hatéroztuk meg (BD

Biosciences), a leolvasast pedig spektrofotométerrel (Labsystems) hataroztuk meg 450 nm-en.

Statisztika

A formalin tesztben, a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasban, és a két mechanonocicepciét
vizsgaldé modellben eredményeink értékeléséhez nem-parametrikus Mann-Witney U-tesztet, a
szdvettani eredmények értékeléséhez Kruskal-Wallis tesztet, az in vitro modellben Student-féle t-probat,
a labduzzadas eredmények értékeléséhez pedig mddositott Bonferroni t-teszttel kiegészitett egyutas
ANOVA-tesztet hasznaltunk. Minden esetben a kulonbozd csoportok kozotti  eredmények
0sszehasonlitasakor a *p<0.05, **p<0.01 és ***p<0.001 értékeket hataroztuk meg szignifikansnak.
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3. EREDMENYEK

A J-2156 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv reakcidra

A J-2156 harom kilonb6zd intraperitonealis dozisanak hatasat mértik formalinnal kivaltott akut
nocifenziv reakcio mindkét fazisaban. Az elsg fazisban az olddszerrel kezelt és a kilonbdz6 ddzisu ssts
receptor agonistaval kezelt allatcsoportok kozel azonos fajdalomelhéritd viselkedési reakciot mutattak,
vagyis a J-2156 hatastalannak bizonyult. Az akut gyulladasos folyamatok kdvetkeztében kialakuld
masodik szakaszban ol lathatoan kozel haromszorosara emelkedett a nocifenziv viselkedés idétartama
az olddszerrel kezelt kontroll csoportban, amelyre azonban a J-2156 szignifikans és ddzisfliggd gatlo

hatast gyakorolt (12.4bra).

160 | - oldoszer
|1 J-2156 (1 pglkg)
140 | HE J-2156 (10 pg/kg)
| [ J-2156 (100 pglkg)
120
100
=
g "]
60 -}
40
20
0 - )
1. Fazis (0-5 perc) I, Fazis (20-45 perc)

12.abra: A J-2156 hatésa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv reakciéra
(az oszlopok n=9-10 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa a mechanikai hiperalgéziara traumas mononeuropéatia modellben

A nervus ischiadicus részleges lekotése az operalt Iab mechanonociceptiv kiiszobének jelentés, 30-
35%-0s csokkenését okozta 7 nappal a miitétet kovetben. Ezt a neuropatias hiperalgéziat a legkisebb

dézisu, 1 nglkg J-2156-kezelés az oldészerhez hasonléan nem befolydsolta. A két nagyobb J-2156-
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ddzis azonban a hiperalgéziat a 7. napi kontroll érték felére, abszolutértékben az operacié el6tti
mechanonociceptiv kiiszobhdz viszonyitva kozel 15-18%-ra csokkentette. Ebben a modellben ddzis-

hatés 0sszeflggés nem volt megfigyelhetd (13.4bra).
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13.abra: A J-2156 hatasa a mechanikai hiperalgéziara traumas mononeuropatia modeliben
(az oszlopok n=6-9 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa az adjuvanssal kivaltott gyulladasos mechanikai allodiniara

A fiziolbgias soval (olddszerrel) kezelt kontroll csoportban a CFA-injekcié az 5. napra 50%-0s érintési
érzékenység fokozddast okozott a kezdeti kiszobértékekhez viszonyitva, ami szinte véltozatlanul
fennmaradt a 21 napos kisérlet ideje alatt. Ezzel szemben a J-2156-tal kezelt allatcsoportok mindkét
vizsgalt ddzis esetén jelentdsen kisebb mérték(i mechanikai allodiniat mutattak. A 10 pg/kg-os dézisnal
minden mérési napon szignifikdnsan, 25-30%-kal kisebb allodiniat mértiink a kontrollhoz képest, vagyis
kdzel 50%-os antiallodinids hatast tapasztaltunk. A kisebb, 1 ng/kg dézisu J-2156-tal kezelt csoportban
a kontrolltdl vald eltérés 30-35% koruli volt, igy nem minden mérési napon volt kimutathato

szignifikansan kisebb érintési érzékenység (14.abra).
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14.abra: A J-2156 hatasa az adjuvanssal kivaltott gyulladasos mechanikai allodiniara
(a mérési pontok n=6-9 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és **p<0.01 az olddszeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa az adjuvanssal kivaltott labduzzadasra

A labak térfogata az olddszerrel kezelt csoportban a kezdeti 0.79£0.01 cm3 értékrdl jelent6sen
megemelkedett, maximumat, 1.28+£0.1 cm?® térfogatot a 10. mérési napon érte el, ez 61%-0s
odémaképzddést jelent. A gyulladas kovetkeztében kifejlédott labduzzadas a teljes 21 napos kisérlet

alatt nagyjabdl ezen az értéken maradt.
A J-2156 szinte az 6sszes mérési napon mindkét dozisban szignifikansan csokkentette az 6démat. Ez a
gatlas legerdteljesebben szintén a 10. napon érvényesiilt, az alacsonyabb (1 pg/kg) dozis 39%-ra, a 10

ng/kg pedig 42.5%-ra csokkentette a duzzadast, dézis-hatas 6sszefiggést nem tapasztaltunk (15. abra).

A J-2156 hatasa az iziileti szovettani elvaltozasokra

A szbvettani metszeteken az ép, intakt izileti szerkezettel dsszehasonlitva a CFA-val kezelt tibio-
tarzalis iziletekben az izlleti Ureg kiszélesedett, pannus képzOdott, a szinovialis kotbszovet
mononuklearis sejtekkel s(rln infiltrélt, a porcszdvet nagymértékben lepusztult és erételjes, massziv
csontkarosodas lathatd. Az 0sszetett szovettani pontszam ebben a csoportban 6.6£0.7. A teljes kisérlet
alatt a napi haromszori J-2156-kezelés jelentdsen csokkentette az elvaltozasokat, kisebb lett a
szinovialis megvastagodas, a mononukleéris sejtek infiltraltsaga is kevésbé volt kifejezett. Kisebb

mértékl porcdestrukcid ugyan helyenként megfigyelhetd volt, csontkarosodds azonban nem volt
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tapasztalhato. A kisebb ddzisnal az dsszetett artritisz pontszam 2.86+0.86, a nagyobb ddzisnal

4.510.56 értékre csokkent (16.abra).
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15.abra: A J-2156 hatasa az adjuvanssal kivaltott labduzzadasra

(a mérési pontok n=6-9 mérés/csoport atlagait £ S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa a carrageeninnel kivaltott Iabduzzadasra

22

A kontroll csoportban a carrageenin intraplantaris adasa utan egy éraval 32%, két éraval 30%, harom

6raval pedig 27% labduzzadast tapasztaltunk. Ezt a carrageeninnel kivaltott ddémaképzddést

mérsékelte a legalacsonyabb dézisu J-2156, a kezdeti értékekhez képest rendre 27, 24 és 20%-0s

,,,,,,

szignifikansan kisebb 6déma alakult ki a kontroll csoporthoz képest. A 10 ug/kg hatasara a szignifikans

eltérés kifejezettebb volt (17, 18 és 17% ebben a sorrendben), mint a 100 pg/kg esetében (rendre 22,

22, 15%). A J-2156 gatld hatasa tehat e modellben sem dézisfliggé (17.4bra).
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osszetett artritisz pontszam
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16.abra: A J-2156 hatasa az iziileti szovettani elvaltozasokra
(az oszlopok n=6-9 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és **p<0.01 az oldészeres csoporthoz viszonyitva)
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17.abra: A J-2156 hatasa a carrageeninnel kivaltott labduzzadasra
(a mérési pontok n=6-9 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészeres csoporthoz viszonyitva)
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A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén bérqyulladasra

A J-2156 hat kilonb6zé i.p. ddzisa (0.1 és 100 ug/kg kozott) 20 perccel a gyulladas kivaltasa el6tt
beadva szignifikans, de nem dézisfiggd modon gatolta a mustarolajjal elSidézett gyulladast patkany
labhati bérében. Az oldoszeres csoportban 175+14 ng/g nedves szOvet Evans kék akkumulaciot
mértink, ami a J-2156 hatadsara 90-110£15 ug/kg értékre csokkent. A 10 pg/kg J-2156 géatlé hatasa
120, valamint 360 perc mulva is szignifikansnak bizonyult, az utébbi esetben az Evans kék akkumulacio

132.2+£16.3 ug/g nedves bdr volt (18.4bra).

350 - I 20 perces hatas
11 120 perces hatas
300 - [ 360 perces hatas

250

ng Evans kék/g nedves szdvet

oldészer 05 1 5 10 2 100 10
J-2156 dézisai (pglkg)

18.abra: A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén borgyulladasra
(az oszlopok n=8-10 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és **p<0.01 az olddszeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén fiilgyulladasra

A kontroll csoportban a fll vastagsaga 262+17 um-rél 381+26 pum-re duzzadt 3 6raval a mustarolajjal
torténd kenés utan. A J-2156 mindharom dozisaval (10, 50, 100 ug/kg i.p.) torténd elbkezelés két,
illetve harom oraval a kenés utan szignifikansan csokkentette a mustarolajjal kivaltott fllduzzadast
39.7+3.4%-rdl 20-25%-ra. A 20. percben szignifikans géatlast csak az 50 pg/kg dozisu J-2156 adasakor
tapasztaltunk, itt a 16.8+3.2%-0s duzzadas 8.7+1.5%-ra csokkent (19.abra). Dozis-hatas dsszefluggés
ebben a modellben sem volt kimutathato.

31



60 - ,

e 0ldOszer
55 J-2156 (10 nglkg)
50 | === J-2156 (50 ng/kg)
J-2156 (100 pglkg)

45

fillduzzadas mértéke (%)

0 T T T
1 2 3

mustarolaj-kenés utan eltelt ido (ora)

19.abra: A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén fiilgyulladasra
(a mérési pontok n=8-10 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és **p<0.01 az olddszeres csoporthoz viszonyitva)

A J-2156 hatasa peritonealis makrofaqok in vitro stimulalasaval felszabadulé IL-1B—mennyiségre

A sejttenyésztés eredményeképpen kapott IL-1 mennyiségét szendvics ELISA modszerrel, pg/ml
koncentracioban hataroztuk meg. Az LPS- és a PMA-stimulalas kozott semmilyen eltérést nem
tapasztaltunk egyik 6sszeallitasban sem, a makrofagok stimulacidja, ezaltal az IL-1p3-termelés kivaltasa
mindkét Osszeallitasban joI mlikodott. Az olddszerrel kezelt, kontrollként hasznalt sejtekben az LPS
595.3161.7 pg/ml, a PMA 544.6+56.5 pg/ml IL-13—termelést valtott ki. Ehhez képest a J-2156-tal vald
kezelés koncentraciofuggd modon csokkentette e citokin termelését. Bar a legkisebb, 0.1 pg/ml-es
oldatnak nem volt hatasa, az 1 ug/ml-es oldat mar szignifikdns gatlast okozott, a 10 ug/ml-es
koncentracié esetében pedig még nagyobb mértéki, kozel 50-60%-os gatldé hatast tapasztaltunk.
Meglepd mddon a legnagyobb, 100 pg/ml-es J-2156-oldattal valé kezelés hatdsara megemelkedett az

IL-1B mennyisége (20.4bra).
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20.abra: A J-2156 hatasa peritonealis makrofagok in vitro stimulalasaval
felszabadul6 IL-13-mennyiségre
(az oszlopok n=16-20 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és ***p<0.001 az olddszeres csoporthoz viszonyitva)
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4. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Jelen eredményeink azt igazoljak, hogy a peptidomimetikus J-2156, ami a szomatosztatin ssts
receptorhoz nagyfoku specifitdssal és nagy affinitassal kot6dé agonista, képes hatékonyan gatolni a
nocifenziv reakciét klasszikus akut kemonociceptiv modellben (formalin teszt) egérben, valamint két
kilénbdz6 krénikus fajdalommodellben (adjuvans-indukélta fajdalom és traumas mononeuropatia)
patkanyban. Hatékonyan gatolta tovabba az akut gyulladast patkany talpban, b6ron és egér filon. A
vegydulet antiinflammatorikus hatasa az in vitro sejttenyésztésben is megmutatkozott, koncentraciéfliggd
maodon gétolta a stimulalt peritonealis makrofagok IL-1p-termelését.

A szomatosztatin ssts receptor a Gi-proteinhez kapcsolt receptorcsalad tagja (Hoyer et al. 1995).
Aktivacidjakor gatlodik a cAMP szintézise, valamint a protein kinaz A aktivitasa (Patel et al. 1995). Ezek
mellett a receptor aktivalasa megnyitia a K*-csatornak és blokkolja a fesziiltségfliggé Ca2*-csatornak
miikodését (Koch et al. 1988). Ezen hatasok kdvetkezménye a neurotranszmitterek felszabadulasanak
gatldsa (Weckbecker et al. 2003). Az ssts receptor agonistai felergsitik tovabbd a mitogén-aktivalt
protein kinaz (MAPK), a foszfolipaz C és foszfolipaz A altal kozvetitett jelatviteli utakat is (Weckbecker
et al. 2003). A J-2156-tal végzett egyéb kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy ez az agonista
hatékonyan gatolt kulonb6z6 gyulladasos folyamatokat is patkanyban, valdszinileg részben a neurogén
komponensért felelés P-anyag és CGRP szenzoros idegvégz6désekbdl torténd felszabadulasanak
gatlasan keresztl. E peptidfelszabadulast gatlo mechanizmust izolélt trachean korabban egyértelmien
bizonyitottuk (Helyes et al. 2006).

Korabban vizsgaltuk a TT-232, egy periférian hatd heptapeptid szerkezetli szomatosztatin sst1 és ssts
receptor agonista fajdalomcsillapitd hatésait is (Helyes et al. 2000; Pintér et al. 2002; Helyes et al. 2004,
2005). A TT-232 az akut szomatikus nocicepcié vizsgalatara alkalmas formalin teszt mindkét fazisaban
hatékonyan gatolta a nocifenziv viselkedést, mas modellekben pedig csokkentette a kronikus
gyulladasos allodiniat és a trauméas mononeuropatias fajdalmat is (Pintér et al. 2002; Szolcsanyi et al.
2004; Helyes et al. 2004, 2005). A J-2156-nak azonban tobb el6nye is van a TT-232-vel szemben:
nagyfoku szelektivitasa az ssts receptor-altipusra vonatkozoan, valamint nem-peptid szerkezete, ami
lehetévé teszi az oralis adagolast is. Mivel szelektiven csak az ssts receptoron fejti ki hatasat, igy
adasakor elmaradnak a szomatosztatin agonistaknal tapasztalt gyakori endokrin mellékhatasok, mint a
ndvekedési hormon, a glukagon, az inzulin felszabadulasanak gatlasa, ezek ugyanis féként az sstp, ssts

és ssts receptor-altipusokhoz (SRIF2 receptorcsalad) kapcsolhatok (Weckbecker et al. 2003).
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A szelektiv ssts receptor agonista J-2156-tal végzett kisérleteinkben bebizonyosodott tehat, hogy ez a
molekula tobb modellben antinociceptiv, antiallodinias és gyulladasgatlé hatdsokkal rendelkezik. Bar az
ssts receptor pontos lokalizacidjara vonatkozdan kevés irodalmi adat all rendelkezésre (Pintér et al.
2006), ezen agonistaval nyert funkcionalis adatok alapjan valészind, hogy e gatldé hatdsok magukon az
érzGideg-végzddéseken, valamint az érfali endotélsejteken és a gyulladasos sejteken 1évo ssts receptor-
aktivacion keresztil valdsulnak meg. Ez utébbira direkt in vitro bizonyitékot a peritonealis makrofagok
IL-1B-termelésének gatlasaval szolgaltattunk az altalam kidolgozott kisérleti elrendezésben.
Eredményeink rendkivil nagy gyakorlati jelent6ségét hangsulyozza az a tény, hogy a krdnikus
neuropatias fajdalom terapias kezelésére jelenleg nincs megoldas, a nem szteroid gyulladasgéatiok és
az opioidok szinte teliesen hatastalanok (Dellemijn 1999). Bizonyos neuropatias allapotokban
prébalkoznak ugyan adjuvans analgetikumokkal (antiepileptikumokkal, antidepresszansokkal) torténd
kezeléssel, de részben a nem kielégitd terapias hatas, részben a mellékhatasok miatt ezek nem
jelentenek igazan j6 megoldast. A neurogén gyulladasos komponenst, amely sokféle kronikus
gyulladasos betegség, példaul a reumatoid artritisz, asztma vagy ekcéma patomechanizmusaban
jelentés szerepet jatszik (Helyes et al. 2003), egyedil a nagy ddzisu szteroidok képesek csokkenteni,
de szamos sulyos mellékhatasuk miatt nem lehet ezek hosszutavu terapias alkalmazasaval szamolni.
Eredményeink alapjan a szomatosztatin ssts receptor gyogyszerfejlesztési szempontbdl kivalod target
lehet, és stabil, szelektiv ssts agonistak Uj, igértes utakat nyithatnak meg a fajdalomcsillapités és a
gyulladasos folyamatok neurogén komponensének kezelése teruletén.
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Il. FEJEZET

A HIPOFiZzIS ADENILAT CIKLAZ-AKTIVALO POLIPEPTID (PACAP-38)
ELTERO PERIFERIAS HATASAI PATKANY ES EGER
FAJDALOMMODELLEKBEN

A fejezet alapjaul szolgald kdzlemény:

K Séndor, K Bolcskei, JJ McDougall, N Schuelert, D Reglédi, K Elekes, G Pethd, E Pintér, J Szolcsanyi,
Zs Helyes: Divergent peripheral effects of pituitary adenylate cyclase activating polypeptide-38

on nociception in rats and mice.
Pain, kozlésre elkildve
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1. BEVEZETES

A 38 aminosavbol allo hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo polipeptid (Pituitary Adenylate Cyclase Activating
Polypeptide, PACAP-38) a vazoaktiv intesztindlis peptid (VIP), szekretin és glukagon csalad tagja.
El6szor birka hipotalamuszabdl izolaltak (Miyata et al. 1989). Nagy mennyiségben fordul elé a kdzponti
idegrendszerben és az endokrin szervekben. Szenzoros neuropeptidként tartjak szamon, mivel
megtalalhaté a gerincvel6 hatsd szarvaban (Dickinson & Fleetwood-Walker 1999; Dickinson et al.
1999), a hatsd gyoki ganglionokban (Moller et al. 1993; Mulder et al. 1994), a kapszaicin-érzékeny
szenzoros neuronok periférias végzddéseiben (Zhang et al. 1996; Fahrenkrug & Hannibal 1998),
példaul az izlleti tokot ellatdé érz6é rostokban (Uddmann et al. 1998). E morfologiai és molekularis
biolégiai adatokon tul elézetes sajat eredményeink azt is igazoltak, hogy a kapszaicin-érzékeny
rostokbdl a PACAP-38 stimulacio hataséra in vitro és in vivo is felszabadul (Néemeth et al. 2006; Helyes
et al. 2007). Ezen eredmények alapjan feltételezhetd volt, hogy a PACAP részt vesz a nociceptiv
folyamatokban, azonban ezt az elképzelést rendkivll kevés funkcionélis adat tamasztotta ala. Az
0sszes erre iranyuld in vivo kisérletoen a PACAP kozponti idegrendszeri hatasait vizsgéaltak, és
meglehetdsen ellentmondasos eredményekre jutottak (Shimizu et al. 2004). Az intratekalisan adott
PACAP gatolta a nociceptiv reflexmiikddést (Zhang et al. 1993) és a gyulladas kdvetkeztében kialakuld
nocicepciét (Yamamoto & Tatsuno 1995; Zhang et al. 1996; Onou et al. 2007).
Intracerebroventrikularisan adva a PACAP a formalin teszt korai fazisaban analgetikus hatasunak, mig
a kés6i fazisban pronociceptivnek bizonyult (Shimizu et al. 2004). Masrészr6l azonban a kdzponti
idegrendszerbe adott PACAP dézisfliggé mddon csokkentette a hékiszobét a talpban, és szerepet
jatszott a nociceptiv stimulus hatsé szarvba torténd kozvetitésében, elsésorban N-metil-D-aszpartat
(NMDA) receptorokon keresztiil (Ohsawa et al. 2002).

A PACAP Gg/q-proteinhez kotott receptorokon fejti ki hatasait. A PAC1 receptor specifikusan a PACAP-
ot koti, mig a VPAC1/VPAC2 receptorok azonos affinitassal rendelkeznek a VIP és a PACAP irant.
Mindharom receptortipust leirtak neuronokon, simaizomsejteken és szamos gyulladasos sejten
(Dickinson & Fleetwood-Walker 1999; Vaudry et al. 2000; Zhou et al. 2002; Somogyvari-Vigh & Reglédi
2004).

Korabbi vizsgalataink igazoltdk, hogy a PACAP-38 gatolja proinflammatorikus és pronociceptiv
szenzoros neuropeptidek, P-anyag és CGRP kapszaicin-érzékeny érz6idegek vegzédéseibdl kemiai és
elektromos téringerléssel kivaltott felszabadulasat in vitro (Néemeth et al. 2006). In vivo gatolta tovabba
az akut neurogen és nem-neurogén gyulladasos folyamatokat patkanyban és egérben egyarant (Helyes
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et al. 2004; Németh et al. 2006). Ezen eredményeink erdsitik azt a feltevést, hogy a PACAP-nak
szerepe lehet a nocicepcid periférias folyamataiban. Mivel a PACAP-38 periférids nociceptiv
folyamatokban betoltott hatésaira vonatkozéan nem allt rendelkezésre adat, jelen kisérletsorozatunkban
vizsgaltuk, hogyan hat a lokélisan/szisztémasan adott PACAP akut viszceralis és szomatikus nocifenziv
viselkedésben, gyulladasos és neuropatias mechanikai hiperalgézidban, valamint enyhe hétrauméaval

kivaltott termalis hiperalgéziaban.
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2. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

A kisérleteket him és néstény Wistar patkanyokon (180-250 g), valamint him CD1 egereken (20-25 g)
végeztiik, amelyek standard ragcsalétapot kaptak. A patkanyokat a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti
Allathazaban tartottuk standard, apatogén koriilmények kozott, az egerek a Farmakoldgiai és
Farmakoterapiai Intézet sajat allathazabdl szarmaztak.

Kisérleteink minden esetben megfelelnek az allatkisérletek végzésérdl szold 243/1998. szamd
kormanyrendelet el6irasainak, kisérleti modellekre és vizsgalati moddszerekre a Pécsi
Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozé Etikai Bizottsaganak engedélyével rendelkeziink
(engedélyszam: BA 02/2000-16-2006). Az elektrofiziolégiai vizsgalatsorozat a Calgary Egyetem
Biofizikai és Elettani Intézetében tértént Wistar patkanyokon (250-450 g), munkacsoportunkkal torténd
kollaboréacio keretein belll. A kisérletek minden esetben igazodtak a fajdalom tanulmanyozaséara
létrehozott nemzetkdzi tanacs javaslataihoz (Zimmermann 1983).

Formalinnal kivaltotta akut szomatikus nocicepcié vizsqalata

Him Wistar patkédnyok bal hatsé labénak talpaba 50 pl 2.5%-os formalin-oldatot injektéltunk. Ez a
kezelés ket fazisban valt ki nocifenziv reakciot az allatokban, elsékent egy direkt kemonociceptiv hatas
jelentkezik, ami korulbelll 5 percig tart, ez az I. fazis. A Il. fazis a 20-45. percben zajlik, ekkor mér
gyulladasos folyamatok valtjak ki a nocifenziv viselkedést (Tjolsen et al. 1992). Patkanyok e tesztben az
egerektdl eltérd mintazatu elharitd viselkedést mutatnak, nemcsak labnyalasokat, hanem jellegzetes
emelgetéseket is végeznek. Ezért az eléz6 fejezetben ismertetettektdl eltéréen e patkanymodellben a
nocifenziv reakcid6 mértékét a kezelt 1ab emelgetésének szamabdl és nyalogatasanak idétartamabdl
szamitott dsszetett fajdalompontszam segitségével hataroztuk meg mindkét fazisban az alabbi modon:
Osszetett fajdalompontszam=(labemelések szama+labnyalogatas idétartamanak kétszerese)/vizsgalati
id6étartam (Watson et al. 1997).

Formalin-adas el6tt 5 perccel az allatokat intraplantarisan kezeltik 100-100 pl fizioldgias séval, illetve 2
uM PACAP-38-al. A PAC1 és VPAC receptorok szerepének vizsgalatara kilon allatcsoportokban a
PACAP-38 (50 ul, 4 uM) adésa elétt 5 perccel tizszeres mennyiségben (50 pl, 40 uM) két kilénbdzd
antagonistat injektaltunk intraplantarisan: a PAC1 receptor-szelektiv M65 kddjell vegytletet (Abad et al.
2006), illetve a VPAC1/VPAC2 receptorokon hatd [D-p-Cl-PheS,Leu’”]-VIP-et (Somogyvari-Vigh &

Reglédi 2004). Kontrollként fizioldgiés soldatot hasznaltunk.
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Enyhe hétraumaval kivaltott termalis hiperalgézia vizsgalata

Nostény Wistar patkanyok fajdalmas hokuszobét egy munkacsoportunk és az Experimetria Kit.
(Budapest) altal kidolgozott és validalt (Bolcskei et al. 2007) emelkedd hémérsékletli vizfirdbvel
hataroztuk meg. A készllék a fajdalmas hékliszob meghatarozasara alkalmas, ami a legalacsonyabb
olyan vizhémérséklet, amib6l az allat kirantja a labat. A vizfurdé hémérséklete 30°C-rél indul és
percenként 24°C-ot emelkedik fokozatosan, elérve a fels6 hatart, az 53°C-t. Az allatokat lazan tartva,
stabilan megfogjuk, és egyik hatso labukat a 30°C-os vizfirdébe meritjlik, majd elinditjuk a hdmérséklet
emelését. Abban a pillanatban, hogy az allat kihuzza a labat a vizbél, a mérést megallitjuk, majd a
kapott hémérsékletkliszobot a digitélis kijelzérél leolvassuk (21.abra). Ez az érték az allat fajdalmas

hokuszobe.

21.abra: Az emelked6 homérsékletii vizfiirdd

Ezutan az allatokat dietil-éterrel elaltatjuk, és egyik hatsd labukat konstans hémérsékletli, 51°C-os,
tehat méar enyhe hétraumat kivaltd hémérsékletli vizfirdébe meritjlik 20 masodpercre. A kezelés utan
10 és 20 perccel az allatok héklszobét Ujra meghataroztuk, hogy meggy6zédjink a termalis
hiperalgézia kialakulasaral.

A 20 perces mérés utdn 100-100 ul fiziologids sot, illetve 2 uM PACAP-38-at injektéltunk

intraplantarisan az allatoknak. Az anyag hatadsat a hdkiiszob-értékekre 10 percenként mértik. A
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termalis hiperalgéziat az adott idépontban mért kuszobértékek hoétrauma el6tti kontroll értékeihez
viszonyitott szazalékban adtuk meg.

Ebben a modellben is vizsgaltuk a PACAP-hatasban a receptorok szerepét. Ot perccel a PACAP-38 (50
ul, 4 uM) adasa el6tt egy allatcsoport 50 ul 40 uM PAC1 receptor-szelektiv antagonista M65-oldatot,
egy masik allatcsoport olyanekkora dozisu VPAC1/VPAC2 receptorokon hatd antagonista [D-p-Cl-

Pheb,Leu'"]-VIP-oldatot kapott intraplantarisan. Kontrollként olddszert, fizioldgias sooldatot adtunk.

Carrageeninnel kivaltott gyulladasos mechanikai allodinia

Wistar patkanyok egyik hatsé labanak talpdba 50 ul 3%-os carrageenin-oldatot injektaltunk, masik
hatso labukat kontrollként hasznaltuk. A carrageenin kevert tipusu akut gyulladésos reakciot valt ki a
talpban, ami maximumat anyagadas utan 3 oraval éri el (Bolcskei et al. 2005). A méréseket ezért
anyagadas el6tt, valamint 120 és 180 perccel utana végeztiik. A mechanikai érzékenységet ennél a
modellnél szintén Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel mértiik, aminek a részletes miikodési
elve megtalalhaté az I. Fejezet Kisérleti modellek, vizsgalati modszerek részében.

A PACAP-38 2 uM koncentracidju oldatabdl (fizioldgias séoldatban oldva), illetve olddszerébdl 100-100
ul-t az egyes mérések el6tt 5 perccel adtuk intraplantarisan. Az eredményeket a carrageenin-adas elotti

kontroll kiisz6bokhoz viszonyitva szazalékban fejeztik ki.

A PACAP-38 hatdsanak vizsgalata a mechano-és termonociceptiv kiiszobokre

Patkdnyban a PACAP-38 intraplantéris adasa (100 ul, 2 uM) elétt és 10 perccel utédna a
mechanonociceptiv kiiszobét Dynamic Plantar Aesthesiometerrel, valamint a termonociceptiv kiiszobo6t

emelkedd hdmérsékletl vizflirddvel mértik.

Ecetsavval kivaltott akut viszceralis nocicepcio vizsqalata vonaglasi teszttel

A viszceralis kemonocicepciot him CD1 egereken valtottuk ki 200 pl 3%-os ecetsav-oldat
intraperitonealis adasaval. A peritoneum kémiai izgatasanak hatasara alhasi izomdsszehlzddasok,
ugynevezett vonaglasok kovetkeznek be, amelyek tipikus nocifenziv viselkedésnek tekinthetk
(Eckhardt et al. 1958; Koster et al. 1959; Le Bars et al. 2001). Az egereket zart miianyag ketrecbe
tettik, a vonaglasokat az anyagadast kovetéen 20 percig szamoltuk.

A PACAP-38-at (100 ng/kg), illetve a fizioldgias sdoldatot 30 perccel az ecetsavval vald kezelés el6tt
szubkutan adtuk az egereknek. Mivel a PACAP-38 nagy méretl peptidként nem jut at a vér-agy gaton,

a szisztémas adas kovetkeztében létrejovd valaszokat is periférias hatasként értelmezhetjik.
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Mechanikai hiperalgézia vizsgalata traumas mononeuropatiaban

A miitéthez az egereket ketamin-xylazin keverék (100 és 5 mg/kg) intraperitonealis adasaval altattuk el.
Az egyik oldali nervus ischiadicust az &llat combjan kipreparaltuk, majd az ideg 1/3-/2-ed részét
dvatosan elvalasztottuk, és 9-0-s szilikonos varréanyaggal szorosan lekotottik, majd a sebet bezartuk.
A nervus ischiadicus egyoldali részleges lekotése a végtag spontan fajdalmat és mechanonociceptiv
kliszobének csokkenését idézi eld (Seltzer et al. 1990). A miitétet kovetden az allatokat 8 napig hagytuk
felépdlni.

A mechanikai hiperalgézia értékét a kordbban mar tdbbszor leirt Dynamic Plantar Aesthesiometerrel
mertuk a matetet kovetd 7. napon. A mérési eredményeket a kontrollhoz viszonyitva, szazalékosan
fejeztik ki.

A PACAP-38 keét dozisat (10 és 100 ug/kg), illetve olddszerét intraperitonealisan adtuk 30 perccel a

meérések el6tt az allatoknak.

A térdiziilet primér afferenseinek elektrofiziologiai vizsgalata

Ez a kisérletsorozat nem munkacsoportunkban, hanem egy kollaboracié keretein beliil a Calgary
Egyetem Elettani és Biofizikai Intézetében tortént, az eredmények tehat nem sajét kisérleti adataim. A
PACAP-38 periférias hatasainak komplex megértése és a helyes kovetkeztetések levonasa céljabdl
azonban fontosnak tartom e kisérlet ismertetését is.

Mély uteran (25% torzsoldat; 2 g/kg, i.p.) altatdsban him Wistar patkanyok jobb térdiztletében 100-100
ul 2-2% kaolin- és carrageenin-injekcioval akut szinovidlis gyulladast valtottak ki, amely 3-6 ora alatt
kialakult. Ezalatt az allatok maghdmérsékletét melegitd segitsegével 37°C-on tartottak. A femur
kozépso részére illesztett sztereotaxikus kerethez csatlakozo rogzitd segitségével a jobb csipGizuletet
immobilizaltak. A labat egy mianyag tok segitségével egy standard rotaciot kivaltd készilékhez
(MVD2510 Hottinger-Baldwin Messtechnik, Németorszag) kapcsolték. Végul a végtag kozepén
hosszanti metszést ejtettek, a térdizllet feletti bérlebenyeket egy ,O” alaku keretre felvarrtak és a
keletkezett medencét meleg paraffinolajjal toltottek ki.

A nervus saphenust az izilett6l disztalisan, a labbdl eredd szenzoros jelek kikiiszobolése céljabdl, a
lagyéki régidban pedig a gerincveli reflexek kivédése érdekében atvagtak. A proximélis idegcsonk
axonkotegeit platina elektrddra helyezték és onnan vezették el az elektromos aktivitasokat. Az akcids
potencialokat eléerésitd (DAM80 World Precision Instruments, USA, beallitasok: gain X10000, alsd
sz(iré 300Hz, felsé sziird 1 kHz) és erdsitd (gain X10) segitségével felerdsitették. A térdizlletbdl eredd
afferens rostokat az iziilet vékony, tompa (ivegszallal térténé érintése segitségével azonositottak. A
vizsgalt idegrostok vezetési sebességét a beidegzett terllet elektromos ingerlését (0.2 Hz, 100 ms

pulzusszélesség, 6-12 V) kdvetd latencia mérésével hataroztak meg.
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E vizsgalatban dsszesen 28 rostot vizsgaltak a térdizllet 10 masodpercig tarté normal rotacidja (14-22
mNm) alatt. A harom, egyenként 10 masodpercig tarté mozgasi ciklus alatt mért idegi aktivitdsok atlaga
adta meg a kontroll értéket.

A PACAP-38-at Tyrode-oldatban oldotték és lokalis alkalmazasa a saphenus artériaba torténé bolus-
injekciéval (0.2, 2 uM; 0.1 ml bolus) tortént. Ezt kovetéen minden 1., 3., 5., 7., 9. és 11. percben
vizsgaltak az afferens idegaktivitast, az adatokat specialis program (CED1401 Cambridge Electronic
Design, Egyesillt Kiralysag) segitségével regisztraltak és offline értékelték. Az egyes rotaciok hatasara
létrejové akcios potencialok szamét Spike 2 szoftverrel szamoltdk és a PACAP-38-kezelés mellett
kialakul6 afferens aktivitast a kontroll értékekhez viszonyitott szazalékban adtak meg. Szenzitizaciénak
azt tekintették, ha az oldoszeres kontroll érték feletti afferens aktivitas-valtozas nagyobb volt, mint a

standard deviacio.

Statisztika

A termalis és mechanikai hiperalgézia/allodinia adatait Dunnett-féle poszt teszttel kiegészitett egyutas
ANOVA-teszttel értékeltuk. Az elektrofiziologiaval nyert adatokat kétutas ANOVA-teszttel ertékeltlk ki. A
formalin és vonaglasi tesztek értékelését Student-féle t-probaval végeztik. Minden esetben a kilonb6z6
csoportok kozotti eredmények oOsszehasonlitasakor *p<0.05 és **p<0.01 értékeket hataroztuk meg

szignifikansnak.
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3. EREDMENYEK

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre

Az els6, 5 perces fazisban a nocifenziv viselkedést jelzd Osszetett fajdalompontszdm a kontroll
csoportban 0.55+0.04-nek adddott, mig az intraplantaris PACAP-38-kezelést kapott csoportban
szignifikansan kisebb, 0.36£0.04 volt. A masodik fazisban az akut gyulladasos folyamatok
kévetkeztében kialakuld nocifenziv viselkedést szintén szignifikansan géatolta a lokalisan alkalmazott
PACAP-38, a kontroll csoport 0.34+0.02 pontszamaval dsszehasonlitva az érték 0.28+0.02 volt
(22.abra).

A PAC1 receptor-szelektiv antagonista M65-el6kezelés nem befolyasolta a PACAP-38 gatlé hatasat, az
els fazisban 0.29+0.03, a masodik fazisban 0.26+0.02 lett az Osszetett fajdalompontszam. A
VPAC1/VPAC2 receptor antagonista [D-p-Cl-Pheb,Leu’]-VIP sem csOkkentette a PACAP-38 gatlo
hatasat a direkt kemonociceptiv fazisban, az dsszpontszam 0.35+0.04-nek adddott, ezzel szemben
szinte teljesen megsztntette az antinociceptiv hatést az akut gyulladas fazisaban (22.abra).

I oldoszer
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22.abra: Intraplantaris PACAP-38 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre
(az oszlopok n=10-16 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 és **p<0.01 az olddszerrel kezelt csoporthoz viszonyitv
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Intraplantaris PACAP-38 hatasa enyhe hotraumaval kivaltott termalis hiperalgéziara

Az allatok atlagos kontroll hékiszobe 42.8+0.2°C volt. Az 51°C-o0s enyhe hétrauma utani 10. és 20.
percben mért hékiszobok jelentésen lecsokkentek, atlagosan 34.4+0.6°C értékre. Az oldoszerrel kezelt
csoportban ez a 8-9°C-os termélis hiperalgézia a 60 perces kisérleti periodus alatt végig szinte
valtozatlanul fennmaradt. A PACAP-38 talpba torténé adasa az utols6t kivéve minden mérési
idépontban szignifikansan, atlagosan 50%-kal gatolta a hétrauméval kivéltott hiperalgéziat, ami 4.5-
6.5°C-os kiiszobcsokkenésben nyilvanult meg (23.abra).

A PAC1 receptor antagonista M65 kodjelli vegyllettel torténé el6kezelés hataséra nem valtozott a
PACAP-38 antihiperalgézias hatasa egyik mérési pontban sem, ebben a csoportban szintén atlagosan
50%-o0s gatlas, vagyis csupan 4.5-5°C-o0s hékliszob-csokkenés mutatkozott. A VPAC1/VPAC2 receptor-
antagonista [D-p-CI-Phe®,Leu'’]-VIP ezzel szemben minden mérési idépontban szignifikansan nagyobb,
7-8.5°C-0s klszobcsokkenést valtott ki, tehat megsziintette a PACAP-38 termalis hiperalgéziaban

kifejtett antinociceptiv hatasat (23.abra).
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23.abra: Intraplantaris PACAP-38 hatasa enyhe hétraumaval kivaltott termalis hiperalgéziara
(a mérési pontok n=10-14 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészerrel kezelt csoporthoz viszonyitva
és #p<0.05 a PACAP-38-kezeléshez viszonyitva)
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Intraplantaris PACAP-38 hatasa a carrageeninnel kivaltott mechanikai allodiniara

A carrageenin hatasara az olddszerrel kezelt allatoknadl a 2. oraban 26.5+4.2%-0s, a 3. 6raban
26.2+4.2%-0s mechanonociceptiv kliszobcsokkenést tapasztaltunk. A mérések el6tt 5 perccel PACAP-
38-al kezelt allatokban azonban mindkét mérési idépontban szignifikansan kisebb kiszobcsokkenést

tapasztaltunk: a 2. 6raban 9+2.7%, a 3. 6raban 6.3%£2.2% volt a mechanikai allodinia (24.4bra).
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kontroll 120 180

3% carrageenin-adas utan eltelt ido (perc)

24.bra: Intraplantérisan adott PACAP-38 hatasa a carrageeninnel kivaltott mechanikai allodiniara
(az oszlopok n=10 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0,05 és **p<0.01 az olddszerrel kezelt csoporthoz viszonyitva)

Intraplantaris PACAP-38 hatdsa a mechano- és termonociceptiv kiiszobokre patkanyban

A talp mechanikai fajdalomkiiszébe 46.6+1.5 gramm volt 100 pl 2 uM PACAP-38 lokélis beadasa el6tt

és 44.1£1.5 gramm 10 perccel utana. A 1ab hokiiszobe 42.4+0.2°C-nak adddott PACAP-adas el6tt és
42.3£0.4°C-nak 10 perccel adas utan. Az eredményekbdl jol latszik, hogy a PACAP-38 e dézisa

onmagaban nincs hatassal a nociceptiv kiiszobokre.

A PACAP-38 periférids hatadsa az akut viszceralis kemonocicepcidra

A hasuregbe injektalt ecetsav akut izgatd hatasara a kontroll csoportban az egerek a 20 perces

vizsgalati periodus alatt 63.3+2.8 vonaglast végeztek. Szubkutan injektalt PACAP-38 hatasara azonban
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ez a viszceralis kemonocifenziv viselkedés 54.5+2.9 vonaglasra csokkent, tehat a PACAP e modellben

egérben is antinociceptiv hatast fejtett ki (25.abra).

A PACAP-38 hatdsa neuropatias mechanikai hiperalgéziara

A miitétet kovetd 7. napon 43-47%-0s mechanikai hiperalgézia alakult ki az egerek talpaban, amelyet
i.p. adott PACAP-38 egyik dbzisa sem volt képes szignifikdnsan csokkenteni, igy ebben a modellben a
PACAP hatastalannak bizonyult (26.abra).
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25.abra: A PACAP-38 periférias hatasa az akut viszceralis kemonocicepciora
(az oszlopok n=10-11 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészerrel kezelt csoporthoz viszonyitva)

A PACAP-38 periférias hatasa a gyulladt térdiziilet afferens aktivitasara

A kaolin-carrageenin-injekcié hatasara a térdizllet atméréje szignifikansan megnovekedett (p<0.001,
egymintas Student t-probaval). Allatonként 1-3, dsszesen 28 afferens rostot vizsgaltak. Az afferens
tlzelés kivaltasdhoz szlkséges rotacids kiszob 4-17 mNm volt, a regisztralt rostok vezetési sebessége
0.78 és 2.20 m/s kdzé esett, igy az 6sszes vizsgalt rostot a IV tipusu térdizlleti primér afferensek
csoportjaba sorolhattuk. A vizsgélt rostokban 2 uM PACAP-38 lokélis adasa atmeneti, de szignifikans
aktivitas-fokozodast okozott. Ez a szenzitizald hatas koncentraciofiggd, mivel a kisebb, 0.2 pM

koncentracid nem okozott mechanoszenzitivitas-valtozast az izlleti afferenseken (27.abra).
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26.abra: A PACAP-38 hatasa neuropatias mechanikai hiperalgéziara
(az oszlopok n=6-8 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak)
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27.4bra: A PACAP-38 periférias hatasa a gyulladt térdiziilet afferens aktivitasara

(a mérési pontok n=7-9 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az oldészerrel kezelt csoporthoz viszonyitva)



4. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Bar a PACAP-38 jelenlétét a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokban korabban tobb fajban is
leirtak (Moller et al. 1993; Mulder et al. 1994), csupan néhany meglehetésen ellentmondé adat utal a
nociceptiv folyamatokban betdltott szerepére, kizarélag a kdzponti idegrendszeri hatasokra fokuszélva.
Szamos kisérletben tapasztaltdk a kdzvetlenll a kdzponti idegrendszerbe (intracerebroventrikularisan,
intratekalisan) injektalt PACAP-38 eltéré hatasait a nocicepcié kdzvetitésében (Zhang et al. 1996;
Dickinson & Fleetwood-Walker 1999; Said 2000; Shimizu et al. 2004). Néhany munkacsoport azt talalta,
hogy a PACAP-27 vagy a PACAP-38 intratekalis adadsa a motoros funkcidk megzavarasa nélkil
csokkentette a formalinnal kivaltott nocifenziv valaszt (Yamamoto & Tatsuno 1995; Zhang et al. 1996).
Masok ezzel szemben a PACAP pronociceptiv hatasat mutattak ki egér tail flick tesztben (Narita et al.
1996). Patkanyokban a PACAP csokkentette a termalis stimulacio hatasara létrejové labemelési reakcio
latenciaidejét, valamint fokozta a gerincveld hatso szarvaba kozvetitett nocicepciot (Ohsawa et al.
2002). A PACAP intratekalis adasat kovetben a korai fazisban megnétt a termalis stimulus kivéaltotta
reakcioid6, a késébbiekben azonban nétt a farok emelgetésének és nyalogatasanak szama (Shimizu et
al. 2004).

Jelen kisérletsorozatunk szolgéltatia az elsé eredményeket a PACAP hatdsairdl a periférias
nocicepcidval kapcsolatban. Jelen kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a perifériasan adott PACAP-38
gatolja az akut szomatikus és viszceralis kemonocicepciot, a gyulladasos mechanikai allodiniat, és az
enyhe hétraumaval kivaltott termalis hiperalgéziat mind patkanyban, mind egérben. Ugyanakkor nem
befolyasolja a mechanikai hiperalgéziat traumas neuropatia egérmodelljében, sét fokozza a gyulladt
térdizlletben a mechanikai stimulaciéval kivaltott afferens aktivitast.

A PACAP Ggyq-proteinhez kapcsolt receptorokon fejti ki hatdsat, a PAC1-hez a PACAP jelentésen
nagyobb affinitassal kétédik, mint a VIP, mig a VPAC1/VPAC2 irant mindkét neuropeptid ugyanakkora
affinitassal rendelkezik (Vaudry et al. 2000; Somogyvari-Vigh & Reglédi 2004; Laburthe et al. 2007). A
PAC1 receptorok jelenlétét kimutattak neuronokon és simaizomsejteken (Ekblad 1999; Seebeck et al.
2002; Hernandez et al. 2004). A VPAC1/VPAC2 receptorok expresszalodnak a gerincvelében, a hatso
gyoki ganglionokban, a térdizileti afferenseken, gyulladasos és immunsejteken (Takeba et al. 1999;
Vaudry et al. 2000; McDougall & Barin 2005). Bar e receptorok szamos szignaltranszdukcios
mechanizmushoz, példaul adenilat ciklaz-aktivalashoz és kovetkezményes cAMP-koncentracid
fokozodashoz, foszfolipaz C-stimulacidhoz, inizitol-triszfoszfat (IPs) altal kozvetitett Ca2-
felszabadulashoz, Ca%*- és diacil-glicerol-figgd protein kinaz C (PKC) aktivaciohoz, valamint nitrogén-
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monoxid (NO) szintézis stimulacidhoz (Makhlouf & Murthy 1997; Vaudry et al. 2000) kapcsoltak,
mindegyik folyamat neurondlis aktivaciohoz vezet. Ez a direkt mechanizmus jol alatamasztja az izlleti
afferenseken elektrofiziologiai vizsgalattal nyert direkt szenzitizald hatast. Ezzel szemben a periférias
antinociceptiv hatasok, amelyet tobb kisérleti modellben is tapasztaltunk, nagy valdszinliséggel nem
direkt az idegvégzddésen vald hatas eredményei, de eddig még nem ismert gatio receptor létezése
sem zarhat6 ki a brben/peritoneumban 1évd afferenseken.

Az adjuvanssal kivaltott gyulladés hatdsara a hatsé gyoki ganglionban nagymértékben upregulalodo
PACAP-nak potencialis szerepet tulajdonitottak a gyulladasos fajdalom folyamataiban (Zhang et al.
1998). A PACAP modulalja a gyulladasos és immunfolyamatokat is, a vizsgalatok jelentés része
gyulladasgatlé hatasat igazolta (Ganea & Delgado 2002; Abad et al. 2006). Egérben i.p. adva a PACAP
szamos gyulladasos faktor hatasanak modulalasaval csokkentette a kollagénnel kivaltott izuleti
gyulladasos elvaltozasokat, a labduzzadast, a bor gyulladasat, és a gyulladasos sejtek mennyiségét
(Abad et al. 2001). Gyulladasgatlé hatasat szamos tanulmany magyarazza azzal, hogy a PACAP képes
gatolni gyulladésos citokinek (TNFa, IL-6, IL-12), kemokinek, transzkripcids faktorok és egyéb
mediatorok, példaul NO termelését (Leceta et al. 2000; Martinez et al. 2002; Delgado et al. 2003;
példaul a cAMP-fuggd, VPAC1 receptor aktivalta kemotaxist (Delgado et al. 1999a, b). Korabban a mi
munkacsoportunk is kimutatta, hogy gyulladésos folyamatokban nem csak a nem-neurogén sejtes,
hanem az akut neurogén eseményeket is képes gatolni a PACAP szisztéméas adasa. Csokkentette a
mustarolajjal, a kapszaicinnel vagy a reziniferatoxinnal kivaltott plazmafehérje-kiaramlast patkany
labhati bérében, valamint a mustérolajjal kivaltott filodémat egérben (Németh et al. 2006; Helyes et al.
2007). Ezen kivll direkt in vitro bizonyitékokat szolgaltattunk arra, hogy a PACAP-38 gatolja
proinflammatorikus szenzoros neuropeptidek (P-anyag és CGRP) felszabadulasat a kapszaicin-
érzékeny szenzoros rostok periférias végzddéseibdl, ami magyarazza kizarélag neurogén eredeti
plazmaprotein-extravazaciéra gyakorolt gatlé hatasat (Helyes et al. 2007). Ezek a szenzoros
neuropeptidek részt vesznek a nociceptiv folyamatokban, valamint a gyulladasos hiperalgézia/allodinia
kialakulasaban is (Uddmann et al. 1998; Riedel & Neeck 2001).

A PACAP-38 kisérleteinkben tapasztalt antinociceptiv és antihiperalgézikus hatasainak pontos cellularis
mechanizmusa nem ismert, kisérleteinkben PAC1 és VPAC1/VPAC2 receptorokon hatd
antagonistakkal egyértelmiien kimutattuk, hogy a formalin teszt masodik fazisaban, valamint a
hétraumaval kivaltott termalis hiperalgéziaban tapasztalt gatl6 PACAP-hatasok VPAC receptoron
keresztiil valdésulnak meg. Valdszinlileg nem a nociceptoron kifejtett direkt hatasrél van sz6, ezek a
receptorok ugyanis Gs- €s Gg-fehérjékhez kototten miikddnek, vagyis kilonféle szignaltranszdukcios
utvonalakhoz kapcsolodva novelik az intracellularis CAMP-, valamint a Ca?*-szintet (Vaudry et al. 2000;
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Laburthe et al. 2007), vagyis neuronalis stimulaciét okoznak (Taiwo & Levine 1991; Taiwo et al. 1992;
Spengler et al. 1993). Ugyanakkor hizdsejtekben, makrofagokban és granulocitékban a megndvekedett
cAMP-szint gatolja gyulladasos mediatorok, citokinek felszabadulasat (Kuehl et al. 1987; Weston &
Peachell 1998). A PACAP akut gyulladdsmodellekben megfigyelt periférias antinociceptiv és
antihiperalgézikus hatasait magyarézhatja a korabban mar emlitett pronociceptiv neuropeptidek, illetve
egyéb fajdalomkelté és szenzitizaldo hatasi molekuldk (bradikinin, prosztaglandinok, leukotriének)
sejtekbdl valo felszabadulasanak gatlasa. Az a megfigyelésink, hogy a lokalisan adott PACAP-38
onmagaban nem befolyasolta sem a mechanikai, sem a termélis nociceptiv kiiszobét, arra utal, hogy
nincs hatassal a feszliltségfiiggé Na*-csatornakra, vagyis az altala kifejtett periférias antinocicepcidban
helyi érzéstelenit6-szer(i hatas nem jatszik szerepet.

A formalin direkten aktivalia az ankirin-ismétiédéseket nagy szamban tartalmazd TRPA1 receptort,
amely az |. fazisban létrejové kemonocifenziv reakciokért felelés (Macpherson et al. 2007). Ebben a
fazisban kiugréan nagy mértéki antinociceptiv PACAP-hatast mértink. Ezt a hatast nem szintette meg
sem a PAC1 receptorra szelektiv, sem a VPAC receptorokon hatd antagonistakkal torténd el6kezelés,
tehat ebben az esetben nem ezeken a receptorokon keresztil megvaldsuld gatlé hatasrol beszélhetink.
Nem zarhato ki ugyanakkor mas, eddig ismeretlen gatldo PACAP receptor |étezése, mas receptorokon
(kannabinoid, opioid, esetleg szomatosztatin) kifejtett hatas (Muller et al. 2007), valamint akér a PACAP
TRPAT1 receptort negativan modulalo vagy antagonizald képessége sem.

A PACAP-38 viszceralis és szomatikus nocicepcioban megfigyelt gatlé hatasaval ellentétben patkany
gyulladt térdizlleti afferensein végzett elektrofizioldgiai mérések szenzitizald hatést bizonyitottak. Ezen
eredmények Osszhangban allnak korébbi adatokkal, melyek a VIP iziileti nocicepcidban betoltott
szerepét vizsgaltak. Lokalisan beadott VIP, a PACAP-hoz hasonloan, szenzitizalta az izlleti primér
afferenseket, amely VPAC receptor antagonistaval gatolhaté (McDougall et al. 2006; Schuelert &
McDougall 2006). A PACAP-38 aktivalja az izileti tokban Iévé szenzoros érzéideg-végzédéseken
talalhaté VPAC1/VPAC2 receptorokat is, ami az izllet mechanoszenzitivitasanak fokozédasahoz vezet.
A szenzitizalo hatas alapja a megemelkedett intracellularis CAMP-szint, ami az adenilat ciklaz, valamint
a PKA aktivalasanak kdvetkezménye, de szerepe lehet a foszfolipaz C aktivalasanak is e folyamatban
(Taiwo & Levine 1991; Taiwo et al. 1992; Spengler et al. 1993). Human mintakban kimutattak a VPAC
receptort szinoviocitakon is (Takeba et al. 1999), amik specialisan az iziiletben jelen Iévé makrofag- és
fibroblasztszerli sejtek, és amelyek gyulladdsos mediatorok, prosztaglandin Ez, IL-1 és TNFa
ami szintén fokozza az algogén hatast (Herbert et al. 2001). Ismert tény, hogy a VIP képes hizosejt-
degranulaciot kivaltani (Skofitsch et al. 1983), de nem z&rhaté ki a PACAP szinoviocitakat és
hizosejteket indirekt modon aktivalo hatasa sem (McDougall & Barin 2005).
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Egértalpban és egérizlletben kivaltott gyulladast vizsgald kisérleteinkben a PACAP eltérd, latszdlag
ellentmondasos szerepét magyarazhatjuk egyrészt az egyes szervekben miikodd eltéré masodlagos
messenger mechanizmusokkal, eltérd receptor-expresszidval, masrészt a kilonbozd gyulladaskeltd
anyagok altal kivaltott eltéré gyulladasos folyamatokkal, amelyek kilonbdz6 gyulladasos sejteket és
gyulladasos mediatorokat aktivalnak. A talpban tapasztalt gatlé hatdsok minden bizonnyal az iziiletben
is jelentkeznek, itt azonban val6sziniileg a direkt neurondlis izgatas, valamint a specialisan csak az
izliletben jelen lévd szinoviocitak aktivacidja dominal.

Nem taldltunk eltérést a mechanikai hiperalgéziaban a PACAP szisztémas adasat kdvetben egér
mononeuropatias modellben annak ellenére, hogy elektrofizioldgiai bizonyitékok vannak arra
vonatkozéan, hogy a PACAP és a VIP noveli a hatsé szarvi neuronok aktivitasat patkany
mononeuropatiaban (Dickinson & Fleetwood-Walker 1999). Hasonloképpen, egy masik munkacsoport
szerint PACAP-hianyos egerekben nem alakult ki neuropatias termalis hiperalgézia, mechanikai
allodinia, vagyis feltételezhetéen sziikség van a PACAP-ra neuropétias féjdalom kialakuldsaban
(Mabuchi et al. 2004). Ezeket a kilonbségeket a PACAP periférian adott valaszaival magyarazhatjuk,
hiszen ez a 38 aminosavbol allo polipeptid elég nagy ahhoz, hogy intraperitonealis adast kdvetéen ne
tudjon bejutni a kdzponti idegrendszerbe.

Osszefoglalva tehat elmondhato, hogy ezek a kisérletek igazoljak elsdként a periférian a PACAP-38
jelentés szerepét a fajdalomérzet kozvetitésében. Ezek a hatdsok azonban a nociceptiv folyamatok
patomechanizmusatdl fuggben eltéréek lehetnek: a nociceptorokon kifejtett kdzvetlen hatas stimulalé,
szenzitizalo, bizonyos gyulladésos folyamatokban azonban antinociceptiv, antihiperalgézikus,
antiallodinias hatast tapasztaltunk, amelyet a VPAC receptorok kozvetitenek. A PACAP periférias
nocicepcidban betdltétt szerepének pontos molekularis mechanizmusainak felderitéséhez tovabbi

vizsgalatok sziikségesek.
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lll. FEJEZET

A SZTATIKUS MAGNESES TER ANTINOCICEPTIV HATASA ES A
HATTERBEN ALLO MECHANIZMUSOK VIZSGALATA

A fejezet alapjaul szolgald kozlemény:

K_Sandor, Zs Helyes, K Gyires, J Szolcsanyi, J Laszlo: Static magnetic field-induced anti-
nociceptive effect and the involvement of capsaicin-sensitive sensory nerves in this mechanism.
Life Sciences 81(2): 97-102. 2007
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1. BEVEZETES

Szamos korabbi eredmény igazolta a sztatikus magneses tér (static magnetic field, SMF) hatasait
kilonbdz6 viselkedésmintazatokban és idegi mikodésekben, a lokomotoros aktivitas indukcidjaban
(Houpt et al. 2003), kondicionalt izaverzidban (Nolte et al. 1998) vagy vesztibularis aktivacioban (Snyder
et al. 2000). A sztatikus magneses tér nociceptiv folyamatokra gyakorolt hatasardl szolo kisérletek
eredményei meglehetésen ellentmondasosak. Néhany tanulmany arrél szamol be, hogy révid iddre
magneses térbe helyezett egérben csokken a morfin- és stressz-indukalta analgézia (Kavaliers et al.
1984; Choleris et al. 2002) és n6 a fajdalmas hére val6 érzékenység (Del Seppia et al. 2003). Masok
ettdl eltéréen azt talaltak, hogy a sztatikus magneses térnek nincs hatasa a nocicepciora és a fajdalmas
korképekre emberben (Hong and Shellock 1990; Reeser et al. 2005). Arra is van azonban adat, hogy a
sztatikus magneses tér antinociceptiv hatasokkal rendelkezik kulonb6zé egérmodellekben (Shupak et
al. 2004; Prato et al. 2005). Az ellentmondd eredmények magyarazata lehet, hogy a kisérleteket
kulonboz6 fajokon végezték, valamint hogy a kivaltott hatas flgghet a magneses tér eltéré
tulajdonséagaitol, masképpen beéllitott paramétereitdl és a behatés idétartamatol is.

Az altalunk hasznalt sztatikus magneses teret létrehozd készuléket dr. LaszIé Janos (MTA Matematikai
Tudomanyok Osztalya) és munkacsoportja készitette, optimalizalta és validalta egér vonaglasi tesztben
(Laszl6 et al. 2007). A készllékben alul és felul elhelyezkedd6 matrixok 5 mm sugary, 10 mm
magassagu, henger alaku neodimium-vas-bér (NdFeB) dsszetételli magneseket tartalmaznak. Ezek a
ritkafoldfém magnesek rendelkeznek a legmagasabb indukcié/tdmeg arannyal. Az egyedi magnesek
NS0 fokuak, azaz jellemzé értékeik az 1.47 T értékii remanens magneses indukcio, a 373-406 kJ/m3
tarolt energiaslrliség és a 80°C maximalis mikodési hdmérséklet. Minden egyes mégnes a
szomszédaival ellentétes polaritasu, tovabba a masik matrixban vele szemben elhelyezkedd magnessel
egy tengelyl és megegyez6 iranyu, ami a magneses mezd jellegzetes mintazatahoz vezet (28.abra). Az
igy létrejott magneses térre, amit 12.3 mV/T érzékenységii Hall-szenzorral ellenériztek, a tovabbiakban
az optimalizalt sztatikus magneses tér (0SMF) elnevezést hasznaljuk (Laszl6 et al. 2007).

A pontos mechanizmus, amellyel az SMF valtozatos hatasait kivaltja, egyelére ismeretlen (Lockwood et
al. 2003; Saunders 2005), bar felmerllt az endogén opioiderg rendszer és egyes ioncsatornak
vezetOképességének megvaltoztatasanak szerepe (Kavaliers & Ossenkopp 1994; Rosen 1996, 2003).
Szamos eredmény alapjan feltételezhetd, hogy a gyenge sztatikus magneses tér csokkenti az ideg
ingerUletvezetésének sebességét a Ca2*- és Na*-csatornak gatlasan keresztul (Rosen 1996; Wieraszko
2000; Rosen 2003).
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28.abra: A magneses tér eloszlasanak sematikus abraja (Laszl6 et al. 2007 nyoman)

A kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszald szenzoros neuronok rendkivil fontos szerepet
jatszanak szadmos gyulladésos és fajdalommal jaré folyamat kialakulasaban. E neuronok aktivalt
végzddéseibdl olyan szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel, mint a P-anyag vagy a CGRP, amelyek
a kozponti idegrendszerben és a periférian is jelentés pronociceptiv, proinflammatorikus hatésokkal
rendelkeznek (Maggi 1995; Szolcsanyi 2004). Ezzel szemben, az ugyanezen idegvégzdédésekbdl
felszabaduld szomatosztatin a szisztémas keringésbe jutva a test tavolabbi pontjain képes
gyulladasgatlo és fajdalomcsillapitd hatast kifejteni. A TRPV1 receptor olyan nem-szelektiv kation-
csatorna, amelyet szamos inger, példaul exogén vanilloidok (kapszaicin vagy reziniferatoxin), fajdalmas
hémérséklet, protonok és endogén anyagok (bradikinin, leukotriének, lipoxigenaz termékek) képes
aktivaini (Szolcsanyi 2004; Szallasi et al. 2006). Ismételt, nagy doézisi TRPV1 receptor agonistaval
(kapszaicin vagy RTX) torténd el6kezeléssel a kapszaicin-érzékeny neuronok miikddése szelektiven
gatolhatd, ez a deszenzibilizacié (Bevan & Szolcsanyi 1990; Szolcsanyi 1993; Helyes et al. 2003). Ez a
funkciokiesés hosszl idén keresztll fennmarad, ezért e modszer segitségével e szenzoros rostok
kilonféle fizioldgia, patofiziologiai folyamatokban betdltott szerepe vizsgalhatd. A TRPV1 receptor tartos
aktivacioja kovetkeztében jelentGs mértékben megnovekedik az intracellularis CaZ*-koncentracio, ami a
mitokondriumokban Ca?*-felhalmozddashoz és kdvetkezményes duzzadashoz vezet, a sejtmlikodés
karosodéasat is okozva (Szallasi et al. 1989). A folyamat mechanizmusat az altalanos bevezetében mar
ismertettem és szemléltettem (1.4bra).

Kisérleteinkben az oSMF hatasait vizsgaltuk akut viszceralis és szomatikus kemonocicepciora, akut
gyulladasos nocifenziv reakciokra és mechanikai hiperalgéziara. Vizsgalatsorozatunk masik része a
megfigyelt antinociceptiv, antihiperalgézids hatds mechanizmusanak és a kapszaicin-érzékeny

szenzoros rostok ezen folyamatokban betoltott szerepének vizsgalatara iranyult.
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2. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

A kisérleteket 20-25 g-os him Balb/c, illetve CFLP egereken végeztik. Elébbieket a Pécsi
Tudomanyegyetem Kozponti Allathazaban, utébbiakat a Semmelweis Egyetem Allathazaban standard,
apatogén korlimények kozott tartottuk, étellel és vizzel ad libitum ellatva.

Kisérleteink minden esetben megfeleltek az allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998. szamd
kormanyrendelet eléirasainak, és igazodnak a fajdalom tanulmanyozasara létrehozott nemzetkozi
tanacs javaslataihoz (Zimmermann 1983). A kisérleti eljarasokat a Pécsi Tudomanyegyetem
allatkisérletekkel foglalkozo Etikai Bizottsaga (engedélyszam: BA 02/2000-16-2006), valamint a
budapesti Semmelweis Egyetem Allatetikai Bizottsaga (engedélyszam: 1810/003/2004) engedélyezte.

Optimalizalt sztatikus magneses tér

A sztatikus magneses teret létrehozd késziléket egy ferromagneses anyagbdl késziilt keret, és egy
abba illeszkedd, 140%*140*46 (hosszUsag*szélesség*magassag) mm kiterjedési mianyag ketrec
alkotja, amelyben az egerek szabadon mozognak. A bevezetdben részletesen jellemzett magneses

matrixok a keretben, a ketrec alatt és felett helyezkednek el (Laszl6 et al. 2007).

Vonaglasi teszt

A viszceralis nocicepciot him CFLP egereken valtottuk ki 200 pl 0.6%-0s ecetsav-oldat, illetve 2%-0s
MgSOs-oldat intraperitonedlis adasaval (Witkin et al. 1961). A peritoneum kémiai izgatdsara adott
tipikus nocifenziv reakcié az alhasi izmok dsszehuzddasa, az ugynevezett vonaglas. A vonaglasokat az
anyagadastol szamitott 0-5, 5-20 és 20-30 perces intervallumokban kilon-kilon szamoltuk. Egy kisérlet
soran ket vagy harom egeret tettlink egyszerre egy-egy ketrecbe a kisérlet el6tt 5 perccel, és ott is
tartottunk végig a teljes kisérlet alatt.

Az egyik ketrecet optimalizalt magneses térbe helyeztik, a masikat kontrollként hasznaltuk.

Reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgézia

Balb/c egerek bal hatsé labanak talpaba injektaltunk 20 ul 0.1 pug/ml TRPV1 receptor agonista RTX-
oldatot. A jobb talpat kontrollként hasznaltuk. Méréseinket az RTX-injekcié elétt és 30 perccel utana
végeztuk. A talp mechanikai érintési érzékenységét Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel
(Olaszorszag) mértik. A metodika részletes leirasa az |. Fejezet Kisérleti modellek, vizsgalati
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mddszerek részében megtaldlhatd. Ez a modszer az egyik legmegfelelébb egérben a mechanikai
hiperalgézia mértékének megitélésére (Bolcskei et al. 2005). A hiperalgéziat a kezdeti kontroll
értékekhez viszonyitva szézalékban fejeztik ki.

Az egyik csoport allatait RTX-adas el6tt 5 perccel az o0SMF-be helyeztiik és mérésig ott is tartottuk, a

masik csoport allatait nem tettlik ki a sztatikus magnes tér hatasainak.

Formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedés vizsgalata

Balb/c egerek bal hatso lababa intraplantéarisan 50 ul 2.5%-os formalin-oldatot injektaltunk. A formalin
két fazisban valt ki nocifenziv reakciét az allatokban, elséként egy direkt kemonociceptiv hatas
jelentkezik, ami korilbeldl 5 percig tart (1. fazis), utdna pedig beindulnak a gyulladasos folyamatok, amik
a masodik fazist adjak a 20-45. perces intervallumban (Tjolsen et al. 1992). A nocifenziv reakcid
mértékét mindkét fazisban a kezelt lab emelgetésének és nyalogatasanak Osszesitett ideje alapjan
hataroztuk meg (Bdlcskei et al. 2005).

Anyagadas el6tt 5 perccel az allatokat az 0SMF-be helyeztik, és ott is tartottuk a kisérlet végéig. Az
oSMF-mérések mellett parhuzamosan kontroll méréseket is végeztiink, ahol az allatok nem voltak

magneses térben.

A kapszaicin-érzékeny afferensek inaktivalasa reziniferatoxin-elokezeléssel

A kapszaicin-érzékeny primér szenzoros neuronok mikodéset szelektiven lehet blokkolni az ultrapotens
TRPV1 receptor agonista RTX nagy ddzisainak ismételt adasaval. Ekkor Balb/c egereknek 30, 70 és
100 ug/kg RTX-et adtunk szubkutan, harom egymast kdvetd napon (Helyes et al. 2004). A kezelések
alkalmaval az allatok az akut hatasbdl adddé szovodmények kivédésére minden nap 0.1 mi/10 g egér
dozisban injekcidkoktélt kaptak intraperitoneélisan, aminek 1 mililiterében van 40 pl Bricanylt (0.5 mg/ml
terbutalin-szulfat), 40 ul Diaphyllint (4.8%-0s teofillin-etilén-diamin), 20 ul atropint (0.1%-0s atropinum
sulfuricum) és higitoszerként fizioldgias NaCl-ot. Ot nappal az utolsé kezelést kvetéen, amikor mar
nem kellett szamolnunk az RTX akut izgat6 hatasaival, az allatokkal elvégeztik a fentebb leirt formalin
tesztet, valamint vizsgaltuk a carrageeninnel kivaltott akut gyulladasos mechanikai hiperalgéziat.

Carrageeninnel kivaltott gyulladasos mechanikai hiperalgézia vizsgalata

Balb/c egerek bal hatsd labénak talpaba 50 ul 3%-os carrageenin-oldatot injektaltunk, masik hatsé
labanak talpat kontrollként hasznaltuk. A carrageenin kevert tipusu akut gyulladasos reakciot valt ki a
talpban, ami maximumat anyagadas utan 3 oraval éri el (Bolcskei et al. 2005). A méréseket ezért

carrageenin-adas el6tt és 3 draval utana végeztik. A mechanikai érzékenységet ennél a modellnél is

57



Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel hataroztuk meg. A hiperalgéziat a kezdeti kontroll
értékekhez viszonyitva, szazalékban fejeztuk ki.
Az egyik csoport allatait carrageenin-adas el6tt 5 perccel az 0SMF-be helyeztik és a mérés végeig ott

tartottuk, a masik csoport allatait nem tettlk ki a sztatikus magneses tér hatasanak.

Rotarod teszt

Ugo Basile 7750 Accelerating Rotarod (Olaszorszag) készllékkel azt is megvizsgaltuk az egereken,
hogy befolyassal van-e az 0SMF-expozicié az egerek koordinacidjara és motoros miikodésére (Jones
and Roberts 1968). A kész(lék harom, egymassal egyiitt forgd dobbdl all, amelyeken kiilon-kilén egy-
egy egeret lehet elhelyezni. Az allatok a dob tetején kapaszkodnak a készilék inditasakor. A dob
forgasanak sebessége 20 masodpercenként emelkedik fokozatosan 4-rél 40 fordulat/perc sebességre.
Az allatok igyekeznek forgas kdzben is a dob tetején megkapaszkodni. A mérésnek akkor van vége,
amikor az allat leesik a dobrdl a készilék alatt talalhato pedalra. Ezzel leéllitia a dob szamlaléjat, amirdl
a mérés eredményét masodpercben olvashatjuk le. A rotarod tesztet elvégeztik az oSMF-ben valo
tartdzkodas el6tt és utan, valamint a kontroll (sztatikus magneses térnek nem kitett) csoportban is.
Minden mérést haromszor ismételtink meg és ezeknek az atlagait hasznéltuk fel az eredmények

értékeléséhez.

Statisztika
Mérési eredményeink értékeléséhez moddositott Bonferroni t-teszttel kiegészitett egyutas ANOVA-
tesztet hasznaltunk, ahol minden esetben a kilonbozd csoportok kozotti  eredmények

osszehasonlitasakor *p<0.05 értékeket hataroztuk meg szignifikdnsnak.
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3. EREDMENYEK

Az oSMF hatasa az akut viszceralis kemonocicepcidra

Az i.p. injektalt ecetsav hatdsara a kontroll ketrecben tartott &llatok vonaglasanak szdma az els
periédusban 7.5+0.8, a masodik periodusban 42.2+1.5, a harmadikban pedig 60.4+1.1 volt. JéI lathaté,
hogy az oSMF-ben 1évé egerek vonaglasanak szdma ehhez képest rendre 77, 65 és 67%-kal volt

alacsonyabb, ami mindharom periédusban szignifikans csokkenést jelent a kontrollhoz képest (29a.4bra).

95+ I kontroll ketrec
50 -| [ oSMIF ketrec

45 ]
40
35
30
25
20
15
10
5]

vonaglasok szama

0-5 perc 5-20 perc 20-30 perc

0.6% ecetsav-adas utan eltelt ido

29a.abra: Az oSMF hatasa az ecetsavval kivaltott akut viszceralis kemonocicepciora
(az oszlopok n=6-12 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az optimalizalt magneses térbe nem helyezett csoporthoz viszonyitva)

A MgSOs-oldat i.p. injekcioja kisebb mértékii nocifenziv reakciét okozott, mint az ecetsav. Az elsd
szakaszban 4.8+1.2, a masodikban 15.7£2.0, a harmadikban pedig 12.7+1.4 volt a vonaglasok szama.
Az oSMF hatésara ezek az értékek szakaszonként megfeleltetve 26, 39 és 52%-kal csokkentek, ami a

masodik és harmadik intervallumban szignifikdns gatlast jelent a kontroll értékekhez képest (29b.abra).
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I kontroll ketrec
20 ] 1 oSMF ketrec

vonaglasok szama

0-5 perc 5-20 perc 20-30 perc

2% MgSO0,-adas utan eltelt ido

29b.abra: Az oSMF hatasa a MgSO«-tal kivaltott akut viszceralis kemonocicepciora
(az oszlopok n=6-12 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az optimalizalt magneses térbe nem helyezett csoporthoz viszonyitva)

Az oSMF hatasa a reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgéziara

A TRPV1 receptor agonista RTX intraplantaris injekci6ja kontroll &llatokban fél éraval a beadas utan
jelentés mértékben, 8.4+0.2 grammrdl 3.6£0.3 grammra csokkentette a mechanonociceptiv
klszoboket, ami a kezdeti értékekhez képest 55%-0s hiperalgéziat jelent. Ugyanez az RTX-adas az
optimalizalt sztatikus magneses térben tartott allatokban 30 perc elteltével 40.6%-os fajdalomkiiszdb-
csokkenést volt képes kivaltani, 8.0+£0.4 grammrdl csak 4.9+0.4 grammra véaltoztak a kiiszobértékek. Az
oSMF tehat szignifikansan gatolta a TRPV1 receptor aktivacidjaval kivaltott mechanikai hiperalgéziat a
talpban (30.abra).

Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut szomatikus nocicepciora

A formalin teszt els§ fazisaban (0-5 perc kozétt) a kontroll csoportban 1évé egerek nocifenziv
viselkedése (labnyalas+labemelés) 130.8+13.9 masodpercig tartott. Az 0SMF-ben tartott allatoknal ez
az érték szignifikdnsan alacsonyabb, 101.8+8.4 masodperc volt. A masodik fazisban, ami a 20. percben
kezd6dik és a 45. percig tart, 5 perces mérési szakaszokat kulonitettink el. Az abrarol leolvashato,
hogy a nocifenziv viselkedéssel eltoltott id6 minden szakaszban jelentGsen kisebb volt az 0SMF-ben
tartott allatoknal, mint a kontroll ketrecben lévoknél. Ez a jelentds kulonbség végig szignifikansnak
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mutatkozott egy mérési ponttdl eltekintve, ahol bar a tendencia jél lathato, a nagy standard hiba miatt az

eltérés nem érte el a statisztikai préba szignifikanciai hatarértékét (31.abra).

70 I kontroll ketrec
1] oSMF ketrec
60 -

50

40

30

mechanikai hiperalgézia (%)

20

10

RTX-adas utan 30 perccel

30.abra: Az oSMF hatasa a reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgéziara
(az oszlopok n=11 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az optimalizalt magneses térbe nem helyezett csoporthoz viszonyitva)

150 - e kontroll ketrec
140 - oSMF ketrec
130
120
110
100
90
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30 -
20
10

labnyalogatassal és labemelésel eltoltott ido (s)

T T T T T T
0-5 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45

2.5% formalin-adas utan eltelt ido (perc)

31.abra: Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut szomatikus nocicepciora
(a mérési pontok n=10 mérés/csoport tlagait £ S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az optimalizalt magneses térbe nem helyezett csoporthoz viszonyitva)
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Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre RTX-elokezelt allatokban

Azoknél az allatoknal, amelyeknél RTX-el6kezelést alkalmaztunk a kisérlet el6tt 5 nappal, a kapszaicin-
érzékeny afferensek mikodéseét inaktivaltuk. Az abran lathatd, hogy a kontroll csoportban a korabbi
kisérletsorozathoz hasonléan alakul a nocifenziv viselkedés formalin hatdsara, az |. féazisban
120.2+£18.1 méasodperc telt nocifenziv aktivitassal, a Il. fazisban pedig szakaszonként atlagban 22-42
masodperc. Az abran az is lathatd, hogy az oSMF el6zéekben tapasztalt antinociceptiv hatasa a
kapszaicin-érzékeny rostok inaktivalasa utan elmaradt, az RTX-szel deszenzibilizalt allatokban mind az
. fazisban, mind a Il. fazis 6sszes mérési pontjaban szinte a kontrollal megegyez6 értékeket kaptunk
(32.abra).

} e kontroll ketrec
140 - oSMF ketrec

120—- |
100—- =
80—-
60—-
“- T

\T

20

labnyalogatassal és labemeléssel eltoltott ido (s)

T T T T T
0-5 20-25 25-30 30-35 35-40 40-45

2.5% formalin-adas utan eltelt id6 (perc)

32.abra: Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre
RTX-el6kezelt allatokban
(a mérési pontok n=10 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak)

Az oSMF hatasa a carrageeninnel kivaltott akut nocifenziv viselkedésre RTX-el6kezelt allatokban

A kontroll csoportban a mechanonociceptiv kiiszéb 8.74£0.2 grammrdl 5.5+0.2 grammra csokkent a
carrageenin-adast kovetd harmadik éraban, ami 36%-0s hiperalgéziat jelent. Azokban az egerekben,
amiket a mérés el6tt oSMF-ketrecbe helyeztiink, a kezdeti 8.9£0.3 grammos kiiszobérték csak 7.4+0.7
grammra csokkent, ami csupan 14%-o0s kiiszébcsokkenést jelent. Ez a kiilonbség a két csoport kdzott

szignifikans (33.abra).
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Az RTX-elékezelt allatcsoportban a carrageenin hatasara a kezdeti értékrél, 9.0+0.1 grammrél 6.64+0.5
grammra (26%-kal) csokkent a fajdalomkiszob a kontroll csoportban. Az 0SMF-ben tartott allatokban a
kezdeti 9.3+£0.2 grammrdl 7.9£0.5 grammra valtozott a fajdalomkiszob, ami 15%-o0s hiperalgéziat
jelent. A kontroll mechanonociceptiv kiiszob csokkent ugyan RTX-deszenzibilizaciét kovetden, az

eltérés azonban nem szignifikans (33.abra).

I cl6kezeletlen kontroll ketrec
[ elokezeletlen oSMF ketrec
I RTX-elokezelt kontroll ketrec
S0 [ RTX-el6kezelt oSMF ketrec

45
40
35
30
25
20
15 -
10
5]

60 -
55

mechanikai hiperalgézia (%)

3%-os carrageenin-adas utan 3 éraval

33.abra: Az oSMF hatasa a carrageeninnel kivaltott akut nocifenziv viselkedésre
RTX-el6kezelt allatokban
(az oszlopok n=6-8 mérés/csoport atlagait + S.E.M. mutatjak,
ahol *p<0.05 az optimalizalt magneses térbe nem helyezett csoporthoz viszonyitva)

Az oSMF hatasa az eqerek koordinacidjara és motoros miikodésére

Az allatok egy részét 30 percig az 0SMF hatasanak tettik ki, mig egy masik csoportot kontroll ketrecben
tartottunk. A kezelés el6tt és utan is elvégeztik a rotarod tesztet mindkét allatcsoporton. A kontroll
allatok atlagosan 46.5+8.1 masodpercet toltottek a készilék dobjan a ketrecbe helyezés el6tt, és
65.9+7.8 masodpercet utana. Az oSMF ketrecben tartott allatok a kezelés el6tt 50.7+5.5 mésodpercig
maradtak a dobon, kezelés utan ez az atlagérték 63.6+10.7 masodpercnek adodott. Sem a két csoport
kozott, sem az egyes csoportok kezelés el6tti és kezelés utani értékei kdzott nem tapasztaltunk
szignifikans eltéréseket. Az optimalizélt sztatikus magneses tér tehat sem az egerek motoros

mikodését, sem a mozgaskoordinaciojat nem befolyasolja.
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4. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Fenti eredményeink azt mutatjak, hogy az oSMF antinociceptiv, antihiperalgézids hatasokkal
rendelkezik tobbféle egérmodellben. Az oSMF gatolta mind az ecetsavval, mind a MgSQOs-tal kivaltott
akut viszceralis kemonocicepciot, amely hatas kifejezettebb volt az ecetsavval kivaltott vonaglasi
tesztben. Ez a kilonbség valészinileg e kémiai anyagok eltéré fajdalomkelté mechanizmusaban
keresend6: a MgSOs altal okozott nocifenziv reakci6 elsésorban kemonociceptorok direkt stimulalésaval
jon létre, mig az ecetsav-indukalta vonaglas akut gyulladasos folyamatok eredménye (Gyires & Torma
1984).

A formalin tesztben az |. fazisban direkt kemonociceptiv hatas jelentkezik, a masodikban mar akut
gyulladasos reakcidk kovetkezményeképpen fellépd nocifenziv viselkedést lathatunk. A kontroll
csoportokban az RTX-elbkezelés az |. fazisban nem, de a Il. fazisban jelentésen csokkent reakciokat
eredményezett, amely azt igazolja, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbdl aktivacio
hatésara felszabaduld szenzoros neuropeptidek (példaul a P-anyag, CGRP) szerepet jatszanak a
formalinnal kivaltott akut gyulladésos reakcié kialakulasaban. Az oSMF formalinnal kivaltott nocifenziv
reakciokat gatlé hatasa elmaradt a kapszaicin-érzékeny rostok reziniferatoxinnal torténé inaktivalasa
utdn. Az |. féazisban az oSMF antinociceptiv hatasénak hatterében a kapszaicin-érzékeny
idegvégzidésekbe torténd Na*-bearamlas és a kOvetkezményes akcids potencial kialakuldsanak
gatlasa éllhat. A Il. fazisban tapasztalt gatlé hatasban azonban az oSMF hatdsara a kapszaicin-
érzékeny afferensekbe torténd csokkent Ca2t-bedramlas és a neurogén gyulladasos reakciot kivalto
szenzoros neuropeptidek csokkent felszabadulésa is szerepet jatszhat. Ezt a tedriat alatdmasztjak azon
irodalmi adatok, amelyek az SMF Ca?*- és Na*-aramokat gatlé és ezeken keresztil a neuronalis
excitabilitast csokkentd hatasaira vonatkoznak (Rosen 1996; Wieraszko 2000; Rosen 2003). Csokkent
vizualis kivaltott potencialokat és alacsonyabb spontan kistiléseket talaltak macska nucleus geniculatus
lateralisban magneses expozicio hatasara, amelyet a membran magnesezhetd foszfolipid molekulainak
lassu visszarendezédésevel és a kovetkezményes ioncsatorna-mikodés gatlasaval magyaraztak
(Rosen 2003).

A carrageenin, ami farmakologiai modellekben rendkivil gyakran hasznalt gyulladaskelté agens,
intraplantaris adast kovetéen labduzzadast és mechanikai hiperalgéziat okoz (Bolcskei et al. 2005).
Ebben a folyamatban szamos neurogén és nem-neurogén komponens vesz részt, amelyet gyulladasos
neuropeptidek, citokinek és ciklooxigenaz termékek kozvetitenek (Poole et al. 1995; Doi et al. 2002). A

neurogéen komponensek e patomechanizmusban betoltott nem kitlntetett szerepére utal, hogy béar a
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carrageeninnel kivaltott mechanikai hiperalgézia kisebb volt az RTX-el6kezelést kapott allatcsoportban,
a kulonbség nem volt szignifikans mértékd. Az oSMF ebben a modellben is jelentés mértékben gatolta
a gyulladas kovetkeztében kialakulé mechanikai hiperalgéziat a kontroll csoportban, azonban szinte
hatasatalan volt az RTX-el6kezelt allatokban.

Az oSMF csokentette tovabba a TRPV1 receptor agonista RTX intraplantéris adasa kdvetkeztében
kialakul6 gyulladasos mechanikai hiperalgéziat. Az RTX proinflammaciés neuropeptideket szabadit fel
az érintett tertleten, amelyek lokalis neurogén gyulladast és a mechanonociceptiv kiiszob csokkenését
idézik el6 az allat talpaban. Az SMF jelentésen csokkenti a kapszaicin—érzékeny szenzoros
idegvégzOdésekbe torténd kation-aramlast, amely gatola a szenzoros proinflammatorikus és
pronociceptiv neuropeptidek felszabadulasat. Mindemellett azonban az 0SMF centrélis szenzitizaciot
gatlé hatasa és csokkent szinaptikus transzmisszié sem zarhato ki.

Kihangsulyozandd, hogy a 30 percig tarté oSMF-expozicié nem befolyasolta a mozgaskoordinaciét és a
motoros aktivitast.

Mindezekbdl megallapithatjuk, hogy az oSMF-expozicid tobb egérmodellben is jelentds gatlo hatast
gyakorolt a nociceptiv reakciokra. Bar a pontos hatasmechanizmus egyel6re nem ismert, a kapszaicin-
érzékeny szenzoros idegvégzodéseknek fontos szerepik van ezen antinociceptiv s antihiperalgézias
hatasok kozvetitésében, hiszen e rostok inaktivaciéja utan a tapasztalt gatld hatas elmaradt. Ennek
hatterében a Ca2*- és Na*-aramok blokkolasa allhat, ami az akcios potencial gatlasat, valamint a

mitokondriumok elégtelen miikodését eredményezi (Rosen 1996; Wieraszko 2000; Rosen 2003).
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1.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A szelektiv ssts szomatosztatin receptor agonista J-2156 segitségével bizonyitékokat
szolgaltattunk e receptor fajdalomcsillapitd (antiallodinias/antihiperalgézias) és gyulladasgatlé
szerepére kulonféle egér- és patkanymodellekben. Kilén kiemelendd, hogy e vegyilet mindkét
fajpan hatékonyan gatolta a neurogén gyulladast is, amely szerepet jatszik sokféle gyulladasos
korkép kialakulasaban és sulyosbodasaban, és amelyre jelenleg egyetlen hatékony kezelési
mod sem all rendelkezésre. Nagy jelentéséggel bir tovabba, hogy ez az ssts receptor agonista
csokkentette a mechanikai allodiniat traumas neuropatiaban, amelyre a klasszikus nem-szteroid
és opioid szerkezet(i fajdalomcsillapitok hatastalanok. Bar bizonyos neuropatias fajdalom-
allapotok kezelésében az utdbbi években egyes antiepileptikumok és antidepresszansok
jelentOs eldrelépést jelentettek, e korképek terapigja még mindig nem megoldott probléma.
Jelen kisérleteinkkel tehat elséként sikerUlt azonositanunk egy szenzoros idegvégzédéseken és
gyulladasos sejteken egyarant expresszalédd célmolekulat, az ssts receptort, amelyen
szelektiven hatd, stabil, elsésorban nem-peptid szerkezetli agonistak alapvetéen Uj
hatdsmechanizmusu, széles spektrumu gyulladasgatld és fajdalomesillapitd gyogyszerek

kifejlesztésére nyujthatnak lehetéséget.

Jelen eredményeink az elsdk a PACAP-38 nociceptiv folyamatokra kifejtett periférias hatasaira
vonatkozdan. Bar térdizlletben egyrost-elvezetéses elektrofiziologiai vizsgalatok a lokalisan
alkalmazott PACAP-38 VIP-hez hasonlé szenzitizéld hatasat bizonyitottak, szamos, elsésorban
gyulladasos egér- és patkdnymodellben periférds antinociceptiv és antihiperalgézias hatast
tapasztaltunk, amelyeket a VPAC receptorok kozvetitenek. Ennek a latszolagos
ellentmondasnak magyarézata lehet az a tény, hogy a PACAP receptorainak aktivacioja
kovetkeztében a megnovekedett intracellularis CAMP-szint neuronokon excitaciét okoz ugyan,
de gyulladasos sejteken csokkenti a gyulladaskelté mediatorok, citokinek felszabadulasat.
Mindezek alapjan a nocicepciora kifejtett eredé gatld hatas nagy valészinliséggel nem az
idegvégzOdeseken megvalosuld direkt hatas eredménye, hanem a gyulladasgéatlo
mechanizmuson alapuld indirekt hatas. Ezen eredmények gyakorlati jelentéségének és a
PACAP-ban rejlé gyogyszerfejlesztési perspektivaknak a felderitése még tovabbi vizsgalatokat
igényel.
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3. A dolgozat harmadik részében a farmakoldgiai megkozelitéseken tul egy alternativ
fajdalomcsillapitd lehetdség, a sztatikus magneses tér allatkisérletes vizsgélatanak eredményeit
foglaltam Ossze. A készllék paramétereinek elbzetes optimalizalasa utén az ezzel el6allitott
oSMF antinociceptiv és antihiperalgetikus hatasunak bizonyult kilonféle egér nocicepci6
modellben. A tapasztalt gatlé hatas mechanizmusaban egyértelmiien igazoltuk a kapszaicin-
érzékeny érzérostok szerepét. Bar a pontos molekularis folyamatok felderitése még tovabbi
vizsgalatokat igényel, valészinisithetd ezen afferenseken Iévé feszlltségfliggd ioncsatornak
(Na*, Ca?*), esetleg a TRPV1 receptor/kationcsatorna miikddésének oSMF-kivaltotta gatlasa. E
mechanizmusokon keresztiil az oSMF feltehetden akadalyozza az akcids potencial kialakulasat
és terjedését, valamint csokkenti a pronociceptiv neuropeptidek felszabadulasat. A magneses

tér ilyen iranyu felhasznalasa érdekes Uj iranyokat mutathat a fajdalomcsillapitd terapiaban.
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