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1. Bevezetés

1.1. Fajdalom, gyulladas és az immunrendszer
A fajdalom az egyik leggyakoribb panasz, amivel az emberek orvoshoz fordulnak(1). A legtobb
esetben a kivatld ok kezelésével megsziintethetd, mégis az esetek 10-20%-aban krénikussa
valik(2). A jelenleg haszndlt fajdalomcsillapitdk (nem szteroid gyulladdscsokkentdk: nonsteroid
anti-inflammatory drugs, NSAID, opioidok és adjuvdns analgetikumok) nem hatdsosak minden
esetben, a hoszzU tavu alkalmazds pedig szdmos mellékhatassal jar(3). A krénikus fajdalom
szamos esetben (autoimmun) gyulladdsra vezethet6 vissza, illetve a kozponti idegrendszer (KIR)
karosoddasa helyi gyulladashoz és fajdalomhoz vezethet(4, 5). A nociceptorok kozvetitik a
fajdalomingert a perifériardl a gerincvelGi hatsé szarvba, ahol a leszallo palyak befolyasoljak a
kialakulé fajdalomérzetet. A nociceptorok szenzitizacidja kialakulhat periférids és kozponti
mechanizmussal is. A nociceptorok egy altipusa a kapszaicin-érzékeny idegvégz6dések, amik
Transient Receptor Potential Vanilloid-1 (TRPV1) ioncsatorndkat expresszalnak(6). Ezen
idegvégzddések specidlis helyi efferens funkcidja a neurogén gyulladas , amely sordn gyulladasos
neuropeptidek szabadulnak fel az idegvégz&désbdl(7). JelentSs kolcsonhatds van az ideg- és
immunrendszer kozott: a felszabadult neuropeptidek immunsejteket szabalyozé funcidval
birnak(8), a mikroglia sejtek és egyéb immunsejtek pedig hatnak az idegsejtekre,
idegvégzddésekre(9), illetve nyirokereket fedeztek fel az agyban(10, 11). Ezen kdlcsdnhatasok és

az ezért felel6s molekulak felderitése segithetné a fajdalommal jaro kdrképek kezelését.

1.2. Hemokinin-1, a tachykinin csalad legujabb tagja
A tachykininek egy klasszikus neuropeptid csalad, képviselGi a P-anyag (SP), a neurokinin-A (NKA)
és a neurokinin-B (NKB). Molekularis célpontjaik G-protein-kapcsolt receptorok: a tachykinin
neurokinin 1, 2, és 3 (NKi-, NK»- és NK3) receptorok. Mindegyik tachykinin kétédik mindegyik
receptorhoz, azonban a SP az NK; receptorhoz, az NKA az NK; receptorhoz és az NKB pedig az NKs
receptorhoz kotédik legnagyobb affinitassal. A tachykinineket prekurzor gének kodoljak: a
preprotachykinin-A gén (Tacl) terméke az SP és az NKA-, a preprotachykinin-B géné (Tac3) az
NKB. Tachykininek els6sorban mint KIR peptidek ismertek, az SP és NKi receptora
kulcsfontossagu szerepet jatszanak a kronikus fajdalomhoz hozzajaruld gerincvel6i wind up

mechanizmusban. Jelentds szamud kutatas vizsgalta az NKi; receptor antagonistak



fajdalomcsillapitéd szerepét, azonban ezen vegylleteket a klinikai vizsgalatok nem talaltak
hatasosnak, jelenleg hanyascsillapitoként hasznalhatdk(12). Ezt kdvetden a tachykininek szamos,
periférids szovetekben betoltott szerepére is fény derilt, majd 2000-ben egy domindnsan

periférids tachykinin, a hemokinin-1 (HK-1) is fedezésre kerdilt.

A HK-1-et a preprotachykinin-C gén (Tac4) kddolja és rendkivili hasonldsagot mutat az SP-hez,
egerekben 11-bél 6 aminosavuk megegyezik. A TAC4 gén emberekben tobb peptide is kddol, ezek
a human (h)HK-1, a hHK-1(4-11) és az endokinin A, B, C és D. Bar teljes agonista az Osszes
tachykinin receptoron, legnagyobb affinitassal a NKi receptorhoz kotédik, ami szertedgazé
bioldgiai hatdsokhoz vezet, mivel a receptornak tébb izoformdja létezik, és szamos jelatviteli utat
is tud aktivalni. Ezen tul felmerilt egy még nem azonositott célmolekula létezése, mivel a HK-1
hidnyos és NK; receptor hidnyos egerek bizonyos betegség modellekben masképp viselkednek.
Az utébbi években, a Mas-rokon G protein kapcsolt receptorok (Mrgpr) meriltek fel, mint
lehetséges célpont. Régebben kifejlesztett NKi1 receptor antagonistdk, mint az aprepitant,
egerekben mind a NK; receptort mind a Mrgpr-t gatolni tudjak, emberekben viszont nem, ezzel
szemben az Ujabb antagonistdk az emberi MRGPR gatlasara is képesek(13). Az irodalmi adatok,
melyek leirjdk az Mrgp receptorok el6forduldsat primér szenzoros neuronokon és
hizésejteken,valamint a szerepiket a nocicepcidban (14), magyarazhatjdk a NK; receptor
antagonista fajdalomcsillapitok hatdstalansdgat emberekben. A HK-1 egér asztma modellben NK;
receptoron at jarul hozza asztmahoz, mig emberi hizésejteken MGPR-en at hatott(15), igy

felmerilt a lehet6sége, hogy a MGPR lehet a HK-1 hianyzé célmolekuldja.

A toébbi tachykininnel szemben a HK-1 elsGsorban periférids peptidként ismert. A HK-1 alacsony
szinten expresszalodik az agyban, az SP a domindns tachykinin, azonban a kisagyban a HK-1-bdl
taldlhaté nagyobb, és SP-bdl kisebb mennyiség(16) hasonléan a tiid6hoz, l1éphez, veséhez és
mellékveséhez. Ahogy neve is mutatja, a HK-1 a csontvel6ben jatszik fontos szerepet, myeloid és
lymphoid prekurzor sejtekben expresszaldodik (monocitdakban, makrofagokban, dendritikus
sejtekben, T és B sejtekben(17, 18). Ez az expresszids mintdzat magyarazhatd a promoéter régio
specidlis reguldcids mechanizmusdval, illetve azzal, hogy a NFkB hozzajarul Tac4 transzkripcio

serkentéséhez T sejtvonalakban(19). A HK-1 segiti a B sejtek atalakuldsat, érését (20)(21),



valamint szerepet jatszik a T sejtek érésében, fejl6désében, tulélésében(22). A HK-1 serkenti az

IL1B, IL6, TNF-q, és IL23 termelését is(23).

Felfedezése 6ta a HK-1 KIR-ben betdltott szerepére is fény deriilt. A HK-1 (az irodalmi adatok
tobbsége alapjan) nociceptiv szerepet télt be, és néhany jol ismert neurotranszmitterrel
(opioidok, glutamat) is koélcsonhatasba 1ép(24)(25). Ezen tul a HK-1 potencirozni tudja a TRPV1
aktivaciojat és felfliggeszti a TRP melastatin 8 (TRPM8) kozvetitette hideg reakciot(26). Magas
HK-1 szintet mutattak ki fioromialgids betegek vérében(27), amely egy centralis és periférids
mechanizmusokat magaba foglald, fajdalommal jard kérkép(28). Felmeriilt, hogy a HK-1 agyban

jellemz6 N-termindlis acetilacidja ndvelheti a hataser&sségét(29).

1.3. Artritisz
A krénikus gyulladassal és fajdalommal jaré reumatoid artritisz (RA) a leggyakoribb autoimmun
iziileti betegség. Bar a gyulladast kordaban lehet tartani NSAIDokkal, szteroidokkal, betegség-
madositd reumaellenes gydgyszerekkel (DMARD) és bioldgiai terdpiaval(30), a fajdalmat gyakran
nem szlintetik meg ezek a szerek(31). Az iziileteket gazdagon behalézzak a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddések(32) amik, egyebek kozt, expresszalnak TRPA1 és TRPV1 ioncsatornakat amiket
szamos gyulladasos mediator képes aktivalni(8). A vildgon szdmos kutatas vizsgalja a gyulladdsos
fajdalmat centralissa alakitd szenzitizaciés mechanizmusokat, amik hozzdajarulnak a tartds izileti
fajdalomhoz (33). Ezen mechanizmusok felderitését akaddyozza, hogy az emberi betegséget nem
lehet teljességében egy dllatmodellel utdnozni, ezért az egyetlen modell alapjan levont
kovetkeztetések nem feleltetheték meg egészében a human RA-szel(34). A szenzoros-
vaszkularis-immun folyamatokban szerepet jatszé endogén molekuldk tanulmanyozasa fontos a

kulcsmedidtorok megtalalasaban, illetve a 4j gyégyszermolekulak tervezésében.

1.4. Neuropatias fajdalom
Fajdalom szamos okbdl (trauma, gyulladas, daganatos vagy metabolikus megbetegségek)
kialakulhat, de egyik gyakran rokkantsaghoz is vezet6 forma, mely teradpiasan is nagy kihivast
jelent, a neuropatids fajdalom, ami tipikus tiinete lehet az el6rehaladott cukorbetegségnek,
bizonyos genetikai betegségeknek és az idegi sériilésnek(35). A neuropatia oka lehet centralis

(gerincveld vagy agy sérilése) vagy periférias kdrosodas(36). Glidzis is kisérheti, melynek soran
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mikroglia és asztrocita sejtek aktivaldodhatnak a kdrosodas helyén vagy a gerincvel6ben az ideg
centralis végz6désénél(37). Neuropatidas fajdalom kezelésében az NSAIDok hatastalanok, az
opioidok pedig csak korlatozottan alkalmazhatéak, helyettiik adjuvans analgetikumokat
haszndlnak (triciklikus antidepresszansok, antiepileptikumok), melyeknek idénként sulyos
mellékhatdsaik lehetnek(38), sokszor a kialakult hatds nem kielégit6, sok a terapia-rezisztens
beteg(39). A neuropatias fajdalom kezelése tovabbra is megoldasra var, a hattérben allé

mechanizmusok felderitése fontos lenne Uj gyogyszercélpontok meghatarozasaban.

1.5. T sejt-medialt b&rgyulladasok: allergias kontakt dermatitisz és pszoriazis
Az allergids kontakt dermatitisz egy IV-es tipusu késGi hiperszenzitiv reakcié, ami 2 fazisban alakul
ki. A kontakt allergén dltalaban egy kis molekula, haptén, ami a b6rbe jutva fehérjékhez kot6dik.
Az els6 fazisban, a szenzitizacié sordn a haptén-protein konjugatumot Langerhans sejtek vagy
dermalis dendritikus sejtek felveszik, és a nyirokcsomdba szadlitva T sejteknek bemutatjak(40). A
masodik fazisban, a mdasodik allergén expozicié utan, ezek a T limfocitak aktivdlédnak, ami a
tlinetek kialakuldasahoz vezet. Thl és Th2 sejtek is részt vehetnek a folyamatban(41). Ezt a
patoldgias folyamatot az idegrendszer is befolyasolja, a bérben taldlhaté idegi TRPA1 és NKi
receptor is szerepet jatszanak az idegi és immun reakciok szabdlyozasdban(42, 43). A terapids
lehet6ségek korlatozottak, az allergén kerilése mellett lokdlis szteroidok, antihisztaminok

alkalmazhatdak(44), ezért fontos lenne Uj terapids célpontok azonositasa.

A pikkelysomor egy TH1 sejtek altal medidlt autimmun folyamat ami jellegzetes bértiinetekkel
IL17 és 1L22 citokineket termelnek, az IL17 altal medialt neutrophil beszlir6dés gennyesedéshez
vezethet(46). A dendritikus sejtek a b6rben kozeli kapcsolatban vannak az idegvégz6désekkel,
bizonyos idegek gatldsa javithat a pikkelysomor tinetein(47). SP és NKA és receptoraik
megtalalhatok a pikkelysomoros bérbiopszidkban immun sejteken, illetve NKA idegekben(48).
Psoriasis kezelésére szamos lehet8ség all rendelkezésre: lokalis és szisztémas immunszuppressziv
szerek, D vitamin analdgok, keratolitikumok, illetve nem farmakoldgiai mddszerek, mint
fényterapia(49), mégis vannak nehezen kezelhet6 betegek, igy a patomechanizmus tovabbi

felderitése fontos lenne Ujabb terapias lehet6ségek kifejlesztése érdekében.



2. Célkit(izések
1. HK-1 szerepének meghatarozasa akut és kronikus iziileti gyulladds egérmodelljeiben.
2. HK-1 szerepének elemzése primér szenzoros idegsejtkulturakon.
3. HK-1 hatdsainak felderitése akut fajdalom és kréonikus traumas mononeurpatia
modellekben.

4. HK-1 szerepének vizsgalata T sejt-medidlt autoimmun bérgyulladas modelljeiben.

3. Kisérleti modellek és moédszerek

3.1. Kisérleti dllatok

A kisérleteket him vagy néstény Tacl (Tacl™"), Tac4 (Tac4d™”") génhianyos (KO), NK; receptor
génhianyos (Tacrl”") egereken és C57BI/6 vad tipust (WT) (812 hetes, 20-30 g) egereken
végeztik. Az egereket a PTE Farmakoldgiai és Farmakoterdpiai Intézet allathdzaban tenyésztettik
és tartottuk standard korilmények kozott. Az altatdst intraperitonealis ketamin és xylazin (100
mg/kg és 10 mg/kg) adasaval végeztik. A kisérletez6 a vizsgélatokat vakon végezte. A kisérletek
a hatélyos jogszabalyoknak megfeleléen a PTE MAB jévahagyasa utan lettek végrehajtva (BA
02/2000-9/2011), (BA 02/2000-2/2012), (BAI/35/55-76/2017).

3.2. Kisérleti modellek

3.2.1. Artritisz
Az izlleti gyulladast 3 kiilénb6z6 mechanizmusu, egy krénikus és kett6 akut modellben vizsgaltuk.
Krénikus szérum transzfer artritiszt K/BxN egerek artritogén szérumanak beadasaval idéztliink
el6, a méréseket az anyagadast koveté 3 hétben végeztik. A kontroll egerek nem-artritogén
(BxN)-szérumot kaptak. Akut artritiszt hizosejt triptaz (mast cell tryptase, MCT) helyi térdizileti
alkalmazasaval valtottunk ki altatdsban, a méréseket az anyagadast kovet6 6 draban végeztik. A
harmadik modellben komplett Freund adjuvans térdiziileti alkalmazasaval valtottunk ki, mely

utan a méréseket 24 o6raig végeztik.



3.2.2. Invitro primér szenzoros neuron kisérletek
Ujszulott NMRI egerek trigeminalis ganglionjaibél vett neuronokbdl késziilt sejtkultiran végeztiik
a kisérleteket. Intracellularis szabad kalciumot fluoreszcens indikator fura-2 AM alkalmazasaval
mértiink kilonbozé korilmények kozott. A HK-1 sejtaktivdléd hatasat vizsgaltuk kilonbozé
agonistak jelenlétében, KO egerek neuronjain és Ca?*-mentes médiumban. Vizsgaltuk a HK-1 és

az SP hatdsat a kapszaicin altal kivaltott deszenzitizaciora.

3.2.3. Akut és krénikus, neuropatids fajdalom
Szubkutan 2,5% formalin injekcidval szomatikus nocifenziv viselkedést valtottunk ki. A beadas
utani 45 percben a nocifenziv reakcioét (lab emelése, razasa, nyalogatasa) 2 fazisban szamoltuk.
Intraperitonedlis 0,6% ecetsav addsdaval kivaltott akut viszceradlis fajdalomelharité viselkedést
valtottunk ki, a jellegzetes vonaglé mozdulatokat az adas utani 30 percben szamoltuk.
Intraplantaris reziniferatoxin (RTX) adasaval kivaltott akut neurogén gyulladast vizsgaltunk 24
6rdn at mechanonociceptiv és hékliszob mérések segitségével. Neuropatids fajdalmat a jobb n.
ischiadicus részleges lekotésével idéztiink el6 (partial sciatic nerve ligation, PSL).
Mechanonociceptiv kiiszobot és a hidegtlirést egy héten at vizsgaltuk, utana a gerincvel6t és
agyat immunhisztokémiai mddszerrel vizsgaltuk, a gerincvel8ben és az idgegydki ducban (dorsal

root ganglion, DRG) a Tac4 mRNS szintjét pedig PCR vizsgalattal mértik.

3.2.4. Autoimmun bérgyulladas
Allergias kontakt dermatitist 2% oxazolon addsaval valtottunk ki fiilon. A vizsgdlatokat a
flilkezelés utani 3 napban végeztik, minden nap szévetmintat vettiink tovabbi feldolgozashoz.
Az ellenoldali fulet etanollal kezeltiik kontrollként. Pikkelysomorszer(i gyulladast imiquimod
tartalma Aldara krémmel valtottunk ki a hatb6ron, a kezelést és a vizsgdlatokat 4 napon at
folytattuk. Szovetmintat az els6 kezelés utan 24 és 96 doraval gyljtottliink. Az ellenoldali hatbért

vazelinnel kezeltik kontrollként.

3.3. Mérési mddszerek
3.3.1. Fajdalom mérése
A mechanonociceptiv kiisz0b6t dinamikus plantaris aeszteziométerrel mértiik (DPA; Ugo Basile

37000) a beavatkozasok el6tt (a kiinduldsi kiszob meghatarozasa céljabdl), illetve utan. A



hékiiszobot emelkedd hémérsékletli forrd lappal vizsgdltuk (IITC Life Sciences). A hidegt(rést 0°
C-os vizb6l torténd labkihdzdsi latencia mérésével hatdroztuk meg. A ladbduzzadast
plethysmometer (Ugo Basile 7140) segitségével szamszer(sitettiik. Ezeknél a méréseknél a

kezelés utdni értékeket a kiinduldshoz képest mért valtozas %-aként abrazoltuk.

3.3.2. Allapotfelméré vizsgélatok
Testtomeget mértlik az altaldnos jolét paramétereként, a tomegvesztést %-ban fejeztiik ki a
kiindulasi értékhez képest. Az izlileti funkcidvesztés megitélésére racs tesztet végeztik, amely
soran az allatok azon képességét mértiik, hogy mennyi idét képesek egy vizszintes racson
kapaszkodva eltolteni. Az artritisz sulyossagadt szemikvantitativ  vizudlis  skalaval

szamszerdsitettlk.

3.3.3. Motoros koordinacié mérése
A motoros koordindaciét az emelked6 fordulatszamu rotarod eszkozzel kévettiik (Ugo Basile,

Comerio, Italy).

3.3.4. Fl- és b6rvastagsag mérése

A flil- és b6rvastagsagot mikrométer segitségével mértik (Moore and Wright, Sheffield, England).

3.3.5. Invivo képalkotas
A mieloperoxidaz (MPO)-aktivitast és plazmaextravazaciot IVIS Lumina Il instrument géppel

(PerkinElmer) mértiik altatott allatokon. Bérperfuzidt l1ézer Speckle segitségével mértiik.

3.3.6. Szdvettani festés
Az izllleteket Safraninnal festettiik meg a fibroblaszt proliferacid, leukocita invazid, illetve
szindvialis hiperplazia és kollagén depozicid szamszer(sitéséhez, mindegyik paramétert 0-3
pontoztuk sulyossdg alapjan. Immunohisztokémiai festést kozponti idegrendszeri szoveteken
végeztiink. Ibal fehérje jel6lésével mikroglia sejteket, GFAP jel6léssel asztrocitakat, illetve FosB
fehérje jelolésével kronikus stressz altal kivaltott neurondlis aktivaciét vizualizadltunk. Az
immunopozitiv sejteket a fdjdalomhoz kothetd régidkban mikroszkdp (Nikon Microphot FXA) és
Inform szoftver (Massachusetts, USA) segitségével értékeltik ki. A vizsgalt teriileteket Paxinos
and Franklin egér agy atlasz alapjan azonositottuk. A Tac4 mRNS-t a bérben RNAscope in situ

hibridizaciés mddszerrel mutattuk ki.



3.3.7. Molekularis biolégiai mdédszerek
Az L3-L5 agyéki csigolyakat és a hozzajuk tartoz6 DRG-ket 6 nappal a PSL md(tét utan
eltdvolitottunk WT egerekbdl. A szovetmintakat gyorsfagyasztottuk szarazjégen, késébb kivontuk
beldlik az RNSt, és a Tac4 mRNS-t kvantifikaltuk glucuronidaz beta (Gusb(50) referencia génhez
viszonyitva. ELISA mddszert alkalmaztuk az NGF expresszié meghatarozasahoz, az eredményeket
pg/g szovetként adtuk meg. A fil és bdr citokin szintjeit luminex immunoassay segitségével

kvantifikaltuk.

3.4. Statisztikai analizis
A kezeléseket nem randomizdltuk ketrecen beliil, hogy a kontroll egerek ne bantsak a kezelt
egereket. Az eredményeket atlag + SEM értékként adtuk meg csoportonként n = 4-16 egérrel. Az
az d4braaladirasban megjelolt moédszerrel GraphPad Prism 8 szoftverrel végeztiik, illetve az
immunohisztokémiai eredményeket a nagyobb csoportszam miatt faktoridlis ANOVA-val
elemeztik (TIBCO Inc., Palo Alto, USA). Minden esetben p < 0.05 értéket fogadtuk el

statisztikailag szignifikansnak.

4. Eredmények
4.1. Artritisz
4.1.1. K/BxN artritisz

4.1.1.1. A HK-1 szerepet jatszik az iziileti gyulladdshoz korai és késéi szakaszdban

fenndllé mechanikai hiperalgéziaban, h6kiisz6b csékkenésben és édémdban,

mig az NKi receptor nem
A legnagyobb mechanonociceptiv kiiszobcsokkenés a 11. napon jott Iétre WT egerekben, illetve
a 13. napon Tac4” egerekben, ami mindkét csoportban a 21. napra szlint meg. A Tac4”
csoportban szignifikansan kisebb mechanikai hiperalgézia alakult ki az egész kisérlet soran, mind
a korai gyulladasos, mind a 14. nap utan tapasztalhatd késdi centralis tipusu fajdalom soran. A
labddéma a 8. napon érte el a maximumot WT és Tac4”~ allatoknal egyarant, mely a 14. napra
csokkent a kiinduldsi értékre. A ldbduzzanat szignifikansan kisebb volt Tac4” allatok esetében a
kisérlet elsé 8 napjan. Mechanikai hiperalgézia, h6kiiszob csokkenés és lab 6déma nem mutatott

kiildnbséget Tacr1”- egerekben a WT csoporthoz képest. Egyik KO csoportndl se tapasztaltunk a



WT-hez képest eltérést hidegtlirésben, racs tesztben, testtomeg valtozdsban és artritisz

sulyossagi pontszdmban.

4.1.1.2. A HK-1 megakaddlyozza az MPO-emelkedést K/BxN artritiszben
Az MPO-aktivitas szignifikinsan megnétt mar a kisérlet 2. napjan Tac4”~ egerekben, mig WT
egerekben csak a 6. napon. Mindkét csoportban hasonldéan fokozdédott a plazmaextravazacio

mértéke.

4.1.1.3. A HK-1 rontja gyulladdsos elvaltozdsokat
A szdvettani szemikvantitativ pontozas alapjan Tac4”~ egereknek szignifikdnsan kisebb eltérései

voltak mint WT tarsaiknak.

4.1.1.4. Tac4 mRNS expresszio DRG-ben és gerincvelében
Tac4 mRNS expresszid volt lathatd a 6. napon intakt, BxN- és K/BxN kezelt egerek DRG-jében,
mely csokkent artritiszes allatok mintdiban, azonban ez a vdltozds nem volt szignifikans. . A

gerincvel6ben nem taladltunk detektalhatd Tac4 mRNS-t.

4.1.2. AHK-1 hozzajarul a fajdalomhoz és 6démahoz akut MCT-artritiszben
Mechanikai hiperalgézia 2 rdaval, térdduzzanat 4 drdval a kezelés utan alakult ki WT egerekben,
mindkét paraméter enyhébb volt Tac47~ egerekben. Emelkedett véraramlas az elsé 40 percben

volt mérhetd, ami nem kiilonb6z6tt génkiltott allatokban.

4.1.3. A HK-1 mechanikai hiperalgéziat és térdduzzanatot valt ki, csdkkenti az MPO-
termelést, az NK; receptor azonban nem jatszik szerepet akut CFA-artritiszben
A WT 4llatokban jelentds mechanikai hiperalgézia és térdédéma volt detektdlhatd, ami Tac4™~
egerekben szignifikdnsan enyhébbnek bizonyult 24 6ranal, Tacrl”” allatokban nem tapasztaltunk

eltérést. Tac4/~ egerekben szignifikinsan megnétt az MPO-aktivitas 24 dra utan.

4.2. In vitro primér szenzoros neuron kisérletek

4.2.1. A HK-1 kozvetlenil képes aktivalni a primér szenzoros neuronokat
A primér szenzoros neuron tenyészeten alkalmazott 1 uM HK-1 Ca%*-bedramlast valtott ki a sejtek
26.39 * 4.5%-aban, mig 500 nM HK-1 ill. 500 és 1 uM SP-nek nem volt ilyen hatdsa. Az NK;

receptor antagonista CP99994 nem hatott a HK-1 vdlaszra, ahogy az NK; receptor génjének
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kiitése sem. Sem a G-protein kapcsolt receptor (GPCR) blokkold pertussis toxin (PTX) sem a
TRPV1 antagonista AMG8910 vagy a TRPA1 antagonista HC 030031 nem tudta megakadalyozni a

HK-1-valasz kialakuldsast. CaZ*-mentes médiumban nem alakult ki a HK-1-valasz.

4.2.2. AHK-1 és az SP gatolja az ismételt kapszaicin altal kivaltott neuron
deszenzitizaciot
Az els6 330 nM kapszaicin kezelés egy atmeneti Ca?*-akkumuldciot véltott ki, ami minden
kovetkez6 kapszaicin addsnal egyre gyengébb lett a kialakuld TRPV1 deszenzitizacid
kovetkeztében. Ha 500 nm HK-1-t vagy SP-t adtunk a mdsodik kapszaicin stimulus utan, a tovabbi

kapszaicin-valaszok nem csdkkentek, ki tudott alakulni a teljes valasz.

4.3. Neuropatia és akut fajdalom
4.3.1. Akut fdjdalom

4.3.1.1. A HK-1, az SP/NKA és az NK; receptor hozzdjdrulnak az ecetsav dltal
kivdltott viszcerdlis fdjdalomhoz
A vonaglé mozgasok szdma szignifikdnsan csékkent Tac4”~ egerekben a 2. megfigyelési fazisban,

Tac1”- és Tacrl”- egerekben pedig a 2. és 3. fazisban is.

4.3.1.2. Az SP/NKA hozzdjdrul a formalin dltal kivaltott nocifenziv viselkedéshez
A szomatikus nocifenziv valasz csékkent Tacl”/- egerekben a WT csoporthoz képest a masodik

fazisban, mig Tacr1” és Tac4” egereknél nem tapasztaltunk eltérést.

4.3.1.3. A HK-1, az SP/NKA és az NK; receptor hozzdjdarulnak az RTX-indukdlta h6-
és mechanikai hiperalgézidhoz
Enyhébb hé- és mechanikai hiperalgézia volt |athaté Tac4”", Tacl”/- és Tacrl”/" egerekben RTX-
adds utan. A legmarkansabb javulds mechanikai hiperalgézia esetén a Tac4”" egerkeben, illetve

hé hiperalgézia esetén a Tac1”- egereknél volt tapasztalhato.

4.3.2. Neuropatia

4.3.2.1.  Rosszabb motoros koordindcio HK-1 hignydban
A motoros koordinacié nem romlott WT és Tac4”- egerekben a PSL operacié kdvetkeztében, de a

Tac4”- egerek a m(itéttsl fuggetleniil rosszabbul teljesitettek, ami a 10. napon valt szignifikanssa.
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4.3.2.2.  Enyhébb mechanikai hiperalgézia és hideg tolerancia csékkenés HK-1
hianydban
Tac4”/~ egerekben mind a PSL-indukdlta mechanonociceptiv kiiszdbcsékkenés, mind a

hidegtolerancia csokkenése enyhébb volt a kisérlet soran WT egerekhez képest.

4.3.2.3.  Emelkedett periférids NGF-szint neuropdtidban HK-1 hidnya esetében
Az NGF-szint a lab homogenizatumokban szignifikansan kisebb volt intakt Tac47~ egerekben a
WT allatokhoz képest. Neuropatia kialakuldasakor a 7. napon az NGF-szint nem valtozott WT

egerekben, mig KO egerekben kétszeresére nétt.

4.3.2.4.  Mikroglia sejtek és asztrocitdk szamanak emelkedése HK-1 hianydban
A gerincvelGi hatso szarv I-ll lamindjaban neuropatia hatasara szignifikansan megnétt a mikroglia
sejtek szdama, mig Tac4”" egerekben nem valtozott. Az asztrocitdk szdma mindkét oldalon
csokkent neuropatia kialakuldsakor Tac4”" egerekben. A krénikus neuronalis aktivaciés marker
FosB-pozitiv sejtek szama nem valtozott. Az asztrocitdk szdma kisebb volt a periaqueductalis
sziirkedllomany (PAG)-ban intakt Tac4”" egerekben. Mas kiildnbség nem volt tapasztalhaté a

PAG, amygdala és szomatoszenzoros kortex esetében.

4.4. Bérgyulladas modellek
4.4.1. Oxazolon-indukalta allergias kontakt dermatitisz
4.4.1.1.  Csbkkent fiilduzzanat HK-1 hignydban
Az oxazolon oldat alkalazdsa utdn mar 24 drdval kifejezett duzzadas volt tapasztalhaté WT és
Tac4”- egereknél. Ebben az id6pontban a Tac4”- egereknél szignifikansan kisebb volt a duzzadas.

Az olddszerrel kezelt flil nem mutatott valtozast egyik csoportnal sem.

4.4.1.2. Az MPO-aktivitds és a plazmaextravazdcié nem vdltozott HK-1 hidnydban
Az MPO-aktivitds és a plazmaextravazacié mértéke is megemelkedett 24 éraval a kezelés utdn

mindkét csoportban, de nem tapasztaltunk kiilénbséget WT és Tac4”" egerek kdzott.
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4.4.1.3.  Emelkedett IFNy és IL4 HK-1 hianydban, Tac4 mRNS lokalizdldsa a
hajhagymdkban
Az IFNy és az IL4 szintje 24 6ra utan szignifikdnsan nagyobb mértékben emlkedett meg Tac4”
egerekben. A TNFa-szint 24 éra utan kezdett el emelkedni, és 72 dra alatt érte el maximumat,
azonban HK-1 hidnydban nem mutatott eltérést. Az IL2- és IL5-szint 24 éra utan emelkedett, és a
kisérlet 0sszes id6pontjaban magas maradt. HK-1 hidnyaban ezek a citokinek ugyancsak nem

mutattak eltérést.

Tac4 mRNS upregulacié nem volt tapasztalhatd a kezelés hatdsara. Az 6sszes kezelési csoportban

specifikus Tac4-jel volt lathaté a hajhagymadban.

4.4.2. Aldara-indukalta pszoriaziform bdrgyulladas

4.4.2.1.  Enyhébb bbrduzzanat és véraramlds-fokozoédds 96 érandl HK-1 hianydban
B&rvastagodas mar az els6 kezelés utan 24 éraval tapasztalhaté volt. Bar a Tac4” és Tacrl”
egerek értékei végig a WT-értékek alatt voltak, ez statisztikailag szignifikdns mértéket csak a Tac4
/- egerek esetében és csak 96 6ranal érte el. Tac4”" egerekben szignifikinsan csdkkent a

detektalhato véraramlas 96 oranal.

4.4.2.2. Tac4 mRNS lokalizaldsa a hajhagymaban
Tac4 mRNS akkumulaciéja nem volt tapasztalhatd kezelés hatdsara. Mindegyik kezelési
csoportban Tac4-specifikus jel volt lathaté a hajhagymaban. Nem volt szignifikans kiilonbség az

IL1B és TNFa szintjében sem HK-1, sem NK;1 receptor hianyaban.

5. Megbeszélés
Kimutattuk, hogy a HK-1 fontos mediator az izlileti gyulladds soran kialakuld centralis és periférias
szenzitizacidban, ami flggetlen az NKi; receptortdl a K/BxN és CFA modellekben. A HK-1
hozzdajarul az 6démaképzédéshez, szovettanilag kimutathatd karosodasokhoz és megakadalyozza
az MPO-emelkedést. A K/BxN modelliinkben a gyulladas kdvetkeztében kialakulé 6déma megsziinése
utan még egy hétig fennallt a mechanikai hiperalgézia, ami mar a centralis szenzitizaciénak tudhaté be, a
HK-1 pedig mindkét tipusu fajdalomhoz hozzédjarult NKi receptortdl fliggetleniil. Mas gyulladasos

paraméterek, mint a szovettani eltérések is enyhébbek voltak HK-1 hianyaban. A K/BxN kisérlet
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2. és 4. napjan a HK-1 hidanya nem befolydsolta a plazmaextravazaciét, de ez csak egy

komponense a kialakuld labtérfogat névekedésnek.

A HK-1 hianyaban korabban kovetkezett be az MPO-emelkedés, amit neutrofilek és makrofagok
termelnek, és szoveti kdrosodast és gyulladast idéz elS. Irodalmi adatok szerint bizonyos
kortlmeények kozott a korai MPO emelkedésnek protektiv szerepe lehet, melynek mechanizmusa
még nem teljesen tisztazott(51). Mivel neutrofil sejtek termelnek HK-1-et is, igy az interakcié az

MPO enzimmel is lehetséges.

Akut CFA-artritiszben a HK-1 NK1 receptortdl fliiggetleniil jarult hozza a fajdalomhoz és 6démahoz.
Az MCT hizésejtekbdl szabadul fel, és gyulladast idéz el6(52) mikdzben szenzoros neuronokon is
hatdst fejt ki(53). A HK-1 szerepet jatszott a mechanikai hiperalgézidban és 6démaban
feltehet6en NK; receptoron keresztiil, de a vérdramlas-fokozédast nem tudta befolydsolni(53).
Ezek alapjan megdllapithajuk, hogy a HK-1 nem csak immunsejteken, hanem szenzoros
neuronokon is kifejti hatdsat izileti gyulladas egérmodelljeiben, bizonyos esetekben NKj

receptortdl fliggetlendl.

In vitro kisérleteinkben a HK-1-nek NK; receptortdl és PTX-érzékeny receptoroktdl fliggetlenl
kialakult a hatdsa, Ca?-mentes kdrnyezetben viszont nem. Ez egy ioncsatornan at kdzvetitett
hatdst jelent, de nem TRPV1- vagy TRPA1-altal medidlva, mivel ezek gatléinak jelenlétében is
kialakult a hatds. A kapszaicin ismételt addsa neuronokon gyengiilé intenzitasti Ca%* bedramlast
eredményez a TRPV1 receptorok deszenzitizacidja révén(54), mind a HK-1, mind az SP képes volt
kivédeni ezt a hatdst. A HK-1 neuron aktivdld hatasat leirtak mar kolinerg hippocampalis
neuronokban is, ahol posztszinaptikus tetrodotoxin-rezisztens mddon hatott, bar ez a hatas

megtartott volt Ca%*-mentes médiumban(55).

Talpban a TRPV1 agonista RTX-szel tortén6 neurogén gyulladas kivaltasakor lathattuk, hogy a
mechanikai- és h§ hiperalgézia javult HK-1, NK; receptor és SP/NKA hidnyaban. Ez megerdsiti in
vitro adatainkat, miszerint a HK-1 és az SP jelenléte fenntartja a TRPV1 agonista iranti
érzékenységét a szenzoros neuronokon. Formalin beaddsa utani 2. fazisban a gyulladasos

mediatorok felszabaduldsa soran csak az SP/NKA jatszott szerepet, az elsé fazisban a neuronok
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aktivaciojabn pedig egyik sem. Az SP/NKA és az NK; receptor viszceralis fajdalomban betoltott

szerepe volt kimutathatd, mig a HK-1-nek csak a 2. fazisban volt hatdsa.

PSL-indukalta neuropatias fajdalomban a HK-1 szerepet jatszott mechanikai hiperalgézidban és a
hidegtlirés csokkenésében, ezzel szemben a tobbi fehérje hidnya nem okozott kiilonbséget (56).
Az NGF-szint HK-1 hidanyaban tortén6é emelkedésének paradoxonjat magyarazhatja, hogy bar az
NGF fajdalomkelt6 anyag, kdzben trofikus faktorként is szerepe van az idegek fizioldgidjaban, és

hozzajarul az idegek regeneracidjahoz.

Immunhisztokémiai vizsgdlatainkbizonyitottdk, hogy a HK-1 fontos szerepet jatszik a gerincveldi
mikroglia aktivacidban. Irodalmi adatok is alatdmaszjak a HK-1 és a mikorglidk kapcsolatat: a
mikroglidk aktivacidja soran a HK-1 szintje upregulalodik(57); valamint a mikorgliak minociklinnel

torténd gatlasa csokkenti a HK-1 termelést, illetve patkdnyok fajdalomreakcidjat is(58).

A PSL-m(tét nem befolydsolta a motoros koordindciét, HK-1 hidanyaban mégis rosszabbul
teljesitettek az egerek. Ez egybevag azon korabbi adatokkal, miszerint a HK-1 kifejezetten magas
expresszios szintet mutat a kisagyban(16). Ezzel els6ként szolgdltattunk funkcionalis adatot a
kisagy magas HK-1 expresszidjaval kapcsolatban. Emellett fontos kiemelni, hogy a kisagyban

taldlhato a legalacsonyabb NKi receptor expresszio az agyi régiok koziil(59).

Eredményeink alapjan a HK-1-nek kevésbé jelentds, de egyértelmlien kimutathatd szerep van
oxazolonnal kivaltott allergids kontakt dermatitiszben az elsé 24 érdban. Ebben az id6pontban a
fulduzzanat is enyhébb volt HK-1 hianyaban, illetve emelkedett az IFNy és IL4 citokinek szintje az
enyhébb reakcid ellenére. Bar az IL4 prométere a Th2 iranyu differencidlédasnak és allergias
reakciénak(60), mégis ismert, hogy enyhiteni tudja a gyulladast allergias kontakt dermatitiszben
(61). Ezen felll az IL4 neutralizdlasa emelheti az olyan gyulladasos mediatorok termelését, mint
az IFN-y, IL2, IL12 p40 és IL1B. Korabbi tanulmanyban az NK; receptor hidanya markansabb eltérést
mutatott hasonlé modellben(22, 43), ami fontos szerept jatszik a T sejtek funkcidjaban(22). Ezek
a T sejtek a HK-1 mellett az SP termelésére is képesek, igy valdszin(isithet6, hogy a receptor egy

agonistaja jelentlétében is teljesiteni tudja funkciéjat.

Pszoriaziform bdérgyulladds modellben csak HK-1 hidanyaban volt szignifikdnsan kisebb a
b6rduzzadas 96 ordnal. A vérataramlasban nem volt kiilonbség WT és KO egerek kozott, ami
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megerdsiti kordbbi eredményeinket, miszerint a HK-1-nek kevésbé van szerepe vaszkularis
valtozasokban. A 96 6randl lathaté szignifikans csdkkenés a Tac4”” egerekben valdsziniileg a
fokozott hamlasnak tudhatd be, ami jelenlétében a gép kevésbé tudta detektdlni a véraramlast.
A pikkelysémor kialakuldsaban szintén fontos szerepe van a Thl7 sejteknek, szorosabb
Osszefliggésben van az IL23-al mint az IL2-vel. A T sejtek NKi receptor hidnydban is
funkcioképesek, a létrejové apoptdzis kivédhetd IL2 addsdval(22). A pikkelysomoros betegek
bdrbiopszidjaban nem csak az NK1, hanem az NK; receptor is upregulalédott, illetve az NKA pozitiv
immun sejtek és idegrostok mennyisége is megnétt(48). Ennek a komplex rendszernek tudhato
be, hogy a pikkelysomor ki tudott alakulni modelliinkben HK-1 és NKj receptor hianyaban is. A
hajhagymadkban a Tac4 mRNS-t az un. bulge régidban sikerilt kimutatni hat- és fulb6rben is, ami
a jelek szerint nem jatszik szerepet a vizsgdlt bérgyulladas modellekben. A bulge régional
taldlhaté a m. arrector pili csatlakozasa, illetve epidermalis &ssejteket is tartalmaz(62)(63). A HK-

1 kimutatdsa ezen a terlileten tovabbi kisérleti lehet&ségeket vet fel.

Eredményeink bizonyitjdk a HK-1 komplex szabdlyozd szerepét kiilonb6z6 szenzoros-immun
interakcidkban izlleti gyulladdsban és idegkdrosodas-okozta neuroinflammacidéban. Pontos
lokalizdlasa a szortlisz6ben szintén fontos U] informdciot jelent. Jelen eredmények, illetve
molekularis hatdsmechanizmusanak valamint gyulladasban és fajdalomban betoltott szerepének

tovabbi vizsgalatai igen hasznosak lehetnek egy kés6bbi gyégyszerfejlesztési folyamatban.
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6. Osszefoglalds és kdvetkeztetések

A HK-1 szerepet jatszik

az NKj receptortdl fluggetlendl artritiszes fajdalom és gyulladas kozvetitésében akut és
krénikus modellekben, beleértve a kés6i centralis szenzitizacidt, illetve megakaddlyozza
az MPO-aktivitas emelkedését;

a TRPV1 aktivdacié altal indukalt akut neurogén gyulladdsban, szomatikus és viszceralis
nocifenziv reakcidban az NK; receptoron keresztil;

a primér szenzoros neuronok aktivacidjaban PTX-inszenzitiv, NKi receptor-fliggetlen,
extracellularis Ca?*-fligg6 médon, illetve kapszaicin-okozta deszenzitizacio kivédésében;
neuropatias fajdalom kialakuldsaban és a hozza tarsulé glidzisban a gerincvelS hatsé szarv
I-1l laminajaban NKj receptortdl fliggetlenil, mik6zben megakadalyozza a periférias NGF-
emelkedést;

a motoros koordinacidban NKi receptortél fliggetlen médon, amit aldtdamaszt a HK-1
magas, illetve az NK1 receptor alacsony expresszidja a kisagyban;

a bd6rduzzadasban pszoridziform és allergids kontakt dermatitiszes bd6rgyulladas
modellekben, mikdzben megakaddalyozza az IFNy és az IL4 szintek emelkedését allergias

kontakt dermatitiszben. A HK-1 Tac4 mRNS-ét a sz6rtiisz6 bulge régidjaban azonositottuk.
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