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Bevezetés

Kapszaicin érzékeny afferens nociceptiv neuronok. Az afferens nociceptiv neuronok
potencialisan karos ingerekrdl tajékoztatjak a kozponti idegrendszert.

Régota ismert, hogy a bort, nyalkahartyakat és zsigereket ellatd érzo rostok periférias csonkjainak
ingerlése értagulatot és plazmaextravazaciot okoz (Bayliss, 1923; Langley, 1923; Lundberg et al.,
1984; Szolcsanyi, 1984). Ez a jelenség a neurogén gyulladas (Jancso et al., 1967; Jancso et al.,
1968). A fajdalomérz6 idegeknek a gyulladdsos valaszban résztvevo csoportjat szelektiven izgatja,
nagy dozisban pedig deszenzibilizalja a kapszaicin. Ezeket az idegsejteket emiatt ,kapszaicin
érzékeny afferenseknek” nevezziik (Szolcsanyi, 1982; Szolcsanyi, 1996). A neurogén gyulladast a
kapszaicin érzékeny idegrostokbdl felszabaduld szenzoros neuropeptidek kozvetitik. Ugyanezekbdl
az idegvégzodésekbdl gyulladasgatld hatast neuropeptidek (szomatosztatin, galanin, PACAP-38) is
felszabadulnak.

A neurogén gyulladds szdmos betegség kialakuldsdban szerepet jatszik: pl. Asthma bronchiale
(Bertrand et al., 1993; Germonpré¢ et al., 1997), allergiés rhinitis (Bertrand et al., 1993; Quartara &
Maggi, 1998), conjunctivitis és dermatitis (Gutwald et al., 1991), ekzema (Naukkarinen et al.,
1996), rheumatoid arthritis (Levine et al., 1985), migrén (Buzzi & Moskowitz, 1990; Williamson &
Hargreaves, 2001) és gyulladasos bélbetegségek (Renzi et al., 2000). Mindezen koérallapotok
neurogén Osszetevdire a hagyomanyos nem szteroid gyulladascsokkentok hatastalanok (Jancso-

Gabor & Szolcsanyi, 1972; Helyes et al., 2001).

TRPV1 Kkapszaicin receptor. Néhany éve megtortént a kapszaicin receptoranak klonozasa
(Caterina et al., 1997; Caterina & Julius, 2001; Clapham et al., 2003). Tranziens receptorpotencial
vanilloid 1 (TRPV1) névre keresztelték, mivel homoldgiat mutat mas tranziens receptorpotencial
(TRP) csaladba sorolt ioncsatornakkal (Gunthorpe et al., 2002).

A TRPV1 receptor tulajdonképpen nem szelektiv kationcsatorna, amit fajdalmas héingerek (43 °C
felett), savas pH (Tominaga et al., 1998), exogén vegyiiletek (kapszaicin, reziniferatoxin, piperin,
zingeron, gingerol, etanol) (Szolcsanyi, 1983; Szallasi & Blumberg, 1989; Patacchini et al., 1990;
Szallasi & Blumberg, 1990; Caterina et al., 1997; Liu et al., 2000; Dedov et al., 2002) és endogén
anyagok (anandamid, lipoxigendz termékek, N-oleoil-dopamin) (Hwang et al., 2000; Trevisani et

al., 2002; Chu et al., 2003) aktivalnak.

Gyulladaskelté szenzoros neuropeptidek. A gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek fobb

képviseldi a tachikininek (P anyag, neurokinin A, neurokinin B) és a CGRP.



A tachikininek legfontosab forrasai a kapszaicin érzékeny idegsejtek, de nem idegi struktirakban is
megtalalhatok. A tachikininek G fehérjéhez kotott receptorokon keresztiil fejtik ki hatasukat (NK1,
2, 3). A SP, NKA ¢és NKB az NK1, 2 és 3 receptorok teljes agonistai. A SP legnagyobb affinitassal
az NK1, a NKA az NK2, a NKB pedig az NK3 receptorhoz kotodik.

A gerincveld hatsé gyokerében felszabaduld tachikininek szerepet jatszanak a fajdalom
érzékelésében. A kolinerg és adrenerg ingeriiletatvitelt is befolyasoljak (Grant, 2002). Endotélfiiggd
értagulatot okoznak. Segitik az endotelialis sejtek szaporodasat és vandorlasat, valamint az
érujdonképzddést (Maggi, 1995). A tachikininek plazmafehérje kidramlast idéznek eld. Egyéb
anyagok felszabaditdsa ¢és hizosejtdegranuldcié révén simaizomdsszehtizodds kovetkezhet be.
Ugyanakkor kozvetleniil is kivalthatnak simaizomdsszehuzodast. A SP fokozza a nyalmirigy,
gasztrointesztinalis mirigyek és a hasnyalmirigy elvalasztasat (Lembeck & Starke, 1968; Konturek
et al., 1981).

A CGRP a kalcitonin/CGRP peptidcsalad tagja. Hatasat G fehérjéhez kotott receptorokon keresztiil
fejti ki. Leginkdbb extraneurdlis hatasokkal rendelkezik. Tengerimalac ileum mienterikus
plexusabol fokozza az acetilkolin, de gatolja a noradrenalin és ATP felszabaduldsat. Intravénasan
alkalmazva hipotenziot, tachikardiat, fokozott koronaria és mezenterialis vérataramlast okoz
értagitd hatasa miatt. A CGRP értagité hatasa fliggetlen az endotélsejtektdl. Szamos szerv
simaizomzatat relaxalja (Maggi, 1995). A szivre pozitiv kronotrop ¢és inotrop hatast fejt ki (Tippins
et al., 1984). Eldsegiti a neutrofil sejteknek az erek endotéljéhez vald kapcsolodasat (Hartung &
Toyka, 1989). A CGRP gatolja a pre-B limfocitdk érését, ellenanyagtermelését, valamint a T
limfocitdk szaporodasat. Ugyancsak gatolja gyulladaskeltd citokinek (IL-1, IL-12) felszabadulasat
makrofagokbol, de serkenti a gyulladasgatld hatdsu IL-10 termelését. Mindezek alapjan foként
limfocitak és makrofagok okozta korképekben a CGRP gyulladasgatlo hatast lehet.

PACAP-38 és kapszaicin érzékeny afferens idegsejtek. A PACAP (pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide) a VIP (vasoactive intestinal peptide)/szekretin/gliikkagon peptidcsalad tagja.

Két kotohelyét azonositottak kiilonbozé szovetekben. Az I-es tipusu kotohelyek a PACI
receptoroknak felelnek meg. Ezek specifikusak PACAP-ra (Pisegna & Wank, 1993). A Il-es tipust
kotohelyek a VPACI és 2 receptorok megfeleldi, amikhez PACAP ¢és VIP is kapcsolodhat (Ishihara
et al.,, 1992; Vaudry et al., 2000). A PACAP receptorai G fehérjéhez kotottek. A PACI receptor
foként az agyban fordul el6. A VPACI receptor mRNS-ét kimutattak az agykéregben és a
hippokampuszban. A VPAC2 receptor mRNS-¢ét a talamuszban, a nucleus suprachiasmaticusban, az
amigdala kozponti magjaban és a hidban azonositottak (Usdin et al., 1994; Sheward et al., 1995). A
kiilonb6z6 PACAP receptorok mRNS-ét a legtobb endokrin szervben megtalaltak (Usdin et al.,

1994; René et al., 1996). A tapcsatorndban ¢és annak mirigyeiben, a légzdszervekben, a



kardiovaszkularis rendszerben, a vesében, a fehér zsirszovetben és a harantcsikolt izmokban is
megtalalhatok (Ishihara et al., 1992; Usdin et al., 1994; Wei & Mojsov, 1996; Wong et al., 1998). A
makrofagok és limfocitdk ugyancsak kifejeznek PACAP receptorokat (Delgado et al., 1996;
Johnson et al., 1996).

A PACAP el6fordul a kozponti és periférias idegrendszerben, az endokrin mirigyekben, valamint a
keringési-, 1égz0- és emésztdszervekben. Hatdsai a kdzponti és kornyéki idegrendszerben, periférias
szovetekben szerteagazok (Somogyvari-Vigh & Reglddi, 2004; Zhou et al., 2002).

A PACAP-38 ¢és a CGRP egyiittes el6fordulasat igazoltdk érzéganglionokban, belsd szervek
ideghalozataiban (Skakkebaek et al., 1999; Hannibal & Fahrenkrug, 2000), a tobozmirigyben
(Moller et al., 1999), bérben és fogakban (Ichikawa & Sugimoto, 2003). A SP-vel is leirtak egyiittes
eléfordulast (Strange-Vognsen et al., 1997; Mirabella et al., 2001).

Célkituzések

1. Tisztdzni, hogy a PACAP-38 felszabadulhat-e kapszaicin érzékeny idegvégzddésekbdl
elektromos és kémiai ingerek hatasara in vitro koriillmények kozott.

2. Megvizsgalni, hogy a PACAP-38 felszabadulhat-¢ kapszaicin érzékeny idegsejtekbdl in vivo
¢s bekeriilhet-e a szisztémads keringésbe.

3. Tanulményozni a szisztémdsan alkalmazott PACAP-38 hatdsat kiilonbozé gyulladésos
allatmodellekben (mind neurogén, mind kevert tipusu gyulladasok).

4. Megfigyelni a kapszaicin érzékeny neuronok és TRPV1 receptorok szerepét a PMA Aaltal
kivaltott fiilgyulladas érzékenyitd hatdsaban.

5. Ertékelni a prosztanoidok és IL-1B hozzajaruldsat a PMA altal kivaltott fiilgyulladas
érzékenyitd hatadsadhoz.

6. Meghatarozni a kapszaicin érzékeny idegek és TRPVI1 receptorok funkcidjat DSS altal
kivaltott bélgyulladasban.

A PACAP-38 hatasa a szenzoros neuropeptidek felszabadulasara, valamint akut

neurogén és nem neurogén gyulladasos folyamatokra patkanyban és egérben

Szamos tanulmany ramutat a PACAP gyulladasgatlo hatasara (Abad et al., 2001; Gomariz et al.,
2006). Ugyanakkor keveset tudunk a gyulladds neurogén Osszetevlire kifejtett hatasarol. Az
immunrendszerben a PACAP két helyrdl szdrmazhat: a limfoid szoveteket ellatd idegsejtekbdl és
magukbol az immunsejtekbél. A PACAP legfontosabb gyulladasgatld hatdsa, hogy csokkenti a
makrofagok aktivitasat (Delgado et al., 1999).



Modszerek

Izolalt patkany tracheabdl kapszaicin, illetve elektromos ingerlés altal kivaltott szenzoros
neuropeptid felszabadulas mérése. Altatott patkdnyok légcsovét eltavolitottuk, szervfiirdobe
helyeztiik (1,8 ml) és pH 7,2-es, oxigenalt, 37 °C-os Krebs-oldattal ataramoltattuk (I ml/min) 60
percig. Ingerlés eldtti, alatti és utdni mintdkat vettiink 8 perces eltéréssel. Elektromos téringerlést
(EFS; 40 V, 0,1 ms, 10 Hz, 120 méasodpercig, 1200 impulzus) végeztiink, vagy kapszaicint (10° M)
adtunk az oldathoz. Egyes kisérletekben PACAP-38-at adtunk az oldathoz, hogy megvizsgalhassuk
hatasat a szenzoros neuropeptidek felszabadulasara.

Az inkubal6 oldat PACAP-38, CGRP, P anyag és szomatosztatin tartalmat radioimmunoassay (RIA)
eljarassal hataroztuk meg. Jelolt anyagnak mono-'*’I jelzett peptideket alkalmaztunk. Szintetikus
peptideket hasznaltunk stanadardnak. A mérést 1 ml 0,05 mol/l-es, pH 7,4-es, 0,1 mol/l natrium
kloridot, 0,25% BSA-t és 0,05% natrium azidot tartalmazo oldatban végeztiikk. Az antiszérumot
(100 ul, 1:10000), a jelolt peptidet (100 pl, 5000 cpm/cs6) és a standardot, vagy mintat (100 ul)
mérdpufferbe pipettaztuk. Inkubacid utan (48-72 h, 4 °C) az antitesthez kotott peptidet izolaltuk és
a radioaktivitast megmértiik.

PACAP-38 kimutatasa plazmabdl tomegspektrometriaval. A PACAP-38 kimutatasat plazmabol
standardhoz viszonyitva MALDI TOF (matrix—assisted laser desorption ionization time of flight)
tomegspektrometriaval végeztiik. PACAP-38 standard és patkany szérum 1-1 pl-ét azonos térfogata
telitett matrixoldattal kevertiik 6ssze. A gyorsitast késleltetett extrakcids koriilmények kozott (200
ns) pozitiv ion lizemmodban 20 kV fesziiltséggel végeztiik.

A Kapszaicin érzékeny idegsejtek szisztémas ingerlése in vivo koriilmények kozott. Altatott
patkanyok farokvéndjaba reziniferatoxint (3 pg/kg, i.v.) adtunk. Az RTX injekcié utan 5 perccel
vérmintat vettiink az allatokbol szivpunkcids modszerrel.

A nervus ischiadicus antidromos ingerlése. Altatott patkanyok nervus ischiadicusat atvagtuk és a
periférids csonkokat elektromosan ingereltiik (20 V, 0,5 ms, 5 Hz, 5 min) (Szolcsanyi et al., 1998b).
Egy 6raval az ingerlés eldtt guanetidint (8 mg/kg, i.p.) adtunk. Az allatok pipekuroniumot (200
ng/kg, i.v.) kaptak és pozitiv nyomaéssal 1élegeztettiik &ket. Ot perccel az ingerlés utdn vérmintat
vettlink szivpunkcids eljarassal.

A plazmamintak el6készitése radioimmunoassay méréshez. A vérmintdkhoz (6 ml allatonként)
EDTA-t (12 mg) ¢€s aprotinint (1200 U) adtunk. Centrifugalast (2000 rpm, 10 min, 4 °C) kdvetden 3
térfogatnyi abszolut alkohollal kicsaptuk a peptideket. Masodik centrifugalds utdn a mintakat
aramlo nitrogéngaz alatt beszaritottuk, majd 300 pl mérdpufferben reszuszpendaltuk (Jakab et al.,

2004).



Mustarolajjal kivaltott fiillduzzadas mérése egérben. A fiilduzzadast paraffinolajban oldott 1%-
os mustarolajjal idéztiik el6, amibol 10-10 pl-t kentiink a az allatok fiilének belso és kiils6 felszinére
a kisérlet kezdetekor és egy oraval késobb. A fiilvastagsagot mikrométerrel hataroztuk meg 0,01
mm-es pontossaggal. Mindkét mustéarolaj kezelés elott 15 perccel az alatok PACAP-38-at kaptak
(10, 100 és 1000 pg/kg 200 pl fiziologias sooldatban, i.p.).

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas mérése patkany hatso labanak bérén. Altatott
him Wistar patkanyok mindkét hatsé 1abat akutan denervaltuk. Az akut neurogén gyulladést 1%-os
paraffinolajban oldott mustarolajjal hoztuk létre. A plazmafehérje kiaramlast Evans-kék modszerrel
mértlik. Husz perccel a mustarolaj kezelés utan az allatokat kivéreztettiik. A gyulladas kezdete elott
20 perccel a patkdnyok PACAP-38-at (100 pg/kg, i.p.) kaptak.

TRPV1 receptor agonistikkal eléidézett akut neurogén gyulladas mérése patkany hatso
labanak talpbdérén. Altatott patkdnyok mindkét hatsé 1abat akutan denervaltuk. Az akut neurogén
gyulladést a bal hats6 ldbon intraplantarisan alkalmazott RTX-szel (100 ul, 0,1 pg/ml), vagy
kapszaicinnel (100 pl, 100 pg/ml) hoztuk létre. A plazmafehérje kidramlast Evans-kék moddszerrel
mértiik. Az RTX, vagy kapszaicin beadédsa utan 20 perccel kivéreztettiik a patkanyokat. A gyulladas
kezdete el6tt 10 perccel az allatok PACAP-38-at (10 pg/kg), vagy fiziologias sdéoldatot kaptak i.p.
Karrageeninnel Kkivaltott 6déma mérése patkiany hatsé laban. Altatott patkdnyok bal hatso
lababa karrageenint (50 ul, 3%) adtunk intraplantarisan. A karrageenin beadasa el6tt, majd 60, 120
¢és 180 perccel utana pletizmometriaval meghataroztuk a labak térfogatat (Helyes et al., 2006). Egy
allatcsoport 10 perccel a gyulladas kezdete el6tt i.p. 10 pg/kg PACAP-38-at kapott (Helyes et al.,
2001; Helyes et al., 2006).

Eredmények

Az izolalt patkany légesé érzo idegvégzodéseibdl ingerlés hatasaira PACAP-38 szabadul fel.
Kapszaicin (10° M) 27%-kal, elektromos téringerlés pedig tobb mint kétszeresére fokozta a
PACAP-38 felszabadulésat.

PACAP-38 kimutathaté a plazmaban tomegspektrometriaval, PACAP-27 azonban nem. A
PACAP-38 azonosithato volt kezeletlen patkanyok plazmajaban a 4558,7 Da-os jelnél
tomegspektrometriaval, ami a PACAP-38 Na' kvazimolekularis ionnak felel meg (MW: 4558,7).
PACAP-27-et (MW: 3147,6), vagy hasonl6 ionjat [M+Na] nem sikeriilt kimutatni.

A patkany plazma PACAP-szerii immunreaktivitasa a kapszaicin érzékeny idegek szisztémas
ingerlésének hatisara emelkedik. A kapszaicin érzékeny idegek ingerlése RTX injekcioval (3

ng/kg, i.v.) kétszeresére emelte a plazma PACAP-szerii immunreaktivitasit (PACAP-LI). Az



iléideg antidromos elektromos ingerlése csak kismértékben fokozta a PACAP-szerl
immunreaktivitast.

A PACAP-38 gatolja az izolalt patkany tracheabol kapszaicinnel és EFS-sel kivaltott P anyag,
CGRP és szomatosztatin felszabadulast. Kapszaicin (10° M) 2,5, 11 és 3-szoros emelkedést okozott
a P anyag, CGRP és szomatosztatin felszabadulasaban. EFS (1200 impulzus) 3, 3,5 és 2,5-szeres
emelkedést idézett elé ezen peptidek kidramlasaban. PACAP-38 (20-2000 nM) szignifikansan ¢és
koncentraciofiiggden gatolta a szenzoros neuropeptid felszabaduldst mindkét esetben.

PACAP-38 hatasa az egérfiil akut neurogén 6démajiara. PACAP-38 (10, 100 és 1000 pg/kg)
szignifikansan és dozisfliggden csokkentette a mustarolaj altal kivaltott fiillodémat.

PACAP-38 hatasa akut neurogén gyulladasra patkany hatsé labanak borén. PACAP-38 (100
ng/kg, i.p.) szignifikansan, 37,8%-kal gatolta a mustarolaj okozta Evans-kék akkumulaciot patkany
akutan denervalt hatsé labanak boérében.

A PACAP-38 csokkenti a kapszaicinnel és reziniferatoxinnal Kkivaltott akut neurogén
gyulladast patkiany hatsé labanak talpbérében. PACAP-38 (10 pg/kg, i.p.) 10 perccel a
gyulladaskeltd RTX (0,1 pg/ml, 100 pl, intraplantarisan), vagy kapszaicin (100 pg/ml, 100 pl,
intraplantarisan) el6tt alkalmazva 45,7%, illetve 46,4%-o0s gatlast okozott.

PACAP-38 hatasa karrageeninnel Kkivaltott akut labodémara patkanyban. PACAP-38 (10

png/kg, i.p.) szignifikdnsan csokkentette a karrageeninnel kivaltott 6démat.

Osszefoglalas

Igazoltuk, hogy a PACAP-38 felszabadul az ingerelt kapszaicin érzékeny idegvégzddésekbol.
Ezenkiviil ismertettiink egy specifikus és érzékeny radioimmunoassay eljarast a PACAP-LI-nek
plazmabol torténd megbizhaté kimutatdsara. Ezen moddszer segitségével bizonyitottuk, hogy a
kapszaicin érzékeny idegekbdl TRPV1 receptoron keresztiil felszabadul6 PACAP-38 bekeriil a
szisztémas keringésbe. Azt talaltuk, hogy a PACAP-38 képes gatolni a szenzoros neuropeptidek
felszabadulasat az érzdrostokbol. Ugyanezzel a hatdsmechanizmussal szisztémasan alkalmazva
hatékonyan csokkenti a neurogén gyulladast in vivo. A szisztémasan alkalmazott PACAP-38 a

kevert tipusu 6démaképzddést is mérsékelte patkany hatsé lababan.



Nem neurogén gyulladasnak kapszaicin érzékeny idegekre kifejtett szisztémas

érzékenyité hatasa egérfiilben

A forbol 12-mirisztat 13-acetat (PMA) kivaltotta egérfiil gyulladast régota hasznaljak kiilonbozo
anyagok gyulladascsokkentd hatasanak vizsgalatara (Garrido et al., 2004; Huang et al., 2006).
Vanilloid vegyiiletekkel kezelt allatok segitségével neurogén Osszetevoket igazoltak a PMA okozta
egérfiil gyulladasban.

Vizsgalatunk célja a kapszaicin érzékeny idegvégzddések és TRPV1 receptorok szerepének

tisztazasa a PMA okozta egérfiil gyulladas idegrostokra kifejtett érzékenyitd hatasaban.

Modszerek

PMA és aceton kezelés. Altatott allatok jobb fiilét acetonban oldott PMA-val (2,5 pg) kentiik be. A
bal fiileket acetonnal kezeltiik. Kiilon allatcsoportok mindkét fiilét acetonnal kentiik be, illetve a
jobb fiilet PMA-val kezeltiik, a bal fiil pedig érintetlen maradt.

Szisztémas reziniferatoxin elékezelés. Az RTX torzsoldatot (1 mg/ml) 96%-os etanollal
készitettiik, a tovabbi higitasokat fizioldgids sooldattal végeztiik. Altatott TRPV1+/+ allatok
nyakéba 10, 30 és 100 pg/kg RTX oldatot adtunk s.c. harom egymast kovetd napon. Az egereket 14
nappal a kezelés utdn vontuk be kisérletbe. A kezelés sikerességét szemtorlési teszttel ellendriztiik.
Lokalis kapszaicin kezelés. TRPV1+/+ allatok jobb, vagy bal fiilét 70%-os etanolban oldott 0,5%-
os kapszaicinnel kentiik be. Az ellenoldali fiileket etanollal kezeltik. A kapszaicin kezelést
kétoranként végeztiik Otszor, két egymast kdvetd napon. Az allatokat 4 nappal a kezelés utan
hasznaltuk kisérlethez (Gabor & Rézga, 1992).

Ibuprofen kezelés. Vad tipusu allatok egy csoportja 45 perccel a PMA ¢és aceton kezelés eldtt,
illetve 6 és 12 d6raval utana 70 mg/kg fiziologids soban oldott ibuprofent kapott.

Anti-IL-1f antitest kezelés. Egy egércsoport 5 ng poliklonalis kecske anti egér IL-1 1gG-t kapott
1.v. Az allatok egy oraval az injekcié utan részesiiltek PMA ¢és aceton kezelésben, fiilvastagsagukat
pedig az alabb leirtaknak megfeleléen mértiik.

A fiillodéma mérése. A fiilvastagsagot az acetonnal, illetve PMA-val torténd kezelés elott és adott
idépontokban a kezelés utan hataroztuk meg mikrométerrel.

Mieloperoxidaz aktivitas mérése. A mintakat 12 6raval az aceton és PMA kezelés utan vettiik,
majd a mérésig -20 °C-on taroltuk. A fiileket megmértiik, felapritottuk és homogenizaltuk. A

homogenizatumot lecentrifugaltuk (10000 g, 4 °C, 10 perc) ¢és 500 pul mintat gyujtottiink a



feliiluszobol. A mieloperoxiddz aktivitast 96 lyukd lemezen 3, 3°, 5, 5’-tetrametil-benzidin
segitségével hataroztuk meg szobahdmérsékleten.

Szovettan. Pontoztuk az 6déma mértékét, a szOrtiiszok és faggyumirigyek nekrozisakor kialakulo
mikroabszcesszusok, valamint az akkumulalddott fehérvérsejtek szamat.

Az IL-1B koncentraciéjanak mérése. A mintdkat megmértiik, majd fenilmetilszulfonil fluoridot
tartalmazd RPMI oldatba (1 ml) tettiik és feldaraboltuk. A fiileket homogenizaltuk, lecentrifugaltuk
(10000 g, 4 °C, 10 perc) és 500 pl mintat gyljtottiink a feliilaszobol. A mintak IL-1p tartalmat BD
OptEIA ELISA set segitségével hataroztuk meg.

Eredmények

A TRPV1 receptorgén hiianyanak, szisztémas RTX elokezelésnek, lokalis kapszaicin
deszenzibilizacionak, valamint ibuprofen kezelésnek a PMA és aceton okozta fillodémara
kifejtett hatasa. Amennyiben a jobb fiillet PMA-val kezeltiik, az aceton kezelésben részesiilt bal fiil
vastagsaga 85%-kal novekedett 12 ora alatt TRPV1+/+ és -/- allatokban egyarant. Az elsd 4 6raban
az acetonnal kezelt fiillek nem vastagodtak meg. A PMA kezelés a jobb fiilon 163-196%
fiilvastagodast idézett el6 TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben is.

TRPV1+/+ éllatok reziniferatoxinnal torténd szisztémas elokezelése csokkenti az aceton kivaltotta
fiilodémat a bal oldalon. Az elékezelés 30-50%-kal gatolta a jobb oldali PMA okozta fiilvastagodast
foként az els6 6 oraban.

Ha mindkét fiilet acetonnal kezeltiik, csak 12-20%-0s vastagodast tapasztaltunk. Ha a bal fiilet
érintetleniil hagytuk, az ellenoldali PMA kezelés 30%-os fiilvastagodast eredményezett a kezeletlen
bal oldalon TRPV1 KO ¢és vad tipusu egerekben is.

A kétoldali aceton kezelés okozta fiillodémat sem a TRPV1 receptorgén hidnya, sem a szisztémas
RTX eldkezelés nem befolyasolta szignifikdnsan.

Egy kiilon allatcsoportban TRPVI1+/+ egerek acetonnal kezelt bal fiilén helyi kapszaicin
deszenzibilizalast végeztiink. Ekkor az aceton kezelés csak kismértékili vastagodashoz vezetett. Ha a
lokalis eldkezelést a jobb, PMA-val kezelt fiilon végeztiik, a PMA kivaltotta fiillodéma a korai
1dészakban cs6kkent. Az ellenoldali, nem el6kezelt fiilon az aceton hatasara tovabbra is 74-91%-0s
vastagodas jelentkezett.

TRPV1+/+ éllatokban az ibuprofen kezelés (70 mg/kg) teljesen kivédte a baloldali, aceton okozta
fiilvastagodast. Az ibuprofen kezelés nem befolyasolta szignifikansan a jobb fiill PMA kivéltotta

5démajat.



A TRPV1 receptorgén hiany és RTX el6kezelés hatisa a fiilmintak mieloperoxidaz
aktivitasara. A bal oldali aceton kezelés kismértékii, de szignifikans mieloperoxidaz aktivitas
emelkedést idézett eld6 TRPV1 KO egerekben.

Nagymértékii mieloperoxidaz aktivitas fokozddast tapasztaltunk a PMA-val kezelt jobb fiilekben 12
oraval a kezelés utan. Ezt sem a szisztémas RTX elokezelés, sem a TRPVI1 receptor genetikai
hidnya nem befolyasolta.

Szovettani eredmények. A TRPVI KO dllatok fiileiben taldltuk a legnagyobb szamu
mikroabszcesszust. Ezekben az 4allatokban a bal oldali aceton kezelés is okozott enyhe
mikroabszcesszus képzodést. A jobb fillek PMA kezelése nagyfoké6 mono- €s polimorfonuklearis
sejt akkumulaciojat idézte eld6 TRPV1+/+, TRPV1-/- és RTX elokezelt vad tipusi egerekben. A
kétoldali aceton kezelés nem vezetett szignifikdns sejtgyiilem kialakuldsédhoz.

A PMA és aceton kezelés hatasa az egérfiil IL-1f tartalmara. A PMA kezelt allatok bal oldali,
acetonnal kezelt fiilében emelkedett IL-1P szintet mértiink. A kétoldali aceton kezelés sem
TRPVI1+/+ sem TRPV1-/- éllatokban nem okozott emelkedett IL-1 szintet. A jobb oldali PMA
kezelés megemelte a fiilek IL-1p tartalmat TRPV1+/+ és TRPV1-/- egerekben is.

Szisztémas anti-IL-1p antitest kezelés hatiasa a PMA és aceton okozta fiilodémara. Az anti-IL-
1P antitesttel valo el6kezelés nem csokkentette a PMA kezelés érzékenyitd hatdsat az ellenoldali
aceton kivaltotta fiilvastagodasra. Az elékezelés a PMA okozta fiillodémat sem gatolta a jobb

oldalon.

Osszefoglalas

Igazoltuk a PMA érzékenyitd hatasat az ellenoldali aceton okozta fiilddémara, valamint bemutattuk,
hogy a prosztanoid vegyiiletek fontos szerepet jatszanak ebben a folyamatban. Eredményeink
alapjan az IL-1B nem vesz részt az érzékenyitésben. Adataink szerint a potencialdé hatas az
acetonnal kezelt fiil kapszaicin érzékeny idegvégzddésein keresztiil érvényesiil, de a TRPV1
receptortdl fiiggetlentil.

Tovabba bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a PMA okozta flilgyulladds neurogén Osszetevdje
fiiggetlen a TRPV1 receptortol és nem IL-1f kozvetiti.

Ramutatunk, hogy oOnkontrollos in vivo gyulladasos kisérletekben az aceton nem hasznalhato a
PMA inert olddszereként. Munkank a helyi sejtes gyulladasos folyamatok soran felszabaduld
mediatoroknak arra a tulajdonsagara hivja fel a figyelmet, hogy azok a test tavoli részében a

neurogén gyulladast fokozhatjak.



A kapszaicin érzékeny afferens idegvégzodések szerepe a dextran szulfat okozta

vastagbélgyulladasban

A kapszaicin érzékeny idegvégzddések és a TRPV1 receptor szerepét gyulladasos bélbetegségekben
régota vizsgaljak. A colitis ulcerosa és a Crohn-betegség legelterjedtebb allatmodelljei a dextran
szulfat natrium (DSS) és helyileg alkalmazott trinitrobenzol szulfonsav (TNBS) okozta
vastagbélgyulladas (Okayasu et al., 1990; Morris et al., 1989).

TNBS-szel egylitt alkalmazott helyi kapszaicin kezelés (640 umol/l) gatolta a TNBS okozta
gyulladast patkdnyban (Goso et al., 1993), ezzel alatamasztotta a felaszabaditott neuropeptidek
gyulladéscsokkentd hatdsat. Per os adagolt kapszaicin az orélis dextran szulfat altal kivaltott
bélgyulladést is csokkentette patkanyban (Okayama et al., 2004). Néhany kozlemény szerint
TRPV1 antagonistak véddé hatassal rendelkeznek TNBS-szel és dextran szulfattal kivaltott
vastagbélgyulladas esetén ragcsalokban (Kihara et al., 2003; Fujino et al., 2004; Kimball et al.,
2004). Az érz6 idegvégzddések deszenzibilizalasa kapszaicin eldkezeléssel fokozta a gyulladdsos
elvaltozasokat TNBS-szel, DSS-tal kivaltott ¢s egyéb bélgyulladds modellekben (Barada et al.,
2001; Okayama et al., 2004). Arra vonatkozoan is sziilettek adatok, hogy ujsziilottkori kapszaicin
deszenzibilizalas enyhiti a DSS okozta bélgyulladast patkanyban (Kihara et al., 2003).

Mivel a kapszaicin érzékeny idegvégzddéseknek, kiillondsen pedig a TRPV1 receptornak a
gyulladédsos  bélbetegségekben  betoltott  szerepére  vonatkozd  kisérleti  eredmények
ellentmondasosak, jelen vizsgalatunkban a szenzoros neurogén 0sszetevok részvételét a DSS okozta
bélgyulladasban TRPV1 receptorgén hianyos allatok ¢és szisztémas RTX elokezelés segitségével

tanulmanyoztuk.

Modszerek

A vastagbélgyulladas létrehozasa. Az egerknek szabad hozzaférést biztositottunk bidesztillalt
vizben oldott DSS-hez (2%) 5, vagy 6 napig. A kontroll allatok bidesztillalt vizet kaptak. Az allatok
sulyat naponta lemértiikk, székletiik konzisztenciajat, vértartalmat pontoztuk. Hat nap utdn az
allatokat éterrel elkabitottuk ¢€s dekapitacio segitségével leoltiik. A vastagbeliiket eltavolitottuk,
majd a széklet eltdvolitasa érdekében Krebs-Henseleit oldattal 6vatosan atoblitettiikk. A bélmintakat
harom egyenld részre osztottuk (proximalis, k6zépsd és disztalis). Mindharom szakaszbol 4 mm
széles gytriiket vagtunk szovettani vizsgalatra.

Szisztémas reziniferatoxin elokezelés. A szisztémds RTX elOkezelést a korabban leirtaknak

megfelelden végeztiik és ellendriztiik.
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A betegség sulyossagat jellemz6é Kklinikai pontszam (Disease Activity Index). A
testsulyveszteséget, széklet halmazéllapotot és vértartalmat naponta pontoztuk (Stevceva et al.,
2001). Mindharom jellemz6ét 0-tol 4-ig terjedd skalan jellemeztikk. A klinikai pontszdm a
sulyvesztés, széklet halmazallapot és széklet vértartalom pontszamok szamtani atlaga. A DSS
kezelésben részesiilt TRPV1+/+, TRPV1-/- és TRPV1+/+ RTX elOkezelt allatok esetében tulélési
statisztikat is készitettiink.

Mieloperoxidaz aktivitas mérése. A bélmintak sulyat megmértiik, felapritottuk dket és 1 ml 50
mM-os 0,5% hexadeciltrimetilammonium bromidot tartalmazé kaliumfoszfat pufferben (pH 6)
homogenizaltuk. A homogenatumot 10000 g-vel, 4 °C-on, 10 percig centrifugaltuk. A feliiliszobol
400 pl-t leszivtunk. A mieloperixidaz aktivitast a korabban leirtaknak megfeleden hataroztuk meg.
Szovettan. A nyalkahartydban a kriptdk magassagat, valamint a gyulladas stlyossagat és

kiterjedését pontoztuk (Kihara et al., 2003).

Eredmények

Klinikai pontszam (Disease Activity Index). TRPV1+/+ allatokban a 2%-o0s DSS kezelés 57,14%-
os elhullast eredményezett. A TRPV1 receptor genetikai hidnya nem befolyasolta a klinikai
pontszamot. A TRPV1-/- egerek esetében 38,46%-0s veszteséget tapasztaltunk 6 nap alatt. Az RTX
elokezelt TRPVI1+/+ éllatoknal kiilonosen nagymértékii elhullds jelentkezett (91,67%). A
szisztémas RTX eldkezelés nem modositotta a klinikai pontszamot. A TRPV1+/+ RTX eldkezelt
allatok tulélési valdszinlisége szignifikansan kisebb volt, mint a TRPV1+/+ egereké.

A bélmintak mieloperoxidaz aktivitisa. A DSS kezelés az Osszes allatcsoportban az MPO
aktivitas szignifikans emelkedéséhez vezetett. A TRPV1 KO dallatok tobb, mint kétszeres MPO
aktivitas emelkedést mutattak a k6zépso bélszakaszon a vad torzshoz képest. A kapszaicin érzékeny
idegrostok funkcidjdnak RTX elOkezeléssel torténd blokkoldsa a kozépsd és disztalis
bélszakaszokon szignifikansan magasabb MPO értékeket eredményezett a TRPV1+/+ egerekhez
képest.

Szovettan. A dextran szulfat kezelésben részesiilt allatok Gsszetett szdvettani pontszdma minden
bélszakaszon és minden allatcsoportban magasabb volt a vizzel kezeltekénél. A TRPV1 receptor
genetikai hidnya a kozépso és disztalis bélszakaszon vezetett nagyobb foku szovettani eltérésekhez.
Az RTX eldkezelés TRPV1+/+ allatokhoz hasonlitva szignifikdnsan nagyobb mértékii gyulladasos

folyamatot eredményezett.

11



Osszefoglalas

A colitis ulcerosa allatmodelljei értékes eszkdzok a betegség patomechanizmusanak vizsgalataban.
A dextran szulfat kivaltotta bélgyulladas a colitis ulcerosa jellegzetes tlineteit mutaja: kronikus
visszatér0 hasmenést, véres székletet, a végbél gyulladasat, nyalkahartydjanak kifekélyzodését,
kripta abszcesszusok képzddését. A fekélyes teriileteken fokozott a hdmsejtek apoptozisa és
nekrozisa (Boismenu et al., 2002; Vetuschi et al., 2002).

A TRPVI1 receptornak és a szenzoros neuropeptideknek a DSS okozta vastagbélgyulladasban
betoltott szerepérdl napvildgot latott adatok ellentmondadsosak. Kihara ¢és Kimball szerint a
kapszaicin érzékeny idegvégzdodésekbdl felszabaduld neuropeptidek Osszességében gyulladaskeltd
hatasuak. Ezel szemben Okayama és munkatarsai azt tapasztaltdk, hogy az oralisan alkalmazott
szelektiv TRPV1 receptor agonista kapszaicin altal felszabaditott neuropeptidek gatoltdk a DSS
indukalta bélgyulladast patkanyban. Azt is megfigyelték, hogy kapszaicin eldkezelés fokozza a
gyulladasos vélaszt (Okayama et al., 2004). Eredményeik a szenzoros neuropeptidek gyulladasgatlo
szerepére utalnak ebben a modellben. Sajat eredményeink Okayama kozleményét erdsitik meg:
kisérleteinkben a kapszaicin érzékeny idegvégzddések RTX-szel torténd deszenzibilizalasa,
valamint a TRPV1 receptor genetikai hidnya sulyosbitotta a korszovettani elvaltozasokat és rontotta
a talélés valoszintiségét DSS indukalta vastagbélgyulladasban.

A TRPVI1 receptor ¢és a kapszaicin érzékeny idegvégzodések modulald hatasdnak mélyebb
megismerése a colitis ulcerosa kezelésében alkalmazhatdé 0j tdmadaspontii gyulladascsokkentd

gyogyszerek kifejlesztéséhez nytjthat segitséget.
Uj eredmények

1. Eredményeink igazoljak, hogy a patkany légcsé érzé idegeibdl kapszaicin, vagy elektromos
téringerlés hatasara PACAP-38 szabadul fel. PACAP-38 szerli immunreaktivitdst mutattunk
ki kezeletlen patkanyok plazmdjaban, amit tomegspektrometridval is megerdsitettiink.
Reziniferatoxin kezelés hatasara a plazma PACAP-38 tartalma kétszeresére emelkedett.

2. Kisérleteinkben a PACAP-38 gyulladascsokkentd hatasat tapasztaltuk mind neurogén, mind
kevert tipust folyamatokban. A PACAP-38 dozisfiiggd modon gatolta a patkany 1égcsébol
kapszaicinnel, vagy elektromos téringerléssel eldidézett neuropeptid felszabadulast.
Szisztémasan alkalmazott PACAP-38 szignifikansan gatolta a mustarolaj okozta neurogén
egérfiil 6démat, patkany hats6é laban mustarolajjal 1étrehozott gyulladast és patkany hatso

laban intraplantdrisan beadott reziniferatoxinnal, vagy kapszaicinnel eléidézett gyulladast.
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Intravéndsan alkalmazott PACAP-38 sikeresen csokkentette patkany hatso 1aban a
karrageeninnel kivaltott gyulladast.

3. Megfigyeltik a PMA okozta gyulladds érzékenyitd hatasat aceton kivaltotta egérfiil
O0démara. A kapszaicin érzékeny idegvégzddések meghatarozd szerepet jatszanak az
érzékenyitésben, mivel szisztémds reziniferatoxin eldkezelés kivédte azt. Genetikailag
modositott allatok segitségével bizonyitotuk, hogy a TRPV1 receptor nem Iényeges eleme a
jelenségnek. Azt talaltuk, hogy a prosztanoidok fontos kdzvetitéi az érzékenyitésnek, az IL-
1B viszont nem rendelkezik érdemi hatassal.

4. Vizsgalataink fényt deritettek a PMA okozta gyulladds pathomechanizmusanak néhany
kevéssé tisztazott részletére. Eredményeink alapjan a TRPV1 receptor genetikai hidnya nem
befolyésolja az folyamatot. Adataink szerint az IL1-3 nem nélkiilozhetetlen a PMA okozta
fillgyulladas kozvetitésében.

5. Vizsgalataink szerint a kapszaicin érzékeny idegvégzddések funkciondlis gatlasa és a
TRPV1 receptor hianya fokozzak a gyulladésos sejtakkumulaciét, valamint egyéb szovettani

eltéréseket C57BL/6 egerekben DSS-szel 1étrehozott vastagbélgyulladasban.
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