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Roviditések jegyzéke

ANOVA: analysis of variance/ variancia-analizis

cAMP: ciklikus adenozin-monofoszfat

CBA: cytometric bead array/ mikrogyongyhoz kotott, immunreakcion alapuld analitikai eljaras
CFA: complete Freund’s adjuvant/ komplett Freund adjuvans

CGRP: calcitonin gene-related peptide/ kalcitonin gén-rokon peptid

CHO: chinese hamster ovary/ kinai horcsog petefészek

CST: kortisztatin

DAB: diamino-benzidin

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay/ enzimhez kotott immunoszorbens eljaras
FWKT: Phe-Trp-Lys-Thr aminosav régio

GDP: guanozin-difoszfat

GH: growth hormone/ névekedési hormon

GHRH: growth hormone releasing hormone/ névekedési hormon felszabadulast serkenté hormon
GHS-R1a: GH szekretagog receptor 1a

GTP: guanozin-trifoszfat

GTP¥S: *S jelolt guanozin-trifoszfat

i.c.v.: intracerebroventrikularis

IFNy: interferon-¥

IL: interleukin

IL-1Ra: interleukin-1 receptor antagonista
iNOS: indukalhato nitrogén-oxid szintaz
i.p.: intraperitonealis

i.pl.: intraplantaris

i.v.: intravénas

LPS: lipopoliszacharid

n.: nervus

NKA: neurokinin A

NKB: neurokinin B

NK sejtek: natural Killer sejtek/ természetes 616sejtek
NMDA: N-metil-D-aszpartat

NNOS: neuralis nitrogén-oxid szintaz



NO: nitrogén-oxid

NTG: nitroglicerin

PAC1: PACAP specifikus receptora

PACAP"*: PACAP génhianyos egerek vad tipusu megfeleldje

PACAP™: PACAP génhianyos/ PACAP knockout

PACAP: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide/ hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid
PCR: polymerase chain reaction/ polimeraz lancreakcio

PFA.: paraformaldehid

PMSF: phenylmethylsulphonyl fluoride/ fenil-metil-szulfonil-fluorid

PPE: plazma protein extravazacio

RA: reumatoid artritisz

RT-PCR: reverse transcriptase PCR/ reverz transzkriptaz PCR

SP: substance P/ P-anyag

SRIF: somatotropine release inhibiting factor/ szomatotropin felszabadulast gatlo faktor
SST: szomatosztatin

+/+

sst, " ssty receptor génhianyos egerek vad tipusti megfeleldje
sst,”": sst, génhianyos/ ssty knockout

TNC: trigeminus nucleus caudalis/ nucleus caudalis nervi trigemini
TNFa: tumor nekrozis faktor a

TRG: trigeminus ganglion/ ganglion trigemini

TRPAL: Tranziens Receptor Potencial Ankirin 1

TRPV1: Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1

TSH: thyreoid stimulating hormone/ pajzsmirigy stimulalé hormon

VIP: vazoaktiv intesztinalis polipeptid

VPACL/VPAC2: a VIP és a PACAP k6z0s receptorai



Altalanos bevezetés

A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végzodések és harmas funkciéjuk

A klasszikus idegszabalyozasi elmélet szerint az érzdidegek a szenzoros stimulusokat és a
fajdalmat kozvetitik a test kiilonféle részeirdl (bor, iziiletek, belsé szervek) a kozponti
idegrendszer felé. A periférids idegrendszer masik csoportja a befutd ingerekkel kivaltott
reflexek utjan efferens, azaz mozgatdé vagy vegetativ miikodéseket lat el. A kapszaicin-
érzékeny, azaz a kapszaicin specifikus Tranziens Receptor Potencial Vanillod 1 (TRPV1)
receptorat expresszald érz6 neuronok a vékony mielinhiivelyes (Aod-) és a mielinhiively
nélkiili (C-) rostokkal rendelkez6 neuronok 50-70%-at teszik ki (Holzer 1991). Ezek
periférids végzddései azonban nemcsak a klasszikus afferens miikodéssel rendelkeznek,
hanem egyben efferens funkciot is ellatnak. Kozvetleniil, reflex nélkiil, olyan neuropeptidek
szabadulnak fel beldliik, amelyek a beidegzési teriileten neurogén gyulladasos folyamatokat
inditanak el. A kapszaicin-érzékeny érzéidegekbdl a gyulladaskeltd neuropeptideken kiviil
gatld hatast anyagok is felszabadulnak, a keringésbe keriilnek €s a test tavolabbi pontjain
jelentdsen csokkentik a neurogén gyulladast.

A kapszaicinre érzékeny érzéideg-végzédések harmas funkcioval rendelkeznek: afferens,
valamint lokalis és szisztémas efferens miikodéseket kozvetitenek (1. abra). A klasszikus
afferens miikodés soran a kapszaicinnel vagy egyéb stimuldnssal izgatott szenzoros
idegvégzddések a kozponti idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast, ennek
kovetkeztében alakul ki a nocicepcid, melynek szubjektiv megélése a fajdalom. Emellett az
aktivalt periférias idegvégz0désbél neurotranszmitterek szabadulnak fel, amelyek
vazodilataciot és plazmafehérje kiaramlast okoznak. Ilyen mediator a kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP), mely elsésorban értagulatot valt ki, illetve a tachikininek, példaul a P-anyag
(SP) vagy a neurokinin A (NKA), melyek a plazmafehérje-kidramlasért feleldsek és aktivaljak
a gyulladasos sejteket. Ez adja a kapszaicin-érzékeny afferensek lokalis efferens funkciéjat
(Szolcsanyi 1984; Maggi és Meli 1988), aminek kovetkeztében kialakul a neurogén gyulladas
(Szolcsanyi 1988; Helyes és mtsai. 2003). Kutatdcsoportunk korabban bizonyitotta, hogy
ugyanezen aktivalt szenzoros idegvégzddésekbdl az eldzdekben felsorolt gyulladaskeltd
neuropeptideken Kiviil szomatosztatin (SST) is felszabadul, amely a keringésbe jutva
szisztémas gyulladasgatldo és fajdalomcsillapité hatasokkal rendelkezik. Ez az érzdideg-

végzodések harmadik, szisztémas efferens funkcioja (Szolcsanyi és mtsai. 1998a, b; Helyes



¢s mtsai. 2000, 2004), amit a szomatosztatin endokrin ¢és parakrin hatdsainak mintdjara
Szolcsanyi professzor szenzokrin miikodésnek nevezett el (Szolcsanyi és mtsai. 2004).

Dolgozatomban a felszabaduld gyulladasgatlo hatast neuropeptidek koziil a szomatosztatin
vizsgalatara fokuszaltunk. Mivel a csoport korabbi eredményei alapjan a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddésekbdl felszabaduld hipofizis adenilat-ciklaz aktivald polipeptid (PACAP) a
periféridn egyértelmiien fajdalom- és gyulladdscsokkentd, a kozponti idegrendszerben
azonban aktivalé hatasokat kozvetit, kiillonosen fontosnak talaltuk e peptid hatdsainak

vizsgalatat a migrénben szerepet jatsz6 trigeminovaszkularis aktivacidoban.
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A kapszaicin-érzékeny érzoideg-végz6désekbol felszabadulé szenzoros neuropeptidek

Az aktivalt kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodésekbdl felszabadulod gyulladaskelté hatasa
neuropeptidek egyik csoportjat a tachikininek alkotjak. Ide sorolhaté a SP, valamint az NKA
¢s NKB. Hatasaikat harom G-proteinhez kapcsolt tachikinin receptoron keresztiil fejtik ki,
amelyeket NK1, NK2 és NK3 receptornak neveziink. A SP legnagyobb affinitassal az NK1

receptorokhoz kotddik, ezek aktivacidjaval érpermeabilitas-fokozodast és plazmafehérje-

crer

crer

2002). Az NKA az NK2 receptorokhoz mutatja a legnagyobb affinitast, a SP-hez hasonléan
erdteljes plazmafehérje-kiaramlast idéz eld, tovabba simaizom-kontrakciot valt ki és
stimulalja a gyulladasos sejteket (neutrofil granulocitakat, limfocitakat, makrofagokat) (de
Swert és Joos 2006). Hatasait elsGsorban a periférian, valamint a kozponti idegrendszerben
fejti ki. Az NKB-t koté NK3 receptor foként a kdzponti idegrendszerben talalhatd, de jelen
van a periférids idegvégzddéseken is (Frossard €s Advenier 1991; Massi és mtsai. 2000), €
mechanizmusoknak azonban kisebb jelentdséget tulajdonitanak a neurogén gyulladasos
folyamatokban. A 37 aminosavbol all6 CGRP biologiai hatasait a CGRP1 és CGRP2
receptorokon fejti ki (van Rossum és mtsai. 1997). Erés vazodilatator hatassal rendelkezik,
amely elsésorban a CGRP1 receptoron keresztiil valosul meg. Erpermeabilitast fokozo hatasat
nem kozvetleniil, hanem a SP hatasanak potencirozasaval fejti ki (Cao és mtsai. 2000).

Mindemellett a CGRP komplex immunmodulator funkcidkkal is rendelkezik.

Fajdalom- és gyulladasgatlo hatasti neuropeptidek a szomatosztatin és a PACAP, melyek

részletes bemutatasara az értekezés késobbi részében kertiil sor. Ide tartoznak még az opioid

crr

crer

fajdalom hatékony endogén szabdlyozdi az immunsejtekbdl felszabaduld opioid peptidek,
amelyek a szenzoros végzddéseken talalhatd p receptorokat aktivaljak (Schafer és mitsai.
1996; Machelska és mtsai. 2002). Emellett k receptor agonista endogén opioid peptidek, mint
a dinorfin A és a hemorfin-7 periférids gyulladasgatld hatasait is leirtdk (Sanderson és mtsai.
1998). Az endomorfinok 4 aminosavbol allé endogén opioid peptidek. Kiilonlegességiik a
tobbi opioid peptiddel 6sszehasonlitva az eltérd kémiai szerkezetiik és a p receptorok iranti
nagyfoku szelektivitdsuk (Zadina és mtsai. 1997; Prewloczki és Prewloczka 2001). Az

irodalmi adatok tobbsége az endomorfinok analgetikus, elsésorban kozponti idegrendszeri



hatasaira fokuszal, néhany adat azonban gyulladascsokkentd (Jessop 2006) és vazodilatator
hatasokrol is beszamol (Horvath 2000).

Nocicepcio, hiperalgézia, allodinia, fajdalom

A Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag meghatarozasa szerint a fajdalom olyan pszichofiziologiai
jelenség, szubjektiv érzéskvalitas, amelynek két jol definidlhaté komponense kiilonithetd el.
Neurobioldgiai eleme a nocicepcio (a fajdalmas stimulus percepcioja, szenzoros tapasztalat),
ami allatkisérletesen is vizsgalhatd, mig az affektiv komponens (a fajdalom emocionalis
megélése) megitélésérére csak emberi vizsgalatok alkalmasak. A kiilonféle allatkisérletes
modellekben vizsgalhaté nocicepcié mechanikai (érintés, nyomas), termalis (hideg vagy
meleg hémérséklet) vagy kémiai (kapszaicin, formalin, ecetsav, stb.) ingerek hatasara
keletkezik, és a nocifenziv (fajdalomelharitd) reakciok kiiszobértéke vagy latenciaja mérhetd.
Az alapvetéen nem fajdalmas stimulus hatdsara kialakuld érzékenység-fokozodast
allodinianak, mig az enyhe fajdalmat kivaltd inger hatdsara fokoz6d6 fajdalomérzetet

hiperalgézianak nevezziik (Merskey és Bogduk 1994).

Uj fajdalom- és gyulladascsokkenté-, valamint migrén elleni gyogyszerek
kifejlesztésének sziikségessége

Uj fajdalomesillapitd gyogyszerek fejlesztésének preklinikai fazisaban a vegyiiletek
hatdsanak, hatdsossdganak meghatarozasa nem konnyt feladat, mivel kizarolag a nocicepcid
vizsgalata lehetséges a nemzetkozi irodalomban elfogadott allatmodellekben ¢és vizsgalati
modszerekkel. A tobb szaz éve ismert és sz€éles korben hasznalatos klasszikus nem-szteroid
gyulladascsokkent6k, nem-opioid fajdalomesillapitok mind a ciklooxigenaz enzimet gatoljak,
igy a prosztaglandin szintézist csokkentik, nem mérséklik azonban a neuropatias fajdalmat €s
a gyulladas neurogén komponensét. Gyakran alkalmazzak Oket az iziiletek gyulladédsos
folyamataiban, reumatoid artritisz (RA), oszteoartritisz, spondilitisz ankilopoetika (Bechterev-
kor), Reiter—szindroma kezelésében. Hatasuk elsGsorban tlineti, mindemellett tartos
alkalmazasuk soran szamos mellékhatas kialakulasara kell szédmitanunk. Az enyhébb
mellékhatasok, mint hanyinger, étvagytalansag, hasi fajdalom, hasmenés, a nem-szteroid
gyulladascsokkentét szedd paciensek 10-60%-at érintik (Tseng és Wolfe 2000). Sulyos
mellékhatdsokat, mint a gyomorfekély, felsé gasztrointesztinalis vérzés, perforacio, az egy
éve NSAID-dal kezelt paciensek 2-4%-anal tapasztaltak (Silverstein és mtsai. 2000). Tovabbi
problémat jelent a megnyult vérzési idd, bronchospazmus, fiilzagas, szédiilés, hiperszenzitiv

reakciok. A paracetamol tuladagoldsa majkarosodast, tartds szedése vesekarosodast okozhat.

8



Az opioid szarmazékok, amelyek attorést jelentettek a tumoros fajdalom csillapitasaban,
masodik/harmadik vonalbeli terapias szerként hasznalatosak kronikus gyulladasos, illetve
neuropatias fajdalom kezelésében. Légzésdepressziot kivalto hatasuk miatt fokozott
ovatossagot igényelnek. Kronikus alkalmazasuk mindenkori veszélye a tolerancia, valamint a
pszichés ¢és fizikalis dependencia. Fajdalomcsillapitoként valdo hasznalatuk gyermekek és
idoések esetében még nagyobb koriiltekintést igényel. A szteroidok nagy dozisban gétoljak
ugyan a neurogén gyulladast, de sulyos mellékhatasaik miatt (gasztrointesztinalis vérzések,
fekély, cukorbetegség, elhizés, stb.) hosszabb tava alkalmazasuk nem javasolt.

Ujabb kutatési irdny a citokineket gatlo gyogyszerek eldallitasa. Ilyenek a citokinek vagy
receptoraik elleni specifikus monoklonalis antitestek, a szolubilis citokin receptorok és a
receptor antagonistak. Az infliximab TNFo (tumor nekrozis faktor o) elleni kiméra antitest,
amely a TNFa -nak mind a transzmembran, mind a szolubilis formajat megkoti. Eredetileg
Crohn-betegség kezelésére alkalmaztak, az utobbi id6ében terapias alkalmazasat kiterjesztették
a reumatoid artritiszre is. A lehetséges mellékhatasok kozott szerepel fejfajas, szédiilés,
hanyinger, depresszid, borgyulladas, vérszegénység. Mivel az infliximab 25%-ban tartalmaz
egérre jellemzd szekvenciat, ellenanyag termelddése kovetkezhet be, ami csokkenti az
infliximab hatasat. Emellett fert6z6 betegségek gyakoribb el6fordulasa jelentkezhet a kezelés
szovodményeként (Sakai és mtsai. 2012). Mivel az infliximab elimindcidja 6 hdnapig is
eltarthat, a nem kivant hatdsok a kezelés befejezése utan is kialakulhatnak. Az etanercept
szolubilis TNF receptor, mely a szérumban megkdti a TNFa-t, ezaltal inaktivalva azt. Az
adalimumab rekombinans human TNF-ellenes monoklonalis antitest, szintén alkalmazzak a
mint TBC fellangolasa lehet. Viszonylag 10j szolubilis IL-1 receptor antagonista az anakinra,
hatékonysaganak értékeléséhez tovabbi nagyszamu beteganyagon végzett vizsgalatokra van
sziikség.

régiben kifejlesztett CGRP receptor antagonista olcegepant és telcagepant hatékonynak
bizonyultak az akut migrénes rohamok tiineteinek enyhitésében (Ho és mtsai. 2008, 2010),
nem fejtenek ki erds €s hosszantart6 gatlast a trigemindlis hiperexcitabilitast illetden (Petersen
¢s mtsai. 2004; Villalon és mtsai. 2003). Profilaktikus kezelés elinditdsa alapos mérlegelést
igényel. A lehetséges szervalasztast az egylittesen jelen 1évo betegségek, a toleralhatdsag és a
beteg ¢életvezetésébdl adodo preferenciak hatarozzak meg. A migrén gyogyszeres terapidja és
profilaxisa tehat nem kielégit6 (Edvinsson és Linde 2010; Lainez 2009). A jelenleg

forgalomban 1év0 szerek sziv-érrendszeri és emésztorendszeri mellékhatdsai, valamint a
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terapiarezisztens esetek jelentds szdma miatt sziikséges Ujabb gydgyszer-célpontok
azonositasa (Chan és mtsai. 2011; Maassen VanDenBrink és mtsai. 1998).

Mindezek alapjan fontos tehat ) hatasmechanizmust, elsdsorban kozvetleniil az érzdideg-
végzodések szintjén hatd fajdalomcesillapitok, gyulladdscsokkentok kifejlesztése. Munkam
soran ennek érdekében szamos allatkisérletes fajdalommodell beallitasaban vettem részt, és
szamos nocicepcio- ¢és gyulladasvizsgdld modszert elsajatitottam. Olyan alapvetden uj,
igéretes célmolekulak azonositasaban vettem részt, amelyek gyogyszerfejlesztési szempontbol
is érdekesek lehetnek, és 1) perspektivakat nyithatnak a gyulladascsokkentd,

fajdalomcsillapit6 és migrén ellenes farmakoterapiaban.
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1. fejezet: A szomatosztatin sst, receptor szerepének

vizsgalata akut és kronikus fajdalommodellekben

Az eredmények eredeti kozlemény formajaban tortént publikdcioja:

Helyes Z, Pintér E, Sandor K, Elekes K, Banvolgyi A, Keszthelyi D, Szoke E, Toth DM,
Sandor Z, Kereskai L, Pozsgai G, Allen JP, Emson PC, Markovics A, Szolcsanyi J. (2009)
Impaired defense mechanism against inflammation, hyperalgesia, and airway hyperreactivity
in somatostatin 4 receptor gene-deleted mice. Proc Natl Acad Sci U S A. 106(31):13088-93.

IRODALMI HATTER, ELOZMENYEK

A iziileti gyulladas komplex patofiziologiai mechanizmusai, a neurogén gyulladasos
komponens és a neuro-immun interakciok szerepe

Az aktivalt kapszaicin-érzékeny érz6 neuronok periférias végzodéseibdl olyan neuropeptidek
szabadulnak fel, amelyek erételjes értagulatot, plazmafehérje-kidramlast és gyulladasos
sejtaktivaciot okoznak a beidegzési teriileten, ezt a jelenséget Osszefoglalva neurogén
gyulladasnak nevezziik (Szolcsanyi 1988; Helyes és mtsai. 2003). A neurogén gyulladas
jelentés szerepet jatszik szamos betegség, mint pl. az asztma, a pszoridzis, az ekcéma, a
kontakt dermatitisz, a gyulladasos bél- és szembetegségek, valamint a szertedgazo
kovetkezményeit tekintve napjaink egyik legsulyosabb reumatologiai korképének, a
reumatoid artritisznek a patomechanizmusaban (Maggi 1995; Szolcsanyi 1996). Az iziileti tok
¢és a szinovium gazdag szenzoros innervacot kap. Ezek az idegvégzédések a fesziilést és a
fajdalmat kozvetitik, valamint szamos irodalmi adat igazolja, hogy a beldliik felszabadul6 SP,
NKA ¢és CGRP magukon az idegvégzddéseken, az ereken, a szinovidlis sejteken valamint az
iziileti gyulladdsos sejteken fejtik ki bioldgiai hatasaikat, melyek révén jelentésen
hozzajarulnak a gyulladdsos reakcio ¢és a kovetkezményes fajdalom, hiperalgézia
kialakulasahoz (Levine és mtsai. 1985; Ferrel és Lam 1996).

A reumatoid artritisz els6sorban a fiatal, kdzépkort ndket érinti, hazankban mintegy 70-80
ezer pacienssel szamolhatunk. Az RA egy autoimmun hatterti, kronikus progressziv sokiziileti
gyulladas, mely az iziletek destrukcidja ¢és deformitasa révén a betegek fajdalmat,
mozgaskorlatozottsagat, rokkantsagat és életmindségilik jelentds romlasat idézi el (Harris

2005). Az autoantitestek jelenléte a paciensek szérumaban (reumatoid faktor, citrullinalt
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protein ellenes antitest) évekkel kordbban jelezheti a betegség késobb bekdvetkezd klinikai
A betegség lefolyasat harom iddbeli szakaszra bonthatjuk, ezek a folyamatok azonban egymas
mellett, egymassal kdlcsonhatasban is zajlanak. A kezdeti szakaszban egy meglévd genetikai
fogékonysag mellett exogén és endogén antigének kivaltd szerepét feltételezik. A centralis
gyulladdsos szakasz soran az antigénprezentdld sejtek és a CD4+ T helper limfocitdk
kolcsonhatasabol szarmazd T helper sejt aktivalédas a koros immunologiai torténés elinditoja
(Poor 2006). A T helper sejtek aktivalodasaval a cellularis (Th1l) vonalon proinflammatorikus
citokinek, koztilk TNFa termelddnek, mig a humorélis (Th2) vonalon keresztiil B limfocitak,
plazmasejtek aktivalédnak, és a reumatoid artritiszre jellegzetes ellenanyagokat termelik.
Jelen ismereteink szerint a reumatoid artritisz Thl talsalyt, TNFa és interleukin (IL)-1
dominancidji korkép. A késoi, destruktiv szakasz soran kronikus szinovialis proliferacio,
bazisterapia (methotrexat, leflunomid) jelenti a legnagyobb esélyt a paciensek szamdara
(Smolen ¢és Steiner 2003). Ezen szerek hatastalansaga esetén alkalmazhatunk biologiai
szereket, melyek a betegség kialakulasdban szerepet jatszd egy-egy folyamatba célzottan
avatkoznak be, elsésorban a gyulladasos citokinek (TNFa, IL-1B) hatasat befolyasolva
(O’Dell 2001). A jelenleg alapkisérletes fazisban 1évo 1 eljarasok koziil a jovében esetleg
lehet6séget jelenthet a betegek szamara a génterapia és az Ossejtterapia. Napjainkban nincs
forgalomban egyetlen olyan gydgyszercsoport sem, amely hatékonyan tudna gatolni a
gyulladasos betegségek neurogén komponensét. A gyulladas kovetkeztében kialakuld
kronikus fajdalmat nagy doézisban gatoljak ugyan a nem-szteroid gyulladascsokkentdk és az
opioidok, azonban hosszantarté alkalmazdsuk a szdmos sulyos mellékhatds miatt sok

problémat okoz (Helyes €és mtsai. 2003).

A neuropatias fajdalom, mechanizmusai és kisérletes vizsgalata

A neuropatidk fogalma alatt altaldban a kornyéki idegrendszer legkiilonfélébb eredetii
karosodasat, és az ebbdl kovetkezd funkcidvesztést, fajdalmat és egyéb panaszokat értjiik. A
neuropatidk egyes specialis formaikat (genetikailag determinalt, autoimmun, ill. Bell-parézis)
kivéve nem képeznek 0Onalld entitdst, hanem mas szervi betegségek kovetkezményei.
Leggyakoribb formaja a diabéteszes polineuropatia, mely az 1l-es és 2-es tipusu
cukorbetegségben szenvedd paciensek kozel 50-60 %-at érinti (Boulton és mtsai. 2005), és

jelentds életmindségbeli romlést eredményez.
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A neuropatiak felosztasaban megkiilonboztetiink mono- ill. polineuropatiakat (azaz egy
vagy tobb ideget érint6 formakat). A mononeuropatia traumas vagy kompresszios eredetil,
leggyakoribb forma4ja a carpalis alagit szindroma mely a ndk kozel 6%-at érinti élete soran. A
polineuropatiak altaldban metabolikus vagy toxikus idegkarosodds kovetkezményei. Az
immunmedialt neuropatiak ritkabbak, a leggyakrabban eléforduld Guillain-Barré-szindroma
incidenciaja sem haladja meg az 1-2/100 000 f6t évente (McGrogan és mtsai. 2009).

A neuropatia hatterében harom kiilonb6z6 patofizioldgiai folyamat allhat. Ezek egyike az
ugynevezett Waller-féle degeneracié, amikor az adott ideg neuralis (axon, mielin) és egyéb
elemei (epi, peri, és endoneurium) leggyakrabban durva mechanikai trauma kovetkeztében
egyszerre karosodnak. A funkcié visszatérésére ilyenkor kevés esély van, azonban ha mégis
megtorténik, akkor abban egy masik ideg vagy gyok részérdl létrejovo kollateralis
ingertiletatvitel (,,ephactic crosstalk” ill. axonalis ,,sprouting”) jatszik szerepet. Ez utobbi
mechanizmus azonban a hibas Osszekottetések révén a panaszok, dizesztéziak (kellemetlen
érzészavarok) egyik f6 forrasa is. Primer demielinizacié esetében a 1¢zio elsddlegesen a
mielint érinti, az axonalis struktarak kezdetben épek, viszont a szaltatorikus ingeriiletvezetés
megszintével a vezetési sebesség lassuldsa, sulyos esetben vezetési blokk kovetkezik be.
Legritkabb és egyben legrosszabb progndzisu az tigynevezett axonalis neuropatia, amikor
priméren az axon karosodik.

A tiineti dominaciat figyelembe véve beszélhetiink Szenzoros, motoros, autonom, ill. kevert
neuropatiakrol. Messze a legnagyobb figyelmet kapjak ezek koziil a szenzoros tiineti talstlyu
formak, mivel korunk népbetegségei a diabétesz, alkoholizmus, ill. malnutricié révén nagy
tomegek ¢életmindségét rontjak.

A neuropatias fajdalomszindromak legismertebb és leggyakoribb tiinetei a kiilonb6zo
paresztéziak (zsibbadassal jaré fonakérzés) és dizesztéziak (a paresztézianal kellemetlenebb,
fajdalmas karakteri érzés), a spontan fajdalom, ill. a hiperalgézia és az allodinia. A
neuropatias fajdalmat minden egyéb szomatikus és viszcerdlis nociceptiv fajdalomtol

elkiilonitik a kovetkezo jellegzetességek:

1. Nincs védo hatasa (a fajdalominger céltalan, elharité viselkedéssel nem sziintethetd meg)
2. A fajdalom az azt 1étrehozo alapbetegségtol fliggetleniil, hosszan fennall
3. Fokozott érzékenység nem fajdalmas ingerekkel szemben (allodinia), illetve kiiszobkdzeli

ingerekkel szemben (hiperalgézia) (Chaplan és Sorkin 1997).

A periférids neuropatias fajdalom allatkisérletes vizsgalatara gyakran alkalmazott eljaras az

un. Seltzer-miitét, amely széles korben alkalmazott traumas mononeuropatia modell. Zeev
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Seltzer 1990-es kozleménye a részleges Szoros n. ischiadicus lekdtésével kivaltott neuropatias
fajdalommodellrél fontos mérfoldkovet jelentett (Seltzer és mtsai. 1990). A modell el6nyel,
hogy bar spontan fajdalommal jar, 6ncsonkité magatartas mégsem figyelheté meg, tovabba a
végtag nem valik érzéketlenné, igy kivaltott valaszok is vizsgalhatéak a von Frey és a Randall
Selitto modszerekkel (a modell és a modszerek részletes leirasa a ,,Kisérleti modellek és
vizsgalati mddszerek” részben talalhatd). Mivel a lekotott ideg kevert, ezért szenzoros,
motoros és vegetativ rostok valtozé mértékben és aranyban karosodnak, azonban a 7. napon,
amikor mi is végezziik méréseinket, motoros koordindcios zavar nem figyelheté meg (nem
publikalt sajat eredményeink). A modell tovabbi fontos eldnyei, hogy technikailag egyszer,
gyors, kis mitéti traumaval jar, jol ismételhetd, megbizhato, és a kialakuld mechanikai
hiperalgézia/ allodinia jol vizsgalhato.

A Seltzer-féle eljaras mellett manapsag leggyakrabban alkalmazott modell az Gn. gerinckozeli
gvoki ligatura/idegatmetszés (Kim és Chung 1992). A modell eldnyei hasonléak a korabban
targyaltakhoz, egy jelentds kiilonbség azonban, hogy egyediil ezzel az eljarassal tudjuk
pontosan szabalyozni, hogy mennyi €s milyen rostot karositunk. Komoly hatranya viszont,
hogy mitéttechnikailag igen nehéz (eredetileg nem egérre, hanem patkdnyokra lett
kidolgozva), illetve maga a mitét is nagy traumaval jar, ami konnyen elfedheti a kialakulo
neuropatia tiineteit. A Bennett-Xie modszer a n. ischiadicus teljes egészét érintd laza lekGtést
jelenti (Bennett és Xie 1988), amely azonban a leké6tés szorossagatol fiiggden jelentés egyéni

kiilonbségeket eredményez. Az ismertetett modelleket a 2. abra foglalja dssze.

Seltzer és mtsai.

Bennett és Xie Kim és Chung

1988. 1992.

2. abra: A traumas mononeuropatia allatkisérletes modelljei

(forras: British Journal of Anaesthesia)
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A szomatosztatin és receptorai, szerepiik a gyulladasban és a nocicepcioban

A szomatosztatin, vagy mas néven szomatotropin (growth hormone, GH) felszabadulast

gatld faktor (somatotropine release inhibitory factor: SRIF; SST) felfedezése Krulich és
munkatarsai nevéhez flizodik. 1968-ban egy olyan ,,faktor” 1étezését igazoltak hipotalamusz
extraktumban, amely gatolta a GH felszabadulasat a hipofizis eliilsé lebenyébdl (Krulich és
mtsai. 1968). A szomatosztatin 14, illetve 28 aminosavboél allé ciklikus peptid formaban a

szervezet szamos helyén megtalalhaté (Brazeau 1986) (3. abra).
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Nature Reviews | Drug Discovery

3. abra: A szomatosztatin-14 és szomatosztatin-28 szerkezete
(forras: Weckbecker és mtsai. 2003)

Jelen van a kozponti és a periférias idegrendszerben (Parsons és mtsai. 1976; Reichlin 1983),
a gasztrointesztinalis traktus neuroendokrin sejtjeiben, a hasnyalmirigyben, a vesében, a
mellékvesében, a pajzsmirigyben, gyulladasos sejtekben, ivarszervekben (Hofland és
Lamberts 1996; Reubi ¢€s mtsai. 1999; ten Bokum ¢és mtsai. 2000). Az iziiletekben az aktivalt
szinovialis sejtek €s az immunsejtek is szekretdlnak szomatosztatint, amely autokrin vagy
parakrin modon fejti ki hatasat (Pintér és mtsai. 2006). A szomatosztatin gatlo hatast gyakorol

szamos hormon (pl. GH, glukagon, inzulin, gasztrin, szekretin, kolecisztokinin, motilin,

crer

IgA, IgM és IgE szekréciojat, gatolja a T-limfocitak 1L-2, 1L-4, IL-10 és interferon-y (IFNy)
termelését, a neutrofil granulocitdk kemotaxisat, a makrofagok fagocita-, és a természetes
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0losejtek (NK sejtek) killer aktivitasat (ten Bokum €s mtsai. 2000; Krantic €s mtsai. 2004). A
szomatosztatinnak a kozponti idegrendszerben neuromodulator szerepe van, gatolja mas
neurotranszmitterek (glutamat, szerotonin, acetil-kolin) és neurohormonok (GHRH)
felszabadulasat. Befolyasolja a lokomotoros aktivitast és a kognitiv funkcidkat, jelentdségét
szamos pszichiatriai és neurologiai koérképben igazoltdk (Jiménez-Corral és mtsai. 2006;
Wang és mtsai. 2011; Roca ¢és mtsai. 1999).

A szomatosztatin az idegelemek koziil elsdsorban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort
expresszalo szenzoros neuronokban szintetizalodik és tarolodik. Allatkisérletes modellekben
és kiilonbozo fajdalomkorképekben kimutattdk, hogy a kiviilrél beadott Szomatosztatin
csOkkenti a fijdalmat (Lembeck és mtsai. 1982; Chrubasik 1991; Karalis és mtsai. 1994,
Fioravanti és mtsai. 1995). Mindezek mellett munkacsoportunk szamos bizonyitékot
szolgaltatott arra, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok aktivalt periférias
végzOdéseibol  felszabaduldé és a  keringésbe jutd  szomatosztatin  szisztémas
gyulladascsokkentd €s antinociceptiv hatasokat fejt ki (Szolcsanyi és mtsai. 1998a, b; Than és
mtsai. 2000; Helyes és mtsai. 2000, 2001, 2004) (4. abra).

A SST szerteagazo hatéasait sajat receptorai kozvetitik. Eddig 6t Gi-proteinhez kapcsolt
szomatosztatin receptort klonoztak egérben, patkdnyban, illetve emberben, amelyeket sstj,
Ssty, Ssts, Ssty és ssts névvel illettek (Hoyer €s mtsai. 1995; Patel 1999). Ez az 6t sst receptor
szintetikus szomatosztatin analog-kotd képessége alapjan két csoportra oszthatd. A SRIFI
csoportba tartoznak az sst;, sst3 és ssts receptorok, amelyek nagy affinitassal kotnek
oktapeptid analogokat (pl. az oktreotidot), mig a SRIF2 csoportba sorolt sst; €s ssty4 receptorok
alacsony oktapeptid analog-kotd képességgel rendelkeznek (Hoyer és mtsai. 1995; Pintér és
mtsai. 2006). Szamos irodalmi adat bizonyitja, hogy az endokrin hatast a SRIF1 csoportba
tartozo receptorok kozvetitik (Raynor és Reisine 1992). Munkacsoportunk eredményei azt
mutatjak, hogy a fajdalomcsillapitd €s gyulladascsokkentd hatds a masik csoporthoz, vagyis
az sst; és ssty receptorokhoz kothetd a periférian (Helyes €s mtsai. 2001; Pintér és mtsai.
2002; Szolcsanyi és mtsai. 2004; Pintér és mtsai. 2006). Bar e receptorok klonozasa
elOsegitette a szomatosztatin fiziologiai/patofiziologiai szerepével kapcsolatos kutatasokat,

kiilonosen nagy eldrelépést a receptor génhidnyos egerek eldallitasa jelentett.
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4. abra: A szomatosztatin gyulladasgatlé és faijdalomcsillapité hatasai hatterében all6 mechanizmusok
(forras: Pintér és mtsai. 2006)

Munkacsoportunkban torténtek az elsd in vivo vizsgalatok ssty génhidnyos (ssts”) egerekkel,
amelyek heterozigota elédjeit Dr. Piers Emson (Laboratory of Molecular Neuroscience,
Babraham Institute, Cambridge, UK) laboratoriumaban allitottak el6. Ezeket az allatokat a
vele val6 kollaboracion keresztiil kaptuk €s tenyésztettiik tovabb az intézet allathdzaban.

Bar a nativ szomatosztatin terapids alkalmazasat rendkiviil széles hatasspektruma és nagyon
rovid (3 percnél kevesebb) plazma eliminacids féléletideje akadalyozza (ten Bokum és mitsai.
2000), a stabil, szelektiv ssts/SSt; agonistak azonban 1j terapias lehetOséget nytjthatnak a
gyulladascsokkentésben ¢€s a fajdalomcsillapitasban. A szomatosztatin kdzponti idegrendszeri
mechanizmussal kialakul6 gatlo hatasait illetden szamos adat all rendelkezésre. Intratekalis,
epiduralis, intracerebroventrikuléris alkalmazas utan a nativ SST és az oktreotid is hatékonyan
gatolta a posztoperativ fajdalmat (Chrubasik és mtsai. 1984, 1985; Taura és mtsai. 1994),
csontfajdalmat (Burgess és mtsai. 1996), a tumoros fajdalmat (Chrubasik és mtsai. 1984;
Meynadier és mtsai. 1985), iziileti gyulladassal jard fajdalmat (Matucci-Cerinic és Marabini

1998; Silveri és mtsai. 1994), a viszceralis fajdalmat (Plourde és mtsai. 1993) és a migrént
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(Kapicioglu és mtsai. 1997). Fontos azonban megemliteni, hogy a nagy dézisu, kdzponti
idegrendszerbe torténd ismételt SST-injekcio toxikus hatast fejtett ki a mells6 és hatso szarvi
neuronokra a gerincveldben és fokalis demielinizacidt okozott (Gaumann és mtsai. 1989;
Mollenholt és mtsai. 1988), amelyért elsdsorban a vazokonstriktor hatdst tették feleldssé
(Freedman ¢és mtsai. 1988). E probléma kikiiszobolése periféridn hatd sst agonistakkal
lehetséges. Tobb évtizede leirtak, hogy a szisztémasan, sot a lokalisan alkalmazott SST is
analgetikus hatasokkal rendelkezik (Lembeck és mtsai. 1982; Chrubasik 1991; Fioravanti és
mtsai. 1995; Matucci-Cerinic és mtsai. 1995; Corsi és mtsai. 1997), ugyanis a patkanyiziiletbe
injektalt sst agonistak képesek voltak csokkenteni a rotaciora létrejovo afferens aktivitast
(Heppelmann és Pawlak 1997). Az emberi iziiletbe adott szomatosztatin pedig gatolta a
gyulladasos fajdalmat (Matucci-Cerinic és Marabini 1998; Silveri és mtsai. 1994). Egy
korabbi kisérletsorozatban munkacsoportunk azt talalta, hogy altatott patkanyokban a n.
ischiadicus kapszaicin-érzékeny afferenseinek antidromos elektromos ingerlésére az
intraarterialis kapszaicinnel kivaltott nocifenziv (fajdalomelhéritd) vegetativ reflexvalaszok
csokkennek. Hasonlé gatlast tapasztaltunk szomatosztatin, illetve szintetikus SRIF2 (Ssty/ssts)
receptor agonistak i.v. injekcidja utan, a SRIFI-szelektiv agonista oktapeptid oktreotid
azonban hatastalan volt (Helyes és mtsai. 2000).

A szomatosztatin sst, receptoron haté szelektiv agonistak

Az endogén szomatosztatin terapias alkalmazasat akadalyozza annak rendkiviil sokrétii
elofordulasa a szervezetben, széles hatasspektruma, €s nagyon rovid plazma féléletideje (ten
Bokum és mtsai. 2000). Stabil, a szenzoros idegvégzddések és szamos gyulladasos sejt ssty
receptorain szelektiven hatd szintetikus agonistdk Uj terdpids lehetdséget nyujthatnak a
gyulladascsokkentésben és a fajdalomcsillapitdsban. Ezen agonistak nagy elénye, hogy nem
rendelkeznek a szomatosztatin ssty, Ssts és ssts receptorai altal kozvetitett endokrin hatasokkal.
Ssta/sst; receptor agonista molekula a ciklikus heptapeptid szerkezetii TT-232, amelynek
széleskorll antinociceptiv hatasat szamos korabbi kisérletlink igazolta (Helyes és mtsai. 2000;
Pintér és mtsai. 2002; Helyes és mtsai. 2004, 2005). A TT-232 nem befolyasolta a novekedési
hormon és a gasztrin szekrécidjat, azonban potens antiproliferativ hatassal rendelkezett, akut
nocicepcid €s gyulladasmodellekben jelentds gatlé hatéast fejtett ki (Kéri és mtsai. 1996;
Helyes és mtsai. 2000, 2001). A TT-232 széles dozistartomanyban (5 mg/kg-ig) atoxikusnak
bizonyult, LDsg érték nem volt meghatarozhatd. Egerekben a legmagasabb, 120 mg/kg dozis

tobb héten keresztiil torténd ismételt adasa sem okozott elhullast, csupan az allatok 10%-anal

tapasztaltak enyhe, a&tmeneti testsulycsokkenést.
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Jelen kisérleteinket egy sstyq receptorhoz szelektiven, nagy affinitassal kot6dé szomatosztatin
agonistaval, a J-2156 kodjeli vegyiilettel végeztiik (5. abra), amit a Juvantia Pharma (Turku,
Finnorszag) gyaraban szintetizaltak. A J-2156 nem-peptid, szulfonamido-peptidomimetikum,
pontos kémiai szerkezete (1°S, 2S)-4-amino-N-(1’-karbamoil-2’-feniletil)-2-(4’-metil-1"’-

naftalénszulfonamino)-butdnamid.

5. abra: A J-2156 molekula szerkezete

A J-2156 nanomolos affinitassal kotddik az emberi ssts receptorhoz, ami a nativ
szomatosztatin kotédési affinitdsat jelentésen meghaladja, valamint kozel 400-szoros
szelektivitast mutat az ssts-hez az emberben megtalalhatdé masik négy Sszomatosztatin
receptorhoz viszonyitva (Engstrom €s mtsai. 2005). A receptoraktivaciot jelzo ciklikus AMP-
tesztben a nativ szomatosztatin-14-hez vagy Szomatosztatin-28-hoz hasonldan teljes
agonistaként miikodott. A GTPyS-kotddést jelzé6 G-protein aktivacios funkcionalis tesztben
2,5-szer erGsebb valaszokat adott, mint a nativ szomatosztatin. Ezen tulajdonsagai alapjan e
molekulat a ,,szuperagonista” jelzével illették (Engstrom és mtsai. 2005). Tovabbi in vitro
vizsgalatok igazoltak, hogy a J-2156 ismételt alkalmazasa sem okoz deszenzibilizaciot, ami
tovabb noveli e molekula terapids alkalmazésanak lehetdségeit (Engstrom és mtsai. 2006).

Alabbi kisérletsorozatunkban a J-2156 antinociceptiv és gyulladdsgatld hatédsait vizsgaltuk

akut és kronikus egérmodellekben.
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CELKITUZESEK

PhD munkam egyik célja az volt, hogy megvizsgaljam a Szomatosztatin sst, receptor szerepét
akut ¢és kronikus iziileti gyulladdsos folyamatokban, valamint neuropatias mechanikai
hiperalgéziaban, génhianyos egerek €s a szelektiv sst4 receptor agonista peptidomimetikum J-
2156 segitségével. Kutatdsi programunk fontossagat és gyakorlati jelentdségét hangstlyozza,
hogy a gyulladasos betegségek kezelésében a jelenleg elérhet6 hatdbanyagok egyike sem képes
a neurogén gyulladasos komponens gatlasara, illetve a szamos stlyos mellékhatas miatt nem
lehet ezeket hosszu ideig alkalmazni (pl. gliikokortikoidok). Arra kerestiik a valaszt, hogy az
ssty receptor jelenthet-e 10j terapias célpontot a gyulladasos folyamatok és a fajdalom
kezelésében.

A talp akut gyulladasat carrageenannel valtottuk ki, a kronikus iziileti gyulladas modelljeként
az irodalomban széles korben hasznalt komplett Freund adjuvans (CFA) intraplantaris
alkalmazasat valasztottuk (Szab6 és mtsai. 2005). A gyulladasos folyamatok vizsgalatara
citokinek a kronikus artritisz kialakuldsaban és destrukciojaban fontos szerepet betdlté TNFa
¢és IL-1pB, valamint a cellularis immunvalaszra jellemz6 Thl-es IFNy, IL-2, valamint a Th2-es
IL-4, IL-5. A nocicepcidt a talp érintési érzékenységi kiiszobének és a végtag spontan
terhelésének meghatdrozasaval értékeltiik. A traumds mononeuropatia modellezésére a

Seltzer-féle mutétet alkalmaztuk.

20



KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteinkhez heterozigdta sty egereket tenyésztettiink intézetiink allathdzadban, melyeket
Dr. Piers Emson (Laboratory of Molecular Neuroscience, Babraham Institute, Cambridge,
UK) C57Bl/6 torzsbol allitott el6, 8 generacion keresztiil visszakeresztezett, ¢és
munkacsoportunk rendelkezésére bocsatott. Az utodok genotipusat PCR-ral meghataroztuk,
az els6 generaciot kovetéen homozigdta Ssty receptor génhianyos (ssts”, knockout, KO) és
vad tipusu (sst4+/+) vonalakon kiilon tortént a tenyésztés. Vizsgdlatainkhoz az elsé harom
generaciobol szarmazo, 20-25 g-0s, him Sst4'/' és SSt4+/ * egereket hasznaltunk. Az allatokat 24-
25°C-on tartottuk, normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva. Mivel kisérleteinkhez
nagyszamu egér sziikséges, nem volt lehetéségiink minden modell esetén alomtestvéreket is
megvizsgalni. Egyes kisérletsorozatokban azonban az dsszehasonlitas céljabol sty és ssty”
alomtestvéreket is teszteltlink.

Kisérleteink minden esetben megfeleltek az allatkisérletek végzésérdl szolo 243/1998. szamu
kormanyrendelet el6irasainak, és igazodtak a fajdalom tanulmanyozasara 1étrehozott
nemzetkozi tanacs javaslataihoz (Zimmermann 1983). A kisérleti eljarasokat a Pécsi
Tudomanyegyetem  4llatkisérletekkel  foglalkozd  Etikai  Bizottsdga  engedélyezte
(engedélyszam: BA 02/2000-16-2006).

Kisérleti modellek:

- Carrageenannel kivaltott akut gyulladds

Ebben a kisérleti elrendezésben sst4+/ T és sst4'/ " egereket és alomtarsaikat hasonlitottuk Gssze.
Az akut gyulladas széles korben hasznalt, nemzetkozileg elfogadott, carragenannel kivaltott
allatkisérletes modelljét alkalmaztuk (Buerkle és mtsai. 1999). A carrageenan egy tengeri
hinarbdl szarmazo poliszacharid. Az allatok egyik talpaba 50 pl 3%-0s carrageenan-oldatot
injektaltunk, amellyel kevert tipust, neurogén és nem-neurogén komponensekbdl allo
gyulladasos reakciot idéztiink el6 lokalisan (Vinegar és mtsai. 1987; Gilligan és mtsai. 1994).
A talp mechanonociceptiv kiiszobét eszteziométerrel, a labduzzadast pletizmométerrel
mértiik. A carrageenan-adas eldtt 10 perccel az allatok egy masik csoportjat 100 pg/kg J-
2156-tal kezeltiik intraperitonealisan (i.p.), mig kontrollként csak oldoszert (fiz.sooldat)

alkalmaztunk. Ezt kovetéen mechanonociceptiv méréseket végeztiink 3, 6 és 22 oraval, illetve
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labduzzadas mérést 6 oraval a gyulladas kivaltasa utan. Az eredmények fejezetben a 6. draban

nyert adatokat abrazoltam.

- Freund-adjuvadnssal kivaltott kronikus iziileti gyulladds

A kronikus iziileti gyulladast komplett Freund-adjuvans (CFA; 1 mg/ml hdével elolt
Mycobacterium  tuberculosis  paraffinolajos  szuszpenzidja)  faroktObe,  valamint
intraplantarisan torténd adasaval (50-50 ul) valtottuk ki az egerekben. A szisztémadas hatas
fokozésa érdekében a faroktdbe torténd CFA-adast a kdvetkezd napon megismételtiik, ezt a
napot tekintjiik a kisérlet els6 napjanak. A komplett adjuvans adasaval a szervezet
immunvalasz-készsége stimulalhatd, a baktérium sejtfalaban talalhaté muramil-dipeptid
aktivalja a makrofagokat és a dendritikus sejteket, amely 1L-12, IL-6, TNFa, IFNy fokoz6do
termeléséhez vezet. Ennek hatdsara poliklonalis T limfocitdk aktivalédnak, elsésorban T
helperl (Thl, CD4+) iranyba differencialédnak és limfokineket termelnek. Az adjuvans
alkalmazéasanak helyén a sajtos granuloma képzddéséért a makrofagok fokozott mértékii
antigén-feldolgozasa felelds, a kronikus poliartritisz kialakulasaban CD4+ T sejt klonok
aktivalodasa jatszik szerepet (Joe és Wilder 1999; Billiau és Matthys 2001).

Funkcionalis méréseinket CFA adas el6tt és azt kovetden 21 napon keresztiil végeztiik. A
mechanonociceptiv kiiszobot eszteziométerrel, a labtérfogatot pletizmométerrel, a spontan
sulyeloszlast incapacitance teszterrel mértiikk. A kisérlet végén, a 21. napon az allatok Na-
pentobarbitallal (Nembutal, 100 mg/kg i.p.) torténd tulaltatasa utan a tibio-tarzalis iziileteket
kimetszettiik. Az igy nyert prepardtumokat a citokin-meghatarozasi modszerrel valo

feldolgozasig -80 °C-on taroltuk.

-A n. ischiadicus részleges lekotésével kivaltott traumds mononeuropdtia

A n. ischiadicus egyoldali részleges lekotése (2. abra) a végtag mechanonociceptiv
kiiszobének csokkenését idézi eld (Seltzer és mtsai. 1990). Sst,"" &s ssty” egereket ketamin-
xylazin keverékével elaltattunk (100 és 5 mg/kg i.p.), az egyik oldali n. ischiadicust a combon
kipreparaltuk, majd az ideg 1/3-1/2-ed részét ovatosan elvalasztottuk és 8-0-s atraumatikus
szilikonos varrdéanyaggal szorosan lekotottiik, végiil a sebet zartuk. A miitétet kovetden az
allatokat 7 napig hagytuk felépiilni. A talp érintési érzé¢kenységének mérését eszteziométerrel
végeztik a mitét eldtt, valamint a mutétet kovetd 7. és 12. napon. Miutan az allatok
mechanonociceptiv kiiszobét meghataroztuk, és a kialakult fajdalomkiiszob-csokkenésrol
(mechanikai hiperalgézia) meggy6zddtiink, mindkét allatcsoportot 100 pg/kg sst4 agonistaval
(J-2156) kezeltiik i.p., majd 30 perc elteltével Gjabb mérést végeztiink.
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Vizsgalati modszerek:

-A talp érintési érzékenységének mérése

A talp érintési érzékenységét dinamikus
plantaris eszteziométerrel (Ugo Basile
Dynamic Plantar Aesthesiometer 37400,
Olaszorszag) vizsgaltuk (6. abra). Ez
valojaban egy modositott, digitalizalt
ahol az allat

von Frey késziilék,

szabadon mozog egy alul récsos
plexiketrecben. Egy tiikorrel ellatott
stimulatoregység segitségével az 4llat

talpanak kozépsd részét egy tompa

hegyt tiivel fokozddo er6hatasnak tettiik

6. abra: Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometer

ki. A maximalis er6hatast 10 grammban

hatdroztuk meg, az erdhatds ndvekedési dinamikdjat 2 g/s értékre allitottuk be. A

fajdalomkiiszob elérésekor, vagyis amikor az &llat elrantja a labat a tompa hegyl tirdl, a

szamlalé ledll, az erdhatast pedig a miszer kijelzdjérél grammban leolvashatjuk. A mért

adatokat a kezdeti kontroll értékekhez viszonyitottuk, a gyullad4ds hatasara kialakuld

kiiszobesokkenést (hiperalgézia) szazalékban fejeztiik ki.

-A labtérfogat mérése

7. abra: Ugo Basile Plethysmometer

kialakult 6démat szazalékban fejezziik ki.

A labtérfogat mérésére alkalmas miszeriink a
pletizmometer (Ugo Basile Plethysmometry 7140,
Olaszorszag), ami a kozlekedéedények elve alapjan
mikddik (7. abra). Az allat hatsé labat eldre
meghatdrozott jelig egy ehhez a miiszerhez tartozo

folyadékkal teli hengerbe meritjiik. Ehhez a

hengerhez csatlakozik egy masik, folyadékkal teli

henger, melyben 1év6é transzducer a lab

bekdvetkezd

A

bemeritésekor folyadéktérfogat-

kiszoritast  érzékeli. térfogatot cm®-ben

leolvashatjuk a digitalis kijelz6r6l. A mérési

adatokat végiil a kezdeti értékekhez viszonyitjuk, a
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-A spontan sulyeloszlas meghatdrozdsa

A hatso végtagi sulyeloszlas
méréséhez incapacitance tesztert
(Linton  Instruments, Egyesiilt
Kiralysag) hasznaltunk (8. abra),

mely a  spontain  fajdalom

[izien) | NCAPACITANCE TER

‘ . \ megitélésére alkalmas. Az
- allatokat a specialis
plexiketrecben ugy helyeztik el,

hogy azok nyugalomban mellsd

labaikat a plexi alapjaval 45 fokos

8. abra: Incapacitance Tester szoget  bezird elilsé lapjara

helyezzék, igy testsulyukkal hatsé
végtagjaikra nehezedtek, melyeket a vizsgalat sordn egy-egy mérleggel ellatott lapon
tartottak. Az egerek nyugalmi allapotdban végzett vizsgalat alatt a hats6 végtagokra vald
ranehezedés szinte azonos mértéki, a spontan sulyeloszlas ekkor 50-50% koriili érték. A mért
értékeket a digitalis kijelz6rél grammban kifejezve olvastuk le. A spontan fajdalom hatasara
megvaltozott sulyeloszlast a végtagok értékeinek egymashoz vald viszonyitdsaval,

szazalékban fejeztiik ki.

-A gyulladdsos citokinek meghatdrozisa ELISA és Cytometric Bead Array (CBA)
maodszerekkel

1. Az iziiletek homogenizalasa

A -80°C-on tarolt mintdk tomegét fagyott allapotban megmértiik, majd 1 ml homogenizald
pufferbe tettiik, amely steril tdpoldat (RPMI 1640) és protedz inhibitor (PMSF) 100:1 aranya
keveréke. Ebben a mintakat rovid ideig olloval apritottuk, majd késes homogenizatorral (Kika
Labortechnik, Németorszag) az egyes mintakat 3 percig homogenizaltuk 20.500 fordulat/perc
sebességgel. A munkafolyamat soran a mintakat jégben taroltuk. Ezutan centrifugan (Janetzky
K24) a homogenizatumokat 10 percig 12.500 fordulat/perces sebességgel 4°C-on
centrifugaltuk. Az igy nyert szupernatansokat pipettaval gondosan leszivtuk és a citokin-

szintek meghatarozasaig -20°C-on taroltuk.
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2. Az IL-1P meghatarozasa szendvics ELISA médszerrel

Az interleukin-1p proinflammatorikus citokin, a gyulladas egyik legfontosabb markere
(Dinarello 1994, 2000). Az immunvalasz patologias modositasa és az oszteoklasztok
aktivacidja révén hozzajarul az izileti gyulladas kialakulasahoz ¢és a folyamat
progressziojahoz (Kagari és mtsai. 2002).

A szendvics ELISA moddszer soran a célfehérje detektalasa harom antitesttel torténik (9.
abra). Az els6, ismert mennyiségii befogd antitest az ELISA lemezre kotott. A célfehérjét
tartalmazé mintat a lemezhez adva (a nem specifikus kotéhelyek blokkolasa utan) a célfehérje
a befog6 antitesthez kotddik. A detektald, primer antitest a célmolekulaval immunkomplexet
képez, létrejon az un. szendvics. Ezt kovetéen adjuk a rendszerhez az enzim-konjugalt
antitestet, ami a detektalo antitesthez fog kotédni. Végiil szubsztratot adunk a rendszerhez,
amit a jel6lt antitesthez kapcsolt enzim szines végtermékké atalakit. A folyamatot megfelel
idében leallitva a kapott szinintenzitast mérjiik, ami egyenesen aranyos a mintaban talalhaté

crer

szettel (BD Biosciences, USA) hataroztuk meg.

HRP-kapcsolt antitV .
7 Ehhez az ajanlott puffereket a leirdsban megadott
HRP o . ot . s
7 . eljaras szerint elkészitettiik. Az Osszeméréskor az
szubsztrat

, ‘ assay protokollnak megfeleléen jartunk el, minden

Detektoros | 4 * * * .
antitest | /\ % ¥ esetben hasznaltunk standard sort is. A folyamat

Ifehérje

: * végén 450 nm-en optikai denzitasértékeket,
Cé
@ valamint 620 nm-en hattérjel aktivitast is mértiink

Multiskan reader és a hozza tartozo szoftver

it | segitségével (Labsystems, Magyarorszag). A mért
értékekbodl Excel tablazat segitségével, a standard
o sor alapjan egyenest illesztve szamoltuk ki a
Szendvics ELISA
9. 4bra: A szendvics ELISA elve citokin-koncentracioértékeket, pg citokin/g izilet

mértékegységben megadva.

3. ATNFa, IL-2, IL-4, IL-5, IFNy meghatarozasa CBA médszerrel

A kronikus iziileti gyulladasban a celluldris immunvalaszra jellemzd Thl-es IFNy, IL-2,
valamint a Th2-es IL-4, IL-5 molekulak koncentracidjanak alakulasat is érdemes
megvizsgalni. A TNFa kdzponti szerepet jatszik a gyulladas kialakulasaban, mivel serkenti
mas proinflammatorikus citokinek ¢és kemokinek termelddését, a leukocita adhéziot, a

migraciot, az angiogenezist, a porc- és csontdestrukciot (Kagari és mtsai. 2002).
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A fenti citokinek vizsgalatdhoz a Mouse Th1/Th2 cytokine CBA (Cytometric Bead Array,
Becton Dickinson Biosciences, USA) kitet hasznaltuk (10. abra). A CBA assay hatféle
mikrogyongy keverékét tartalmazza. Az egyes tipusu gyongyok felszinéhez madas-mas
citokinre érzékeny befogd antitest van kovalensen kotve. Az antigén, ami jelen esetben a
mintdban taldlhaté citokin, a befogd antitesthez kotddik. A detektald antitest fikoeritrinnel
detektalo antitest gerjesztése altal kivaltott fluoreszcencia intenzitasa alapjan flow
citométerrel (Partec Cyflow Space) hataroztuk meg. A moédszer eldnye a klasszikus ELISA
modszerhez képest, hogy a sziikséges minta mennyisége 1ényegesen kevesebb, valamint hogy
a kiilonboz6é mikrogydngyok egyiittes alkalmazasdnak kdszonhetden egyidejiileg tobb citokin

meghatarozasara is alkalmas.

Ag (citokin) Detektalo At
o + Moséas ¥

Anticitokin At

10. abra: A CBA médszer

Felhasznalt anyagok

A carrageenant, a komplett Freund-adjuvanst, a proteaz-gatlot, valamint az ELISA szett
kiegészitit a Sigma-Aldrich Kft-t6l (Magyarorszag) szereztilkk be. A ketamint a Richter
Gedeon Nyrt-t6l (Magyarorszag), a Xylazint az Eurovet Kft-t61 (Hollandia), az RPMI
médiumot a Gibco Cell Culture Systems-t61 (Németorszag), a nembutalt pedig a May and

Bakertol (Egyesiilt Kirdlysag) vasaroltuk.

Statisztikai analizis

A mechanikai hiperalgézia, a labduzzadas valamint a spontan stlyeloszlas vizsgélata soran
kapott eredményeink értékelését egyutas ANOVA ¢és modositott Bonferroni t-teszttel
végeztik. A traumas mononeuropatia adatainak értékelése nem-parametrikus Mann-Witney
U-teszttel tortént. A citokin mérés eredményeinek feldolgozasahoz Student-féle t-probat
alkalmaztunk. A kiilonb6z0 csoportok kozotti eredmények Osszehasonlitasakor a *p<0,05,

**p<0,01 és **%p<0,001 értékeket hataroztuk meg szignifikansnak.
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EREDMENYEK

Az sst, receptor szerepe carrageenannel kivaltott akut gyulladasban

Az sst,™" és ssts” allatesoport kontroll mechanonociceptiv kiiszobértékei (ssts™": 8,3+0,16 g;
SSt4'/': 8,0+0,14 g) és labtérfogatai (sst4+/+: 0,67+0,02 cm®; Sst4‘/‘: 0,68+0,02 cmg) lényegesen
nem Kkiilonboztek egymastol. A carrageenan a kezelt végtag jelentds gyulladdsat okozta
duzzadassal, pirral és a mechanonciceptiv kiiszob csokkenésével. A gyulladas kivaltasa utan 6
oraval a labduzzadas és a nociceptiv kiiszob csokkenése is szignifikansan nagyobbak voltak
az sst; génhianyos csoportban. A vad tipusu és a heterozigdta allatokbdl keresztezéssel
tenyésztett ssty” alomtestvérek eredményei nem kiilonboztek 1ényegesen a kiilon vonalakként
tenyésztett ssta™" és ssta” allatcsoportok eredményeitdl. A szelektiv sst, receptor agonista J-
2156-tal tortént eldkezelés szignifikansan csOkkentette a mechanikai hiperalgéziat a vad
allatcsoportban, de a génhidnyos csoportban nem. A J-2156 egyik csoportban sem mérsékelte

a labduzzadast (11., 12. abra).

Alomtarsak

0 0 ' 7 '
2 -0- %
< _ -20A A
2 R 4
Qv -30- +
QO 0V
O U _40- A
T) N
02 .50
S S
< > .60 =

*kk
S -70- **
Q
— -80-

B sst,*+fiz.so6 [] sst,” +iz.s6
sst,"*+J-2156 sst,7+J-2156

11. abra: A mechanonociceptiv kiiszob csokkenése 6 oraval az intraplantaris carrageenan injekcié
utan sst,"* és sst,” egerekben. Az alomtarsakkal, valamint a szelektiv sst, receptor agonista J-2156-
tal nyert eredmények is lithatok. A valtozast a kezdeti kontroll értékek %-aban fejeztiik ki. (Az oszlopok
az atlag £ SEM értékeit jelzik, n=6-8 fiiggetlen kisérlet soran; **p<0,01, ***p<0,001 vs. sst, """ csoport;
+p<0,05 vs. olddszerrel kezelt sst, ™ csoport. Egyutas ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)
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12. abra: A labtérfogat emelkedése 6 oraval az intraplantaris carrageenan injekcié utin sst,"" és
sst,” egerekben. Az alomtarsakkal, valamint a szelektiv sst, receptor agonista J-2156-tal nyert
eredmények is lathaték. A valtozast a kezdeti kontroll értékek %-aban fejeztiik ki. (Az oszlopok az atlag
+ SEM értékeit jelzik, n=6-8 fiiggetlen kisérlet soran; **p<0,01 vs. sst,”™ csoport; egyutas
ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)

Az sst, receptor szerepe Freund-adjuvanssal kivaltott kronikus iziileti gyulladasban

A CFA injekcio 4 nap mulva kb. 40% mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést eredményezett,
amely a 21 napos kisérleti periddus alatt fokozatosan 15%-ra csokkent. A mechanikai
hiperalgézia nagyobb volt a sty allatcsoportban, mint a vad tipustakban, bar szignifikdns
kiilonbséget a 21 napos periddus alatt 4 mérési pontban tapasztaltunk (13. abra). A kisérlet
elsé 12 napjaban az sst4 génhidnyos egerek szignifikdnsan kisebb mértékben terhelték a kezelt
labukat, mint a vad tipusu kontrolljaik (14. abra). Szignifikans eltérést a labduzzadasban csak
a 4. és 6. napon tapasztaltunk, a térfogatnovekedés a késobbiekben mindkét csoportban kb.

80-100% volt (15. abra).
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CFA-adas utan eltelt napok 13. abra: A mechanonociceptiv

kiiszob csokkenése a CFA-
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0 -10- egerekben. A valtozast a kezdeti
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A kisérlet végén kimetszett és feldolgozott iziileti mintdkbol meghataroztuk az IL-2, 1L-4, IL-
6, IFNy, TNFa és IL-1p jelenlétét és mennyiségét. A kapott értékeket az abrazolashoz pg
citokin/g iziilet mennyiségre szamitottuk at. Az IL-2, -4 és -5 mennyisége elhanyagolhatonak
mutatkozott mindkét allatcsoportban. Figyelemre méltd volt azonban az IFNy mennyiségének
alakulasa: bar 6sszmennyiségét tekintve szintén igen keveset talaltunk beldle (200 pg/g iziilet
alatt), a receptor génhidnyos dllatcsoportban még igy 1is szignifikdnsan nagyobb
mennyiségben volt jelen. Jelentds mennyiséget csak TNFa-bol és IL-1B-bol mértiink. A
TNFo koncentracidja a vad tipusban kapott 1030£150 pg/g-mal Gsszehasonlitva
szignifikansan nagyobb, 1450+150 pg/g volt az ssty” egerek iziiletében. Legnagyobb
mennyiségben IL-1B-t taldltunk a mintdinkban, azonban ebbdl a citokinbdl mindkét

csoportban kozel azonos, 3000900 pg/g koncentraciokat mértiink (16. abra).
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16. abra: A gyulladasos citokinek koncentraciéja az iziileti homogenizatumokban 21
nappal a CFA-kezelést kovetden sst,”* és sst,” egerekben. (Az oszlopok az atlag+tSEM
értékeit abrazoljak; *p<0,05 vs. sst,"* csoport. Student-féle t-teszt.)
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AZ sst, receptor szerepe traumas mononeuropatiaban

A Seltzer-mitétet kovetd 7. napon kialakult a traumas mononeuropatia, amelynek
kovetkeztében 31-34% mechanikai hiperalgézia jott 1étre mind a vad tipust, mind a receptor
génhianyos egerekben. Ez a hiperalgézia a 12. posztoperativ napra valtozatlanul fennmaradt a
vad tipusu egerekben, mig kis mértékben, 24%-ra modosult az ssts” csoportban. Ebben a
modellben a J-2156 hatastalannak bizonyult mindkét allatcsoportban, mindkét mérési
idépontban (17. abra).
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17. abra: A mechanonociceptiv kiiszob csokkenése 7 és 12 nappal a Seltzer-miitétet
kovetben, sst,”" és sst,” egerekben, J-2156 adasa elftt és utan. A valtozast a kezdeti
kontroll értékek %-aban fejeztikk ki. (Az oszlopok az atlagtSEM értékeit abrazoljak, n=8-
12/csoport; Mann-Witney U-teszt.)
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Szomatosztatin sst, receptor génhianyos egerekkel végzett kisérleteink eredményei els6ként
szolgaltattak kozvetlen bizonyitékokat arra, hogy e receptor mind akut, mind kronikus
gyulladasos folyamatokban protektiv szereppel rendelkezik. Mivel sst, szelektiv antagonista
vegyliletek nem elérhetdk, ezekkel a génhidnyos allatokkal végzett kisérleteink alapvetd
fontossagunak bizonyultak a szomatosztatin sst, receptor szerepének felderitésére élettani és
korélettani allapotokban egyarant.

Szomatosztatin exogén alkalmazasa, valamint szintetikus agonistak (a TT-232 és a J-2156)
csokkentik a neurogén vazodilataciot, plazma protein extravazacidt és a gyulladaskeltd
neuropeptidek (SP és CGRP) felszabadulasat az idegvégzodésekbdl (Szolcsanyi és mitsai.
1998; Helyes ¢és mtsai 2001, 2006; Pintér és mtsai. 2002). Az SST jol ismert hatasai tovabba a
proliferacio, infiltracio, kemotaxis, €s fagocitozis gatlasa valamint a gyulladasos sejtekbdl
felszabadul6 reaktiv oxigén gyokok és citokinek felszabaduldsanak jelentds mérséklése (van
Hagen és mtsai. 1994; Pintér és mtsai. 2002; Muscettola és Grasso 1990; Niedermuhlbichler
¢s Wiedermann 1992). Sst; expresszi6 kimutathatdé a vaszkularis endotél- ¢és
simaizomsejteken (Torrecillas és mtsai. 1999), aktivaciojuk védo hatassal rendelkezik patkany
aorta endotheliumtdl valé megfosztasat kovetéen (Tigerstedt és mtsai. 2007). Sst4 receptorok
jelen vannak tovabba a periférids vér monocitain, limfocitdin, fibroblasztokon és endotél
sejteken (ten Bokum ¢és mtsai. 1999; Taniyama és mtsai. 2005).

Jelen kisérleteink soran mindkét gyulladasmodellben szignifikansan nagyobb mértékii
mechanikai hiperalgéziat, azaz fajdalomkiiszob-csokkenést, valamint az akut modellben
szignifikansan nagyobb labduzzadast tapasztaltunk az ssty” allatok csoportjaban, elsésorban a
gyulladdsos folyamatok korabbi stddiumaiban. A krdonikus artritisz modellben tovabba a
gyulladt végtag terhelés-csokkenése, €és az iziileti homogenizatumban az IFNy és TNFa
koncentracioja ugyancsak szignifikansan nagyobb volt az ssts receptor hianya esetén. A
kronikus kisérlet elsé hetében az Ssts receptor endogén aktivaciojanak szignifikans
analgetikus és duzzadasgatld szerep tulajdonithatd, ami a késdbbi fazisban mar nem
figyelhetd meg. Ennek magyarazatdul szolgalhat az az elképzelés, hogy az immunsejtekbol
felszabaduld egyéb medidtorok a szomatosztatin e gatlo hatasait hosszabb 1d6 alatt
ellensilyozzak. Az sst; receptor exogén aktivacidjanak jelentés gyulladasgatldo és
antinociceptiv hatasait bizonyitja, hogy a nem peptid szerkezetli szelektiv agonista J-2156

kezelés gatolta az akut gyulladdsos reakcié sordn kialakuld6 mechanonociceptiv
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kiiszobcsokkenést. A gyulladasmodellekben tapasztalt eredményekkel ellentétben a traumas
mononeuropatia okozta mechanikai hiperalgéziat sem az sst, receptor genetikai hianya, sem a
J-2156 kezeléssel torténd exogén aktivacidja nem befolyasolta szignifikansan. Ez az
eredmény abbdl a szempontbol meglepd, hogy patkédny ugyanilyen traumas mononeuropatia
modelljében ez a vegyiilet anti-hiperalgetikus hatastinak bizonyult (Sandor és mtsai. 2006).
Ezen ellentmondas magyardzatdul szolgalhatnak esetleges faji kiilonbségek a patkdny és az
egér kozott a  neuropatia  kialakulasi mechanizmusainak, az ssty  receptor
lokalizacidjanak/stiriségének, valamint a J-2156 kinetikai paramétereinek vonatkozasaban. A
J-2156-tal végzett korabbi kisérletekben ez az agonista hatékonyan gatolt kiilonbozo
gyulladdsos folyamatokat is patkdnyban, egyrészt a neurogén komponensért felelds SP ¢és
CGRP szenzoros idegvégzddésekbdl torténd felszabaduldsanak csokkentésén, masrészt
kozvetleniil az ereken ¢€s az immunsejteken kifejtett gatldé hatasokon keresztiil. E
peptidfelszabadulast gatld mechanizmust izolalt trachean korabban egyértelmiien
bizonyitottak (Helyes és mtsai. 2006). Mivel a J-2156 szelektiven csak az sst4 receptoron fejti
ki hatasat, nem rendelkezik a nativ szomatosztatinra jellemzé széleskori endokrin hatasokkal,
mint a novekedési hormon, a glukagon, az inzulin felszabaduldsanak gatlasa, ezek ugyanis
foként az sstp, SSt3 és ssts; receptor altipusokhoz (SRIF1 receptorcsalad) kapcsolhatok
(Weckbecker és mtsai. 2003). Mindezek alapjan a J-2156 eldrelathatéan kedvezd mellékhatas
spektruma gyodgyszerfejlesztés szempontjabdl is kiemelt jelentdséggel bir.

Bar az sst4 receptor pontos lokalizacidjara vonatkozdan kevés irodalmi adat all rendelkezésre
(Pintér és mtsai. 2006), ezen agonistaval nyert funkcionalis adatok alapjan valdszinti, hogy e
gatlo hatasok magukon az érzdideg-végzddéseken, valamint az érfali endotélsejteken és a
gyulladédsos sejteken 1évd ssty receptor-aktivacion keresztiil valdosulnak meg. Ez utobbira
direkt in vitro bizonyitékot is szolgaltattak a peritonealis makrofagok IL-1B-termelésének
gatlasaval (Elekes €s mtsai. 2008).

Reményeink szerint a szomatosztatin ssts receptoron hatd uj hatdsmechanizmusu szerek az
eddig alkalmazottaknal sikeresebben befolyasolndk e betegségek progresszidjat, kedvezdbb
mellékhatasprofil mellett. Jelenleg elkezdtiik a kollagén-ellenes antitesttel indukalt reumatoid
artritisz, a meniszcektomiaval kivaltott oszteoartritisz, és az oxaliplatinnal indukalt toxikus
polineuropatia modellek bedllitdsat, valamint az ssts receptorok szerepének és a J-2156
hatasainak ezekben az emberi patofiziologiai allapotokhoz még kozelebb allo rendszerekben

torténd vizsgalatat.
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2. fejezet: A szomatosztatin és Kortisztatin
hatasainak osszehasonlitasa gyulladas- és

fajdalommodellekben

Az eredmények eredeti kézlemény formajaban tortént publikdcioja:

Markovics A, Széke E, Sandor K, Bérzsei R, Bagoly T, Kemény A, Elekes K, Pintér E,
Szolcsanyi J, Helyes Z. (2011) Comparison of the Anti-inflammatory and Anti-nociceptive
Effects of Cortistatin-14 and Somatostatin-14 in Distinct In Vitro and In Vivo Model Systems.
J Mol Neurosci. 46(1):40-50.

ELOZMENYEK, IRODALMI HATTER

A Kortisztatin és szerepe a nocicepcioban és gyulladasos folyamatokban

A kortisztatin (CST) szerkezetileg a szomatosztatinhoz nagyon kozel all6 neuropeptid, mely
CST-nek is kiillonb6zo biologiailag aktiv formait ismerjiik: 14 (CST-14) és 17 (CST-17)
aminosavat tartalmaz6 formai patkdny, egér és emberi szOvetekben is el6fordulnak, 29
aminosavbol felépiilé formaja (CST-29) pedig patkanyban és emberben (Spier és de Lecea
2000; Ferone ¢s mtsai. 2006) mutathato ki.

A szomatosztatin és a kortisztatin egyarant prepropeptid forméjaban szintetizalodik, végleges
formajuk ezt kovetden alakul ki. Génjeik egy kdzos 6sgén duplikacioja eredményeként jottek
1étre (Tostivint és mtsai. 2006). A CST-14-nek 11 aminosava megegyezik az SST-14-ével
(18., 19. abra), tobbek kozott a két cisztein, melyek valosziniileg a peptidek ciklikus
szerkezetéért feleldsek, valamint az FWKT régio (Phe, Trp, Lys, Thr), amely kulcsfontossagi

az sst receptorokhoz valé kdtddésben (Spier és de Lecea, 2000).
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18. abra: A szomatosztatin-14 aminosav 19. abra: A Kortisztatin-14 aminosav
szerkezete szerkezete
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Kimutattak, hogy a CST képes mind az 6t ismert sst receptorhoz valo kdtddésre (Criado és
mtsai. 1999). Neuronalis aktivitast gatlo hatasa megegyezik a szomatosztatinéval. Az i.c.v.
beadott CST-14 a lokomotoros aktivitast csokkenti (Criado és mtsai. 1999), ugyanakkor a
nagyobb dézisban (10 pg) alkalmazott CST gorcsoket valtott ki, ami az SST-14 injekciot
kovetden is megfigyelt jelenség. Valoszinli tehat, hogy a CST in vivo is képes az sst
receptorokon hatni (Lecea 2008). A CST azonban az SST-t6l eltéréen lassti hullamu alvast
indukal, amely elsdsorban az acetilkolin kérgi excitatoros hatasanak cs6kkentésével jon létre.
A CST mRNS expresszidja cirkadian ritmust kovet, és alvasmegvonas esetén fokozdodik, mely
ugyancsak arra utal, hogy a CST alvast modulalé neuropeptid is (Spier és de Lecea 2000). Az
génhidnyos egerekben a keringésben 1év0 prolaktin szintje jelentdsen csokkent (Cordoba-
Chacon ¢és mtsai. 2011). Friss kutatasok a CST protektiv szerepét mutatjak a vaszkularis
kalcifikacioval szemben patkanyban, ami GHS-R1 receptoron keresztiil valésulhat meg (Liu

¢s mtsai. 2010). Periférids hatasait tekintve a CST-14 az SST-14-hez hasonléan rendkiviil

crer

gyulladéskeltd citokinek (IL-2 és IFNY¥) felszabadulasat, tovabba eldsegiti a gyulladast gatlo
mediatorok (IL-10, IL-1Ra) termelését (Gonzalez-Rey és mtsai. 2006b; Rubio és mtsai. 2007;
Delgado és Ganea 2008). A CST SST-t6l eltéré biologiai hatasai alapjan egy CST-specifikus
receptor létezését feltételezik (Spier és de Lecea 2000). Bar a CST gyulladasos folyamatok
sejtes komponenseire kifejtett gatlo hatasa jol ismert (Ferone €s mtsai. 2006), nagyon keveset

tudunk az érzdidegekre, neurogén gyulladasra és hiperalgéziara gyakorolt hatasairol.
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CELKITUZESEK

Munkéam e fejezetének célkitizése a CST €s SST hatasainak szisztematikus 6sszehasonlitasa
volt gyulladasos folyamatok jol definialt in vitro és in vivo mechanizmus modell-
rendszereiben. Az 0Osszehasonlitds szempontjai voltak: kompetitiv receptor kotddési, és
receptor aktivacios vizsgalatok, szenzoros neuropeptidek felszabaduldsara kifejtett hatas,
stimulalt peritonedlis makrofagok IL-1f termelésének vizsgalata, neurogén gyulladas
vizsgalata patkany labhati bérében, carrageenannel kivaltott mechanikai hiperalgézia, akut
labduzzadas és gyulladasos citokinek termelésének vizsgalata, valamint enyhe hétrauméval

kivaltott termélis hiperalgézia vizsgalata.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Az in vivo kisérleteket him CD1 egereken (25-30 g) és Wistar patkanyokon (150-250 g)
végeztiik, az in vitro peptidfelszabadulasi vizsgalatokhoz Wistar patkanyok tracheait
hasznaltuk. Az allatokat a Pécsi Tudomanyegyetem Farmakologiai és Farmakoterapiai
Intézetének Laboratoriumi Allathdzaban tartottuk és szaporitottuk 24-25 °C-on, normal
¢lelemmel és vizzel ad libitum ellatva.

Minden kisérleti eljaras és vizsgalat megfelelt a Helsinki Nyilatkozatban foglalt ajanlasoknak
¢s eleget tett az allatkisérletek végzésérdl szold 243/1998 (XII. 31.) szdml kormanyrendelet
eléirasainak. A kisérleti eljarasokat a Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo

Etikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: BA 02/2000-11-2006).

-Kompetitiv receptor kotodési vizsgalatok

Ssty €s sst; receptorokat stabilan expresszalo CHO sejteket (CHO-sst;, CHO-sst;) allitottunk
eld6 ¢és vizsgdltunk kompetitiv kotddési vizsgalatokban. A sejteket 24  lyuku
tenyésztélemezeken novesztettik egy ¢éjszakan at. Masnap a konfluens sejttenyészetet (a
tenyésztoedény aljat egy rétegben bendvo sejttenyészetet) kétszer atmostuk 10 mM HEPES-t,
5 mM KH,POy-et, 5 mM MgCl,-t, 150 mM NaCl-t, 1 % borji szérum albumint tartalmazé
assay pufferrel. A sejteket 30 percig szobahdmérsékleten inkubaltuk 1 ml assay pufferben,

amely 1 mg/ml bacitracint é¢s 10 nM [125I-Tyr11]SST-14-et (altalunk torténd jelolés 125-6s 1

cre
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CST-14-el inkubaltuk. A 30 perc letelte utdn a sejteket kétszer mostuk jéghideg assay
pufferrel, majd lizaltuk 1 ml oldatban, mely 8M ureat és 3M ecetsavat tartalmazott. A

lizatumot tartalmazé oldat radioaktivitasat ¥ szamlaloval mértiik (Engstrom és mtsai. 2005).

-Receptor aktivdcio vizsgalata: [SSS]GTP ¥S kotodeési teszt
A CHO-ssty és CHO-sst; sejteket homogenizaltuk, ¢s membranfrakciokat készitettiink Tris-
EGTA pufferben (50 mM Tris-HCI, 1 mM EGTA, 3 mM MgCl,, 100 mM NacCl, pH 7.4). A

membran frakcidkat 10 pg fehérje/minta) 30 °C-on inkubaltuk 60 percig, ugyanabban a Tris-

EGTA pufferben. A puffer [*°S]GTP¥S-t (0,05 M) és emelkedd koncentracioji SST-14-et és

CST-14-et (10°- 10°° M) tartalmazott. A végtérfogat 500 pl volt, a GDP koncentracidja 30
uM volt. A reakciot a mintdk Whatman GF/B filteren vald atsziirésével allitottuk meg. A
filtereket 48 lyukt Slot Blot szlir6be fogtuk, ezen keresztiil a mintdkat haromszor mostuk
jéghideg 50 mM Tris-HCI pufferrel (pH 7.4). A filterpapir megszaraddsa utan (60 perc, 37
°C) a membranfrakciokat tartalmazo filterdarabkakat kivagtuk, szcintillacidos folyadékba

helyeztiik, ezek radioaktivitasat Packard Tri-Carb 2800 TR szcintillacios szamlaloval mértiik

(Packard, USA). A nem-specifikus kotddést 10 uM jeloletlen GTP¥S jelenlétében, a teljes

kotddést a tesztanyag hidnyaban hatdroztuk meg. A specifikus kotddés meghatirozasahoz a

teljes kotddésbal kivontuk a nem-specifikus kdtodést. Az SST-14 és CST-14 altal indukalt G-

protein aktivaciot az agonista hidnydban megfigyelt specifikus [SSS]GTPXS kotddés

szazalékaban adtuk meg (Bojnik €s mtsai. 2009).

-Stimulalt peritonedlis makrofdgok interleukin-10 szintézisének vizsgdlata

Him CDI1 egereket Salmonella typhimurium endotoxinnal (lipopoliszacharid, LPS, 300
ug/ml, 300 ul) kezeltiink intraperitonealisan. Az LPS IL-1pB-felszabadulast okoz a Toll-like
receptor aktivacidjaval (Ulich és mtsai. 1990). 4 oraval késobb az allatokat éter anesztézia
alatt kivéreztettiik, majd a hasiireget atmostuk 2,5 ml jéghideg sejttenyészté médiummal
(RPMI 1640 10% fetal calf serummal kiegészitve). Ezaltal a peritoneum tiiregébdl
Osszegytjtottiik a gyulladdsos sejteket, melyek féleg makrofdgok ebben az idépontban.
Ezutan a peritonalis moséfolyadék-mintakbol 100-100 pl-t pipettaztunk 800 pl sejttenyésztd
médiumra 24 lyuka lemezen. A makrofagok stimulalasara tovabbi 1 pl 1 pg/ml LPS oldatot
adtunk minden lyukhoz. A kontroll kisérletek esetében 100 pl fiziologias s6oldatot, mas
esetekben 100 ul SST-14-et vagy CST-14-et adtunk az 1, 10 és 100 pg/ml-es oldatokbol a
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elérjiik. Az in vivo LPS stimulacié széles korben hasznalt nagyobb mennyiségii pre-aktivalt
peritonealis makrofag begylijtésére, az in vitro LPS inkubacio célja a tovabbi stimulalas és
citokin termeltetés (Kang és mtsai. 2002). Az igy elokészitett sejttenyésztd lemezeket 8 oran
at inkubaltuk, 37 C°-on, 5% CO; koncentraci6é mellett. Ezt kovetden minden lyuk tartalmat
leszivtuk, centrifugaltuk 10 percig, 10.000 fordulat/perc fordulatszamon, majd a sejteket flow

crer

szendvics ELISA modszerrel hataroztuk meg (BD Biosciences, USA).

-Kapszaicinnel kiviltott szenzoros neuropeptid felszabadulds vizsgdlata izoldlt patkany
trachea érzoideg végzodéseibol

Him patkanyok mély (thiopental, 40 mg/kg i.p.) anesztézia alatti kivéreztetését kdvetden a
trachea teljes egészében eltavolitasra keriilt. A trachea azért j6 modellszerv szenzoros
neuropeptid-felszabadulas  vizsgalatira, mert nagyon gazdag kapszaicin-érzékeny
innervacioval rendelkezik ¢és a végzddések kozel vannak a felszinhez, igy konnyen
stimuldlhatok. A szerveket a zsirtdl és a kotdszovettdl megtisztitottuk. Két patkanybodl

szarmazo légesovet ugyanazon

Kapszaicin . . .
szervfiirdébe helyeztiink az elegendd

[ 1 95% 02
/g }‘ 5% C02 mennyiségli peptid felszabaduldsanak

elérése érdekében, majd a tracheakat 60

- l percig (kiegyenlitodési periddus)
— J - |
- __|r_ Krebs-oldat I perfundaltuk (1 ml/min) 7.2 pH-j,
J E— izoldlt trachea oxigenizalt Krebs oldattal 37 °C-on (20.
(. 1
=y e / abra). Az dramlas megszakitasa utan az
. Perisztaltikus pumpa oldatot 3-szor cseréltiik 8 percenként,
37 C vizfiirdd 1ml/ perc

hogy stimulacio el6tti, stimuldlt ¢&s

20. dibra: A trachea perfiizios rendszer vazlatos rajza  Stimulacio utani frakciokat nyerjink. A
masodik 8 perces periddusban kapszaicin
stimulaciot (10° M) alkalmaztunk a neurotranszmitter felszabadulas kivaltisara. A CGRP
koncentraciokat a szervfiirddk 200 pl volumenii mintaibol hatdroztuk meg a laborunk altal
kifejlesztett és leirt radioimmunoassay modszerrel (Németh és mtsai. 1996, 1998; Helyes és
mtsai. 1997). Minden frakci6 kezdetén SST-14-et, CST-14-et vagy fizioldgias sooldatot

adtunk az inkubacios médiumhoz. A hozzaadott vegyiiletek koncentracioja 10-2000 nM volt a
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kiilonboz6 kisérletekben, egyanazon trachea esetében csak egy koncentraciot alkalmaztunk a

neuropeptid deplécio elkeriilése érdekében.

-Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgdlata patkany labhdti borében

Altatott patkdnyok (thiopental, 40 mg/kg i.p.) mindkét oldali n. saphenusat €s n. ischiadicusat
atvagtuk 30 perccel a kisérletet megel6zden, hogy megakadalyozzuk a mustarolaj nociceptiv
hatdsabol adodo reflexvalaszokat. Az akut neurogén gyulladdst a labhati bor 1%-0s
mustarolajjal (paraffinolajban oldva) valo bekenésével valtottuk ki. A plazmafehérje-
kiaramlas mértékét az Evans kék akkumuldcio modszerével hataroztuk meg (21. abra). Tiz
perccel a mustarolajjal torténd kenés eldtt intravénasan 50 mg/kg Evans kék festéket adtunk,

amely erdsen kotddik albuminhoz és a plazma

extravazacid helyén akkumulédlodik a gyulladt
szovetekben. Husz perccel a gyulladas kivaltasa
utan az allatokat elvéreztettiik és a kimetszett
boérteriiletek  festéktartalmat ~ formamidban
extrahaltuk 72 oran keresztiil,

szobahémérsékleten. Az  oldat  optikai

denzitasat, amely a gyulladds intenzitasaval

21. dbra: Evans-kék akkumulaciéja patkany ~ C8YCNesen aranyos, spektrofotométerrel

1abhati bérében hataroztuk meg 620 nm-en. Az akkumulalodott
Evans kék mennyiségét ng/g nedves szovetre vonatkoztattuk (Helyes és mtsai. 1997, 2006).
20 perccel a gyulladas kivaltasanak kezdete elétt SST-14-et, CST-14-et (10 pg/kg, 0,1 ml/100
g a 10 pg/ml-es oldatbol) vagy a kontroll csoport esetében fiziologids sooldatot adtunk a
hasiiregbe. Ezt a dozist a korabban ugyanebben a modellben SST-vel és szintetikus sst4

agonistakkal nyert adatok alapjan valasztottuk (Helyes és mtsai. 2001, 2006).

-Carrageenannel kivaltott mechanikai hiperalgézia és akut labduzzadds mérése egérben,
valamint gyulladasos citokinek mérése a talpbor homogenizdatumokbol

Him CD1 egerek hatsé talpaba 50 ul 3%-0s carrageenan oldatot injektaltunk ketamin—xylazin
(100 mg/kg és 5 mg/kg i.p.) anesztézia alatt. 15 perccel a gyulladas kivaltasat megel6z6en
valamint minden mérés elott is, SST-14, CST-14 (100 pg/kg i.p., 0,1 ml/10g a 10 pg/ml-es
oldatbol) vagy a kontroll csoportban oldészer (fiz.séoldat) beadasa tortént. A

mechanonociceptiv kiiszob mérését 1, 2, 4, 6 és 23 oOraval a carrageenan adas utan, a
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labduzzadas mérését 6 ordval a gyulladas kivaltdsa utan végeztiik. Az alkalmazott dozist az
ebben a modellben nyert korabbi eredményeink alapjan valasztottuk.

A talp mechanonociceptiv kiiszobének meghatarozasat az 1. részben bemutatott Ugo Basile
dinamikus plantdris eszteziométerrel végeztiik. A labak térfogatit a mar szintén korabban
bemutatott Ugo Basile pletizmométerrel mértiik a gyulladas kivaltasa elott és 6 oraval késébb.
24 o6raval a gyulladés kivaltasat kovetden ketamin-xylazin altatas alatt cervikalis diszlokaciot
végeztiink, majd a talpbdrt kimetszettiik és tomegét megmértiik. A mintdkat ezutan folyékony
nitrogénben lefagyasztottuk, majd -80 °C-on taroltuk a késébbi feldolgozasig. A feldolgozas
soran a mintakat 1 ml-nyi 990 ul RPMI 1640-t és 10 ul PMSF protedz gatlot tartalmazo
pufferben 2 percen kersztil homogenizaltuk 21.000 fordulatszdmon, Miccra D-9
homogenizatorral (Art-moderne Labortechnic, Németorszdg). Ezt kovetden a mintdkat
lecentrifugaltuk (10 perc, 5 C, 12.500 rpm) majd a feliiliszdkat 0sszegytjtottiik és -20 °C-on
taroltuk a gyullad4dsos citokin koncentraciok meghatarozasaig. Az IL-1B és TNFa

crer

crcr

-Enyhe hotraumaval kivaltott termalis hiperalgézia vizsgadlata patkanyban

Him patkanyok (150-250 g) hats6 végtagjanak fajdalmas hokiiszobét laboratoriumunk és az
Experimetria Kft. (Budapest, Magyarorszag) altal kidolgozott ¢s validalt emelkedd
hémérsékletii vizfiirddvel mértiik (Bolcskei és mtsai. 2007) (22. abra). A késziilék alkalmas a
fajdalmas hokiiszob meghatirozasara, ami az a legalacsonyabb hémérséklet, melynél az allat
visszarantja a vizflirddbe meritett labat. A vizfiirdd hémérséklete 30°C-r6l indul és
fokozatosan 53°C-ig emelkedik 0,4 °C/s sebességgel. Az allatokat lazan, de stabilan tartjuk,

egyik hatso labukat a 30°C-0s vizfiirddbe meritjiik, majd elinditjuk a hdmérsékletemelést.

A termonociceptiv kiiszob

elérésénél, amikor az allat kihtizza a

labat, a homérséklet emelkedését
egy pedal segitségével azonnal
leallitjuk és a megfeleld
vizhémérsékletet a digitalis

kijelz6rél leolvassuk. Az enyhe

22. abra: Emelkedé hémérsékletii vizfiirdé hétrauma kivaltasahoz a
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kontrollméréseket kovetden az allatok egyik hatsd labat éterbdditasban 51°C-os éallando
homérsékletti vizfiirdobe martottuk 20 masodpercre, majd ismételt méréseket végeztiink. Az
elsd mérés 20 perccel a hdtrauma utan tortént, ezzel igazoltuk a termalis hiperalgézia
kialakulasat. Ezt kovetéen SST-14-et, CST-14-et vagy a kontroll csoport esetében fiziologias
sooldatot alkalmaztunk az egyik allatcsoportnal i.p.(100 pg/kg, 0,1 ml/100g a 100 pg/ml-es
oldatbol), a masiknal intraplantarisan (i.pl.; 100 pl, 250 pg/ml-es oldatbol). Ezutan a
hokiiszoboket 80 percen keresztiil ismételten mértilk 20 percenként. Az anyagok dozisa €s
koncentracioi korabbi akut gyulladasmodellekben nyert eredményeink alapjan keriiltek

meghatdrozasra és alkalmazésra.

Felhasznalt anyagok

A CST-14, SST-14, GDP, GTP¥S, LPS, RPMI 1640, PMSF, kapszaicin, mustarolaj,
carrageenan ¢€s a sejtkultirahoz hasznalt anyagok beszerzése a Sigma-Aldrich Kft.-t61 tortént
(Magyarorszag). A I'* izotép és a [*°S]GTPyS az Izotép Intézetbdl szarmazott (Budapest). A
Tris-EGTA gyartdja a Reanal (Magyarorszag). A Whatman GF/B filtereket a Whatman Kift.-
t6l vasaroltuk (Egyesiilt Kiralysag). Slot Blot sziir6t a Cleaver Scientific-t6l, borjuszérumot
(fetal calf serum) a Gibco-tol (Németorszag) vasaroltunk. A ketamin forrasa a Richter-
Gedeon Nyrt. (Magyarorszag), a xylaziné az Eurovet Animal Health (Hollandia). A formamid

a Szkarabeusz Kft-t61 (Magyarorszag), a thiopental a Sandoz-t61 (Ausztria) szarmazik.

Statisztikai analizis

A statisztikai értékelést egyutas és kétutas ANOV A+Bonferroni médositott t-teszttel végeztiik
az SST-14/CST-14 hatasainak mind a kontroll, fiziologias s6oldattal kezelt csoporthoz, mind
egymashoz viszonyitott kimutatdsdnal. Minden esetben a p<0,05 értéket tekintettiik

szignifikans eltérésnek.
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EREDMENYEK

A Kortisztatin sst; és sst, receptorokhoz valo kotodési képessége

A CST-14 sst, és sst; receptorokhoz valé kotédési képességét a [2°1-Tyr'*]SST-14 leszoritasi
tesztben vizsgaltuk. A ndvekvd koncentracidban (10°-10° M) alkalmazott CST-14
leszoritotta a 10 nM radioaktivan jelolt SST-14-et mind a CHO-ssty, mind a CHO-sst;
sejtekrdl, koncentraciofiiggd modon. A maximalis gatlast a 10° M CST eredményezte
(98,4%) az ssty sejtek esetében, és ugyanez a koncentracio a CHO-sst; sejteknél (83,6%). Az
ICsp érték 12 és 18 nM volt mindkét sejttipus esetén, a CST-14 és SST-14 hasonl6 affinitasat

jelezve e receptorokhoz (23. abra).
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23. abra: '®1-SST kotédés CST-14 jelenlétében az sst; és sst, receptorokon. A pontok az
atlag+SEM értékeit abrazoljak, n=3 fiiggetlen kisérlet esetén. (Egyutas ANOVA-+Bonferroni
modositott t-teszt.)

A Kkortisztatin és szomatosztatin altal kivaltott G-protein aktivacio

Az SST-14 és CST-14 altal kivaltott sst; és ssty receptorokhoz kapcsolodd G-protein
aktivaciot a ligand-stimulalt [355]GTPyS kotédési teszttel vizsgaltuk, mely megfelel az
agonistaval kivaltott GDP-GTP kicserélddésnek a G-proteinek a alegységén. Mindkét peptid
emelkedd  koncentracidja a  [*S]GTPyS  kotddés  fokozodasat — eredményezte,
koncentraciofiiggd modon. ECsp értékként azt a ligandkoncentraciot hataroztuk meg, mely a
maximalis valasz 50%-at produkalja. Az SST-14 esetében ez az érték 10 nM volt a CHO-sst,
sejteken és 13 nM a CHO-sst; sejteken. A CST-14 ECs értékei 33 nM és 28 nM voltak a
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CHO-sst; és CHO-sst; sejteken. A maximaélis aktivacio értéke a [*S]GTPyS kotddés
fokozddasanak a bazalis aktivitason tuli szazaléka. SST-14 kezelésnél a maximalis aktivacid
218% ¢és 204% voltak a CHO-sst4 és CHO-sst; sejteken. A CST-14 megfeleld értékei 223 és
218% voltak, a két peptid hasonl6 hatékonysagat jelezve (24. abra A, B).
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24.A abra: SST-14 hatasa az sst; és sst, receptorokhoz kapcsolt G-protein aktivaciéra.
A mérési pontok az atlag=SEM értékeit abrazoljak, n=3 fiiggetlen kisérlet soran. (Egyutas
ANOV A-+Bonferroni médositott t-teszt.)
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24.B abra: CST-14 hatasa az sst; és sst, receptorokhoz kapcsolt G-protein aktivaciéra. A
mérési pontok az atlageSEM értékeit abrazoljak, n=3 fiiggetlen kisérlet soran. (Egyutas
ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)
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A szomatosztatin és kortisztatin hatasa stimulalt peritonealis makrofagok interleukin-1p
szintézisére

Az IL-1PB koncentracidja a peritonealis makrofag tenyészetben 473,76+38,81 pg/ml volt a
kontroll csoportban, 100 pl fizioldgias soéoldatot alkalmazva. 0,1 pg/ml SST-14 vagy
ugyanennyi CST-14 jelenléte nem befolyasolta e gyulladasos citokin mennyiségét.
Ugyanakkor a peptidek magasabb koncentracidja (1 és 10 pg/ml) szignifikdnsan csokkentette
az IL-1pB termelést: az SST-14 kb. 33-35% csokkenést, a CST-14 jelentdsebb, kb. 70-75%-0s
citokintermelddés-csokkenést idézett eld. Koncentracio-valasz 0sszefiiggést nem figyeltiink

meg ebben a dézistartomanyban (25. abra).
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25. abra: A szomatosztatin-14 és a kortisztatin-14 hatdsa stimulalt peritonealis makrofagok
IL-1B szintézisére. Az egyes oszlopok az atlagtSEM értékeit abrazoljak, n=6-24 fliggetlen
kisérlet soran. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll, fiz.s6oldattal kezelt csoport; egyutas
ANOV A+ Bonferroni modositott t-teszt.)

A szomatosztatin és kortisztatin hatasa izolalt patkany trachea érzoideg-végzodéseibol
kapszaicinnel kivaltott szenzoros neuropeptid-felszabadulasra

A nedves szovettomegre vonatkoztatott CGRP felszabadulas 0,43+0,08 fmol/mg-r6l
4,96+1,14 fmol/mg-ra emelkedett a 10° M kapszaicin stimulacié hatdsara. Az SST-14 és a
CST-14 is szignifikans mértékben gatolta a stimulacio-kivaltott CGRP felszabadulast. A
koncentracio novelésével a hatds egyik esetben sem fokozodott, sét, a legnagyobb gatlast a
legkisebb SST koncentracié eredményezte. A 2uM CST-14 és 100 nM SST-14 gatlé hatasa

hasonld mértekli volt, 85 és 87%. Maximalis gatldé hatasnak ezeket tekinthetjiik, magasabb
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koncentraciokban mindkét peptid kisebb hatassal rendelkezett. Egyik peptid sem befolyasolta
a bazalis, stimulacio nélkiili CGRP felszabadulast (26. abra).
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26. abra: A szomatosztatin-14 és kortisztatin-14 hatisa a kapszaicinnel kivaltott CGRP
felszabadulasra. A: a peptidfelszabadulas értékei szeparaltan mérve a harom 8-perces frakciéban.
B: Az abszolit peptidfelszabadulas a szenzoros rostok kémiai stimulaciéjat kovetéen. Kontrollként
Krebs oldatot hasznaltunk SST-14 vagy CST-14 nélkiil. Az oszlopok az atlag+SEM értékeit abrazoljak,
n=5 fiiggetlen kisérlet soran. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs. kontroll; kétutas ANOV A+Bonferroni
modositott t-teszt.)
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A szomatosztatin és kortisztatin hatasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén
gyulladasra patkany labhati bérében

Mind az SST-14, mind a CST-14 szignifikansan csokkentette a mustarolajjal kivaltott
plazmafehérje-kiaramlast 20 perccel a gyulladasos stimulus helyi alkalmazasat kovetéen (27.
abra). A mustarolaj ebben az 1%-0s koncentracioban szelektiven aktivalja a TRPAI
ioncsatornakat a szenzoros idegvégzddéseken (Jordt és mtsai. 2004), igy ez az akut valasz
tisztan neurogén folyamatnak tekinthetd (Inoue és mtsai. 1997; Banvolgyi és mtsai. 2004). Az
SST-14 kb. 60%-0s, a CST-14 jelent6ésen nagyobb mértékii, majdnem 80% gatld hatast fejtett
Ki.
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A szomatosztatin és kortisztatin hatisa a carrageenannel Kkivaltott mechanikai
hiperalgéziara, akut labduzzadasra, valamint gyulladasos citokin-termelésre egérben

A 3% carrageenan intraplantéris injekciojanak hatisara jelentés mechanikai hiperalgézia és
labduzzadas alakult ki a kontroll, fiziologids soéoldattal kezelt egércsoportban (kb. 40%
maximalis hiperalgézia és 55% duzzadas a 6 6ras idopontban). 100 ug/kg i.p. SST-14 kezelés
esetén gatld tendenciat figyeltiink meg, de a gatlas csak a 4 6rds mérési pontban bizonyult
szignifikansnak. CST-14 kezelést kovetden a hiperalgézia 2-23 6raig minden mérési pontban
szignifikdnsan kisebb volt, mint a kontroll csoport esetén. A labduzzadast hasonl6 mértékben,

kb. 30-35%-kal csokkentette mindkét peptid a 6 oras idépontban (28. abra).
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28. abra: A szomatosztatin-14 és kortisztatin-14 hatasa a carrageenannel Kkivaltott mechanonociceptiv
kiiszobvaltozasra és labduzzadasra. A: A mechanonociceptiv kiiszob csokkenése az i.pl. carrageenan
injekcié utani 24 6ras periédusban. B: A labtérfogat valtozasa 6 oraval a gyulladas kivaltasa utan.
Kontrollként fiziologias sdoldatot hasznaltunk. Az eltéréseket a kezdeti kontroll értékek %-aban fejeztiik ki. Az
egyes mérési pontok és oszlopok az atlagtSEM értékeit abrazoljak, n=8-10 egér/csoport esetén. (*p<0,05,
**p<0,01 vs. kontroll. Egyutas ANOV A+Bonferroni médositott t-teszt)

A carrageenan kezelés jelentds mértékii IL-1p és TNFa felszabaduladst okozott a fiziologias
sooldattal kezelt csoport talpborében. 100 pg/kg i.p. SST-14 és CST-14 szignifikdnsan
csokkentette az IL-1P szintézist, de a TNFa szintézist csak a CST-14 mérsékelte szignifikans

modon (29. abra).
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29. abra: A szomatosztatin-14 és kortisztatin-14 hatisa a carrageenannel kivaltott gyulladasos citokin
produkciora. Az IL-1f (A) és TNFa (B) koncentracioja az egér talpbér homogenizatumokban 24 éraval
az i.pl. carrageenan injekcio utan. Kontrollként fiziologias séoldatot hasznaltunk. Az oszlopok az

atlag=SEM  értékeit abrazoljak, n=8-10 egér/csoport esetén. (*p<0,05 vs. kontroll. Egyutas
ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)
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A szomatosztatin és Kortisztatin hatisa az enyhe hétraumaval Kkivaltott termalis
hiperalgéziara patkanyban

A hoétrauma utdni ébredést kovetden egy allatnal sem figyeltiink meg spontan nocifenziv
viselkedést. 20 perccel a hétraumat kovetden a termonociceptiv kiiszob 5-6 °C-os esését
tapasztaltuk, ez a hd hiperalgézia fennmaradt a kisérleti periodus 80 perce folyaman. A
fiziologias sooldattal kezelt csoporthoz képest az i.p. és i.pl. SST-14 és CST-14 hasonlo
mértékben ¢€s szignifikdnsan csokkentette a termalis hiperalgéziat végig a vizsgalati periodus
alatt (30. abra), bar az i.p. CST-14 gatldo hatdsa nem volt statisztikailag szignifikans a

legkorabbi, 40 perces mérési idépontban.

A Intraperitonealis kezelés B Intraplantaris kezelés
—~ hétrauma
46 O 464
8 %) 46 hétrauma
o 444 -
:S _g 44 \L ’ *kk
& 404 5 42 kezelés
He=] 3
= =
2 404 ‘_g 404
)
8 381 é 381
= ] -©- Fiziolégias séoldat
S 36- S 36 -A- Szomatosztatin-14
2 E -8- Kortisztatin-14
34 T T T T T 34 \I L] L] T T
& ® ®© & Y 0\,\0\ P ®© & S
‘_o(\ O
Hoétrauma utan eltelt id6 (min) Hétrauma utan eltelt id6é (min)

30. abra: A szomatosztatin-14 és kortisztatin-14 hatiasa az enyhe hétraumaval kivaltott termalis
hiperalgéziara patkanyban. Az enyhe hétrauma okozta termalis hiperalgézia gatlisa A:
intraperitonedlis, B: intraplantaris SST-14 vagy CST-14 adédsa esetén. Kontrollként fiziologias
sooldatot hasznaltunk ugyanazon addsmoéddal, ugyanolyan volumenben. Az egyes mérési pontok az
atlag+SEM értékeit abrazoljak, n=5-6 patkany/csoport esetén. (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs.
kontroll. Egyutas ANOVA (repeated measures)+Bonferroni modositott t-teszt.)
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Osszehasonlito kisérleteink alapjan arra kdvetkeztetiink, hogy a SST és CST hasonlé kotddési
profillal és agonista tulajdonsaggal rendelkezik az sst; és ssts Szomatosztatin receptorokon.
Csoportunk korabbi eredményei alapjan e receptorok kozvetitik az SST gyulladasgatlo és
antinociceptiv hatasait. Eredményeink ujdonsagtartalma abban rejlik, hogy in vitro és in vivo
bizonyitékokat szolgaltatnak arra, hogy ezek a peptidek jelentésen gatoljdk a szenzoros
neuropeptid CGRP felszabaduldsat a periféridas szenzoros idegvégzddésekbdl, a
kovetkezményes akut plazma protein extravazacidt, valamint a hd- és mechanikai
hiperalgéziat. A Capuano és munkatérsai altal 2011-ben k6zolt eredmények, miszerint a CST
¢s SST gatolta a kémiailag kivaltott CGRP felszabaduldst patkany trigeminus
idegsejttenyészetben (Capuano és mtsai. 2011), aldtdmasztjak a periférias idegvégzddések
szintjén tapasztalt eredményeinket. Az érdekes jelenség, hogy nagyobb koncentraciokban a
CST ¢és az SST CGRP felszabadulast gatlo hatasa csokken, illetve megsziinik, peptidek
esetében nem ritka. 5-HT, opioid és kannabinoid receptorokon haté6 nem-peptid strukturaja
vegyliletek esetében is hasonld forditott, vagy harang alaku koncentracio-hatas Osszefiiggés
tapasztalhat6. Ennek magyarazataul a nagyobb koncentraciok esetén fellépd receptor-
deszenzibilizacio, illetve internalizacié szolgalhat (Helyes és mtsai. 2001). A CST és SST
neurogén gyulladdsra ¢és hiperalgéziara kifejtett hasonld hatdsai mellett a CST-14
szignifikansan nagyobb gatlo hatassal rendelkezik a gyulladas sejtes komponenseire, ahogy
azt a peritonealis makrofagok endotoxin-stimulalt IL-1p termelésénél és az egér talpbdr
carrageenan-kivaltott TNFa szintézisénél lattuk. A szintetikus, szelektiv sst4 receptor agonista
J-2156-tal nyert korabbi, peritoneélis makrofagok IL-1f termelésére vonatkozo eredményeink
(Elekes és mtsai. 2008) Osszhangban vannak jelen adatainkkal, a legnagyobb, kb. 70-75%
gatlo hatast mindkét esetben a 1 pg/ml-es koncentracioval értiik el. A carrageenannel kivaltott
labduzzadast ¢és mechanikai hiperalgéziat, melyek neurogén ¢és nem neurogén
komponensekkel egyarant rendelkeznek (Vinegar és mtsai. 1987; Gilligan és mtsai. 1994),
mindkét peptid hasonlé mértékben gatolta.

A CST-14 szerkezetileg nagyon kozel all a SST-14-hez (11 aminosav megegyezik a 14-bél),
¢s mind az 6t klonozott sst receptorhoz hasonld affinitassal képes kotdédni, mint a SST-14
(Siehler és mtsai. 1998; Criado és mtsai. 1999; Engstrom és mtsai. 2005). Ezt sst; és ssty
receptorokon sajat kotddési eredményeink is aldtdmasztjak. G-protein aktivacids tesztben

ugyancsak a SST-hez hasonlé potens agonistaként viselkedett. Engstrom és kollégai hasonlo
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eredményeket kozoltek a CST-17-tel, a J-2156-tal, az SST-14-gyel és az SST-28-cal
kapcsolatban CHO sejt membranpreparatumokon (Engstrom és mtsai. 2005). Az agonista
hatékonysag sorrendje a kovetkezd volt: J-2156>SST-28>SST-14=CST-17 (Engstrom és
mtsai. 2006). Bar a CST és SST hasonloé hatékonysagat €s hataserGsségét irtak le az sst
receptorokon, aktivaciojuk in vivo jelentdsége még nem tisztazott (Siehler és mtsai. 2008).
Bar az SST hataser0ssége nagyobb volt a periférids idegvégzddésekbol torténd CGRP
felszabadulasara, mint a CST-¢ (az SST 100 nM koncentracioja hatékony, mig a CST igazan
2000 nM koncentracioban hat), a hatékonysdga (maximalis hatds) megkozelitdleg
ugyanolyannak bizonyult. Ez nem zarja ki azonban annak a lehetdségét, hogy mindkét peptid
ugyanazon a receptoron hat, mindossze eltérd receptor aktivald képességilik (intrinszik
hatékonysaguk) lehet.

A CST ¢és SST mRNS expresszidjanak hasonldosaga mellett szamos kiilonbség is
megfigyelheté: a CST mRNS f6leg az agykéregben és a hippocampusban (Lecea ¢és mtsai.
1997; Spier és de Lecea 2000) expresszalodik, de kifejezddik a gasztrointesztinalis epitél
sejtekben, a vesében, és az immunrendszerben (Dalm és mtsai. 2003a, b). Az SST ¢és
receptorai megtalalhatok a szenzoros neuronokban, gyulladasos és immunsejtekben, exokrin
¢s endokrin mirigyekben (Patel 1999; Schindler és mtsai. 1996). Szamos emberi immunsejt
termel Kortisztatint, de szomatosztatint nem. A CST szintje a sejt differencialtsagaval és
aktivacios allapotaval korreldl, amely arra utal, hogy a CST kulcsfontossagi szabalyozé
funkciot tolthet be az immunrendszerben (Dalm és mtsai. 2003c).

A CST a lokomotoros aktivitast csokkenti, de az SST-vel ellentétben lassi hullim( alvast
indukal. Ez alapjan sajat CST receptor létezését vagy mas struktirakon, mint pl. a Masl
onkogénnel 0sszefliggd MrgX2 (Mas-rokon gén) orphan receptoron vald hatésait feltételezik
(Dong ¢s mtsai. 2001; Robas és mtsai. 2003). Ez utobbi receptorok nocicepcioban betodltott
szerepére utal, hogy a hatso gyoki ganglionok Kis szenzoros neuronjaiban expresszalodnak.
Kvantitativ PCR vizsgéalatok a CST MrgX2 receptorokénal sokkal szélesebb expresszigjat
igazoltak. A SST-t6l eltéréen a CST-nek nagy az affinitdsa a ghrelin receptor (GHS-R1a)
irant, melynek szerepét a gyulladasgatldo hatas hatterében is feltételezik (Gonzalez-Rey és
mtsai. 2007). A CST-14 és az SST-14 fiziologiai hatasai kozott megfigyelt eltérések
hatterében receptor internalizacios kiilonbségek is allhatnak (Spier és de Lecea 2000), mint
példaul a p receptorokon is haté morfin és methadon esetében. Kimutattdk, hogy a kortisztatin
mRNS expresszidja szomatosztatin génhianyos allatokban nem emelkedett, ami feltételezi,

hogy a CST nem csupan egy szerkezeti médosulata az SST-nak (Ramirez és mtsai. 2002).
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Munkacsoportunk szdmos bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy a SST gyulladasgatld és
fajdalomesillapitd hatasat az sst; és ssty receptorok kozvetitik, kiilonos tekintettel a neurogén
gyulladdsos folyamatokra és ennek hatterében all6 szenzoros neuropeptid—felszabadulas
gatlasara. Az ssto/SSts/ssts receptor agonista oktreotid nem gatolta ezeket a folyamatokat
(Helyes és mtsai. 2001, 2006; Pintér és mtsai. 2006). Mivel eredményeink alapjan a CST
hasonlé mértékben csokkentette az akut neurogén gyulladast és hiperalgéziat, mint az SST,
valoszintileg a szenzoros idegvégzddéseken 1€vo ssty és ssty receptorok aktivacidja jatszik
ebben szerepet (Pintér ¢s mtsai. 2006). Az immunsejtek funkcidjanak gatlasat az sst, receptor
aktivacidja is kozvetitheti (Dalm és mtsai. 2003a). Carlton és munkatarsai a fajdalomcsillapitd
hatas hatterében az ssty, SSt3 és ssts receptorok részvételét is lehetségesnek tartjak (Carlton és
mtsai. 2001a, b). Mivel a termalis hiperalgézia e tipusaban dont6 szerepet jatszik a periférias
idegvégzddések gyors szenzitizacidja, ennek a gatlasa valdsziniileg fliggetlen a gyulladasgatlod
hatasoktol. Lokalis alkalmazas esetén ezek az anyagok csak a periférias idegvégzodéseken
képesek hatni, de szisztémds adas esetén is ez a f6 hatashelyiik, aminek az a magyardzata,
hogy ezek a viszonylag nagy peptidek valoszinlileg nem képesek olyan koncentracidban
atjutni a vér-agy gaton, hogy biologiai hatast fejthessenek ki a kdzponti idegrendszerben
(Banks és mtsai. 1990). A periférias hatasok mellett a CST a centralis fajdalom feldolgozas
folyamataban is szerepet jatszhat, ugyanis cerebroventrikularis alkalmazdsa emelte a
héstimuléciora megjelend nocifenziv magatartas latencidjat (Mendéz-Didz és mtsai. 2004).

A CST gyulladdasos ¢és immunsejteken kifejtett hatdsaira szamos irodalmi adat 4&ll
rendelkezésre, azonban rendkiviil kevés adat szol a neurogén mechanizmusokban betoltott
szerepérol. A CST mérsékli a szepszis-kivaltotta haldlozast, egyrészt az aktivalt makrofagok
gyulladdsos medidtorainak termelését gatolva, masrészt csokkentve a neutrofilek ¢és
monocitak bearamlasat a gyulladt szovetekbe (Gonzalez-Rey és mtsai. 2006a). A CST
kollagén-indukalt artritiszben kifejtett gyulladasgatlé hatasanak f6 mechanizmusa a rezidens
¢és bearamlo makrofagok aktivitdsanak csokkentése. Ebben a modellben a CST szignifikdnsan
nagyobb gatlo hatast fejtett ki, mint a SST, ami alatdmasztja, hogy a CST a SST-t6l eltérd
receptorokat ¢€s jelatviteli utakat aktivalhat (Gonzalez-Rey és mtsai. 2007).

A CST gatolja a fagocitozist és a szabadgyok képzddést, valamint a gyulladasos citokinek és
kemokinek termelddését (TNFa, IL-12, IL-6, IL-1B), de eldsegiti az antiinflammatorikus IL-
10 szintézisét (Gonzalez-Rey és mtsai. 2006b). Eredményeink parhuzamba allithatok
Gonzalez-Rey és kollégai adataival, miszerint a CST gatolja a TNFa és IL-6, valamint az
endotoxin-aktivalt egér peritonealis makrofagok nitrogén-monoxid termelését (Gonzalez-Rey

¢s mtsai. 2006a). A CST nagyobb gatl6 hatast fejtett ki e gyulladasos medidtorok termelésére,

51



mint az SST, vagy a szintetikus ssty, ssts, Ssts receptor agonista oktreotid. Bar a nem szelektiv
SST receptor antagonista cikloszomatosztatin kivédte az SST hatasait, csak részben gatolta a
CST hatasat, feltételezve, hogy a CST mas receptorokon keresztiil is kifejtheti gyulladasos
sejt funkciokat csokkentd hatdsait (Gonzalez-Rey és mtsai. 2006a; Gonzalez-Rey és Delgado
2008). A kortisztatin egészséges onkénteseknek adva semmilyen jelentds mellékhatést vagy
toxicitast nem okozott (Broglio és mtsai. 2002).

Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a CST képes csokkenteni az akut neurogén
gyulladast, a termalis és mechanikai hiperalgéziat. Ebben valosziniileg fontos szerepet jatszik
a proinflammatorikus szenzoros neuropeptidek felszabaduldsdnak gatlasa a periférids
idegvégzddésekbdl, és valosziniileg hasonloképpen a centralisakbdl is. Mivel ezek a hatdsok
nagyon hasonléak a SST hatdsaihoz, a szomatosztatin receptorok aktivacioja feltételezhetd a
folyamatban. Ezzel szemben a CST a SST-nal jelentésen nagyobb gatlo hatast fejt ki a
gyulladésos citokinek termelésére, amely a gyulladasos folyamatok fontos komponense, és

valodsziniileg a sst receptoroktol eltéré mechanizmussal valosul meg.
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3. fejezet: A PACAP trigeminovaszkularis
aktivacioban betoltott szerepe

Az eredmények eredeti kozlemény formajaban tortéent publikacioja:
Markovics A, Kormos V, Gaszner B, Lashgarara A, Szoke E, Sandor K, Szabadfi K, Tuka B,
Tajti J, Szolcsanyi J, Pinter E, Hashimoto H, Kun J, Reglodi D, Helyes Z. (2012) Pituitary
adenylate cyclase-activating polypeptide plays a key role in nitroglycerol-induced
trigeminovascular activation in mice. Neurobiol Dis. 45(1):633-44.

ELOZMENYEK, IRODALMI HATTER

A PACAP és szerepe a nocicepcioban

A PACAP vagy teljes nevén hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (pituitary adenylate-
cyclase activating polypeptide) izolalasa eredetileg birka hipotalamuszbol tortént (Miyata és
mtsai. 1989). A szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) csalad tagja,
ugyanis haromdimenzios vizsgalatok kimutattak, hogy alapvetd szerkezeti rokonsagot mutat a
csalad tobbi tagjaval (Segre és Goldring 1993; Wray és mtsai. 1993). A legszorosabb, 68%-0s
egyezést a VIP szerkezetével mutat, adenilat-cikladz aktivalé hatdsa azonban legalabb 1000-
szer erdsebb a VIP-énél (Gottschall és mtsai. 1990; Sherwood és mitsai. 2000). Két
biologiailag aktiv formaja létezik: az emlés szervezetekben 90%-ban eléfordulo 38
aminosavbol all6 PACAP-38, és a 27 aminosavbol all6 PACAP-27. Patkanyban a legnagyobb
koncentracioban a hipotalamuszban és a herében fordul el6 (Arimura és mtsai. 1991), de az
endokrin mirigyekben (Vigh és mtsai. 1993; Mikkelsen és mtsai. 1995), az ivarszervekben
(Shioda és mtsai. 1996), a gasztrointesztinalis traktusban (Hannibal és mtsai. 1998), a
1égzérendszerben (Moller és mtsai. 1993) és a bérben (Odum és mtsai. 1998) is
expresszalodik. Szenzoros neuropeptidként tartjadk szdmon, mivel megtalalhat6 a gerincveld
hatsé szarvaban (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999; Dickinson és mtsai. 1999), a hatso
gyoki ganglionokban (Moller és mtsai. 1993; Dun és mtsai. 1996; Parsons és mtsai. 2000), a
kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok periférias végzodéseiben (Zhang és mtsai. 1996;
Fahrenkrug és Hannibal 1998), pl. az iziileti tokot ellatd afferensekben (Uddmann és mtsai.
1998), de a kozponti idegrendszer szamos teriiletén is (Mulder és mtsai. 1994).
Immunhisztokémidval PACAP pozitiv sejteket mutattak ki az emberi agytorzs Un. ,,migrén-

caudalis trigeminiben €s a nyaki gerincveld C1-C2-es szegmentumaiban (Uddman és mtsai.
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2002). A dura mater perivaszkularisan talalhato és a neuronokkal szoros asszociacidban 1évo
hizosejtjei szintén tartalmaznak PACAP-ot. Aktivalédasuk bekovetkezhet trigeminalis
idegaktivalodast, cervikalis vagy sphenopalatin ganglion stimuléciot kovetéen (Edvinsson és
mtsai. 1976; Levy 2009; Levy és mtsai. 2007; Ottosson ¢s Edvinsson 1997; Rozniecki és
mtsai. 1999; Theoharides és mtsai. 2005; Zhang ¢és mtsai. 2007).

A PACAP rendkiviil sokféle hatast fejt ki: szabalyozza a neurotranszmitterek felszabadulasat
(May és mtsai. 2000), értagulatot, illetve bronchodilataciot okoz, fokozza a bélmotilitast,
sejtproliferaciot és gatolja az apoptozist (Vaudry és mtsai. 2002). Ezek a hatasok specidlis
receptorokon keresztiil valosulnak meg. Két kotohelytipust mutattak ki PACAP- és VIP-kotd
képességiik alapjan. Az I-es tipusu kotéhelyhez a PACAP mindkét form4ja nagy affinitassal
kotédik, a VIP viszont csak alig (Gottschall és mtsai. 1990; Lam és mtsai. 1990; Suda és
mtsai. 1992). A ll-es tipusu kotéhelyhez a PACAP és a VIP is hasonl6 affinitassal kotodik,
ezen beliil viszont két altipust is elkiilonitenek a szekretinhez valo affinitas alapjan (Tatsuno
¢és mtsai. 1990; Vaudry és mtsai. 2000). A receptorokat késébb a kotOhelyek szerkezete
alapjan klonoztak, és PACI1, valamint VPAC1/VPAC2 receptoroknak nevezték el (Harmar ¢€s
mtsai. 1998). Mindharom receptor neuronokon, simaizom sejteken és szamos gyulladasos
sejten megtalalhato, stimulaciojuk Gs/q-proteinhez kapcsolt mechanizmusokat indit el, ezen
keresztiil aktivalodik az adenilat-ciklaz, illetve a foszfolipdz C rendszer (Dickinson és
Fleetwood-Walker 1999; Vaudry és mtsai. 2000; Zhou és mtsai. 2002; Somogyvari-Vigh és
Reglédi 2004).

Mivel a PACAP-38 jelenlétét a fajdalomkdzvetité palyarendszer tobb szintjén, pl. a
gerincveld hatsd szarvaban (Dickinson és Fleetwood-Walker 1999; Dickinson és mtsai.
1999), a hats6 gyoki ganglionokban (Moller €s mtsai. 1993; Mulder és mtsai. 1994) és a
kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok periférias végzodéseiben (Zhang és mtsai. 1996;
Fahrenkrug és Hannibal 1998; Uddmann ¢és mtsai. 1998) is bizonyitottak, feltételezhetd volt,
hogy a PACAP részt vesz a nociceptiv folyamatokban. Ezt az elképzelést azonban rendkiviil
kevés funkcionalis adat tamasztotta ala, az dsszes erre iranyuld in vivo kisérletben kizardlag a
PACAP kozponti idegrendszeri hatdsait vizsgaltak és meglehetdsen ellentmondésos
eredményekre jutottak (Shimizu és mtsai. 2004). Az intratekalisan adott PACAP gatolta a
nociceptiv reflexmiikddést és a gyulladas kovetkeztében kialakuld nocicepciot (Yamamoto €s
Tatsuno 1995; Zhang és mtsai. 1996; Onou és mtsai. 2007). Intracerebroventrikularisan adva
a PACAP a formalin teszt korai, az érzéideg-végzOodések kozvetlen aktivacidjabol adodo

fazisaban analgetikus hatdsunak, mig a késoi, akut gyulladdsos fazisban pronociceptivnek
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bizonyult (Shimizu és mtsai. 2004). Masrészrél azonban a kodzponti idegrendszerbe adott
PACAP dozisfiiggd moddon csokkentette a hokiiszobot a talpban, és szerepet jatszott a
nociceptiv stimulus hatsd szarvba torténé kozvetitésében, elsGsorban N-metil-D-aszpartat
(NMDA) receptorokon keresztiil (Ohsawa és mtsai. 2002). Macskakban az intracerebralis
PACAP mikroinjekcié kozepes mértékii agyi vérataramlas-fokozodast okoz (Uddman és
mtsai. 1993). PACAP hianyos egerekben sem termalis, sem mechanikai hiperalgézia nem jott
l1étre carragenannel kivaltott gyulladas, illetve gerincveldi idegatmetszés utdn (Mabuchi és
mtsai. 2004). A PACAP-38 nociceptiv folyamatokban betdltott szerepének megitélése tehat
korantsem egyértelmii. Periférids alkalmazas esetén zsigeri és szomatikus gyulladds soran
antinociceptiv, hiperalgéziat és allodiniat gatld hatasokat fejt ki (Sandor és mtsai. 2009). A
PACAP ezen hatdsai nem magyardzhatok a sejten beliilli cAMP vagy Ca?* koncentraciot
emeld hatdsaival, igy egy jelenleg ismeretlen gatld hatast kozvetitd receptor vagy splice
varians létezését feltételezziik a periférids idegvégzodésen (Németh és mtsai. 2006, Sandor €s
mtsai. 2009). A periférian kifejtett gatldo hatasokkal ellentétben csoportunk szdmos egér
fajdalom modellben a PACAP erds centralis pronociceptiv szerepérdl szamolt be (Sandor ¢€s
mtsai. 2010). Bar a PACAP jelenléte kimutathato az emberi és allati agy trigeminalis
Christiansen és mtsai. 2003), lehetséges szerepe a trigeminovaszkularis aktivacioban csak
mostanaban mertilt fel a PACAP és PACI receptorok patkdny és human intrakranidlis ereinek
simaizombeli lokalizacioja alapjan (Boni és mtsai. 2009; Chan és mtsai. 2011). Nemrégi
felfedezés, hogy migrénesekben a PACAP infuzid aura nélkiili migrénszert fejfajast okoz
(Schytz és mtsai. 2009). Ezen klinikai megfigyelések alapjan feltételezik, hogy a PACAP
fontos mediator lehet a trigeminovaszkularis aktivacioban, ami a migrén fontos patofizioldgiai

tényezdje (Schytz 2010; Schytz és mtsai. 2010a, b).

A trigeminovaszkularis aktivacio és szerepe migrénben
A migrén a populacid 7,5-18 %-at érintd betegség, a priméren neurovaszkularis fejfajasok

csoportjaba tartozik. E betegségek {6 tulajdonsdga, hogy a fajdalom szoros Osszefiiggésben
van az intrakranialis érrendszer valtozasaival. Ezek a valtozasok neuralis hatteriick (Goadsby
¢s mtsai. 2002), ezért beszélhetliink neurovaszkularis torténésekrdl. Kisérletesen a kranialis
fajdalom vazodilataciot valt ki (May és mtsai. 1998), ez a reflex macskdkban (Goadsby és
Duckworth 1987), majmokban (Goadsby és mtsai. 1986) és emberben (May és mtsai. 2001) is
l1étezik. A reflex ugy valosul meg, hogy a trigeminus ideg elsé aganak aktivacidja véraramlas-

fokozddast eredményez az elsé ag altal beidegzett teriileteken, az arcon (Lambert és mtsai.
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1984) ¢és az agyban (Goadsby és mtsai. 1996) egyarant. A primer neurovaszkuldris fejfajas
koéros volta az eredendden protektiv reflex talzott mértékli aktivacidjaban rejlik, amit a
fajdalom percepcioja valt ki. A dura matert, a nagy cerebralis ereket, a pia ereit €s a nagy
vénas szinuszokat mielinhiively nélkiili rostok kotege veszi koriil, melyek a ganglion
trigemini ophtalmicus 4gabol (Liu-Chen ¢és mtsai. 1984) és a felsd cervikalis hatso gyokokbol
(Arbab és mtsai. 1986) erednek. Az agyi ereket beidegzd trigeminus rostok a ganglion
trigeminibdl erednek, melyek SP-t ¢s CGRP-t tartalmaznak (Uddman és mtsai. 1985). A
trigeminus ganglion stimulacioja esetén mindkét peptid felszabadul (Goadsby €s mtsai. 1988).
A koponya ereinek stimuldcidja - mint a sinus sagittalis superioré - f4jdalmat valt ki emberben
(Feindel és mtsai. 1960).

Moskowitz és kollégai szerint a migrénes fajdalom a steril neurogén gyulladas egyik formaja
lehet (Moskowitz 1990). Patkany trigeminus ganglion elektromos stimulacidja sordn plazma
protein extravazacid figyelhetd meg (Markowitz és mtsai. 1987). Az elfogadott, hogy a
hizosejt degranuldcid, a trombocita aggregacio, és steril gyulladas kialakuldsa fajdalmat
okozhatnak (Dimitriadou €s mtsai. 1991, 1992), nem tisztazott azonban, hogy ezek a
valtozdsok Onmagukban elegenddek vagy tovabbi triggereket igényelnek. A neurogén
plazmafehérje-kidramlés gatldsa nem egyértelmiien prediktiv az antimigrén hatasra emberben,
ahogy azt P-anyag- és neurokinin-1 antagonistakkal (Diener és mtsai. 2003), specifikus
plazma protein extravazacid blokkolokkal (Roon ¢és mtsai. 1997) ¢és endothelin
antagonistakkal (May ¢és mtsai. 1996) végzett klinikai vizsgalatok mutatjak. Barmilyen
szerepet is jatszik a dura mater steril gyulladasa a migrén patomechanizmusaban, az bizonyos,
hogy a trigeminalis szenzitizacié valamely formdja részt vesz a folyamatban. Ezt alatdmasztja
az is, hogy Burstein és kollégai allodiniat figyeltek meg a migrénes rohamok alatt, és néha a
rohamok utan is (Burstein és mtsai. 2000a, 2000b). A szenzitizacidé lehet periférias,
gyulladdsos mediatorok lokalis felszabaduldsanak kovetkeztében, mely valosziniileg a
trigemindlis nociceptorok koros aktivacidjat eredményezi. Még valdszinlibb migrén soran a
szenzitizacid centralis formdja, amely lehet klasszikus érzékenység-fokozddas a trigeminus
mag teriiletén, vagy a leszallo fajdalommoduldld palyak diszfunkcidja (Knight és mitsai.
2002). A migrén patomechanizmusaban neuropeptideknek is fontos szerepet tulajdonitanak. A
trigeminus ganglion elektromos stimulacigja macskdban ¢és emberben egyarant az
extracerebralis  vérataramlds megnovekedéséhez ¢és CGRP valamint SP  lokélis
felszabadulasahoz vezet (Goadsby és mtsai. 1988). Human adat is 1étezik, miszerint a CGRP
szintje emelkedett a migrén fejfajasos fazisaban (Goadsby ¢és mtsai. 1990), alatdmasztva a

teoriat, miszerint a trigeminovaszkularis rendszer aktivacioja kulcsfontossagli ezen
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allapotokban (Juhasz ¢és mtsai. 2003). A CGRP mellett a PACAP is kimutathaté az emberi és
Uddman és mtsai. 2002; Christiansen és mtsai. 2003). Friss irodalmi adatok utalnak arra,
hogy migrénesekben a PACAP inflzi6é aura nélkiili migrénszerli fejfajast okoz (Schytz és
mtsai. 2009). Ezen klinikai megfigyelések alapjan feltételezik, hogy a PACAP fontos szerepet

tolt be a trigeminovaszkularis aktivacioban.
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CELKITUZESEK

Mivel e legijabb klinikai vizsgélati adatok egyértelmiien a PACAP szerepére utaltak
migrénben, valamint munkacsoportunk szdmos allatkisérletes fijdalommodellben igazolta e
peptid jelentdségét, kisérleteink célkitlizése az volt, hogy megvizsgaljuk a PACAP szerepét a
migrén mechanizmusait modellezé trigeminovaszkularis aktivacioban génhidnyos egerek
segitségével. Bar az emberi betegségnek teljes egészében megfeleld allatmodell nem létezik,
az altalunk vizsgalt kisérletes megkdzelités szamos tekintetben parhuzamba allithatd a migrén
patofiziologiai folyamataival. Munkank sordn a lehetd legkomplexebb megkdzelités
érdekében magatartasi, vaszkularis képalkotd és hisztopatologiai technikakat alkalmaztunk:
vizsgaltuk a nitroglicerinnel kivaltott fénykeriil6 magatartdst, a meningealis vérataramlas
valtozasat, a neuronalis aktivacid mértékét jelzd c-Fos expressziot a trigeminus ganglionban

¢s a nucleus caudalisban, valamint a PAC1 receptor expresszidjat e teriileteken.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteinket him, 25-30 g sulya PACAP génhianyos (PACAP'/') egereken €s vad tipusu
(PACAP*™) kontroll megfeleldiken végeztiik. A génhidnyos egereket az Osakai Egyetemen
allitotta el6 Prof. Akemichi Baba és munkatarsai, a heterozigéta tenyészparokat tolikk kaptuk
vad tipust és génhidnyos homozigéta vonalakon a Pécsi Tudomanyegyetem Farmakoldgiai és
Farmakoterapiai Intézetének Laboratoriumi Allathazaban tartottuk és tenyésztettiik 24-25 °C-
on, normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva. Kisérleteinkben az elsé harom generaciod
utddait hasznaltuk a genetikai varidciok minimalizdlasa érdekében. A PACAP gén hianyat
RT-PCR modszerrel igazoltuk (Hashimoto és mtsai. 2001). A PACAP gén hidnyat olyan, a
migrénnel Osszefliggésbe hozhatd strukturakban is kimutattuk, mint a ganglion trigemini
(TRG) és nucleus caudalis trigemini (TNC). Minden kisérleti eljaras €és vizsgalat megfelelt a
Helsinki Nyilatkozatban foglalt ajanlasoknak és eleget tett az allatkisérletek végzésérdl szolo
243/1998(XII. 31.) szamG kormanyrendelet elGirasainak. A kisérleti eljarasokat a Pécsi
Tudomanyegyetem  allatkisérletekkel  foglalkoz6  Etikai  Bizottsaga  engedélyezte
(engedélyszam: BA 02/2000-11-2006).
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Kisérleti modell:

-A trigeminovaszkularis rendszer kémiai aktivdcioja

A trigeminovaszkularis rendszer aktivaldsara a nitroglicerinnel (NTG) kivaltott kémiai
aktivacio modelljét valasztottuk széleskorli irodalma, j6 reprodukalhatosaga €és human
vonatkozasai miatt (Bergerot és mtsai. 2006; Buzzi és Tasorelli 2010; Lambert és mtsai.
2000; Olesen 2010; Tassorelli és mtsai. 1997). A nitroglicerin nitrogén-oxid (NO) donor,
mely a trigeminovaszkularis rendszer direkt stimulaciojat, periférids ¢és centralis
szenzitizacidjat valtja ki az erek, a TRG és a TNC szintjén (Lambert és mtsai. 2000; Neeb ¢és

Reuter 2007; Olesen 2010; Pardutz és mtsai. 2000). Kisérleteinkben az aktivaciot 10 mg/kg
NTG i.p. injekcidjaval valtottuk ki (Nitrolingual aerosol, Pohl-Boskamp/Merck).

Vizsgalati modszerek:

-A fénykeriilé magatartds vizsgalata

A fény-averziv magatartast, mint a migrénszer(i
fejfajas egyik tiinetét (fotofobia) az NTG adas

utani korai (0-30 perc) €s késoi periddusban (90-

120 perc) vizsgaltuk, a nitroglicerin altal kivaltott
akut vazodilatacid és ezt kovetd

trigeminovaszkuléris szenzitizdcio detektalasara.

—

Sotét-vilagos dobozként a Recober és mtsai. altal
31. abra: A sotét-vilagos doboz Recober és

mtsai. nyoman médositott valtozata hasznalt doboz (Recober ¢és mtsai. 2010)
(A fényforras az abran nem lathato)

modositott valtozatat készitettiik el (60 cm hossz,
60 cm szélesség, 45 cm magassag) (31. abra). A doboz két egyenld részre osztott, a fehér rész
fedél nélkiili és 1000 luxszal megvilagitott (thermalneutral fibre optic source (Fiber-lite)), a
sOtét rész teljesen zart. A két részt egy nyilas koti dssze (7x7 cm). Minden vizsgalatot
megeldzden az allatok egy oran at akklimatizalodtak a vizsgalati helységben, megvilagitott
kornyezetben. A kisérletet mindig azonos napszakban, azonos koriilmények kozott végeztiik.
Az egereket egyenként a dobozba helyezve azok természetes felfedezd késztetésiiknek
koszonhetden ki-be mozognak a vilagos és sotét rész kozott. 30 perc eltelte utan a sotét részt
részesitik eldnyben, és mozgasuk jelentdsen csokken, ezért ezt kovetden visszahelyeztiik dket

a ketreciikbe, majd 90 perccel az NTG kezelést kdvetden ismét vissza a sotét-vilagos

dobozba. A fényben toltott idét masodpercben kifejezve, 5 perces periodusokban értékeltiik.
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-A meningedlis mikrocirkuldcio vizsgadlata laser Doppler scanning modszerrel

A meningealis mikrocirkulacio valtozasat laser Doppler vérataramlas-scanner (Periscan PIM-
I, Perimed, Svédorszag) segitségével (32. abra), uretdnnal altatott egerekben vizsgaltuk a
perioszteumtol megfosztott, zart koponyan keresztiil. Az uretdin hosszan tartd, stabil
anesztéziat biztositott a 4 6ras megfigyelési id6 soran, tovabba gatolta az autonom reflexeket,
melyek a mikrocirkulaciot befolyasolhatjak. A késziilék miikddése soran a szdvetek
felszinérdl visszatérd szort fényt egy detektor regisztralja. A Doppler-elv alapjan a mozgo
vorosvértestekkel talalkozd fényrészecskék hullamhossz/frekvencia-valtozdson mennek
keresztiil (Doppler-shift), mig a mozdulatlan struktiradkkal érintkezdé részecskék valtozatlan

formaban verddnek vissza. A visszaverddott fény nagysaganak és frekvencidjanak megoszlasa

a vorOsvértestek szamaval és sebességével ardnyos,
ugyanakkor nem fiigg mozgasuk iranyatol. A kontroll
felvételek utan 10 mgkg NTG-t injektaltunk
intraperitonedlisan. Az NTG altal kivaltott korai és késdi
vaszkularis reakciok, valamint a centralis €s periférias
szenzitizacid felderitésére a vérataramlas valtozasat 4
oran keresztiil kovettik. PACAP-38 exogén bevitele
esetén a megfigyelési periodus 30 percig tartott. A

mikrocirkulacié-valtozas értékelésére a koponya egy

crcr

32. abra: Perimed PIM 11 Laser a kontroll felvételek atlagértékeivel hasonlitottuk Ossze a
Doppler Scanner o )

megfigyelési id6 fliggvényében. A szisztémas vérnyomas
értékeit az arteria carotis communisba vezetett kaniil segitségével regisztraltuk és a Buxco

Biosystem XA szoftver segitségével értékeltiik (Buxco Electronics, UK).

-A korai neurondlis aktivdcio vizsgalata c-Fos immunhisztokémidval

A c-fos egy proto-onkogén, mely elfogadott €s széles korben alkalmazott markere az
extracellularis stimulusra bekovetkezett neurondlis aktivacionak (Morgan és Curran 1991;
Tassorelli és Joseph 1995). A gén terméke, a c-Fos protein immunhisztokémiai technikéval
azonosithatd és felhasznalhatd, mint az artalmas stimulusra bekovetkez0 neuron aktivaciod
jelzéje (Bullitt 1990). Mély uretdn altatisban 16v8 PACAP™* ¢és PACAP™” egereket
hasznaltunk immunhisztokémiara, 2 és 4 o6raval az NTG beadast kovetden. Az allatokat
transzkardialisan perfundaltuk 20 ml 0,1 M foszfatpuffer (PBS pH 7.6) majd 150 ml jéghideg

4%-o0s paraformaldehid (PFA) oldat felhasznalasaval. A nyaki gerincveld felsd szakasza és a
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trigemindlis ganglionok kipreparalasa utan utofixalas kovetkezett 24 o6ran at (PFA 4%). A

gerincveldi trigeminus mag tanulmanyozasahoz a nyultvelét a gerincveld felsd szakaszaval

bedgyaztuk. Annak érdekében, hogy a megfeleld teriileteket biztosan tartalmazzak a
metszetek, a metszés az obexnél kezdédott. Allatonként harom sorozat, 20 pm vastagsagi
coronalis metszetet készitettiink (Lancer Vibratome, Ted Pella Inc., USA). A metszeteket
fagyas elleni oldatba (30% glicerol, 20% etilén-glikol, 0,1 M foszfat-puffer) valo helyezés
utan -20 °C-on taroltuk a tovabbi felhasznalasig. Diaminobenzidin (DAB) immunhisztokémia
céljabol a metszeteket mosast, Triton-X kezelést €s blokkolast kovetden egy éjszakan
keresztiil szobahémérsékleten poliklonalis, c-Fos elleni antiszérummal (sc-52, 1:500)
inkubaltuk (Gaszner és mtsai. 2007, 2009). Ezt kdvetden a metszeteket biotinilalt borju anti-
nyal IgG-vel kezeltik (1:200, Vectastain Elite ABC Kit). Avidin-biotin komplexszel
(Vectastain Elite ABC Kit) vald inkubacié utan az el6hivas 0,05% diaminobenzidin ¢és
hidrogén-peroxid segitségével tortént. A reakcio megallitasa Tris pufferrel tortént.

A trigeminus ganglionokat 6% formalinban utofixaltuk, majd dehidraltuk 50 v/v%, 70 v/v%,

90 v/v%, ¢és 100 v/v% etanol oldatok felhaszndldsaval. Az immunhisztokémia parrafinba
agyazott metszeteken tortént. Harom sorozat, 4 um vastag hosszanti metszetet készitettiink. A
c-Fos immunhisztokémidra a metszetek elsé sorozatat hasznaltuk a fent leirt protokoll szerint.
A metszetekrdl digitalis képek késziiltek. Az optimalis kontraszt elérése érdekében a digitalis
képeket Photoshop 7.0.1. segitségével korrigaltuk. A TNC és a TRG c-Fos pozitivitasanak
meghatarozasdhoz allatonként 6t metszeten megszamoltuk a c-Fos pozitiv sejtmagokat és
ezeket atlagoltuk. A mennyiségi értékelés kettds-vak protokoll szerint tortént, és a metszetek

kivalasztasa véletlenszert volt.

-A PACAP-38 exogén bevitele

PACAP* s PACAP” egerek egy-egy csoportjanak PACAP-38-at injektaltunk
intraperitonealisan (300 pg/kg, 0,1 ml/10 g a 30 pg/ml-es oldatbdl) a fénykeriild magatartas, a
meningealis vérataramlas-valtozas és a 4 oraval késébbi c-Fos expresszid vizsgalatara. Két
masik csoportban a PACAP-38-at intracerebroventrikularisan adtuk (i.c.v., 30 pmol 2ul
fiziologids sbéoldatban Hamilton fecskenddvel), mély uretdn anesztézia alatt. A c-Fos
expresszio valtozasat 4 oraval a kezelés utan vizsgaltuk. Az i.c.v. alkalmazas koordinatai -
0,55 mm poszterior, 1 mm laterdl, és 2 mm mélység voltak a Bregma ponttdl szamitva
(Paxinos ¢és Franklin 2003). Minden esetben fizioldgias sooldattal kezelt allatok szolgéltak

kontrollként.
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-A PACI receptor expresszidjanak vizsgalata immunhisztokémiai modszerrel

A PACI receptor expresszidjat megvizsgaltuk a trigeminus ganglionban és a nucleus caudalis
trigeminiben. A fent részletezett modon c-Fos immunhisztokémidra eldkészitett ganglion és
nucleus metszetekbdl allatonként 6t darabot deparaffinaltunk, majd permeabilizaltunk 0,1 %
Triton X-100 felhasznalasaval. A nem specifikus kotéseket normal kecske szérummal torténd
inkubacio (1 ora) soran blokkoltuk. A metszeteket ezt kdvetden primer antitesttel kezeltiik
(nytlban termelt anti-PAC1 receptor, 1:100 higitas) egy ¢éjszakan &t inkubalva,
szobahdmérsékleten (Brabet és mtsai. 1996). Ezt szamos PBS-sel torténd mosas, majd a
masodlagos antitesttel (Alexa Fluor ,,568”, 1:1000) torténd 2 6rds inkubacid kovette sotét
kornyezetben (Ausubel és mtsai. 1992). Mosast kovetden a metszeteket Fluoromont-G
felhasznalasaval lefedtiik. Csoportonként tiz metszetet értékeltiink. A primer antiszérum
nélkiili negativ kontroll metszeteken specifikus sejtfestddés nem volt megfigyelhetd. A
digitalis képek elkészitése utan (Nikon Eclipse 801 mikroszkop CCD kameraval) az optimalis
kontrasztot Photoshop 7.0.1 (Adobe, San Jose, CA, USA) segitségével értikk el. A vords
fluoreszcens képeket sziirke skala képekké alakitottuk.

Az immunreakcié intenzitasdt metszetenként 10 perikarionban az Image] szoftver
segitségével értékeltiik (1.44 verzid, NIH, Bethesda, MD, USA). A denzitometriai analizis
soran a PACI1 receptor expresszidt minden metszet esetében a szdveti €s metszeti
hattérdenzitas fiiggvényében korrigaltuk. A mennyiségi értékelés itt is kettés-vak protokoll

szerint tortént, és a metszetek kivalasztasa véletlenszert volt.

Felhasznalt anyagok

Az NTG szarmazasi helye a Pohl-Boskamp GmbH (Németorszag), a PACAP-38, a normal
kecske szérum, és az anti-PACL receptor antitest a Sigma-Aldrich Kft (Magyarorszag)
terméke. Uretant, glicerolt és etilén-glikolt a Spektrum 3D-t6] (Magyarorszag) vasaroltunk. A
Hamilton fecskendd gyartdja a Hamilton Company (Svéjc). A PFA gyartdgja a Molar
Chemicals (Magyarorszag), a xylén és etanol a Merck-t6l (Egyesiilt Kirdlysag) szarmazik. A
DAB, H,0, és Triton X-100 eléallitdja a Sigma Chemical (Hollandia). Az sc-52 antitest a
Santa Cruz Biotechnology-t6l (USA) szarmazik. Vectastain Elite ABC Kit: Vector
Laboratories (USA). Az Alexa Fluor ,,586” és a Fluoromont-G eléallitoja a Southern Biotech

(Magyarorszag), a DePeX medium gyartdja a Merck (Egyesiilt Kiralysag).
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Statisztikai analizis

A viselkedési és a laser Doppler perfiizios adatok értékeléséhez repeated measures egyutas és
kétutas ANOV A+Bonferroni modositott t-tesztet hasznaltunk. A c-Fos immunhisztokémia és
a PACL receptor expresszi6 értékelése kétutas ANOV A+Fisher posztteszttel tortént. Minden

esetben a p<0,05 értékeket vettiik szignifikans eltérésnek.
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EREDMENYEK

A nitroglicerinnel Kivaltott fénykeriilé magatartas PACAP™" és PACAP” egerekben

A sotét-vilagos dobozban eltoltott elsé 30 perc soran mindkét csoport fiziologids sooldattal
kezelt kontroll allatai ki-be mozogtak a doboz vilagos és sotét részei kozott. Az NTG-vel
kezelt vad tipusu egerek a 20. perctdl kezdve szignifikansan kevesebb idodt toltdttek a vilagos
részben a fénykeriild0 magatartds kialakuldsanak megfeleléen. Ezzel ellentétben a
nitroglicerinnel kezelt knockout allatok nem mutattak fény-averziot (33. abra).

A vizsgalat mésodik, késéi fazisaban (90-120 perc) a vad tipusu, NTG-vel kezelt allatok
jelentdsen kevesebb iddt toltottek a doboz fényes részében, kiilondsen a vizsgalati periddus
végsO szakaszdban. Ez parhuzamba allithatd a trigeminovaszkularis rendszer nitroglicerin
altal kivaltott centralis szenzitizacidjaval (Pardutz és mtsai. 2000; Lambert és mtsai. 2000;
Neeb és Reuter 2007; Olesen 2010). A korai fazishoz hasonléan, a PACAP génhianyos

csoport nem mutatott fénykeriilé magatartast (33. abra).
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33. abra: Nitroglicerinnel kivaltott fény-averziv magatartas PACAP"" és PACAP” egerekben az injekcio
utani korai (A: 0-30.perc) és késéi (B: 90-120. perc) periédusnak megfeleléen. Az egyes mérési pontok az
atlag+SEM érétkeit abrazoljak, n=6-8/csoport esetén. (*p<0,05, **p<0,01 vs. PACAP™ NTG; +p<0,05 vs.
PACAP™" fiz.s6. Kétutas ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)

A nitroglicerin-Kkivaltotta agyfelszini vazodilataci6 PACAP™* és PACAP™ egerekben

Laser Doppler scanning vizsgalataink sordan 2 ordaval az NTG beadasat kovetden a
meningealis vérataramlas jelentds mértékii emelkedését tapasztaltuk PACAP™* egerekben. A
vérataramlas 35-40%-0s maximalis fokozodasa viszonylag stabilan fennallt a megfigyelési
id6 alatt, csokkenést csak az utolsd 15 percben figyeltiink meg. Ezzel szemben a PACAP”

allatcsoport esetében nem tapasztaltunk vératdramlas-fokozodast az intraperitonedlisan
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injektalt NTG hatasara az els6 2 oraban, és a késébbi hiperémias hatas is jelentdsen kisebb
volt, mint a vad tipusu, PACAP™" allatcsoport esetén (34. abra).
A szisztémas vérnyomas kozépértéke mindkét csoportban 30-35%-kal csokkent a 10 mg/kg

nitroglicerin hatdsara, uretan anesztézia alkalmazasa mellett.

A PACAP+/+ PACAP-/-

*k *

il 15
s

< PACAP'*
-~ PACAP™

Meningealis mikrocirkulacié-valtozas (%)

34. abra: Nitroglicerinnel kivaltott meningedlis mikrocirkulicié-valtozas PACAP"" és PACAP”
egerekben. A: reprezentativ laser Doppler képek 1,2,3 és 4 oraval az NTG kezelés utan. Kék szin jelzi az
alacsony perfazioju teriileteket, zold és sarga jeloli a magasabb perfaziot, mig a piros a legmagasabb
mikrocirkulaciéju teriileteket jeloli. B: A meningealis mikrocirkulaciéo-valtozas értékei a megfigyelési idé
fiiggvényében. Az egyes mérési pontok az atlag=SEM értékeit jelzik, a kezdeti referencia képekhez képest, n=9-
13/csoport esetén. (¥*p<0,05, **p<0,01 Vvs.PACAP™, Egyutas ANOV A+Bonferroni moédositott t-teszt.)

A nitroglicerin-kivaltotta c-Fos expresszié valtozasa NTG-kezelt PACAP™" és PACAP™
egerek trigeminus ganglionjaiban és trigeminus nucleus caudalisaban

A PACAP* egértorzs fiziologias sdoldattal kezelt kontrollcsoportjaban az NTG injekciot
kovetden 2 oraval 9,05+2,125, 4 6raval 25+7,034 c-Fos pozitiv neuront talaltunk a TNC-ben.
Ugyanezen id6pontokban 39,36+2,916 ¢&s 29,76+5,467 c-Fos pozitiv sejtmag volt
megfigyelheté a TRG-ben. A fiziologias soval kezelt PACAP™” egerekben 2 oraval az NTG-
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adast kovetden 10,45+3,745 és 4 oraval az NTG-adést kdvetden pedig 13,05+4,353 pozitiv
neuront mutattunk ki a TNC-ben, 32,67+4,588 és 23,13+5,787 volt megfigyelhet6 a TRG-
ben. Nitroglicerin adast kdvetden 2 oraval egyik csoport esetében sem figyeltiink meg c-Fos
expresszio valtozast a TRG-ben a fiziologias sdoldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva
(PACAP™*: 372+7.506; p=0,875; PACAP”: 35,51+7,282; p=0,704). A vad tipust,
PACAP*" egércsoportban 4 oOradval a kémiai stimuldciot kovetden kb. kétszeres c-Fos
expresszio emelkedést taldltunk a TRG-ben (71,35+£5,586; p<0,001), mig a génhidnyos
egércsoportnal nem tapasztaltunk valtozast (27,91+0,845; p=0,545). A vad tipust egértorzs
esetén a TNC-ben tobb mint kétszeresére emelkedett a c-Fos pozitivitas (22,05+3,887) a
kontrollcsoporthoz képest (9,05+£2,125), mar az NTG-alkalmazasat kovetden 2 oraval
(p=0,068). Ugyanakkor e sejtszamok 4 oraval a kezelést kovetden kozel haromszoros
emelkedést mutattak (62,154+7,287; p<0,001). Ezzel ellentétben a c-Fos expresszidé mindegyik

idépontban valtozatlan maradt a génhidnyos egércsoportban (35., 36., 37. dbra).

PACAP**iz.s6oldat PACAP-iz.séoldat
s «©
r ¥
oY
° - “ 9 )
! | 4
PACAP** NTG ¥ & % s s PACAP--NTG
7 e L I'4 e
"4 ¥ - \ (4
. v -~y
? a ©
e - 9 ‘ -
L]
N - Fed]
©

35. abra: A c-Fos expressziot bemutaté immunhisztokémiai képek PACAP™" é PACAP” egerek
trigeminus ganglionjaiban, 4 6raval a fiziolégias sooldattal vagy NTG-vel tortént kezelést kovetéen. (200x
nagyitas, mértékvonal:100 pm) A neuronalis aktivaciot a ganglionsejtek perikarionjan beliili barna magok jelzik
(nyilak). Néhany nuclearis c-Fos immunreaktivitassal nem rendelkez6 sejtet nyilheggyel megjeldltiink.
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36. 4bra: A c-Fos expressziot bemutaté immunhisztokémiai képek PACAP™* és PACAP™ egerek agytirzsi
trigeminus magjaiban, 4 éraval a fiziologias séoldattal vagy NTG-vel tortént kezelést kovetéen. (200x
nagyitas, mértékvonal:100 pm) A neuronalis aktivaciot a barna magok jelzik (nyilak).
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37. abra: A c-Fos immunhisztokémia Kkvantitativ értékelése A: a trigeminus ganglionban B: a nucleus
caudalis trigeminiben PACAP™* és PACAP™ egerekben, 2 és 4 éraval a kezelés utan. Az egyes oszlopok az
atlagtSEM értékeit jelzik (a latoterenkénti c-Fos pozitiv neuronok szamat), n=5-8/csoport esetén. (*p<0,05,
**p<0,01 vs. PACAP*"" fiz.s6oldat; *p<0,001 vs. PACAP™ NTG 2 ¢ra; *p<0,001 vs. PACAP™* NTG 4 ora.
Kétutas ANOV A+Fisher teszt.)
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A PAC1 receptor expresszibja PACAP”" és PACAP” egerek trigeminalis
ganglionjaiban és trigeminalis nucleus caudalisaban

Az immunfluoreszcens reakcido alapjan mindkét csoport trigeminalis ganglionjaiban ¢és
nucleus caudalisdban a PACI receptor hasonlé mértékben expresszalodik. A kétutas
ANOVA-val tortént mennyiségi analizis nem mutatott szignifikans kiilonbséget a TRG-ben
sem a genotipust (F=0,538, p=0,48), sem az NTG kezelést (F=0,411, p=0,53) vagy ezek
interakciojat tekintve (F=1,37, p=0,26). Ehhez hasonléan a TNC-ben sem a genotipus
(F=0,02, p=0,99), sem a kezelés (F=0,21, p=0,66), sem ezek interakcidja (F=0,23, p=0,65)
nem befolyasolta szignifikans mértékben a receptor kifejezddését. Ebbol arra kovetkeztetiink,
hogy a genotipus vagy az NTG stimuldcié nem befolyasolja a PACI1 receptor expresszidjat

ezeken a teriileteken (38., 39. abra).

it

38. abra: A PACI1 receptor immunhisztokémiai lokalizaciéja A,B: a trigeminus ganglionban, C,D: a
nucleus caudalis trigeminiben, PACAP™* és PACAP” egerekben. (Mértékvonal: 20um valamennyi kép
esetén.)
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A. TRG

SSD PACAP** PACAP™"
(arbitrary units) fiz.s6oldat NTG fiz.sooldat NTG
Atlag 9.37 7.36 7.27 7.86
SEM 1.73 1.35 0.25 0.18
B. TNC

SSD PACAP™" PACAP”
(arbitrary units) fiz.s6oldat NTG fiz.s6oldat NTG
Atlag 29.04 25.20 27.02 27.09
SEM 1.38 4.54 2.65 6.08

39. dbra: A PACI receptor expresszio kvantitativ értékelése. A PAC1 receptor immundenzitas specifikus

szignaldenzitas (SSD) értékei A: a trigeminus ganglionban, B: a nucleus caudalis trigeminiben.

A PACAP-38 altal kivaltott fénykeriilé magatartas PACAP™* és PACAP™ egerekben

A 300 pg/kg PACAP-38 intraperitonelis injekcidja jelentds fény-averziv magatartast valtott ki

a vad tipust, PACAP™" egerekben mind a 2 6rds megfigyelési id6 korai, illetve késdi

fazisaban. E fotofobia megjelenése és mintazata nagyon hasonld volt az NTG-kezelés altal

kivaltott hatdshoz. A génhidnyos, PACAP™ egércsoportban nem tapasztaltunk fénykeriild
magatartast PACAP-38 hatasara (40. abra).

A

Fényben to6ltott ido6 (s)

40. abra: PACAP-38 altal kivaltott fény-averziv magatartas PACAP"" és PACAP” egerekben az
injekcié utani korai (A: 0-30. perc) és késéi (B: 90-120. perc) periédusban. Az egyes mérési pontok az
atlag+SEM értékeit abrazoljak, n=4-8/csoport esetén. (*p<0,05, **p<0,01 vs.PACAP-38 kezelt PACAP™.
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A PACAP-38 altal kivaltott meningealis vazodilatici6 PACAP** és PACAP™ egerekben

A vad tipusu egércsoportban 300 pg/kg i.p. PACAP-38 hatasdra 20%-0s agyfelszini
mikrocirkulacio-fokozodéas alakult ki. A hatas 10 percen beliil jelentkezett, 30%-0S
maximumat 20 percnél érte el, majd 25 perc utan csokkenni kezdett. Ugyanez a kezelés a
génhianyos egércsoportban nem valtott ki mikrocirkulécio-valtozast az elsé 15 percben, és a
masodik 15 perces periddusban is csak 10%-os emelkedést eredményezett. Ez szignifikansan
kisebb mértékii valasz volt a PACAP™” egércsoportban megfigyelthez képest (41. abra).

A szisztémas vérnyomas 80,6+0,4 Hgmm-r6l 62,8+0,1 Hgmm-re csokkent 10 percen beliil és
megkozelitdleg valtozatlan maradt a 30 perces mérés alatt. A két csoport kozott szignifikans

kiilonbség nem volt megfigyelhetd.

509 “© PACAP'*+ PACAP-38 i.p.
£ PACAP” + PACAP-38 i.p.

404 ol
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41. abra: PACAP-38 iltal kivaltott mikrocirkulacié-valtozis PACAP™ é PACAP” egerekben. A:
reprezentativ laser Doppler képek 10, 20 és 30 perccel az i.p. PACAP kezelés utan. Kék szin jelzi az
alacsony perfuzidju teriileteket, zold és sarga jeloli a magasabb perfuziot, mig a piros a legmagasabb
mikrocirkuldcidja teriileteket jedli. B: A meningeilis mikrocirkulacié-valtozas értékei a megfigyelési ido
fiiggvényében. Az egyes mérési pontok az atlag=SEM értékeit jelzik, a kezdeti referencia képekhez képest, n=5-
6/csoport esetén. (**p<0,01 vs.PACAP-kezelt PACAP”". Egyutas ANOV A+Bonferroni modositott t-teszt.)
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A PACAP-38 iltal kivaltott c-Fos expresszi6 PACAP™* és PACAP™ egerek trigeminalis
ganglionjaiban és trigeminalis nucleus caudalisaban

Az i.p. PACAP-38 injekcio szignifikansan novelte a neuronalis aktivaciot jelzé c-Fos
expressziot 4 o6raval a beadas utan mindkét csoport trigeminus ganglionjaiban, de csak a
PACAP™* csoport nucleus caudalisdban. Ezzel Osszehasonlitva az agykamraba injektalt
(i.c.v.) PACAP-38 nem novelte a c-Fos pozitiv neuronok szamat sem a vad tipusu, sem a

+/+

génhianyos csoport vizsgalt régidiban (42. abra). Erdekes médon a PACAP™" egerekben
mindkét teriileten jelent6sen emelkedett a c-Fos expresszid i.c.v. adast kovetden az i.p.
injekcidhoz viszonyitva, nemcsak a PACAP, hanem a fiziologias s6 adasa utan is.
Szignifikdnsan kisebb mértékili c-Fos immunpozitivitast tapasztaltunk azonban a PACAP
hianyos egerek trigeminus ganglionjaban, mind fizioldgias so6oldat, mind PACAP-38 i.c.v.

adasa utan.
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42. abra: A c-Fos immunhisztokémia kvantitativ értékelése A ,C: a trigeminus ganglionban, B,D: a
nucleus caudalis trigeminiben, PACAP™* és PACAP™ egerekben, 4 6raval az i.p. vagy i.c.v. PACAP-
38/fiz.s6oldat kezelés utan. Az egyes oszlopok a latoterenkénti c-Fos pozitiv neuronok szamat jelzik, n=4-
5/csoport esetén. (*p<0,05, **p<0,01 vs. PACAP™; *p<0,05, *'p<0,01, *p<0,001 vs.a megfelels
fiz.sooldattal kezelt csoport. Kétutas ANOV A+Fisher teszt.)
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Magatartasi, funkcionalis és morfoldgiai vizsgalatokkal PACAP génhidnyos egerekben nyert
eredményeink bizonyitjdk a PACAP fontos, aktivaldo szerepét a trigeminovaszkularis
rendszerben. Ezt az aktivalo szerepet egyrészt kozvetleniil a meningedlis ereken, masrészt a
TRG ¢és a TNC szintjén fejti ki. A PACAP lehetséges szerepét a trigeminovaszkularis
rendszerben mar kordbban is feltételezték az emberi agytérzs un. ,,migrén generator”
C1-C2-es szegmentumaban vald jelenléte (Uddman és mtsai. 2002), valamint a dura mater
hizosejtjeiben  torténd eléfordulasa miatt (Theoharides ¢és mtsai. 2005). Ezen
immunolokalizécios eredmények jelentdségét tovabb erdsitette a PACAP és PACI1 receptor
kifejezOdése az arteria meningea media simaizomzatiban (Boni és mtsai. 2009; Chan és
mtsai. 2011), valamint azok a klinikai adatok, amelyek migrénes paciensekben a PACAP
infuzios adagolasa kovetkeztében kialakuld erds fejfajasrol szamoltak be (Schytz és mitsai.
2009).

A trigeminovaszkularis rendszer nitroglicerinnel torténd kémiai aktivacidja egy széles korben
alkalmazott, jol reprodukalhaté modell (Bergerot és mtsai. 2006; Olesen és mtsai. 1994,
1995). Jelentdsségét emberben is leirtdk (Olesen 2010), bar a migrén prevencidjaval és akut
kezelésével kapcsolatban az indukalhatdo és neuralis nitrogén-monoxid-szintdz (iNOS és
nNOS) gatlasanak terapias jelentdségét még nem sikeriilt randomizalt, kontrollalt klinikai
vizsgalatokaban bizonyitani (Goadsby 2010). A nitroglicerin NO leaddsa révén a
valamint a TRG és a TNC szintjén, amely periférids és centralis szenzitizaciot hoz létre
(Olesen 2010; Tassorelli €s mtsai. 1999; van der Kuy 2003).

A fény-averzio a paciensek tobbségeénél jelentds tiinete a migrén rohamoknak (Choi és mtsai.
2009). E tiinet allatkisérletes vizsgalatara szolgalt a vilagos-sotét doboz, mely alapvetéen a
szorongas-vizsgalat eszkdze. Recober és munkatdrsai a dobozt moédositva a fénykeriild
magatartast vizsgaltdk nestin/hRAMP1 transzgenikus egerekben, melyek megnovekedett
szenzitivitdssal rendelkeznek a CGRP irant (Recober és mtsai. 2010). Kisérleteinkben az
altaluk modositott dobozt elkészitve azt tapasztaltuk, hogy az NTG jelentés mértéki
fénykeriil6 magatartast valtott ki a vad tipusu egerekben, mig ez szignifikdnsan kisebb volt a

génhidnyos, PACAP™" allatcsoportban.
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Az i.p. NTG vad tipust egerekben jelentés mértékii meningedlis vazodilataciot eredményezett
4 oran keresztiil. Ezzel szemben a PACAP génhianyos csoportban e kezelés a kisérlet elso 2
ordjaban nem valtott ki mikrocirkulacid-fokozodast, a késdbbi fazisban pedig szignifikansan
kisebb emelkedést okozott. A PACAP™* egértorzsben a c-Fos pozitiv sejtek szama korabban
¢s nagyobb mértékben emelkedett a TNC-ben, mint a TRG-ben, alatamasztva a tedriat,
miszerint a centrdlis szenzitizacid elengedhetetlen kezdeti folyamata az NTG-indukalt
trigeminovaszkularis aktivacionak (Pardutz és mtsai. 2000; Tassorelli és mtsai. 1999). Négy
oraval az NTG injekciot kovetden a vad tipust egércsoportban a c-Fos immunpozitivitas
jelentés emelkedését figyeltik meg a TRG-ben is. A génhidnyos csoportban a c-Fos
expresszio egyik id6pontban sem valtozott, alatimasztva a centrélis és periférias szenzitizacid
hianyat. Mindezek alapjan a PACAP kulcsfontossdgi mediatornak bizonyult a migrénnel
Osszefliggd neuron aktivacidés folyamatokban. A migrén pathomechanizmusédban a
megnovekedett meningealis vazodilatacid és neurogén gyulladas mellett (Messlinger 2009;
Moskowitz és mtsai. 1993) fontos tényezd a trigemindlis neuronok hyper-excitabilitasa
egyrészt a TRG, masrészt a TNC szintjén, amely koros szenzoros informacidfeldolgozast
eredményez (Schiirks és Diener 2008). A PACAP trigeminovaszkularis rendszert aktivalo
mechanizmusa jol magyarazhaté a PAC1 és VPAC receptorokon keresztiil megvalosulo, Gs
¢s (q protein-asszocialt jelatviteli folyamatokkal. Az emelkedett intracellularis cAMP szint
vazodilataciot, a cAMP és Ca®* szint emelkedése idegi stimulaciot és hizosejt degranulaciot
eredményez (Laburthe ¢és mtsai. 2007; Spengler és mtsai. 1993; Vaudry és mtsai. 2009). A
PACAP és a CGRP trigeminovaszkularis rendszerben valo részleges kolokalizacidja miatt
(Edvinsson és mtsai. 2001) elképzelhetd, hogy excitatoros hatasuk egymashoz kapcsolodik. A
lehetséges interakciok felderitéséhez szelektiven hato, centralis antagonistakra lenne sziikség.
A PACI receptor expresszidja hasonldo mértékii a TRG-ben és a TNC-ben a vad tipusu és a
PACAP génhianyos egerekben, amely bizonyitja, hogy a peptid hidnya nem befolyasolja
specifikus receptoranak jelenlétét €s mennyiségét ezeken a migrénnel Osszefiiggd
agyteriileteken. Ezek az adatok Osszhangban allnak mas szovetekbdl nyert eredményekkel
(Girard és mtsai. 2006). Ezen feliil, a funkcionalis tesztekben és c-Fos expresszioban talalt
kiilonbségek ellenére a PACI receptor expresszidja nem valtozott egyik csoportban sem az
NTG stimuléciot kovetd 4 oraban. Bar a VPAC receptorok szerepe nem zarhat6 ki a PACAP
trigeminovaszkularis  hatdsaiban,  kisérleteinkben a  PACI  receptor  szerepére
Osszpontositottunk. Ennek oka, hogy a PAC1 a PACAP specifikus receptora, ami irant a
PACAP nagyobb affinitassal rendelkezik, mint a VPAC receptorok irant, valamint jelentdsen

kisebb nociceptiv valaszokat regisztraltak a PACI receptorral nem rendelkezé egerekben
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(Jongsma ¢és mtsai. 2001). Emellett a PACAP migrénszeri fejfajast okozott emberben (Schytz
¢s mtsai. 2009), mig a VIP nem. Mindezek alapjan a PACI1 receptort tartjak potencialis 10j
célpontnak a migrénellenes terapiaban (Schytz €s mtsai. 2010a).

A szisztémas vérnyomas hasonld mértékii, kb. 30-35 %-os csokkenését tapasztaltuk mindkét
uretdnnal altatott egértorzsben az NTG-kezelés kovetkeztében, ezért a vérnyomds valtozasa
nem magyardzza az eltérd mikrocirkulacids véalaszokat. Tovabba az i.p. alkalmazott PACAP
mérsékelt hipotenziv hatasa ellenére meningealis értagitd hatasa egyértelmai.

A PACAP-38 vér-agy gaton valod atjutasa nagyon csekély, kevesebb, mint 0,1 % (Banks és
mtsai. 1993). Ebbdl kovetkezik, hogy i.p. alkalmazas utan megfigyelt hatasai a meningealis
erekbdl és a szenzoros idegvégzddésekbdl szdrmaznak, amely a migrénnel Osszefliggd
agyteriiletek masodlagos aktivaciojat eredményezi. Az i.p. PACAP injekcio az NTG-hez
hasonléan fénykeriil6 magatartast €s meningealis értagulatot valtott ki a vad tipusa
egértorzsben, azonban ezek hianyoztak vagy jelentésen kisebb mértékiiek voltak a génhianyos
egerek esetén. Tovabbi valtozds volt a PACAP hatasara a c-Fos expresszaldo TRG sejtek
megemelkedett szama mindkét allatcsoportban, de a TNC-ben csak a vad torzsben jott 1étre
fokozott neuronaktivacio 4 oOrdval késobb. Az exogén peptid a PACAPerg trigeminalis
szenzoros neuronok periférias végzodéseit stimulja a meningealis teriileten, amely a sejttestek
hasonlé aktivaciojat okozza mindkét csoport TRG-jében, azonban endogén PACAP
hianyaban a TNC nem tud aktivaloédni. Az elsddleges trigeminalis érzdidegek centralis
végzOddeseibdl felszabaduld PACAP elengedhetetlennek tlinik a centralis szenzitizacio
mechanizmusaban. Szemben az i.p. PACAP-38 hatasara tapasztalt valtozasokkal, az i.C.v.

alkalmazott PACAP nem emelte a c-Fos pozitiv neuronok szamat egyik csoport egyik

crer

crcer

az i.p. injekcidhoz képest mind a fiziologias s6, mind PACAP adésa utan, b) a génhidnyos
egértorzs jelentésen csokkent c-Fos immunpozitivitisa a TRG-ben mindkét injekciot
kovetden. Az elsé megfigyelés magyardazatdul maga a mutéti beavatkozas szolgalhat (a
koponya furasa és a kaniil betiltetése a mély altatas ellenére is fajdalmas stimulus), a masodik
megfigyelést korabbi eredményeink is aldtdmasztjadk, mint a csdkkent nocicepcio és c-Fos
expresszid a PACAP génhidnyos egerek fédjdalom-asszocialt agyi régidiban szamos
fajdalommodellben (Sandor és mtsai. 2010). Jelen eredményeink 6sszhangban allnak azokkal
a korabbi adatokkal, hogy PACAP génhianyos egerekben jelentésen csokkent nocifenziv

magatartast tapasztaltunk akut szomatikus és zsigeri kemonocicepcio tesztekben, gyulladasos
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nocicepcid ¢és hiperalgézia modellekben, valamint a krénikus traumatikus mononeuropatia
modelljében (Sandor és mtsai. 2009, 2010). Ezt jelentds mértékben csdkkent c-Fos expresszid
kisérte a szomatoszenzoros kéreg és a periaqueductalis sziirkedllomény teriiletén, amely a
korai idegi aktivaci6 érzékeny és altalanos markere és aldtdmasztja, hogy a PACAP fontos
excitatoros szerepet jatszik a fajdalommal kapcsolatos folyamatokban (Sdndor és mitsai.
2010). A hatsé szarvi neuronok elektrofizioldgiai aktivitdsat (Dickinson és mtsai. 1997),
valamint nyalvelé atvagas utan patkanyok flexor reflexeit (Xu és Wiesenfeld-Hallinn 1996)
szintén nagymértékben fokozta a PACAP. A PACAP-génhianyos egerek tobb eltérd
morfoldgiai tulajdonsdggal rendelkeznek az agy fejlddésében, G.m. eltérd kisagyi ndvekedés
(Allais és mtsai. 2007), és koéros axonalis arborizacio (Yamada és mtsai. 2010). Ezeken feliil
szamos magatartasbeli eltérést megfigyeltek a PACAP génnel nem rendelkezd egértdrzsekben
(Hashimoto és mtsai. 2006): kisebb mértékii szorongas ¢s ugralé magatartas (Hashimoto és
mtsai. 2001), csokkent depressziv viselkedés (Hashimoto és mtsai. 2006, 2009; Gaszner ¢és
mtsai. 2012), valamint eltéré morfin-indukalt jutalmazé mechanizmusok (Marquez és mtsai.
2009). A vese fénystimulacioval kivaltott szimpatikus idegi aktivitas-emelkedése, a plazma
kortikoszteron szintje, valamint a c-Fos expresszid a nucleus suprachiasmaticusban szintén
ugyancsak szignifikansan csokkentek a PACAP génhianyos allatokban (Hatanaka és mitsai.
2008).

A szerotonin 5-HTgp receptor agonista triptanok, valamint a kozelmultban kifejlesztett
CGRP receptor antagonista olcegepant és telcagepant hatékonynak bizonyultak az akut
migrénes rohamok tiineteinek enyhitésében (Ho és mtsai. 2008, 2010). Jelentds érosszehuzo
hatassal rendelkeznek a meningealis ereken, de nem fejtenek ki erds és hosszantartd gatlast a
trigeminadlis hiperexcitabilitast illetden (Petersen és mtsai. 2004; Villalon és mtsai. 2003).
Ezért a migrén gyogyszeres terapiaja korantsem megoldott, a profilaxis tekintetében
kiilonosen (Edvinsson €s Linde 2010; Lainez 2009). A jelenleg forgalomban 1év0 szerek sziv-
érrendszeri és emésztorendszeri mellékhatasai, valamint a terdpiarezisztens esetek jelentds
szama Ujabb gyogyszercélpontok azonositdsat teszik sziikségess¢ (Chan és mtsai. 2011;
Maassen VanDenBrink és mtsai. 1998). Jelen munkank szolgaltatta az elsé allatkisérletes
bizonyitékot arra, hogy a PACAP jelentds szerepet jatszik a trigeminovaszkularis
aktivacioban. Az e hatasokat kozvetitd receptoranak azonositasa, a jelatviteli mechanizmusok
részletes felderitése gyogyszerfejlesztési szempontbdl is rendkiviil érdekes perspektivakat
jelent. A vér-agy gaton jol penetrald kis molekulaja, receptortipusra szelektiv antagonistak

szintézise ¢s preklinikai tesztelése fontos feladat a kozeljovoben.

75



OSSZEFOGLALAS

Kutatocsoportunk a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzodésekbdl felszabaduld neuropeptidek
hatasainak komplex vizsgéalatat végzi, PhD értekezésem ezen beliil a szomatosztatin és a
PACAP gyulladasos €s nociceptiv folyamatokban bet6ltott szerepének analizisére fokuszalt.

A disszertacidban bemutatott legfontosabb megallapitasok a kdvetkezok:

1) A szomatosztatin ssty receptora fontos szerepet jatszik az akut és kronikus iziileti
gyulladasos folyamatokban. Az ssts receptor hianya esetén az akut és a kronikus modellben is
szignifikdnsan nagyobb mértékii mechanikai hiperalgéziat (fajdalomkiiszob-csokkenést),
valamint az akut modellben szignifikansan nagyobb labduzzadast tapasztaltunk, elsésorban a
gyulladdsos folyamatok korabbi stddiumaiban. A kronikus artritisz modellben tovabba a
gyulladt végtag terhelés-csokkenése és az iziileti homogenizdtumban az IFNy és TNFa
koncentracioja ugyancsak szignifikansan nagyobb volt az sst; receptor hianya esetén. A
szelektiv agonista peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gatolta az akut gyulladdsos
mechanikai hiperalgéziat. Mindezek alapjan az sst4 receptor érdekes uj gyulladdscsokkentd és

analgetikum célpont lehet.

2) A szomatosztatin és a Kkortisztatin hasonld kotédési profillal és agonista tulajdonsaggal
rendelkezik az sst; és sst, Szomatosztatin receptorokon. Ezek a peptidek jelentdsen gatoljak a
szenzoros neuropeptid CGRP felszabadulasat a periférias szenzoros idegvégzodésekbol, a
kovetkezményes akut plazma protein extravazacidt, valamint a hod- és mechanikai
hiperalgéziat. A CST és SST neurogén gyulladasra és hiperalgéziara kifejtett hasonl6 hatésai
mellett a CST szignifikdnsan nagyobb gatlo hatassal rendelkezik a gyulladasos

citokintermelésre.

3) A PACAP jelentds szerepet jatszik a trigeminovaszkularis aktivacioban. A PACAP hianya
egerekben szignifikansan kisebb mértékii nitroglicerinnel kivaltott fotofobiat, kisebb mértéki
meningealis mikrocirkuldcio-fokozodast, €s alacsonyabb c-Fos expressziot eredményezett a
TRG-ben és a TNC-ben. Az elsddleges trigeminalis érzdidegek centralis végzdodéseibdl
felszabaduldé PACAP kulcsfontossagii mediator a centralis szenzitizacidé mechanizmuséaban.

Célmolekulajanak azonositasa 0j perspektivakat nyithat a migrénellenes farmakoterapidban.
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