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ALTALANOS BEVEZETES

AZ ENTERALIS IDEGRENDSZER

Az enteralis idegrendszert a gyomor-bélrendszer sajat intrinszik idegei €és idegducai
alkotjak. Az idegrendszer kvazi autoném részeként irjak le, amely szabdlyozza a motoros
mukodéseket, a helyi véraramlast (vazomotor reflexek), a mucosalis transzportot és
szekréciot (szekretomotor reflexek), valamint moduldlja az immun- és endokrin funkcidkat.
Miar Langley (1921) a vegetativ idegrendszer elkiiloniilt részének tartotta. Onallé
egységként torténd targyaldsit szdmos jellegzetessége indokolja. 1. A kozponti
idegrendszertdl fiiggetleniil képes reflexek létrehozasara. 2. Nagyon nagyszamu és sokféle
neuront tartalmaz (nagysdgrendileg (10’-10%) a gerincveld neurondllomanyédhoz
hasonlithat6). 3. Sok bizonyitott és még tobb feltételezett neurotranszmitter van jelen az
enterdlis idegrendszerben.

Az emldsok enterdlis idegrendszerének sejttestjei ganglionokba rendezddnek és
nyulvanyaikkal ellatjdk a bélhuzam gyakorlatilag dsszes rétegét, igy kialakitva a bélrendszer
két f6 idegi plexusit, a plexus myentericust (Auerbach plexus) €és a plexus submucosust
(Meissner plexus). A plexus myentericus a hosszanti €s korkords izomréteg kozott
helyezkedik el. A plexus submucosus a korkoros izomréteg és a muscularis mucosae kozott
talalhato.

Az idegsejteken kiviil az enterdlis idegrendszer tartalmaz gliasejteket, valamint nem
idegi interstitialis un. Cajal-féle sejteket. Ezek a sejtek a valoszinll forrdsai a lassi hulldmu

pacemaker aktivitdsnak, a bél ritmikus 6sszehtuzddasanak létrehozasdban vesznek részt.

AZ ENTERALIS NEURONOK CSOPORTOSITASA
1. Neurotranszmitterek szerinti felosztds

A faji kiilonbségek miatt nehéz a kémiai osztdlyozds. Az enterdlis idegrendszerben a
legtobb neuron tobb transzmittert tartalmaz, melyek egyszerre szabadulhatnak fel (ko-
release), és kozvetithetnek valaszokat (ko-transzmisszid) az idegsejtek aktivacidja sordan. Az
acetil-kolinon kiviill szdmos tn. nem-adrenerg, nem-kolinerg (NANC) transzmitter
(nitrogén-monoxid (NO), adenozin-trifoszfat (ATP), szerotonin (5-HT), neuropeptidek:
tachykininek (P-anyag, neurokinin A), vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP), pituitaer
adenilat ciklazt aktivalé polipeptid (PACAP), neuropeptid-Y, kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP), kolecisztokinin (CCK), endothelinek stb.) szerepe 1is felmeriilt a



bélidegrendszerben. Az 1960-as években irtak le eldszor NANC idegi valaszokat a
gastrointestinalis traktusban. NANC idegi vélaszrdl beszéliink, ha a reakcié a muszkarin
receptor blokkol6 atropin és adrenerg neuronblokkoldk egyiittes jelenlétében is kialakul.
NANC idegeket kimutattak a gyomor-bélrendszeren kiviil légutakban, erek faldban,
kismedencei zsigerekben.

Ahhoz, hogy egy anyagot neurotranszmitternek tekinthessiink, szdmos kritériumnak
kell megfelelnie. Ezek a kovetkezdk: 1. az adott anyag jelenléte az idegsejtben, 2.
bioszintézisének kimutatdsa a neuronban, 3. idegingerléskor szabaduljon fel a feltételezett
transzmitter az idegvégzOdésekbdl, 4. az exogén uton beadott anyag hatdsa utdnozza az
idegingerléskor felszabadul6 endogén anyag hatdsat (“a hatds azonossaginak elve”), 5. ,,az
antagonizalhat6sag azonossiaga” (az ingerléskor 1étrejovo és az exogén anyag okozta valaszt
egyarant gatolja a specifikus antagonista), 6. a transzmitter-inaktivicié mechanizmusa
kimutathat6 legyen.

Nagyon kevés enterdlis neurotranszmitter jelolt tesz eleget valamennyi kritériumnak.
Az elérhet6 adatok foként immunhisztokémiai €és radioimmunassay vizsgalatokbol
szarmaznak, melyek az adott anyag jelenlétére utalnak; a fiziol6gids szerepiik azonban sok

esetben tisztazatlan. Ennek oka tobbnyire specifikus receptor antagonistak hidnya.

2. Elektrofiziologiai tulajdonsdgok szerinti felosztds

Két 16 sejttipust kiillonboztetnek meg: 1-es (vagy S) és 2-es (vagy AH) tipust.

3. Morfologiai osztdlyozds
Dogiel (1899) irta le az enterdlis neuronok 3 alapvetd morfoldgiai tipusat: Dogiel L., I1.,
III. Késoébb tovébbi tipusokat is leirtak, melyeknél az 1. és II. tipusu sejtek tulajdonsdgai

kombinalddnak.

4. Funkciondlis csoportositds szerint megkiilonboztetiink szenzoros, inter- és

motoneuronokat az enteralis idegsejtek kozott.

A GYOMOR-BELHUZAM INTRINSZIK REFLEXEI — A PERISZTALTIKUS
REFLEX

A perisztaltikus mozgast Bayliss és Starling (1899) irta le el0szor kutya
vékonybélen. Késdbb Trendelenburg (1917) in vitro tengerimalac vékonybélen idézett eld

perisztaltikus mozgast a lumenbe torténd folyadékinfundaldssal. A perisztaltikus reflexet,



melynek sordn korkordsizom spazmus halad végig aboralis irdnyban a bélszakaszon, 3
kiillonbozd tipusd inger egymadstdl filiggetleniil valthatja ki: 1. diffiz intraluminalis
nyomadsinger (distensio), 2. a mucosa mechanikai torzuldsa, 3. bizonyos kémiai anyagok
jelenléte a lumenben. In vivo valamennyi stimulus egyszerre van jelen. A reflexben részt
vevOo idegi utak: felszadllé izgatd, leszdllo gitld és leszdlld izgaté. A lumenbe vald
folyadékinfundalas sordn a folyadék sugarirdnyban fesziti a bélfalat, kezdetben aktivalva
egy akkomodacios reflexet, mely sordn a korkordsizom relaxél, a hosszanti izom kontrahdl.
Ezek a folyamatok képezik a perisztaltika ,,preparativ fazisat”. Amikor a teljes bélszakasz
fesziilése elér egy kiiszobszintet, kivaltodik az ,,iiritd fazis™: a korkorosizom a béldarab
ordlis végén kontrahdl, és ez a kontrakcids hulldm analis irdnyba végigfut a szegmentumon,

kipréselve a béltartalom jelentds részét.

A GYOMOR-BELHUZAM EXTRINSZIK BEIDEGZESE

A tapcsatorna mitkodésének idegi szabdlyozasdban kiilsd (extrinszik) idegek is részt
vesznek, melyek haromfélék: paraszimpatikus, szimpatikus és afferens.

A paraszimpatikus beidegz€s a vagus €s a sacralis gerincveldi idegek révén valdsul
meg. A paraszimpatikus praeganglionaris kolinerg neuronok izgat6é hatdst kdzvetitenek az
enteralis idegsejtek felé, fokozzak a motilitast és a szekréciot.

A gastrointestinalis traktus szimpatikus beidegzését a praevertebralis ganglionokbdl
kapja. A simaizom adrenerg beidegzése gyér. A szimpatikus rostok gatlé hatdsokat
kozvetitenek a gyomor-bélhuzamban, a simaizomzat mellett az idegi plexusok szintjén is.

Az extrinszik afferens idegek a gyomor-bélrendszer fels6 szakaszaiban a nervus
vagusban futnak (sejttestjeik a ggl. nodosumban taldlhatdk), lejjebb a hatsé gyoki
ganglionok érzé rostjai idegzik be a tdpcsatorna falat. Ezek az idegek zsigerekbdl kiindulo
reflexek afferens szarat képezik, a visceralis fajdalmat kozvetitik. Mechanikai, kémiai és
hdingerekre is érzékenyek. A gerincveldi afferensek egy specidlis csoportjat képezik a
kapszaicin-érzékeny neuronok, melyek jellegzetessége, hogy afferens funkcidjuk mellett

“lokalis efferens”, illetve szisztémas neurohumoralis funkciot is ellatnak.



ELOZMENYEK ES CELKITUZESEK

A jelen munka célkitlizése a kapszaicin-érzékeny afferensek, valamint az enteralis
intrinszik neuronok ingeriiletitvivd anyagainak azonositdsa, élettani jelentOségiik és
farmakolégidjuk tisztdzdsa. A transzmitterek azonositdsat ,,a hatds azonossiga” (az
ingerléskor felszabadul6 endogén anyag hatdsdhoz hasonlé hatdst véltson ki az exogén
anyag), ill. ,,az antagonizdlhatésdg azonossdga” (az ingerléskor 1étrejovo €s az exogén
anyag-okozta vdlaszt egyardnt gitolja a specifikus antagonista) kritériumok alapjén

végeztiik.

1. A KAPSZAICIN IZGATO ES GATLO HATASA VEKONYBELEN

A szenzoros izgaté kapszaicin kétfajta motoros vdlaszt valt ki tengerimalac ileum
hosszanti izmdn: alapténusud prepardtumon tetrodotoxin- és atropin-érzékeny kontrakciot,
eldkontrahdlt, atropinnal kezelt preparatumon mérsékelt relaxaciét hoz létre. A kontrakcio
mechanizmusét tekintve ismert, hogy a kapszaicin a bélfal primer afferens neuronjainak
végzidéseit izgatja, ezekbdl kiilonbozd bioldgiailag aktiv anyagokat szabadit fel, melyek
aktivdljak a plexus myentericus kolinerg neuronjait. A végsd transzmitter az acetil-kolin,
kisebb mértékben a P-anyag.

Bizonyiték van az endogén tachykininek szerepére a neuronalis aktivacidban. P-
anyag tachyphylaxia, valamint a tachykinin NK; és NKj receptorok egyiittes bénitdsa
specifikus receptorantagonistidkkal szignifikdnsan csokkentette a kapszaicin-okozta
0sszehizodast. Tovabbra is vannak azonban nyitott kérdések ezen a teriileten, tobbek kozott
az, hogy a kapszaicin-okozta izgaté valasz tachykinin receptor antagonistikra rezisztens
részéért mely transzmitterek felelosek.

A kapszaicin el6kontrahdlt ileumot elernyesztd hatdsat CGRP-tachyphylaxia, és a
CGRP; receptor antagonista hCGRP(8-37) gétolja. Mivel a kapszaicin relaxalé hatdsa
tetrodotoxinra rezisztens, a CGRP (esetleg mas elernyedést okozé medidtorok) az érzo
idegekbdl felszabadulva valdsziniileg kdzvetleniil a simaizmon hatnak.

Vizsgdlat ala vettiik azokat az anyagokat, melyek jelenlétét és/vagy felszabaduldsét
kimutattdk a primer afferensekbdl és amelyek valamilyen médon utdnozzdk a kapszaicin
intestinalis hatdsait, tehat amelyeknél fenndll a lehetdség, hogy részt vesznek a kapszaicin
motoros vdlaszaiban.

ATP felszabadulasat a primer afferens neuronokbdl Holton mar 1959-ben kozolte.



Késobb tengerimalac ileum plexus myentericusdban P, purinoceptor-kozvetitette gyors
depolarizéciot irtak le.

Szamos adat utal arra, hogy VIP és PACAP, ill. NO szabadulhat fel kapszaicin-
érzékeny idegekbdl. A VIP és a PACAP a legtobb gastrointestinalis prepardtumot relaxalja,
de képesek izgatni a plexus myentericus neuronjait is. Ugyanez a helyzet az NO-val is.

Felmertilt kolecisztokinin (CCK)-szerli anyag szerepe is a kapszaicin-kivéltotta
kontrakciéban, ugyanis a CCK tengerimalac ileumon ideg-kozvetitette kolinerg izgato
valaszt hoz 1étre és kimutattdk jelenlétét érz6 neuronokban.

Vizsgdlatainkat kiterjesztettiik az endothelin-1 (ET-1) és a kortikotropin releasing
faktor (CRF) peptidekre. Az endothelin-1 és rokon vegyiiletei az endothelin-2 és endothelin-
3, valamint a sarafotoxinok specifikus receptorokon (ETa és ETg) hatnak. Az endothelinek
tengerimalac izolélt ileumon bifazisos valaszt hoznak 1étre (relaxéacid, majd kontrakcid). A
valasz mindkét része tetrodotoxinra rezisztens. Az endothelinek fokozhatjadk a nyugalmi
acetil-kolin felszabaduldst, valdsziniileg a kolinerg myentericus neuronok sejttestjén
elhelyezkedd ETg receptorokon keresztiil. ET-1 jelenlétét kimutattdk a gerincvelében, a
hatsé gyoki ganglionokban és a primer afferens neuronokban szdmos fajban, koztiikk az
emberben is. Bizonyiték van arra nézve, hogy az endothelinek részt vehetnek a kapszaicin
izolélt, miik6do patkanyszivre gyakorolt hatdsaiban.

A 41 aminosavbdl felépiild6 CRF extrahypothalamicus szovetekben, koztiik a
gastrointestinalis traktusban is megtaldlhat6. A CRF G-proteinhez kapcsolt specifikus
receptorokon (CRF-R;, CRF-R;) hat. Tengerimalac ileum hosszanti izom-plexus
myentericus preparatuman a CRF atropinra érzékeny kontrakcidt valt ki. CRF jelenlétét
kimutattak kapszaicin-érzékeny neuronokban patkdnyban.

Mindezek alapjan feltételezhetjiik, hogy az érz6 idegi eredeti ATP, PACAP/VIP,
NO, CCK és/vagy CRF részt vesz a myentericus neuronok izgatdsdban a kapszaicin-
kivaltotta Osszehizddds sordn, valamint felmeriilhet az endothelin szerepe a kapszaicin
mindkét tipust (gétlo és izgatd) hatdsdban tengerimalac ileumon.

Vizsgélatainkban célul tliztiik ki, hogy tisztdzzuk az ATP, PACAP/VIP, NO, CCK,
ET-1 és CRF esetleges részvételét a kapszaicin motoros vdlaszaiban tengerimalac ileumon
specifikus receptor antagonistdk: a P, purinoceptor antagonista suramin és PPADS, a
PACAP/VIP receptor antagonista PACAP(6-38), a CCK receptor antagonista lorglumid, az
ET receptor antagonista BQ123, az ETg receptor antagonista BQ788 segitségével, valamint
a nitrogén-monoxid szintdz (NOS)-gatlé NG—nitro—L—arginin (L-NOARG) és CRF-

tachyphylaxia alkalmazédsdaval. Vizsgéltuk ezen felill a kapszaicin-érzékeny neuronok



részvételét az ET-1 és a CRF hatasaiban ileumon.

2. VIP LEHETSEGES SZEREPE A PERISZTALTIKUS REFLEXBEN

A vazoaktiv intestinalis polipeptid (VIP) 28 aminosavbol 4all6 neuropeptid,
valoszinlileg az enterdlis idegrendszer egyik fontos transzmittere. A VIP a legtobb
gastrointestinalis ~ simaizom-prepardtumon  relaxiciét hoz 1étre  kozvetlenil a
simaizomsejteken hatva. Tengerimalac ileumon tovéabbi hatdsa, hogy képes izgatni a plexus
myentericus neuronjait, beldliik acetil-kolint €s P-anyagot felszabaditva kontrakciét hoz
létre. Mig patkdany colonban a VIP-et a propulziés mozgast szabdlyoz6 enterdlis idegi
palyak gatl6 transzmitterének tartjak, addig tengerimalac bélben még nem ismert, hogy van-
e Osszefiiggés a VIP myentericus neuronokat izgaté hatdsa és a perisztaltikus motoros
regulacié kozott. Ezen Osszefiiggés lehetdségét vizsgédltuk a PACAP egy fragmense, a
PACAP(6-38) segitségével.

A PACAP(6-38) 3 uM-os koncentraciéban nem befolydsolta a distensio-kivéltotta
propulziv mozgast, ill. az exogén PACAP properisztaltikus hatdsat sem védte ki. A jelen
munkdban megvizsgéltuk, hogy a PACAP(6-38) gatolja-e az exogén VIP bélperisztaltikara
kifejtett stimuldlé hatdsat, €s kivédi-e a VIP gatl6 hatasat a korkords izmon; amibdl az
endogén VIP-nek a korkorosizom motilitds szabdlyozasaban betoltott lehetséges szerepére

kovetkeztethetiink a perisztaltikus mozgés alatt.

3. TENGERIMALAC COLON HOSSZANTI IZOMZATANAK NANC
MOZGASVALASZAI

Az irodalomban szdmos adatot taldlunk a tengerimalac taenia caeci, distalis, ill.
proximalis colon korkorosizmanak beidegzésérdl €s miikodésérdl. Azonban a tengerimalac
proximalis colon hosszanti izomzatdnak funkciondlis NANC beidegzése még nem teljesen
tisztazott.

A tengerimalac proximalis colon hosszanti izomzatdra vonatkozéan Ugy tlinik, hogy
az ideg-medidlt, szerotonin-indukdlta, valamint az elektromos idegingerléssel kivéltott
relaxdci6 is gatolhaté a NOS bénitdsdval. Az ATP és a VIP is elernyeszti a vastagbél
hosszanti izmat; az ATP és a szerotonin relaxdlé hatdsa apamin-érzékeny, a VIP-é nem az.
Ezek alapjan feltételezték, hogy a VIP nem vesz részt a szerotonin altal kivéltott
relaxdcidban.

Tengerimalac colon NANC izgaté vélaszait elsdsorban tachykininek kozvetitik. A

tachykininek koziil az emldsok enterdlis idegrendszerében P-anyag €s neurokinin A (NKA)



talalhat6é (neurokinin B nem), nagyobbrészt az intrinszik neuronokban. Depolarizalé inger
hatdsara a tengerimalac proximalis colonbdl NKA és P-anyag egyenld mennyiségben
szabadul fel. Funkciondlis és autoradiografidas munkak igazoltdk tachykinin NK; receptorok
jelenlétét tengerimalac colon hosszanti izmon. Irodalmi adatok szerint a proximalis colon
hosszanti izmanak elektromos téringerléssel kivaltott kontrakcidit a nem-specifikus
tachykinin receptor antagonista spantid szignifikdnsan csokkenti; a P-anyag dltal okozott
kozvetlen 0sszehizodast egy specifikus NK; receptor antagonista gétolja.

Megvizsgaltuk a purinerg, nitrerg, valamint a kapszaicin-érzékeny idegek lehetséges
részvételét a tengerimalac proximalis vastagbelének elektromos téringerlés altal kivéltott
NANC hosszanti elernyedésében a kovetkezd anyagok alkalmazdsdval: a nitrogén-monoxid
szintdz gatlo L-NOARG, a P, purinoceptor antagonista PPADS, az alacsony konduktanciiju
K*-csatorna blokkol6 apamin, valamint a szenzoros neuron gétlé kapszaicin. Néhany
kisérletsorozatban vizsgdltuk az antagonista PACAP fragmentum, a PACAP(6-38) hatasat
is. Ezenkiviil célul thztiik ki a tachykininek, ill. az egyes tachykinin receptorok (NK;, NKo,
NK3) szerepének tisztdzasat a proximalis colon NANC hosszanti 0sszehizdéddsaban

specifikus tachykinin receptor antagonistak segitségével.

ALKALMAZOTT MODSZEREK

Izolalt szervi kisérleteinkben a kiilonboz6 gastrointestinalis
simaizompreparatumokat 37 °C-os, oxigenizdlt (5% CO,, 95% O,) Krebs vagy Tyrode
oldatban fiiggesztettiik fel.

Teljesbél készitmények: tengerimalac ileum és proximalis colon kb. 2 cm-es darabjait
5 ml-es szervfiirdokben fiiggesztettiik fel 7 mN ( az ileum esetén), ill. 10 mN (a vastagbél-
preparatumndl) fesziilés melllett. A hosszanti izom-mozgdsokat izotonids jelatalakité és

hiderdsito segitségével kompenzografon regisztraltuk.

Tengerimalac ileum korkoros izom “strip”: a vékonybélbdl 2 mm szélességii gyurtit

vagtunk ki, majd azt a mesenterialis oldaldn szétnyitottuk és a két végét rogzitettiik.

Korkorosizom aktivitds regisztrdldsa: teljes vastagsagd ileum korkorosizom-strip

prepardtumokon indomethacinnal (3 uM) szabdlyos, spontdin mozgastevékenységet



valtottunk ki. A f4zikus motoros aktivitds mennyiségi értékelését Barthé és mtsai (1991)
altal leirtak szerint végeztiik: a fazikus kontrakcidk amplitidoéit a megfigyelés minden egyes
percében kiilon-kiillon Osszegeztiikk, majd a kisérlet végén KCl-dal (80 mM) kivaltott

maximalis kontrakcié hanyadaként fejeztiik ki.

Perisztaltikus reflex vizsgdlata: 10 cm hosszu tengerimalac ileum szegmentumokat
30 ml-es szervfiirddben vizszintesen rogzitettiink. A propulziv perisztaltika kivéltasa: 0,5
ml/perc sebességgel elomelegitett Tyrode oldatot infundaltunk folyamatosan a béllumenbe
az ordlis oldalon és az intraluminalis nyomdst a szegmentum aboralis végén nyomasmérd
jelatalakito segitségével regisztraltuk. A béllumenen dtaramlo folyadékot fiiggblegesen
elhelyezett, U alaku kivezetdcsObe vezettiik, melynek vége 4,1 cm-rel (egyenértékli 400 Pa
hidrosztatikai nyomadssal) a fiirddben 1évé folyadékszint felett volt. A folyadék infundélasa
sordn az intraluminalis nyomds lassan ndétt egy bizonyos értékig, ahol kivaltédott a
perisztaltikus hulldm. Az aboralis irdnyba halad6 perisztaltikus kontrakciés hullim az
intraluminalis nyomads tiiskeszerii emelkedését é€s a szegmentum Kkiiiriilését eredményezte,
abban az esetben, ha a perisztaltikus hullim maximdlis nyomédsa meghaladta a 400 Pa-t
(azaz csaknem minden hulldm esetében). Azt a nyomadsértéket - az Un. perisztaltikus
nyomadskiiszobot - melynél kialakult a propulziv mozgds, haszndltuk a kiilonb6z6 anyagok

perisztaltikara kifejtett hatdsainak mennyiségi meghatarozasara.

Kapszaicin vdlaszok és az ET-1-okozta kontrakcio vizsgdlata tengerimalac ileumon:
a fellépd jelentds tachyphylaxia miatt minden preparatumon csak egyszer alkalmaztuk a fent

emlitett anyagokat.

Elernyeszté  hatdsok vizsgdlata hisztaminnal szubmaximélisan eldkontrahélt

preparatumokon tortént.

Elektromos ,,tér”ingerlést a szervfiirdében a prepardtum alatt és felett elhelyezett
platina elektrédpar segitségével hoztunk 1étre. A két elektréd kozti tavolsag 4 cm volt. Az
ingerlést nagy teljesitményl ingerlovel végeztiik. Valamennyi ingerlésnél 80 V fesziiltséget

és 0,1 ms impulzusszélességet alkalmaztunk.

Statisztikai modszerek: A kontrakcios valaszokat hisztaminnal (10 uM) vagy acetil-

kolinnal (10 uM) kivéltott maximalis hosszanti 0sszehizddds, a relaxdcids vélaszokat az



izoprenalinnal (8 uM) létrehozott maximaélis elernyedés %-aban fejeztiik ki. Két 6sszefiiggd
minta esetén Wilcoxon féle eldjeles rangprobat, tobb Osszefiiggd mintdndl Quade tesztet,
vagy egyutas varianciaanalizist, ill Dunett tesztet alkalmaztunk. Két fiiggetlen minta esetén
Mann-Whitney tesztet, tobb fiiggetlen minta esetén a Student-féle t-tesztet, ill. a Kruskal

Wallis tesztet hasznaltuk.

EREDMENYEK ES KOVETKEZTETESEK

1. ATP, VIP/PACAP, CCK, NO, ET-1 ES CRF SZEREPENEK TISZTAZASA A
KAPSZAICIN TENGERIMALAC VEKONYBELEN KIFEJTETT HATASAIBAN
ATP, VIP/PACAP, CCK és NO esetleges részvétele a kapszaicin-okozta kontrakcioban

A kapszaicin (2 uM) félmaximalis hosszanti 6sszehuzodast okozott ileumon, amit a
tachykinin NK; (GR82334; 3 uM) és NKj3 (SR142801; 100 nM) receptor antagonistdk
egyiittes addsa szignifikdnsan csokkentett. A P, purinoceptor antagonistdk — a suramin (100
uM) és a PPADS (30 uM) — nem befolydsoltdk a kapszaicin-kivdltotta kontrakciot
tachykinin antagonistdkkal nem kezelt készitményeken. Azonban a két tachykinin receptor
antagonista jelenlétében barmelyik P, purinoceptor antagonista hozzdaddsa a fiird6hoz
szignifikdnsan kisebb kapszaicin vdlaszt eredményezett, mint amikor csak a tachykinin
antagonistdk voltak jelen.

A PPADS 30 és 300 uM-os koncentraciéban sem befolydsolta a kolecisztokinin
oktapeptid (2-3 nM) aéltal kivéltott szubmaximalis kolinerg kontrakciot fiiggetleniil a
tachykinin receptor antagonistdk jelenlététdl a szervfiirdoben. A szintén Kkolinerg
kontrakciét okozo senktide (NKj receptor izgatd) (2-3 nM) hatdsa, valamint a hisztaminnal
(100-200 nM) kivaltott fél-maximalis kontrakcié is vdltozatlan maradt PPADS (30 uM)
jelenlétében.

A PACAP/VIP antagonista PACAP(6-38) 3 uM-os koncentracioban szignifikdnsan
gatolta a PACAP(1-38) (10 nM) kontrakciés hatdsat, bar a csokkenés mindossze 35% volt.
A VIP (10 nM) izgaté hatasat a PACAP(6-38) teljesen kivédte. A PACAP(6-38) (3 uM)
nem befolyasolta a kapszaicin-okozta motoros valaszt sem Onmagdban, sem tachykinin
receptor antagonistikkal egyiitt adva. Hasonloképpen az NO-szintdz géatlé L-NOARG (100
uM) és a CCK antagonista lorglumid (200 nM) sem valtoztatta meg szignifikdnsan a

kapszaicin vélaszt.
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Az ET-1 és antagonistdi hatdsainak vizsgdlata

Az ET-1 tengerimalac ileumon bifdzisos vélaszt hozott 1étre. Az atropinnal (1 uM)
kezelt, hisztaminnal el6kontrahdlt preparditumon az ET-1 (0,5 nM-10 nM) reprodukélhaté
elernyedést okozott. Az elernyedést az ET, receptor antagonista BQI23 3 uM-os
koncentracioban 56%-kal csokkentette, mig 10 uM-os koncentracioban teljesen kivédte. Az
ETjg receptor antagonista BQ788 (3 uM) szintén kivédte a relaxaciot. A tetrodotoxin (1 uM)
és a kapszaicin-érzékeny neuronok funkciondlis kdrositisa nem befolydsolta az ET-1
relaxdcios hatdsat. Az ET-1-okozta kontrakciét nem befolydsolta atropin (1 uM),
methysergid (100 nM), chloropyramin (100 nM), SR140333 (100 nM). A tetrodotoxin és a
kapszaicin tachyphylaxia nem volt hatdssal a vdalaszra. Mindkét endothelin receptor
antagonista (BQ123 (3 uM), BQ788 (3 uM)) szignifikdnsan csokkentette a kontrakciot. A
BQ123 majdnem teljes gatlast okozott.

Atropinnal kezelt, hisztaminnal el0kontrahdlt ileumon tetrodotoxin jelenlétében a
kapszaicin (2 uM) mérsékelt relaxdcidt okozott. Hasonlé nagysdgi elernyedés jott 1étre
BQ788 (3 uM), BQ788 (3 uM) plusz BQ123 (3 uM) vagy apamin (0,3 uM) jelenlétében.

A kapszaicin (2 puM)-okozta kontrakciét BQ123 (3 uM) nem befolydsolta. Mig a
tachykinin receptor antagonistdk (GR82334 (3 uM) plusz SR142801 (100 nM)) gétoltdk a
kapszaicin-védlaszt, BQ123 (3 uM) nem okozott tovdbbi csokkenést. BQ123 (3 uM) és

BQ788 (3 uM) egyiittes addsa sem gétolta a kapszaicin izgatd hatdséit tengerimalac ileumon.

A CRF hatdsainak vizsgdlata

A CRF nem okozott relaxdciot atropinnal kezelt, hisztaminnal el6kontrahdlt
preparatumokon, ill. hatdstalan volt abban az esetben is, mikor a tachykinin NK; receptor
antagonista SR140333 (200 nM) is jelen volt a fiirdében, az esetleges tachykininerg izgat6
hatds kikiiszobolésére.

A CRF koncentracio-fiiggd kontrakcidt okozott tengerimalac ileumon 3-100 nM-os
koncentracié-tartomanyban. A tetrodotoxin (1 uM) vagy az atropin (1 uM) és az SR140333
(200 nM) keveréke megsziintette a CRF hatdsat. Sem az extrinszik afferens neuronok
kapszaicin-kivaltotta funkciondlis bénitdsa, sem az SR140333 6nmagaban nem volt hatdssal
a CRF-kontrakciéra. Atropin jelenlétében a CRF-valaszok amplitiddja nem valtozott, habar
a csucskontrakci6 kifejlodéséhez sziikséges id6 nott.

A CRF tachyphylaxia (100-200 nM CRF 20 percre) a CRF vdlasz eltlinését okozta

(tovabbi 30 nM CRF hozzaadasa a fiirdohoz hatastalan volt), azonban nem csokkentette a
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kapszaicin-kivéltotta ileum kontrakciét onmagdban és a tachykinin receptor antagonistik

jelenlétében sem.

Kovetkeztetések

Tengerimalac vékonybélben kimutattuk az ATP medidlo szerepét a kapszaicin-okozta
izgato vdlasz nem-tachykininerg komponensében. Mivel a P, purinoceptor antagonistik a
kapszaicin-indukdlta kontrakcionak csak a tachykinin antagonistdkra rezisztens osszetevojét
csokkentették, feltételezziik, hogy a purinoceptor-kozvetitette kolinerg vdlaszt a tachykinin-
medidlta rész elfedi, illetve koztiik nem-additiv viszony van.

Nem taldltunk bizonyitékot arra, hogy NO, PACAP/VIP-szerii peptid, CCK-szerti
peptid, endothelin-szerii peptid vagy CRF szerepet jdtszana a kapszaicin-okozta ideg-izom
aktivdacioban, ill. hogy ET-1 részt venne a kapszaicin gdtlo hatdsdban vékonybélen.
Kimutattuk, hogy az ET-1 ileumon izgato és gdtlo hatdst is kivdlt, valosziniileg ETy és ETp
receptorokon keresztiil. A CRF egyediili hatdsa az ideg-kozvetitette kontrakcio. A
kapszaicin-érzékeny idegek aktivdcioja valosziniileg nem jdtszik fontos szerepet az ET-1 és a
CRF tengerimalac ileumon kifejtett vilaszaiban.

Az eredmények egyben azt is bizonyitjak, hogy a PACAP(6-38) hatdsos VIP

antagonista a plexus myentericus idegsejtjein.

2. A PACAP(6-38) VIP/PACAP ANTAGONISTA HATASANAK VIZSGALATA
TENGERIMALAC ILEUM KORKOROS IZOMZATAN ES A PERISZTALTIKUS
REFLEXEN

A VIP (100 nM) és a PACAP (30 nM) facilitdlta a perisztaltikus mozgast, azaz
csokkentette a perisztaltikus nyomdskiiszobot €s novelte a perisztaltikus hulldmok
frekvencidjat. A VIP kevésbé hatékony a perisztaltika stimuldldsaban, mint a PACAP, és
hatdsa rovidebb ideig is tart.

A PACAP(6-38) (3 uM) vagy az oldészere nem volt hatdssal a perisztaltikus
nyomadskiiszobre. A PACAP(6-38) befolyasit a VIP és a PACAP perisztaltikus motoros
hatdsdra olddszeres kontroll kisérletek segitségével vizsgaltuk. Az agonistdk eldtt adva a
PACAP(6-38) (3 uM) kivédte a VIP (100 nM) properisztaltikus hatdsat, de a PACAP-ét
nem. Amikor az agonista hatdsdnak teljes kifejlodése utan adtuk a PACAP(6-38)-at a
fiirdobe, az a VIP perisztaltikus mozgasra kifejtett izgatd hatasat gyorsan visszaforditotta, de
a PACAP hatdsit nem tudta megdllitani.

A korkorosizom-csik prepardtumokban indomethacin kezelés utdn 1-3 oraval

12



ritmikus spontdn aktivitds alakul ki, valdsziniileg ténusos prosztaglandin-befolyds
megsziintetése révén. Tetrodotoxin (1 UM) nem gétolta ezeket a mozgédsokat. A VIP és a
PACAP(1-38) hatasét tetrodotoxin jelenlétében teszteltiik, hogy a neuronalis befolydsokat
kikapcsoljuk. A VIP a korkorosizom kontrakcidk gatlasat eredményezte 3 nM-os
kiiszobkoncentracioval a legtobb prepardtumon. Minden egyes preparatumndl azt a VIP
koncentraciét vélasztottuk (5-30 nM kozott), ami ismételhetd €s szubmaximdlis gétlast
okozott. Az antagonista PACAP(6-38) (3 uM) szignifikansan csokkentette a VIP (5-30 nM)
gatld hatdsat, a PACAP(1-38) hasonl6 gatl6 hatdsat azonban nem befolydsolta.

Kovetkeztetések

A plexus myentericus neuronjain a PACAP(6-38) VIP receptor antagonistanak
tekintheto. Az eredményekbol arra kovetkeztethetiink, hogy az endogén VIP neuronalis
izgato hatdsa nem jdtszik fontos szerepet a perisztaltikus mozgds enterdlis szabdlyozdsdban,
mivel a PACAP(6-38) nem befolydsolta magdt a perisztaltikus reflexet. Figyelembe véve az
elozoek mellett a PACAP(6-38) VIP-antagonista hatdsdt az ileum korkoros izomzatdn, az
endogén VIP direkt simaizom-gdtlo hatdsa sem tiunik donto jelentoségiinek a

perisztaltikaban ezen kisérleti modellben.

3. TENGERIMALAC COLON HOSSZANTI IZOMZATA NANC
MOZGASVALASZAINAK (RELAXACIO ES KONTRAKCIO) VIZSGALATA

Tengerimalac proximalis colonon az elektromos téringerlés relaxdciot és azt kovetd
kontrakciét okozott alapténust és hisztaminnal (100 nM) szubmaximadlisan eldékontrahalt
preparatumon egyarant. A relaxdcids valaszt eldkontrahdlt készitményeken vizsgéltuk:
mindkét alkalmazott ingerlési frekvencidn (1 és 10 Hz, 20 s) ismételhetd és tetrodotoxinra
érzékeny vélaszt kaptunk.

Az L-NOARG (100 uM) szignifikdnsan csokkentette az elektromos ingerlés hatdsara
1étrejott relaxaciot; 1 Hz-es ingerlésnél kb. 55%-kal, 10 Hz-es ingerlésnél 30%-kal. Az L-
NOARG gitl6 hatdsét az L-arginin (1 mM) részlegesen visszaforditotta. A PPADS (50 uM)
L-NOARG jelenlétében €s hidnydban is csak mérsékelten gétolta az idegingerlés-okozta
relax4ciés vélaszt, mig az alacsony konduktancidji K*-csatorna blokkolé apamin (100 nM)
L-NOARG jelenlétében erdésen gatlé hatasu volt. A PACAP antagonista PACAP(6-38) (3
UM) nem befolydsolta az elektromos téringerlés relaxdlé hatdsat. A kapszaicin-érzékeny

szenzoros neuronok gétldsa in vitro kapszaicin kezeléssel (10 uM 15 percre, amit 40 perces
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mosasi periddus kovetett) kis mértékben ugyan, de szignifikdnsan novelte a NANC
relaxdciot 10 Hz-es ingerlésnél, de 1 Hz-es ingerlésnél nem volt hatésa.

Exogén PACAP(1-27)-tel (10 nM) kivaltott szubmaximalis relaxaciot a PACAP(6-
38) (3 uM) teljesen kivédte. A VIP (30-100 nM) relaxécids hatasat 3 uM PACAP(6-38)
szignifikdnsan csOkkentette. Az exogén ATP (1 és 10 uM) a vastagbél hosszanti izomzat
elernyedését valtotta ki, amit a PPADS (50 uM) szignifikdnsan géitolt. A PPADS az 1 uM
ATP-okozta relaxdcidt 70%-kal csokkentette, a 10 uM ATP-nél 43%-os gétlds alakult ki.
(Azon kisérletekben, ahol nagyobb koncentraciéju ATP-t alkalmaztunk, a Krebs oldat 100
UM teofillint tartalmazott a P; receptorok blokkoldsdra.)

A proximalis colon NANC hosszanti 6sszehtizéddsait alapténust prepardtumokon
vizsgaltuk L-NOARG és apamin jelenlétében. Ezen anyagok hatdsara az elektromos
téringerlésre kialakulo két fazisu vélasz (relaxaciot kovetd utdkontrakcid) 1 fazisuva alakult,
a relaxdcid eltlint és az ingerlés hatdsara primer kontrakcié jott 1étre. Az 1 és 10 Hz-es
ingerlés is reprodukdlhaté primer Osszehizddéast eredményezett. Tetrodotoxin (1 uM)
kivédte a NANC kontrakciét mindkét ingerlési frekvencidn.

A tachykinin NK; receptor antagonista FK888 (2 uM) szignifikdnsan csokkentette a
valaszt mindkét ingerlési frekvencidn. A tachykinin NK; receptor antagonista MEN11420 (1
uM) azonban csak a 10 Hz-es ingerlésre 1étrejovd kontrakciét gétolta. E két antagonista
egyiittes alkalmazdsa koriilbeliil akkora gatlast okozott, mint az FK888 Onmagiban. A
tachykinin NK3 receptor antagonista SR142801 (100 nM) nem volt hatdssal a NANC
0sszehizodasokra oOnmagaban, ill. MEN11420 jelenlétében sem. FK888 hatdsanak
kifejlodése utdn adva azonban az SR142801 a kontrakci6 tovabbi szignifikdns csokkenését
eredményezte 10 Hz ingerlési frekvenciandl.

Téjékoz6do vizsgéalatok azt mutatjak, hogy a P, purinoceptor antagonista PPADS (50
uM), a ganglionblokkolé6 hexamethonium (100 puM) és a kolecisztokinin receptor
antagonista lorglumid (1 puM) nincs befolydssal az elektromos téringerléssel kivaltott
kontrakcidra egyik ingerlési frekvencian sem.

Atropinnal és guanethidinnel kezelt, hisztaminnal szubmaximadlisan el0kontrahalt
preparatumokon az FK888 (2 uM) és a MEN11420 (1 uM) sem befolyasolta az 1 Hz 20 s-
es téringerlésre kialakul6 relaxdciot. A létrejott utdkontrakciot az FK888 szignifikdnsan
csokkentette, a MEN11420 nem volt r4d hatdssal. 10 Hz 20 s-es ingerlés esetén az
utokontrakcié FK888 jelenlétében szignifikdnsan csokkent, a relaxdcid pedig szignifikansan

nott; a MEN11420 az ingerlésre adott véalasz egyik fazisat sem befolyésolta.
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A P-anyag (5-30 nM) 0sszehuzddast valtott ki a tengerimalac proximalis colonon. A
valaszt az FK888 teljesen kivédte, a MEN11420 nem befolyésolta. Az NKA (30-100 nM)-
okozta kontrakciét az FK888 koriilbeliil 50%-kal csokkentette, a MEN11420 6nmagéban
nem volt hatdssal a vdlaszra, a két antagonistat egyiitt adva teljes gatlas jott 1étre.

A hisztamin (100 nM)-okozta szubmaximalis kontrakciét nem befolydsolta az
FK888, vagy a MEN11420 6nmagaban, ill. az FK888, MEN11420 és SR142801 egyiittes

addsa sem.

Kovetkeztetések

Tengerimalac proximalis colon hosszanti izmdnak NANC relaxdciojdban egy
PPADS-érzékeny purinerg mechanizmus és nitrogén-monoxid vesz részt. A vdlasz ezen két
osszetevoje kozott additiv kapcsolat van. PACAP/VIP-szerii peptid nem jdtszik szerepet a
vdlaszban. A colon NANC relaxdciojanak egy része rezisztens az L-NOARG és a PPADS
egyiittes hatdsdra. Ez a frakcio is lehet purinerg, de kozvetitheti egy eddig még nem
azonositott, mdsik apamin-érzékeny transzmitter is.

A proximalis colon NANC kontrakciojaban tachykininek (féleg P-anyag) jelentds

szerepet jdtszanak foleg NK; receptorok kozvetitésével.

15



A LEGFONTOSABB UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Kimutattuk az ATP részvételét a tengerimalac ileum kapszaicin-okozta kontrakcidjdnak
tachykinin antagonistdkra rezisztens OsszetevOjében. Valosziniileg a tachykininerg és a
purinoceptor kozvetitette kolinerg valasz kozott nem additiv viszony all fenn.

2. Nem taldltunk bizonyitékot VIP/PACAP-szerii peptid, NO, CCK-, endothelin-szer(i
peptid vagy CRF szerepére a kapszaicin altal kivéaltott ileum kontrakcidban, illetve ET-1
részvételére a kapszaicin gatld hatdsdban.

3. Kimutattuk, hogy a kapszaicin-érzékeny primer afferens neuronok nem jitszanak fontos
szerepet az ET-1 és a CRF tengerimalac ileumon kifejtett hatdsaiban.

4. Bizonyitottuk, hogy a PACAP(6-38) peptid fragmens hatékony VIP antagonista
tengerimalac ileumon; mind a hosszanti, mind a kérkords izmon, tovabba a perisztaltikus
reflex komplexebb folyamatdban gétolta a VIP hatésat (izgatd, ill. gatl6 hatést).

5. Valészinusitettiilk, hogy VIP nem jatszik szerepet a tengerimalac ileum perisztaltikus
mozgésaban.

6. Bizonyitottuk, hogy proximalis colon NANC relaxacidjat NO és ATP hozza létre, de
PACAP/VIP-szerti peptid nem vesz részt a valaszban.

7. A tengerimalac proximalis colon hosszanti NANC 6sszehtizédasét tachykininek (foleg P-

anyag) kozvetitik NK; receptoron hatva.

Kisérleteink alapkutatds jellegliek, hosszi tdvon azonban hozzdjarulhatnak a
gyomor-béltraktus  motilitdszavarai  4j diagnosztikus és  terdpids  eljardsainak
kifejlesztéséhez, valamint sz€lesebb értelemben a purinerg €s peptiderg neurotranszmisszié
és interakciok jobb megismeréséhez. A kapszaicin-érzékeny afferensek mediatoranyagaival
kapcsolatos vizsgalatok jelentdsége pedig abban éll, hogy a periférian beldliik szabadda valo
aktiv anyagok ezen neuronok kozponti idegrendszeri végzdodéseibdl felszabadulva (Dale
elv) szerepet jatszhatnak a fajdalomérzésben. Tehat a folyamat jobb megismerése 1j tipusu

fajdalomesillapitok kifejlesztéséhez jarulhat hozza.
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