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ROVIDITESEK JEGYZEKE

12-HPETE: 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav

a-SMA: a-smooth muscle actin

AEA: N-arachidonoil-etanolamin (anandamid)

ANOVA : variancia analizis (analysis of variance)

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CFA: complete Freund’s adjuvant, komplett Freund-adins/

CGRP: kalcitonin gén-rokon peptid

CRLR: calcitonin receptor-like receptor, kalcitonin eptorszei receptor
CTGF: connective tissue growth factor

desArgHOE-14Q dezargininHOE-140, bradikinin;Beceptor antagonista
EDTA: etilén-diamin-tetraacetat

ELISA: enzimhez kotott immunoszorbens eljaras (enzymieeti imunosorbent assay)
EM: endomorfin

GAPDH: Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase

GH: growth hormone, ndvekedési hormon

HE: hematoxilin-eozin

HOE-140: bradikinin B receptor antagonista

IFN-y: interferony

IL : interleukin

INDO: indomethacin

KO: knock out, génhianyos

LPS: lipopoliszacharid

MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1

NADA: N-arachidonoil-dopamin

NDGA: nordihidroguarénsav (nordihydroguarenic acighoXigenaz-gatlo
NK: neurokinin

PAC1: PACAP receptora

PACAP: pituitary adenylate cyclase activating polypeetitlipofizis adenilat ciklaz-aktivalo
polipeptid

PBS foszfat-pufferelt s6oldat (phosphate-bufferedrsal

PDGF: platelet-derived growth factor

PK: protein kinaz

RTX: reziniferatoxin

SEM: atlag standard hibaja (standard error of mean)

SOM: szomatosztatin

SP. substance P, P-anyag

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

TGFp: transforming growth factor beta

TNF-a: tumor nekrozis faktoo

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1

TRPAL: tranziens receptor potencial ankirin 1

VIP: vazoaktiv intesztinalis peptid

VPAC: VIP és PACAP kb6zds receptora

VR1: vanilloid receptor 1

VRL : vanilloid-like receptor, vanilloidszéreceptor

WT: vad tipusu (wildtype)



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATAS
ELOZMENYEI

1. Altalanos bevezetés, é&mények, a kutatasi téma irodalmi hattere

A klasszikus idegszabalyozasi elmélet szerint adidegek a szenzoros stimulusokat és a
fajdalmat kozvetitik a test kulonféle részeiriziletek, 16r, bel$ szervek) a kozponti
idegrendszer felé. A periférids idegrendszer masidportja a befutd ingerekkel kivaltott
reflexek utjan efferens, azaz mozgaté vagy vegetaikodéseket lat el. A kapszaicin-
erzekeny eérgidegek az idegszabalyozas elvi szempontjabdl kaged és érdekes harmadik
csoportot képviselnek, ezek periférias irgsei nemcsak a klasszikus affererigkdaéssel
rendelkeznek, hanem egyben efferens funkciét &relk. Kdzvetlenul, reflex nélkil, olyan
neuropeptidek szabadulnak fel &lék, amelyek a beidegzési teriiletemurogén gyulladasos
folyamatokat inditanak elA neurogén gyulladast és az ezt kozvetgyulladasketi
neuropeptideket a 70-es évek végén fedezték faelzzs Uj korszak keadott a kapszaicin-
kutatdsok torténetében, a ,kapszaicin” kulcsszévaderepd kozlemények szédma
robbanasszér emelkedésnek indult. A 80-as évek végén Szolcsgmyifesszor és
munkacsoportja megfigyelték, hogy a kapszaiciniéng érdidegekldl a gyulladaskeltt
neuropeptideken kivil —amelyeket addigra mar vigleanrészletesen feltérképeztek- gatlo
hatasu anyag, a szomatosztatin is felszabadulrimgésbe keril és a test tavolabbi pontjain
jelentbsen csokkenti a neurogén gyulladas mértékét. Eaztdifedezéssel a kapszaicin-
erzekeny idegek tikddése, gyulladasban, fajdalomban bet6ltott szekegse bonyolultabba,
de egyben még érdekesebbé valt. 1997-ben molekddaiogiai moédszerekkel klbnoztak a
kapszaicin receptorat és 2000-ben receptor génbsarggereket allitottak @&l Ezek
segitségével leh&té valt a kapszaicin receptorikvdésének és jeleigégének vizsgalata
neuropatias és gyulladasos fajdalomallapotok afiatletesn vivo modelljeiben.

2. A kapszaicin rovid farmakolégiai torténete

A kapszaicin, a paprikeC@apsicum annuum és Capsicum frutespesfds anyaga, kémiai
szerkezetét tekintve alkaloid, 8-metil-N-vanillikhsz-6-nonénamid. A gyogyszertan
tudomanyanak korai &dzakaban, az 1870-es évekbentgykes Endre volt az dis aki
kisérletesen vizsgalta a kapszaicin hatasait és lavetkeztetett, hogy az étorban az

érzoidegekre hat (Kigyes 1878). A népi gyogyaszatban tapasztalati alapdr régéta



hasznalték izileti gyulladasok fajdalmas tlinetekegtelésére az & paprikas beddrzsolést,
azonban a farmakologiai kutatdsokban e témat tdhbhevtizedig elhanyagoltak.

A 1. vilaghabori utan Jancsé Miklos szegedi farolagus professzor gyulladasos
folyamatok vizsgalataval foglalkozott és ezzel lsgpatban kezdte el hasznalni a
kapszaicint. Az véletlen megfigyelése volt, hogy ez a fajdalmaiaikcsips irritAns anyag
egy teljesen Uj tipusu fajdalomcsillapitd hatassaldelkezik. Munkdja alapjan bizonyitast
nyert, hogy a kapszaicin nagy dozisainak ismétisa kisérleti allatokban az analgézia egy
specidlis formjat valtja ki. Az éreg-vegddések érzéketlenekké valtak a ldgebb
fajdalomkel kémiai ingerekkel szemben anélkil, hogy fizikai e@hanikai vagy
elektromos) ingerekkel szembeni valaszkészségutoagit volna. Ez az Unkapszaicin-
deszenzibilizacigelensége, amelynek hatterében allé6 folyamatokoaklin tisztazatlanok
maradtak. Ezeldd az adatokbdl kiindulva a kékbiekben elektrofiziologiai vizsgalatokkal
vildgossa valt, hogy a fajdaloméridegvégsddések forrd ingerekkel izgathatd csoportja az,
amely a kapszaicinnel szelektiven aktivalhatotvidenagy dozisok ismételt addsa utdn ezek
muikodése szelektiven karosithatd (Jancsé 1960).

Jancs6 professzor 1966-ban bekévetkezett kordishatan tanitvanya, Szolcsanyi Janos, aki
késsbb Pécsre kerilt és jelenleg munkacsoportunk @gzefolytatta a kapszaicinnel
kapcsolatos kutatdsokat a professzor feleségéamtsd-Gabor Arankaval egyitiktdve.
1967-ben leirtdk, hogy patkany n. saphenus-anak ésgeminus-anak izgatasa arteriolas
vazodilataciot, vaszkularis permeabilitas-nbvekedés plazmaproteinek extravazaciojat
eredményezi adsben a megfelél beidegzési terileteken. Nagy dézisu kapszaicitimadro
elokezelést kovéien ezen idegek sem ortodromos kémiai, sem antidsoatektromos
ingerlése utan nem alakult ki gyulladasos reak€igalaszok hianyanak alapjan feltételeztek,
hogy a gyulladaskeitmediatorok a kapszaicin-érzékeny fajdalomiédegvégadésekisl, a
nociceptorokbdl szabadulnak fel (Jancs6 és mtk@6.7). Ez a kdzlemény és szamosokés
kapszaicinnel foglalkoz6 munka is azonban tobb riitévig visszhang nélkil maradt a
szakirodalomban. A kapszaicin, mint potencialis mfakologiai eszkdz a periférids
idegrendszer kutatasaban, éslsrban akkor kerllt az érdékles kézéppontjaba, amikor
Jessell és munkatarsai 1978-ban kozolték, hogypszkécin P-anyag (substance P: SP)
kidramlasat okozza a primér szenzoros idegid@zekibl anélkil, hogy befolyasolna e
peptid felszabadulasat az enterdlis és kdzpongiréhelszeri neuronokbdl (Jessell és mtsai.,
1978). Egy évvel kébb Lembeck és Holzer kimutattak, hogy a kapszaécaekeny
idegvégddésekidl felszabaduld SP kozvetiti a neurogén plazmapeggiravazaciot

(Lembeck és Holzer 1979). E kozlemények megjelentér felélénkiilt az érdeidés a



kapszaicin, a kapszaicin-érzékenyééidegvégsddések és a hdlik felszabadul6 szenzoros
neuropeptidek irdnt. Napjainkban vildgszerte szarkosatocsoport €s gyogyszergyar
foglalkozik ezzel a témaval (Szolcsanyi 2008; Gorple €s Chizh 2009).

3. A kapszaicin receptora

Azt az elméletet, hogy létezik ,kapszaicin recept@zaz hogy ez a csip anyag egy
specialis molekulahoz kototten fejti ki szelektigtdsait a szenzoros neuronokor§seor
Szolcsanyi Janos és Jancso-Gabor Aranka vetettélgyel 975-6s kozleményikben. Ebben
a munkaban a kapszaicin és mas vanilloid strukitrégyuilet nociceptiv hatasait vizsgaltak
patkanyban, és a szerkezet-hatas 0sszefiiggés¢hnatam a kdvetkeztetésre jutottak, hogy
a kapszaicin receptorialis aton hat. Mar akkor megeesztették a receptor hipotetikus
modelljét is (Szolcsanyi és Jancso-Gabor 1975, 1H€&DHBbb patch clamp vizsgalatokkal
sikeriilt bizonyitani, hogy a kapszaicin és egy kasinilloid strukturaju névényi eredet
vegyilet, a reziniferatoxin (RTX), ugyanazt a katisatornat nyitja az éfmeuronok
membranjan (Bevan és Szolcsanyi 1990). A kapszegcieptort expresszalé gén azonositasa
€s a receptor szerkezetének megismerése azonbagvel@g varatott magara. Ez az attérest
jelent eredmény 1997-ben David Julius és munkacsopoetjahez 6izédik, akik klbnoztak

a patkany Vanilloid 1 Receptort (VR1). Ezt azéeddnevezeést az indokolta, hogy nemcsak a
kapszaicinnel, hanem mas vanilloidokkal is aktiaédhvolt (Caterina és mtsai., 1997).
Késsbb a receptorok szerkezetén alapuld nemzetkdzi nklaiéira szerint ezt a nevet
megvaltoztattdk, e ligand-figgkationcsatornat a Tranziens Receptor PotencialPJTR
nagycsaladba soroltdk és a vanilloid csaldd 1-ésngztagjaként Tranziens Receptor
Potencial Vanilloid 1-nek (TRPV1) nevezték (Guntimrés mtsai., 2002). Erdekes, hogy a
TRPV csalad tobbi receptorara (TRPV2-6) nem hatmdyan vanilloid struktargju
vegyuletek, mint a kapszaicin és az RTX. Ezek ugyawalojaban csak vanilloid
receptorszér strukturak és epithelidlis €acsatornak, melyeket a régebbi nomenklatira
vanilloid receptor-like (VRL), illetve epithelial &" channel (ECAC) névvel illetett
(Gunthorpe és mtsai., 2002).

A késsbb klonozott emberi TRPV1 receptor 92%-0s hasogldisenutat a patkany receptor
szerkezetével (Hayes és mtsai., 2000). Ez a rec8B&®aminosavbdl allé fehérje, amif3é
red szerkezdt transzmembran domén épit fel. A csatornarégid. as 6. alegység kozotti
intracellularis, hidroféb hurok alkotja. Ezek austitirak a membranban négy egyséighlo

tetramerré rendédve nem-szelektiv kationcsatornat alkotihkabra).
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1. abra. A TRPV1 receptor szerkezete. A receptor aktivalasara képes ingerek a fehérje
eltés pontjain hoznak létre konformacidvaltozast, amalkationcsatorna megnyiladsahoz
vezet. A szirke pontokkal jeldlt helyek a proteimdzok tamadaspontjai, amelyek
foszforilacioja a receptor érzékenységének fokogéhkdéz vezet. (N:N-termindlis, C:C-
termindlis, A:Ankyrin repeat domain, EC,IC: sejtéivili /extracellulalaris/ és beldli
/intracelluléris/ tér)
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2. 4bra. A TRPV1 receptort szelektiven izgatni képes kapsaais az RTX szerkezete

A TRPV1 polimodalis szenzor funkcidju kationcsatramely szamos fizikai vagy kémiai
ingerrel pl. fajdalmas, 43°C felettiomérseklettel és pH 6 alatti proton-koncentracioval
aktivalhat6 az intra- és extracellularis oldal(Tominaga és mtsai., 1998). A kapszaicinen
Kivil tobbféle novényi erediet vanilloid struktaraja vegyilet, mint a marokkoi



kutyatejfélében Euphorbia resinifera talalhatoé reziniferatoxif2. abra), a feketeborsban
(Piper nigrun) 1évé piperin, a gyombédd (Zingiber officinal@ kivonhaté zingeron vagy a
szegfiszeg Byzygium aromaticunegyik anyaga, az eugenol, is képes receptorsiicratl
okozni. Erdekes mddon a kapszaicin lipofil jellegiéadodéan atjut a sejtmembranon, az
intracellularis régiéban kédik a receptorhoz és igy nyitja meg a csatornat é®mtsai.,
1996). Ezeken kivil l1éteznek endogén ligandok lisap endokannabinoid N-arachidonoil-
etanol-amin (AEA) vagy mas néven anandamid (Gawddietsai., 2001), lipoxigenaz enzim
produktumok, mint példaul a 12-hidroperoxi-eikotaténsav (12-HPETE) (Hwang és
mtsai., 2000), vagy az N-arachidonoil-dopamin (NAD@&luang és mtsai., 2002). Az is
ismert, hogy kulonbdz gyulladasos és fajdalomk&limediatorok képesek befolydsolni a
TRPV1 receptor érzékenyseéget, példaul az egyikrésgbb fajdalomkelt mediator, a
bradikinin, a B receptorokon hatva foszfolipaz Aktivalasa utjan szenzitizalja a TRPV1-et
(Shin és mtsai.,, 2002). Emellett a csatornaikddését jelerisen fokozzadk a
prosztaglandinok, pl. a gyulladasos folyamatokbalnd€ontossagu prosztaglandip Eagy a
prosztaciklin néven ismert prosztaglandin($zallasi és Blumberg 1999). A receptor valodi
endogén ligandja azonban edyel nem ismert. A TRPV1 —a tébbi TRP receptorhoz
hasonléan- nem sorolhaté be egyértetm a klasszikus ligandfuggde a fesziltségfigg
ioncsatornak kézé sem, hanem olyan integrativ fidnkctermoszenzor, amely sokféle
liganddal is aktivalhat6. Ennek alapjan a TRP asdtio 6nallé receptor tipust képviselnek
(Szolcsanyi 2008).

A TRPV1 receptor nagy mennyiségben megtaladlhatoasoh gyoki és a trigeminus
ganglionokban, specifikusan a kis és kdzepes &éjthézenzoros neuronokon (Caterina és
mtsai., 1997; Tominaga és mtsai., 1998), vagyisékony mielinhtivelyes (8 és a
mielinhively nélkili (C-) rostokkal rendelk&zneuronok sejttestjein és véggsein fordul
elé (Holzer 1991).

A receptor aktivalédasakor a sejtbe'Nés Ca'-ionok aramlanak be, melyet"Konoknak a
sejtsl vald kiaramlasa kovet. A Ndonok bearamlasa élsorban az akcidés potencidl
kialakulasaért feléls, melynek kovetkezményeképpen kialakul a nociéepgjdalomérzet.

A Ca*-infux a szenzoros neuropeptidek ideguiisekbl tortérs felszabadulasahoz vezet.
Tartés vagy ismételt aktivacié hataséra a sejteéraimoz6dd magas kation koncentracio a
citoplazma és a mitokondriumok duzzadasat okozzaelehosszu tavu kovetkezményeként
a sejtek energiaforgalma csokken, az idegbvdéz nikodésképtelenné valik. Ez a folyamat
adja a molekularis hatterét a nagy ddzisu kapsratitortéw elokezelés hatasara kialakulo

deszenzibiliziciénal3. abra).
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3. abra. A TRPV1 receptor aktivaciojanak és a csatornany&iszinti kovetkezményeinek
vazlata

A TRPV1 receptort expresszaléo polimodalis nocicegko funkcidinak vizsgalata a
kapszaicin szelektiv izgatd és ezt kdvbtokkold hatasanak megfigyelésével ké&dott. A
nagy dozisu kapszaicin- vagy RTXékkzelés az egész végles hosszantartd
valaszképtelenségéhez vezet, a nociceptor semmiianai stimulusra nem reagal. Ezzel
szemben a tobbi afferens rostikiidése nem valtozik és egyéb @unkcio, pl. mechanikai
ingerek percepcidja nem karosodik (Szolcsanyi 1927 kapszaicin-érzékeny afferensek
fiziologiai/patofiziologiai folyamatokban betbltodzerepének vizsgalatara tehat a TRPV1
agonistakkal tortéh deszenzibilizacid alkalmas, ezzel a mddszerrelnlaao a teljes
idegvégadést inaktivaljuk (Bevan és Szolcsanyi 1990), nexkézolaltan a TRPV1 csatorna
funkciojat.

A TRPV1 receptor funkcidinak vizsgalatdban 0 Iékség nyilt, amikor 2000-ben két
kutatocsoport egymastol fuggetlenil TRPV1 recepgénhianyos egereket allitott 6el
(Caterina és mtsai., 2000; Davis é€s mtsai., 2082k segitségével a TRPV1 ioncsatorna
mukodése és jeletisége szelektiven vizsgalhatovivo modellekben. A kisérletsorozattl

a TRPV1 receptor szerepét kizardlag akut gyullaslésafajdalommodellekben vizsgaltak. A
szovetkarositd & artalommal kivaltott hiperalgézia mértéke nagyetentisen csokkent
TRPV1 receptor hianyaban (Davis és mtsai., 200®oraplett Freund-adjuvanssal (CFA)



kivaltott akut izlleti gyulladas sordn 1 nap akafejl 6d6tt mechanikai hiperalgézia mértéke
nem valtozott a TRPV1 knockout (KO) egerekben (Dadees mtsai., 2000).

4. A kapszaicin-érzékeny érdideg-végfHdések harmas funkcioja

A TRPV1 receptort expresszald éideg-végsddések kilonlegessége, hogy egyedilallo
mabdon harmas funkcioval rendelkeznek: afferensamait lokalis és szisztémas efferens
funkciojuk is van. A klasszikus afferens wkdodés soran a kapszaicinnel vagy mas
stimulussal izgatott szenzoros ideguédsek a kozponti idegrendszer felé kdzvetitenek
idegaktivitast, ennek kovetkeztében alakul ki ald&meérzet, a nocicepcio. Emellett az
aktivalt periférias végmésekBl olyan neuropeptidek szabadulnak fel, amelyeitedies
ertagulatot, plazmafehérje-kiaramlast és gyullagésejtaktivaciot okoznak a beidegzési
terlleten, ezt a jelenséget 6sszefoglalearogen gyulladasmk nevezziik (Szolcsanyi 1988).
Ezek a gyulladaskdéitmediatorok a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRm)ely el$sorban
vazodilaticiot okoz, valamint a tachykininek, pISR és a neurokinin A (NKA), melyek a
plazmaprotein-extravazacioért félseek. Ezek a folyamatok kozvetitik a kapszaicinéeng
afferenselokalis efferens funkcidit(Szolcsanyi 1984a,b). A neurogén gyulladasnakijése
szerepet tulajdonitanak szamos betegség mintgoichialis asthma (Barnes, 1990), allergias
rhinitis (Bertrand és mtsai., 1993), conjunctiviés dermatitis (Gutwald és mtsai., 1991),
ekzema (Naukkarinen és mtsai., 1996), psoriasesymatoid arthritis (Levine és mtsai.,
1985, Maggi 1995), gyulladasos bélbetegségek (Remmtsai., 2000) és migrén (Buzzi és
mtsai., 1990) patomechanizmusaban. Jelenleg egyeligan gydgyszercsoport sem all
rendelkezésre, amely hatékonyan gatolna e betdgsigeogén gyulladasos komponensét
(Helyes és mtsai., 2003).

A Szolcsanyi professzor vezette munkacsoport ksaataleritettek fényt arra, hogy
ugyanezen aktivalt szenzoros ideguitzsekidl az ebzoekben felsorolt gyulladaskélt
neuropeptideken kivill szomatosztatin is felszahaalmely a keringésbe jutva szisztémas
gyulladasgatlé és fajdalomcsillapité hatasokkaldetkezik. Ez az érideg-végddések
harmadik, szisztémas efferens funkg¢a (Szolcsanyi és mitsai., 1998a,b), amelyet a
szomatosztatin endokrin és parakrin hatasainakapmat Szolcsanyi professzerenzokrin

hatdshak nevezett el (Szolcsanyi és mtsai., 2q@4abra).
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5. A kapszaicin-érzékeny rostokbdl felszabaduldé smzoros neuropeptidek

A. Fajdalom- és gyulladaskélhatasu neuropeptidek

a.) Az aktivalt kapszaicin-érzékeny szenzoros idggwdésekil felszabadulé neuropeptidek
egyik csoportjat aachykininek alkotjak. Ide sorolhaté 8P, valamint aneurokinin A és B
(NKA és NKB). Hatasaikat harom G-proteinhez kapcsathykinin receptoron keresztiil
fejtik ki, amelyeket NK, NK; és Nk receptornak nevezink. A SP legnagyobb affinitéazal
NK; receptorokhoz kédik, amelyek a posztkapillaris venulak endothejsigjt a makrofagok
és limfocitdk membranjaban, a polimorfonuklearigteben és a hizosejteken talalhatok
(Regoli és mtsai., 1994; Cao és mtsai., 1999). lBkékacidjaval érpermeabilitds-fokozodast
és plazmaprotein-kiaramlast valt ki, stimulalja @nfocitak proliferaciéjat, citokinek
termelését, a hizdsejtek aktivaciojat, a T-sejeataxisat, valamint a neutrofil granulocitak
akkumuléacigjat (Grant 2002). A SP kationos peptyy, nem-receptor medialt interakcidba is
lép a hizésejtek membranjaval. A degranulacio Kdatben felszabadulé hisztamin a H
receptorokon, a szerotonin 5-giTeceptorokon keresztil pozitiv feedback utjan ko a
neuropeptidek felszabadulasat a szenzoros ide§aégekibl (Holzer 1988; Szallasi és
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Blumberg 1999). A gyulladasos érvalasz korai faisa felszabaduldé neuropeptidek, mig a
késsbbi fazisdért a hizésejtebb felszabadul6 mediatorok (hisztamin, szerotonin,
prosztaglandinok, leukotriének stb.) féedk (Holzer 1988).

Az NKA az NK; receptorokhoz mutatja a legnagyobb affinitastPah®z hasonldéan &eljes
plazmafehérje-kiaramlast idézoéeltovabba simaizom-kontrakciot valt ki és stimwdalk
gyulladasos sejteket (neutrofil granulocitakat, ftioitakat, makrofagokat) disorban a
periférian, de a kdzponti idegrendszerben is (derSés Joos 2006). Az NKB-t KOINK;
receptor &ként a kozponti idegrendszerben talalhaté, de jelean a periférias
idegvégddéseken is (Massi és mtsai., 2000), e mechanizmakokazonban kisebb

jelentséget tulajdonitanak a neurogén gyulladasos fol{@khan.

b.) A 37 aminosavbdl allCGRP felfedezése Amara és munkatarsai nevétsik (Amara

és mtsai., 1982). Egymastol kevéssé éltéet formaja azaCGRP és 83CGRP, melyek
biolégiai hatasaikat a CGRP1 és CGRP2 receptorfdjok ki (van Rossum és mtsai., 1997).
E receptorok szerkezetileg egy CRLR egys$édkalcitonin receptor-szérreceptor) és egy
RAMP-1 egyseéghl (receptor-aktivitast médosito fehérje 1) épulmelk(McLatchie és mtsai.,
1998) és Gfehérjéhez kapcsolédnak. A CGRP —ahogy azt a reweutatja- egy csaladba
sorolhato a kalcitoninnal, az amilinnal és az admeedullinnal (Poyner és mtsai., 2002)6&r
vazodilatator hatassal rendelkezik, amélyépp a CGRP1 receptoron keresztil valosul meg.
A CGRP fokozza az adenilat-ciklaz aktivitast, amely kdvetkeztében intracellularisan
megr6 a cCAMP mennyisége. Ez aktivalja a protein kinaz, A& foszforilacié hataséra
megnyilnak az ATP-fiudgg K'-csatornak. A folyamat eredménye az érfali simaizom
relaxacidja és ételjes értagulat (Han és mtsai., 1990). A CGRP rémpabilitast fokozé
hatasat nem kozvetlenul, hanem a SP hatasanakcprosasaval fejti ki (Cao és mtsai.,
2000), amelyben az jatszik étheges szerepet, hogy gatolja a SP degradacid@étbs
neutrdlis endopeptidaz enzimet (Holzer 1988). Minekett a CGRP komplex
immunmodulator funkcidkkal is rendelkezik. Csodkkeat proinflammatorikus citokinek
termebdését és fokozza az antinociceptiaterleukin-10 (IL-10) felszabadulasat a

makrofagbol. Ezzel szemben a granulocita-akkumatdtimulalja (Barnes 2001).
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B. Fajdalom- és gyulladasgétlé hatasu neuropeptidek

a.) A szomatosztatin vagy mas néven szomatotropin (growth hormone, féldgabadulasat
gatlé faktor (somatotropine release inhibitory factSRIF; SOM), felfedezése Krulich és
munkatarsai nevéheziZodik. 1968-ban bizonyitottdk egy olyan ,faktor” |gését a
hipotalamusz extraktumban, amely gatolta a GH é&dadulasat a hipofizis elilsebenyébl
(Krulich és mtsai., 1968). A szomatosztatin 14tiue 28 aminosavbdl allé ciklikus peptid
formaban szamos helyerbrdul a szervezetben (Brazeau 1986). Megtalaladtézponti és

a periférids idegrendszerben (Parsons és mtsailf),1% gasztrointesztinalis traktus
neuroendokrin sejtjeiben, a hasnyalmirigyben, &bes, a mellékvesében, a pajzsmirigyben,
gyulladasos sejtekben, ivarszervekben (Hofland aéslerts 1996; ten Bokum és mtsai.,
2000). Az izuletekben az aktivalt szinovidlis dejtés az immunsejtek is szekretalnak
szomatosztatint, amely autokrin vagy parakrin moéfdjin ki hatasat (Pintér és mtsai., 2006).
A szomatosztatin gatlé hatast gyakorol szamos hor(pb GH, glukagon, inzulin, gasztrin,
szekretin, kolecisztokinin, motilin, pankreatikuslipeptid, prolaktin, pajzsmirigy stimulalo
hormon: TSH) szekrécidjara, a gasztrointesztinatistilitasra é€s az emésnedvek
rendelkezik. Csokkenti a B-limfocitak IgA, IgM égH szekréciojat, gatolja a T-limfocitdk
IL-2, IL-4, IL-10 és interferon (IFN-y) termelését, a neutrofil granulocitak kemotaxisat,
makrofagok fagocita, és a természetdésdéjtek (NK sejtek) killer aktivitasat (ten Bokum és
mtsai., 2000). A szomatosztatinnak a kézponti idedszerben neuromodulator szerepe van,
gatolla mas neurotranszmitterek (glutamat, szemtoacetil-kolin) és neurohormonok
(growth hormone releasing hormone, GHRH) felszalémsdd. Befolyasolja a lokomotoros
aktivitast és a kognitiv funkcidkat, jelésegét szamos pszichiatriai és neurologiai kdrképben
igazoltak (Vécsei és Widerlov 1988).

A szomatosztatin az idegelemek kozuléetwban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort
expresszalé szenzoros neuronokban szintetizalédikaolodik. Tobbféle allatkisérletes
modellben és kilénbdz fajdalomkorképekben kimutattak, hogy a kivlilrbeadott
szomatosztatin csokkenti a fajdalmat (Chrubasiksi®@ralis és mtsai., 1994; Fioravanti és
mtsai.,, 1995). Munkacsoportunk akut kisérleti alerésekben szamos bizonyitékot
szolgaltatott arra, hogy a kapszaicin-érzékeny mz®s neuronok aktivalt periférias
véegaddéseildl felszabaduld6 és a keringésbe jutd szomatosztasmisztémas
gyulladascsokkefités antinociceptiv hatasokat fejt ki (Szolcsanymdésai., 1998a, b; Than
és mtsai., 2000; Helyes és mtsai., 2000, 2001).
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A SOM szerteagaz6é hatasait sajat receptorai kdikvekddig 6t G-proteinhez kapcsolt
szomatosztatin receptort klonoztak egérben, paba@myilletve emberben, amelyeket;sst
Ssb, Sst, Ssk és ssfnévvel illettek (Hoyer és mtsai., 1995; Patel 198> az 6t sst receptor
szintetikus szomatosztatin analdég<«kdtepessege alapjan két csoportra oszthaté. A SRIF1
csoporthoz tartoznak az gstssg €s sst receptorok, amelyek nagy affinitassal kotnek
oktapeptid analdgokat (pl. az oktreotidot), migRIFR csoportba sorolt ssés ssireceptorok
alacsony oktapeptid analog-kdképesséeggel rendelkeznek (Hoyer és mtsai., 1988rRes
mtsai., 2006). Szamos irodalmi adat bizonyitja,yhag endokrin hatast a SRIF1 csoportba
tartoz6 receptorok kozvetitik (Raynor és Reisineéd2)9 El$isorban munkacsoportunk
eredményei azt mutatjdk, hogy a fajdalomcsillagitd gyulladascstkkehthatds a masik
csoporthoz, vagyis az sss sst receptorokhoz kothét(Helyes és mtsai., 2001; Pintér és
mtsai., 2002; Szolcsanyi és mtsai., 2004; Pinténtssi., 2006). Bar e receptorok klonozasa
elésegitette a szomatosztatin fiziologiai/patofiziskbgszerepével kapcsolatos kutatdsokat,
kilondsen nagy ételépést a receptor génhianyos egeré&litasa jelentett.

A nativ szomatosztatin terapias alkalmazasat rexitikzéles hatasspektruma és nagyon révid
(3 percnél kevesebb) plazma eliminaciés féléletidekadalyozza (ten Bokum és mitsai.,
2000). Stabil, szelektiv sitst agonistdk azonban U0 terdpias Ilélséget nyujthatnak a
gyulladascsokkentésben és a fajdalomcsillapitasBavegyuletek nagy é&hye, hogy nem
rendelkeznek a szomatosztatin,ssst és sstreceptorai altal kozvetitett endokrin hatasokkal.
Az MTA PeptidbiokémiaiKutatécsoportja altal szintetizalt stabil ciklikneptapeptid, a TT-
232 (D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Lys-Cys-Thr-Nj{ legnagyobb affinitassal az gsbt
receptorokhoz kédik (Helyes és mtsai., 2008). abra). Az N-termindlis végen talalhat6 D-
fenilalanin aromas oldallanca olyan konformaciGdenényez, amely megvédi a diszulfid-
hidat az enzimatikus degradaciotol. A TT-232 nerfolgésolta a ndvekedési hormon és a
gasztrin szekréciojat, azonban potens antiprolifetsatassal rendelkezett és akut nocicepcio
és gyulladasmodellekben jeléat gatlé hatast fejtett ki (Kéri és mtsai., 1996;lyde és
mtsai., 2000, 2001). A TT-232 széles dozistartorbany(5 mg/kg-ig) atoxikusnak bizonyult,
LDso érték nem volt meghatarozhaté. Egerekben a legsabipa 120 mg/kg dozis tobb héten
keresztil tortéd ismételt adasa sem okozott pusztulast, csupanbEitdapasztaltak enyhe,
atmeneti testsulycsokkenést. A hematoldgiai pararakt a kvalitativ vérkép, kulonféle
szervek szovettani képe és a gyomor-vékonybél ahalitya integritasa nem valtozott a TT-
232 e nagy doézisanak tartés adagolasat kévetEz a dozis kb. 1000-szer magasabb, mint
ami akut gyulladasmodellekben szignifikans gatléabaeredményezett (Helyes és mtsai.,

2001; Pintér és mtsai., 2002). Patkanyban teljsisaetoradiografias vizsgalatokkal nagyon
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alacsony, minddssze Ouby/g TT-232 koncentraciot detektaltak az agyban&@gel 2 mg/kg
i.v. 1*C-TT-232 injekci6 utan, ami a vér-agy gaton toéténinimalis penetraciés képességre
utal. A legnagyobb, 5 mg/kg i.v. d6zis beadasatekiian semmiféle kézponti idegrendszeri

hatast nem tapasztaltak (nem Kkozolt adatok, a Vegypreklinikai dokumentaciojaban
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5. dbra. A TT-232 szerkezete

b.) A hipofizis adenilat ciklaz-aktivalé polipepgid aPACAP-ot (pituitary adenylate-cyclase
activating polypeptide) birka hipotalamuszbdl iit#i (Miyata és mtsai., 1989). A szekretin-
glukagon-vazoaktiv intesztinélis peptid (VIP) cshli@agja, 68%-0s egyezést mutat a VIP
szerkezetével, adenilat ciklaz-aktivald hatasa laaoriegalabb 1000-szerésebb a VIP-énél
(Gottschall és mtsai.,, 1990). Két formaja létezdz embs szervezetekben 90%-ban
eléforduld 38 aminosavbdl all6 PACAP-38, és a 27 arsavbol allo PACAP-27. Bar szamos
szervben difordul, szenzoros neuropeptidként is szamon tartjakvel megtalalhaté a
gerincveb hatso szarvaban (Dickinson és mtsai., 1999), soh@oki ganglionokban (Moller
és mtsai., 1993), a kapszaicin-érzékeny szenzaosnok periférias végdéseiben, pl. az
izuleti tokot ellatoé afferensekben (Zhang és mt4#97), de a kdzponti idegrendszer szamos
tertletén is (Mulder és mtsai., 1994). A PACAP idudl sokféle hatast fejt ki, szabalyozza a
neurotranszmitterek felszabadulasat (May és mts&Q00), értagulatot, illetve
bronchodilataciét okoz, fokozza a bélmotilitastyveld egyes hormonok koncentracidjat a
vérben (Hamelink és mtsai., 2002), szabalyozzajtarskferaciot és gatolja az apoptdzist
(Vaudry és mtsai., 2002).

c.) Régi medfigyelés, hogy a morfin és az enkefaliid gatolia a neurogén gyulladast,
azonban nem befolyasolja a nem-neurogén gyulladé@bgsmatokat (Barthd és Szolcsanyi
1981). Késbbi vizsgalatok igazoltak, hogy apioid peptidek megtalalhatok a kapszaicin-
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ézékeny érdmeuronokban, onnan stimulacio hatadsara felszabakidis a beidegzési terileten
fontos szabdalyozé szerepet jatszanak kilonfélelag@sos valaszokban (Holzer 1988). Az
termelést, valamint a hizosejtek degranulacidjatygBt és mtsai., 1990). Az opioid
receptorok i, 6 és k) az sst receptorokhoz hasonléan-p@teinhez kapcsolédnak,
lokalizaciojukat immunhisztokémiai, molekularis Ildigiai és elektrofiziologiai adatok
bizonyitottak a primér szenzoros neuronok sejttasgs periférias vé@désein egyarant.
Ezen receptrorok endogén ligandjai a gyulladasasésinsejtekbl felszabadulo, de részben
magukbdl az idegvégdésekbl szarmazé opioid peptidek (Schafer és mtsai., 198@
opioid peptidek a szenzoros idegvédgesek ingerelhéségének csokkentésével, valamint
gyulladas- és fajdalomkélineuropeptidek felszabadulasanak gatlasaval amtepév hatast
fejtenek ki el§sorban au receptorokon keresztil (Schafer és mtsai., 19B&)ellett «
receptor agonista endogén opioid peptidek, mininarfin A és a hemorfin-7, periférias
gyulladasgatlé hatasait is leirtak (Sanderson ésimt998).
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CELKIT UZESEK

A bér és az iziulet kulondsen gazdagon innervalt kapiseérzékeny szenzoros rostokkal,
amelyek fontos modulator funkcidkkal rendelkezneinogén gyulladasos és fajdalommal
jard folyamatokban. Kisérleteinkben ezért e pepgidérdideg-végsddések, a rajtuk
lokalizalddé TRPV1 ioncsatorna és a dbék felszabaduld szenzoros neuropeptidek
szerepének komplex vizsgalatat vegeztik szkleroaleds izlleti gyulladasn vivo

modelljeiben funkciondlis, biokémiai, immunolégés morfoldgiai modszerekkel.

1. Munkédm el§ szakaszaban a TRPV1 receptor jgls@gét és az aktivacidjaval felszabaduld
vazoaktiv szenzoros neuropeptid, a CGRP, szeremdpaltuk bleomycinnel kivaltott
fibrotikus és gyulladasosébkelvaltozds patomechanizmusédban, TRPV1 receptocC@RP
génhianyos egértorzsek felhasznalasaval.

2. a) A kisérletek masodik része a kapszaicin-@xglafferensek és a szenzoros eifedet

szomatosztatin kronikus artritiszben és kdvetkezmgrmiperalgéziaban betoltott szerepének
felderitésére iranyult a reumatoid artritisz patkéndelljében.

b) Ezen tulmeben a szintetikus heptapeptid ;sseceptor agonista, a TT-232, hatasait is
vizsgaltuk e modellben.

c) Célunk volt tovadbba, az démstokon lokalizdl6d6 TRPV1 receptor szerepének és
aktivacioés/szenzitizaciés mechanizmusainak vizsgal&ronikus izlleti gyulladasban

génhianyos egereken enzimgatlok segitségével.

17



|. FEJEZET

A TRPV1 RECEPTOR ES A CGRP SZEREPENEK
VIZSGALATA BLEOMYCIN-INDUKALTA
SZKLERODERMA EGERMODELLBEN RECEPTOR
GENHIANYOS EGEREK FELHASZNALASAVAL

1. Kisérleteink irodalmi hattere

1.1. A szkleroderma jellem#i

A. Epidemioldgia

A szklerodermaban létrejévelvaltozasokat é5zor Maurice Raynaud irta le 1862-ben. A
korképre jellemé elvaltozasok érinthetik csak érbés a szubkutan szdveteket, ilyenkor lokalis
szklerodermardl beszélunk, illetve érinthet kuldrtbbelsy szerveket is, ekkor az elvaltozast
szisztémasnak nevezik, ennek megkulonboztetik iffs limitalt formajat (Denton és mtsai.,
2006). A szisztéemas szklerdzis prevalencidjat a ze¢kozi vizsgalatok 3-11/10000 lakosra
teszik, egy pécsi, a dél-dunantdli lakossagot \dlsdelmérésben a prevalencia 9,1/10000
lakosnak bizonyult (Czirjdk és mtsai., 2005). A Ispderma mas szisztémas autoimmun
betegséghez hasonloan leggyakrabban Raynaud-jgteidéezddik, ami az akrélis terletek
szimmetrikus elfehéredését, cianodzisat jelenti diidegy érzelmi stressz hatasara. A Raynaud-
jelenség prevalenciaja 578,9/10000 lakosnak bizorgm emlitett vizsgalatban (Czirjdk és
mtsai., 2005).

B. Etiolégia, patogenezis

A szisztémas szklerozis ismeretlen erédautoimmun betegség, leggyakrabban a 40-es
életévben jelentkezik ésokben tizszer gyakoribb. Létrejéttében bizonyitotfikroblasztok
fokozott kollagén bioszintézise (Krieg és mtsa®88), de az nem vilagos, hogy mi indifjeet
arra, hogy a szoveteket kollagénnel ,megfojtsakioligiajat tekintve kétd hipotézis ismert.

Az immunoldgiai hipotézis szerint a fibrozis az immmnendszer abnormalis aktivalédasara
bekovetke# szekunder elvaltozas. Feltételezik, hogy ismenetatigénre reagaldo T-sejtek
gyilnek fel a Brben és az altaluk termelt citokinek hatasain katieeredmeényezik a fibrotikus
elvéltozasokat és a makrofagok aktivadlodasat. Isfileogén citokinek, mint a transforming
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growth factor beta (TG¥), interleukin-4 (IL-4), interleukin-6 (Il-6), platet-derived growth
factor (PDGF), monocyte chemoattractant proteilfMCP-1) és a connective tissue growth
factor (CTGF) szaporodnak fel szisztémas szklebdrigTrojanowska 2002).

A vaszkularis hipotézis azon az észrevételen allapisagy a szkleroderma korai szakaszaban a
vaszkularis elvaltozas (kapillaris mikroszkép pviias) mindig kimutathato, valamint a
leggyakrabban a szklerodermat a Raynaud-jelensézgtivebe. Az elmélet szerint a
mikrovaszkulaturat visszateendotél karosodas éri primer etioldgiai térijent. Feltételezik,
hogy az ismételt endotelidlis karosodas fibrotikttrombocyta faktorok kibocsatasat
eredményezi, melyek periadventicialis fibrézistyégul a mikrovaszkulatara kiterjedtigitése
révén ischaemias karosodast hoznak létre, amivetdoobliterativ fibrozisat eredményezi. Ez
a hipotézis azonban nem magyarazza meg az szkierddan tapasztalt immunoldgiali
abnormalitasok mindegyikét (Abraham és mtsai., 2006

Az szkleroderma efs szbvettani jele a mononuklearis sejtek: T-limfékjt monocitdk és
hizosejtek perivaszkularis infiltracidja aoérb lézidba diffiz 6démaval és megnodvekedett
glikézaminoglikan jelenlétével (Fleishmajer és mtd77). Ezen sejtek mellett alkalmanként
eosinofilek és plazmasejt infiltracié is megtaldtha(Yamamoto é€s mtsai., 1999a). A
gyulladasos sejtek szerepet jatszanak a mediat@sofibrogén citokinek felszabadulasaban,
amelyek kulcsfontossaguak a fibroblaszt prolifeshan és a kollagén szintézisben (Yamamoto
€s mtsai., 1999a). Legjelésebbek az infiltralé T-limfocitak, melyekleg CD-4 pozitivak és a
klonok tébbsége masodik tipusu (Th2) citokin ptafilutat (Matucci-Cerinic és mtsai., 2004).
Ujabb vizsgélatok felhivtak a figyelmet a B-sejsderepére is a szkleroderma patogenezisében.
Szklerodermas betegelszarmazé B-sejtekben a CD19, CD20 és a CD22 émdig fokozott
expresszioja figyelhnét meg (Sato és mtsai., 2000). A fokozott CD19 antigkpresszio
fokozott B-sejt profliferaciot és fibrogén citokin€lL-6, TGF{3) termelését eredményezi. CD-
19 ellenes antitestekkel val6 kezelés csokkentattitbrozist allatkisérletekben (Hasegawa
2010). A hizosejtek immuneffektor sejtek, melyekkfagia citokint €és kémiai mediétort
tartalmaznak: ezek kozul a hisztamin és a triptdagén hatassal van a fibroblasztokra (Russel
€s mtsai., 1977) és serkenti azok kollagén terréel@satamochi és mtsai., 1991). Emellett a
hizosejtek képesek extracellularis matrix kompoekets laminint és IV. tipusu kollagént
szintetizalni és szekretalni (Thompson és mts&91L A monocitdk szuperoxid anionok,
citokinek és egyéb anyagok felszabaduldsan keteskatizzajarulnak az endotelidlis
karosodashoz, endotelidlis sejtek proliferaciojahég a fibroblasztok nodvekedésének a
serkentéséhez, valamint antigén prezentald sejtlennikdodnek, ezaltal felésithetik az

immunfolyamatokat (Matucci-Cerinic €s mtsai., 20043 eosinofilek szétszértan talalhatok az
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érintett szklerodermasithen. Egyes szefk ugy gondoljak, hogy major basic protein, Ib-gs
TGF{3 termelésen keresztil fontos faktorként vesznekztrés fibrotikus kodszoveti
atalakulasban (Yamamoto 2002).

A gyulladasos sejtekib felszabadulé citokinek kdzul a legjeléaebb a TGH, ez egy pleiotrép
citokin, fontos szerepet jatszik a kollagén terrsleéih és a tiidfibrozis Iétrejottében. Aktivalt
makrofagokbdl, vagy limfocitdkbol felszabadulvaéser kemoattraktiv hatast gyakorol a
fibroblasztokra, noveli az l-es, lll-as és V-0sus8p kollagén, proteoglikan és fibronektin
szintézisét. E mellett képes serkenteni sajat é&zisdt is. Megnovekedett T@EFermelés
progressziv ECM lerakdédashoz vezethet, melynelodisraz eredmeénye. In vivo kisérletben
anti-TGFf antitest szisztémas beadasa csokkenti a bleorhgtasara létrejottdn szklerdzist
és a tudfibrézist abban az esetben, ha az antitestet aryleianel parhuzamosan kezdjuk el
adni. TGFB antitest adasa a&bszklerozis kifejpdesét koveéien hatastalan volt (Yamamoto és
mtsai., 1999b).

A fibroblasztok egy része a fokozott I-es és llitgmisu kollagén termelés mellettsmooth
muscle actin-t -SMA) is expresszal, ezaltal a sejt myofibroblaszéakul és a
myofibroblasztok szama és eloszlasa nagyon ol ekdrra szklerdzis lokalizaciojaval és
sulyossagaval (Sappino és mtsai., 1990).

C. Morfolégia

Gyakorlatilag barmely szerv érintett lehet sziszAsnszklerdzisban, de a legszenibhébb
elvaltozasokat ads, a muszkuloszkeletalis rendszer, a gasztrointesid traktus, a tigk, a
vesék, valamint a sziv mutatjdk.borelvaltozasok csaknem mindig az ujjakon és & feégtag
disztalis régidiban kezdinek, majd proximdlis iranyban terjedve elérik kdet, vallat, nyakat
€s azarcot. Ebrehaladott esetben az egész hat és has, valamiatsézvégtagok is részt
vehetnek a folyamatban. A 6b vastagabba, feszesebbé, nehezen elemiethevalik.
Hisztologiailag a legkorabbi elvaltozas az 6déme, aiinint a betegség dethalad jelerits
kollagén szaporulat alakul ki a dermiszben, valaneipidermalis atréfia és adtiliggelékek
elsorvadasa jon létre. A dermisz kapillarisainalagsriolainak a fala jeletisen megvastagszik
eés hyalinizalédik. Goécos e€és neha diffuiz szubkutareszesedés alakulhat ki. A
gasztrointesztinalis traktus leggyakoribb elvals@a nydicsd submucosdjanak és muscularis
rétegének progressziv atrofiaja és fibrozisa. A zkukszkeletdlis rendszerben kronikus
szinovitisz, a szinovium és a periartikularis dgtovet szklerézisa, valamint izomatrofia johet
létre. A tudbkben az alveolaris szeptumokat éfimtiffiz intersticialis fibrozis fefildhet ki. A

vesékben adf elvaltozasok a kisartériakban lathatok. A szivigéros interszticidlis fibrézis
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johet létre, eldsorban a perivaszkularis areakban, néha limfooitiéls makrofagokbol allé
perivaszkularis besrodés is detektalhaté. Egyéb helyek is érintve ladetnfsleg az
idegtorzsek, valosziteg a perineurium mikrovaszkularis elvaltozasaitveid ischaemias
karosodas és fibrozis miatt (Kumar és mtsai., 1997)

D. Klinikai kérlefolyas

A betegek 90-95 %-andl az &lkorai korjel tinet a Raynaud-jelenség (Czirjak, 2003), mely a
bér haromfazisu szinvaltozasat foglalja magabds#ir vazospazmus kovetkeztében é b
elfenéredik (pallor), majd hipoxia kovetkeztéberandizis j6n létre, végul a hiperémias
reperflizié miatt kipirul (rubor) (Kumar és mtsdi997). A Raynaud-jelenség patofiziologiaja a
mai napig ismeretlen, Iétrejohet a szimpatikus lidedszer fokozott tkodése, vagy az érfalak
normal stimulusra bekodvetkézmegntvekedett érzékenysége miatt, de mas patdgenet
mechanizmusok is szerepet jatszhatnak. (CzirjaR3R0A or progressziv kollagenizacidja a
kezeken atréfidhoz, fokoz6dé merevséghez és véplizaletek teljes immobilizaciéjahoz
vezethet. A nyélcss részvétele nyelési nehézségekkel a disztalisalsheké érintettsége
gasztointesztinalis tlnetekkel, malabszorpciéval. jA tldselvaltozasokhoz diszpnoé és
kronikus kohoges tarsul. A tédlvaltozasok érehaladtaval szekunder pulmonalis hipertenzio
keletkezik, mely jobbszivfél-tulterheléshez vez&yakran kifejezett a vesefunkciok karosodasa
(Kumar és mtsai., 1997). A betegség kérlefolyadatéayestol fligg, sokvaltozds elemzések
alapjan a betsszervi érintettség, azddebb életkorban kialakulo szisztémas szklerdziszaish
prognozist jelent (Nagy és Czirjak, 2001).

E. A szkleroderma terapiaja

Jelenleg nincs olyan szer, mely meggyogyitana tesmkermat, a kezelés éforban tlneti.
Korai, 6démas stadiumban glikokortikoidokat adn@élyos esetben, ha a helszervek is
érintettek immunszuppressziv szereket vagy D-pianaint alkalmaznak. Kisérleti stadiumban
van tobb potencialis j@beni terapias lehéség, mint a TGH- jelatviteli Ut gatlasa, CTGF,
PDGF, IL-4 és IL-6 elleni kezelések, a B-sejtek @htigén ellenes antitestekkel valé gatlasa,
illetve az intravénas immunglobulinokkal valé ke&e(Asano 2010). Klinikai kiprébalas alatt
all az extrakorporalis fotoforézis. Fotoszenzildl 8-methoxypsoralen bevételét ket a
fehérvérsejteket extrakorporalisan UV-A fénnyel umgsazzak, majd visszajuttatjak a
szervezetbe, igy gatoljak a patogén T-limfocitakaintos a tlineti kezelés. A kontraktUrakat
fizikai mobdszerekkel pl. balneo-fototerapiaval, aayRaud—panaszokat nifedipinnel,

nitroglicerinnel és hideg elleni védelemmeizk meg (Herold és mtsai., 2000).
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1.2. A szkleroderma vizsgalatara hasznalt allatmodiek

Az éallatmodellek hasznos kulcsot adnak az szklerndepatogenezisének megértéséhez, és
segitséget nyujtanak terapias beavatkozasok laftgleében. Szamos kisérletes allatmodellt
tanulmanyoztak, de mindezidaig nem ismert olyan efipémely a klinikai szkleroderma
minden elvaltozasat magaban hordozza. A legnagkiliimbség a szkleroderma modellek és
az emberi szkleroderma kozott a diffuz szklerodéikua elvaltozasok, (beleértve az akrélis
szklerdzist) hianya allatban (Yamamoto és mtsadQ2). Bar az szkleroderma szamos
allatmodelljét leirtak, a leginkabb tanulmanyozatt egérmodell. Ennek egyikéelye, hogy

az egér génadllomanyanak nagy része ismert, mig fajdsnal ez nem all rendelkezésre
(Jimenez és mtsai., 2002). Az irodalomban leiriespklerma &llatmodelleket két csoportra
oszthatjuk aszerint, hogy az allatban a szklerstiklvaltozasok spontan vagy valamilyen
kils6 anyag adasa réveén jonnek létre.

A. Spontén szkleroderma-modellek

Ezekben a modellekben az szklerodermdsaivaltozasokat egy ordddé gén mutacioja
okozza.

a, Tight skin (TSK) 1 egér: A TSK 1 spontammeans mutacio, mely velesziletett a
B10D2(58N)/Sn torzsben. A 2. kromoszoman a fibrilli gén egy részének duplikacioja
kovetkeztében jon Iétre (Katsuri és mtsai., 1994).

b, Tight skin (TSK) 2 egér. A mutaciéo a 101/H egérsben alakult ki etilnitrézurea
mutans agens beadasat kdeet (Christner és mtsai., 1995).

¢, UCD 200 csirke: Ezen csirke modell, amely a feb&ghorn térzs mutans valtozata,
hasonlit leginkabb a szklerodermara (Gershwin &simtL981).

B. Indukalt szkleroderma-modellek

a, Graft versus host disease (GVHD) egérmodellaEallatmodell BALB/ C allatban 7
(Zhang és mtsai., 2002).

b, Szerves olddszerek indukalta egérmodell: BALB#ereknek 20 napig naponta i.p.-an
adott vinil-klorid olyan elvaltozasokat hoz létmmely hasonlit az emberi szklerodermara
(Jimenez és mtsai., 2002).

¢, TGFf indukalta egérmodell: TGB-subcutan beadasa ujszil6tt allatnak kezdetben
granulacios szovet képdést, majd 3 nappal kétsb nagy mennyiség de atmeneti fibrozist
eredményez (Shinozaki és mtsai., 1997).

d, Bleomycin indukalta egérmodell: 1-4 héten keii@sbleomycin szubkutan beadasa

szkleroderma széiborelvaltozasok Iétrejottéhez vezetett (Yamamoto &ssaim 1999c¢).
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1.3. Bleomycin-indukalta szkleroderma modell

A bleomycin egy daganatellenes antibiotikum, mebetr. verticillus termel. A kilénbéz
lokalizacioju lapham rakokra igen jol hat6leég hererak, fej-nyak daganatok, diiék és
nyelbcsorak kezelésére hasznaljak (Furst, 2001). A bleomycsejtmag DNS-hez kiitve
szabad gyokodket képez és a dezoxirib6z komponessmkadasat okozza a DNS-lancbol
(Grollman és mtsai., 1985), ezaltal a sejtek G2iskn rekednek a sejtciklus sorén
(Twentyman 1983). A bleomycin lebontasat egy dpems hidrolaz enzim végzi a
szervezetben, de ennek az enzimnek az aktivitasa &itidben és a &rben (Sebti et al,
1991). A bleomycin kezelés jol ismert mellékhatastidfibrozis (Adamson és Bowden
1974), de ismertek olyan esetek, amikor a bleomyteirelés hatdsara tumoros betegekben
szkleroderma alakult ki (Finch és mtsai 1980).

Yamamoto és tarsai létrehoztak, egy egérmodellyimeel a szkleroderma a folyamatos helyi
bleomycin kezelés kovetkeztében jott létre. Bleamyt mg/ml, 10@g/ml és 1@g/ml
koncentracidéju szubkutan beadasa ds $zklerdzist hozott létre 4 hét kezelés utan, -d a
pug/ml koncentracioju bleomycin adagolas még 4 hétnusem okozott elvaltozast. A
bérelvaltozas még a kezelés befejezését kokatodik héten is fennallt. A kontroll csoportot
a bleomycin oldészerével, foszfat pufferes séodddRBS) kezelték. Benniik nem fajbtt ki
sem szklerodzis, sem fibrézis (Yamamoto és mts@fot).

Bleomycin hatasara megvastagodott, homogéen koltagtokat, a br és az érfalak
megvastagodasat, és gyulladasos infiltraciét tMaltmely bleg CD4+ T sejtekdl,
hizosejtekBl és makrofagokbdl allt. A bleomycin kezelés setktte a keratinizaciot, és
csokkentette az epidermalis turnovert (Yamamotaonésai., 1999c). A hizosejtek szama a
szklerotikus folyamat kifefldésével parhuzamosantn és a 3.-4. héten érte el a maximumat.
A megemelkedett hisztamin szittba hizosejtek degranulalédaséara kovetkeztettek. A
szérumban antinukleédris antitestet talaltak. A imgcon serkentette reaktiv oxigén gyokok
(szuperoxid és hidroxil gyok) felszabadulaséat isrf®amoto és mtsai., 1999d). Arbmas
részein, a beadas hel§etavol nem talaltak szklerotikus elvaltozasokaafYamoto és mtsai.,
1999c).

A bleomycin kezelés fokozta a fibroblasztok I. és tipusu kollagén és a fibronektin
szintézisét. Direkt mdédon serkentette a perifénmékrofagokat, hogy novekedés stimulalo
faktort termeljenek a tifdés egyéb szervek fibroblasztjai szamara. A széanndidalhaté Th2
citokinek pl. IL4, IL6 mennyiségedtt. TGH3, TNFo. mennyisége a korai szakaszbdiit n
meg, PDGF pedig az egész folyamat alatt expressathlfy amamoto és mtsai., 1999c).
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Ezen eredmények ravilagitottak, hogy a bleomycduk@dlta br szklerdzis szdvettanilag és

biokémiailag is nagyon hasonlit a szklerodermara.

1.4. A CGRP szerepe a szkleroderma és a Raynaudgnkég pathogenezisében

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok aktivaanguropeptid felszabadulast okoz. Az
igy felszabadul6 CGRP vazodilataciét I|étrehozva zhgmulhat tobb betegség
pathogeneziséhez, pl. a migrénéhez (Verheggen s&.n012002). Ismert, hogy a Raynaud-
jelenséget mutato, és szklerodermas bete@ekibtaiban a CGRP immunoreaktiv neuronok
szama jeleriisen lecsdokken az egészséges kontroll paciensekibeanyitva (Bunker és
mtsai., 1990; Terenghi és mtsai., 1991). Az adalabjan a CGRP vazodilatator hatasanak

kdszonheten feltételezhéen protektiv szerepet tolt be a szkleroderma kidéedban.
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2. Anyagok és modszerek

2.1. Kisérleti allatok

Kisérleteink megtervezésekor szemdteltartottuk az allatkisérletek veégzésérszolo
243/1998. kormanyrendelet 6@asait (Az allatok védelmér és kimélésél szolo
1998/XXVIIl. Toérvény 35.8). A TRPV 1 recepor hiarg/otranszgénikus egerek
adomanyozéja Dr. J. B. Davis, Neurology and Gl €enf Excellence for Drug Discovery,
GlaxoSmithKline, Research and Development Ltd., Nemwntiers Science Park, Essex,
Harlow, UK., a CGRP génhianyos egereket Prof. SBiain adomanyozta. Az allatokat a
PTE-AOK Allathazaban tartottuk, klimatizalt kornyghen. Ellattukoket hagyoméanyos
ragcsaloeledellel és vizzead libitum. Mindkét receptor hianyos egértérzs normaélis
novekedési és magatartasi jelléet mutatott.

A TRPV 1 receptor hianyos allatok létrehozasa eomalis ¢ssejtek (129ES) homolog
rekombinacidjaval tortént. igy olyan egereket nglertamelyekbl hianyzott a receptornak az
MTRPV1 gén altal kodolt 2.-4. domainje. A genetikaitozast ivarsejtjeikben hordozo
kimérakat C57BL/6 é&stényekkel keresztezték, hogy heterozigota utodokgrjenek.
Ezeknek a heterozigotaknak egymassal valdé keresaea vart mendeli aranyban Kiiks
egészséges homozigéta mutans utédokat eredményPawis és mtsai., 2000). Polimeraz
lancreakcioval (PCR) és Southern blot vizsgélagt@nsriztiik, hogy a mutacié a kivant
locuson jott-e létre, illetve az ivarsejtjeikkel o&iftik-e az allatok. A PCR-ral tortén
genotipizalas utan a homozigéta mutansokat tengigkttovabb. A TRPV1 receptor hianyos
genotipust (TRPVT; knockout) és ezek kontroll csoportjaul szolgadlRPV1"* genotipusu
(vad tipus) egereket hasznaltuk kisérleteinkben.

A CGRP génhianyos egereket a kalcitom@GRP gén 5. exonjdnak homolog
rekombinaciéval valé kéarositasaval hoztak létre. Aeavatkozas sikerességét
immunhisztokémiai modszerrel igazoltak (Salmon ésam 1999). A CGRP KO és vad
allatokat az angliai King's College allathazdbamytesztették és tartottdk standard
kortlmények kozott.

2.2. Allatcsoportok, kisérleti protokollok

Az egerek hattre al&d 30 napon keresztil 0,1 ml 106/ml koncentraciéju bleomycint
injektaltunk, a kontroll csoportban ugyanilyen tgrétban, szintén a hétbala a bleomycin

oldészerét, foszfat puffert (PBS) adtunk (@ abra). Az utolsé napi bleomycin injekcio

25



beadasat kovétnapon az egereket elaltattuk, anesztézia céljatarmint (Calypsol, 100
mg/kg i.p., szukség szerint ismételve), és xylagiylavet, 5 mg/kg i.m.) alkalmaztunk. Az
allatok hatarol leborotvaltuk a &, majd 6 mm atméja bérdarabot tavolitottunk el a
tarkotdji terdletél (Yamamoto és mtsai. 1999c). A nem azonnal feloodgt mintakat
folyékony nitrogénben lefagyasztottuk és “Z6on taroltuk.

Az allatokat négy-négy csoportba osztottuk. A TRR¥teptor szerepének vizsgalat soran
bleomycin-kezelt TRPV1" (vad), bleomycin-kezelt TRPV1 (KO) valamint PBS kezelt
TRPVI™ (vad) és PBS kezelt TRPV1(KO) csoportokat alkottunk, az egyedszam 10-12
allat volt minden egyes csoportban. A CGRP recepgimerepének tisztazdsara iranyuld
kisérletekben bleomycin-kezelt CGRRvad), bleomycin kezelt CGRR(KO) valamint PBS
kezelt CGRP* (vad) és PBS kezelt CGRRKO) csoportokat alkottunk, az egyedszam 8-10

allat volt minden egyes csoportban.

» &% |
6. abra. Bleomycin, illetve PBS @ékezelés

2.3 Szlvettani vizsgalatok
A tarkolordarabokat 4%-os paraformaldehidben fixaltuk. Hewa$ beagyazas utan |@n

vastag metszeteket készitettiink. A metszetek eggrédematoxilin-eozinnal festettiik, masik
részénél a kollagént @& pirosan megjelerdit pikrinsziriusz festést alkalmaztunk. A
pikrinsziriusz festék pikrinsavat €s sziriszvordsetalmaz. A pikrinsav kisebb iont képezve a
tomott rostos szoveteket (kollagénrost, racsroagalis membran) piros stire festi, a

sziriuszvordés nagyobb iont képezve a laza rostd$skdvetet sargara festi. A kialakult
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szkler6zis meértékét szemikvantitativ szdvettani tppaissal hataroztuk meg. Mindegyik
mintan 0-4-ig pontoztuk adp vastagsagat, a gyulladéds intenzitdsat, a kolldgiegek
rendezettségét €s mennyiségét. A gyulladas intes#@ribk értékelése: 0: nincs gyulladas, 1:
kicsi, 2. enyhe, 3: kdzepes, 4: sulyos gyulladdalitato a brben. A kollagén koétegek
vastagsaganak értékelése: 0: normalis, 1: kicsiter®hén, 3: kdzepesen, 4: nagyon
megvastagodott. A d» vastagsdganak vizsgalata a normérhbz képest: 0: a do
vastagsaganak novekedése kisebb, mint 125 %, dr a25-150%-kal, 2: 150-170%-kal, 3:
175-200%-kal, 4: tdbb mint 200%-kal vastagabb, nainmtormal br (Yamamoto és mtsai.,
1999d). Az eredményeket 6sszegeztik, igy az Ostsegion 0 és 12 kdzotti értéket vehet fel.
Az adatokat Mann-Whitney U teszt segitségével &iéttiik. igy hasonlitottuk 6ssze a TRPV
1" a CGRP', a TRPV I és a CGRP egerekben a kezelések hatasara létrejott
elvaltozasokat grafikusan abrazolva.

2.4. Borvastagsaqg mérése

A kimetszett br vastagsagat Olympus BX-51 mikroszkop alatt 40esz@agyitason Analysis
Soft Imaging System szoftver segitségével hatédkazieg egy allatbdél szarmazé 3 kulonboz
metszeten. A vastagsagot a metszeteken a dermeregilils junkciéo és a dermo-szubkutan
junkcié kozotti tavolsdg adta megn-ben kifejezve, a metszet tdbb pontjan mért ékgke
atlagoltuk. Az egyes csoportokba tartozé allatokélkaihl egy a csoportra jelleniz

atlagértéket és a hozza tart6z6 SEM értéket alithzar abrakon.

2.5. Myofibroblasztok szamanak meghatarozasa

A szklerodermas drben felszaporodé myofibroblasztok szamanak a niéaghwisa a
myofibroblasztokra jellentz a-smooth muscle actim{SMA) immunhisztokémiai festésével
tortént. Aza-SMA jelbléséhez a DAKOCytomation cég monoklonaligitestét hasznaltuk a
gyartd  utasitdsainak  megfdleh, a jeldlt oa-SMA-antitest komplexumokat
diaminobenzidinnel tettik lathatova. Minden metsmet3 véletlenszéen kivalasztott
latome®dn szamoltuk meg az-SMA pozitiv sejteket, ezekbegy atlag értéket szadmoltunk és
az egyes allatokra kapott értéket is atlagoltukegyes kezelési csoportokra vonatkoztatva
(Distler és mtsai 2007).

2.6.A hidroxiprolin-tartalom meghatarozasa biokémiai vizsqgalattal

Irodalmi adatok alapjan allati szervekben a hidpoodiin szinte kizarGlag a készovet
szkleroproteinjeiben, a kollagénben és az elasainalalhatd, emiatt széles korben

hasznaljak a kollagén jelenlétének, és mennyiségénautatdsara (Woessner 1961).
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A 4 hetes kezelést kovetn a 6 mm-es dilyukasztoval vett mintakat tomény savban
hidrolizaltuk majd semlegesitettiik, oxidaltuk ésy egpecialis hidroxiprolinhoz kotéd
festékanyaggal megfestettik. A mintak hidroxiprotartalmat 557nm-es hullamhosszon
spektrofotometrias maodszerrel hataroztuk meg, etyzokeg felvett standard goérbe
segitségével, és az igy kapott értékgthidroxiprolin-tartalomban kifejezve abrazoltuk az
egyes kezelési csoportokra vonatkoztatva.

A vizsgalat részletes menete:
Elst 1épésként a gyari hidroxiprolin segitségével mégtoatuk ismert 1, 2, 3, 4 éspg/ml
hidroxiprolin koncentracioju oldatok abszorbandid®7 nm-en. Az igy kapott értékeket

grafikonon abrazoltuk és ezt tekintettiik a standg@mtbének(7. abra).

[ —— standard gorbe]
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hidroxiprolin mennyiség (ug)

7. 4bra. Hidroxiprolin standard gtrbe

Ezutan a mintakat Pyrex tesztcsovekbe raktuk, hokZaM-os so6savat adtunk, €s 130 C-on
elézetes tisztitds nélkil 3 oran keresztil hidroligéltAz ids letelte utan a tesztcsoveket par
percig hilni hagytuk, majd tartalmukat kalon-kalon niggizéssel ellatott lombikokba
toltottik, majd a pyrex csoveket desztillalt vizzétmostuk, és ezt hozzdadtuk a
hidrolizatumhoz. Par csepp (20) metilvéros indikatort adtunk az oldatokhoz egyént. A
metilvords indikator savas pH-n vorés, ligos pHarga, semleges (pH = 7) pH értéken pedig
hagymasarga sZin A mi oldataink a 6 M-o0s sésavnak kdszowleet savasak voltak. Annyi
2,5 M-os nétrium-hidroxidot adtunk mindegyik oldath hogy semleges pH-értéket kapjunk.
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Az igy keletkezett semleges oldatokhoz annyi di&lttivizet toltottiink, hogy mindegyik
egyenként 25 ml legyen. A keletkezett natrium-klovieg$ koncentracidja nem haladhatta
meg a 0,4 M-t, mivel nagyobb koncentracioban gaiitéhvolna az oldat szinvaltozasat.
Eredményeink pontosabba tételére a mintak 1 ill€e ml-es részleteit is vizsgaltuk. A
mintakbdl 1ml-es részleteket pipettaztunk ki kénvesdbe, ezekhez 1ml desztillalt vizet
adtunk, majd a masik kémisorozatba 0,5 ml-t mértink a mintdkbdl. Ezekhez )5
desztillalt vizet toltottink. igy mindegyik kémie® ml oldatot tartalmazott. Készitettiink egy
kontroll oldatot is, mely 2 ml desztillalt vizetrtalmazott, és a 0 szamjelzéssel lattuk el.
Minden kémcéhoz 1 ml chloramin T-t adtunk, mely oxidalta a lbiiprolint, majd néhany
percig razogattuk, hogy j6l 6sszekeveredjen, széahsékleten 20 percig allni hagytuk.
Minden kémcéhtz az &z6 sorrendben 1 ml perklérsavat adtunk, ami semlegesia
chloramin T-t. Ezt is 0sszeraztuk, majJd 5 perc k@dzas utan 1 ml p-
dimetilaminobenzaldehid oldatot pipettaztunk a dilihibz, és 20 percre 6C-os vizfurdbe
helyeztiik6ket, majd csapvizbenatottik 5 percig. Az igy kialakult szin minimum 1aér
keresztil stabil maradt. Ezutan minden mintabol-Bpibettaztunk kivettakba, az oldatok
abszorbancigjat spektrofotométerrel 557nm-en mégbatuk. Az abszorbanciakbol, és a
hidoxiprolin standardbol készitett grafikon alapjégjeztik ki a mintdk hidroxiprolin

tartalmat.

A vizsgalat soran hasznalt reagensek:

Hydroxiprolin standard: A tdrzsoldatot ugy k#égik, hogy 25 mg vakuumszaritott L-
hydroxiprolint 250 ml 0,001N-o0s sésavban oldunk éhjd ezt az oldatot vizzel higitjuk, ugy
hogy 1-5ug/ 3 ml koncentracioju térzsoldatot nyerjink.

Puffer: 50 g citromsav-monohidratot, 12 ml jéget;el@0 g natrium-acetat-trihidratot és
34 g natrium-hidroxidot desztillalt vizzel felhigitk, gy, hogy 1 l-es oldatot nyerjink. A
pH-t gondosan 6-ra allitjuk be, és a puffdttdben taroljuk.

Chloramin T (natrium p-szulfokloramid): 1,41 g ctdmin T- t feloldunk 20 ml vizben,
hozzaadunk 30 ml metil-cellosolv oldatot és 50 mifgrt. Az oldatot tivegdugodval ellatott
edénybe rakjuk. Minden alkalommal frissen készitjik

Metil-cellosolv (etilén-glikol-monometil-éter): Azennye# anyagoktdl mentes oldatot az
Union Carbide Chemicals Co.-t6l lehet beszerezni.

Perkldérsav: A 3,15 M-os oldatot ugy készitjuk, h@jyyml 70%-os perklorsavat feloldunk

100 ml vizben.
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P-dimetilaminobenzaldehid: A 20%-0s oldatot rovidadelhasznalas &t készitjuk. 20 g
p-dimetilaminobenzaldehidhez annyi metil-cellosohadunk, hogy az oldat 100 ml-es
legyen. 100 C-os vizfutdbe helyezziik, hogy serkentsik az anyag feloldodékatz oldat

sotétkekke, vagy lilava valik, a reagens rekrisiz&@tioja valhat sziikségessé.

2.7. Az I-tipust kollagén al-lanc mMRNS szintjének vizsgalata kvantitativ RT-PR

modszerrel

Az elolt allatokbol kivett Brmintakat rogton 1ml RNA-later oldatba helyeztiik tégabbi
feldolgozasig -20°C homérsékleten taroltuk. A minta telies RNS tartaln@¢nElute
Mammalian Total RNA Kit (Sigma) segitségével izol&l a gyartd utasitdsainak
modszerrel (Nanodrop), valamint gélelektroforédisskbensriztik. A vizsgalt specifikus
MRNS szinteket LightCycler kvantitativ PCR sziszééreegitségével amplifikaltuk és
hatédroztuk meg. Az amplifikdciohoz az aldbbi spked primereket haszndltuk: I-tipusa
kollagén al-lanc MRNS (Genebank  #NMO007742.2) sense primer 5
TCTACTGCAACATGGAGACAG 3 (gén pozicio: 3932) eés @mwnse primer 5’
GCTGTTCTTGCAGTGATAGGTG 3’ (gén pozicié 4185). Kooltként haztartasi gént a
Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase-t (GARRId2naltunk, az amplifikalasahoz a
kovetked primereket hasznaltuk: sense primer 5 GCAGTGGCAVAGAGATT 3’ (gén
pozicio: 122), és antisense primer 5° TCTCCATGGT@&ARGACA 3’ (gén pozicié 370).
A reakcios mixiink mennyisége 20 volt és a kdvetkez 6sszetebket tartalmazta: 250 ng
RNS (a mintdbdl), 5mM MgG] 0,5 uM primer, reakcié puffer. A LightCycler program
bedllitasai a kovetkék voltak: kezdeti bevezétreverz transzkripcios lépés 55 °C-on 20
percig, majd a denaturacios lépés 95°C-on 30 ma&sodpes 45 ciklus amplifikacio: 10
masodperc 95 °C-on, 5 masodperc 58 °C-on, 15 masodf2 °C-on. A program vegen
melting-curve analizist futtatunk le, a képbtt termékek ellafrzése végett. A kapott
eredményt csak akkor fogadtuk el, ha a melting @drtsak egy dominans csucs volt lathato.
A felszaporitott terméket gélelektroforézissel ierériztik. A mennyiségi meghatarozast
LightCycler3 Data Analysis szoftverrel végeztik5(28 verzio). A Ct érték adja meg azt az
amplifikacios ciklusszamot, ami ahhoz sziikségegy o minta mért fluoreszcencigja (ami
erték tehat forditottan aranyos a mintdban mérldtlS tartalommal (Radonic és mitsai.,
2004). Minden esetben az I-tipusu kollagdnlanc Ct értékéll kivontuk ugyanazon minta

haztartasi gén Ct ertékéet és az igy kapalt értékeket hasonlitottuk 0ssz&Ct = Ctolager
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Cteappr). Méréseink sordn meghataroztuk standard mRNStaldsegitségével, hogy 1
egység kilonbség ACt tartalomban 2,7-szeres mRNS kulonbséget jelamirwak eredeti
MRNS mennyiségei kozott. Az egyes kezelt csoportGk atlagértékeitd kivontuk a vad

tipusu PBS-sel kezelt csoport atlagdgst értéket és ezt oszlopdiagramon abrazoltuk.

2.8. Statisztikai moédszerek

A kapott eredményeket atlag + SEM formaban fejekildz adott csoportokra vonatkoztatva.
A szovettani eredmények, a biokémiai és a molelauldologiai modszerek kiértékeléséhez a
nem parametrikus Mann Whitney U-probat alkalmaztukl0,05 alatti p-értéket tekintettiik

szignifikans kulonbségnek a vizsgalt csoportok kihzo
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3. Eredmények

3.1.A bleomycin-indukalta bérszklerdzis vizsgalata TRPV1T'* egérben

Yammamoto korabbi vizsgalataiban kimutatta, hog®l@ mg/ml bleomycin szubkutan
injektalasa 18-24 napig markanérézklerozist eredményez az injektalt tertleten G343
BALB/c egértdrzsekben, mikbzben a kontroll csopanmtthasonlé modon injektalt PBS nem
okoz hasonl6 elvaltozasokat. Az altalunk haszndRPV1 KO egereket a C57BL/6
egértorzsbl hoztak létre, ezért &z6r a bleomycin kezelés szklerozist &elataséat
vizsgaltuk a TRPV1 receptort expresszalo vad egpartban. A szovettani vizsgalatok érb
megvastagodasat, a szubkutarskdbvet zsirrétegének kollagén kotegekkel valo tasat, a
kollagén kotegek megvastagodasat és szubkutan tszkigéoklu gyulladdsos sejtes
beszirodését mutattak a bleomycinnel kezelt egebéldzdrmazdé érmintakban a PBS-el
kezelt Brmintdkhoz viszonyitv#8. a-b-c abrak) Az dsszesitett szkler6zis pontszam 58%-al
volt magasabb (6.33+0.19 ill. 4.00+0.31) a bleomykézelt TRPVI" csoportban a PBS-
kezelt TRPVI™ csoporthoz viszonyitvd8. a, 9. abrak. A bdrvastagsag 42%-al volt
magasabb (393.05+15.41 pum ill. 278.62+11.38 pmiparbycin-kezelt TRPVT" csoportban
mint a PBS-kezelt TRPVT allatcsoportbar(8. b abra). Az a-SMA-pozitiv sejtek szama
75%-al volt magasabb (16.33+3.31 ill. 9.3+1.34 téé@ként) a bleomycin-kezelt TRPVA
csoportban mint a PBS-kezelt TRPV1kontroll csoportban(8. ¢ abra) A szovettani
elvaltozasokhoz hasonldéan a mintak spektrofotodedn meghatarozott kollagén specifikus
aminosav a hidroxiprolin tartalma is szignifikAnséh5 %-al magasabb volt (118.5+6.7 ill.
80.3£10.2 pg/brminta) a bleomycin-kezelt csoportban a PBS-keeg#rcsoporthoz képest
(8. d abra).

A PBS kezelés onmagdban nem okozott szignifikahsettani elvaltozasokat a kezeletlen
TRPVI™ egerek brmintdihoz képest. Nem volt kimutathaté kilénbségkezeletlen
TRPVI™ és TRPVT egerek Brének szdvettani struktiraja kozott.

3.2.A TRPV1 receptor szerepének vizsgalatadyszkler6zisban

A bleomycin kezelés hatasara a TRPMKO) allatok szévettani elvaltozasai kifejezettekb
voltak, az Osszetett szklerdzis pontszam szigmBka magasabb volt (7.46+0.20 ill.
6.33+0.19) a bleomycin-kezelt TRPV1 (vad) csoporthoz képes8.(a, 9. abraR. A bdr
vastagsag értéke is szignifikansan nagyobb vol.@8310.15 pum ill. 393.05+15.41 um) a
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bleomycin-kezelt TRPVI csoportban a hasonléan kezelt TRPVEsoporthoz viszonyitva
(8. b abra). Az a-SMA-pozitiv sejtek szama is jeléisen emelkedett (24.03+3.07 ill.
16.33+3.31 latémeként) a bleomycin-kezelt TRPV1 csoportban a szintén bleomycin-

kezelt TRPV1™ csoporthoz képesB( ¢ abrd). A szévettani elvaltozasokkal 6sszhangban a

mintak hidroxiprolin tartalma is szignifikhnsan 5%-al magasabb volt (186.605+8.4 ill.
118.5+6.7 pglbrminta) a bleomycin-kezelt TRPV1csoportban a TRPVZ csoporthoz
viszonyitva 8. d abra). A PBS kezelt TRPV1 illetve a PBS kezelt TRPVZ mintak kozott

nem volt szignifikans kilénbség sem kilonb&zovettani modszerekkel sem a hidroxiprolin

tartalom biokémiai meghatarozasaval §-b-c-d, 9. abrak.

£ VAD-TiPUS
74 HE TRPV1 KO

Osszetett szovettani pontszam
H

N
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8. abra. A bleomycin kezelés hatdsa TRPV1és TRPVI egerekben, (a) dsszesitett
szklerézis pontszam (b)6tvastagsag (cp-SMA-pozitiv sejtek szama (d) hidroxiprolin
tartalom (atlagtSEM; *p<0.05 vs. vad-tipusu csoport
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9. abra Szovettani elvaltozasok TRPY1és TRPV1 egerekben. (a) PBS-kezelt TRPV/1
csoport (40-szeres nagyitas HE-festés) (b) PBSHKERPV1" csoport (40-szeres nagyitas
HE-festés) (c) bleomycin-kezelt TRPY1 csoport (40-szeres nagyitdas HE-festés) (d)
bleomycin-kezelt TRPVL csoport (40-szeres nagyitds HE-festés) (e) blemkgzelt
TRPV1"* csoport (40-szeres nagyitas pikrosziriusz-festBspleomycin-kezelt TRPVI
csoport (40-szeres nagyitas pikrosziriusz-festgs)bteomycin-kezelt TRPV{" csoporta-
SMA antitesttel jeldlve (100-szoros nagyitds HEded (h) bleomycin-kezelt TRPV1
csoporta-SMA antitesttel jelélve (100-szoros nagyitas HEtés).
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3.3. A szklerotikus bir I-es tipusu kollagén al l1&nc MRNS expresszidjanak vizsgalata

kvantitativ PCR technika alkalmazésaval
A kvantitativ PCR reakcioét az RNS oldatok 2-szdnggitasaval kalibraltuk (33ng, 66,5ng,

125ng, 250ng) és lineéaris regresszidés szamitasdalpatt Ct értékek jol illeszkedtek a
kiindulasi koncentraciokhoz (r=0,956). A gorbénkamén 1 egység kilonbség a Ct
értékekben 2,7-szeres koncentraciokulonbséget tgdtefl0. a abra) A kilonbdd
csoportoknak a vad PBS kezelt csoporthoz viszonyii€t értékeit megvizsgalva nem
figyelhetb meg szignifikans kilonbség a csoportok I-es tipksllagén al lanc mRNS
expresszidja k6zoftl0. b abra) Az I-es tipusu kollagéal lanc mRNS szintjeiben a teljes 4
hetes kezelés végén nem talaltunk jélsritlilonbséget, ezért megvizsgaltuk a kezelés eqgy
korabbi szakaszaban (2 hét utan) eldlt allatoklzamz I-es tipusd kollagén mRNS szint
mértékét, de itt sem tapasztaltunk szignifikangréfit a bleomycin kezelés hatas@@. b
abra). A kapott eredmények alapjan azt a kovetkeztetéshatjuk le, hogy a bleomycin
kezelés nem befolyasolja az I-es tipusu kollagéldnc mMRNS expresszidjat.

a [C133ng b [ ]KO PBS

25— p7266,5 ng 3. 77z WT BLEO
22 125 ng I KO BLEO
I 250 ng
2+ 2 HET 4 HET

—T

204

AACt

thnllagcn

TELJES RNS TARTALOM

10. abra. Az I-es tipusu kollagénl lanc mRNS expresszigjanak vizsgalata kvantitaR
technika alkalmazéasaval. (a) a mérés kalibraciégaees higitasi sor segitségével (b) I-es
tipust kollagémil lanc mRNS szintjei a PBS-kezelt TRPVsoporthoz viszonyitva.

3.4.A CGRP receptor szerepének vizsgalata a szklerodearmodellben

IR P PNS

A bleomycin-indukéalta szkleroderma modell validalaggett a szintén C57BL/6 tordsb
létrehozott CGRP KO egérben i$&tor a bleomycin kezelés eredményességét vizsgaltuk
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CGRP" egerekben a kontroll csoportul szolgalé PBS ke26IRP’* csoporthoz viszonyitva.
A szévettani vizsgélatok a bleomycin-kezelt CGRBsoportban 42%-al magasabb sszetett
szklerézis pontszamot (4.25+0.38 ill. 2.98+0.512%bkal magasabb dovastagsag érteket
(434.494£16.41 pmiill. 285.85+£17.36 pm) és 62%-bbté-SMA-pozitiv sejtet (15.83+3.6 ill.
9.75+0.88 latdmeként) mutattak ki a megfelelPBS kezelt csoporthoz viszonyitva. A
hidroxiprolin mennyisége is 47%-al megn (137.6£14.58 ill. 93.4+£10.65 pgiminta) a
bleomycin kezelés eredményeképp a kontroll CGRPBS kezeléshez képedtl. a-b-c-d
abrak).

A CGRP receptor hianya fokozott szklerotikus ebAdtsokat eredményezett bleomycin
kezelés hatdsara, az 0sszetett szklerdzis pontszagmifikans mértékben emelkedett
(6.21+0.58 ill. 4.25+0.47) a belomycin kezelt CGREKO) csoportban a bleomycin-kezelt
CGRP"* (vad) csoporthoz képeitl. a, 12. abra)A bdrvastagsag értéke 29%-os emelkedést
mutatott (557.23+18.38 um ill. 434.49+16.41 um)leomycin-kezelt CGRP csoportban a
hasonléan kezelt CGRP csoporthoz viszonyitvéll. b abra) Az a-SMA-pozitiv sejtek
szama is szignifikansan emelkedett (27.83+4.585183+3.60 latomeikent) a bleomycin-
kezelt CGRP csoportban a szintén bleomycin-kezelt CGRRsoporthoz képestll. c
abra). A szovettani elvaltozasokkal j6l egyen a mintak hidroxiprolin tartalma is
szignifikansan magasabb volt (179.30+18.90 ill7.68+14.58 pg/rminta) a bleomycin-
kezelt CGRP csoportban a CGRP csoporthoz viszonyitvél 1. d &bra)

Meglep moédon a PBS kezelt CGRPallatok trmintain is fokozott szklerotikus
elvéltozasok voltak észlelltdt, mint emelkedett 6sszetett szklerdzis pontsza®6¢®.49 ill.
2.98+0.51) nagyobbdovastagsag erték (386.25+10.26 um ill. 285.85+1 7186, emelkedett
a-SMA-pozitiv sejt szam (15.04+2.39 ill. 9.75+0.8&tdmedként) és megndvekedett
hidroxiporolin tartalom (126.56+13.10 ill. 93.4+8686. ug/tdrminta) volt megfigyelhéia PBS
kezelt CGRP* csoporthoz képe¢ll. a-b-c-d, 12. 4brak) A PBS kezelés hatasara a CGRP
" csoportban kialakult szklerotikus elvaltozasokdmié mértékek voltak a bleomycin-kezelt
CGRP"* csoportban kialakult elvaltozasokhoz, ezért mespaituk a nem kezelt CGRP
knockout és vad egerelitmintait is, és azt tapasztaltuk, hogy sem a sténeszerkezetben

sem a hidroxiprolin tartalomban nincs szignifik&igonbség a kezeletlen allatok kdzaott.
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11. &bra A bleomycin kezelés hatdsa CGRPés CGRP egerekben, (a) 9sszesitett
szklerézis pontszam (b)6tvastagsag (cp-SMA-pozitiv sejtek szama (d) hidroxiprolin
tartalom (atlagtSEM; *p<0.05 vs. vad-tipusu csoport
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12. 4bra Szovettani elvaltozasok CGRPés CGRP egerekben. (a) PBS-kezelt CGRP
csoport (40-szeres nagyitas HE-festés) (b) PBSHkE&®RP~ csoport (40-szeres nagyitas
HE-festés) (c) bleomycin-kezelt CGKEP csoport (40-szeres nagyitdas HE-festés) (d)
bleomycin-kezelt CGRP csoport (40-szeres nagyitds HE-festés) (e) bletmkgzelt
CGRP"* csoport (40-szeres nagyitas pikrosziriusz-fes(@s)bleomycin-kezelt CGRP
csoport (40-szeres nagyitas pikrosziriusz-festgy)bleomycin-kezelt CGRP csoporta-
SMA antitestel jellve (100-szoros nagyitas HE-festés) (h) bleomyeirek CGRP csoport
a-SMA antitestel jallve (100-szoros nagyitas HE-festés)
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4. Megbeszélés, kovetkeztetések

Az altalunk értékelt kisérletsorozatban a TRPVptar és a CGRP szerepére fokuszaltunk
krénikus fibrotikus-szklerotikus kortlmények k6Az altalunk hasznélt C57BL/6 torz&b
létrehozott TRPVI" egerekben a 30 napos bleomycin kezelés koriilb&ED%-o0s
bérmegvastagodast, jeldist szovettanilag értékellieborszklerdzist, 75%-al megnovekedett
szamu a-SMA-pozitiv sejtet és 148,5%-al megemelkedett myes@yi hidroxiprolint
eredményezett a kontroll csoportul szolgalé PBSekeERPVI’* csoporthoz képest, mely
eredmények 6sszhangban vannak a korabbi C57BL&Gr&rvonatkozd eredményekkel.
(Yamamoto és mtsai., 2000). A korabbi adatokkairdxn a bleomycin kezelés hatasara az I-
tipusu kollagérul-lanc mRNS szintjének emelkedését nem tudtuk kimukvantitativ PCR
mobdszerrel (Yammamoto és mtsai., 2005, Chan €9.n686). Ezen megfigyelés hatterében
nem pontosan tisztazott mi allhat, de az emelkekidtagén fehérje mennyiség normalis
MRNS szint mellett tébb okra is visszavezeth&thet, példaul a kollagén lebomlasi
folyamatainak a cstkkenéseére, fokozott mértédanszlaciora, fokozott mértékkollagén
érési folyamatokra.

A TRPV1 receptor modulator szerepét tébb tanulmidnyizsgalta kilonbdz gyulladasos
betegségmodellben. Szamos tanulmany kimutatta aVIRRceptor gyulladaskélt es
fajdalmat fokozé szerepét ékorban akut, de tobb kronikus gyulladasos modelllzen
TRPV1 génhidnyos egerekkel végzett kisérletekbeateptor hianyos allatokban az értékelt
tinetek szignifikhnsan csokkentek adjuvans-indulatiritisz (Szabo és mtsai.,, 2005),
formalin-indukalt akut fajdalom, carrageenin-indlikdwechanikus hiperalgézia és kronikus
neuropatia (Boélcskei és mtsai., 2005) kisérletétrdbdellekben. Novekszik azonban azon
tanulmanyok szama, amelyek éderban kronikus immun-medialt gyulladasos korulnetkny
kozt a TRPV1 receptor védelnteszerepét igazoljak, mint az oxazolon-indukalt rgikes
dermatitisz (Banvolgyi és mtsai., 2005), dinitrobeszulfonsav-indukalt colitis (Massa és
mtsai., 2006), endotoxin-indukalta sokk (Okajimarésai., 2006) kisérletes modellje.

A TRPV1 receptor hianya az altalunk vizsgalt belomyindukalta szkleroderma modellben
egyértelnien sulyosbitotta szklerotikus otelvaltozasokat szdvettani és biokémiai
vizsgalatokkal egyarant, A bleomycin-kezelt TRPVI(KO) allatokban szignifikans
mértékben magasabb 0Osszetett szklerozikus pontszamagyobb brvastagsag eértéket,
emelkedett szdma-SMA-pozitiv sejtet és magasabb hidroxiprolin meséget mértink a
szintén belomycin kezelt TRPV1 (vad) allatokhoz képest. A kezeletlen knockoutvéd

allatok kbrének szerkezete kozott nincs detektalhato kildnbgagyis a TRPV1 receptor
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hianya onmagaban nem okoz fibrotikus-szklerotikusdlmzasokat. A szklerotikus
elvaltozasok kialakulasahoz profibrotikus ténleatasaira van szikség, mint példaul a
bleomycinre. Eredményeink alapjan azonban kijekeitfthogy a TRPV1 receptor jelenléte
protektiv hatast fejt ki profibrotikus agensek Rlkavaltott szklerotikus elvaltozasokkal
szemben. Felteh@leg a bleomycin altal kivaltott gyulladdsos folyaoidban keletked
gyulladdsos mediatorok - ésorban a bradykinin, prosztaglandin szarmazékpkxlgenaz
termékek (12-HPETE) — aktivaljak és szenzibilizédl@@ TRPV1 receptort (Hwang és mtsai.,
2000). A TRPVL1 receptor gyulladasos mediatorokliadtistivalasa szenzoros neuropeptidek
felszabadulasat eredményezi, melyek éeedvéd hatast fejtenek ki a kéros elvaltozasokkal
szemben az altalunk vizsgélt modellben. A felszaliadzenzoros neuropeptidek kdzil a
tachykinin P-anyag plazma fehérje kilépést okoznibeck F, Holzer P, 1979), a CGRP
hosszu ideig fennmaradé vasodilatativ hatasu (Braimtsai., 1985), a szomatosztatin pedig
gatolja a tdbbi neuropeptid felszabadulasat, valankibzvetlenil gatolja a gyulladasos
folyamatokat és az immunsejteket (Pintér és m2€xi6).

A TRPV1 receptor aktivalédasa soran felszabadulénzaros neuropeptidek kézil az
irodalomban kizarélag a CGRP-re talalhaté adat,tregy potencialis protektiv faktor a
szkleroderma valamint a Raynaud’s fenomén patonmenmasidban. Az emberiéb sirin
van innervalva CGRP tartalmu idegrostokkal (Dalsgaés mtsai., 1989), és a CGRP
immunoreaktiv idegsejtek szamanak szignifikans ksetikse figyelhét meg Raynaud’s
fenoménben szenvédés szklerodermas betegékbvett bormintakban az egészséges
bérmintdkhoz képest (Bunker és mtsai., 1990; Teredghimtsai., 1991; Bunker és mtsai.,
1996). A Raynaud’'s fenomén patomechanizmusabanepziertulajdonitanak a CGRP
tartalma idegrostok csokkent szama miatt a hidetaddaa kialakulo kisebb mériék
vazodilataciénak (Cooke és mtsai., 2005). Ezen ohagfai megfigyelések alapjan CGRP
génhianyos egereket hasznaltunk a CGRP szklerofidyamatokban jatszott szerepének
tisztdzdsara az altalunk hasznalt in vivo bleomynonfukélta szkleroderma modellben. A
C57BL/6 torzsbl létrehozott CGRB' csoportban a bleomycin kezelés jél vizsgalhaté
jelenbs meérték morfologiai, biokémiai, szoOvettani és immunhisAokai @-SMA)
elvaltozast okoz. CGRP hianyaban a bleomycin kezelgyértelmen fokozott szklerdzist
eredményezett, mind adtvastagsag, szovettani dsszpontszam, hidroxiprém-SMA
vonatkozaséban. A vizsgalataink azatsvivo bizonyitékot szolgaltattdk a CGRP hianyéba
kialakulo szklerotikus elvaltozasokra. Ennek hétbhen feltehéleg a CGRP vasodilatativ
hatadsanak a kiesésének eredményeképp létrejotspazmus €s kdvetkezmeényes ischémia

allhat. A fokozott vazospazmus és ischémia vazépés oblitertiv fibrozist okozhat.
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Elére nem vart mdédon szignifikans szklerotikus elvA&® volt megfigyelhét a CGRP
génhianyos éllatokban a PBS kezelés hatdsara isdaipusu PBS kezelt csoporthoz
viszonyitva, mikozben nem volt detektalhatd kil@hs kezeletlen CGRP és CGRP
allatokbdl vett Brmintak szerkezete kozott. Feltételedtaet a 4 hétig naponta tortePBS
injekci6 soran a iiszurdsok okozta fizikai sérllésre reagaltak érzgeimen a CGRP
knockout allatok. Az irodalomban vannak adatok aroamatkozoan, hogy fizikai karosito
agensek, mint pl. vibracio, trauma, besugarzaslukioak szklerodermat (Komocsi és mtsai.,
2000), bar a CGRP-nek a jelenségben betoltott peerenincs adat. A bleomycin kezelés
azonban szignifikins mértékben tovabb fokozta desaikus elvaltozasokat a CGRP
allatokban a PBS kezelt CGRRsoporthoz képest.

Kisérleteink eredményeképp kijelenthetjik, hogy RPV1 receptor és a CGRP jelenléte
egyertelnti protektiv szerepet tolt be a szkleroderma patoar@zmusaban. CGRP receptor
agonistak pedig terapias lebséget jelenthetnek a szkleroderma kezelésébenshgiy de

természetesen a lehetséges mellékhatasokkal iokudall.
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Il. FEJEZET

A KAPSZAICIN-ERZEKENY IDEGVEGZ ODESEK ES A
TRPV1 RECEPTOR SZEREPENEK VIZSGALATA
ADJUVANS-INDUKALTA KRONIKUS iZULETI
GYULLADAS MODELLJEBEN

1. Kisérleteink irodalmi hattere

A reumatoid artritisz elssorban a fiatal, k6zépkoribket érinti, hazankban mintegy 70-80
ezer pacienssel szamolhatunk. Ez a kérkép egynanoton hattel, kronikus, progressziv
sokizuleti gyulladas, mely az izlletek destrukciégadeformitasa révén a betegek fajdalmat,
mozgaskorlatozottsagat, rokkantsagat és elésagik jeleriis romlasat idézi 8l (Harris
2005). A gyulladt izlletre a szinovidlis szbvet wegtagodasa, a mononukleéaris sejtek
infiltracidja, valamint porc- és szubkondrdlis cwiestrukcio jellem& A gyulladasos
citokinek fontos szerepet jatszanak az artritistakiulasaban és progressziojaban. Az dL-1
aktivalja a T-sejteket és az oszteoklasztokat (Kagamtsai., 2002). Az IL-6 és a TNa T-
szerepet jatszik az autoimmun gyulladés kialakbl@sanas proinflammatorikus citokinek és
kemokinek terméldésének fokozasaval, a leukocita-adhézi6, migréaam,angiogenezis,
valamint a porc- és csontdestrukciéo serkentéséwmbk a citokinek az elmult 15 évben
bioldgiai terapias célmolekuldkka valtak. Az iziletk és a szinovium gazdagon innervalt
kapszaicin-érzékeny szenzoros rostokkal. Ezen ijdések a feszllést és a fajdalmat
kozvetitik, valamint szadmos irodalmi adat igazoljmgy az altaluk kdzvetitett neurogén
gyulladas jelerits szerepet jatszik a napjainkban népbetegségnekitézaegyre noveky
szamu beteget érifitkronikus izlleti gyulladasos megbetegedések, minta reumatoid
artritisz, kialakulasaban és sulyosbodasaban (decgeés Sany 1994). Mindemellett t6bb
irodalmi adat is felhivja a figyelmet a neuro-immimterakcidk jelertiségére a reumatoid
artritisz patomechanizmusaban (Niissalo és mt2802). Artritiszben szenvédbetegekil
(Marabini és mtsai., 1991), illetve kisérleti ablatidl (Bileviciute és mtsai., 1993) szarmazo
szinovialis folyadékban a gyulladaskeltszenzoros neuropeptidek emelkedett szintjét
mutattak ki. A tachykininek és CGRP magukon az véegdéseken, az ereken, a szinovialis
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sejteken, valamint az izlleti gyulladasos sejteketért hatassal jeletisen hozzajarulnak a
gyulladasos reakcio és a kovetkezményes fajdalaakilasahoz (Levine és mtsai., 1985;
Ferrel és Lam 1996). A SP a hizosejtdkigyulladaskelh mediatorokat szabadit fel,
stimulalja tovabba a makrofagok Ile, - TNFa €s interferony (INF-y[J termelését, valamint a
szinoviocitdk prosztaglandin ,E kollagenaz, nitrogén monoxid (NO), és matrix
metalloproteindz (MMP) szekréciojat. A T- és B-lonitdk aktivacidja a makrofagokbal
szarmazo6 gyulladasos citokineknek kdszothieam és Ferrell 1991)13. abra). A CGRP
elsssorban a szinovidlis értagulat, 6déma Kélgs és az artritiszhez kapcsolt fajdalom,
hiperalgézia (fajdalom kiiszdb csdkkenés) kialaldbaas jatszik szerepet (Fernihough és
mtsai., 2005). A spontan fajdalom, az allodynicazaa nem fajdalmas ingerekre kialakuld
fajdalomérzet, valamint a hiperalgézia az embeiileiz gyulladasos betegségek minden
fajtajanak jellemé& tlnetei. A nociceptorok aktivacidjat eés/vagy szeracidjat a
felszabadulé gyulladdsos mediatorok, mint pl. pmotq lipoxigendz termékek,
prosztaglandinok és a bradykinin idézhetik. eéA SP és a CGRP a periférian és szenzoros
neuronok gerincvél centralis végédésein hatva egyarant szerepet jatszanak a nombepc
is. A kronikus izlleti gyulladas és a kdvetkezménfggdalom tehat nagyon komplex, sokrét
folyamat eredménye, amelyben a szenzoros-immurnraka®k rendkivil fontosak: a
tachykininek stimulaljadk a gyulladdsos sejtekebhedbliik felszabaduld mediatorok viszont

kulonféle mechanizmusokkal aktivaljak, szenzitizkla nociceptorokat.
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Arra is van azonban irodalmi adat, hogy mas, ugyakicaz aktivalt szenzoros
idegvégsddésekidl felszabadulé neuropeptidek kisérleti korulményabzott gatoljak a
kronikus izuleti gyulladas kialakulasat. llyenekdail az opioid peptidek (Parsons és mtsai.,
1990), a galanin (Heppelmann és mtsai., 2000),&@GAP (Delgado és mtsai., 2003). Sajat
kisérleteink mas modellekben, érben és a légutakban é&wrban a kapszaicin-érzékeny
rostokbdl felszabadul6 szomatosztatin gyulladaégés$l antinociceptiv hatasaira iranyultak
(Helyes és mtsai., 2003). Szamos bizonyiték vam, dnogy az iziletbe adott SOM
fajdalomcsillapitd hatassal rendelkezik és hatékangstkkenti a gyulladasos folyamatokat
artritiszben szenvéd betegekben (Fioravanti és mtsai., 1995). izileyullgdas
vonatkozasdban tehat a kapszaicin-érzékenyidag-végsdésekbl felszabaduld mind
gyulladaskeli, mind gyulladasgéatlé hatasu neuropeptidek patubgiai jelentségére is
vannak irodalmi adatok.

A krénikus izlleti gyulladasos betegségek jelentetipiaja elésorban a tiinetek enyhitésére
szolgal. igy kezdetben nem-szteroid tipust gyuBadékkerdk/fajdalomcsillapitok
javasolhatok, mig éfehaladottabb betegségben szteroidokpld@saz immunszupressziv
hatasu bazisterapias gyogyszerek (methotrexatiniefhid) adandok. Ezen gyoégyszerek
viszont sulyos gasztrointesztinalis, rendlis és dtefdgiai mellékhatasaik miatt évatossagra
intik a kezeborvost, tovabba nem minden beteg reagal kigiégiezekre a farmakoterapias
beavatkozasokra. Napjainkra egyre elterjedtebb cdodpni terapia, melynek célja, hogy
megakadalyozza specifikus citokinek (THEF4L-1p3) termebdését, hatdsait, a gyulladasos
sejtek proliferaciojat, rikodéseét, és igy visszaszoritsa a gyulladasos fayanogressziojat,
az izllet tovabbi karosodasat (Disease Modifyingi-Rimeumatoid Drugs: DMARDS). Bar
ezek a szerek valoban jelésen csokkentik a progressziét, alkalmazasuk soAn a
immunrendszer gyengilése miatt fokozott deftiés veszéllyel és fakultativ patogén
korokozokkal tortéé infekciokkal kell szamolni, valamint hosszutavon naasodlagos
malignitasok kialakulasanak magasabb kockazatazéenato ki (Feldmann és mtsai., 2005).
E betegségcsoport kezelése tehat korantsem megatdoegyetlen olyan gydgyszer sincs
forgalomban, amely hatékonyan tudna gatolni a ggdiéos folyamat neurogén komponensét
(Helyes és mtsai., 2003).
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2. Anyagok és modszerek:

2.1. Kisérleti allatok

A. Patkanykisérletek

A kisérleteket him Lewis patkanyokon (Charles Rivétd., Budapest, Magyarorszag),
tenyésztésiuk intézetlink allathazdban tértént 24226n, standard ragcsalétappal és vizakl
libitum ellatva.

B. Egérkisérletek

Kisérleteinket az ék6 fejezetben ismertetett him 20-25 g sulyd, C57Blészskbl

kifejlesztett TRPV1 receptor génhianyos egerekemtriollként pedig ezek vad tipusu
megfelebin végeztik.

Mindkét alkalmazott kisérleti eljaras eleget tettélatkisérletek végzesrszolo 243/1998
(XII. 31.) szamu kormanyrendeleto@lasainak, és megfelelt a fajdalom tanulmanyozasara
létrehozott nemzetkdzi tanacs javaslatainak (Zinmnaemn, 1983). A kisérleti protokollokat a

Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkietikai Bizottsaga is jovahagyta.

2.2. A kronikus izilleti gyulladasmodell

A kronikus izuleti gyulladast komplett Freund adjugsal (elolt Mycobacterium
paraffinolajos szuszpenzidja, 1 mg/ml) valtottulk{atkanyban 10@l, egérben 5@ s.c. a
bal talpba és a faralbe). A szisztémas tunetekoségitésére a farakie adott injekciét a
kovetked napon megismeételtik, ezt tekintettilk a kisérlgt ehpjanak. A CFA hatdséara az
injekcio oldalan sokkal kifejezettebb, de az elldafon is megfigyelhét gyulladasos
reakcié alakul ki a tibiotarzalis izlletekben, aye¢l szisztémas gyulladasos tlnetek
(testtbmérséklet-emelkedés, étvagytalansag, testsulycaékkebagyadtsag) kisérnel
CFA adasaval a szervezet immunvalasz-készsége |&livaid, a baktérium sejtfaldban
talalhaté muramil-dipeptid aktivalja a makrofagokat a dendritikus sejteket, amely IL-12,
IL-6, TNF-aJJ0 , IFN-y fokozédd termeléséhez vezet. Ennek hatasara poéks T-
limfocitak aktivalédnak, elssorban T-helperl (Th CD4+) iranyba differencidlodnak és
limfokineket termelnek. Az adjuvans alkalmazasanhklyén a sajtos granuléma
kéepzdéseért a makrofagok fokozott meéfiekantigén-feldolgozasa feted, a kronikus

poliartritisz kialakulasaban CD4+ T-sejt klonok igktédasa jatszik szerepet (Joe és Wilder
1999).
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2.3. Allatcsoportok, kisérleti protokollok

A. Patkanykisérletek

A kisérleteinkben 4 allatcsoportot képeztiink, mandégy allatcsoportban a fent leirt médon
valtottuk ki az izlleti gyulladast.

A kapszaicin-érzékeny afferens szenzoros rostolepgeek vizsgalata céljabdl a patkanyok
egy csoportjat a TRPV1 agonista RTX-szel kezeltitk amely ezen éfizdeg-végddések
hosszantartd karosodasat okozza. Aketelés soran 3 egymast kdvetapon 30, 70 és 100
pg/kg RTX-et adtunk az allatoknak s.c. a ny@khla, az akut hatasbol adodo sadwenyek
kivedésére minden alkalommal az RTXteR0 perccel i.p. terbutalin-teofillin-atropin kit

is injektaltunk. Az izlleti gyulladast 7 nappal &Bb valtottuk ki. Az RTX deszenzibilizacié
sikerességének ellérzésére a kisérlet megkezdéséttekelvégeztik kapszaicin szembe
cseppentésével (50 0.1%-o0s kapszaicint) a wiping (szemtorlési) tesfiWelk és mtsai.,
1984), az elharitd rekcié minden altalunékelzelt allatban hianyzott.

A patkdnyok masik csoportjanak a kapszaicin-érzgkétegvégddées aktivaciojaval
felszabadulé szomatosztatin szerepének vizsgaladdrasst receptor antagonista ciklo-
szomatosztatinnal (C-SOM) kezeltik az allatokaiomég 21 napon keresztul (a@/kg i.p.).

A kovetked kisérletsorozatban a patkanyokat a szintetikusapeptid sstsst agonista TT-
232-vel kezeltik a teljes kisérlet alatt (2x50-40@/kg/nap i.p.), a kontroll csoportban
oldoészert alkalmaztunk. Az alkalmazott dozistartogtaelzetes in vitro és in vivo
kisérleteink alapjan valasztottuk (Helyes és mta8i01; Pintér és mtasi., 2002)

B. Egérkisérletek

A kronikus izuleti gyulladasos kortlmények kozott BRPV1 receptor lehetséges
aktivalodasanak vizsgalatara mind a TRPV1 recegpéohianyos mind a vad-tipusu allatok
egy-egy csoportjat (n=8-12/csoport) az adjuvanslésznapjatél fogva minden nap a teljes
kisérleti periodus alatt az alabbi anyagok valarmkélel kezeltik. A vizsgalt vegyileteket
azért valasztottuk, hogy a TRPV1 receptor aktijabién szerepet jatszé lehetséges
mediatorokat azonositsuk.

A lipoxigenaz enzim termékek TRPV1 aktivalasabatolb@tt szerepének vizsgalatara egy
allatcsoportot nor-dihidro-guarénsavval (nor-ditorduaretic acid, NDGA), egy nem-
szelektiv lipoxigenaz-inhibitorral kezeltiink 25 g/hap dozisban intraperitonedlisan (ip.)
(Chacur és mtsai., 2001).
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A masodik allatcsoportot a bradykinin lehetségesnsitivizald hatasanak kimutatasara
bradykinin Bl receptor antagonista desArgHOE-140-kerreira és mtsai.,, 2001), a
harmadikat pedig a bradykinin B2 receptorat blokkélOE-140-nel kezeltik (Wirth és
mtsai., 1999) (mindkeitesetben 25Qg/kg/nap ip.).

A negyedik csoport egerei indometacint (1 mg/kg, iegy nem-szelektiv ciklooxigenaz
enzim gatlét (Gauldie és mtsai., 2004) kaptak doodigendz enzim termékek lehetséges
TRPV1 receptor aktivaloé és szenzitivizalé hatasanasgalatara.

Az egyes kezelt csoportok kontrolljaul napontadi@gias soval i.p. kezelt csoport szolgalt.
A CFA-t, desArgHOE-140-et, HOE-140-et, NDGA-t, indetacint a Sigmatdl (St. Louis,
MO, USA), az altatds soran hasznalt Nembutalt (Blagbarbital) a Servatdl (Heidelberg,
Németorszag) szereztiuk be. Az indometacint 5%-o0810\&-ban oldottuk fel, majd
fiziolégids sooldattal higitottuk tovabb. A desAiQH-140, a HOE-140 és az NDGA
torzsoldata 96%-0s etanollal készllt, a végddat 10% torzsoldatbol, 85% fizioldgias
sooldatbol és 5% Tween 80-bdl allt.

2.4. Vizsgalati médszerek

A. A labtérfogat mérése

A labak térfogatat Ugo Basile 7140 pletizmométermradrtik, amely a kézlekéddények
elve alapjan nikodo készulék. Az allat hatso labat a bokaizilet feddiite meghatarozott
jelig egy folyadékkal teli hengerbe meritettik. Ehha hengerhez csatlakozik egy masik
folyadékkal teli henger, amelyben egy transzducetala bemeritésekor bekdvetkez
folyadék-kiszoritast érzékeli. A térfogatot tiren olvastuk le a digitalis kijedzsl, a kisérlet
2.,5.,8.,12.,15.,18., 21-adik napjan, a meérésiakaddata kezdeti értékekhez viszonyitottuk és

az 6démat szazalékban fejeztiKld. abra)
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14. abra.Labtérfogat mérése Ugo Basile pletizmométerrel
B. A talp érintési érzékenységének mérése

A talp mechonociceptiv kiiszobének meghatdrozds& Bgsile dinamikus plantaris
eszteziométerrel végeztik, amely a klasszikus vay Fddszer digitalizalt valtozata. A
vizsgalat alatt az allatok szabadon mozogtak egydésra helyezett kamraban, amelyben a
méréseket egy 10-15 perces szoktatasi periddus wéigeztik. A mozgathatd stimulator
egységhez csatlakoztatott tikor segitségével &tapp$ régidja egy rozsdamentes acélbol
készilt tompa tlskével alulrél ingereltbietlozetesen beallitott dinamikai paraméterekkel.
Patkanyok mérésekor a maximali$lefejtést 50 g-ra, az ékifejtés novelésének sebességét
(ramp) 10 g/s-ra, egerek esetében a maximaisagist 10 grammra, azébatas nbvekedeési
dinamikajat 2 g/s-ra allitottuk be. A készulék thdjs kijelz6jén grammban leolvashat6é az a
kiiszobérték, amelynél az allat felemeli a [gd&t abra)

Ep patkanylabon ez a stimulus alagest nem fajdalmas, a kiiszobérték érintési érzékgnysé
kiiszébnek tekinthét Egérben ezzel szemben ez intakt allapotban is@mniajdalmas ingert
jelent, tehat az elharit6 reakcio a mechanonodicégiszobot jelzi. Minden eredményt 3
egymas utani mérés atlagabol szamoltunk, a mechidikzob valtozasat (patkanyban
allodynia, egérben hiperalgézia) a sajat kezdatkbez viszonyitott szazalékban fejeztik ki.
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15. abra.Talp érintési érzékenységének meghatarozasa Udle Basamikus plantaris
eszteziomeéterrel

C. Szovettani metszetek készitése és értékelése

Az allatok pentobarbitallal (Nembutal) tortéraltatasat kovéen cervikalis diszlokaciot
végeztink, majd a tibiotarzélis izuleteket kimetiide A mintdkat ezutan formalinban
fixaltuk, majd 8 o6ran keresztll Algbt, hangyasavat és sésavat tartalmazé oldatban
dekalcinaltuk 4°C-on (Schwab és mtsai., 1997). Am#z izlletek megfelétn felpuhultak,
Sorensen-féle foszfat-pufferben 8 6ran at mostud§dmegint 8-8 oraig 4°C-on szachar6z-
oldatokban dehidraltuk. Végul a mintakat paraffidiggaztuk, majd mikrotommal 5¢n-es
szeletekre vagtuk és hematoxilin-eozin eljarassapfastettik. Az egyes iziletek 4-5
kilonbod rétegéBl készilt metszet, hogy atfogobb képet kapjunk zdetben lezajlott
elvaltozasokrol.

A gyulladasos elvaltozasokat egy kisérletadhkiiiggetlen tapasztalt patolégus kolléga
értékelte. A szemikvantitativ pontozasanovidlis kafszévet megvastagodasa, leukocitas
Mind a négy paramétert 0-t6l 3-ig terfedkalan pontoztunk, ahol O=normalis, 1=enyhe,
2=mérsékelt, 3=sulyos mériekelvaltozas az intakt mintdkhoz viszonyitva. Az egy
pontokat 6sszeadtuk, igy minden mintara, ezaltalden csoportra, egy 0sszetett artritisz
pontszamot kaptunk mely érték 0 és 12 kozé eshétethz egyes csoportok megfélel

ertékeit oszlopdiagramon abrazoltuk (Weinberg ésaimt2003).

D. A plazma szomatosztatin koncentracidjadnak meghafsa

A plazma szomatosztatin-sé@mmunreaktivitasat RIA modszerrel hataroztuk migriieth
€s mtasai, 1996, 1998). A kisérlet végeén, 21 nappaFA-injekcié utan, 12 oras €heztetést

koveten patkanyonként 4 ml vérmintat vettiink sziv pudkai mély altatasban EDTA-t és
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aprotinint tartalmazé jégbétott csévekbe. Centrifugalast kogeh a plazmék
peptidtartalmét abszollt alkohollal extrahaltukjomadsodik a centrifugalas utan a feltuluszét

nitrogén aram alatt beszaritottuk és RIA-pufferbisszaoldottuk.

E. Statisztikai értékelés

Az 06déma, allodinia/hiperalgézia eredmények értidador csoportonként n=6-12 allat
atlagtSEM értékeit abrazoltuk. A statisztikai elésiz két utas ANOVA-t kovéen
Bonferroni-féle maodositott t-tesztet hasznaltunkz Bsszetett artritisz score abrazolasa
oszlopdiagram modszerrel tortént. A statisztikanetést ebben az esetben és a peptid-
koncentraciok osszehasonlitasakor nem-parametrMasn-Whitney U teszttel, végeztik.
Minden esetben *p<0.05 és **p<0.01.
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3. Eredmények

3.1. A KAPSZAICIN-ERZEKENY ROSTOK ES A BEL OLUK
FELSZABADULO SZOMATOSZTATIN SZEREPE, ES A TT-232
HEPTAPEPTID HATASA KRONIKUS I[ZULETI GYULLADASOS
PATKANYMODELLBEN

A. RTX-elékezelés és C-SOM hatasa a labduzzadasra

Kontroll, elbkezeletlen allatokban a CFA-val kezelt lab fokogatoduzzadt, a 8. napon elérte
a maximélis 60%-ot, a térfogat 0.73+0.02 *emil 1.18+0.13 cm-re novekedett. Az
ellenoldali labon kisebb mérték csupan 16-18% 6déma volt tapasztalhatdé. A kagpszai
erzekeny afferens rostok RTXékkzeléssel torténinaktivacioja utan az 6déma a teljes 21
napos kisérleti peridédus alatt nagyobb volt, bkilldnbség a masodik hét utan mar nem volt
minden mérési pontban szignifikdns. A duzzadasbtZokendencia az ellenoldalon is lathato,
de ott a kis 6déma értékek miatt szignifikans ékarem tapasztalhatd. A naponta alkalmazott
C-SOM injekcid, amely a szomatosztatin hatasaitdnan 6t sst receptoron gatolja, az RTX-

elokezeléshez hasonl6 mértékben fokozta a labduzz@diasibra)

100 -
| *
90 -
80 -
= i AT Kezelt lab:
\o \
< 704 - —e— Oldoszer
P J —_— —n— C-SOM
*_C.cg 60 ] —A— RTX-deszenz.
N 50 -
N |
= 404
\(C T
- 30 ] Ellenoldali lab
20 \Q/ —o— Oldoszer
] \é —% —o—c-som
104 —A— RTX-deszenz.
0

CFA-adas utan elteltid 6 (napok)

16. abra.RTX-elokezelés és C-SOM kezelés hatasa a CFA-val kivddtottuzzadasra
(atlagtSEM; *p<0.05, **<0.01 vs. kontroll).
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B. RTX-elokezelés és C-SOM hatasa a mechanikai allodiniara

Az oldészerrel kezelt kontroll csoport esetén ahmeonociceptiv kiiszob a CFA-val kezelt
labon jelenésen, mintegy 25-30%-kal csokkent, mig az ellenolidddon csupan 5-7%-kal.
Az RTX-elbkezelés és a C-SOM-kezelés egyarant mindkét labigmikansan névelte az

allodiniat a teljes 21 napos kisérleti periodust4ler. abra).

CFA-adéas utan eltelt id 6 (napok)
0 2 5 8 12 15 18 21

0 1 1 1 1 1
88
35 o
25 -15-
£ = -20- }
38 25 \+\
8w -30- T——0—
S g .35 I
© *

SN -40- *\$**** A
o= 1 — 1* 1
=S -45- j

-50- —eo— Oldészer 1

-551 —a—cC-som

-60-d —A—RTX-deszenz.

CFA-adas utan eltelt id 6 (napok)

Mechanonociceptiv kiiszéb
valtozasa a kezeletlen labon (%)

-404 —o— Oldoszer
1 —o— C-SOM
—A— RTX-deszenz.

17. dbra. RTX-elbkezelés és C-SOM kezelés hatasa mechanikai aléwdifi\) a CFA-val
kezelt és (B) az ellenoldali labgatlagtSEM; *p<0.05, **<0.01 vs. kontroll).

52



C. RTX-elékezelés és C-SOM-kezelés hatdsa a CFA-val kivaltotszovettani

elvaltozasokra

A szovettani metszeteken a normal izlleti struktgirél8 a. abra) 6sszehasonlitva lathato,
hogy a CFA-val kezelt patkanyok baloldali izliletéhcsolja az egyre novekvszinovialis
pannusz. Az izuleti Ureg kiszélesedett, a szinsvidlivszovet mononukleéris sejtekkeirén
infiltralt, a porcszdvet nagymeértékben lepusztut ébteljes, massziv csontkarosodas
figyelhetb meg (18 b. abra. Az ellenoldali izliletekben kisebb meéniélgyulladasos
elvaltozasok lathatok, porc-és csontkarosodasddérritelentkeztek, a mononuklearis sejt-
infiltracid jelentsen enyhébb, néhol a szinovialis szévet megvastdigod

Az RTX-szel ebkezelt és C-SOM-kezelt patkanyok bal tibiotarzdlisiletében a CFA
hatasara sokkal kifejezettebb szinovialis hipeiplazetteljesebb megvastagodas és
mononuklearis sejtes infiltracio, valamint nagyoirtértéki porckarosodas és éeehaladt
csontpusztulas lathat¢l8 c-d. abrak) Mindkét csoportban az ellenoldali izlletekben
tapasztalt gyulladasos karosodasok is sokkal intebbek.

A flggetlen patologus segitségével toétdaemikvantitativ elemzés és az ez alapjan készitet
artritisz pontszam eredményei is alatdmasztottagy hmind az RTX-dlkezelés, mind a C-

SOM-kezelés szignifikansan sulyosbitotta az izigetilladas{19. abra).
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18. abra. Szovettani metszeteknelyek bemutatjak (A) egy ép tibiotarzalis
patkanyizilet szerkezetét, (B) egy gyulladt tibipédis izllet képét 21 nappal az
i.pl. és a farokibe torté CFA-injekcio utan, (C) egy CFA-val kivaltott attsz
képét RTX-ebkezelés utan, és (D) egy C-SOM-kezelt patkany gytllziletét.
HE festés, 200x-0s nagyitas; [szin]: szinovium; farc.
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[l xoNTROLL
/)] RTX-ELOKEZELT
12 *% D C-SOM

10

*k **

OSSZETETT ARTRITISZ PONTSZAM
o
1

. ]

INTAKT CFA-KEZELT ELLENOLDALI

19. abra. A tibiotarzalis iziiletek szemikvantitativ szoveitértékelése p<0.05, *p<0.01
vs. kontroll, Mann-Whitney U-teszt).

Ve

A plazma SOM-szérimmunreaktivitasa a CFA-injekciot kovein folyamatosan emelkedett,
a 21. napra elérte a négyszeres, maximalis értBketkoveten csokkenni kezdett és a 30.
napra a maximalis érték felére esett vissza. Az RRbKezelés a gyulladas soran todén

SOM felszabadulast szignifikansan csokkentettezalis szint nem valtozof20. abra)

26 [ ] Kezeletlen

244 CFA-kezelt *%
224 Il RTX- eldkezelt

20-
18+ *%

16- +
14 - 1 ++

12 - *
104

Plazma SOM-s zerii IR (fmol/ml)
>(.

|
Bazalis 5 10 21 30 Napok

20. abra. Plazma szomatosztatin-sgéeimmunreaktivitdsanak (IR) valtozasa kronikus
artritiszben (atlagzSEM; *p<0.05, **<0.01 vs. bagal+p<0.05, ++p<0.01 vs. CFA-kezelt;
Mann-Whitney U-teszt).
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E. TT-232-kezelés hatdsa a CFA-val kivaltott labduzadasra, a gyulladdsos mechanikai

allodiniara és az izileti szovettani elvaltozdsokra

A TT-232 (2x50-400ug/kg/nap i.p.) dozisfudgg moédon csokkentette a CFA-val kivaltott
lab6démat, a legnagyobb dozis 50%-0s gatlast okazOFA-val kezelt [abof21a. abrg. A
kontroll csoportban meért kb. 30%-0s mechanikai dailigat a nagyobb TT-232 dozisok

kivédték, $t, meglep mddon kiszdobemelkedést okoztdkllf. dbra). Az ellenoldalon a
duzzadas és a hiperalgézia teljesen miedsa napi kétszeri 200 és 4Q@/kg kezelés
hatasara, a 100g/kg is a legtdbb mérési pontban szignifikans gagéedmeényezett.

A napi 2x400ug/kg i.p. TT-232-vel kezelt patkanyok tibiotarzaliilete jelertisen enyhébb
gyulladasos jeleket mutatott. A szinovialis duzzana limfocita-akkumulacio és a
porcdestrukcié csokkent, csontkarosodas egyaltaédn jott létre(22 a-b. dbra) Mindezt
alatamasztja az Osszetett artritisz pontszam iglyamindkét 14bon szignifikAnsan kisebb
volt, mint az olddszerrel kezelt kontroll csoporil§d2 c. abra) A kisebb dozisok is csokkent

szinovialis megvastagodast €s mononuklearis seftiisaciot eredményeztek.
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21. abra. A TT-232 hatasa a CFA-val kivaltott (A) labduzzadé és (B) gyulladasos
mechanikai allodiniara a CFA-kezelt oldalon (&tIS§M; *p<0.05 vs. sst’* csoport).
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- KONTROLL

[ ]TT-232 (2 x 400 pg/kg/nap)

OSSZETETT ARTRITISZ PONTSZAM
A
1

N —

INTAKT CFA-KEZELT ELLENOLDALI

22. abra. (A) Oldoszerrel és (B) napi 2x4Q@y/kg i.p. TT-232-vel kezelt patkany gyulladt
tibiotarzalis izlleteinek szovettani képe 21 nagzai.pl. és a farokbe torté CFA-injekcid
utdn (HE festés, 200x-0s nagyitas; [szin]: szinoviyp]: porc). (C) Szemikvantitativ
szdvettani értékelés <0.05, **p<0.01 vs. olddszer).
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V4

A teljes kisérleti periodus alatt napi kétszer injektalt TT-232 dozisfigg moédon gétolta a
plazma szomatosztatin-sderimmunreaktivitasanak CFA-val kivaltott emelkedésé

legnagyobb dozis a bazalis értékre csokkentettematosztatin koncentraci(#3. abra)

[ ]Kezeletlen
26+ CFA-kezelt
24 Il CFA + TT-232-kezelt

1 **
221 **

20 T
18

164
14
12
10
g
6
4
2]

Plazma SOM-szer ( IR (fmol/ml)

BAZALIS 100 200 400
TT-232 (ug/kg i.p., 2 x/nap)

23. abra. A plazma CFA-val kivaltott szomatosztatin-szégnmunreaktivitasdnak (SOM-IR)
valtozasa tartos TT-232-kezelés hatasara (atlagxSEM0.05, **<0.01 vs. kezeletlen
csoport,’p<0.05,""p<0.01 vs. CFA-kezelt csoport).
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3.2. A TRPV1 RECEPTOR SZEREPENEK VIZSGALATA KRONIKU S
ARTRITISZ EGERMODELLJEBEN

A. CFA-val kivaltott labduzzadas, mechanikai hiperdgézia és szovettani elvaltozasok
TRPV1"* és TRPVI" egerekben
C57BI/6 TRPV1" egerekben a kezelt oldalon a labduzzadés folyasaatnovekedett, a 16.

napon elérte a maximalis duzzadast (130%-0s duzzandindulasi értékhez képest), az
ellenoldali 1&bon kisebb 6déma alakult ki (30%). TRPV1" egerek esetében mindkét
oldalon az el mérési naptdl kezaloen mindvégig szignifikAnsan kisebb duzzadas alakult
ki a teljes kisérleti periodus alatt (maximum 80%cdmzzanat a kezelt és 15% az ellenoldali
labon)(24. abra).

—e— VAD (KEZELT) —O— VAD (ELLENOLDALLI)
—=— TRPV1 KO (KEZELT) —— TRPV1 KO (ELLENOLDALI)
;\? * *% *
=140 |
~m 120 : . "
& X100 { **
b 80 | L /
60 -
= S
N 40 - . * (}\
= | ___é /§' - 0
L e e e
~ .20 ————
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

IDO (NAPOK)

24. abra. CFA-val kivaltott labduzzadas vad és TRPWHgerekben (atlag+SEM; *p<0.05,
**<0.01 vs. TRPV1"" (vad) csoport).

A mechanonociceptiv kiiszob a vad-tipusu allatokn&FA-val kezelt labon 45-50%-kal
csokkent, mig az ellenoldalon csupan 10-15%-osraigézia alakult ki. Ezzel szemben a
TRPVI™ egerek kiiszobe csak 30-35%-0s csokkenést mutatdtbzelt labon, mig az

ellenoldalon nem jott Iétre hiperalgé%ib. abra).
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25. abra. CFA-val kivaltott mechanikai hiperalgézia mértékad és TRPVL egerekben
(atlag+SEM; *p<0.05, **<0.01 vs. TRPV1 (vad) csoport.)

A szdvettani metszeteken az ép izlileti szerkez@beh. abra)dsszehasonlitva a vad egerek
CFA-val kezelt tibiotarzalis iztleteiben nagymétigzdveti karosodas és pannuszkelés
figyelhetb meg. Az izileti Ureg kiszélesedett, a szinovidi#oszovet mononuklearis
sejtekkel értin infiltralt, a porcszévet nagymértékben lepuszédtjelents csontdestrukcio
lathat6 (26 b. abra) A TRPVI™ egerekben jeleisen kisebb mértékporcdestrukcié volt
tapasztalhatd csontkarosodas nélkil, valamint aos@lis szovet megvastagodasa eés
mononuklearis sejtekkel torténnfiltraltsaga is valamivel enyhébb volt, éblmdodoan az
dsszetett artritisz pontszam szignifikdnsan alagaioim volt a TRPV1 receptor génhianyos
egércsoportban (7,8 + 1,1 vs. 4,6 + X2 c-d. 4brak)
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N TRPVL
104 [ JTRPVL™

Osszetett arthritisz score

26. abra. (A) Intakt és (B) CFA-val kezelt vad és (C) TRPVZgerek bal (kezelt)
tibiotarzalis iztleteinek szovettani metszete (Hestds, 200x-os nagyitas) eés (D) a
szemikvantitativ pontozasp<0.05, **p<0.01 vs. vad).

B. A desArgHOE-140, HOE-140, az NDGA és az indometm hatdsa a CFA-val
kivaltott labduzzadasra, hiperalgéziara és szovetlvaltozasokra vad-tipusi és TRPVT

egerekben
Vad egerekben a bradykinin Beceptor antagonista desArgHOE-140 nem volt sfikgms

hatassal sem a CFA-indukalt 6démara, sem a medidngeralgéziara, és nem befolyasolta
jelentbs mértékben az Osszetett artritisz pontszamot s&mbradykinin B receptor
antagonista HOE-140 ezzel szemben 30-40%-o0s gatksrott az 6démaban és a
hiperalgézidban is a teljes kisérleti periodug,adasztvettani 6sszpontszamot pedig 55%-kal
csokkentette. A nem-szelektiv lipoxigenaz gatlé ND@0-50%-0s, mig a ciklooxigenaz-
gatlé indometacin 60-80%-0s gatlast okozott a gylkos hiperalgézidban. Az 6démét az
NDGA 25-30%-kal, az indometacin 40-55%-kal csOkk#et(27 a-b.abrak), az artiritisz

pontszamot mindkét anyag szignifikansan, 40%-kal 6&86-kal gatolta (28. abra)
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27. abra. Lipoxigenaz- és ciklooxigenaz-gatlé vegyileteklamaint bradykinin B és B
receptor antagonistdk hatasa a CFA-val kivaltojtl@hduzzadéasra és (B) hiperalgéziara vad
egerekben (atlagzSEM; *p<0.05, **p<0.01 vs. vaddsiderrel kezelt csoport).
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28. abra. A vizsgélt anyagok hatdsa az 6sszetett artritistgzamra egerekben (atlag+SEM;
*p<0.05, **p<0.01)

A TRPV1" csoportban az NDGA és a HOE-140 nem befolyasofyikeyyulladasos tinetet
sem. A bradykinin B1 receptor antagonista desArgH@B kezelést elhagytuk a knockout
csoportban miutan a vad allatokban sem fejtetekirilyen statisztikailag mérkiehatast.
Az indometacin viszont itt is 50-60%-kal csOkketdgetn hiperalgéziat, 20-30%-kal az
odémat. A vad allatokkal ellentétben az indometaciFRPV1™ egereknél nem csokkentette
az 6démat a kezelés kezdeti szakaszaban, &7eddntss gatlas a CFA-adast kovell.
napon (30.07%) volt megfigyelltet Kébb mind a duzzadas gatlo, mind az
antihiperalgetikus hatasok kisebbek voltak, mintad tipusu csoportbaf29 a-b. abrak)
Gyulladasos szovettani elvaltozast nem tapasztalftRPVI~ egerekben az NDGA és a
HOE-140 kezelt csoportokban az oldészerrel kezetickout egerekhez képest, mig az
indometacin kezelés 40%-0s Osszetett artritisz qzémh csokkenést eredményez@8.
abra).
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29. abra. Lipoxigenaz- és ciklooxigenaz-gatlo vegyuletedawaint bradykinin B és B

receptor antagonistak hatdsa a CFA-val kivaltojtiéhduzzadéasra és (B) hiperalgéziara

knockout egerekben (atlagzSEM; *p<0.05, **p<0.01 vad olddszerrel kezelt csoport).
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4. Megbeszélés, kovetkeztetések

Kronikus artritisz patkdnymodelljében a szérum samsetatin szintjiének mérésével
kozvetlen bizonyitékot szolgaltattunk, hogy a kapsn-érzékeny primér szenzoros neuronok
gyulladasos stimulusokkal aktivalodo periférias adegseilél szomatosztatin szabadul fel (4
szeres koncentracié mértied kiindulasi értékhez képest) és a szisztémandgesbe jut.
Heteken keresztll kimutathaté a plazmaban a tobbsete emelkedett szomatosztatin
koncentracié(20 4bra), amely a kapszaicin-érzékeny afferensek RToketeléssel tortén
inaktivacidja utan nagymeértekben csokken. Az RToketelés mellett is fennmarado 43%-0s
szomatosztatin szint emelkedés nem-neurdlis dredetlészitileg az immunsejteki,
szinovialis sejtekdl és/vagy az épen maradt szenzoros rostokbdl tHrgiszabadulasnak
koszonhet. Kronikus artritiszben valdsziteg a kulonb6é gyulladaskelh mediatorok
aktivaljak az izuletek kapszaicin-érzékeny affeegmslév receptorokat, ioncsatornakat.
Ennek kdvetkeztében SOM szabadul fel, mely a késhg jutva szisztémas gyulladasgatlé és
fajdalomcsillapité hatast fejt ki. A felszabadul@® funkciondlis jeleriiségét, azaz
szisztémas gyulladasgatlo és antinociceptiv haigaadlja, hogy a nem-szelektiv sst receptor
antagonista C-SOM-kezelés a kréonikus artritisz téiheaz RTX-ebkezeléshez hasonloan
sulyosbitja. Ezen eredményeink krénikus izlleti ligglasban is bizonyitjak tehat a
kapszaicin-érzékeny afferensek protektiv szerepét geuralis eredetSOM Aaltal kdzvetitett
endogén ellenregulaciés mechanizmust.

Gyulladascsokkeit hatasait valdszibeg (a) az afferens idegvégiesekibl torténs
gyulladaskeli neuropeptidek felszabadulasanak gatlasan (Helgesntsai., 2001), (b)
kozvetlenil az érfali endothelsejteken a vazodiiatdés a plazmaprotein kiaramlas
csokkentésén, valamint (c) a monocita/makrofag seed (Krantic 2000), a B- és T-
limfocitak proliferaciéjanak, citokin és immungldibu termelésének (Kolasinski €és mtsai.,
1992) gatlasan keresztil fejti ki. A SOM antihiggedikus hatasaban szerepet jatszhat még
az is, hogy gyulladasos koérulmeények kozott kozwetles gatolja a nociceptorok aktivaciojat
és szenzitizacidjat (Heppelmann és Pawlak 1997tdbaés mtsai., 2001).

A SP és a CGRP jelenlétét a bokaizlletben és a\salis folyadékban irodalmi adatok
igazoljak (Kar és mtsai., 1990). Gyulladas hatasapaptidek felszaporodnak az iziletben és
a megfeled hatsé gyoki ganglionban is (Ahmed és mtsai., 1p98degtobb SP és CGRP a
hats6 gyoki ganglionok B-tipusu kis neuronjaibéedsr vékonyan mielinizalt A0 és
mielinhiively nélkili C-tipusu rostjaibdl szarmaz{kcamse és mtsai., 1981) Ahmed és
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munkatarsai pedig beszamoltak arrdl, hogy a tibdies izilet kémiai vagy sebészi
denervécidja utan a CFA-val kivaltott SP- és CGRielgedés elmarad (Ahmed és mtsai.,
1995b). A szomatosztatint ugyancsak kimutattak adizélet kapszaicin-érzékeny
leirtédk artritiszben (Elhassan és mtsai., 2001)ikbmRTX-elokezeléssel a teljes szenzoros
idegveégddést inaktivaljuk, akkor nyilvanvaldan nemcsak a MO szisztémas
felszabadulasanak kiesésével kell szamolnunk, hamdokalisan kiaramlé gyulladask&lt
neuropeptidekével is. Bar kronikus artritiszben dnaz antiinflammatorikus SOM, mind a
proinflammatorikus SP és CGRP szerepet jatszanaédmeényeink alapjan ebben a
modellben a szomatosztatinnak van nagyobb jédége. A kordbban leirt akut neurogén
gyulladast modellhéz kisérletekhez hasonléan (Szolcsanyi és mtsai.3d,B9 Pintér és
mtsai., 2006) kronikus izuleti gyulladasban is @ak, hogy a kapszaicin-érzékeny
afferensekbl SOM szabadul fel és a keringésbe jutva gatloduddat fejt ki.

Szomatosztatin kéhelyet kimutattak az izlletben k&gzinovialis sejteken, limfocitdkon és a
szenzoros idegvégdéseken is (Carlton és mtsai., 2003). Az sst receptautoradiografias
vizsgalata igazolta e kéitelyek felszaporodaséat reumatoid artritiszben és iménunoldgiai
betegségekben (ten Bokum és mtsai., 1999 és 2@@0@pban minddssze egy receptor
altipusra vonatkozé irodalmi adat all rendelkezég® sst és sst receptorok szaméanak
jelenbs novekedését talaltdk az immunsejteken adjuvattiszes patkanyokban (ten
Bokum és mtsai., 1999). Eredményeinkkel 6sszhangiés munkacsoportok is azt talaltak,
hogy a szisztémas vagy intraartikularis SOM-injékaz izlleti gyulladas azonnali
mérsékbdéséhez vezet mind a CFA-val kivaltott kisérletdatidzben (Matucci-Cerinic és
mtsai., 1995; Corsi és mtsai., 1997), mind reundatoiritiszben szenvédbetegek esetén
(Fioravanti és mtsai., 1995). Mindezek alapjan aviS{@éretes lehet a kronikus artritisz
kezelésében, néhany perces plazma felezési idejgnésaz 6t sst receptorhoz valo &dése
kovetkeztében kifejtett széles mellékhatas-spekdrumatt azonban nem lehet potencilis
gyogyszerjel6lt. Stabil szintetikus szomatosztatanaldgok, elésorban nem-peptid
szarmazékok, amelyek gyulladascsokkers analgetikus hatasokkal rendelkeznek, azonban a
hormonszekréciokat gatlé mellékhatasokkal nemntifeumatikum-csoport kifejlesztésére is
lehetiséget nyujthatnak.

Ezekre az eredményekre alapozva a tovabbiakbarstgzst receptor agonista, endokrin
mellékhatasoktél mentes TT-232 hatasat vizsgaltuk krénikus izlleti gyulladas
patkanymodelljében. A labduzzadas kb. felére csiikle hiperalgézia pedig hipoalgéziava
valtozott napi 2x40Qug/kg i.p. TT-232 hatdsara. Ezzel az analdggal kedétokban a
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gyulladasos szovettani elvaltozasok is szamé#evmérsékidtek, csupan kismérték
pannuszképmés, gyulladdsos sejtes infiltrdcidé és minimalis rck@rosodéds volt
megfigyelhed, de csontszdveti pusztulas jelei egyaltalan nertatkoztak. A plazma SOM
koncentraciéjanak emelkedését, melyet a kronikudlapgas idézett 6| a TT-232-kezelés
dozisfugg mddon csokkentette. Ennek magyarazata az lehgy, agyulladasos folyamat
exogén szomatosztatin agonistaval tdst@atlasa csokkenti a szenzoros idegwéigsek

aktivacigjat, igy az endogeén ellenregulaciés meidmans gyengilését eredményezi.

Masodik izileti gyulladas vizsgalatara irAnyul6ékistsorozatunkban az eredetileg Lewis
patkanyban kidolgozott CFA-indukalta kronikus disd modellt egérre adaptaltuk.
Bizonyitottuk, hogy e modell jol tikodik ebben a fajban is, hiszen a CFA kezelés aidal
130%-0s labduzzadast és 50%-0s mechanikai ingaikiszsokkenést (hiperalgéziat)
tapasztaltunk a kezelésoul értékekhez viszonyitva. Az irodalomban, egessklszéles
korben hasznalt kronikus izileti gyulladas-modaell, kollagén-indukalta artritisz, nem
mukodik C57BL/6 egértérzsben a torzsek kozotti immagmi eltérések miatt (Lariviere és
mtsai., 2001). Mivel a TRPV1 egerek ezzel a hattérrel rendelkeznek, kisérkdtein
szilkség volt ebben a térzsben is létrehozhaté kwdrartritisz modell validalasara.

A TRPVI" egércsoportokban vizsgélva a CFA-induklta krésikaileti gyulladasos
elvaltozasokat és a kovetkezményes hiperalgézgitertelmien megallapithatdé, hogy a
kapszaicin-érzékeny éridleg-végsddésekre lokalizalédé TRPV1 receptor hianya mind a
kezelt, mind a kezeletlen oldalon jelésgn csokkentette ezeket a paramétereket.
Eredményeink szolgéltattak az &lsizonyitékot arra vonatkozdan, hogy a TRPV1 remept
fontos szabalyozd szerepet jatszik kronikus izulgyulladasban és mechanikai
hiperalgéziaban is. Ezt az eredményt alatamaszfjakton és Coggeshall adatai, akik
patkanyban CFA-val kivaltott kronikus gyulladas &ora TRPV1 receptorok szamanak
nagymértékd novekedését taladltak a wehively nélkili idegrostokon (Carlton és
Coggeshall, 2001). A TRPV1 receptor aktivaciéjaasdielszabadulé neuropeptidek efed
fokozzak a krénikus izileti gyulladas sulyossagat.

A CFA hatasara képds gyulladasos szovetekben nagy mennyiségben tédthel
mediatorok (pl. bradykinin, prosztaglandinok, liggenaz termékek, hisztamin, protonok,
nerve growth factor (NGF) stb. (Ferrel és Lam, )9%htal aktivalt TRPV1 receptorok P-
anyag és CGRP felszabadulasan keresztil tovablvahiki a kronikus gyulladasos
folyamatot. Ezek a gyulladask&lineuropeptidek fokozzak a plazma protein kiaramlast

értagulatot, valamint a gyulladasos sejtek stimd@Jat és citokinek felszabadulasat (Levite
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és Chowers, 2001). Serkentik tovabba a monocitédk-d kermelését (Brunelleschi és mtsai.,
(Lambert és mtsai., 1998). Kronikus gyulladas sa&@europeptidek tehat kozvétizerepet
jatszanak az immun- és idegrendszer kozo6tt (Lanésenitsai., 1998).

A kisérlet masodik részében azt vizsgaltuk, hogyR&®V1 receptort potencialisan aktivalo
gyulladasos mediatorok kozul melyeknek van legibkéberepe a kronikus izlleti gyulladas
tineteinek ezuton valé sulyosbitasabahz&les irodalmi adatok tanulmanyozasa alapjan a
gyulladasban felszabadul6 bradykinin, lipoxigenazi&looxigenaz enzimtermékek hatasait
vizsgéltuk. Fontos hangsulyozni, hogy nem arra wit kivancsiak, hogy melyik
gyulladdsos mediéator kiiktatdsa cstkkenti legnagyoiértékben a vizsgalt tiineteket, hanem,
hogy a szer vad csoportban kivaltott gyulladas adafomcsokkerdt hatasahoz hogyan
viszonyul a knockout allatokban kivaltott tlinetekayhity hatasa.

A lipoxigenaz enzim géatlé nordihidroguarénsavvalD@A) kezelt vad-tipusu allatoknal
szignifikans csokkenés alakult ki az izlleti gydia és fajdalomkiiszob tekintetében mar a
2. naptol (30-40%-al csokkentette a kialakuld 6déihetve 20%-al a hiperalgézia ertékeét).
Ezzel szemben a TRPV1 KO egereknél azonban a gwsitsokkerdt és antinociceptiv
hatds szinte teljesen hianyzott. Sejttenyészétekladrmazdin vitro adatok ezzel az
eredménnyel 6sszhangban igazoltak, hogy a lipogigemzim termékei, mint példaul a 12-
(S)-HPETE, a TRPV1 receptor citoszolikus részétivakak, amely arra enged
kovetkeztetni, hogy ezen lipidek lehetnek e recmatio természetes ligandjai (Hwang és
mtsai., 2000). Jeleim vivo funkciondlis eredményeink alatamasztjak ezt a&velst kronikus
izUleti gyulladas egérmodelljében.

Vad tipusu allatok esetében a bradykinin B2 receptdagonista HOE-140-nel naponta
tortéerd kezelés gatolta az 6déma és a mechanikai hiperal¢§@alakulasat, de a TRPV1
receptor KO egerek esetében nem valtotta ki ugyaaekatast. Ezek a megfigyelések
dsszhangban az in vitro irodalmi adatokkal azt tj@gka hogy az izlleti gyulladas soran
felszabaduldé bradykinin B2 receptorokon hatva sitiedfja a periférids szenzoros
idegvégddéseken l&y TRPV1 receptorokat (Shin és mtsai., 2002). Toladmi adat is
alatamasztja, hogy ez a receptor altipus szerafslif a TRPV1 receptor PKC altal toréen
foszforilaciojaban és kovetkezményes szenzitizdbep (Sugiura és mtsai., 2002). Ismert
tovabba, hogy a bradykinin B2 receptor felhalmokédiileti betegségekben, human
mintakban (Cassim és mtsai., 1997)

A bradykinin B1 receptor antagonista desArgHOE-h&0valé napi kezelés nem okozott

statisztikailag szignifikans géatlast a vad csopammtbsem az 6déma kialakulasdban, a
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szOvettani valtozasokban sem a hiperalgéziabanmt Ex@nhatjuk azt a kdvetkeztetést, hogy
a B1 receptorok nem jatszanak jetenkronikus izlleti gyulladasos korilmények kozott
egérmodellben.

A ciklooxigenaz enzimet gatlo indometacin jel&s#n cstkkentette (a vizsgalt anyagok kozul
a legnagyobb mértékben) az izileti gyulladast ésl@jard hiperalgéziat mind a vad tipusd,
mind a TRPV1 KO egereknél az olddszerrel kezeltpodhoz viszonyitva, de a gatlas
mértéke kisebb volt a TRPV1 receptor génhianyosekgesetében, kiléndsen a kronikus
gyulladas kezdeti fazisaban. Nagy mennyisaglat all rendelkezésre a prosztaglandinok
izUleti gyulladasban betoltott szerepével kapcbalat megndvekedett mennyisiég
prosztaglandin és tromboxan, Aermebdése volt mérhét a gyulladt iziletek izileti
folyadékaban (Sabata és mtsai., 1986). A proszaidgiaszintet csokkett nem-szteroid
tipusu gyulladasgatlo hatéanyagok gatoljak az alédgt, a plazma protein kiaramlast és a
leukocita funkciokat, etssorban a Thl és kisebb mértékben a Th2 limfocikisk €Hzvetitett
immunvalaszokat (Botting, 1999). Masrédzra prosztaglandin £és } kodzvetlentl
szenzitizalja a kapszaicin-érzékeny nociceptorokamyabba magas koncentracioban
kozvetlendl kivaltjak a P-anyag és a CGRP felszaldasdt ezeklil a neuronokbdl (Hingtgen

és Vasko, 1994). Jelen eredményeink alapjan elmaiadhthogy a gyulladt szoveib
felszabadulé prosztaglandinok a TRPV1 receptorvakisan/szenzitizalasan keresztil is
hozzajarulnak a gyulladasos ddéma fokozodasahoz.

A kapszaicin-érzékeny é&ileg-végsddésekre lokalizalodé TRPV1 receptor hianya tehat a
teljes idegvégadés inaktivalasaval ellentétben nem fokozta, hajpdemibsen csokkentette a
kronikus izuleti gyulladast és a kovetkezményesetailgéziat. Ennek a latszélagos
ellentmondasnak a magyarazata lehet az, hogy detiiaiferensekbl a gyulladaskett
tachikininek és CGRP, valamint a gyulladasgatlnsatosztatin mas receptorok/ioncsatornak
aktivacigjaval szabadulnak fel. A gyulladaskefteuropeptidek felszabadulasa valosldg
elsssorban a TRPV1 receptor aktivacidja kovetkeztéb@menik. E folyamatok hianya
TRPV1" egerekben jeleisen gatolja a gyulladast és kdvetkezményes hiperigig A SOM
felszabadulasadban ezzel szemben eredményeink ralapjészirileg mas mechanizmusok
jatszanak szerepet. Ezt az elképzelést alatdamaszgaény, hogy e szenzoros neuropeptidek
csak részben kolokalizaltan fordulnalkb &l kapszaicin-érzékeny afferensekben (Hokfelt és
mtsai., 1976), a szomatosztatin tartalmu wégseken lehetséges, hogy nem a TRPV1,
hanem pl. TRPAL, bradykinin receptorok, purinocepitcstb. expresszidja dominal.

A kronikus artritisz kialakulasaban jeléstszerepet jatszo neurogén gyulladasos komponenst

egyetlen jelenleg forgalomban t&gydgyszercsoport sem tudja megbizhatéan és hatékon

70



gatolni. Régota folynak vizsgalatok az ismert nate®id gyulladasgéatlokkal s az Ujabb
szelektiv ciklooxigenaz-2 géatlokkal (pl. coxibokdpcsolatban, amelyek a kezdeti elvardsok
ellenére nem hoztak terapias attorést. A szterogdalk olyan nagy dozisban képesek gatld
hatast kifejteni a neurogén gyulladasos folyamapkamelyben a szamos mellékhatas
veszélye miatt nem lehet tartos alkalmazasukkamne#d. Az utobbi években a reumatoid
artritisz kezelésében a gyulladas sejtes kompoirenkaté erélyes immunszupressziv és
citosztatikus hatasu szerek, valamint a biologiapias lehéségek (TNFe ellenes
monoklonalis antitest, szolubilis receptor) is hékek kezelési lehésegek koze, a sulyos
mellékhatdsok és a toxicitas azonban gatat szadlnaizhatosaguknak (Bingham 2008).
Rendkivil nagy szlikség van ezért Uj mechanizmumegal gyulladasgatlé/fajdalomcsillapitd
gyogyszerek kifejlesztésére, melyek lokalisan @p/vazisztémasan is alkalmazhatok.
Eredményeink alapjan két célmolekulat is azondsitét a TRPV1 ioncsatornat, valamint a

szomatosztatin sgést receptort. Szelektiv TRPV1 antagonistak, illetwd/sst agonista

s
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UJ EREDMENYEINK OSSZEFOGLALASA

1. Kisérleteink eredményeképp kijelenthetjik, hogyRPV1 receptor és a CGRP jelenléte
egyertelnti protektiv szerepet tolt be a szkleroderma patoar@zmusaban. CGRP receptor
agonistak pedig terapias lebséget jelenthetnek a szkleroderma kezelésébenshagiy de

természetesen a lehetséges mellékhatasokkal iokudall.

2. Elként bizonyitottuk, hogy a kapszaicin-érzéekenyigeg-vegddések kronikus izileti
gyulladasban protektiv szerepet jatszanak &lidel felszabaduld és keringésbe jutd

szomatosztatin kozvetitésével.

3. A stabil, szintetikus heptapeptid 4s$t receptor agonista TT-232 hatékonyan gatolja a
kronikus izilleti gyulladast (duzzadast és szoOvettedrosodast egyarant), valamint a
gyulladdsos mechanikai allodiniat, ezért igérejeselspektivat jelenthet gyogyszerfejlesztési

szempontbdl is.

4. Bizonyitékokat szolgaltattunk, hogy a kapsza@irekeny afferenseken expresszalodo
TRPV1 ioncsatorna ésorban bradykininnel és prosztaglandinokkal tdrt&renzitizacioja és
lipoxigenaz-termékekkel tortén aktivacidja kovetkezményeképpen -az idegwégs
egészevel ellentétben- fokozza a krénikus izulgtillgdast és allodiniat. Ennek alapjan
szelektiv TRPV1 receptor antagonistak ugyancsa&kbaty, Uj farmakoterapias leliseget

nydjthatnak artritisz kezelésére.
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