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ELOZMENYEK

A kapszaicin egyrost vizsgélatok alapjan az érzdreceptorok meghatérozott cso-
portjat, a borben a C-polimodalis nociceptorokat, a meleg és forré receptorokat,
valamint a kemonociceptorokat izgatja és deszenzibilizalja. Lokélis vagy sziszté-
més nagy dézist alkalmazas ezen érzéneuronok hosszan tarté funkcionalis és mor-
foldgiai karosodasahoz vezet. A kapszaicin neuroszelektiv hatdsa képezte alapjdt az
érzbidegsejtek farmakolégiai osztdlyozasdnak. A kapszaicin-érzékeny primér
afferens neuron elnevezés ma mar altaldnosan hasznélatos és a kapszaicin VR-1
receptor klonozasa révén biokémiai kritérium alapjan is bizonyitdst nyert. A
kapszaicinnel vagy egyéb stimuldnssal izgatott szenzoros idegvégzddések egyrészt
a kozponti idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast (klasszikus afferens funk-
cid), masrészt kiilonféle neurotranszmitterek - kalcitonin gén-rokon peptid
(CGRP), P-anyag (SP) és egyéb tachykininek - szabadulnak fel az aktivalt periféri-
as végzidésekbdl, amelyek vazodilaticidt és plazma extravazaciot hoznak létre az
altaluk beidegzett terilleteken (lokdlis efferens funkcic). Szenzoros idegrostok
antidromos izgatasdval arteriolds vazodilaticio, érpermedbilitas fokozddas, protein
kidgramlas, majd késtbb a sejtes elemek (hizésejtek, leukocitdk) aktivicidja jon
létre mind a bérben, mind a viszceralis nyalkahdrtya és kotbszoveti teritleteken,
amelyet neurogén gyulladasnak neveziink. Patkany bérét beidegzé afferens rostok
legalabb 30 %-a képes neurogén gyulladést létrehozni.

A gerincvel6i hatsé gytkerek antidromos izgatasaval kivaltott u.n. antidromos
vazodilatcio jelensége 1obb, mint szdz év 6ta ismert. Bayliss (1901), majd Bruce
(1910) és Lewis (1927) axon reflex tedridja alapjan a vaszkuldris valasz kivaltasa-
ban a szenzoros receptoroktdl elkiiloniili, effektor funkciéra specializalédott
axonkoliateralis végzidést tetick felel6ssé. Ezzel szemben jabb kisérleti eredmé-
nyek a szenzoros axontermindlis ugyanazon régi6jénak kettds {afferens és efferens)
mikodését tamasztjak ala (Szolcsanyi 1984, 1996). A kapszaicin-tipusi irritinsok
plazma extravazaciot okoz6 hatasat tetrodotoxin (TTX), illetve helyi érzéstelenitdk
nem gatoljak, tehdt axonvezetés nem szlikséges a jelenséghez. In vitro
kapszaicinnel (1-10 nM) kivaltott SP és CGRP felszabadulas is 1étrejon TTX jelen-
létében vagy az N-tipusa fesziiltségfiiggd Ca’® csatorna w-conotoxin GVIA-val
torténd blokkoldsa utin (Maggi 1995). Ennél alcsonyabb koncentracioknal azon-
ban egyes adatok szerint (Lundberg 1996) TTX és @-conotoxin jelenlétében a
kapszaicin nem vait ki neuropeptid-felszabadulast, ami kiiszobingerek alkalmazésa
esetén a klasszikus axon reflex tedriat latszik tdmogatni. Az ellentmondé adatok
miatt szilkséges volt megvizsgalni a fesziiltségfiiggd Na’ és Ca®" csatorna blokko-
16k hatdsat a nanomolos koncentraciojii kapszaicinnel létrehozott SP-, CGRP- és
szomatosztatinfelszabadulasra in vitro (1. fejezet).

1995. oktéberében kezdtem dolgozni a POTE Farmakolégiai és Farmakoterapiai
Intézetének Neurofarmakolégiai Kutatocsoportjdban. A munkacsoportban ezt
megelbzéen sziiletett az a meglepd véletlen megfigyelés, hogy gerincveldi haisd
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gybkerek antidrémos ingerlésével kiviltott neurogén gyulladds gatolja egy késdbb
létrehozott gyulladas kialakuldsat a szervezet tdvolabbi pontjan (Pintér és
Szolcsanyi 1988, 1996). A szenzoros idegvégzodések ilyen médon torténé izgatésa
kizarja az efferens rostok aktivacijat és a célszerv szdvetein 1étrejové direkt ké-
miai hatdst. Az én feladatom az volt, hogy a szenzoros idegvégzbdéseknek ezt a
meglepd szisztémds efferens milkodését tovabbi kisérletekben bizonyitsam, koze-
lebb jussak mechanizmusanak pontos megismerésé¢hez és felderitsem, hogy van-e
medidtor szerepe a jelenségben az dpioid peptideknek és/vagy a
szomatosztatinnak. Ismerctes volt ugyanis, hogy a SP és a CGRP mellett ezen
peptidek is kimutathatok a kapszaicin-érzékeny neuronokban (II. és I fejezet).
Az endogén gyulladasgatlé transzmitter(ek) azonositdsa & tipusi gyulladasgétié
szer kifejlesztésére adhat lehetOséget, igy a tovabbiakban a szomatosztatin és sta-
bil, szintetikus analégjai (1V. fejezet), valamint egy Gjonnan felfedezett Opioid
peptid, a nociceptin, (V. fejezet) gyulladdsgitlo hatasdnak vizsgalatat végeztem. A
SP, a CGRP és a szomatosztatin meghatarozasara hasznalt specifikus és érzékeny
radioimmunoassay (RIA) modszereket dr. Németh Jozsef vegyész dolgozta ki,
ezek alkalmazasaban az in vivo és in vitro kisérletek elvégzésével azonban részt
vettem. A RIA metodikak leiraséra, mint modszertani jellegli k6zleményekre (1./3.
¢s I1./3.), a tovabbiakban irodaimi utaldsként hivatkozom.

Erckezésem alapjdul szolgalé kutatdsi eredinényeim didaktikailag 5 16 fejezetbe
sorolhatok:

I._P-ANYAG_(SP), KALCITONIN GEN-ROKON PEPTID (CGRP) ES
SZOMATOSZTATIN _FELSZABADULASANAK MECHANIZMUSA A
KAPSZAICIN-ERZEKENY  PRIMER _ AFFERENS _ NEURONOK
VEGZODESEIBOL (N VITRO VIZSGALATOK)

(Elbzetes adatok: eléadéskivonat - Szolcsanyi, J., Németh, J., Oroszi, G., Helyes,
Zs., Pintér, E., Br. J. Pharmacol. 124, p. 8P, 1998. és a teljes kisérletsorozat ered-
ményei: kozlésre eldkészitett kézirat)

BEVEZETES, CELKITUZESEK

A Kkapszaicin-érzékeny afferens neuronok periférids végzGdései kettds
»szenzoros-efferens” funkcidval rendeikeznek. Ezen idegvégzédésck kémiai vagy
elektromos  ingerlése  szenzoros neuropeptidek  (tachykininek, CGRP,
szomatosztatin) felszabaduldsat eredményezi, amelyek medidtor szerepe testszerte
kimutathaté (sziv, erek, légutak, gasztrointesztindlis és genitourinalis traktus, bor,
szem, iziiletek, dura mater, nyirokszervek). A kémiai ingeranyagok koziil a
kapszaicin és analdgja, a resiniferatoxin (RTX), eldbb felszabaditja, majd
depletdlja ezeket a peptideket Irodalmi adatok azt bizonyitjdk, hogy e
peptidfelszabadulas Ca™* fliged, de TTX és w- conotoxm rezisztens, amely arra
utal, hogy axonalis vezetés, illetve N-tipusit Ca”* csatorndk részvétele nélkiil jon
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1étre. Ezen in vitro vizsgalatokat eddig szinte kivétel nélkiil 10°-10° M kapszaicin
oldattal végezték, amely koncentraciétartoményban a szer mar neurotoxikus
rostdegeneracidt is kivélthat, igy a modulacioés hatdsok hidnya még nem tekinthetd
bizonyitéknak. Ezt a lehetdséget latszott tAmogatni az a megfigyelés, hogy tengeri-
malac perfundait tiid6 prepardtumon a TTX nem gatolta a 107-107 M
kapszaicinnel kivaltott CGRP-felszabadulast (Lundberg 1996). A lokalis efferens
valaszokért (vazodilatacid, plazma extravazéci6) felelés mediatorok (CGRP és SP)
mérésén kivill a szomatosztatin felszabadulasanak médosithatdsagat az irodalom-
ban eddig még nem vizsgaltak.

Jelen kisérletek célja az volt, hogy in vitre rendszerben megvizsgéljuk izolalt
patkany trachea afferens idegvégzddéseibdl elektromos téringerlés és kémiai stinm-
14ci6 (10°* M kapszaicin) hatdsira torténé peptnd ko-transzmitterek felszabadulésa-
nak gatolhatosagat kiilénféle Na” és Ca® csatorna blokkolé szerekkel (lidocain,
TTX, o-conotoxin, w-agatoxin és Cd*"). Eddig 4 féle neuronalis Ca®* csatornat
ismernek, L-, N-, P- és Q-tipusiakat, melyek kéziil az L-csatorna posztjunkcionalis
elhelyezkedést, igy a peptidfelszabadulas szabalyozasdban nem jon szdmitasba. Az
w-conotoxin szelektiv N-csatorna blokkold, az w-agatoxin kis ddzisban (< 100
nM) szelektiv a P-csatornakra, mig nagy dozisban a Q-csatorndkat is gatolja.

MODSZEREK

Kisérleteinkben néstény Wistar patkdnyokat pentobarbital (Nembutal, 40 mg/kg
i.p.) altatdsban elvéreziettiink. Tracheaikat kimetszettik és szervfirdénként (1.8
ml) 2-2 szervet 37 °C-o0s oxigenizalt (95 % O, és 5 % CO,) Krebs oldattal 60
percen 4t perfundaltuk (1 ml/perc). Az dtaramlds leallitdsa utdn a kamrakban lévé
oldatot 8 percenként 3-szor lecserélve frakcidkat gytijtottiink (ingerlés el6tti - inge-
relt - ingerlés utani).

A peptidek felszabadulasat kivaltd elektromos téringerlést 40 V, 0.1 ms, 2 Hz
paramaterekkel a mésodlk periddus 5. percét6l 50 masodpercen keresztiil végeztiik.
Kémiai stimuléciora 10°° M kapszaicint hasznaltunk, amelyet a kozépsd periodus 5.
percében adtunk a rendszerhez.

Az ingerlések hatésat kiilonféle ioncsatorna blokkold szerek jelenlétében vizsgal-
tuk: lidocain (5 mM), TTX (1 uM), w-agatoxin TK (50 és 250 nM), w-conotoxin
GVIA (100 és 300 nM) és Cd** (200 pM). A mintakat jégbe hiittt csdvekbe gyiij-
tottik és a kisérlet végén a légesédarabok nedves silyat lemértitk. A frakciok SP,
CGRP és szomatosztatin koncentracidit intézetlinkben kifejlesztett specifikus RIA
modszerek segitségével hataroztuk meg, melyek érzékenysége a szomatosztatin s a
CGRP esetében 1 fmol/csd, a SP-nél 2 fimol/cs6. A peptidek mennyiségét fmol/mg
egységben, nedves szbvetsilyra vonatkoztatva fejeztilk ki. A méasodik ¢és a harma-
dik frakciobeli mennyiségekbdl kivontuk az elsé frakciobelit ¢s a killonbségek
osszege adta meg az abszolit peptidfelszabadulést.

Az eredmények statiszikai értékelése Student-féle paros és paratlan t-teszttel tortént.

EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

1. Az elektromos téringerlés mindhirom peptid felszabaduldsdban szignifikdns
névekedést eredményezett, amelyet a TTX és a lidocain kivédett. A CGRP
esetében a kontroll: 0.24£0.03 fmol/mg, TTX jelenlétében: -0.02+0.01
fmol/myg, lidocain jelenlétében: 0.04+.0.01 fmol/mg. A SP. koniroll: 1.05+.0.16
fmol/mg, TTX jelenléiében: -0.35£0.07 fmol/mg, lidocain jelenlétében:
0.38+0.07 fmol/mg. A szomatosztatin kontroll: 0.2110.02 fimol/mg, TTX jelen-
1étében: 0.08+0.01 fimol/mg, lidocain jelenlétében: 0.07+0.01 fmol/mg.

A Na' csatorna blokkoldk neuropeptid-felszabaduldst gatlo hatasa alapjn bizonyi-

tast nyert, hogy a téringerléssel kiviltott peptidfelszabaduldshoz axondlis vezetés

szitkséges.

2. A kapszaicin (10° M) fokozta a peptidek felszabadulasat, amelyet a TTX és a
lidocain nem befolyasolt, valamint az ®-agatoxin TK. (50 nM) és az o-
conotoxin GVIA (100 és 300 nM) jelenlétében is valtozatlan maradt. Magas
koncentraciépt w-agatoxin TK (250 nM) és Ccd* (200 uM) azonban
szignifikansan csokkentette a kémiai stimulacié hatdsara felszabadulé SP,
CGRP és szomatosztatin mennyiségét. A CGRP ezetében a kontroll: 0.21+0.03
fmol/mg, 250 nM w-agatoxin TK jelenlétében: 0.05+0.02 fmol/mg, 200 uM
Cd”™" jelenlétében: -6.074£0.02 fmol/mg. A SP kontroll: 1.24+.0.12 fmol/mg,
250 nM w-agatoxin TK jeleniétében: 0.4710.08 fmol/mg, 200 uM cd® jelen-
létében: ~-1.12+0.09 fmol/mg. A szomatosztatin kontroll: 0.131£0.03 fmol/mg,
250 nM w-agatoxin TK jelenlétében: 0.06+0.01 fmol/mg, 200 pM Cd* jelen-
Iétében: -0.0740.03 fmol/mg.

Ezen eredmények arra utalnak, hogy a TT2 TTX-szenzmv és TTX-rezisztens gyors Na~

csatornak, az N- és P-tipusu fesziltségfigeé Ca* csatornik, valamint az axonilis

vezctes (axon reﬂex) nem 1atszanak szerepet a peuropeptidek kiiszob koncentmcm-

Iy

‘E,atlo hatasa alapjan a felszabadulis Ca® ﬁlggd mechanizmusa a ,,capsaicin-hot
receptor” nem szelektiv kation csatorna nyitdsival magyardzhaté. Mivel a nagy
dézist w-agatoxin TK is szignifikans gatl6 hatist mutatott, a Q-tipusti Ca®" csator-
nak szerepe sem zarhato ki. Ennek tovabbi vizsgalata a P- és Q- csatornakat egya-
rant blokkolé m-conotoxin MVIUC alkalmazéasaval vélna lehetové.
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I1. SZENZOROS IDEGVEGZODESEK KEMIAI IZGATASAVAL KIVAL-
TOTT SZISZTEMAS GYULLADASGATLO HATAS £S NEUROTRANSZ-
MITTER HATTERE PATKANYBAN

(Pintér, E., Szolcsanyi, J., Helyes, Zs., Neurobiology 4, pp. 233-235, 1996. és
Szolcsanyi, J., Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G., Németh J., Br. J. Pharmacol.
124, kozlésre elfogadva, 1998.)

BEVEZETES

Intézetiinkben dr. Pintér Erika figyelte meg néhany éve azt az érdekes jelenséget,
hogy a gerincvel6i hatsé gyckerek antidrémos ingerlésével kivaltott helyi neurogén
gyulladast kdvetden egy masik hatsé gySkér ingerlésének hatdsa sokkal kisebb. A
jelenség szisztematikus vizsgalata sordn kiderilt, hogy az elsd ingerléssel a patkany
egyik labanak borében kivaltott primér reakcio gatolja egy késobbi akar neurogén,
akdr tisztan kémiai szekunder gyulladdsos reakcié kifejlodését a konjunktivéban,
illetve az ellenoldali labb&rben (Pintér és Szolcsanyi 1988, 1996). Kézenfekvd volt
az a feltételezés, hogy a primér gyulladas sordn gyulladasgatlé neuromediatorok
keriilnek a szisztémas keringésbe és testszerte képesek csokkenteni a késoébbi fo-
lyamatot. Perineurélis kapszaicin el6kezelés utan e szisztémas gyulladasgatlé effek-
tus elmaradt (Pintér és Szolcsdnyi 1996) bizonyitva azt, hogy a kapszaicin-
érzékeny idegvégzddésekbdl felszabadulé mediator(ok) felelos(ek) a hatdsért. A
hatsod gyokér ingerléses modszer elénye, hogy igy az érzd rostok kémiai behatas
nélkiili, szelektiv aktivalasa érhetd el. Hatrdnya viszont, hogy jelentds miitéti be-
avatkozast igényel és a hatdst az allatok keringési viszonyainak véltozésa befolya-
solja. A jelenség tovabbi vizsgalatara két technikailag egyszerlibb kisérleti modeiit
dolgoztunk ki: az egyikben a nociceptorokat kozvetlenitl ingerl6 kémiai
irritinsokkal (mustarolaj és kapszaicin) ortodrémos izgatast végeztiik (I1. fejezet), a
masikban a n. ischiadicus szenzoros rostjait antidromosan ingereltiik (II1. fejezet).
Az irodalombd! ismert, hogy ingerlés hatasdra gyulladaskeltd (P-anyag, CGRP) és
gyulladasgatlé (szomatosztatin) neuropeptidek is felszabadulnak a kapszaicin-
érzékeny primér afferens neuronok periférias végz6déseibdl. Az 6pioid peptidek és
a galanin, amelyeket ugyancsak kimutattak ezen idegvégzédésekben, szintén képe-
sek gatolni a gyulladasos reakcidkat.

Kisérleteink soran célul tiiztiik ki, hogy ezt az egyediilallé, j tipusi szenzoros
neurohumoralis effektust t6bb oldalrél aldtdmasszuk ¢és felderitsitk, mely
mediator(ok) felelds(ek) ezen kisérletesen kivaltott gyulladasgatlo hatasért.

MODSZEREK

Vizsgélatainkat 200-250 g-os ndstény Wistar patkdnyokon végeztik, melyeket
apatogén korillmények kozott (,,pathogen free conditions”, PFC), 24-25 °C-0s
hémérsékleten a POTE 4llathdzdban neveltek. Altatdshoz 40 mgkg ip.
pentobarbital-t (Nembutal) hasznaltunk.

7

Ortodromos ingeriéssel kivdltott neurogén gyulladds vizsgdlata:

Mindkét oldali hats6é végtagot akutan denervéltuk (n. saphenus és n. ischiadicus
atvagasa 30 perccel a kisérletet megeldzden), hogy megakadalyozzuk a mustarolaj
nociceptiv hatdsdbdl ad6doé reflexvélaszokat. A 1ab bérét paraffinolajban oldott 1
%-0s mustarolajjal kentik be, vagy a talpbor ala 0.1 ml 100 mg/mi-es kapszaicin
oldatot injektaltunk. A konjunktivadban 1 mg/ml-es koncentrdcioju kapszaicin be-
cseppentésével hoztunk létre plazma extravazaciot. Ezen kémiai ingeranyagok
szelektiven a kapszaicinre érzékeny C-polimodalis nociceptorokat izgatjak. A
plazma kisdramlds mértékét az Evans kék akkumuldcié moédszerével hatdroztuk
meg. Tiz perccel a gyulladas kivaltasa eldtt 50 mg/kg Evans kéket admunk i.v. A
festék erdsen kotddik a szérum albuminhoz, a plazma extravazacio helyén kilép az
érpalyabol és akkumulalédik a gyulladt szvetekben. Harminc perccel a beadast
kovetden az allatokat elvéreztettitk, & kékiilt bérteriileteket kimetszettik, lemértitk
és festéktartalmukat 72 érdn keresztitl formamidban extrahaltuk. Spektrofotométer-
rel 620 nm-en meghatéroztuk a kioldodott festékmennyiséget, mely a plazma ki-
aramlas meértékével ardnyos. Az értékeket pg festék/g nedves szévet formaban
adtuk meg.

Nem neurogén gyulladas kivdltisa és mérése:
Ezeket a kisérleteket 5 nappal a n. ischiadicus €s a n. saphenus atvagisa utin vé-
geztik a hatsé végtagokon. A liabduzzadast 100 pl 5 %-os dextran oldat
szubplantdris adasdval véliottuk ki, amely a hizésejtekb6! szabadit fel gyulladaskel-
td anyagokat (hisztamin, bradikinin, leukoiriének, prosziaglandinok, vérlemezke
aktivalo faktor). A labak térfogatdt Ugo-Basile tipusii pletizmométerrel mértiik a
s.c. dextran injekci6 elott (kontroll), majd 10, 20, 30 perccel utdna. Az 6déma
nagysagat a kontroll érték %-dban fejeztitk ki.
Adrenalektomia:

A mellékvesekéregszteroidok szerepének vizsgalatara laterdlis abdominalis met-
sz¢sbol a meliékvesdket 30 perccel a mustdrolaj-kenést megel6zden eltavolitottuk,
majd a sebet zartuk. A kontroll, 4l-operalt allatokban szintén elvégeziiik a bemet-
szést, de a sebet a mellékvesék eltavolitasa nélkiil zartuk.

A plazma szomatosztatin szintjének meghatdrozasa intézetiinkben Kkifejlesztett
specifikus €s érzékeny RIA segitségével tortént. Tiz perccel mindkét akutan
denervalt hitso végtag 1%-o0s mustarolajjal torténd kenését kovetden artérids vér-
mintékat (3 ml/patkany) vettlink EDTA-t és Trasylolt tartalmaz6, jégben lehiitott
tivegesdvekbe eldkezeletlen, valamint 280 mg/kg s.c. cysteaminnal 4 6raval az
ingerlés elétt eldkezelt allatokb6l. A cysteamin szulfhidril vegyiilet, amely szelekti-
ven imrmunologiailag és funkciondlisan inaktivvé teszi a szomatosztatint, igy vizs-
galhato, hogy e peptid szerepet jatszik-e a gyulladasgatld hatasban. Az egyik kont-
roll csoportban a patkanyok hatsé labait paraffinolajjal kentiik (a mustarolaj oldé-
szere), a masikban krénikus denervécio utan alkalmaztuk a mustarolajat. A4
°C-on torténd centrifugalast kovetden a peptidet abszolut alkohol 3-szoros volume-
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nével extrahdltuk a plazmabodl. A precipitdciéd és a mésodik centrifugalas utéan a
mintakat nitrogén alatt beszéritottuk, majd a RIA mérések el6tt pufferben oldottuk
vissza.

Statisztikai értékeléshez ANOVA, t6bbszérds 6sszehesonlitasra alkalmas modosi-
tott Student t, illetve nem parametrikus - Mann-Whitney -- teszteket hasznaltunk.

EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

A.J/_Kémiai anvapokkal kividltott lokdlis neurogén gvulladas szisztémas
gyulladasgatld hatdsira jellemzd:

1. Az els6, 1%-os mustarolajjal kivaltott lokélis neurogén gyulladas (primér reak-
cid) 49.3 %-kal gatolta az ellenoldali hatsé végtagon 10 perccel késébb azonos
modon létrehozott plazma extravazaciot (szekunder reakcis). A kontroll cso-
portban, ahol az elsé kezelés paraffinolajjal tortént, a mustérolaj révén kivaltott
szekunder reakcio nem gatiédott, nem killénbozott szignifikdnsan az elsé cso-
portban tapasztalt primér reakciétol. Amennyiben a mustérolajjal egyidében
kentiik be a két labat, nem volt kiilénbség a két oldalon megfigyelhetd Evans
kék akkumulacio mértékében.

2. A patkany bal oldali konjunktivajan 0.1 % -os kapszaicin cseppentésével létre-
hozott Evans kék akkumulaciéhoz képest 44.4 %-kal csokkent a jobb szemben
7 perc miilva azonos médon kivaltott plazma extravazacid, ha kéztiik a 2. perc-
ben az egyik haisé végtagon mustérolajjal neurogén gyulladast valtottunk ki.
Kontroll patkdnyokban, ahol paraffinolajat hasznaltunk, nem volt killénbség az
elsé és masodik szembe cseppentés hatdsa kozott. (A kontroll csoportban al-
kalmazott elsé kapszaicincseppentés feltehetden az irritdcio kicsiny teriilete
miatt dnmagaban nem csokkentette szignifikansan az ellenoldali szemben a
festékkidramlast.)

3. Ha a primér neurogén gyulladast az akutan denervalt labba szubplantarisan
adott kapszaicin injekcioval véltottuk ki, a 10 perccel késdbb mustarolajjal az
ellenoldalon létrehozott szekunder reakcido 57.2 %-kal volt kisebb a kontroll
csoporthoz képest, ahol a patkanyok 0.9 %-os NaCl oldatot kaptak a kapszaicin
helyett.

Ezen eredmények azt bizonyitjdk, hogy a szenzoros idegvégzodések ortodromos

izgatdsaval, azaz mustdrolajjal vagy kapszaicinnel, kivaltott neurogén gyulladas

sordn a korabbi hats6 gydkeér ingerlés eredményeihez hasonl6an elegendé mennyi-
ségll gyulladésgatld medidtor szabadithaté fel a_szisztémas hats eléréséhez.

4. Mustarolajjal indukalt neurogén gyulladas képes volt csokkenteni a masik ol-
dali krénikusan denervalt végtagon S %-os dextran szubplantéris injekciéjaval
kivaltott 6démat is. A gatlds 58.3 %, 47.4 % és 48.2 % volt 10, 20 és 30 perccel
a dextrdn injekcidt kovetben a kontroll csoporthoz viszonyitva, ahol paraffin-
olajat hasznaltunk mustarolaj helyett.
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Ez arra utal, hogy a mustarolajjal kivaltott neurogén gyulladds gatolja a nem
neurogén, tisztan kémiai gyulladist is. A feltételezett gatdd neuromedidtornak tehat
biztgsan van kdzvetlen vaszkularis illetve immunsejtekre (pl. hizéseijtekre) gyako-
rolt hatdsa, azon til,_hogv esetleg az antidromos vazodilaticidért és neurogén
gyulladidsért felelds SP és CGRP felszabadulasat is csokkenteni képes.

5. Krénikusan denervalt 1ab bérében dextrannal kivaltott nem-neurogén plazma
extravazacié és szoéveti 6déma nem gatolta az ellenoldali, akutan denervalt
végtagon a 10 perccel késdbb mustarolajjal letrehozott festék akkumulaciét. A
szekunder reakcio intenzitisa hasonld volt a kontroll csoportéhoz, ahol a
dextran helyett fiziolégias NaCl oldatot alkalmaztunk. Mustirolaj kronikus
denervacié utin nem hozott létre szignifikans gyulladasos reakciét €s nem is
gatolta az ellenoldali labban a plazma extravazaciét sem.

6. Adrenalektdmia nem befolyasolta a mustarolajjal kivaltott szisztémas
gyulladasgatlo hatast.

Mivel a vizsgilatok sordn a mustarolajat akutan denervait libra kentiik és az

adrenalektomia nem gatolta a létrejétt gyulladasgatls hatist, a jelenségben a szim-

patikus rostok reflex aktivacioja és a mellékvesébél felszabadulé glitkokortikoidok

- melyek gyulladasgatlé hatdsa ismert — nem jatszhattak szerepet. Mindezek arra

utalnak, hogy a szisztémas gyulladisgatio hatds létrejottéért a primér reakeid sordn

a kapszaicin-szenzitiv_primér afferens neuronok periférids végzddéseibol felszaba-

duld_medistorok tehetok feleldssé, amelyek kozvetlentl vagy mds gyulladésgétld

hatasu transzmitter felszabaditasaval fejtik ki hatdsukat.

B./ Vizsgalatok a neurogén gyulladasgatlé hatds medidtorianak azonositdsira:

A kapszaicin-érzékeny afferens végzidésekben kimutathaté és azokbol ingeriéssel
felszabadithaté neuropeptidek kozill az dpicid peptidek, a szomatosztatin és a
galanin rendelkeznek gyulladasgitlo hatassal.

1. Az 6pioid peptidek szerepének vizsgalatdira 1 mg/kg s.c. Opioid receptor
antagonista naloxonnal kezeltiik el6 az allatokat 1 6rdval a primér gyulladds
kivaitdsa eldtt, A naloxon a maustarolaj-indukalta neurogén gyulladasgatlé ha-
tasat kivédte, ha a szekunder reakci6 is neurogén volt és a gatlast 23.4 %-kal
csdkkentette a dextrannal kivaltott nem neurogén méasodik gyulladas esetén.
10 ng/kg i.p. szomatosztatin elbkezelés 30.3 %-kal cstkkentette a 10 perccel
késébb mustarolajjal kivaltott neurogén gyulladast, mely hatds szignifikansan
nem valtozott 20 pg/kg -os doézis alkalmazisa esetén sem. Az exogén
szomatosztatin  gatlé hatasa kivédhetd wvolt poliklondlis szomatosztatin
antiszérummal (0.5 ml/patkény i.v. 1 érdval a kisérlet eltt), de érdekes modon
naloxon (1 mg/kg s.c. 1 6rdval kordbban) el6kezeléssel is.

Mivel irodalmi adatok alapjan a szomatosztatin 1-es recepior altipusa (K1) &s a p-
épioid receptor aminodsav szekvencidja 40 %-ban hasonlo, tovabba in vitro
receptorkdtddési vizsgalat eredményei is arra utalnak, hogy a szomatosztatin és

o
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analdgjai a naloxonnél erésebb opioid receptor affinitast mutatnak. A naloxon gatlo

hatasa tehat egyarant szolgalhat bizonyitékul az opioid peptidek és a szomatosztatin

mediator szerepére vonatkozoan is. A pontos mechanizmus megismeréséhez to-
vabbi kisérletek sziikségesek.

3. Mustérolajjal kivaltott neurogén gyulladas eilenoldali neurogén gyulladasra
gyakorolt gatlé hatdsa megsziint, ha az allatokat szomatosztatin antiszérummal
(0.5 ml/patkany i.v. 1 érdval a kisérlet eldtt) vagy a szomatosztatint depletdld
cysteaminnal (280 mg/kg s.c. 4 éraval kordbban) kezeltilk elé. Amennyiben a
szekunder reakcié dextrannal kivaltott nem neurogén gyuliadds volt, az endo-
gén gyulladdsgitlé hatdst szomatosztatin antiszérum elbkezelés 30 %-kal
csokkentette.

4. A vérplazma szomatosztatin szintje 10 perccel az akutan denervalt hats6 labak
mustarolajjal torténd kenését kovetden 40.03 %-kal emelkedett a kontroll cso-
porthoz viszonyitva, ahol a mustirolaj helyett paraffinolajat hasznaltunk. A
mustarolaj alkalmazdsat megeldzéen végzett krdnikus denervacié a hatsé vég-
tagon, valamint a szomatosztatint depletilé cysteaminnal térténé eldkezelés
gitolta a plazma szomatosztatin koncentricidjanak emelkedését, sét ezen ese-
tekben e peptid plazmaszintje szignifiknsan alacsonyabb volt, mint a bazalis
érték.

Mindezen eredmények a szomatosztatin alapvetd szerepét bizonyitjak a kapszaicin-

érzékeny idegvégzddések izgatdsdval kivaltott gyulladasgitié hatdas medidldsdban,

de az épioid peptidek részvétele sem zarhatd ki. A neurogén gyulladdsgatlé me-

chanizmus pontosabb megismerésére, a jelenség részletesebb felderitésére és a

szomatosztatin els6dleges jelentGségének megerdsitésére a kovetkezd fejezetben

ismertetendd, masik kisérleti modellen végeztiink vizsgélatokat:

Il. ANTIDROMOS_ IDEGINGERLES HATASARA FELSZABADULO
SZOMATOSZTATIN, MINT _POTENCIALIS _GYULLADASGATLO
MEDIATOR T
(Szolcsanyi, ., Helyes, Zs., Oroszi, G., Németh, J., Pintér, E., Br. J. Pharmacol.
123, pp. 936-942, 1998.)

A vizsgélatsorozat célja a hatsé gydkeér ingerlésnél technikailag egyszeribb és
gyorsabb kisérleti elrendezés kidolgozasa volt, amelyben lehetévé valik a szenzo-
ros rostok antidrdémos ingerlésével kivaltott gyulladasgitlé hatds tovabbi vizsgila-
ta. Kiilonds hangsulyt fektettiink az alacsony frekvenciaju elektromos ingerlés
hatasossiganak tanulményozasara, valamint arra, hogy kimutathaté-e a jelenség az
iziiletben és a 1égutak nyalkahdrtyajaban (interoceptiv teriiletek). Tovabbi bizonyi-
tékokat kerestiink a szomatosztatin medidtor szerepére vonatkozdan is.

-
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MODSZEREK
Vizsgalatainkhoz a POTE allathdzdban nevelt 200-250 g salyl néstény Wistar

patkanyokat hasznaitunk. Az 4llatokat hosszi hatdsu natrium thiopental-lal
(Trapanal, 100 mg/kg i.p.) altattuk.

A n. ischiadicus izgatdsa:
A n. ischiadicust a csipd tajékon atvagtuk és a miitéti teritlet felett kialakitott me-
dencet testmeleg paraffinolajjal toltsititk fel. A periférias idegcsonkot platina
elektrédparra helyeztiik és 20 V, 0.5 ms, 0.1-5 Hz paraméterekke! (C-rost erbsségii
aram) ingereltiik. Az idegingerlést megeldzéen 1 6raval adrenerg neuron blokkold
guanethidint (8 mg/kg i.p.) adtunk az allatoknak a neuromuszkularis transzmisszié
gatlasdra pipecuronium bromidot (200 mg/kg iv.) hasznaltunk. Az egyik v.
Jugularisba kaniilt vezettiink, hogy ezen keresztill adjuk a gyGgyszereket és T-
trachedlis tubuson keresztiil mesterséges lélegeztetést végeztiink.
Amikor a plazma extravazaciot carrageenin (100 upl 1 %-os szubplantaris vagy
200 pl 2 %-os intraartikularis) injekcidjaval valtottuk ki, a kisérlet eldtt 30 perccel
atvagtuk a n. ischiadicust és a n. saphenust, hogy a nociceptiv reflexek hatasat elke-
ritljiik.
A 1égcst és a nyel6css nyalkahdrtydjaban, valamint a mediasztindlis kotdszovetben
a plazma extravazaciét a n. vagus periférids csonkjanak 20 V, 1 ms, 8 Hz paramé-
terekkel 10 percig trténd ingerlésével valtottuk ki. A paraszimpatikus valaszok
kivédésére 10 perccel az elektromos stimuldcié eldtt atropin szulfatot (2 mg/kg i.v.)
adtunk.

Plazma extravazdcio meghatdrozdsa:
A plazma albumin extravazicié mérésére az el6zdéekben ismertetett Evans kék
akkumulaciés médszert hasznaltuk. A festéket (50 mg/kg i.v.) 30 perccel a n.
ischiadicus atvagasa utdn adtuk és az allatokat 20 perccel az utolsé gyulladaskeltd
stimulus utdn véreztettik el. A gyulladds mértékének meghatarozdsara a n.
ischiadicus ellatasi teriiletének megfeleld talpi és lateralis 1abhati bért, illetve a n.
vagus altal beidegzett disztalis 2/3-nyi nyeldcsdszakaszt, a nagyerek koriili
mediasztindlis kotdszovetet €s a légesdvet tavolitottuk el. A térdizilleti gyulladas
vizsgalatara az intenziv kékiilést mutato iziileti tokot, kereszt- és oldalszalagokat és
a duzzadt szinovidlis kotdszovetet metszettiik ki. Fotometrids meghatdrozasra a
szovetdarabok festéktartalmat 72 éran keresztill szobahémérsékleten formamidban
extrahaltuk.

Bér mikrocirkuldcidjdanak mérése:
A n. ischiadicus antidrémos stimulaci6jara létrejovo mikrocirkulacids valtozasokat
a talpbdrben laser-Doppler dramlasmérével regisztraltuk. Ezzel parhuzamosan a
szisztémas vérnyomast és a szivirekvencidt artérias kaniilon keresztiil szamitogép-
hez. csatlakoztatott poligraf segitségével mértiik.

s rar

A vérplazma szomatosztatin szintjének a mar ismertetett RIA médszerrel torténd
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meghatérozasahoz mindkét oldali n. ischiadicus periférids csonkjanak egyidejiileg
torténd stimulacidja utdn (20 V, 0.5 ms, 5 Hz, 5 perc) 2 illetve 10 perccel 3 ml
artérias vérmintat vettiink.

Az eredmények statisztikai analizise Mann-Whitney teszttel tortént.

EREDMENYEK, KOVETKEZTETESEK

1. A jobb oldali n. ischiadicus antidrémos ingeriésével (5 Hz, 5 perc, 1500 im-
pulzus) kivaltott neurogén gyuliadas (primér reakcio) 50.3 %-kal csokkentette
az 5 perccel késébb a bal oldali ideg hasonl6 paraméterekkel végzett stimula-
lasa kovetkeztében létrejovd plazma extravazacidt (szekunder reakcid).

Ez a hatds kozel azonos mértékii a hatsé gydkér ingerlés és az ortodrémos, kémiai

stimuldcid esetén tapasztalt gatlassal, a jelen kisérleti modell tehdt alkalmas az

alapjelenség vizsgalatara. Az antidromos hatsd gyokér ingerléssel szemben elbnye,
hogy technikailag egyszeriibben kivitelezhetd és a kisérlet tartés ingerlésnél is
stabil keringési koritlmények kozott végezhetd.

2. Az ideg periférias csonkjanak 0.5 Hz-cel 60 percen 4t torténé stimulacitja
(1800 impulzus) jelentds plazma kidramlast okozott a n. ischiadicus elldtasi te-
ritletén és 38.9 %-kal illetve 46.1 %-kal gatolta az ellenoldali talpbérben és
térdiziiletben a carrageeninnel kivaltott vegyes tipusd gyulladast.

3. A n. ischiadicus ingerlése 0.1 Hz-cel 4 6ran keresztill (1440 impulzus) nem
valtott ki lokalis plazma extravazdciét, viszont gatolta az ellenoldalon a
carrageeninnel indukalt Evans kék akkumuldcid a talpb8rben 52.1 %-kal, a
térdiziiletben pedig 40.9 %-kal. A kontroll csoportban n. ischiadicust csak at-
vagtuk, de ingeriés nem tortént.

Ezen eredményekbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a szisztémés gyulladdsgdtld
hatdshoz nem sziikséges lokalis neurogén gyulladas 1étrejétte, a gatlé mediator(ok
kozvetleniil az aktivalt szenzoros idegvégzddésekbdl szabadul(nak) fel és nem a
gyuiladt szovetbol. A gatlast kivaltéd transzmitter(ek) alacsony frekvencidju ingerlés
sordn_is_felszabadul(nak), amikor plazma extravazacitért felelds SP hatdsa még
nem jon létre. Frdekes megemliteni, hogy az antidrémos vazodilatacié frekvencia
optimuma is alacsony (0.025-0.1 Hz), ami a CGRP felszabadulas hasonloan haté-
kony effektor funkcidjat bizonyitja.

4. A n. ischiadicus antidrémos ingerlése a n. vagus periférids csonkjanak stimu-
laciojaval 5 perccel késébb kivaltott Evans kék akkumuldciét a nyel6csében
49.7 %-kal, a légcsében 32.8 %-kal, a mediasztindlis kotoszovetben 37.6 %-kal
gatolta a kontroll csoporthoz viszonyitva.

A gyulladasgatlé hatas tehat nem csak exteroceptiv (bér), hanem interoceptiv terii-

leteken (izifet, viszceralis nydlkahdrtydk és kotdszévet) is érvényesiil.

5. A n. ischiadicus periférias csonkjanak 4, 8, illetve 16 impulzusokkal t&rténd
ingerlése a talpbdrben 30.8 %-o0s, 454 %-os, illetve 594 %-os
mikrocirkuldci6fokozodast eredményezett, amelyet azonban a kontralaterdlis
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ideg antidromos ingerlése (5 Hz, 5 perc) sem a stimuldci6 alatt, sem utdna nem
befolyasolt szignifikinsan. Szomatosztatin injekciénak (10 pg/kg i.v.) ugyan-
csak nem volt hatdsa az antidromos vazodilataciéra.
A plazma extravazacié gitlasa ezek alapjdn nem magyarazhatd a szoveti véraram-
las csokkenésével, valészinlileg a posztkapillaris venuldkon torténd hatas és a SP
felszabadulds gatlasinak a kdvetkezménye. Hasonlé hatésokkal rendelkezik a felté-
telezett mediator, a szomatosztatin, is.

6. Nem jott létre a n. ischiadicus antidrémos izgatasdval kivéltott gatlo hatds az
ellenoldali talpbdrben 5 perccel késSbb azonos médon eldidézett neurogén
gyulladasra, ha a patkanyokat polikiondlis szomatosztatin antiszérummal (0.5
ml/patkany iv. 1| éraval korabban) vagy szomatosztatin depléciét okoz6
cysteaminnal (280 mg/kg s.c. 4 6raval a kisérlet elétt) kezeltiink el§.

7. Szomatosztatin antiszérum elékezelés utan a n. ischiadicus szenzoros rostjainak
antidrémos izgatdsa a n. vagus ingerlésével kivaltott plazma extravazaciét sem
gatolta.

8. A plazma szomatosztatin szint t6bb, mint négyszeresére emelkedett 2 perccel a
kétoldali n. ischiadicus ingerlés utdn (5 Hz, 5 perc) a kontroll csoporthoz vi-
szonyitva, ahol az idegeket atvagtuk, de nem ingereltiik. Amennyiben a vér-
mintdkat 10 perccel az ingerlést kdvetden vettik le, a szomatosztatin plazma-
szintje még mindig 142 %-kal magasabb volt. Cysteamin el6kezelés megakads-
lyozta a stimuldcié hataséra bekdvetkezd szomatosztatin szint emelkedést.

Ezek az adatok az el6z0 fejezetben vazolt eredményekkel osszhangban a

kapszaicin-érzékeny C-afferens rostokbdl felszabadulé szomatosztatin mediator

szerepét bizonyitjak a szisztémas neurogén gyulladdsgatlé hatisban. Mindemellett
az Opioid peptidek és a galanin részvétele az ltalunk vizsgalt jelenségben nem
zarhato ki, tisztazisa tovabbi vizsgalatokat igényel.

Alapkutatisi eredményeink gyakorlati hasznosithatésiga:

Az értekezésben ismertetett 1 alapkutatasi eredményeknek terapias konzekvencid-
ja lehet, hiszen a neurogén gyulladdsnak t8bb gyakori betegség (elsésorban léguti
¢s iziileti gyulladasos folyamatok) patomechanizmuséban kitiintetett szerepet tulaj-
donitanak. Jelenleg nem rendelkeziink olyan gyégyszerrel, amely a neurogén
gyulladas kezelésére alkalmas lenne, ciklooxigenaz (COX) enzim gatlék {rl
indometacin, diclofenac) kisérletesen nem bizonyultak hatisosnak. Az sltalunk
felfedezett gyulladdsgatlé hatds mediatora(i)nak identifikildsa egy Wi tipust, haté-
kony gyulladdscstkkentd szer kifejlesztéséhez adhat kiinduldsi alapot. Ilyen irdnyn
tovabbi kutatasainkat a kovetkezd két fejezet ismerteti:
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IV/1. SZINTETIKUS SZOMATOSZTATIN ANALOGOK GYULLADAS-
GATLO ES ANTINOCICEPTIV HATASA

(Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvith, J., Neurobiology 4, pp.115-117,
1996.; szabadalmi beadvany, 1998. és a teljes kisérletsorozat eredményei: kézlésre
elékészitett kézirat)

BEVEZETES, CELKITUZESEK (1)

A szomatosztatin a szervezetben 14 és 28 aminosavbol 4llé forméban a kézponti
és a periférias idegrendszerben, a gasztrointesztinélis traktusban és a belsd elvalasz-
tasu szervekben eléforduls, sokféle hatdssal rendelkezd peptid. Gatolja a ndveke-
dési hormon felszabadulasdt és szamos mas endokrin szekrécidt (pl. glukagon,
mnzulin, gasztrin, prolaktin, szekretin és kolecisztokinin), tovabba a tumorsejtek
osztodasat. Ezen hatasok 5 receptor altipuson keresztill valosulnak meg, amelyek a
G-proteinhez kapcsolédd receptorcsalad tagjai. A nativ szomatosztatin terdpias
alkalmazhatosagat jelentosen géatolia széles hatdsspektruma és rovid (3 perces)
felezési ideje. Szelektiven haté anal6gok jelentdsen megkdnnyitenék az egyes kor-
képek kezelését, Az utobbi években szamos 4j szomatosztatin analégot szintetizal-
tak és a szubsztitiiciok jelentdségét vizsgaltdk elsésorban endokrin és antitumor
hatést molekulak el6allitasa céljabél.

Az irodalombdl ismert, hogy az exogén szomatosztatin gatolja a neurogén gyul-
ladast és a nocicepcidt. Az eldzbekben vézolt kisérleti eredményeink alapjan e
peptid felszabadul az aktivalt kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbol és
a keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatié hatssal rendelkezik. Mivel a C-rostok
efferens funkcidja a neurogén gyulladas, az afferens pedig a nocicepcio, a
szomatosztatinnak a fajdalomérzésben is szerepe lehet. Jelen kisérletsorozatunk
célia az volt, hogy megvizsgaljuk a szomatosztatin, az octreotide (Sandostatin),
valamint 3 0j, a Magyar Tudomanyos Akadémia Kézponti Kémiai Kutatd Intéze-
tében szintetizalt, stabil, ciklikus analég, a TT-250, a TT-248 és a TT-232 hatasat a
neurogén és nem neurogén gyulladasra, valamint a kemonocicepciora. A TT-232 a
tobbr 8 aminosavb6l 4116 analéggal szemben heptapeptid és el6zetes vizsgalatok
alapjan nem rendelkezik endokrin hatassal, viszont a leghaté¢konyabban gitolja a
tumorsejtek osztodasat (Kéri és mtsai. 1993, 1996).

MODSZEREK (1)

Neurogén gyulladast gdatlé hatds vizsgdlata:
Pentobarbital-lal (Nembutal, 40 mg/kg i.p.) altatott, csoportonként 5-7 db, 150-200
g-0s ndstény Wistar patkédnynak a hétsé végtagok akut, bilaterdlis denervalasat
kovetden 30 perccel a plazma kidramlas vizsgdlatara Evans kék festéket adtunk i.v.
(az Evans kék akkumulécios modszer részletes leirasat Isd. az el6zd fejezetekben).
Ezzel egyidében az elbkezelt Aallatok szomatosztatint vagy szintetikus
szomatosztatin analégot kaptak 10 pg/kg dézisban ip..Tiz perc mtlva a neurogén
gyulladést 1 %-os mustarolaj ecseteléssel valtottuk ki.
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Nem neurogén, tisztan kémiai gyulladdst gatlo hatds vizsgalata:
Mindkét krénikusan denervalt hatsé végtagba szubplantarisan 100 pl 5 %-os
dextrant fecskendeztiink. A szomatosztatinnal illetve az analégokkal (10 pg/kg
1.p.) valo eldkezelés 10 perccel kordbban tortént. A dextran beadasa elétt, majd 10,
20 €s 30 perc mulva pletizmométerrel mértiik a dextran altal kivaltott 1abduzzadast,
amelyet a kiindulasi volumenhez viszonyitott %-os novekedés formdajaban adtunk
meg.

Kemonociceptiv reflexek vizsgdlata:
Uretan narkézisban (1 g/kg ip.) kontroll patkdnyokban kemonociceptiv ingerek
hatasara (az intakt hatsé végtagok 1 %-os mustérolajjal torténd ecsetelése illetve
100 ug/ml-es kapszaicioldat szembe cseppentése) jelentds szisztémas
vérnyomasemelkedés (presszor valasz), szivfrekvenciantvekedés és 1égzésfokozo-
das jott létre. Ezen vegetativ paramétereket artérias kaniildn, valamint kett6s eldga-
zésy trachea kaniildn keresztiil poligrafhoz csatlakoztatott szamitégépen folyama-
tosan regisztraltuk €s a fajdalomingerekre adott valaszokat specialis program segit-
ségével értékeltiik. Az elékezelt llatok a mérés megkezdése eldtt 10 perccel 10
ug/kg szomatosztatint vagy analogot kaptak i.p..
A szomatosztatin szintetikus analogjait 1 csepp ecetsav hozzdadasival fiziologias
NaCl-ban oldottuk, az octreotide ampullas kiszerelésben allt rendelkezésiinkre.
Statisztikai értékeleshez Mann-Whitney tesztet hasznaltunk.

EREDMENYEK (1)

1. A szomatosztatin 24.85 %-kal gatolta a mustarolajjal indukalt neurogén
plazma kidramlast és 30.96 %-kal a dextrannal kivaltott nem neurogén 6démat
(dextran adasa utani 30 perces érték).

2. Az 1j szintetikus, stabil, ciklikus analégok azonban ennél még hatékonyabb
gyulladdsgatlé hatassal rendelkeztek. A neurogén gyulladast 10 ug/kg i.p.
adott TT-248 46.26 %-kal, TT-250 48.86 %-kal, TT-232 pedig 63.62 %-kal
csokkentette. A nem neurogén gyulladasos reakcidban a dextrin beadisa utan
30 perccel a TT-248 22.2 %-os, a TT-250 24.93 %-0s és a TT-232 51.92 %-o0s
gatl6 hatast mutatott. E 3 analég koziil leghatdsosabbnak az endokrin hatissal

nem rendelkezd heptapeptid TT-232 bizonyult.

3. Az octreotide (Sandostatin), amelyet gyoégyszerként sikerrel alkalmaznak
hormonszekréciok gatlasara és endokrin tumorok kezelésére, nem befolyasolta
sem a neurogen, sem a nem neurogén gyulladdst.

4. Az antinociceptiv hatds vizsgalatakor kontroll &llatokban a kemonociceptiv
ingerekre adott az artérids vémyomas atlagosan 46 (mustirolaj) illetve 55
(kapszaicin) Hgmm-rel, a szivfrekvencia 85-tel (mustérolaj) illetve 143-mal
(kapszaicin) és a percenkénti légzésszam 61-gyel (mustirolaj) illetve 48-cal
(kapszaicin) névekedett. Ezen efferens reflexvalaszokat a nativ
szomatosztatin, a TT-248, TT-250 és a TT-232 (10 ug/kg i.p.) szignifikinsan
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csokkentette. Ebben a kisérletsorozatban is a gyulladasgétlé hatashoz hasonl6-
an 2 TT-232 bizonyult a legeffektivebbnek és az octreotide antinociceptiv ha-
tast sems mutatott. A 77-232 eldkezelés a mustdrolaj hatdsara torténd
vémyomasemelkedést 5 (mustdrolaj) illetve 13 (kapszaicin) Hgmm-re, a
szivrekvenciafokozédast 14-re (mustarolaj) illetve 23-ra (kapszaicin), a
légzésszamndvekedést 12-re (mustérolaj) illetve 18-ra (kapszaicin) csokken-
tette.

KOVETKEZTETESEK (1)

Ezen eredmények azt mutatjak, hogy nem az a receptorcsalid (R2. R3 és RS)

medidija_a_szomatosztatin és anal6gjainak anti-inflammaciés és anti-nociceptiv
hatésait, amely az endokrin hatdsckért felelés, mivel az octreotide, amely ezekhez
ko6tddd, potens hormonszekréciogatlé analog, e tekintetben nem bizonyult hatdsos-
nak. Az altalunk vizsgdlt hatdsok tehat val6szinfileg az irodalmi adatok alapjan
killén csoportba sorolhaté R1 és/vagy az R4 receptoro(ko)n keresztiil valésulnak
meg, ¢s a kilonbdzd szubsztitiiciokkal eldallitott analogok ezekhez a
szomatosztatinndl nagyobb affinitist mutatnak. A tumorgatlé hatas is feltehetdleg
ezen receptorokhoz kapcsolhat6, hiszen a kisérleteinkben leghatékonyabbnak bi-
zonyult heptapeptid TT- 232 a tumorsejt proliferaciot is a legeffektivebben gatolta.
Mivel a TT-232 stabil, endokrin hatdsokkal nem rendelkezd szintetikus peptid, a
gyulladdsgatld és fajdalomcsillapité terapidban_igéretes szer lehet. Ezen analég
tovabbi, részletesebb tanulmanyozasara iranyult kisérletsorozatunk masodik része:

V2, A_T1-232 SZOMATOSZTATIN ANALOGGAL KIVALTOTT
GYULLADASGATLO HATAS ELEMZESE

CELKITUZESEK (2)

Az eddigi eredmények alapjan jelen kisérleteinkben a kovetkezoket vizsgaltuk:

1. A TT-232 killonb6z6 dézisainak (i.p. és i.v.) gatlé hatdsa mustarolajjal kivaltott
neurogén, valamint krénikus denervaci6 utdn dextrannal illetve bradykininnel
indukélt nem neurogén gyulladéasos reakciokra (IDs, / ID;5 meghatarozasa). Az
eredmények &sszehasonlitdsa a klasszikus nem-szteroid gyulladasgatlok koziit
a diclofenac €s a szelektiv ciklooxigendz-2 izoenzim (COX-2) gitié meloxicam
hatasaval.

2. A TT-232 hatistartaminak meghatdrozasa az ortodrémos neurogén gyulladas
modellben az i.v. ID; koriili dézissal.

3. Izolalt trachedn a TT-232 hatisa az elektromos téringerléssel illetve
kapszaicinnel kivaltott SP, CGRP és szomatosztatinfelszabadulésra.
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MODSZEREK (2)

Az ortodrémos neurogén gyulladdst 1 %-os mustdrolajjal, a nem neurogén
gyulladdst a krénikusan denervalt hatsé végtagon bradykininnel (50 ul, 0.25 pg
s.c.) vagy 5 %-os dextrannal (100 pl s.c.) valtottuk ki és Evans kék extravazacios
moédszerrel illetve pletizmométerrel mértitk. A vizsgalt gyulladascsskkentokkel
dézis-hatas gorbéket készitettlink és regresszids egyenes segitségével meghataroz-
tuk az IDg-t illetve az [D4s-t.

A neuropeptidek in vitro felszabaduldsdt elektromos téringerléssel (20 V, 0.1 ms,

10 Hz, 120 masodperc) vagy kapszaicinnel (107 M) valtottuk ki és az el6z6 fejeze-
tekben ismertetett médon RIA-val mértiik. Statisztikai értékelésre paros és paratlan
Student t-prébakat hasznaltunk.
A TT-232-b6é1 Na-acetat-ecetsav pufferben 5 mg/ml-es térzsoldatot készitettiink és
4 tovabbi oldasokat ebbdl 5 %-o0s mannitol hozzaadéséval végeztilk. A diclofenac
20 mg/mi-es koncentracidig fiziolégids NaCl oldatban, e felett dimetil-szulfoxidban
(DMSO) oldodott. A kontroll csoportokban az éllatokat a megfeleld oldészerrel
kezeltiik.

EREDMENYEK (2)

1. ATT-232 ip. és i.v. adds utén dézifiiggd modon gitolta a mustarolajjal kival-
tott neurogén gyulladast. A kétféle adasméd esetén 95 %-os
konfidenciaintervallummal szamolt ID;, értékek csaknem azonosak: IDg, (i.p.)
= 4.34 (3.43-5.45) ug/kg, IDs, (1.v.) = 4.32 (2.41-8.84) ug/kg. A diclofenac (5,
10, 20 mg/kg i.v. illetve 100 mg/kg i.m.) és a meloxicam (1, 10, 20 mg/kg i.v.)
nem volt hatdssal a mustarolajjal 1étrehozott plazma extravazdciora 1 6raval az
anyag beadasa utén.

2. ATT-232 (2.5 pg/kg i.v.) gatld hatasa a neurogén gyulladdsra 2 érén at tartott.

3. ATT-232 (1, 2.5, 5 pg/kg i.v.) dozifiggd médon csokkentette a dextran nem
neurogén labduzzadast okozé hatasat is. Mivel az 50 %-os gatlas nem volt elér-
hetd, a kiszamitott ID;5 30 percnél 1.64 (1.53-5.9) ug/kg. A dextran 6démat a
diclofenac (5, 10, 20 mg/kg i.v.) és a meloxicam (0.2, 0.5, 1, 10 mg/kg i.v.) is
gatolta. Diclofenac esetén 30 percnél 1Dy = 10.89 (7.1-18.83) mg/kg, a
meloxicam dézis-hatas gérbéje azonban nem volt elég meredek ennck megha-
tirozésara. A bradykininnel kivéltott plazma kidramlast csdkkentette ugyan a
TT-232 (1, 5, 10, 20 ng/kg i.v.), de a dozis-hatas gorbe til lapos volt és a hatas
nem érte el az ID;-t.

4. A SP, CGRP és szomatosztatin izolalt tracheabol elektomos téringerlés hatasdra
torténd felszabadulasat 500 nM TT-232 36.0 %-kal, 48.1 %-kal, illetve 40.6 %-
kal gétolta. A kapszaicin altal kivaltott peptidfelszabadulast 200 nM TT-232
44 8 %-kal (SP és szomatosztatin) és 48.5 %-kal (CGRP), mig az 500 nM débzis
79.3 %-kal (SP), 74.2 Y%-kal (szomatosztatin) és 27.4 %-kal (CGRP) csokken-




18

tette. A bazalis, stimulacié nélkiiit peptidfelszabadulast a TT-232 nem befolya-
solta.

KOVETKEZTETESEK (2)

A TT-232. egy stabil, ciklikus, szintetikus heptapeptid_szomatosztatin analog,
rendkiviil hatékonynak bizonyult a neurogén plazma_extravazacié gatlasaban,
kisérleteink alapjan hatdsa 2 draig tart. Ezen eredmény jelentbségét az is hangsa-
lyozza, hogy a neurogén gyulladast sem a diclofenac, sem a COX-2 gatld
meloxicam nem befolyasolta. Régota folynak vizsgalatok az ismert nem-szteroid
gyulladasgatikkal kapcsolatban is (szalicilatok, amidopiridin, flafenamin sav,
fenilbutazon, indometacin), de jelenleg egyetlen olyan gydgyszer sincs, amely a
neurogén gyulladasos reakcidkat megbizhat6an gatolni tudnd és ezaltal lehetdséget
adna azon korképek kezelésére, amelyekben e komponensnek kitiintetett szerepet
tulajdonitanak, Ilyen betegségek pl. a légutak nyalkahdrtyajaban létrejové, elsdsor-
ban allergias eredetii gyulladasok (rhinitis, bronchitis, asthma bronchiale), az izli-
let gyulladasok (elsdsorban a rheumatoid arthritisy, a migrén, az allergids
conjunctivitis, az urticaria és a psoriasis. A szteroidok csak olyan nagy ddziban
képesek gatolni a neurogén gyulladist, melyben a szdmos mellékhatas veszélye
miatt nem lehet gyakorlati alkalmazasukkal szamolni. Bar a nativ szomatosztatin
gitolia a kisérletesen kivaltott neurogén gyulladast, széles hatdsspektuma és rovid
felezési ideje miatt terapiasan nem johet szamitasba. A TT-232 ezze! szembcn
sokkal hatékonyabb molekula és jn vivo koriilmények kozott lebomlasa lassibb,
ezaltal hatésa tartosabb. Szelektivebb is, mert endokrin hatisoktol mentes.

Mivel e heptapeptid gatolta in vitro a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat,
feltételezhetjilk, hogy a gyulladascsokkentd és az anti-nociceptiv hatds az afferens
idegvégzidések gatlasan keresztill valdsul meg. A TT-232 a nem neurogén gyulia-
dést is képes volt gatolni. Ebbol kovetkezden hatdsmechanizmusanak egyéb kom-
ponensei is vannak, pl. direkt az ercken és/vagy a gyuliadasos sejteken - elsdsorban
hizosejieken - is gatiast okoz. ‘

A jovében tovabbi hatastani és toxikoldgiai kisérleteket terveziink, melyek el6-
segithetik, hogy ezen analdégbdl 1j gyulladasgatlé és esetleg fajdalomesillapitéd
gvogyszer valiék.
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V. A NOCICEPTIN - EGY UJ OPIOID PEPTID — GYULLADASGATLO
HATASA ES MECHANIZMUSA

(Helyes, Zs., Németh, J., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Br. J. Pharmacol. 121, pp. 613-
615, 1997. és Németh, J., Helyes, Zs., Oroszi, G., Than, M., Pintér, E., Szolcsanyi,
1., Eur. J. Pharmacol. 347, pp. 101-104, 1998.)

BEVEZETES, CELKITUZESEK

Az 6pioid peptidek gatoljak a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzidésekbol
a gyulladaskeltd neurotranszmitterek (CGRP, SP) felszabadulasat és a neurogén
gyulladast. Valésziniileg a mediatorfelszabadulas gatlasan alapul gerincveldi szin-
ten az analgetikus hatasuk is.

Az utébbi években két munkacsoport egymastol fiiggetlentil felfedezett

egy 1j, biokémiailag az 6pioidok kozé sorolhaté 17 aminosavbél 4ll6
neuropeptidet. Egyikiik (Meunier és ratsai. 1995) nociceptin névvel illetie, mert
intracerebrovaszkuldrisan beadva - a morfinnal és az enkefalinokkal ellentétben -
egér tail-flick tesztben nociceptiv hatdsinak bizonyult. Masikuk az erphanin FQ
elnevezést adta (Reinscheid és mtsai. 1995), mivel receptorat mér a ligand azonosi-
tasa elott felfedezték (,orphan” azaz arva receptor / ORL,, opioid receptor like 1).
Bar a nociceptin a klasszikus 6pioid peptidekkel - elsésorban a dinorfin A-val -
nagy fokii szerkezeti hasonlésagot mutat, funkcionalisan a kezdeti kutatdsok alap-
jan azokto! tobb szempontbél eltéroen viselkedik. Giuliani és Maggi (1996) kozol-
te, hogy a nociceptin gatolja a szenzoros rostok izgatdsaval kivaltott tachykinin-
medialta kontrakciokra tengerimalac izolalt vesemedence simaizman. Erdekesnek
és igéretesnek latszott ezért megvizsgalni, hogy képes-e a nociceptin gatolni a
neurogén gyulladasos folyamatokat in vivo és biokémiai modszerekkel kimutatha-
toan a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat in vitro.

Jelen kisérletsorozatunkban a kovetkezd kérdésekre kerestitk a valaszt:

1. Gatolja-¢ a szisztémasan (i.p.) adott nociceptin az ortodrémos és antidromos
neurogén, valamint a nem neurogén gyulladasos reakcidkat in vivo?

2. Befolyasolja-e a nociceptin a mast cell degranulating peptide (MCDP), az 5-
hydroxytriptamin  (5-HT) illetve a hisztamin &ltal kivaltott plazma
extravazaciot?

3. Milyen hatdsa vau a nociceptinnek az elektromos téringerlés és a kémiai stimu-
lansok (kapszaicin és bradikinin) altal kivaltott gyulladaskelté (SP és CGRP)
valamint gyulladasgatlé (szomatosztatin) neuropeptidek afferens idegvégzddé-
sekbd! torténd felszabadulasara in vitro?
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MODSZEREK

Kisérleteinkhez 40 mg/kg i.p. pentobarbital-lal (Nembutal) altatott 200-250 g
stlya néstény Wistar patkanyokat hasznaltunk.

In vivo kisérletek.

A plazma extravazacié detektalasara és kvantifikalasira az Evans kék modszert
hasznaltuk. A nociceptint (20 pg/kg i.p.) vagy kontroll allatokban azonos volume-
nii izotdnias NaCl oldatot 10 perccel a gyulladas kivéaltasa eldtt adtuk.

Neurogén gyulladds kivaltdsa: Az antidromos neurogén gyulladést a bal
oldali n. saphenus periférids csonkjanak 20 V, 0.5 ms, 5 Hz paraméterekkel 5 per-
cig torténd ingerlésével valtottuk ki. Az ortodrémos stimulicidkor az akutan
denervalt hatsé végtagok borét 1 %-os mustarolajjal ecseteltitk.

Nem neurogén gyulladds kiviltdsa: A krénikusan denervélt hatso végta-
gok talpbore ald az egyik kisérletsorozatban 50 ul-nyi térfogatban 0.25 upg
bradykinint, a masikban MCDP-t 0.25 pg 100 pl-ben), 5-HT-t (0.5 pg 100 ul-
ben) vagy hisztamint (1 pg 100 pl-ben) fecskendeztiink.

Az allatokat 15 illetve a mustarolaj kenés esetében 20 perccel a gyulladas kivaltasa
utan elvéreztettiik és a gyulladt szévetekben akkumulalodott festékmennyiséget
spektrofotométeres modszerrel mértiik.

In vitro vizsgdlatok.

A patkanyokat elvéreztettiik és 2-2 kimetszett tracheat 1.8 ml-es szervflirdében 37
°C-o0s oxigenizalt (95 % O, és 5 % CO,) Krebs oldattal 60 percen 4t perfundaltunk
(} ml/perc). Az atdramlas leallitasa utan a szervfirddben 1évd oldatot 3-szor 5
(elektromos téringerlés esetén) illetve 8 (kémiai stimulaciénal) percenként lecserél-
tiik (ingerlés el6tti - ingerelt — ingerlés utani frakciok).

A peptidek felszabadulasat kivaltd elektromos téringerlés a masodik 5 perces peri-
ddus elején tortént S0 masodpercig 40 V, 0.1 ms, 2 Hz paraméterekkel 100 nM
nociceptin jelenlétében vagy anélkiil.

Kémiai izgatdsra kapszaicint (10® M) vagy bradykinint (107 M) hasznéltunk a
masodik 8 perces periodusban. A nociceptint (100 vagy 300 nM) e kozépso frakcio
elején adtuk az inkubécios médiumhoz.

Az eredmények statiszikai értékelése Mann-Whitney teszttel {in vivo kisérletek)
illetve paros és paratian t-teszitel (in vitro adatok) tortént.

EREDMENYEK

In vivo kisérletek:

1. Nociceptin eldkezelés a n. saphenus antidromos ingerlésével kivaltott plazma
extravazaciét 51.4 %-kal, a mustarolaj ecseteléssel indukalt ortodromos
neurogén gyulladast 35.7 %-kal gatolta.
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2. A krénikusan denervalt végtagon MCDP-vel illetve hisztaminnal kivaltott nem
neurogén gyulladast ugyancsak szignifikansan (53.7 és 19.5 %-kal) cs6kkentet-
te a nociceptin, ezzel szemben nem befolyasolta a bradykinin és az 5-HT Evans
kék akkumulaciét okozo hatasat.

In vitro adatok:

3. Az clektromos téringerlés az izolalt légesddarabokbol 103.9 %-os SP és 146.7
%-0s CGRP felszabadulast eredményezett a stimulacid eittti értékekhez viszo-
nyitva. A bazalis peptidfelszabadulast 100 nM nociceptin jelenléte nem valtoz-
tatta meg, de az ingerlés altal kivaltott emelkedést a SP esetén 63.1 %-kal, a
CGRP esetén 44.1 %-kal csokkentette.

4. Kontroll mintakbol a kapszaicin (10'8 M) a SP, CGRP és szomatosztatin felsza-
baduldsdt 53.2 %-kal, 114.3 %-kal és 91.3 %-kal novelte. Nociceptin jelenlét-
ében (100 és 300 nM) ez az emelkedés csupan 47.2 % és 14.7 % (SP), 524 %
¢és 15.8 % (CGRP), valamint 40.9 % és 18.8 % (szomatosztatin) volt. Az utébbi
nociceptin dézis mellett kapszaicin hatdsira a neuropeptidek felszabadulasa
nem fokozaddott szignifikansan.

5. A bradykinin ( 107 M) altal kivaltott 53.3 %-os SP, 78.9 %-os CGRP és 68.0
%-0s szomatosztatin emelkedést 100 nM nociceptin 24.7 %-ra, 47.4 %-ra és
33.3 %-ra gétolta. A 300 nM-os nociceptin hatdsara a peptidek felszabadulasé-
nak fokozoddsa csupan 13.2 % (SP), 33.3 % (CGRP) illetve 11.1 %
(szomatosztatin) volt, amely mar nem jelentett szignifikins emelkedést a
bazalis értékekhez képest.

KOVETKEZTETESEK

Jelen in vivo eredmények szolgaltatjak az elsé bizonyitékot arra, hogy a sziszi¢-
mias nociceptin kezelés csokkenteni képes a bérben mind az antidrémos, mind az
ortodromos _neurogén plazma extravazaciét. Ezzel szemben nem befolyasolja a
direkt vaszkuldris permeabilitas fokozddast okozd bradykinin és 5-HT altal kival-
iott nem neurogén gyulladasos folyamatokat. Mindez arra utal, hogy ez az Gjonnan
felfedezett Gpioid peptid gyulladasgatlo hatdsat nem az ereken, hanem az aktivalt
érzdidegvégzodésekbol torténd gyulladaskelté neuropeptid-felszabadulds gatlasén
keresztiil fejti ki. Ezt az elképzelést megerdsitik az izolalt égesdvel kapott in vitro
adataink, amelyekkel elsoéként bizonyitottuk biokémiai mérésekkel, hogy a
nociceptin gatolia a szenzoros neuropeptidek felszabadulasat az idegvégzddések-
bol. Ez az eredmény azért is érdekes, mert az irodalombdl ismert, hogy a klasszi-
kus p- és 8-6pioid receptor agonistak csak az afferens rostok elektromos stimula-
cidjaval indukalt peptidfelszabadulast gatoljak, a kémiai ingerlés hatasat nem.
Ezen feliil a nociceptin csokkenti a gyulladasgatlé hatds szomatosztatin felszaba-
dulasat is, amelyet kapszaicinnel vagy bradykininnel valtottunk ki. A kapszaicin-
érzékeny afferensekben a SP és a CGRP részben ko-lokalizaltan fordul el8, mig a
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szomatosztatin ezen neuronok egy mésik alcsoportjaban raktarozodik. Jelen adata-
ink alapjan a nociceptin mindhdrom peptidet tartalmazd vezikula kitiriilését képes
gétolni.

A nociceptin gatlé hatasa a MCDP altal kivaltott nem-neurogén gyulla-
dasra feltehetSen a hizdsejtmembranban 1év kation csatorndkon keresztiil valdsul
meg. A hizésejtek degranulicidja, exocitdzisa a citoszol szabad Ca®" tartalindnak
emelkedése kovetkeztében jon létre, amelyben a csatorndk megnyilasa és az
extracellularis térbé] a sejbe torténd Ca®* aramlas dontd szerepet jatszik. A MCDP
egy 22 aminosavbol 4ll6, erdsen kationos peptid, amely a hizésejteket a Ca™* csa-
tornak megnyitasan és a K' csatornak blokkolasan keresztiil aktivalja. Irodalmi
adatok utalnak arra, hogy a nociceptin fokozza a K™ dramot patkany kozponti ideg-
rendszerében €s a morfinnal ellentétben gatolja neuronokban az alacsony fesziilt-
ségl T-tipust Ca’" csatorndk mitkddését. A nociceptin valészintileg ezeken a csa-
torndkon hatva géatolja mind a hizésejtek degranuldci6jat, mind az idegvégztdések-
bo! t6rténd neurotranszmitter-felszabadulést.

Ezen ujonnan felfedezett opioid peptiddel kapcsolatos eredményeinknek
gyakoriati jelentdsége is lehet. Szintetikus nociceptin_apaldgok, vagyis ORL,
receptor _agonistak, eléallitdsa_wj farmakolégiai profiti, a hizésejteken és a
nociceptiv_idegvégzédéseken egyarant gatlé hatdssal rendelkezd gyulladdsgatio
szer kifejlesztésére nytjthat lehetGséget.

23
KOZLEMENYEK JEGYZEKE

I. EREDETI KOZLEMENYEK:
A Kiilfoldi folydiratok:

1. Pintér, E., Helyes, Zs., Pethé, G. and Szolcsinyi, J.: Noradrenergic and
peptidergic regulation of cutaneous microcirculation in the rat.
Eur. J. Pharmacol. 325, pp. 57-64, 1997.

2. Helyes, Zs., Németh, J., Pintér, E. and Szolcsanyi, J.: Nociceptin inhibits
neurogenic inflammation and the release of SP and CGRP from sensory nerve
terminals.

Br. J. Pharmacol. 121, pp. 613-615, 1997.

3. Szolcsanyi, J., Helyes, Zs., Oroszi, G., Németh, J., Pintér, E.: Release of
somatostatin and its role in the mediation of the anti-inflammatory effect induced
by antidromic stimulation of sensory fibres of the rat sciatic nerve.

Br. J. Pharmacol. 123, pp. 936-942, 1998.

4. Szolcsanyi, J., Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G. and Németh J.: Systemic anti-
inflammatory effect induced by counter-irritation through a local release of
somatostatin from nociceptors.

Br. J. Pharmacol. 124, kozlésre elfogadva, 1998.

5. Németh, J., Helyes, Zs., Oroszi, G., Than, M., Pintér, E. and Szolcsanyi, J.:
Inhibition of nociceptin on sensory neuropeptide release and mast cell-mediated
plasma extravasation in rats.

Eur. J. Pharmacol. 347, pp. 101-104, 1998.

6. Szolcsanyi, J., Németh, J., Oroszi, G., Helyes, Zs., Kocsy, T. and Pintér, E.:
Mechanism of sensory neuropeptide release by electrical field stimulation and
capsaicin in isolated trachea of the rat.

(Kozlésre elGkészitett kézirat)

7. Szolcsanyi, ., Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G. and Németh, J.: Inhibition of
inflammation and nociception by novel synthetic somatostatin analogs in the rat.
(Kozlére elSkészitett kézirat, a szabadalmi beadvdny miatt jelenleg az eredmények
nem publikalhatok.)




24
B./ Angol nvelvii hazai folyéiratok:

1. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J. and Horvéth, J.: Anti-inflammatory and
antinociceptive effect of different somatostatin-analogs.
Neurobiology 4, pp.115-117, 1996.

2. Pintér, E., Szolcsanyi, J. and Helyes, Zs.: Neurotransmitter background of the
anti-inflammatory effect evoked by activation of sensory nerve fibers.
Neurobiology 4, pp.233-235, 1996.

3. Pintér, E., Helyes, Zs., Peth6, G. and Szolcsényi, J.: Non-adrenergic regulation
of microcirculation evoked by antidromic stimulation of the saphenous nerve in
the rat.

Acta Physiologica Hungarica 84 (3), pp.239-240, 1996.

4. Németh, J., Helyes, Zs., Gorcs, T., Gardi, J., Pintér, E. and Szolcsanyi, J.:
Development of somatostatin radioimmunoassay for the measurement of plasma
and tissue contents of hormone.

Acta Physiologica Hungarica 84 (3), pp.313-315, 1996.

5. Horvath, J., Helyes, Zs., Flerkd, B.: Gonadectomy modifies the gender specific
pattern of desensitization of pituitary cells by gonadotropin-releasing hormone in
the superfusion system.

Acta Biologica Hungarica 47, pp.329-339, 1996.

6. Németh, J., Gorcs, T., Helyes, Zs.,, Oroszi, G., Kocsy, T., Pintér, E. and
Szolcsanyi, J.: Deveclopment of a new sensitive radioimmunoassay for
neuropharmacological research. Neurobiology, kozlésre elfogadva, 1998.

1L FOLYOIRATBAN MEGJELENT ELOADASKIVONATOK:
A/ Kiilfoldi folyéiratok, kongresszusi kiadvanyok:

1. Szolcsanyi, J., Pintér, E., Pethd, G., Helyes, Zs., Porszasz, R.: Pain and
modulation of inflammation by afferent fibers.

Proceedings of International Symposium on the Pain Sensory System, pp.30-36.
{Seoul, Korea), 1996.

2. Pintér, E., Helyes, Zs.,Németh, J., Oroszi, G. and Szolcsanyi, J.: Somatoestatin as
anti-inflammatory neuromediator: in vivo and in vitro evidences.
Naunyn-Schmiedeberg's Arch. Pharmacol. 365 (4) Suppl. 1, p. 44., 1997.

25

3. Szolcsanyi, J., Németh, J., Oroszi, G., Helyes, Zs. and Pintér, E.: Effect of
capsaicin and resiniferatoxin on the release of sensory neuropeptides in the rat's

isolated trachea.
Br. J. Pharmacol. 124 Proc. Suppl., p. 8P, 1998.

B./ Aagol nvelvii hazai folyéiratok:

1. Pintér, E., Szolcsanyi, J. and Helyes, Zs.: Anti-inflammatory mediators released
by activation of capsaicin-sensitive sensory nerve fibres.
Neurobiology 4, p. 165., 1996,

2. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvath, J. and Kéri, Gy.: New
perspectives of somatostatin analogs as anti-inflammatory and anti-nociceptive
drugs.

Neurobiology 4, p.146.,1996.

3. Helyes, Zs., Pintér, E. and Szolcsinyi, J.: Mechanism of systemic anti-
inflammatory effect induced by orthodromic and antidromic stimulation of the
capsaicin sensitive nerve endings. Neurobiology § (1), p. 145., 1996.

4. Pintér, E., Helyes, Zs., Pethd, G. and Szolcsanyi, J.: Role of neuropeptide Y and
noradrenaline in sympathetic regulation of microcirculation of the skin,
Neurobiology 5 (1), p. 201, 1996.

5. Oroszi, G., Helyes, Zs., Pintér, E. and Szolcsanyi, J.: Neuropharmacological
evidence for a recently discovered systemic anti-inflammatory mechanism.
Neurobiology, kdzlésre eifogadva, 1998.

1I1. SZABADALMI BEADVANY:

Kéri Gy., Szolesanyi J., Pintér E., Helyes Zs., Erchegyi J., Horvath A., Horvath J.,
Teplan I, Vadasz Zs.: Eljaras neurogén és nem neurogén gyulladasgitld, valamint
fajdalomcsillapité hatdst heptapeptid szomatosztatin szdrmazékokat tartalmazo
gyogyaszati készitmények el6allitasara. 1998. 04. 24., Iktatészdm J208/98.

ELOADASOK ES POSZTEREK
I. NEMZETKOZI KONFERENCIAK:
1. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvath, J., Kéri, Gy.: Mediation of

inflammation and pain by somatostatin and its analogs
3" Congress of the Society for Developmental Pharmacology, Pécs, 1996.




26

2. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvath, J., Kéri, Gy.. New perspectives
of somatostatin analogs as anti- mﬂammatory and anti-nociceptive drugs
European Neuropeptide Club, 6" Annual Meeting, Pécs, 1996.

3. Pintér, E., Helyes, Zs., Szolcsanyi, J.: Anti-inflammatory mediators released by
activation of capsalcm—sensltlve sensory nerve fibres
European Neuropeptide Club, 6™ Annual Meeting, Pécs, 1996.

4. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvath, J., Kéri, Gy.: Cyclic synthetic
sumatostatm andlog,s w1th anti-inflammatory and anti-nociceptive action

5% Joined Meeting of Hungarian, ltalian and Polish Pharmacological Societies,
Pécs,1996.

5. Pintér, E., Helyes, Zs., Pethd, G., Szolcsényi, J.: Non-adrenergic regulation of
microcirculation evoked by antidromic stimulation of saphenous nerve stimulation
in the rat skin

5™ Joined Meeting of Hungarian, Italian and Polish Pharmacological Societies,

Pécs,1996.

6. Helyes, Zs., Pintér, E., Oroszi, G., Szolcsinyi, J.: Endogenous anti-
inflammatory mediators released by activation of the capsaicin-sensitive sensory
nerve terminals

13 ™ International Medical Sciences Student Congress, Isztambul, Torokorszag,
1997.

7. Németh, J., Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J.: Inhibitory effect of nociceptin
on SP, CGRP and somatostatin release from sensory nerve terminals in vitro
European Neuropeptide Club, 7" Annual Meeting, Marburg, Németorszag, 1996.;
L. dij

8. Szolcsanyi, J., Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G.: Somatostatin and the
neurohumoral role of capsaicin- sensmve sensory nerve endings
European Neuropeptide Club, 7" Annual Meeting, Marburg, Németorszag, 1996.

9. Szolcsanyi, J, Pintér, E., Németh, J., Helyes, Zs., Oroszi, G.: Reguloceptor
function of capsaicin-sensitive nociceptors

XXXIII International Congress of Physiological Sciences IUPS, St. Peterburg,
Oroszorszag, 1997.

10. Szolcsanyi, J., Németh, ., Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G.: Systemic and
local effects of sensory neuropeptldes in mﬂammatlon

,»Tachykinins in Health and Disease” Intemational Tachykinin Conference, Cairns,
Ausztralia, 1997.

27

11. Pintér, E., Németh, J., Helyes, Zs., Szolcsanyi, J.: Effect of nociceptin on the
release of inflammatory neuropeptides in vivo and in vitro

,-Tachykinins in Health and Disease” International Tachykinin Conference, Cairns,
Ausztralia, 1997,

12. Helyes, Zs., Oroszi, G., Pintér, E., Szolcsényi, J.: Systemic anti-inflammatory
effect evoked by antidromic stimulation of sensory fibres of the sciatic nerve
»Tachykinins in Heaith and Disease” International Tachykinin Conference, Cairns,
Ausztralia, 1997.

13. Pintér, E., Helyes, Zs., Németh, J, Oroszi, G., Szolcsanyi, J.: Somatostatin as
anti-inflammatory neuromediator: in vivo and in vitro evidences

Fall Meeting of the Deutsche Gesellschaft fiir experimentelle und klinische
Pharmacologie und Toxicologie, Bécs, Ausztria, 1997.

14. J. Szolcsanyi, J. Németh, G. Oroszi, Zs. Helyes, E. Pintér : Effect of capsaicin
and resiniferatoxin on the release of sensory neuropeptides in the rat's isolated
trachea

British Pharmacoelogical Society Spring Meeting, Chester, U.K., 1998.

15. G. Oroszi, J. Németh, E. Pintér, T. Kocsy, Zs. Helyes, J. Szolcsanyi:
Mechanism of calcitonin gene-related peptide (CGRP) release fom sensory nerve
terminals in isolated trachea of the rat

The Third International Symposium on Calcitonine Gene-Related Peptide,
Shaftesbury, Dorset, UK., 1998.

Il. HAZAI KONFERENCIAK:

1. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J., Horvath, J.: Somatostatin analégok
gyulladasgatl6 és anti-nociceptiv batdsa
Magyar Idegtudomanyi Tarsasag II1.. Kongresszusa, Balatonfiired, 1996.

2. Pintér, E., Szolcsanyi, J., Helyes, Zs.: Szenzoros idegvégzodések aktivalasaval
kivaltott gyulladasgatld hatds meurotranszmitter hattere
Magyar Idegtudomanyi Tarsasag III.. Kongresszusa, Balatonflired, 1996.

3. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J.: Mustarclajjal kivaltott lokalis neurcgén
gyulladas szisztémas gyulladasgatlo hatasa
POTE Tudomanyos Szakosztaly Ulése, 1996,




28

4. Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J.: A capsaicin-érzékeny érzbidegvégzédések
ortodromos és antidrémos izgatisaval kivaltott szisztémas gyulladasgatid hatas
mechanizmusa

Magyar Idegtudomanyi Tarsasag IV. Kongresszusa, Godoils, 1997.

5. Pintér, E., Helyes, Zs., Pethd, G., Szolcsényi, J.. A neuropeptid Y ¢és a
noradrenalin szerepe a bor mikrocirkuldciéjdnak szimpatikus szabalyozisaban
Magyar Idegtudomaényi Téarsasag [V. Kongresszusa, Godolld, 1997,

6. Helyes, Zs., Németh, J., Pintér, E., Szolcsanyi, J.: Nociceptin hatasa a gyulla-
daskeltd neuropeptidek felszabadulasara in vivo és in vitro
1. Koranyi Frigyes Tudoményos Forum, Budapest, 1997.; 1. dij

7. Oroszy, G., Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsanyi, J.: N. ischiadicus szenzoros rost-
jainak antidrémos ingerlésével kivaltott szisztémas gyulladasgatlé hatds vizsgélata
[. Kordnyi Frigyes Tudomanyos Férum, Budapest, 1997.

8. Helyes, Zs., Németh, J., Pintér, E., Szolcsanyi, L.: A nociceptin - egy 0j opioid
peptid - hatasa a szenzoros idegvégzidésekre
Magyar Elettani Tarsasag LXII. Vandorgyiilése, Pécs, 1997,

9. Pintér, E., Helyes, Zs., Oroszi, G., Szolcsanyi, J.: A szomatosztatin, miat po-
tencidlis gyulladasgatlo neuromediator
Magyar Elettani Tarsasag LXII. Vandorgyiilése, Pécs, 1997.

10. Oroszi, G., Helyes, Zs., Pintér, E., Szolcsinyi, J.: Antidromos idegingerlés
szisztémas hatasa a plazma extravazaciora és a mikrocirkulaciés valtozasokra
Magyar Elettani Tarsasdg LX1I. Vandorgyiilése, Pécs, 1997.

11. Németh, J., Helyes Zs., Kocsy T., Pintér E., Szolcsanyi J.: Szomatosztatin, P-
anyag ¢s CGRP felszabadulasanak mechanizmusa a kapszaicin-érzékeny idegvég-
z6désekbol

Magyar Elettani Tarsasdg LXII. Vandorgyiilése, Pécs, 1997.

12. Oroszi, G., Helyes, Zs., Németh, J., Pmtér, E., Szolcsinyi I
Neurofarmakologiai  bizonyitékok egy 1jonnan felfedezett  szisztémas
gyulladasgatlé mechanizmusra

Magyar Idegtudomanyi Tarsasag V. Konferenciaja, Debrecen, 1998.

13. Neémeth, J., Helyes, Zs., Oroszi, G., Kocsy, T., Pintér, E., Szolcsanyi, J. : Spe-
cifikus CGRP radioimmunoassay kifejlesztése neurofarmakolégiai kutatisokra
Magyar Idegtudomanyi Tarsasag V. Konferencidja, Debrecen, 1998.




