BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATAS ELOZMENYEI

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzédések harmas funkciéja

A kapszaicinre érzékeny, Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1-et (TRPV1) expresszal6 érzéideg-
végzédések harmas funkcioval rendelkeznek: afferens, valamint lokalis és szisztémas efferens
funkciojuk is van. A klasszikus afferens miikodés soran a kapszaicinnel vagy egyéb stimulanssal
izgatott szenzoros idegvégzédések a kozponti idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast, ennek
kdvetkeztében alakul ki a fajdalomérzet, a nocicepcid. Emellett az aktivalt periférias idegvégzédésbdl
neurotranszmitterek szabadulnak fel, amelyek vazodilataciot okoznak. Ilyen mediator a kalcitonin gén-
rokon peptid (CGRP), mely értagulatot valt ki, illetve a tachikininek, példaul a P-anyag (substance P,
SP) vagy a neurokinin A (NKA), melyek plazmafehérje-kiaramlast idéznek elé és aktivaljak a
gyulladasos sejteket. Ez adja a lokalis efferens funkciét [61,116], aminek kdvetkeztében kialakul a
neurogén gyulladas [39,115]. A neurogén gyulladasnak jelentds szerepet tulajdonitanak szdmos
betegség patomechanizmuséban, példaul a reumatoid artritisz, asztma bronchiale, pszoriazis, ekcéma,
kontakt dermatitisz, gyulladasos bélbetegségek és gyulladasos szembetegségek esetén [60,114].
Jelenleg nincs forgalomban egyetlen olyan gyégyszercsoport készitménye sem, ami hatékonyan tudna
gatolni egy gyulladassal jaro betegség neurogén komponensét [39].

Az intézet kutatocsoportjanak munkaja soran derdlt fény arra, hogy ugyanezen aktivalt szenzoros
idegvégzOdésekbdl az elézGekben felsorolt gyulladaskelté neuropeptideken kivil szomatosztatin is
felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatld és fajdalomcsillapitd hatasokkal
rendelkezik. Ez az érz6 idegvégzOdések harmadik, szisztémas efferens funkcioja [38,41,111,112], amit
az endokrin és parakrin hatas mintajara Szolcsanyi professzor szenzokrin hatasnak nevezett el [110].

Szenzoros neuropeptidek

1. Féjdalom- és gyulladaskeltd hatasu neuropeptidek

A kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokbol stimulélds hatésara felszabaduld neuropeptidek egyik
csoportja a tachikininek. Ide sorolhaté a neurokinin A, a neurokinin B (NKB), és a P-anyag. Elettani
hatasukat G-proteinhez kapcsolt neurokinin receptorokon fejtik ki, amiket NK1, NK2 és NK3 receptor
névvel illetink. A P-anyag érpermeabilitast fokozd hatasat az NK; receptoron keresztil fejti ki, ami
foként a posztkapillaris venulak falan, makrofagok és limfocitak membranjan, polimorfonuklearis
sejteken, hizosejteken talalhaté meg [11,80,89]. Ezekbdl adéddan plazmaprotein-kiaramlast valt ki és
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plazmafehérje-kiaramlast idéz eld, valamint gyulladasos sejteket — neutrofil granulocitakat, limfocitakat,
makrofagokat - stimuldl az NK; receptoron keresztil [17] féként a periférian, de a kdzponti
idegrendszerben is. Az NKB-t megkotd NKs receptor pedig féként a kdzponti idegrendszerben, valamint
periférias idegvégzédéseken fordul elé [27,63].

A 37 aminosavbdl &llé kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) felfedezése Amara és munkatarsai
nevéhez flizédik [2]. Egymastdl kevéssé eltérd két formaja az aCGRP és a BCGRP, melyek bioldgiai
hatésaikat Gs-fehérjéhez kapcsoltan miikodé CGRP1 és CGRP. receptorokon fejtik ki [66,73,124]. A
CGRP egy csaladba sorolhaté a kalcitoninnal, az amilinnal és az adrenomedullinnal [85]. Erds
vazodilatator hatassal rendelkezik, ami foképp a CGRP+ receptoron keresztll valosul meg. A CGRP
fokozza ugyanis az adenilat-ciklaz aktivitast, aminek kdvetkeztében intracellularisan megné a cAMP
mennyisége, ami aktivalja a protein kinaz A-t, aminek hatdsara megnyilnak az ATP-fuggd K*-csatornék.
A folyamat eredménye az érsimaizom relaxacidja [23,32,46]. Neurogén gyulladasban az érpermeabilitas
fokozasat azonban nem kozvetlenil, hanem a P-anyag miikodésének befolyasolasaval fejti ki [10].
Emellett komplex immunmodulator funkcidja van, csokkenti a proinflammatorikus citokinek
termelédését, fokozza az antinociceptiv interleukin-10 (IL-10) felszabadulasat makrofagbdl, stimulalja a
granulocita akkumulaciot [4].



2. Féjdalom- és gyulladasgétlé hatésu neuropeptidek

A szomatosztatin, vagy mas néven szomatotropin (growth hormone, GH) felszabadulaséat gatlé faktor
(somatotropine release inhibitory factor, SRIF), 14 illetve 28 aminosavbdl all6 ciklikus peptid formaban
fordul eld a szervezetben [9]. Megtalalhatdo a kdzponti és a periférias idegrendszerben [79,90], a
gasztrointesztinélis traktusban, a hasnyalmirigyben, a vesében, a mellékvesében, a pajzsmirigyben,
gyulladasos sejtekben, ivarszervekben [42,91,122]. A szomatosztatin gatlé hatast gyakorol szamos
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pszichiatriai és neuroldgiai kérképben igazoltak [128].

Elettani hatasait sajat receptoraihoz kétve fejti ki. Eddig 6t Gr-proteinhez kapcsolt szomatosztatin
receptor altipust kidnoztak egérben, patkanyban, illetve emberben, amiket rendre sst1, ssty, sst3, sst4 és
ssts névvel illettek [81]. Ezt az &t sst receptor altipust két csoportra lehet osztani: a SRIF1 csoporthoz
tartoznak az ssty, sst; €s ssts receptorok, mig a SRIF2 csoportba soroljuk az sst1 és ssts receptorokat
[45,82]. Az irodalom szerint az endokrin hatast a SRIF1 csoportba tartozo receptor altipusok kozvetitik
[87]. Elsésorban munkacsoportunk eredményei azt mutatjak, hogy a fajdalomcsillapité és
gyulladascsokkenté hatas a masik csoporthoz, vagyis az ssti és ssts receptorokhoz kothetd
[40,82,83,110].

A hipofizis adenildt ciklaz-aktivald polipeptidet, a PACAP-ot (pituitary adenylate cyclase activating
polypeptide) eredetileg birka hipotalamuszbol izolaltak [68]. A szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis
peptid (VIP) csalad tagja [95,97,136]. Két formaja létezik: a szervezetben 90%-ban el6forduld 38
aminosavbol allo6 PACAP-38, és a 27 aminosavbol all6 PACAP-27. Patkadnyban a legnagyobb
koncentracioban a hipotalamuszban és a herében fordul el6 [3], megtalalhatd ugyanakkor a kdzponti
idegrendszer tobbi terlletén és a periférias idegrendszerben is, a hatsdé gyoki ganglionok egyes
szenzoros neuronjain [21,70,78]. Expresszalodik tovabba endokrin  mirigyekben [67,129], az
ivarszervekben [99,100], a gasztrointesztinalis traktusban [33], a leégzérendszerben [69], a béron [75]. A
PACAP rendkivll sokrétli feladatot 1at el a szervezetben, szabélyozza a neurotranszmitterek
felszabadulaséat [64], értagulatot, illetve bronchodilataciét okoz, fokozza a bélmoatilitast, noveli egyes
Fiziologiai hatasait specialis receptorokhoz kotédve fejti ki. Két kotéhely tipust mutattak ki PACAP- és
VIP-kétd képességlk alapjan. Az |-es tipusu kotéhelyhez a PACAP mindkét formaja nagy affinitassal
kotédik, a VIP viszont csak alig [28,55,106]. A ll-es tipusu kotéhelyhez a PACAP és a vazoaktiv
intesztinalis peptid is hasonl6 affinitassal kotédik, ezen belil viszont két altipust is elkilonitenek, a
szekretinhez val6 affinitds szerint [121,127]. A receptorokat kés6bb a kotbhelyek szerkezete alapjan
klénozték és rendre PAC1, VPAC1 és VPAC2 receptornak nevezték el [34].

Nocicepcid, hiperalgézia, allodinia, fajdalom

A Nemzetkozi Fajdalom Tarsasdg meghatérozasa szerint a nociceptiv fajdalom olyan pszicho-
fiziologiai jelenség, szubjektiv érzéskvalitas, amelynek két jél definialhatdé komponense kildnithetd el.
Neurobioldgiai eleme a nocicepcié (a fajdalmas stimulus percepcidja, szenzoros tapasztalat), ami
allatkisérletesen is vizsgalhatd, mig az affektiv komponens (a fajdalom emocionalis megélése)
megitélésérére csak az ember képes. A kiilonféle allatkisérletes modellekben vizsgalhatd nocicepcid
mechanikai (érintési), termalis (hével kivaltott) vagy kémiai (kapszaicin, formalin, ecetsav, stb.) ingerek
hatdsara keletkezik. Az interoceptiv teriletekrdl (zsigerekbdl, savds hartyakbol) eredd viszceralis
fajdalom vizsgélatara alkalmas egérben az ecetsavval, magnézium-szulfattal vagy fenilkinonnal kivaltott
vonaglasi teszt. Az exteroceptiv régidkbol szarmazd szomatikus fajdalom példaul egérben és
patkanyban is a formalin teszttel vizsgalhatd. Az alapvetéen nem fajdalmas stimulus hatasara kialakuld
érzékenység-fokozddast allodinianak, mig az enyhe fajdalmat kivaltd inger hatésara fokozodo
fajdalomérzetet hiperalgézianak nevezzikk. Mechanikai vagy termalis allodinia és hiperalgézia is




jelentkezhet gyulladas vagy kulonféle eredetli (traumas, toxikus) centrélis/periférids idegi sérilés
kdvetkeztében, amely a spino-talamo-kortikalis palyarendszer barmely szintjén kialakulhat [119]. A
periférias idegsérulésbdl, illetve mikodéscsokkenésbdl adodd traumas neuropétias fajdalom
kisérletesen a nervus ischiadicus részleges szoros lekotésével [96], az egész ideg laza lekotésével [5]
vagy az L5 gerincveldi ideg lekotésével [50] modellezhetd.

Uj fajdalomesillapito-gyulladascsokkents gyoqyszerek kifejlesztésének szilkségessége

Uj fajdalomesillapité gydgyszerek kifejlesztésének preklinikai fazisaban a vegyiiletek hatasanak,
hatdsossaganak meghatérozasa nem konnyl feladat, mivel kizérblag a nocicepcié vizsgalata
lehetséges a nemzetkdzi irodalomban elfogadott allatmodellekben és vizsgélati mddszerekkel. A
neuropatias fajdalom egyetlen forgalomban 1év6 gyogyszercsoporttal (antiepileptikumok, opiatok,
antidepresszansok, lidokain) sem kezelhetd kielégité modon. Jellemzd, hogy 6sszehasonlitési értéknek
azt a szamot hasznaljak (number needed to treat: NNT), mely megadja, hogy hany beteget kell kezelni
ahhoz, hogy az elsében 50%-os fajdalomcsillapitas jojjon létre [119]. A tobb szaz éve ismert és széles
kérben hasznalatos klasszikus nem-szteroid gyulladascsokkentdk, fajdalomcsillapitok, amelyek mind a
ciklooxigenaz enzimet gatoljak, igy a prosztaglandin szintézist csokkentik, a neuropatias fajdalmat és a
gyulladas neurogén komponensét nem csokkentik. Az opioid szarmazékok, amelyek attorést jelentettek
a tumoros fajdalom csillapitdsaban, ugyancsak méasodlagos terapias szerek neuropatias allapotokban.
A szteroidok nagy ddzisban gatoljak ugyan a neurogén gyulladast, de sokféle, sulyos mellékhatasuk
(gasztrointesztinalis vérzések, fekély, cukorbetegség, elhizas, stb.) miatt hosszabb tdvon nem lehet
Oket alkalmazni. Nagy szlkség van ezért alapvetden Uj hatasmechanizmusu, elsdsorban kozvetlenll az
érzGideg-végzddések szintien hatd fajdalomcesillapitok, gyulladascsokkenték kifejlesztésére. Ennek
érdekében szamos nocicepcié modellt allitottunk be munkacsoportunkban, és vizsgalati mddszerek
széles skalajat sajatitottam el PhD-munkam soran.

CELKITUZESEK

PhD-munkém soran a kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzédésekbdl felszabaduld peptid mediatorok
neurohumordlis ,szenzokrin® gyulladasgatld és antinociceptiv hatésainak mechanizmusat és
receptoridlis hatterét, illetve fizikai Uton torténd aktivalhatosagat vizsgaltam éllatkisérletes modellekben,
harom konkrét kérdésfelvetés kapcsan.

I. Célunk volt a szomatosztatin 4 receptor (ssts) szerepének vizsgalata kulonbdz6 in vivo gyulladés- és
fajdalommodellekben. Az ssts receptorra szelektiven hatd agonistaval, a J-2156 kodjelti nem-peptid
szerkezet(i vegyulettel végeztink kisérleteket akut és kronikus kisérleti elrendezésekben, patkanyban
és egérben. Ezen vizsgalatok kapcséan feladatom volt olyan in vitro sejttenyésztési médszer kidolgozasa
az irodalmi adatok alapjan, amely alkalmas izolalt peritonealis makrofagok citokin termelésére hato
vegyuletek rutinvizsgalatara.

Il. A PACAP-38 kimutathatd a kapszaicinre érzékeny szenzoros neuronokban, és el6zetes
vizsgalatainkkal igazoltuk, hogy a periférids végzOdésekbdl stimulacié hataséra felszabadul. A
nocicepcidban betdltott szerepére vonatkozdan a rendelkezésre allo ellentmondasos irodalmi adatok
kizarolag a kozponti idegrendszerre fokuszalnak. Ebbdl kiindulva jelen kisérleteinkben a PACAP-38
periférids hatasait vizsgaltuk kulonféle nocicepcié modellekben.

lIl. Tobb allatkisérletes modellben vizsgéltam egy optimalizélt paraméterekkel rendelkez6 sztatikus
magneses teret biztosito készllék segitségével, hogy ez a fizikai behatas kivalt-e mérhetd
antinociceptiv hatasokat. Vizsgaltam azt is, hogy a jelenségben lehet-e potencialis szerepe a
kapszaicin-érzékeny peptiderg idegvégzédéseknek.



l. A SZOMATOSZTATIN SST4 RECEPTORON SZE!_EKTiVEN HATO AGONISTA
J-2156 ANALGETIKUS HATASA AKUT ES KRONIKUS GYULLADAS- ES
FAJDALOMMODELLEKBEN

Az endogén szomatosztatin terapias alkalmazésat akadalyozza annak rendkivil sokrétii eléfordulésa a
szervezetben, széles hatasspektruma, és nagyon rovid (3 percnél kevesebb) plazma féléletideje [122].
Helyette viszont stabil, a szenzoros idegvégzédések és szamos gyulladasos sejt ssts receptorain
szelektiven haté szintetikus agonisték Uj terapias lehetéséget nydjthatnak a gyulladascsokkentésben és
a fajdalomcsillapitasban. Ezen agonistak nagy elénye, hogy nem rendelkeznek a szomatosztatin ssty,
sst3 és ssts receptorai altal kozvetitett endokrin hatasokkal.

Ssta/ssts receptor agonista molekula a ciklikus heptapeptid szerkezetli TT-232, amelynek széleskor(
antinociceptiv hatasat szamos korabbi kisérletlink igazolta [37,38,41,83]. Jelen kisérleteinket egy ssts
receptor-altipushoz szelektiven, nagy affinitdssal koté szomatosztatin agonistaval, a J-2156 kddjeld
vegyulettel végeztik, amit a finn Juvantia Pharma gyaraban szintetizaltak. A J-2156 nempeptid,
szulfonamido-peptidomimetikum, pontos kémiai szerkezete (1'S,2S)-4-amino-N-(1-karbamoil-2’-
feniletil)-2-(4"-metil-1"-naftalén-szulfonilamino)-butanamid. Nagysagrendileg nanomolaris affinitassal
kétddik az emberi szomatosztatin ssts receptorhoz, ami a nativ szomatosztatin kotédési affinitasat is
meghaladja, valamint kozel 400-szoros szelektivitdst mutat az ssts-hez az emberben megtalalhaté
masik négy szomatosztatin receptor-altipushoz viszonyitva [25]. A receptor-aktivaciét jelzd ciklikus
AMP-tesztben a nativ szomatosztatin-14-hez vagy szomatosztatin-28-hoz hasonléan teljes
agonistaként mikodott. Egy maésik G-protein-aktivacios funkcionalis tesztben 2,5-szer erésebb
valaszokat adott, mint a nativ szomatosztatin. Ezen tulajdonsagai alapjan e molekulat a
,szuperagonista” jelzével illették [25]. Tovabbi in vitro vizsgélatok igazoltak, hogy a J-2156 kodjeld
vegyulet ismételt alkalmazasa sem okoz deszenzibilizaciét, ami tovabb ndveli e molekula terapias
alkalmazasanak lehet6ségeit [24].

1. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

Kiserleteinket Balb/c, CD1 egereken, valamint Wistar, Lewis patkanyokon vegeztik el, amelyeket a
Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti Allathdzaban tenyésztettiink és tartottunk apatogén kérnyezetben
24-25°C-on, normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva.

Formalinnal kivaltott akut szomatikus kemonocifenziv viselkedés vizsgalata

Balb/c egerek bal hatso labanak talpi részébe 50 ul 2,5%-0s formalin-oldatot injektaltunk, ami az
allatban nocifenziv reakciot valt ki két fazisban. Az els6 fazis, ami 0-5. percig tart, a formalin kozvetlen
kemonociceptiv hatasara jon létre. A masodik fazis, ami a 20. percben kezdédik és korilbelil a 45.
percig tart, f6ként akut gyulladasos reakciok kovetkezménye [123]. A nocicepciét a talpnyalogatassal
eltoltott idével, masodpercben fejeztik ki mindkét fazisban. A J-2156-ot a formalin-adas el6tt 20 perccel
intraperitonealisan injektaltuk harom kulonb6z6 dozisban (1, 10 és 100 pg/kg).

A talp mechanonociceptiv kiiszobének mérése traumas mononeuropatia modellben

A nervus ischiadicus egyoldali részleges lekotése a végtag mechanonociceptiv kliszobének
csokkenesét idézi eld [96]. Wistar patkanyokat elaltattunk, az egyik oldali nervus ischiadicust a combon
kipreparaltuk, majd az ideg 1/3-1/2-ed részét 6vatosan elvalasztottuk és lekotottik, vegul a sebet
bezartuk. A mitétet kovetden az allatokat 7 napig hagytuk felépdilni. A Randall-Selitto-teszt méréseket
Ugo Basile Analgesimeterrel végeztik a miitét el6tt és a miitétet kovetd 7. napon, ami kivaldan
alkalmas a mechanikai fajdalomkiszob-csokkenés (mechanikai hiperalgézia) meghatarozasara [83]. A
J-2156-ot harom kulonb6z6 dozisban (1, 10 és 100 pg/kg i.p.) adtuk a mérés el6tt 20 perccel.




Freund-adjuvanssal kivaltott krénikus gyulladas vizsgalata

A kronikus izlleti gyulladast komplett Freund-adjuvans (CFA: complete Freund’s adjuvant; 1 mg/ml
hével elolt Mycobacterium tuberculosis paraffinolajos szuszpenzidja) faroktdbe, valamint
intraplantarisan torténé adasaval (100-100 ul) valtottuk ki Lewis patkanyokban. A szisztémas hatas
fokozasa érdekében a farokt6be tortén6 CFA-adast a kovetkez6 napon megismételtik, ezt a napot
tekintjlik a kisérlet elsé napjanak. Funkcionalis méréseinket CFA adas el6tt és azt kovetéen 21 napon
keresztll vegeztik. A kisérlet végen a tibiotarzalis izliletekbdl szdvettani metszeteket készitettlink és
morfol6giai értékelés tortént. A J-2156 két dozisat (1 és 10 ug/kg i.p.) napi hdromszor injektaltuk az
allatoknak a teljes kisérleti periodus alatt mar a CFA-adas megkezdésével egyid6ben.

A talp érintési érzékenységének mérése

A talp érintési érzékenységét Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel mértiik. Ez valéjaban egy
modositott, digitalizalt von Frey-készllék. A mért adatokat a kezdeti kontroll értékekhez viszonyitottuk, a
gyulladas hatasara kialakul6 kiiszobcsokkenést (allodinia) szazalékban fejeztik ki.

A labduzzadas mérése
A labtérfogat mérésére alkalmas mlszerink az Ugo Basile Plethysmometer volt. A mérési adatokat a
kezdeti értékekhez viszonyitottuk, a labtérfogatnévekedést (6démaképzddést) szazalékban fejeztlk ki.

Szovettani metszetek készitése és értékelése

A kisérlet végén a tibiotarzalis izlleteket kimetszettiik, megfeleld eljarassal dekalcinaltuk, dehidraltuk
6ket. Ezek utdn a mintékat paraffinba &gyaztuk, majd mikrotommal 5-7 pym-es szeletekre vagtuk és
végul hematoxilin-eozin eljarassal megfestettik [38].

A metszeteken lathatd gyulladasos elvaltozasokat egy kisérleteinkt6l fuggetlen patologus értékelte,
elére megadott paraméterek alapjan pontozva az egyes mintakat. Minden esetben egy 0-3-ig terjedd
skalan tortént a pontozas, ahol a legjelentésebb elvaltozast jellemeztik 3-assal. Az egyes mintakra
adott pontokat Osszeadtuk, igy minden mintara, ezaltal pedig minden kezelési csoportra egy-egy
Osszetett artritisz pontszamot kaptunk [132].

Carrageeninnel kivaltott akut Iabduzzadas vizsgalata

Wistar patkanyok hatso labanak talpaba injektaltunk 100 ul 3%-os carrageenin-oldatot, amellyel kevert
tipusy, neurogén és nem-neurogén komponensekbdl allo gyulladasos reakciét idéztink el6 lokalisan
[20,84]. A labduzzadas a harmadik 6raban éri el maximumat [8], ezért a méréseket anyagadas el6tt és
anyagadas utan 60, 120 és 180 perccel végeztiik. A carrageenin-adas el6tt 15 perccel az allatok egy-
egy csoportjat oldészerrel, valamint 1, 10 és 100 pg/kg i.p. J-2156-oldattal kezeltik.

Mustérolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata patkany talpbérében

Wistar patkanyok mindkét hatso végtagjat akutan denervaltuk, vagyis a nervus saphenust és a nervus
ischiadicust atvagtuk 30 perccel a kisérletet megeléz6en, megakadalyozva ezzel a mustérola;
nociceptiv hatasabdl adodd kozponti idegrendszeri reflexvalaszokat. A labhati bért 1%-os,
paraffinolajpan oldott mustarolajjal bekentlk. Az ennek kovetkeztében kialakuld plazmafehérje-
kidramlas mértékét Evans kék akkumulacio modszerével hataroztuk meg. Tiz perccel a mustérolajjal
torténd kenés elétt 50 mg/kg Evans kék festéket adtunk intravénasan. Husz perccel a gyulladas
kivaltdsat kovetOen az allatokat elvéreztettik, a kékilt 1abhati borterileteket kimetszettik, tomeguket
megmértik, festéktartalmukat formamidban extrahaltuk. A kioldddott festék mennyiségét 620 nm-en
spektrofotométerrel hataroztuk meg, amely a plazmakiaramlas, vagyis a gyulladas mértékével
egyenesen aranyos. A kapott értékeket pg festék/g nedves szovet formaban fejeztik ki. A kontroll
allatcsoportnak a J-2156 olddszerét, a kezeltnek J-2156-ot adtunk tobb dézisban (0,5-100 ug/kg)




intraperitonealisan 20 perccel a gyulladas kivaltasa elétt. A hatasidétartam megéllapitdsahoz a
mustarolaj-kenés el6tt 2 és 6 oraval is adtuk i.p. a J-2156 10 pg/kg dozisat.

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata egérfiilon

Balb/c egereket elaltattunk, majd 10-10 ul 1%-os, paraffinolajban oldott mustarolajat kentink ecsettel
fulik mindkét oldaldra. A mustarolaj akut neurogén gyulladast idéz elé6 a kezelt fellleten. A fiilek
vastagsagat mikrométerrel mértik meg anyagadas elétt és négy alkalommal a harom 6ras mérés soran.
A kialakult filodémat a kezdeti értékekhez viszonyitott szézalékban fejeztlk ki. A J-2156 harom dézisat
(10, 50 és 100 uglkg), illetve olddszerét intraperitonealisan adtuk az allatoknak 15 perccel a mustarolaj-
kezelés el6tt.

Peritonealis makrofagok in vitro stimulalasaval felszabaduld IL-13 mennyiségének mérése

CD1 egereket kezeltiink lipopoliszachariddal, LPS-sel (300 pl i.p., 300 pg/ml). Négy éraval az injektalas
utan az allatokat dekapitaltuk és kivéreztettik. A hastireget ezutan atmostuk 2,5 ml jéghideg tapoldattal,
majd a hasiregi folyadékot begydjtottik. A sejttenyészté lemez minden lyukaba 800 ul RPMI-t (benne
80 ul BSA) és 100 ul hastiri folyadékot pipettaztunk. Kétféle tenyésztést allitottunk 6ssze a gyulladasos
sejtek stimulalasara: az egyik esetben 1-1 ul 1 ug/ml LPS-oldatot, a masik esetben 1-1 ul 25 ng/ml-es
forbol-12-mirisztat-13-acetat-oldatot (PMA) és 1-1 ul 1 ng/ml ionomicin-oldatot mértliink a lyukakba.
Ezutan mindkét 0sszedllitds egyik felében 100 pl fiziologias sdoldat, masik felében 100 ul J-2156

sy

felszabadulas valtozasat. A mintainkban termelt IL-1p mennyiségét szendvics ELISA modszerrel és
spektrofotométerrel (450 nm-en) hataroztuk meg.

Statisztika

A formalin tesztben, a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasban, és a két mechanonocicepciét
vizsgaldé modellben eredményeink értékeléséhez nem-parametrikus Mann-Witney U-tesztet, a
szdvettani eredmények értékeléséhez Kruskal-Wallis tesztet, az in vitro modellben Student-féle t-probat,
a labduzzadas eredmények értékeléséhez pedig mddositott Bonferroni t-teszttel kiegészitett egyutas
ANOVA-tesztet hasznéltunk. Minden esetben a kiulonb6z6 csoportok kozotti  eredmények
osszehasonlitasakor a *p<0,05, **p<0,01 és ***p<0,001 értékeket hataroztuk meg szignifikansnak.

.2. EREDMENYEK

A J-2156 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv reakciéra

A formalin teszt els6 fazisaban a J-2156 hatastalannak bizonyult. Az akut gyulladasos folyamatok
kovetkeztében kialakulé masodik szakaszban kozel haromszorosara emelkedett a nocifenziv viselkedés
idétartama az olddszerrel kezelt kontroll csoportban, amelyre azonban a J-2156 szignifikans és
dézisfliggd gatld hatast gyakorolt.

A J-2156 hatdsa a mechanikai hiperalgéziara traumas mononeuropatia modellben

A nervus ischiadicus részleges lekotésével kialakult neuropatias hiperalgéziat a legkisebb dozisu (1
uglkg i.p.) J-2156-kezelés az oldészerhez hasonldéan nem befolyasolta. A két nagyobb (10 és 100
ug/kg i.p.) J-2156-ddzis a hiperalgéziat szignifikansan csokkentette, azonban dozis-hatas 6sszefliggés
nem volt megfigyelhetd.

A J-2156 hatdsa a komplett Freund-adjuvanssal kivaltott gyulladasos mechanikai allodiniara
A kontroll csoportban a CFA-injekcié érintési érzékenység fokozddast okozott, ami szinte valtozatlanul
fennmaradt a 21 napos kisérlet ideje alatt. Ezzel szemben a J-2156-tal kezelt allatcsoportok mindkét
vizsgalt dozis (1 és 10 ug/kg i.p.) esetén jelentdsen kisebb mértékii mechanikai allodiniat mutattak.




A J-2156 hatdsa a komplett Freund-adjuvanssal kivaltott Iabduzzadasra

A labak térfogata az olddszerrel kezelt csoportban jelentdés ddémaképzddést mutatott, ami a teljes 21
napos kisérlet alatt vegig fennmaradt. A J-2156 szinte az 6sszes mérési napon mindkét dozisban (1 és
10 ng/kg i.p.) szignifikansan csokkentette az 6démat, dézis-hatas 6sszefliggést nem tapasztaltunk.

A J-2156 hatasa az iziileti szovettani elvaltozasokra

Az Osszetett szovettani pontszam a kontroll csoportban 6,6+0,7. A teljes kisérlet alatt a napi haromszori
J-2156-kezelés jelentdsen csOkkentette az elvaltozasokat, az 1 ug/kg-os dézisnal az dsszetett artritisz
pontszam 2,86+0,86, a 10 ug/kg-os ddzisnal 4,5+0,56 értékre csokkent.

A J-2156 hatasa a carrageeninnel kivaltott labduzzadasra

A kontroll csoportban a carrageenin intraplantéris adasa utan egy éraval 32%, két éraval 30%, harom
oraval pedig 27% labduzzadast tapasztaltunk. Ezt mindhérom dozisu (1, 10 és 100 ug/kg i.p.) J-2156
szignifikansan csokkentette, a gatlo hatés azonban ebben a modellben sem dézisfuggo.

A J-2156 hatasa mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata patkany talpbdrében
A J-2156 hat kilonb6zé i.p. ddzisa (0,5 és 100 ug/kg kozott) 20 perccel a gyulladas kivaltasa el6tt
beadva szignifikdns, de nem dozisfiggd mddon gatolta a mustarolajjal eléidézett gyulladast patkany
labhati bérében. A 10 pg/kg J-2156 gatlo hatasa 2 és 6 dra mulva is szignifikansnak bizonyult.

A J-2156 hatdsa mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata egérfiilon

A kontroll csoportban a fll nagy mértékben megduzzadt 3 éraval a mustarolajjal torténé kenés utan. A
J-2156 mindharom dézisaval (10, 50, 100 ug/kg i.p.) torténd el6kezelés két, illetve hdrom éraval a
kenés utan szignifikdnsan csokkentette a mustarolajjal kivaltott fllduzzadast. A 20. percben szignifikans
gatlast csak az 50 ug/kg dézisu J-2156 adésakor tapasztaltunk. Dozis-hatas 0sszefliggés ebben a
modellben sem volt kimutathato.

A J-2156 hatasa peritonealis makrofagok in vitro stimulalasaval felszabadulé IL-13—mennyiségre
A sejttenyésztés eredményeképpen kapott IL-1 mennyiségében az LPS- és a PMA-stimulalas kozott
semmilyen eltérést nem tapasztaltunk. A kontrollhoz képest a J-2156-tal valé kezelés csokkentette a
citokin-termelést az 1 és 10 pg/ml-es oldatok esetében, a 0,1 ng/ml-es oldatnak nem volt hatasa, a 100
ug/ml-es oldat hatdsara pedig megemelkedett az IL-13 mennyisége.




.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Jelen eredményeink azt igazoljak, hogy a peptidomimetikus J-2156, ami a szomatosztatin ssts
receptorhoz nagyfoku specifitassal és nagy affinitassal kot6dé agonista, képes hatékonyan gatolni a
nocifenziv reakciét klasszikus akut kemonocicepcid modellben (formalin teszt) egérben, valamint két
kilénbdz6 krénikus fajdalommodellben (adjuvans-indukélta fajdalom és traumas mononeuropatia)
patkanyban. Hatékonyan gatolta tovabba az akut gyulladast patkanytalpban és egerfilon. A vegyulet
antiinflammatorikus hatésa az in vitro sejttenyésztésben is megmutatkozott, koncentraciéfliggd modon
gatolta a stimulalt peritonealis makrofagok IL-1p3-termelését.

A J-2156-tal végzett egyéb kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy ez az agonista hatékonyan gatolt
kulonb6z6 gyulladasos folyamatokat is patkanyban, valészinileg részben a neurogén komponensért
felelés P-anyag és CGRP szenzoros idegvégzédésekbdl torténd felszabadulasanak gatlasan keresztiil.
E peptidfelszabadulast gatlé mechanizmust izolalt trachean korabban egyértelmen bizonyitottuk [36].
Mivel szelektiven csak az ssts receptoron fejti ki hataséat, igy adasakor elmaradnak a szomatosztatin
agonistaknal tapasztalt gyakori endokrin mellékhatasok, mint a novekedési hormon, a glukagon, az
inzulin felszabadulasanak gatlasa, ezek ugyanis féként az ssty, sst3 és ssts receptor-altipusokhoz
(SRIF2 receptorcsalad) kapcsolhatok [131].

Kisérleteinkben bebizonyitottuk tehat, hogy ez a molekula tobb modellben antinociceptiv, antiallodinias
és gyulladasgatlé hatadsokkal rendelkezik. Bar az ssts receptor pontos lokalizaci6jara vonatkozoan
kevés irodalmi adat all rendelkezésre [82], ezen agonistaval nyert funkcionalis adatok alapjan valészind,
hogy e gatlé hatasok magukon az érzbideg-végzddéseken, valamint az érfali endotélsejteken és a
gyulladasos sejteken 16v ssts receptor-aktivacion keresztil valdsulnak meg. Ez utdbbira direkt in vitro
bizonyitékot a peritonedlis makrofagok IL-1B-termelésének gatldsaval szolgéltattunk az &ltalam
kidolgozott kisérleti elrendezésben.

Eredményeink alapjan a szomatosztatin ssts receptor gydgyszerfejlesztési szempontbdl kivald target
lehet, és stabil, szelektiv ssts agonistak Uj, igértes utakat nyithatnak meg a fajdalomcsillapités és a
gyulladasos folyamatok neurogén komponensének kezelése terén.



Il A HIPOFiZIS ADENILAT CIKLAZ-AKTIVALO POLIPEPTID-38 (PACAP-38)
ELTERO PERIFERIAS HATASAI PATKANY ES EGER FAJDALOMMODELLEKBEN

A 38 aminosavbal allé hipofizis adenilat ciklaz-aktivalé polipeptid (Pituitary Adenylate Cyclase Activating
Polypeptide, PACAP-38) a vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP), szekretin és glukagon csalad tagja.
El6szor birka hipotalamuszabol izolaltdk [68]. Nagy mennyiségben fordul el6 a kdzpont
idegrendszerben és az endokrin szervekben. Szenzoros neuropeptidként tartjak szamon, mivel
megtalalhatd a gerincvel hatséd szarvaban [18,19], a hatsé gyoki ganglionokban [69,70], a kapszaicin-
érzékeny szenzoros neuronok periférias veégzédéseiben [26,139], példaul az izileti tokot ellaté érzd
rostokban [125]. E morfol6giai és molekularis biologiai adatokon tul elézetes sajat eredményeink azt is
igazoltak, hogy a kapszaicin-érzékeny rostokbol a PACAP-38 stimulacié hatasara in vitro és in vivo is
felszabadul [35,72]. Ezen eredmények alapjan feltételezhetd volt, hogy a PACAP részt vesz a
nociceptiv folyamatokban, azonban ezt az elképzelést rendkiviil kevés funkcionalis adat tamasztotta
ald. Az 6sszes erre iranyul6 in vivo kisérletben a PACAP kozponti idegrendszeri hatasait vizsgalték, és
meglehetdsen ellentmondésos eredményekre jutottak [98]. Az intratekalisan adott PACAP gatolta a
nociceptiv reflexmikodést [140] és a gyulladas kovetkeztében kialakuld nocicepciot [77,137,139].
Intracerebroventrikularisan adva a PACAP a formalin teszt korai fazisaban analgetikus hatasunak, mig
a késdi fazisban pronociceptivnek bizonyult [98]. Masrészrél azonban a kdzponti idegrendszerbe adott
PACAP dozisfuggd mddon csokkentette a hékiszobot a talpban, és szerepet jatszott a nociceptiv
stimulus hatso szarvba torténd kozvetitésében, elsésorban N-metil-D-aszpartat (NMDA) receptorokon
keresztll [76]. A PACAP Ggq-proteinhez kétott receptorokon fejti ki hatasait. A PAC1 receptor
specifikusan a PACAP-ot koti, mig a VPAC1/VPAC2 receptorok azonos affinitassal rendelkeznek a VIP
és a PACAP irant. Mindhdrom receptortipust leirtak neuronokon, simaizomsejteken és szamos
gyulladasos sejten [18,104,127,142].

Korabbi vizsgalataink igazoltdk, hogy a PACAP-38 gatolja proinflammatorikus és pronociceptiv
szenzoros neuropeptidek, P-anyag és CGRP, kapszaicin-érzékeny érz6idegek végzddéseibdl kémiai és
elektromos téringerléssel kivaltott felszabadulasat in vitro [72]. In vivo gatolta tovabbéa az akut neurogén
és nem-neurogén gyulladasos folyamatokat patkdnyban és egérben egyarant [38,72]. Ezen
eredményeink erdsitik azt a feltevést, hogy a PACAP-nak szerepe lehet a nocicepcié periférias
folyamataiban. Mivel a PACAP-38 periférias nociceptiv folyamatokban betoltott hatasaira vonatkozéan
nem allt rendelkezésre adat, jelen kisérletsorozatunkban azt vizsgaltuk, hogyan hat a
lokalisan/szisztémasan adott PACAP akut viszcerdlis és szomatikus nocifenziv viselkedésben,
gyulladasos és neuropétias mechanikai hiperalgézidban, valamint enyhe hétraumaval kivaltott termélis
hiperalgéziaban.

1. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

A Kkisérleteket Wistar patkanyokon, valamint CD1 egereken végeztik, amiket rendre a Pécsi
Tudomanyegyetem Kozponti Allathazaban, illetve a Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézet
allathazaban tartottuk standard, apatogén kornyezetben 24-25°C-on, normal élelemmel és vizzel ad
libitum ellatva.

Formalinnal kivaltotta akut szomatikus nocicepcié vizsgalata

Wistar patkanyok egyik hatsé labanak talpaba 50 ul 2,5%-o0s formalin-oldatot injektaltunk. Patkanyok e
tesztben az egerektdl eltéré mintazatu elharitd viselkedést mutatnak, nemcsak labnyalasokat, hanem
jellegzetes emelgetéseket is végeznek. Ezért ebben a modellben a nocifenziv reakcié mértékét a kezelt
lab emelgetésének szamabdl és nyalogatasanak id6étartamabdl szamitott dsszetett fajdalompontszam
segitségével hataroztuk meg a kovetkez0 modon: Osszetett fajdalompontszam=(labemelések
szamatlabnyalogatas idétartamanak kétszerese)/vizsgélati idétartam [130]. Formalin-adas elétt 5




perccel az allatokat intraplantérisan kezeltik 100-100 pl fiziologiés séval, illetve 2 uM PACAP-38-al. A
PAC1 és VPAC receptorok szerepének vizsgalatara kilon allatcsoportokban a PACAP-38 (50 pl, 4 uM)
adasa el6tt 5 perccel tizszeres mennyiségben (50 ul, 40 uM) két kilonbdzd antagonistat injektaltunk
intraplantarisan: a PAC1 receptor-szelektiv M65 kddjelti vegyuletet [1], illetve a VPAC1/VPAC2
receptorokon haté [D-p-Cl-Phe,Leu'7]-VIP-et [104]. Kontrollként itt is fizioldgias séldatot hasznaltunk.

Enyhe hétraumaval kivaltott termalis hiperalgézia vizsgalata

Wistar patkanyok fajdalmas hékiszobét emelkedd hdmérsékletl vizflrdével hataroztuk meg [7]. A
készllék a fajdalmas hoklszob meghatarozasara alkalmas. Az allatokat elaltattuk, és egyik hatsd
labukat konstans hémérsékletl, 51°C-os, tehat mar enyhe hétraumat kivalté hémérsékleti vizflrdébe
meritettik 20 masodpercre. A kezelés utan 10 és 20 perccel az allatok hékiszobét ujra meghataroztuk,
hogy meggy6zddjlink a termalis hiperalgézia kialakulasardl. A 20 perces mérés utan 100-100 pl
fiziologias sot, illetve 2 uM PACAP-38-at injektaltunk intraplantarisan az allatoknak. Az anyag hatasat a
hoklszob-értékekre 10 percenként mértik. A termalis hiperalgéziat az adott idépontban mért
kiszobértékek hétrauma el6tti kontroll értékeihez viszonyitott szazalékban adtuk meg. Ebben a
modellben is vizsgaltuk a PACAP-hatasban a receptorok szerepét. Ot perccel a PACAP-38 (50 pl, 4
uM) adasa elétt egy allatcsoport 50 pl 40 uM PAC1 receptor-szelektiv antagonista M65-oldatot, egy
masik allatcsoport olyanekkora dézisu VPAC1/VPAC2 receptorokon hatd antagonista [D-p-Cl-
Pheb,Leu"]-VIP-oldatot kapott intraplantarisan. Kontrollként oldészert, fizioldgias sooldatot adtunk.

Carrageeninnel kivaltott gyulladasos mechanikai allodinia vizsgalata

Wistar patkanyok egyik héatsé labanak talpaba 50 ul 3%-0s carrageenin-oldatot injektaltunk. A
carrageenin kevert tipusu akut gyulladasos reakciét valt ki a talpban, ami maximumat anyagadas utan 3
Oraval éri el [8]. A méréseket ezért anyagadas el6tt, valamint 120 és 180 perccel utana végeztik. A
mechanikai érzékenységet ennél a modellnél szintén Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel
mértik. A PACAP-38 2 uM koncentracioju oldatabdl (fizioldgias sdoldatban oldva), illetve olddszerébdl
100-100 ul-t az egyes mérések el6tt 5 perccel adtuk intraplantarisan. Az eredményeket a carrageenin-
adas el6tti kontroll kiiszobokhoz viszonyitva szazalékban fejeztik ki.

A PACAP-38 hatasanak vizsgalata a mechano-és termonociceptiv kiiszobokre

Patkdnyban a PACAP-38 intraplantéris adasa (100 ul, 2 uM) elétt és 10 perccel utédna a
mechanonociceptiv kiiszobot Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel, a termonociceptiv
kliszobot pedig emelkedd hdmérsékleti vizfiirdével mértik.

Ecetsavval kivaltott akut viszceralis nocicepcid vizsgalata vonaglasi teszttel

A viszceralis kemonocicepciot CD1 egereken valtottuk ki 200 pl 3%-0s ecetsav-oldat intraperitonealis
adasaval. A peritoneum kémiai izgatasanak hataséra alhasi izomdsszehUzodasok, ugynevezett
vonaglasok kovetkeznek be, amelyek tipikus nocifenziv viselkedésnek tekintheték [22,52,57]. A
vonaglasokat az anyagadast kdvetéen 20 percig szamoltuk. A PACAP-38-at (100 ug/kg), illetve a
fiziologias sooldatot 30 perccel az ecetsavval vald kezelés el6tt szubkutan adtuk az egereknek.

Mechanikai hiperalgézia vizsgalata traumas mononeuropatiaban

A miitéthez az egereket elaltattuk. Az egyik oldali nervus ischiadicust az allat combjan kipreparéltuk,
majd az ideg 1/3-1/2-ed részét dvatosan elvalasztottuk, szorosan lekétottik, majd a sebet bezartuk. A
nervus ischiadicus egyoldali részleges lekotése a végtag spontan fajdalmat és mechanonociceptiv
kliszobének csokkenését idézi eld [96]. A miitétet kovetben az allatokat 7 napig hagytuk felépdlni. A
mechanikai hiperalgézia értékét Ujra Ugo Balise Dynamic Plantar Aesthesiometerrel mértik a mitétet
kovetd 7. napon. A mérési eredményeket a kontrollhoz viszonyitva, szazalékosan fejeztik ki. A PACAP-
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38 két dozisat (10 és 100 pg/kg), illetve oldoszerét intraperitonealisan adtuk 30 perccel a mérések el6tt
az allatoknak.

A térdizulet primér afferenseinek elektrofizioldgiai vizsgalata

Ez a kisérletsorozat nem munkacsoportunkban, hanem egy kollaborécié keretein belil a Calgary
Egyetem Elettani és Biofizikai Intézetében tértént. Wistar patkanyok térdiziiletében 100-100 pl 2-2%
kaolin- és carrageenin-injekcidval akut szinovidlis gyulladast valtottak ki. A femur kozépsé részére
illesztett sztereotaxikus kerethez csatlakozd rogzitd segitségével a csipbiziiletet immobilizaltak, a labat
standard rotaciot kivaltd készllékhez kapcsoltak. Végul a végtag kozepén hosszanti metszést ejtettek, a
térdizilet feletti bérlebenyeket egy ,O" alaku keretre felvarrtak és a keletkezett medencét meleg
paraffinolajjal toltotték ki. A nervus saphenust atvagtak, a proximalis idegcsonk axonkdtegeirdl platina
elektroddal vezették el az elekiromos aktivitasokat. A vezetési sebességet a beidegzett terilet
elektromos ingerlését kovetd latencia mérésével hataroztak meg. A harom, egyenként 10 méasodperces
mozgasciklus alatt mért idegaktivitasok atlaga adta a kontrollt. A PACAP-38 lokalis alkalmazasa a
saphenus artériaba torténé bolus-injekcioval tortént két ddzisban (100 ul 0,2 és 2 uM) . Ezt kdvetben
vizsgaltak az afferens idegaktivitast, az egyes rotaciok hatasara létrejové akcids potencialok szaméat
mérték, és a PACAP-38-kezelés mellett kialakuld afferens aktivitast a kontroll értékekhez viszonyitott
szazalékban adtak meg.

Statisztika

A termalis és mechanikai hiperalgézia/allodinia adatait Dunnett-féle poszt teszttel kiegészitett egyutas
ANOVA-teszttel értékeltiik. Az elektrofizioldgiaval nyert adatokat kétutas ANOVA-teszttel értékeltlik ki. A
formalin és vonaglasi tesztek értékelését Student-féle t-probaval végeztik. Minden esetben a kilonb6z6
csoportok kozotti eredmények odsszehasonlitasakor *p<0,05 és **p<0,01 értékeket hataroztuk meg
szignifikansnak.

I1.2. EREDMENYEK

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre

Az els6 fazisban a nocifenziv viselkedést jelzd dsszetett fajdalompontszam a kontroll csoporthoz képest
az intraplantaris PACAP-38-kezelést kapott csoportban szignifikansan kisebb volt. A masodik fazisban
az akut gyulladasos folyamatok kovetkeztében kialakuld nocifenziv viselkedést szintén szignifikansan
gatolta a lokalisan alkalmazott PACAP-38. A PAC1 receptor-szelektiv antagonista M65-el6kezelés nem
befolyasolta a PACAP-38 gatl6 hataséat egyik fazisban sem. A VPAC1/VPAC2 receptor antagonista [D-
p-Cl-Phe®,Leu'’]-VIP sem csokkentette a PACAP-38 géatlo hatésat a direkt kemonociceptiv fazisban,
ezzel szemben szinte teljesen megszuntette az antinociceptiv hatast az akut gyulladas fazisaban.

Intraplantaris PACAP-38 hatasa enyhe hétraumaval kivaltott termalis hiperalgéziara
Az 51°C-os enyhe hétrauma utani 10. és 20. percben mért hokiszobok jelentésen lecsokkentek és a 60
perces kisérleti periodus alatt végig szinte valtozatlanul fennmaradtak. A PACAP-38 talpba torténd

,,,,,,

hiperalgéziat. A PAC1 receptor antagonista M65 kddjell vegyllettel torténé elékezelés hatasara nem
valtozott a PACAP-38 antihiperalgézias hatasa egyik mérési pontban sem, a VPAC1/VPAC2 receptor-
antagonista [D-p-Cl-Phef,Leu'"]-VIP ezzel szemben minden mérési iddpontban szignifikansan nagyobb
klszobcsokkenést valtott ki.

Intraplantaris PACAP-38 hatasa a carrageeninnel kivaltott mechanikai allodiniara

A carrageenin hataséra az olddszerrel kezelt allatoknal a 2. és 3. 6raban is mechanonociceptiv
kliszobcsokkenést tapasztaltunk. A PACAP-38-al kezelt allatokban azonban mindkét mérési idépontban
szignifikansan kisebb kiszobcsokkenés volt megfigyelhetd.
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Intraplantaris PACAP-38 hatasa a mechano- és termonociceptiv kiisz6bokre
A PACAP-38 6nmagaban nincs hatassal sem a mechano-, sem a termonociceptiv kiiszobokre.

A PACAP-38 periférids hatasa az akut viszceralis kemonocicepcidra

Szubkutan injektalt PACAP-38 hatasara a viszceralis kemonocifenziv viselkedés a kontroll csoporthoz
képest kevesebb vonaglasban nyilvanult meg, tehat a PACAP e modellben egérben is antinociceptiv
hatast fejtett ki.

A PACAP-38 hatdsa neuropatias mechanikai hiperalgéziara

A matétet kovetd 7. napra jelentds mechanikai hiperalgézia alakult ki az egerek talpaban, amelyet i.p.
adott PACAP-38 egyik dozisa sem volt képes szignifikansan csokkenteni, igy ebben a modellben a
PACAP hatastalannak bizonyult.

A PACAP-38 periférias hatasa a gyulladt térdizilet afferens aktivitasara

A kaolin-carrageenin-injekcio hatasara a térdizllet atméréje szignifikansan megndvekedett. A vizsgalt
rostokban a PACAP-38 lokalis addsa atmeneti, de szignifikans aktivitds-fokozddast okozott. Ez a
szenzitizald hatas dozisfuggd, mivel a kisebb dbzis nem okozott mechanoszenzitivitas-valtozast az
izUleti afferenseken.

I.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Bar a PACAP-38 jelenlétét a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronokban korabban tobb fajban is
leirtak [69,70], csupan néhany meglehetésen ellentmondé adat utal a nociceptiv folyamatokban betoltott
szerepére, kizarlag a kozponti idegrendszeri hatasokra fokuszélva. Jelen kisérletsorozatunk
szolgaltatia az els6 eredményeket a PACAP hatdsairdl a periférias nocicepcioval kapcsolatban.
Kisérletekkel bizonyitottuk, hogy a perifériasan adott PACAP-38 gatolja az akut szomatikus és
viszceralis kemonocicepcidt, a gyulladdsos mechanikai allodiniat, és az enyhe hétrauméval kivaltott
termalis hiperalgéziat mind patkanyban, mind egérben. Ugyanakkor nem befolyasolja a mechanikai
hiperalgéziat traumas neuropatia egérmodelljében, sét fokozza a gyulladt térdiziletben a mechanikai
stimulécidval kivaltott afferens aktivitast.

A PACAP Ggyq-proteinhez kapcsolt receptorokon fejti ki hatasat, a PAC1-hez a PACAP jelentésen
nagyobb affinitassal k6tédik, mint a VIP, mig a VPAC1/VPAC2 irant mindkét neuropeptid ugyanakkora
affinitassal rendelkezik [54,104,127]. Bar e receptorok szdmos szignaltranszdukciés mechanizmushoz
kapcsoltak, mindegyik folyamat neurondlis aktivaciohoz vezet. Ez a direkt mechanizmus jol alatamasztja
az izlleti afferenseken elektrofizioldgiai vizsgalattal nyert direkt szenzitizalo hatést.

Az adjuvanssal kivaltott gyulladas hatésara a hats6 gyoki ganglionban nagymértékben upregulalddd
PACAP-nak potencialis szerepet tulajdonitottak a gyulladasos fajdalom folyamataiban [138]. A PACAP
modulélja a gyulladasos és immunfolyamatokat is, a vizsgalatok jelentés része gyulladasgéatlé hatasat
igazolta és magyarazta azzal, hogy a PACAP képes géatolni gyulladdsos citokinek (TNFa, IL-6, IL-12),
kemokinek, transzkripcios faktorok és egyéb mediatorok termelését [13,51,58,62]. A PACAP gatolja
aktivalta kemotaxist [14,15]. Korabban a mi munkacsoportunk is kimutatta, hogy gyulladasos
folyamatokban nem csak a nem-neurogén sejtes, hanem az akut neurogén eseményeket is képes
gatolni a PACAP szisztémas adasa. Ezen kivil direkt in vitro bizonyitékokat szolgéltattunk arra, hogy a
PACAP-38 gatolja proinflammatorikus szenzoros neuropeptidek (P-anyag és CGRP) felszabadulasat a
kapszaicin-érzékeny szenzoros rostok periférias végzédéseibdl, ami magyarézza kizérélag neurogén
eredetl plazmaprotein-extravazaciora gyakorolt gatlé hatasat [35].

A PACAP-38 kisérleteinkben tapasztalt antinociceptiv és antihiperalgézikus hatasainak pontos cellularis
mechanizmusa nem ismert, Kkisérleteinkben PAC1 és VPAC1/VPAC2 receptorokon hat6
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antagonistakkal egyértelmlen kimutattuk, hogy a formalin teszt mésodik fazisaban, valamint a
hétraumaval kivaltott termalis hiperalgézidban tapasztalt gatld PACAP-hatasok VPAC receptoron
keresztul valdsulnak meg. Valosziniileg nem a nociceptoron kifejtett direkt hatasrol van szd, ezek a
receptorok ugyanis Gs- €s Gg-fehérjékhez kototten miikddnek, vagyis kilonféle szignaltranszdukcios
utvonalakhoz kapcsolodva névelik az intracellularis CAMP-, valamint a Ca?*-szintet [54,127], vagyis
neuronalis stimulaciét okoznak [105,117,118]. Ugyanakkor hizosejtekben, makrofagokban és
granulocitakban a megnévekedett cAMP-szint gatolja gyulladasos mediatorok, citokinek felszabadulasat
[63,133]. A PACAP akut gyulladasmodellekben megfigyelt periférias antinociceptiv  és
antihiperalgézikus hatasait magyarézhatja a korabban mar emlitett pronociceptiv neuropeptidek, illetve
egyéb fajdalomkelté és szenzitizald hatasi molekuldk (bradikinin, prosztaglandinok, leukotriének)
sejtekbdl valo felszabadulasénak gatlasa. Az a megfigyeléstnk, hogy a lokalisan adott PACAP-38
onmagaban nem befolyasolta sem a mechanikai, sem a termélis nociceptiv kiiszobét, arra utal, hogy
nincs hatassal a feszliltségfiiggé Na*-csatornakra, vagyis az altala kifejtett periférias antinocicepcidban
helyi érzéstelenitd-szerl hatas nem jatszik szerepet.

A formalin I. fazisdban kiugroan nagy mértéki antinociceptiv PACAP-hatast mértliink. Ezt a hatast nem
sziintette meg sem a PAC1 receptorra szelektiv, sem a VPAC receptorokon hatd antagonistakkal
torténd elbkezelés, tehat ebben az esetben nem ezeken a receptorokon keresztll megvalosuld gatld
hatasrél beszélhetlink. Nem zérhatd ki ugyanakkor mas, eddig ismeretlen gatié PACAP receptor
létezése, mas receptorokon (kannabinoid, opioid, esetleg szomatosztatin) kifejtett hatas [71].

A PACAP-38 viszceralis és szomatikus nocicepcioban megfigyelt gatlé hatasaval ellentétben patkany
gyulladt térdizileti afferensein végzett elektrofiziologiai mérések szenzitizald hatast bizonyitottak. A
PACAP-38 aktivalja az izlleti tokban lévé szenzoros érzGideg-végzdéseken talalhaté VPAC1/VPAC2
receptorokat is, ami az izlilet mechanoszenzitivitisanak fokozddasahoz vezet. A szenzitizalé hatas
alapja a megemelkedett intracellularis CAMP-szint, ami az adenilat ciklaz, valamint a PKA aktivalasanak
kovetkezmenye, de szerepe lehet a foszfolipaz C aktivalasanak is e folyamatban [105,117,118]. Emberi
mintakban kimutattak a VPAC receptort szinoviocitakon is [120], amik specialisan az iziiletben jelen
lévé makrofag- és fibroblasztszerl sejtek, és amelyek gyulladasos mediatorok, prosztaglandin Eo, IL-1
szintén fokozza az algogén hatast. Ismert tény, hogy a VIP képes hizosejt-degranulaciot kivaltani [102],
de nem zarhat6 ki a PACAP szinoviocitakat és hizosejteket indirekt médon aktivalo hatasa sem [65].
Nem taldltunk eltérést a mechanikai hiperalgéziaban a PACAP szisztéméas adasat kdovetben egér
mononeuropatias modellben annak ellenére, hogy elektrofizioldgiai bizonyitékok vannak arra
vonatkozdan, hogy a PACAP és a VIP noveli a hatsdé szarvi neuronok aktivitdsat patkany
mononeuropatiaban [18]. Ezt a PACAP periférian adott valaszaival magyarazhatjuk, hiszen ez a 38
aminosavbdl allo polipeptid elég nagy ahhoz, hogy intraperitonealis adast kovetéen ne tudjon bejutni a
kozponti idegrendszerbe.

Osszefoglalva tehat elmondhatd, hogy ezek a kisérletek igazoljak elséként a periférian a PACAP-38
jelentés szerepét a fajdalomérzet kozvetitésében. Ezek a hatdsok azonban a nociceptiv folyamatok
patomechanizmusatdl fuggben eltéréek lehetnek: a nociceptorokon kifejtett kdzvetlen hatas stimulalé,
szenzitizald, bizonyos gyulladasos folyamatokban azonban antinociceptiv, antihiperalgézikus,
antiallodinias hatast tapasztaltunk, amelyet a VPAC receptorok kozvetitenek. A PACAP periférias
nocicepcioban betoltétt szerepének pontos molekularis mechanizmusainak felderitéséhez tovabbi
vizsgalatok szikségesek.
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lll. A SZTATIKUS MAGNESES TER ANTINOCICEPTIV HATASA ES A HATTERBEN
ALLO MECHANIZMUSOK VIZSGALATA

Szamos korabbi eredmény igazolta a sztatikus magneses tér (static magnetic field, SMF) hatasait
kulonbozd viselkedésmintazatokban és idegi miikodésekben, a lokomotoros aktivitas indukcidjaban
[44], kondicionalt izaverzidban [74], vagy vesztibularis aktivaciéban [103]. A sztatikus magneses tér
nociceptiv.  folyamatokra  gyakorolt hatasardl sz6l6 kisérletek eredményei meglehetdsen
ellentmondasosak [12,16,43,49,86,88,101]. Az ellentmondd eredmények magyarazata lehet, hogy a
kisérleteket kulonbdzd fajokon végezték, valamint hogy a kivaltott hatas fligghet a méagneses tér eltérd
tulajdonsagaitol, masképpen beallitott paramétereitdl és a behatas idétartamatol is.

Az &ltalunk hasznalt sztatikus magneses teret Iétrehozo6 készuléket dr. Laszl6 Janos és munkacsoportja
készitette, optimalizélta és validalta egér vonaglasi tesztben [56]. A készilékben alul és fell
elhelyezkedd matrixok 5 mm sugard, 10 mm magassagu, henger alaku neodimium-vas-bor (NdFeB)
osszetételli magneseket tartalmaznak. Ezek a ritkafoldfém mégnesek rendelkeznek a legmagasabb
indukci6/tdmeg arannyal. Az egyedi magnesek N50 fokuak, azaz jellemz6 értékiik az 1.47 T remanens
magneses indukcid. Minden egyes magnes a szomszédaival ellentétes polaritdsu, tovabba a masik
matrixban vele szemben elhelyezkedd magnessel egy tengelyli és megegyezd irdnyu, ami a magneses
mezb jellegzetes mintazatahoz vezet. Az igy létrejott magneses térre a tovabbiakban az optimalizalt
sztatikus magneses tér (0SMF) elnevezést hasznéljuk [56].

A pontos mechanizmus, amellyel az SMF valtozatos hatasait kivaltja, egyel6re ismeretlen [59,94], bar
felmerllt az endogén opioiderg rendszer és egyes ioncsatornak vezetbképességének
megvaltoztatasanak szerepe [48,92,93]. Szdmos eredmeny alapjan feltételezhetd, hogy a gyenge
sztatikus magneses tér csokkenti az ideg ingertletvezetésének sebességét a Ca?*- és Na*-csatornak
gatlasan keresztll [92,93,134].

A kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszald szenzoros neuronok rendkivil fontos szerepet
jatszanak szdmos gyulladésos és fajdalommal jaré folyamat kialakulasdban. E neuronok aktivalt
végzddéseibdl olyan szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel, mint a P-anyag vagy a CGRP, amelyek
a kozponti idegrendszerben és a periférian is jelentés pronociceptiv, proinflammatorikus hatésokkal
rendelkeznek [60,109]. Ezzel szemben, az ugyanezen idegvégzédésekbdl felszabaduld szomatosztatin
a szisztémas keringésbe jutva a test tavolabbi pontjain képes gyulladasgatlo és fajdalomcsillapité hatast
kifejteni. A TRPV1 receptor olyan nem-szelektiv kation-csatorna, amelyet szamos inger, példaul exogén
vanilloidok (kapszaicin vagy reziniferatoxin, RTX), fajdalmas hémérséklet, protonok és endogén
anyagok (bradikinin, leukotriének, lipoxigendz termékek) képes aktivaini [107,109]. Ismételt, nagy
ddzisu TRPV1 receptor agonistaval (kapszaicin vagy RTX) torténd elékezeléssel a kapszaicin-érzékeny
neuronok mikodése szelektiven gatolhato, ez a deszenzibilizacio [6,39,113]. A TRPV1 receptor tartos
aktivacioja kovetkeztében jelentds mértékben megndvekedik az intracelluléris CaZ*-koncentracio, ami a
mitokondriumokban Ca?*-felhalmozddashoz és kdvetkezményes duzzadashoz vezet, a sejtmlikddés
karosodasat is okozva [108].

Kisérleteinkben az 0SMF hatasait vizsgaltuk akut viszceralis és szomatikus kemonocicepciora, akut
gyulladasos nocifenziv reakciokra és mechanikai hiperalgéziara. Vizsgalatsorozatunk masik része a
megfigyelt antinociceptiv, antihiperalgézids hatds mechanizmusanak és a kapszaicin-érzékeny
szenzoros rostok ezen folyamatokban betdltott szerepének vizsgalatara iranyult.

lI.1. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Allatok

A kisérleteket Balb/c, illetve CFLP egereken végeztik. Eldbbieket a Pécsi Tudomanyegyetem Kozponti
Allathdzaban, utobbiakat a Semmelweis Egyetem Allathazaban standard, apatogén kornyezetben
tartottuk 24-25°C-on, étellel és vizzel ad libitum ellatva.
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Optimalizalt sztatikus magneses tér

A sztatikus magneses teret létrehozd készlléket egy keret és egy abba illeszkedé miianyag ketrec
alkotja, amelyben az egerek szabadon mozognak. A bevezetbben részletesen jellemzett magneses
matrixok a keretben, a ketrec alatt és felett helyezkednek el.

Vonaglasi teszt
A viszcerélis nocicepciot CFLP egereken valtottuk ki 200 ul 0,6%-0s ecetsav-oldat, illetve 2%-0s

MgSOs-oldat intraperitoneélis adasaval [135]. A peritoneum kémiai izgatasara adott tipikus nocifenziv
reakcié az alhasi izmok 0sszehUzodasa, az Ugynevezett vonaglas. A vonaglasokat az anyagadastol
szamitott 0-5, 5-20 és 20-30 perces intervallumokban kuldn-kilon szamoltuk. Az egereket a kisérlet
elétt 5 perccel tettlk a ketrecbe és ott is tartottunk végig a teljes kisérlet alatt. Az egyik ketrecet
optimalizalt magneses térbe helyeztlk, a masikat kontrollként hasznaltuk.

Reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgézia vizsgalata

Balb/c egerek bal hatsé labanak talpaba injektaltunk 20 ul 0,1 pug/ml TRPV1 receptor agonista RTX-
oldatot. Méréseinket az RTX-injekcid el6tt és 30 perccel utana végeztiik Ugo Basile Dynamic Plantar
Aesthesiometerrel. A hiperalgéziat a kezdeti kontroll értékekhez viszonyitva szazalékban fejeztik ki. Az
egyik csoport allatait RTX-adas el6tt 5 perccel az 0SMF-be helyeztik és mérésig ott is tartottuk, a masik
csoport allatait nem tettlk ki a sztatikus magnes tér hatasainak.

Formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedés vizsgalata

Balb/c egerek bal hatsd lababa intraplantarisan 50 pl 2,5%-0s formalin-oldatot injektaltunk. A formalin
két fazisban valt ki nocifenziv reakciét az allatokban, elséként egy direkt kemonociceptiv hatas
jelentkezik, ami korilbeldl 5 percig tart (1. fazis), utdna pedig beindulnak a gyulladasos folyamatok, amik
a masodik fazist adjak a 20-45. perces intervallumban [123]. A nocifenziv reakcié mértékét mindkét
fazisban a kezelt lab emelgetésének és nyalogatasanak dsszesitett ideje alapjan hataroztuk meg [8].
Anyagadas el6tt 5 perccel az allatokat az 0SMF-be helyeztik, és ott is tartottuk a kisérlet végéig. Az
oSMF-mérések mellett parhuzamosan kontroll méréseket is végeztiink, azok az allatok nem voltak
magneses térben.

Carrageeninnel kivaltott gyulladdsos mechanikai hiperalgézia vizsgalata

Balb/c egerek egyik hatso labanak talpaba 50 ul 3%-o0s carrageenin-oldatot injektaltunk. A carrageenin
kevert tipusu akut gyulladasos reakciét valt ki a talpban, ami maximumat anyagadas utan 3 oraval éri el
[8]. A méréseket ezeért carrageenin-adas el6tt és 3 oraval utana végeztuk. A mechanikai érzékenységet
ennél a modellnél is Ugo Basile Dynamic Plantar Aesthesiometerrel hataroztuk meg. A hiperalgéziat a
kezdeti kontroll értékekhez viszonyitva, szazalékban fejeztiik ki. Az egyik csoport allatait carrageenin-
adas el6tt 5 perccel az 0SMF-be helyeztik és a mérés végéig ott tartottuk, a masik csoport allatait nem
tettlik ki a sztatikus magneses tér hatasanak.

A kapszaicin-érzékeny afferensek inaktivaldsa reziniferatoxin-el6kezeléssel

A kapszaicin-érzékeny primér szenzoros neuronok mlikodéset szelektiven blokkolhatjuk az ultrapotens
TRPV1 receptor agonista RTX nagy dozisainak ismételt adasaval. Ot nappal az utols6 kezelést
kévetden, amikor mar nem kellett szamolnunk az RTX akut izgat6 hatasaival, az allatokkal elvégeztik a
formalin tesztet, és vizsgaltuk a carrageeninnel kivaltott akut gyulladasos mechanikai hiperalgéziat.

Rotarod teszt

Ugo Basile Accelerating Rotarod készllékkel azt is megvizsgaltuk, hogy befolyassal van-e az oSMF-
expozici6 az egerek koordinacidjara és motoros mikodésére [47]. Az é&llatok a dob tetején
kapaszkodnak a késztilék inditasakor és igyekeznek forgas kdzben is a dob tetején megkapaszkodni. A
mérésnek akkor van vége, amikor az &llat leesik a dobrdl a készulék alatt talalhatd pedalra. A rotarod
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tesztet elvégeztik az oSMF-ben valo tartézkodas el6tt és 30 perccel utana is. Minden mérést
haromszor ismételtlink meg és ezeknek az atlagait hasznéltuk fel az eredmények értékeléséhez.

Statisztika

Mérési eredményeink értékeléséhez mddositott Bonferroni t-teszttel kiegészitett egyutas ANOVA-
tesztet hasznaltunk, ahol minden esetben a kilonb6zé csoportok kozotti  eredmények
osszehasonlitasakor *p<0,05 értékeket hataroztuk meg szignifikdnsnak.

lIl.2. EREDMENYEK

Az oSMF hatasa az akut viszceralis kemonocicepcidra

Az oSMF-ben |év0 egerek vonaglasanak szdma a kontroll csoporthoz képest mindharom periédusban
szignifikans csokkenést mutatott az ecetsavval kivaltott nocifenziv reakcié esetében. A MgSOs-oldat i.p.
injekcidja ennél kisebb mértékl nocifenziv reakciot okozott. Az oSMF hatéséara a vonaglasok szama
ebben a modellben is csdkkent, ami a masodik és harmadik intervallumban szignifikans gatlast jelent a
kontroll értékekhez képest.

Az oSMF hatasa a reziniferatoxinnal kivaltott mechanikai hiperalgéziara

Az RTX intraplantaris injekcioja kontroll allatokban fél oraval a beadas utan jelentés mértékben
csokkentette a mechanonociceptiv kiiszoboket. Ugyanez az RTX-adas az 0SMF-ben tartott allatokban
szignifikansan gatolta a TRPV1 receptor aktivacidjaval kivaltott mechanikai hiperalgéziat a talpban.

Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut szomatikus nocicepcidra

A formalin teszt elsé fazisaban a kontroll csoportban 1évé egerek nocifenziv viselkedéséhez képest az
0SMF-kezelés szignifikdnsan alacsonyabb értékeket produkalt. A masodik fazisban is jelentdsen kisebb
volt az oSMF-ben tartott allatoknal a nocifenziv viselkedés, mint a kontroll ketrecben 1évoknél.

Az oSMF hatasa a carrageeninnel kivaltott akut nocifenziv viselkedésre RTX-el6kezelt allatokban
A kontroll csoportban a carrageenin-adast koveté harmadik oraban jelent0s hiperalgéziat mértunk.
Azokban az egerekben, amiket a mérés el6tt oSMF-ketreche helyeztink, szignifikdnsan kisebb
kliszobcsokkenés volt tapaszalhat. Az RTX-elékezelt allatcsoportban csokkent ugyan a
mechanonociceptiv kiiszob, az eltérés azonban nem szignifikans sem a kontroll, sem az 0SMF-kezelt
allatcsoportban.

Az oSMF hatasa a formalinnal kivaltott akut nocifenziv viselkedésre RTX-el6kezelt allatokban
Azoknél az allatoknal, amelyeknél RTX-el6kezelést alkalmaztunk a kisérlet el6tt 5 nappal, a kapszaicin-
érzékeny afferensek milikddését inaktivaltuk. A kontroll csoportban a korabbi kisérletsorozathoz
hasonldéan alakul a nocifenziv viselkedés formalin hatasara. Az oSMF el6zéekben tapasztalt
antinociceptiv hatasa a kapszaicin-érzékeny rostok inaktivalasa utan elmaradt mindkét fazisban.

Az oSMF hatasa az egerek koordinacidjara és motoros miikodésére

Az allatok egy részét 30 percig az 0SMF hatasanak tettik ki, mig egy masik csoportot kontroll ketrecben
tartottunk. A kezelés el6tt és utan is elvegeztik a rotarod tesztet mindkét csoporton. Sem a csoportok
kozott, sem az egyes csoportok kezelés el6tti és kezelés utani értékei kdzott nem tapasztaltunk
szignifikans eltéréseket.
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I.3. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Fenti eredményeink azt mutatjak, hogy az oSMF antinociceptiv, antihiperalgézias hatasokkal
rendelkezik tobbféle egérmodellben. Az 0SMF gatolta mind az ecetsavval, mind a MgSQOs-tal kivaltott
akut viszceralis kemonocicepciot, amely hatas kifejezettebb volt az ecetsavval kivaltott vonaglasi
tesztben. Ez a kilonbség valészinileg e kémiai anyagok eltéré fajdalomkelté mechanizmusaban
keresendd: a MgSQO; altal okozott nocifenziv reakcio elsésorban kemonociceptorok direkt stimulélasaval
jon létre, mig az ecetsav-indukalta vonaglas akut gyulladésos folyamatok eredménye [30].

A formalin tesztben az |. fazisban direkt kemonociceptiv hatas jelentkezik, a masodikban mar akut
gyulladasos reakcidk kovetkezményeképpen fellépd nocifenziv viselkedést lathatunk. A kontroll
csoportokban az RTX-elékezelés az |. fazisban nem, de a Il. fazisban jelentésen csokkent reakciokat
eredményezett, amely azt igazolja, hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzédésekbdl aktivacio
hatésara felszabaduld szenzoros neuropeptidek (példaul a P-anyag, CGRP) szerepet jatszanak a
formalinnal kivaltott akut gyulladésos reakcié kialakulasaban. Az oSMF formalinnal kivaltott nocifenziv
reakciokat gatlé hatasa elmaradt a kapszaicin-érzékeny rostok reziniferatoxinnal torténd inaktivalasa
utdn. Az |. féazisban az oSMF antinociceptiv hatasénak hatterében a kapszaicin-érzékeny
idegvégzddéesekbe torténd Nat-bedramlas és a kovetkezményes akcios potencial kialakulasanak
gatlasa allhat. A Il. fazisban tapasztalt gatlé hatasban azonban az oSMF hatésara a kapszaicin-
érzékeny afferensekbe torténd csokkent Ca2t-bedramlas és a neurogén gyulladasos reakciot kivalto
szenzoros neuropeptidek csokkent felszabadulasa is szerepet jatszhat. Ezt a tedriat alatdmasztjak azon
irodalmi adatok, amelyek az SMF Ca2*- és Na*-aramokat gétld és ezeken keresztll a neuronalis
excitabilitast csokkentd hatasaira vonatkoznak [92,93,134].

A carrageenin intraplantaris adast kovetden labduzzadast és mechanikai hiperalgéziat okoz [8]. Ebben
a folyamatban szdmos neurogén és nem-neurogén komponens vesz részt, amelyet gyulladasos
neuropeptidek, citokinek és ciklooxigenaz termékek kozvetitenek [20,84]. A neurogén komponensek e
patomechanizmusban betoltott nem kitlntetett szerepére utal, hogy bar a carrageeninnel kivaltott
mechanikai hiperalgézia kisebb volt az RTX-elékezelést kapott allatcsoportban, a kilénbség nem volt
szignifikans mértékli. Az oSMF ebben a modellben is jelentds mértékben gatolta a gyulladas
kdvetkeztében kialakuld mechanikai hiperalgéziat a kontroll csoportban, azonban szinte hatastalan volt
az RTX-elékezelt allatokban.

Az oSMF csoOkentette tovabba a TRPV1 receptor agonista RTX intraplantaris adésa kovetkeztében
kialakulé gyulladasos mechanikai hiperalgéziat. Az RTX proinflammaciés neuropeptideket szabadit fel
az érintett tertleten, amelyek lokalis neurogén gyulladast és a mechanonociceptiv kiilszob csokkenését
idézik el6 az allat talpaban. Az SMF jelentésen csOkkenti a kapszaicin—érzékeny szenzoros
idegvégzOdésekbe torténd kation-aramlast, amely gatola a szenzoros proinflammatorikus és
pronociceptiv neuropeptidek felszabadulasat. Mindemellett azonban az 0SMF centrélis szenzitizaciot
gatlo hatasa és csokkent szinaptikus transzmisszié sem zarhato ki.

Kihangsulyozandd, hogy a 30 percig tarté 0SMF-expozicié nem befolyasolta a mozgaskoordinaciét és a
motoros aktivitast.

Mindezekbél megallapithatjuk, hogy az oSMF-expozicid tobb egérmodellben is jelentds gatld hatast
gyakorolt a nociceptiv reakciokra. Bar a pontos hatasmechanizmus egyelére nem ismert, a kapszaicin-
érzékeny szenzoros idegvégzodéseknek fontos szerepilk van ezen antinociceptiv s antihiperalgézias
hatasok kozvetitésében, hiszen e rostok inaktivacioja utdn a tapasztalt gatlé hatas elmaradt. Ennek
hatterében a Ca2*- és Na*-aramok blokkolasa allhat, ami az akcios potencial gatlasat, valamint a
mitokondriumok elégtelen miikodését eredményezi [92,93,134].
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1.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A szelektiv ssts szomatosztatin receptor agonista J-2156 segitségével bizonyitékokat
szolgaltattunk e receptor fajdalomcsillapitd (antiallodinias/antihiperalgézias) és gyulladasgatlé
szerepére kulonféle egér- és patkanymodellekben. Kilon kiemelendd, hogy e vegyilet mindkét
fajpan hatékonyan gatolta a neurogén gyulladast is, amely szerepet jatszik sokféle gyulladasos
korkép kialakulasaban és sulyosbodéasaban, és amelyre jelenleg egyetlen hatékony kezelési
mod sem all rendelkezésre. Nagy jelentséggel bir tovabbd, hogy ez az ssts receptor agonista
csokkentette a mechanikai allodiniat traumas neuropatiaban, amelyre a klasszikus nem-szteroid
és opioid szerkezetl fajdalomcsillapitok hatastalanok. Bar bizonyos neuropatids fajdalom-
allapotok kezelésében az utébbi években egyes antiepileptikumok és antidepresszansok
jelentOs el6relépést jelentettek, e kdrképek terapiaja még mindig nem megoldott probléma.
Jelen kisérleteinkkel tehat elséként sikerlt azonositanunk egy szenzoros idegvégzédéseken és
gyulladasos sejteken egyarant expresszalédd célmolekulat, az ssts receptort, amelyen
szelektiven hato, stabil, elsésorban nempeptid szerkezetli agonisték alapvetéen Uj
hatdsmechanizmusu, széles spektrumu gyulladasgatld és fajdalomesillapitd gyogyszerek
kifejlesztésére nyujthatnak lehetéséget.

Jelen eredményeink az els6k a PACAP-38 nociceptiv folyamatokra kifejtett periférias hatasaira
vonatkozdan. Bar térdizliletben egyrost-elvezetéses elektrofiziologiai vizsgalatok a lokalisan
alkalmazott PACAP-38 VIP-hez hasonld szenzitizéld hatasat bizonyitottak, szamos, elsésorban
gyulladasos egér- és patkdnymodellben periféras antinociceptiv és antihiperalgézias hatast
tapasztaltunk, amelyeket a VPAC receptorok kozvetitenek. Ennek a latszolagos
ellentmondasnak magyarézata lehet az a tény, hogy a PACAP receptorainak aktivacioja
kovetkeztében a megnovekedett intracellularis CAMP-szint neuronokon excitaciét okoz ugyan,
de gyulladasos sejteken csokkenti a gyulladaskelté mediatorok, citokinek felszabaduléasat.
Mindezek alapjan a nocicepciora kifejtett eredé gatld hatas nagy val6szinliséggel nem az
idegvegzddéseken megvaldsuld direkt hatds eredménye, hanem a gyulladasgatlo
mechanizmuson alapuld indirekt hatas. Ezen eredmények gyakorlati jelentéségének és a
PACAP-ban rejlé gyogyszerfejlesztési perspektivaknak a felderitése még tovabbi vizsgalatokat
igényel.

A dolgozat harmadik részében a farmakolégiai megkdzelitéseken tul egy alternativ
fajdalomcsillapitd lehetdség, a sztatikus magneses tér allatkisérletes vizsgalatanak eredményeit
foglaltam Gssze. A készilék paramétereinek el6zetes optimalizalasa utan az ezzel el6allitott
oSMF antinociceptiv és antihiperalgetikus hatastnak bizonyult kilénféle egér nocicepcié
modellben. A tapasztalt gatlé hatas mechanizmusaban egyértelmiien igazoltuk a kapszaicin-
érzékeny érzérostok szerepét. Bar a pontos molekuléris folyamatok felderitése még tovabbi
vizsgélatokat igényel, valoszinlsithetd ezen afferenseken lévé feszultségfuiggd ioncsatornak
(Nat*, Ca?*), esetleg a TRPV1 receptor/kationcsatorna miikodésének oSMF-kivaltotta gatlasa. E
mechanizmusokon keresztiil az oSMF feltehetéen akadalyozza az akcids potencial kialakulasat
és terjedését, valamint csokkenti a pronociceptiv neuropeptidek felszabadulésat. A magneses
tér ilyen irdnyu felhasznalasa érdekes Uj iranyokat mutathat a fajdalomcsillapitd terapiaban.
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