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ALTALANOS BEVEZETES

A XX. szazad elején J.N. Langley ismerte fel, hogy a gyomor-bélrendszer ganglionjai,
amelyeket milliés nagysagrendii idegsejt alkot, a kozponti idegrendszertdl fiiggetlen,
integrativ miikddésre képes idegi rendszert képeznek. Ma mar elfogadott tény, hogy az
enteralis idegrendszer (enteric nervous system, ENS) a szimpatikus és paraszimpatikus
idegrendszer mellett a vegetativ idegrendszer harmadik tagja. Az ENS szamos idegi
palyaval ¢és reflexivvel szabdlyozza a gasztrointesztinalis traktus (GIT) motoros
miikodését, a helyi véraramlast (vazomotor reflexek), a nyalkahartya
transzportfolyamatait, valamint modulalja az immun- és endokrin-funkciokat. Az ENS
intrinszik idegeinek szdmat tekintve a gerincveld neuronalloméanyéahoz hasonlithato. Sok
bizonyitott és feltételezett neurotranszmitter van jelen az ENS-ben (pl. acetil-kolin,
nitrogén-monoxid (NO), adenozin-5’-trifoszfat (ATP), vazoaktiv intesztinalis polipeptid
(VIP), hipofizis adenilat-ciklazt aktivalé polipeptid (PACAP), kalcitonin gén-rokon
peptid (CGRP), kolecisztokinin oktapeptid (CCK-8), szén-monoxid (CO), tachykininek,
stb). Szamos transzmitter a bél és a kozponti idegrendszer neuronjaiban egyarant
eléfordul. Az ENS a kozponti idegrendszertdl fiiggetleniil is képes a bélmiikodés
vezérlésére, a bélhuzam teljes extrinszik idegellatdsanak kiesése soran a funkcidk
meglepden kevéssé karosodnak (ez nem vonatkozik a gyomor-bélhuzam
legproximalisabb és legdisztalisabb szakaszaira).

Az ENS intrinszik neuronjai a bélfalban két {6, ganglionokat tartalmazé idegi plexust
alkotnak: a plexus myentericust és submucosust. Ganglion nélkiili ideghalozatok a GIT
Osszes rétegét beidegzik, aminek koszonhetden egy Osszefiiggd, komplex ideghdlozat
van jelen a tapcsatornaban. Az intrinszik primer afferens (fesziilésérzékeny) neuronok
képezik az intrinszik enteralis reflexivek elsé neuronjait. Szinapszisokat alkotnak
interneuronokkal, motoneuronokkal, tovabba ingerelhetnek mas intrinszik primer
afferenseket is. Az enteralis idegsejtek thlnyomé része leszallo vagy felszallo
interneuron, mely a szenzoros €s az effektor neuron kozti, tobbnyire tobbneuronos
kapcsolatot biztositja. Az effektorneuronok végzddhetnek a korkorods illetve hosszanti
simaizomsejten (motoneuron), az erek falaban 1év0 simaizomsejteken (vazomotor
neuron), a mukozalis mirigyeken (szekretomotor neuron), valamint a pacemaker
sejteken. A motoneuronok lehetnek izgatok és gatlok (pl. simaizomkontrakcio, ill. —
elernyedés). A ,ko-transzmisszio” jelensége alapjan az ENS-ben ingeriilet hatasara a
neuronok tobbségébdl egyszerre tobbféle neurotranszmitter és modulator s
felszabadulhat.

Habar az ENS képes a kdzponti idegrendszertdl fiiggetleniil is miikddni, a GIT idegi
szabalyozasaban kiils6 (extrinszik) idegek is részt vesznek. Szimpatikus
posztganglionaris noradrenerg neuronok idegzik be a sphinctereket, ahol o,
receptorokon hatva kontrakciot okoznak, hozzajarulva ezen simaizomgylrik magas
neuronok latjak el, ahol a noradrenalin mellett az ATP mint kotranszmitter szabadul fel
érosszehuzoddast okozva.

A GIT beidegzésében extrinszik afferensek is részt vesznek. A gerincveldi szenzoros
neuronok kiilonlegessége, hogy a periférian, igy a gyomor-bélrendszerben is
transzmitterek szabadulnak fel belolik és ezaltal ,lokalis efferens” funkciot betoltve
szerepet jatszanak a zsigeri szervek miikodésében. Ezek az érzé neuronok ingerelhetok
kapszaicinnel, a csipds paprika szenzoros izgatd anyagaval. A moddositott Dale-elv
alapjan valoszinlileg ugyanazon transzmitter-kombindcié szabadul fel a neuronok
periférias és centralis idegvégzdodéseibdl. Ezért a bél extrinszik afferens idegeinek
nyulvanyaibol kiszabadul6 transzmitterek azonosak a bélben és a gerincveldben.



In vitro Dbélpreparatum intramuralis idegeinek elektromos téringerlése a
muszkarinreceptor antagonista atropin ¢és az adrenerg neuronblokkold guanetidin
jelenlétében nem-adrenerg, nem-kolinerg (NANC) valaszokat eredményez, amelyek
izgatd vagy gatlo jelleglieck lehetnek. A valaszokat létrehozd anyagok a NANC
neurotranszmitterek. Az izgatdé motoneuronok legjelentdsebb transzmittere a
muszkarinreceptorokon hatd acetil-kolin. A muszkarinreceptorok blokkolasa utan is
marad a valaszokban tovabbi izgatd komponens, amelyért foként tachykininek (P-anyag,
neurokinin A) tehetdk feleldssé. Intenziv kutatds folyik a neurotenzin, galanin,
endothelinek, bombezin-szerli peptidek, ,vasoactive intestinalis contractor”,
kolecisztokinin  transzmitter-jeloltek  neuroeffektor  szerepének  bizonyitdséara
vonatkozoan. A NANC relaxacioért ,nitrerg”, ,purinerg” és ,,peptiderg” neuronokat
tartanak feleldsnek Az enteralis gatld neuronok legfontosabb transzmittere a NO, de
bizonyitékok vannak még ATP, VIP, PACAP, CGRP, neuropeptid Y, pankreatikus
polipeptid és CO transzmitter szerepére is. Bizonyos transzmitter-jeldltek mind gatlo,
mind izgatd hatast ki tudnak fejteni (pl. endothelinek). Kisérletsorozatunkban a
bélhuzam ,,purinerg” beidegzésének vizsgalatat, részletesebb feltérképezését tliztiik ki
célul.

Az ATP ¢letmiikddésben betoltott szerepei koziil jol ismert, hogy az ¢l6 sejtek
intracellularis energiaforrasaként kiemelkedd szerepe van az anyagcserefolyamatokban,
tovabba az is régdta tudott, hogy nukleinsav-prekurzorként részt vesz a genetikai anyag
felépitésében. Szent-Gyorgyi és Drury sziv- és érrendszeri kisérleteikben irtdk le
elsdként az addig kizarolag intracelluldris energiaforrasként ismert ATP extracellularis
hatasait. Az ATP-t felszabadité idegek ,,purinerg” elnevezése Burnstock nevéhez
fizédik (Burnstock, 1972). Azoéta szamos kozlemény igazolta, hogy az ATP, az
adenozin és mdas purin nukleotidok, nukleozidok neurotranszmitterként, ko-
transzmitterként illetve neuromodulatorként fontos szerepet jatszanak a GIT
miikodésének szabalyozasaban. Az ATP periférian bet6ltott funkcidjanak megismerése
mellett kutatds folyik az ATP kozponti idegrendszeri hatisainak felderitésére is. Az
ATP ko-transzmitter a vegetativ neuronokban, szerepet jatszhat a nocicepcidban,
visceralis fajdalom kozvetitésében. Patologids viszonyok kozott és az életkor
elérehaladtaval nagyobb aranyban vesznek részt ,,purinerg” idegek a szabalyozo
mechanizmusokban. Az ATP ¢és rokon vegyiiletei purinoceptorokon (purin-
receptorokon) keresztiil fejtik ki hatdsaikat. A purin-nukleotidokra szelektiv P,
purinoceptorok felosztdsa alapjan a P,x ligandvezérelt kationcsatorna receptorokat,
valamint a P,y G-protein-kapcsolt receptorokat kiilonbdztetjiik meg. A ,,purinerg”
neurotranszmisszid vizsgalatara hasznaljdk az ATP metabolikusan stabil analogjait is,
pl. o,p-metilénATP-t (o,p-meATP), melyek azonban az ATP-t6l valamelyest eltérd
receptorspektrummal rendelkeznek. Léteznek receptor-altipus szelektiv agonistak is, pl.
B,y-metilénATP (a P2X, receptorra), ADPBS (a P2Y, receptorra).

A ,purinerg” neurotranszmisszid azonositasara tobbféle eszkéz all rendelkezésre,
amelyek koziil hdrommal foglalkozunk: 1. A metabolikusan stabil agonistakkal, pl. az
o,B-meATP-vel kivaltott deszenzibilizacio. 2. Gatlas antagonistakkal. A ,purinerg”
idegek részvételének kimutatdsdhoz vagy elvetéséhez egy NANC vélaszban nincs
sziikség receptor-altipus-specifikus antagonistdkra, csak purinoceptor-, illetve P,
purinoceptor-specifikus anyagokra. Valdszinlileg a felszabaduld6 ATP is szamos
receptor-altipuson hat egyidében, ha jelen vannak ezek a receptorok a célsejteken. 3.
Gatlas apaminnal. A méhméregbdl izolalt polipeptid gatlé hatast fejt ki a kis-
konduktanciaji (Ca®*-vezérelt) K'-csatornakra, melyek az ATP simaizomrelaxalo
hatasat nagyrészben kozvetitik. Az utobbi iddben azonban kimutattak, hogy az ATP-n
kiviil szamos mas relaxalé anyag is apamin-érzékeny valaszokat képes kivaltani. Tehat



egy apamin-érzéketlen NANC relaxacioban ATP valdszinlileg nem jatszik szerepet,
azonban egy apamin-érzékeny valasz nem feltétleniil ,,purinerg”.

Az ENS-ben az ATP-nek harom f6 szerepe ismert: 1. enteralis motoneuronokbol
felszabadulva gdtlo neurotranszmitterként simaizom P,y receptorokon fejt ki hatast; 2.
enteralis interneuronok, tovabba interneuron ¢és motoneuronok kozott izgato
ingeriiletatvivé anyag,; 3. szenzoros medidtorként intrinszik érzéidegvégzddéseken fejt
ki hatast. Ismert, hogy az ATP GI simaizomzaton izgatd ¢&s gatlo valaszok
kozvetitésében egyarant szerepet jatszik; az elektromos ingerléssel kivaltott apamin-
érzékeny inhibitoros junkcios potencial (IJP) és relaxacidé f6 medidtoranak az ATP-t
tartjak. Az ENS-ben bizonyitottnak tekinthetd az ATP és a NO ko-transzmitter szerepe.
Smits és Lefebvre kimutattak, hogy ATP deszenzibilizacié csokkenti a NANC
elernyedést patkany ileumon. Munkacsoportunk antagonistak alkalmazaséaval
bizonyitotta, hogy ATP ¢és NO egyiitt felelosek a NANC relaxacioéért tengerimalac
coecum taenidn illetve patkdny ileum hosszanti izomzat-plexus myentericus
preparatumon (Barth6 és mtsai 1998; Benkd és mtsai, 2006).

Ma mar szamos ¢élettani, korélettani folyamatban bizonyitva van a purin, pirimidin
jelatvivé  molekuldk szerepe. Korformdk sordn a purinoceptor expresszio
plaszticitdsanak  eredményeként a ,purinerg” komponens ardnya jelentdsen
megemelkedik a vegetativ kotranszmisszoban. A ,,purinerg” rendszerbe beavatkozo
farmakologiai dgensek intenziv kutatas targyat képezik a vildg kutatdintézeteiben. A
»purinerg” jelatviteli mechanizmusra haté gyogyszerek jelenlegi célpontjait a teljesség
igénye nélkiil az alabbi betegségcsoportok jelentik: kdézponti idegrendszeri betegségek
(neurodegenerativ betegségek, epilepszia, stroke), gyulladdsos korfolyamatok (pl.
gyulladésos bélbetegségek), urologiai koérképek, malignus betegségek, fajdalom,
érzékszervi miitkodések, immunologiai, kardiovaszkuléris korképek (Burnstock, 2006,
2007). Szelektiv agonistak, antagonistdk, P2 receptor expressziot befolydsold szerek,
ATP hidrolizis- és transzport gatlok kifejlesztése 0j perspektivakat jelenthet szamos
betegség gyogyitasaban.

CELKITUZESEK

Kutatasaink sordn végzett in vitro kisérleteink a laboratériumi allatok tovabba az ember
zsigeri szerveinek (elsésorban GIT) mozgésait szabalyozd6 mechanizmusok
feltérképezésére iranyultak. Célunk volt a zsigeri valaszokban részt vevd szenzoros és
egyéb eredetli nem-adrenerg, nem-kolinerg (NANC) neurotranszmitterek azonositasa,
modulacidjuk tanulményozasa. Kisérleteink sordn az ingeriilet-atvivd anyagok
azonositdsanak kritériumai koziil ,a hatds azonossagat” elofeltételnek, ,,az
antagonizmus azonossagat” pedig perdontdnek tekintettiilk. Vizsgélatainkat kisérleti
allatokbol €s human operacios anyagbdl szairmazo készitményeken végeztikk. A human
szovetek tanulmanyozdsdra a PTE Sebészeti Klinikdval torténd kollaboracionk
biztositott lehetoséget.

Kisérleteink alapkutatas jellegliek, hosszl tdvon azonban klinikai dsszefiiggésekkel is
rendelkezhetnek. Varhat6 eredményeink hozzajarulhatnak a GIT élettani miikodésének
jobb megértéséhez, valamint a motilitaszavarok hatterében 4ll6 patomechanizmusok
feltérképezéséhez ¢s ezaltal 1 terapias eljarasok kifejlesztéséhez. A vegetativ
idegrendszer jol ismert adrenerg, kolinerg transzmitter-rendszereit befolyasold
farmakonok jelent6s részét teszik ki a jelenleg rendelkezésiinkre allo terapias
eszkoztarnak. A NANC rendszerek funkcidjanak mélyebb megismerése szamos 1j
gyogyszer kifejlesztéséhez jarulhat hozza. Mivel a ,Dale-elv” alapjan a periférias
szovetekben, zsigerekben torténd transzmitter-azonositds eredményei relevancidval



birnak a gerincveldben, illetve ¢rzé agyidegmagvakban lejatszodd folyamatok
tekintetében is, ezaltal a NANC transzmitter rendszerek feltérképezése mas teriileteken
(gyulladas, nocicepcio, fajdalomcesillapitas) hasznosithatd eredményeket is szolgéltathat.

Kisérleteinkben az alabbi témakorokkel foglalkoztunk részletesen:

1. e Kozelebb kivantunk keriilni az ATP lehetséges ideg-idegi, illetve ideg-izom
izgatd neurotranszmitter szerepének kimutatasdhoz tengerimalac-bélen. Ezért
megvizsgaltuk az exogén ATP és a,B-meATP Osszetett motoros hatdsait tengerimalac
ileum hosszanti izomzatéan.

o Kisérleteket végeztiink az ezen hatdsok hatterében all6 mechanizmusok
tisztazasara.

e Megvizsgaltuk, vajon képes-e a P, purinoceptor antagonista PPADS
antagonizalni ezen motoros valaszokat.

o Kisérletet tettink az o,f-meATP hatasat kozvetitdé purinoceptorok
altipusainak —legalabb részbeni — tisztazasara. Vizsgaltuk az a,3-meATP tachyphylaxia
mértékét és kolinerg kontrakciora kifejtett hatasat tengerimalac vékonybélen.

2. e Emberi vékonybél korkords izomzaton arra a kérdésre kerestiik a valaszt,
vajon a ,,purinerg” idegek szerepet jatszanak-e a NANC gatl6 valaszban.

¢ Ennek kapcsan megvizsgaltuk a feltételezett P2Y, antagonista MRS 2179

hatasait is human vékonybél korkords izom preparatumokon.
3. Tanulmanyoztuk a VIP- és kapszaicin-tachyphylaxia hatasdt emberi szigmabél
korkorosizom NANC valaszaiban annak eldontésére, vajon VIP, illetve szenzoros
neuropeptidek (és esetleg mas szenzoros transzmitterek) szerepet jatszanak-e ebben a
valaszban.

KIiSERLETES MUNKA

I. Az ATP és o,B-metilén ATP hatasainak vizsgalata tengerimalac
ileumon

Bevezetés, célkitiizések

Az enteralis idegrendszerben a NANC gatld valaszok jelentds részét NO hozza létre.
Emellett gyakran felvetddik a ,,purinerg” idegek kozvetitd szerepe (Id. Burnstock, 1972,
1997). Az o,B-metilén ATP (o,f-meATP) az ATP-nek egy nagyobb metabolikus
stabilitassal rendelkezd analdgja. Agonista spektruma a kiillonb6z6 purinoceptorokon
ugyan némiképp eltér az ATP-¢ét6l, mégis az o,B-meATP az egyik leggyakrabban
hasznalt szer a ,,purinerg” mechanizmusok vizsgalatira kiilonféle preparatumokon,
mivel amellett, hogy stimuldlja a P,x receptorok néhany altipusat, erételjes
tachyphylaxiat képes kivaltani ezeken a receptorokon. Kevesebb adat all rendelkezésre
purinoceptor antagonistak hatdsarol a NANC és mas valaszokra. Munkacsoportunk
korabbi eredményei szerint a PPADS specifikus gatldo hatassal rendelkezik a P
purinoceptorokon keresztiil kivaltott izgaté vagy gatlo valaszokra kiilonféle
tengerimalac gasztrointesztinalis prepardtumokon, ami az ATP vagy valamely rokon
vegylilet neurotranszmitter szerepét tamasztja ald. Mivel az endogén ATP szerepérol
valtozatos eredmények sziilettek tengerimalac vékonybélen végzett kisérletek soran,
ezért jelen kisérletsorozatunk célja az exogén ATP oOsszetett motoros hatdsainak
vizsgdlata volt. Ugy gondoljuk, hogy a fé kérdés nem az, hogy mely tipusi



purinoceptorok medialjak az ATP hatasait, hanem az, hogy taladljunk egy olyan
modszert, ami lehetéleg az ATP Osszes hatasat gatolja. Egy ilyen ,,széles spektrumu”
antagonizmus segithet annak a kérdésnek az eldontésében, vajon részt vesznek-e
»purinerg” idegek a kiilonb6zd ideg-medialt valaszokban.

A jelen tanulményban jellemeztiik az exogén ATP Osszetett hatdsait tengerimalac ileum
hosszanti izomzatan, valamint megprobaltuk feltérképezni az ezen hatasok hatterében
allo mechanizmusokat. Megvizsgaltuk az o,f-meATP tachyphylaxia hatasat a kolinerg
bélkontrakciokra. A PPADS specifikussagi vizsgalatat kiterjesztettiik az anyag magas
koncentraciojara (300 pmol/l), exogén acetil-kolint vagy hisztamint hasznéalva
spazmogénként. Tovabba kisérleteket végeztink az o,f-meATP tachyphylaxia
meértékének meghatarozasara, valamint az o, i-meATP izgato hatasanak hatterében allo
mechanizmusok tisztdzdasara is tengerimalac ileumon. Azt is megvizsgaltuk, vajon
képes-e a P, purinoceptor antagonista PPADS antagonizalni ezen ATP analog hatasait.
Az o,B-meATP hatasat kozvetitd purinoceptorok altipusainak feltérképezésére tett
kisérleteink soran megvizsgaltuk a valasz érzékenységét a P2X;,3 purinoceptor
antagonista NF 279-re és a P2Xs; antagonista Brilliant blue G-re nézve, mely utobbi
anyagrol ismert, hogy P2X, és human P2X, receptorok iranti affinitasa is van.

Modszerek és anyagok

A kisérletekhez albind tengerimalacokat hasznaltunk. Az allatok ledlése utan a teljes
vékonybél készitményeket szervfiirddben, 37 °C-os, oxigenizalt Krebs-Henseleit
oldatban fliggesztettiik fel. A hosszanti irdnyt elmozdulasokat izotonias jelatalakitdval
¢s hiderdsitd segitségével regisztraltuk. Az idegeket elektromos téringerléssel (EFS; 5
Hz, 5s ) aktivaltuk. A kontrakcios vélaszok nagysdgat a maximalis Osszehuzodas
szézalékaban adtuk meg.

Eredmények

1. A7 ATP motoros hatdsai tengerimalac ileumon

Az ATP hatdsait a nem-szelektiv P; purinoceptor antagonista teofillin jelenlétében
vizsgaltuk. Alacsony koncentrdcioban (1-10 pmol/l) az ATP a spontdn mozgasok
atmeneti gatlasat, illetve kis mértékii relaxaciot okozott. Magasabb koncentracidban (30
umol/l - 1 mmol/l) az ATP két fajta kontrakciot hozott 1étre: (a) 28/80 esetben gyors
fazikus kontrakciot okozott. Ezen valaszok tobbségénél lassu kontrakeio is 1étrejott. (b)
Szamos preparatumon a fazikus kontrakciot nem tudtuk kivéltani, de jelen volt egy
tonusos kontrakcio, mely a cstucsértéket 10-30 masodperc alatt érte el. Ez a kontrakcid
(és valosziniileg a fent leirt valasz lassu fazisa) feltehetéen megegyezik a Moody és
Burnstock, illetve Watt altal 1982-ben leirt valasszal. Az ATP relaxald hatasat
atropinnal ¢és guanetidinnel el6kezelt, hisztaminnal el6kontrahdlt preparatumokon
vizsgaltuk. Az ATP minden preparatumon relaxdld hatast valtott ki. Az ATP
kiiszobkoncentracigja 0,3-0,5 pumol/l volt és 10 pumol/l ATP maximalis hatast okozott.
Ismételt alkalmazas sordn jelentds hatascsokkenést tapasztaltunk a fazisos kontrakcio,
ill. az elernyedés esetében. Valoszintlinek tartjuk, hogy azokban az esetekben, amikor a
masodik beadas is hatdsos volt (tonusos 6sszehuzodas), inkabb az ATP lebomlésa, mig
ellenkezd esetben inkabb ATP-tachyphylaxia lehet felelds az elsé beadéas hatdsanak
lecsengéseeért.



11. Az ATP-okozta mozgasvalaszok farmakologiai elemzése

1. Fazikus kontrakcio

A 300-500 pmol/l koncentracioja ATP-vel kivaltott fazikus kontrakcidt atropin és TTX
teljesen gatolta, a ganglionbénitdé hexametonium csokkentette, de kapszaicin
tachyphylaxia nem befolyasolta. PPADS gatolta a fazikus kontrakciot. o,B-meATP
tachyphylaxia -meglepé modon- nem befolyasolta a fazikus kontrakciot.

2. Tonusos kontrakcio

Az ATP-vel kivaltott tonusos kontrakcidt atropin, TTX, hexametonium vagy o,p-
meATP tachyphylaxia nem gatolta, PPADS (30 umol/l) teljesen kivédte, 3 umol/l
PPADS pedig erdsen gatolta. Az ATP hatasara létrejovd tonusos kontrakciot o-
konotoxin GVIA (N-tipusu Ca”"-csatorna blokkol) sem gatolta.

A kezdeti fazikus kontrakciot kovetd tonusos kontrakcié ugyanolyan farmakoldgiai
érzékenységet mutatott atropin, hexameténium, TTX, kapszaicin, PPADS és ao,f-
meATP eldkezelésre, mint a primer tonusos kontrakcio.

Az atropin vagy TTX jelenlétében ATP-vel (300-500 pumol/l) kivaltott kontrakcio
mindig tonusos karakterii volt. A valaszt PPADS erdsen gatolta.

3. Az ATP hatasara létrejovo relaxacio

Az ATP-vel kivaltott relaxaciot TTX nem befolyasolta. Apamin (Ca*’-fiiggé K'-
csatorna blokkold) teljes, irreverzibilis gatlo hatast fejtett ki 1 umol/l - 100 pmol/l
PPADS hatésa az ATP koncentracio emelésével attorhetonek bizonyult. Reactive blue 2
(10 umol/l) gatldo hatdsa hasonld jellegzetességeket mutatott. A nitrogén-monoxid
szintdz gitld L-NOARG ¢és -konotoxin GVIA egyiitt torténd alkalmazasa nem
befolyasolta az ATP hatasara létrejovo relaxaciot. Specifikussagi vizsgalatokban sem az
apamin, sem a PPADS nem befolyésolta a hisztaminnal és acetil-kolinnal kivaltott
kontrakciot.

1I1. a,f-meATP hatdsdra létrejott motoros hatdasok tengerimalac ileumon

Az o,B-meATP (1-30 umol/l) koncentracio-fliggd kontrakciot okozott tengerimalac
ileumon. Erds tachyphylaxidt figyeltiink meg. Relaxdlo hatast atropinnal eldkezelt,
eldkontrahalt preparatumokon az o,f-meATP nem valtott ki az 1-30 pmol/l
koncentraciotartomanyban. Az a,B-meATP motoros hatasat a Na'-csatorna blokkold
TTX vagy a széles spektrumi muszkarinreceptor antagonista atropin teljesen kivédte.
Hexametonium nem befolyasolta az o,B-meATP kontrakcids hatasat. Az a,p-meATP
(3-30 umol/l) kontrakcids hatasat PPADS erdsen gatolta. A P2X;_; receptorokon hato
purinoceptor antagonista NF279 koncentracio-fliggd modon csokkentette az o,p-
meATP kontrakcids hatasat. A brilliant blue G viszont nem befolyasolta az o,3-meATP
hatasat.

1V. a,p-meATP-vel kivaltott tachyphylaxia vizsgdlata tengerimalac ileumon

Kisérleteket végeztiink az o,-meATP tachyphylaxia mértékének meghatarozasara. Azt
talaltuk, hogy még a legkisebb vizsgalt koncentracido (1 pmol/l) is erdsen gatolta az

crer

Az o,p-meATP tachyphylaxia (1-10 umol/l) 20 perces kimosds utan teljesen



reverzibilisnek bizonyult. Sem az o,-meATP kontrakcids hatdsat, sem a tachyphylaxiat
nem befolyésolta az adrenerg neuron blokkold guanetidin, a széles spektrumu opioid
receptor antagonista naloxon, valamint a NOS gétlo L-NOARG kombinacioja.

V. a,f-meATP tachyphylaxia hatdsa az ideg-kozvetitette ileum kontrakciokra

Az a,B-meATP (1-10 umol/l, 20 percre beadva kimosas nélkiil) mérsékelten gatolta az
elektromos téringerléssel kivaltott (dontéen kolinerg) valaszt. A maximalis hatast (kb.
30 %-os gatlas) 3 umol/l o,B-meATP mar kivaltotta. Magasabb koncentracié nem
novelte a gatlast. Az o,p-meATP (10 pmol/l) gatldé hatdsa nem valtozott naloxon,
guanetidin és L-NOARG jelenlétében. A nikotin hatdsara létrejovo valaszokat az o, -
meATP tachyphylaxia nem befolyasolta.

Megbeszélés

Jelen kisérleteink alapjan megallapithato, hogy ATP hatdsara legalabb harom kiilonb6zo
motoros valasz jon létre tengerimalac ileumon ¢és egyik sem teljesen azonos az a,f-
meATP altal kivaltott reakcioval. A relaxacidt létrehozo optimalis koncentraciok
alacsonyabbak, mint a kontrakciot 1étrehozok. Minden vizsgélt valasz iddvel eltlinik,
amiben mind tachyphylaxia, mind az aktuélis ATP koncentracio lecsokkenése szerepet
jatszik.

Az ATP-hatas farmakologiai befolydsoldsa

A tonusos kontrakcio és valdszinlileg a fazikus kontrakciot kovetd lassu kontrakcio is
megegyezik a Moody és Burnstock (1982) tovabba Watt (1982) 4ltal leirt kontrakcioval.
Ez a megallapitas mindenekeldtt ezen valaszok atropin- és TTX-rezisztenciajan alapul,
mely az ATP posztjunkciondlis hatdsara utal.

Szemben a tonusos kontrakcioval, gy tlinik, hogy a gyors (fazikus) kontrakciot teljes
egészében a bélfal kolinerg neuronjai kozvetitik. Az ATP-vel kivaltott gyors kontrakcio
csokkenése a ganglionblokkold hexametonium addsat kovetéen arra utalhat, hogy a
fazikus kontrakciot kozvetitdé purinoceptorok nemcsak az enteralis kolinerg
motoneuronokon taldlhatok, hanem preszinaptikusan azokon a neuronokon is, amelyek
kozvetve vagy kozvetleniil beidegzik a bél intrinszik kolinerg motoneuronjait.

Annak eldontésére, hogy az ATP képes-e az idegvégzddéseket izgatni (TTX rezisztens
modon), megvizsgaltuk az N-tipusu fesziiltségfiiggé Ca’'-csatorna gatld w-conotoxin
GVIA hatasat. Sem az ATP indukalta primer tonusos kontrakciot, sem az ATP hatasara
1étrejovo relaxaciot nem befolyasolta az alkalmazott meglehetésen magas w-conotoxin
GVIA koncentracid. SOt még a tetrodotoxin €s w-conotoxin GVIA kombinacidja sem
csokkentette ezeket az ATP-indukalta valaszokat. Mindebbdl ugy tlinik, hogy az ATP
tonusos kontrahdlé valamint relaxald hatdsait simaizmon taldlhaté receptorokon
keresztiil fejti ki.

Az ATP hatasara 1étrejovo relaxdcio rezisztens volt TTX-re és L-NOARG-ra, ami
valosziniitlenné teszi, hogy ,.nitrerg” idegekbdl vagy béarmely forrasbol szédrmazoéd
nitrogén-monoxid szerepet jatszana ebben a valaszban.

A myentericus neuronokon végzett elektrofizioldgiai tanulmanyok szerint az exogén
ATP és a preszinaptikus idegek elektromos stimulacidja a plexus myentericusban gyors
excitatorikus potencialokat valt ki (Barajas-Lopez és mtsai 1993, Galligan és Bertrand,
1994). Abban az esetben, ha az érintett purinoceptorok a plexus myentericus kolinerg
izgatd motoneuronjain helyezkednek el, az véarhatd, hogy az ATP hatésara létrejovo
valaszt részben idegek kozvetitik. [leumon az ATP hatasara 1étrejové motoros valaszok



komplexitdsa megneheziti a hatasok vizsgalatat. A tiszta fazikus (kolinerg) kontrakcid
csak a preparatumok egy részén volt vizsgalhato, valosziniileg a tobbi prepardtumon a
tonusos kontrakcid vagy relaxald hatas elfedte. Kisérleteink célja nem az volt, hogy
meghatarozzuk ileumon az ATP hatés kdzvetitésében szerepet jatszé receptorok pontos
tipusait, mivel P, purinoceptor altipusokon haté specifikus antagonistdk csak néhany
altipusra nézve léteznek. Kennedy ¢és Humphrey 1994-ben agonistak széles skalajat
haszndlva is nehéznek taldlta a tengerimalac ileum simaizomsejtjein €s kolinerg
neuronjain talalhatd receptorok pontos kategorizalasat. Valoszinii, hogy az ATP egy
1d6ben tobb purinoceptor tipust és/vagy altipust aktival.

Az ATP hatéaséara létrejové mindharom motoros valasz gatolhatd volt PPADS-sel 30
umol/l-es vagy alacsonyabb koncentracidban. Ami az ATP indukalta relaxaciot illeti, a
PPADS (30 umol/l) gatlo hatdsa kompetitivnek latszik. A kontrakcidés valaszokat
tekintve koncentracid-hatas dsszefiiggés nem volt megfigyelhetd, mivel azok az ATP
koncentraciok, amelyek ezeket a valaszokat eredményezték, eleve magasak voltak.
hatashoz vezetett, de még a 3 umol/l PPADS is tobb mint 50 %-os gatlast
eredményezett. [rodalmi adatok arra utalnak, hogy a PPADS ECs értékei mikromolaris
tartomanyban vannak, de egyes receptortipusokon ennél magasabbak (hivatkozasokért
1d. Benko ¢€s mtsai, 2007). Mindezen eredmények birtokaban megallapithatjuk, hogy a
PPADS biztonsagosan hasznalhat6 a P, purinoceptor medialta valaszok gatlasara.

Jelen tanulmanyunkban bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy nemcsak az o,-meATP,
hanem maga az ATP is képes izgatni a plexus myentericus kolinerg neuronjait PPADS-
érzékeny modon. Ez Osszhangban van azon megfigyeléseinkkel, miszerint a PPADS
(Barthd ¢és mtsai, 1997) vagy az o,p-meATP tachyphylaxia (jelen kisérletek)
mérsékelten gatolja az elektromos téringerléssel kivaltott kolinerg kontrakciokat, ami
ATP felszabadulast valoszinlisit az enteralis kolinerg motoneuronok szomszédsagéaban.
Az ATP-indukalt valaszok gatlasa PPADS-sel szintén azt bizonyitja, hogy az ATP a
hatdsokat P, purinoceptorokon keresztiil fejti ki, nem pedig P; receptorokon (az utobbi
valoszintisége csokkenthetd teofillin hasznalataval). A PPADS ismert ekto-nukleotidaz
gatlo hatasa (Biiltmann és mtsai, 1999) nem valdszinii, hogy szerepet jatszik az altalunk
kapott eredményekben, illetve ha igen, akkor gyengiti a PPADS antagonista hatasat.
Masrészrol az ATP indukélta relaxdcido szignifikans gatlasa reactive blue 2-vel
valoszintisiti a P,y purinoceptorok részvételét ebben a valasztipusban. Ezek az
eredmények szintén azt mutatjak, hogy a PPADS valoszinlileg kompetitiv médon P,y
purinoceptorokon is hat, amit mar korai megfigyelések is leirtak errél szerrdl.

Az a,fp-meATP hatdasanak farmakologiai befolydsolasa

Néhany tanulményt kivéve altalanosan elfogadott tény az, hogy az o.,-meATP kolinerg
uton medialt kontrakcidét okoz tengerimalac ileumon (Id. tobbek kozott Kennedy és
Humphrey, 1994).

Az o,B-meATP —legaléabbis a jelen kisérletsorozatban vizsgalt
koncentraciotartomanyban — csak kontrakciot valt ki az ileum hosszanti izomzatan. A
jelen eredmények alapjan valdszinlinek tiinik, hogy az ATP és a,p-meATP Aaltal
kivaltott kolinerg izgat6 valaszt nem ugyanazon receptorok kozvetitik, miutan az o,p-
meATP 10 pumol/l koncentracioban nem befolydsolta az ATP hatdséra létrejovo fazikus
kolinerg kontrakciot. Ellenben 10 pumol/l vagy akar 1 pmol/l o,B-meATP-vel torténd
elokezelés erdsen csokkenti egy tovabbi o,B-meATP beadas hatasat. Mi tobb, az ATP
és a,p-meATP hatdsara Iétrejovo kolinerg kontrakciot kiilonb6z6 mértékben
befolyasolja a ganglionblokkoldé hexametonium (az ATP-t szignifikansan gatolja, o, -
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meATP-re nincs hatéssal). o,B-meATP esetén a hexametonium gatlo hatasanak hianya
alapjan megallapithato, hogy preganglionéris kolinerg rostok valosziniileg nem
jatszanak szerepet az o,pf-meATP-okozta dsszehuzddasban. Ugyanakkor ugy talaltuk,
hogy a részt vevd receptorok nem érzékenyek meglehetdsen magas brilliant blue G
(P2Xs 7 receptor antagonista) koncentraciokra. Erzékenyek viszont a széles spektrumil
P, purinoceptor antagonista PPADS-re, és mérsékelt érzékenységet mutatnak NF 279-
re. Az utobbi eredmény P2X;, P2X, vagy P2X; receptorok részvételére utalhat.

A szenzoros stimuldns kapszaicin izgatja a bélfal primer afferens neuronjainak
periférids végzddéseit/varikozitasait és az altala a kapszaicin-érzékeny afferensekbdl
felszabaditott transzmitterek aktivaljak a plexus myentericus kolinerg neuronjait (1d.
Barthé és mtsai 2004). Magas kapszaicin koncentracio segitségével lehetdség van a
kapszaicin-érzékeny afferensek funkcidjanak blokkolasara. A kapszaicin el6kezelés
hatastalansaga az ATP-indukalta fazikus kontrakciora praktikusan kizarja a kapszaicin-
érzékeny neuronok részvételét ebben a valaszban. Az o,f-meATP kontrakcids hatasa
szintén rezisztens kapszaicin tachyphylaxidra, mint azt mar munkacsoportunk kordbban
leirta (Bartho és mtsai, 1999).

a,f3-meATP tachyphylaxia hatdsa az elektromos idegingerléssel és nikotinnal kivaltott
valaszokra

A nikotin altal kivaltott kontrakciok rezisztencidja o,B-meATP tachyphylaxia irdnt
érdekes kettosséget vet fel az elektromos ingerlés és nikotin-kivaltotta kolinerg
kontrakcio kozott. Ez az eredmény ugyanakkor kizarja az o,B-meATP tachyphylaxia
posztjunkcionalis gatlo hatasat. Meg kell jegyezni, hogy amig az elektromos téringerlés-
indukalta kolinerg kontrakciot a PPADS mérsékelten gatolja (Barthd és mtsai, 1997),
ugyanakkor kolecisztokinin oktapeptid vagy tachykinin NKj receptor agonista senktide
hatdsara 1étrejott kolinerg kontrakciokat PPADS nem befolyasolja (Barthd és mtsai,
2000). Azok a mechanizmusok, amelyek a plexus myentericus kolinerg neuronjainak
elektromos aktivalasat érzékenyebbé teszik P, purinoceptor gatlassal szemben, még
magyarazatra szorulnak.

Kovetkeztetések

Osszefoglalva megallapithatjuk, hogy tengerimalac ileumon az ATP direkt simaizom
Osszehizo hatasa mellett aktivalhat (részben pregangliondris) kolinerg neuronokat, és
ennek hatdsmechanizmusa kiilonbozik az o,p-meATP 4ltal kivaltott kolinerg
kontrakcioétol. Az ATP relaxald hatast is kivalt, mely direkt, valosziniileg P,y receptor
medialt hatds a simaizmon. Az ATP minden motoros hatdsa gatolhat6 a purinoceptor
antagonista PPADS-sel. Az ATP hatasara 1étrejovo kolinerg valasz és annak gatlasa
PPADS-sel alatamaszthatja a tengerimalac ileumon kozolt, elektromos téringerléssel
vagy nyalkahartya stimuldcioval kivaltott kolinerg kontrakcié P, purinoceptorokkal
torténo részleges gatlasat. Az a,B-meATP tengerimalac ileumon kontrakciét hoz 1étre a
plexus myentericus kolinerg motoneuronjain taldlhat6 PPADS-érz¢keny P,
purinoceptorok  stimuldlasdval. Az o,p-meATP-vel Iétrehozott tachyphylaxia
szelektiven csdkkenti a motoneuronok elektromos aktivalasaval kivaltott kontrakciot,
ami arra utal, hogy P,x purinoceptorok részt vesznek a bél izgato
neurotranszmisszidjaban.
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II. ,,Purinerg” idegek szerepe human ileum nem-adrenerg, nem-
kolinerg (NANC) relaxaciojaban

Bevezetés

Az emberi vékonybél funkcionalis beidegzésérdl kevesebb a rendelkezésre allo
ismeretanyag, mint a kisérleti allatok, pl. tengerimalac esetében. Ma mar bizonyos,
hogy emberi bélrendszerben a nitrogén-monoxid (NO) neurotranszmitterként jelentds
szerepet tolt be a NANC relaxacioban (1d. tobbek kozt Burleigh, 1992; Maggi és mtsai,
1991; Tam ¢és Hillier, 1992). Azonban a ,,purinerg” idegek részvételére a valaszban
jelenleg még nincs funkciondlis bizonyiték, bar egy apamin-érzékeny mechanizmust
mar kozoltek (Boeckxstaens és mtsai, 1993). Ujabban kideriilt azonban, hogy az ATP
mellett szdmos mas relaxdlé anyag hatasa is (részben vagy teljesen) apamin-érzékeny.
A jelen kisérletsorozatban azt a feltételezést vizsgaltuk, miszerint a P, purinoceptorok
szerepet jatszhatnak a NANC gétlo valasz ,,nem-nitrerg” komponensében human
ileumon. Ezen kérdés megvalaszolasara kisérleteinkben vizsgaltuk két P, purinoceptor
antagonista, a PPADS ¢és a suramin hatasait az elektromos téringerléssel kivaltott
NANC relaxacidra az NO-szintaz bénité L-NOARG-gal eldkezelt human vékonybél
korkoros iranyu csik készitményeken in vitro.

Ujabban a P2Y, receptorok specifikus gatlojat, az MRS 2179 jelii anyagot (Boyer és
vizsgalatara. Human vastagbélen az altalunk PPADS + suramin kezeléssel gatolhatonak
bizonyult ,,nem-nitrerg” NANC elernyedést (Benko €és mtsai, 2007) ez a szer is gatolta
(Gallego ¢s mtsai, 2006). Lehet, hogy ez a P2Y; antagonista alkalmasabb eszkoz a
»purinerg” simaizomgatld mechanizmusok vizsgéalatara, mint az eddigiek (a fentin kiviil
pl. a ,,reactive blue”).

Elfogadva a Gallego ¢és mtsai altal leirtakat, kisérleteinkben jellemeztiik az MRS 2179
anyagot, els0sorban specifikussdg szempontjabol, majd megvizsgaltuk az antagonista
specifikus koncentracioinak hatasat az altalunk ,,purinerg”-nek talalt ,,nem-nitrerg”
NANC elernyedésre emberi vékonybél korkords izomzatan.

Modszerek

Az ileum preparatumokat carcinoma miatt bélmiitéten atesett betegek -eltavolitott
marginalis, intakt bélszakaszaibol készitettiik. A kisérletek a miitét napjan torténtek.
Korkoros iranya, kb. 2 x 20 mm méretli preparatumokat készitettiink, melyeket
szervfiirdokben, 37 °C-os, oxigenizalt Krebs-Henseleit oldatban fiiggesztettiikk fel. A
mozgasokat izotonidsan regisztraltuk. Az idegeket elektromos téringerléssel (EFS)
aktivaltuk. A NANC viszonyok fenntartdsara atropin €s guanetidin a kisérlet folyaman
végig jelen volt a fiirdében. A kisérletek tobbségében L-NOARG (100 umol/l) szintén
végig jelen volt a szervfiirddben, kivéve azokat az eseteket, amikor az NO szintézis
gatlasanak hatasat vizsgaltuk. A NANC relaxaciot TTX teljesen kivédte. A
preparatumokat neurokinin A-val szubmaximalisan el6kontrahaltuk és EFS-t vagy
valamilyen relaxalé anyagot (200 umol/l ATP, 3-10 umol/l izoprenalin) alkalmaztunk.
A statisztikai 0sszehasonlitasokat Wilcoxon teszt segitségével végeztiik.

Eredmények

Elokontrahalt preparatumokon az elektromos ingerlés (1 ill. 10 Hz 20s-ig) NANC
elernyedést okozott, amelyet az L-NOARG (100 umol/l) szignifikdnsan csokkentett, de
teljesen nem védett ki. L-NOARG jelenlétében a P, purinoceptor antagonista PPADS
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(50 umol/l) ill. suramin (100 pmol/l) szignifikansan gatolta a NANC relaxaciot mindkét
frekvencian. A gatlas 1 Hz-en erdsebb volt, mint 10 Hz esetén. A két antagonista
kombinacioja 1 Hz-en jelentds (70 %) , mig 10 Hz-en 35 %-os gatlast okozott.

Az exogén ATP (200 umol/l) kb. ugyanakkora relaxaciot okozott, mint az elektromos
téringerlés. PPADS és suramin egyiittesen az exogén ATP hatasat 70 %-kal gatoltak.

A Py purinoceptor antagonista MRS 2179 gatlo hatisa human ileum korkoros
izomzaton kivaltott NANC relaxdciora

NKA-val elékontrahalt prepardtumokon az MRS 2179 szignifikansan gatolta az EFS-sel
kivaltott ,,nem-nitrerg” NANC relaxdciot mind 1 Hz, mind pedig 10 Hz frekvencian. A
3 pmol/l MRS 2179 kb. 50 %-os, még 10 pmol/l MRS 2179 kozel teljes gatlast idézett
eld. Az apamin (3 pumol/l) tobb mint 50 %-kal csokkentette a NANC relaxaciot mindkét
frekvencian. Az exogén ATP-vel kivaltott elernyedést 3 pumol/l MRS 2179
szignifikansan csokkentette, mig 10 pmol/l MRS 2179 teljesen gatolta. Az MRS 2179
(10 umol/l) nem befolydsolta sem az izoprenalinnal kivaltott elernyedést, sem a
neurokinin A-val kivaltott sszehtizodast.

Megbeszélés

A jelen kisérletsorozatban els6ként szolgaltattunk bizonyitékot arra, hogy a P,
purinoceptor-medialt ,,purinerg” mechanizmusok részt vesznek humdn vékonybél
NANC gatlo valaszaban. Mint azt két kutatocsoport kordbban kimutatta, emberi
vékonybél korkords izom preparatumokon a NO medialja a NANC valaszok egy részét
(Maggi és mtsai, 1991; Murr és mtsai, 1999). Kisérleteinkben L-NOARG segitségével
megerdsitettilk az NO NANC relaxacidoban valo részvételét emberi vékonybél korkords
izomzatan.

A P, purinoceptor antagonista PPADS (Lambrecht és mtsai, 1992) vagy suramin (Dunn
¢s Blakeley, 1988) szignifikdnsan gatolta az elektromos téringerléssel kivaltott NANC
relaxacio ,,nem-nitrerg” komponensét 1 Hz ill. 10 Hz frekvencian. A két anyag egyiitt
az exogén ATP hatasat is jelentdsen (70%) gétolta. Mindebbdl arra kovetkeztettiink,
hogy a ,purinerg” mechanizmus mellett egy masik ,,nem-nitrerg” transzmitter is
szerepet jatszhat a NANC relaxacioban, vagy a kisérlet soran hasznalt purinoceptor
antagonistak még ebben a meglehetésen magas koncentracidban sem voltak elegenddek
a purinoceptorok teljes gatlasdhoz. Azonban Ugy gondoljuk, hogy ezen anyagok
magasabb koncentracioban valdé hasznalata nem specifikus hatasokat fejthet ki.
Mindenesetre a jelen kisérletekben a PPADS ¢és suramin kombinacidja nem befolyasolta
a neurokinin A-val kivaltott kontrakcidt, valamint az izoprenalinnal kivaltott fél-
maximalis relaxaciot.

Kisérleteink megerdsitették, hogy az MRS 2179 antagonista alkalmas eszkoz lehet a
human GIT ,,purinerg” rendszereinek tanulmanyozasara. A kisérleteinkben hasznalt 3-
10 umol/l dozisu MRS 2179 hatékonyan gatolta a NANC relaxaciét, valamint
szignifikansan csokkentette a ,,purinerg” transzmitter ATP elernyesztd hatdsat. Annak
vizsgalata, vajon az MRS 2179 specifikusan csak a P2Y, receptorokat gatolja-e, nem
képezte jelen kisérletsorozatunk targyat, irodalmi adatok azonban specifikusnak
mutatjak e szert a P2Y receptorokra (Id. von Kiigelgen és Wetter, 2000).

Kisérleteink alapjan 0sszefoglaloan megallapithatjuk, hogy a P,y receptor antagonista
MRS 2179-re érzékeny ,,purinerg” mechanizmusok jelentds szerepet jatszanak humén
vékonybél korkords izomzatanak ,,nem-nitrerg” NANC gétlo valaszaban in vitro.
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I11. Kapszaicin- ill. VIP-tachyphylaxia hatasai a human szigmabél
NANC gatlo valaszaira

Bevezetés

A bélhuzam NANC elernyedésének kozvetitésére harom {6 ,,jelolt” van: NO, az ATP
vagy hasonlo jellegii ,,purinerg” transzmitter és a VIP (ill. VIP/PACAP). Az NO-val és
ATP-vel az el6z6 fejezetek foglalkoztak. Ugy tartjak, hogy a VIP szerepet jatszik
kiilonféle gasztrointesztinalis preparatumok NANC gatlé valaszaiban (1d. Dockray,
1994; Lecci és mtsai, 2002; Said és Rattan, 2004). A paprika (Capsicum annuum)
csipds anyaga, a kapszaicin izgatja az érz0 idegvégzdodéseken elhelyezkedd ,,Tranziens
Receptor Potencial Vanilloid 1” (TRPV1) ioncsatorndhoz kotott receptort (Caterina és
Julius, 2001). A zsigeri szervek kapszaicin-érzékeny idegvégzdodéseibol felszabaduld
transzmitterek feltehetden felszabadulnak az érzé neuron kozponti idegrendszeri
végzddéseibdl is (gerincveld hatsd szarv), ahol szerepet jatszhatnak a nocicepcioban. A
szenzoros neurotranszmitterek azonositasdban tehat hasznos eszkozt jelent a kapszaicin
zsigeri hatdsainak tanulmanyozasa (1d. Bartho és mtsai, 2004). Ugyanakkor a kapszaicin
deszenzibilizacid széles korben hasznélt eszkdz az izolalt szervi vizsgalatokban, mivel
funkciondlisan karositja az ¢érintett idegvégzddéseket. Kiilonféle 4allatfajok GI
preparatumai eltéréen reagalnak kapszaicinre (Id. Barthé és mtsai, 2004). Human bél
simaizomzaton Maggi ¢s mtsai kimutattak, hogy a kapszaicin gatlo hatast valt ki (Maggi
¢s mtsai, 1988, 1990,a,b). A kapszaicin-okozta elernyedés TTX-rezisztens. Ahhoz, hogy
a szer ingerelje a szenzoros idegvégzddéseket €s beldliikk biologiailag aktiv anyagokat
szabaditson fel, nem sziikséges a fesziiltségfiiggd gyors Na'-csatorndk mitkodése, igy a
valaszok tobbsége TTX-rezisztens (Maggi, 1995). Az 1990-es ¢években immun-
neutralizdcios és neurokémiai kisérletek a VIP ill. valamely rokon peptid részvételét
latszottak igazolni a kapszaicin hatdsaban. Ugyanakkor a CGRP — amely Aallati
preparatumokban kozvetiti a kapszaicin gétld hatasat — emberben valosziniileg nem
jatszik szerepet (Maggi és mtsai, 1989, 1990a,b). Munkacsoportunk kimutatta, hogy
human szigmabélen a kapszaicin-okozta elernyedésért nagyrészt a nitrogén-monoxid a
felelds (Bartho és mtsai, 2002). Késobb szamos GI preparatumon (emberi vékonybél,
appendix, egér colon) igazoltuk az NO kapszaicin-okozta elernyedésben betdltott
szerepét (Benko és mtsai, 2005).

Kiserleteinkben az alabbi kérdesekre kerestiik a valaszt:

1. Vizsgaltuk az exogén VIP relaxdldo hatdsit huméan szigmabélen, valamint
megvizsgaltuk, vajon részt vesz-e endogén VIP a human szigmabél NANC gatld
valaszaiban. Utobbi eldontésére specifikus VIP antagonistdk hidnyaban VIP
tachyphylaxiat hasznaltunk.

2. Emellett megprobaltunk valaszt kapni arra a kérdésre, hogy emberi szigmabél

Modszerek és anyagok

Az emberi szigmabél preparatumokat carcinoma miatt bélmiitéten atesett paciensek
eltavolitott bélszakaszainak széli, ép részébdl készitettiik, a médszerek azonosak voltak
a 2. fejezetben leirtakkal (human ileum), az aldbbi kiilonbségekkel: kisérleteink egy
részében a VIP (0,1 umol/l) vagy a kapszaicin (0,3 umol/l) relaxalé hatdsat guanetidin
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(3 umol/l) jelenlétében, acetil-kolinnal (1 pmol/l) el6kontrahdlt preparatumokon
vizsgaltuk. A VIP tachyphylaxia létrehozasara 1 pmol/l VIP-et 1 6rdra a szervfiirddhoz
adtunk, majd ezutan alkalmaztuk a kapszaicint (0,3 umol/l) ill. a kordbban relaxalo VIP
dozist (0,1 pmol/l). Kisérleteink mas részében az idegeket elektromos téringerléssel
aktivaltuk atropin (1 umol/l) és guanetidin (3 pumol/l) jelenlétében a NANC viszonyok
megteremtése végett. 1 ora inkubécios periodus utdn a preparatumokat hisztaminnal (5
umol/l) kontrahaltuk eld szubmaximalisan ¢s EFS-t (1 ill. 10 Hz) vagy izoprenalint
alkalmaztunk.

Eredmények

1. VIP tachyphylaxia hatasa az EFS altal kivaltott NANC relaxdciora és a kapszaicin-
okozta gatlo valaszra emberi szigmabélen

A VIP (0,1 pmol/l) majdnem fél-maximalis relaxalod hatasa reprodukalhatéd volt (n=8).
A VIP nagy koncentracidja (1 pmol/l) gyakorlatilag maximalis elernyedést okozott,
amely azonban a hossza inkubacids 1d6 alatt megsziint. Egy oras inkubalds utdn az
acetil-kolin kontrahdl6é hatdsa megegyezett a VIP eléttivel. A VIP tachyphylaxia (1
umol/l 60 percig) erésen gatolta a 0,1 umol/l VIP hataséra 1étrejovo relaxaciot. VIP (1
umol/l) jelenlétében a valasz a kontrollnak csak 17,7 £ 6,9 %-a volt. A VIP (1 pumol/l
60 percig) nem csokkentette, s6t kicsit ndvelte az izoprenalinnal kivaltott elernyedést.
Hisztaminnal el6kontrahalt human szigmabél preparatumon EFS (1 Hz ill. 10 Hz)
NANC relaxaciot hozott 1étre. A relaxaciot TTX mindkét frekvencian kivédte. A VIP
tachyphylaxia nem gatolta (valdjaban valamelyest ndvelte) a ,,nem-nitrerg” NANC
relaxacidt. VIP tachyphylaxia (1 wmol/l 60 percig) nem befolyasolta a kapszaicin (0,3
umol/l) relaxald hatasat, ami részben alatamasztja ezen eljaras specifikus voltat, részben
pedig ellene szo6l annak, hogy a VIP jelentds szerepet jatszana a szenzoros izgatd
kapszaicin hatasaban.

2. Kapszaicin tachyphylaxia hatasa az elektromos ingerléssel kivaltott NANC
relaxaciora emberi szigmabélen

Kapszaicin eldkezelés (10 pumol/l 10 percig, majd 40 perc kimosasi periodus) nem
csokkentette az 1 ill. 10 Hz frekvenciaval kivaltott EFS hatdsara létrejové NANC
relaxaciot. A NANC relaxaciot tetrodotoxin (1 pmol/l) teljesen kivédte (n=6).

Megbeszélés

A VIP, illetve esetleg a PACAP részvételét a kétféle valaszban nem tudtuk antagonistak
segitségével vizsgalni, mert a hasznalt antagonistdk nem gatoltdk az exogén VIP
relaxald hatasat. Ebben az iranyban tovabbi kisérletek sziikségesek. Ezért VIP
tachyphylaxiat hasznaltunk, amely hatasosnak bizonyult exogén VIP ellen.

A VIP tachyphylaxia nem gatolta sem a kapszaicin, sem a ,,nem-nitrerg” EFS hatasat.
Ehelyett kisfoki novekedést tapasztaltunk, amelynek mechanizmusat még nem tudtuk
kideriteni. Az mindenesetre nagyon valdszinlinek latszik, hogy endogén VIP mint
elernyesztd agens nem vesz részt a NANC relaxacioban, illetve a kapszaicin elernyesztd
hatdsdban. A VIP szerepére a NANC gatlo valaszokban allatkisérletek szolgaltattak
eredményeket (Grider és mtsai, 1985). A kapszaicin-okozta gatlé valaszban Maggi és
mtsai (1989) immun-neutralizacid €s release-mérés segitségével bizonyitékot talaltak a
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VIP szerepére, ugyanakkor a szenzoros neuropeptid CGRP szerepét nem tudtak
kimutatni a valaszban. Annak eldontésére, hogy kapszaicin-érzékeny (valosziniileg
szenzoros) idegek részt vesznek-e a NANC relaxacidban, kapszaicin tachyphylaxiat
hasznaltunk a kapszaicin-érzékeny idegek funkcionalis blokkolaséara. Kisérleteinkben a
kapszaicin tachyphylaxia nem okozott gatlast a NANC relaxacidban. A fenti
eredmények alapjan megallapithatjuk, hogy kapszaicin-érzékeny idegek valdsziniileg
nem vesznek részt az elektromos ingerléssel 1étrehozott NANC gatld valaszban emberi
szigmabélen, igy ezt a valaszt intrinszik idegek kozvetitik.

A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A neurotranszmitter-jelolt ATP-vel kapcsolatban:

e Megallapitottuk, hogy ATP hataséara legalabb hdrom kiilonb6zo motoros valasz
jon létre tengerimalac ileumon. Az ATP tonusos kontrahal6 és relaxalo hatésait
simaizmon talalhato receptorokon keresztiil fejti ki; az utobbiban NO nem vesz
részt.

e Bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy nemcsak az o,-meATP, hanem a
természetes transzmitterjellt, az ATP is képes izgatni a plexus myentericus
kolinerg neuronjait PPADS-érzékeny P, purinoceptorok stimuldlasaval.
Valoszintsitettiik, hogy az ATP és o,B-meATP altal kivaltott kolinerg izgatd
valaszt kiilonb6z6 receptorok kozvetitik.

e Az a,p-meATP-vel létrehozott tachyphylaxia szelektiven csokkenti a kolinerg
motoneuronok elektromos aktivalasaval kivaltott kontrakcidt, ami arra utal, hogy
Pyx purinoceptorok részt vesznek a bél izgatd neurotranszmisszidjaban.

e Direkt bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy P, purinoceptor-medialt ,,purinerg”
mechanizmusok részt vesznek huméan vékonybél korkords izomzatanak ,,nem-
nitrerg” NANC gatld valaszaban, tehat a ,nitrerg” és ,,purinerg” idegek
egylittesen kozvetitik az elektromos ingerlés okozta NANC gatlo valaszt.

e Megallapitottuk, hogy a P,y purinoceptor antagonista MRS 2179 alkalmas
eszkdz a human vékonybél korkords izomzat ,,purinerg” mechanizmusainak
tanulmanyozasara.

A neurotranszmitter-jelolt VIP-pel kapcsolatban:

e Valoszintsitettiik, hogy sem kapszaicin-érzékeny idegek, sem VIP nem vesz
részt szamottevd mértékben a human szigmabél elektromos téringerléssel
kivaltott NANC gatlé valaszaban. Nem talaltunk bizonyitékot a VIP szerepére a
szenzoros izgatd kapszaicinnel kivaltott gatldo vélaszban, igy a VIP szenzoros
ingeriiletatvivo szerepével kapcsolatban sem.
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