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ROVIDITESEK JEGYZEKE

5-HT: 5-hidroxi-triptamin

12-HPETE: 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav

ACh: acetyl-choline/ acetil-kolin

AITC: allil-izotiocianat

anti-CCP: anti-ciklikus citrullinalt peptid

APC: antigen presenting cell/antigén prezental6 sejt

ATP: adenozin-trifoszfat

B2: bradikinin 2 receptor

C-R: complement receptor/komplement receptor

CFA: complete Freund’s adjuvant/komplett Freund adjuvans

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

COPD: chronic obstructive pulmonary disease/kronikus obstruktiv tiidébetegség
COX: ciklooxigenaz

DMARD: disease-modifying antirheumatic drugs/betegségmoddosito antireumas szerek
EDTA: etilén-diamin-tetraecetsav

Fc-R: Fc receptor

GPCR: G-protein coupled receptor/G-proteinhez kotott receptor

I.a.: intraartikularis

IASP: International Association for the Study of Pain/Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag
ICAM-1: intracellular adhesion molecule-1/intracellularis adhézios molekula-1
ICG: indocyanine green/indocianin zdld

IFNy: interferon y

IL: interleukin

I.p.: intraperitonealis

I.pl.: intraplantaris

I.v.: intravénas

JIA: juvenilis idiopatias artritisz

KC: keratinocyte chemoattractant/keratinocita kemoattraktans

MAO: monoamin oxidaz

MHC: major histocompatibility complex/major hisztokompatibilitasi komplex
MIA: monosodium iodoacetate/monojod acetat

MIP-2: macrophage inflammatory protein-2/makrofag gyulladasos protein-2



MPC: mononuclear phagocyte/mononuklearis fagocita sejt

MPO: mieloperoxidaz

NGF: nerve growth factor/ideg novekedési faktor

NF«B: nuclear factor k B/nuklearis faktor k B

NK: natural killer/természetes 6ldsejt

NKA: neurokinin A

NKB: neurokinin B

NOD: non-obese diabetic/nem-elhizott diabéteszes

NSAID: non-steroid anti-inflammatory drugs/nem-szteroid gyulladascsokkent6 szerek
PACAP: pituitary adenylate cyclase activating polypeptide/hipofizis adenilat ciklaz
aktivalo polipeptid

PBS: phosphate buffered saline/foszfat pufferes sdoldat

PCR: polimerase chain reaction/polimeraz lancreakcio

RA: reumatoid artritisz

RANKL.: receptor activator of nuclear factor « B ligand/nuklearis faktor x B receptor
aktivator ligand

RF: reuma faktor

ROI: Region of Interest

ROS: reactive oxygen species/reaktiv oxigén gyokok

RTX: reziniferatoxin

S.c.: szubkutan/subcutan

S.E.M.: standard error of mean/atlag standard hibaja

SP: substance P/P-anyag

SSAO: semicarbazide-sensitive amine oxidase/szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz
SST: somatostatin/szomatosztatin

TCR: T cell receptor/T sejt receptor

Th: T-helper sejt

TNF-a: tumor nekrozis faktor-o

Tol-R: Toll-like receptor/Toll-szer( receptor

TrkA: tropomiozin receptor kinaz A

TRPAL: tranziens receptor potencial ankyrin 1

TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1

VEGF: vascular endothelial growth factor/vaszkularis endotél novekedési faktor

WT: wild type/vad tipusu



BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1. A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPA1) és vanilloid 1 (TRPV1)
receptorok, szerepiik gvyulladasban és fajdalomban., gvégyszerfejlesztési

perspektivak

Munkacsoportunk az 1970-es évek ota foglalkozik a vékony mielinhiivelyes (Ad-) és a
mielinhiively nélkiili (C-) érz6 rostok egy sajatos alcsoportjanak, az un. kapszaicin-
érzékeny érzdideg végzodések, illetve az ezeken lokalizalodd, TRP csaladba tartozo
ionotrop receptorok kutatasaval. Ebbe a receptor csaladba tartoznak a TRPA1 és TRPV1
receptorok is, amelyek az Ad- és C-rostokkal rendelkezé neuronok sejttestein és
végzddésein kiviil a hatsd gyoki és trigeminus ganglionokban (Caterina és mtsai., 1997,
Story és mtsai., 2003), illetve nem neuralis sejteken is funkcionalisan expresszalodnak.
Utobbiak koziil mindkét receptort leirtak mar keratinocitakon (Southall és mtsai., 2003;
Atoyan ¢és mtsai, 2009), szinoviocitdkon (Kochukov és mitsai., 2006), kondrocitdkon
(Somogyi ¢és mtsai., 2015; Moilanen és mtsai., 2015) és limfocitakon is (Saunders és
mtsai., 2007; Bertin és mtsai., 2016). A TRPV1 emellett hizosejteken (Stander és mtsai.,
2004) ¢és vaszkularis simaizom sejteken (Kark és mtsai., 2008), mig TRPA1
fibroblasztokon (Hu és mtsai., 2009), makrofagokon (Chao és mtsai, 2008), endotél
sejteken (Earley és mitsai.,, 2009), asztrocitdkon (Shigetomi és mtsai., 2011) és
oligodendrocitakon (Hamilton és mtsai., 2016) is expresszalodik. Szdmos kémiai irritans,
endogén mediator és fizikai inger képes ezeket a receptorokat stimulalni.

A TRPV1 aktivatorai koziil legismertebb a csipds paprika alkaloidja, a kapszaicin (8-
metil-N-vanillil-6-nonenamid), amelynek hatasait évtizedekkel elébb ismerték, mint
ahogy receptorat klonoztak volna. Bar a népi gyogyaszatban mar korabban alkalmazott
kapszaicinnel kapcsolatban az elsé tudomanyos feljegyzés az 1870-es évekbdl szarmazik
(Hogyes, 1878), a kapszaicinnel kapcsolatos kutatasok fellendiilése igazabol az 1960-as
évekre tehetd. Ekkor Prof. Jancsé Miklos szegedi é€lettanasz €s tanitvanya, Szolcsanyi
Janos, aki kés6bb munkacsoportunkat is megalapitotta, munkéjanak kdszonhetden dertilt
fény a kapszaicin-deszenzitizacio jelenségére, illetve a kapszaicin-érzékeny érzdideg
végzddések gyulladaskeltd hatasara (Jancso, 1960; Jancsé és mtsai., 1967). Az 1970-es
években Szolcsanyi Janos mar feltételezte egy kapszaicin-receptor jelenlétét (Szolcsanyi
¢és Jancs6-Gabor, 1975, 1976), azonban a receptor azonositasa csak 1997-ben sikeriilt.
Ekkor David Julius és munkacsoportja a receptort patkanybol klonozta (Caterina és
mtsai., 1997), majd ugyanez megtortént tengerimalacbol (Mclntyre és mtsai., 2001) és

emberbdl is (Hayes és mtsai., 2000). A receptor 838 aminosavbol allo fehérje, amit 6 -
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redé szerkezetli transzmembran domén épit fel. A csatornarégiot az 5. és 6. alegység
kozotti intracellularis, hidrofob hurok alkotja, amelyek a membranban tetramerré és/vagy
heteromerré rendezédve helyezkednek el. A receptor elnevezését az magyarazza, hogy
nemcsak kapszaicin, hanem mas vanilloid szerkezetli vegyiiletek is aktivaljak, mint pl. a
marokkoi kutyatejben (Euphorbia resinifera) megtalalhato reziniferatoxin (RTX), a
fekete borsbdl szarmazd piperin, a gyombérben 1évé zingeron és a szegfliszegben
talalhaté eugenol (Caterina és mtsai., 1997). A TRP nagycsaladba 2002-ben soroltak
(Gunthorpe és mtsai., 2002). Erdekesség, hogy a TRPV csalad tobbi tagjara (TRPV2-6)
nem hatnak vanilloid struktirdji vegyiiletek. Ezek valojaban csak vanilloid receptorszerii
struktirak, tobbségiik epitelidlis Ca?*-csatorna (Gunthorpe és mtsai., 2002).

A TRPV1 polimodalis szenzor funkcioval rendelkezik, hiszen kémiai irritinsokon kiviil

endogén mediatorok és fizikai ingerek is képesek aktivalni. Az endogén mediatorok koziil
legjelentésebbek a protonok (pH<6) és az arachidonsav metabolitok, pl. az
endokannabinoid  N-arachidonoil-etanol-amin  (anandamid), a 12-hidroperoxi-
eikozatetraénsav (12-HPETE) és az N-oleoildopamin (Caterina és mtsai., 1997; Hwang
¢és mtsai., 2000; Chu és mtsai., 2003). Szamos proinflammatorikus mediator szenzitizalja
a TRPV1-et, tobbek kozott az egyik legerésebb fajdalomkelté mediator, a bradikinin
(Shin és mtsai., 2002), a prosztaglandinok (Szallasi és Blumberg, 1999; Chuang és mtsai.,
2001) és a proteazok is (Amadesi és mtsai., 2004). A fizikai ingerek koziil a fajdalmas
intenzitast, 43°C feletti h6 (Tominaga és mtsai., 1998) a legfontosabb, hiszen mas hével
aktivalhato struktiira nem ismert a szervezetben. A TRPV1, a tébbi TRP ioncsatornahoz
hasonléan nem sorolhaté be egyértelmiien sem a ligandfiiggd, sem a fesziiltségfiiggd
ioncsatornak kozé, tulajdonképpen egy sokféle liganddal aktivalhato termoszenzornak
tekinthetd. Ennek alapjan a TRP csatornak 6nallo receptor tipust képviselnek (Szolcsanyi,
2008) (1. abra).

A TRPAI1 szerkezete megegyezik a TRPV1-ével, azzal a kiilonbséggel, hogy egyediil az
emlds TRP receptorok koziil a legtobb, szdm szerint 17 ankyrin ismétlddéssel
rendelkeznek az N-terminalis régioban (Kwan és mtsai., 2006). A receptor nevét is ez
magyarazza. Eredetileg hideg érzékeld receptorként irtak le (Story és mtsai., 2003),
azonban késobb kidertilt, hogy a hidegérzékelésért valosziniileg nem kizarolag a TRPAI
felelés, csak hozzajarul a 17°C alatti homérséklet érzékeléséhez. A gyulladast és
idegsériilést kiséré hideg allodinia (nem fajdalmas hideg inger 4&ltal kivaltott
fajdalomérzet) kialakulasaban nagyobb szerepet tulajdonitanak neki (Obata és mtsai.,

2005; Katsura és mtsai., 2006; Kwan és mtsai., 2006). Emellett szamos exogén és
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endogén agens stimuldlja a receptort. Az exogén agonistak koziil jelentések a novényi
eredetli vegyiiletek, a mustarolajban talalhat6 allil-izotiocianat (AITC) (Jordt és mtsai.,
2004), a fokhagymaban 1év6 allicin (Bautista és mtsai., 2005), a fahéjaldehid (Bandell és
mtsai., 2004), tovabba a kipufogd gazokban és a dohanyfiistben 1év6 akrolein (Bautista
¢és mtsai., 2006). Az endogén aktivatorok mind a gyulladasos folyamatok és az oxidativ
stressz soran felszabadulo agensek, mint pl. a 4-hidroxi-2-nonenal (Trevisani €s mtsai.,
2007), a hidrogén-szulfid (Miyamoto és mtsai., 2011), a 15-delta prosztaglandin J2
(Taylor-Clark és mtsai., 2008), illetve a szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz (SSAO)
termékek koziil a formaldehid (McNamara és mtsai., 2007), a hidrogén-peroxid (Sawada
¢s mtsai., 2008) ¢s a metilglioxal (Eberhardt és mtsai., 2012). Gyulladasban betoltott
kulcsszerepét szintén alatamasztja, hogy a TRPV1 receptorhoz hasonl6an a bradikinin és
a szerotonin is képes érzékenyiteni a receptort (Bautista és mtsai., 2006; Wang és mtsai.,
2008) (1. abra).

Mustarolaj Kapszaicin
A(j h ) 43 °C<ho
ATP —— ROS = Formaldehid  protonok
5-HT radikinin NGF H,S Metilsliozal 12-HPETE
x 2 cHighoxa Anandamid
IIldoeg Mechanikai
N N NN <17°C) 1] ingerek
O q PR LRAABRARS
s
4 l 4§ l.'zva:.':'z'—a':'.l ,'

&,

FAJDALOM
HIPERALGEZIA

1. abra A TRPV1 és TRPAI1 receptor szerkezete és aktivaciéos mechanizmusai. Roviditések: 5-HT: 5-
hidroxi-triptamin, 12-HPETE: 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav, ACh: acetil-kolin, ATP: adenozin-
trifoszfat, B2: bradikinin 2 receptor, GPCR: G-proteinhez kotott receptor, NGF: idegi ndvekedési faktor,
ROS: reaktiv oxigén gyokok, TrkA: tropomiozin receptor kindz A, TRPAL1: tranziens receptor potencial
ankyrin 1, TRPV1.: tranziens receptor potencial vanilloid 1. Forras: Nilius és mtsai., Physiol Rev, 2007.



A TRPVI1 és TRPAI receptorokat expresszald nociceptorok a periférias afferensek egy
sajatos alcsoportjat képezik. Ezek az un. peptiderg, kapszaicin-érzékeny érzéideg
végzédések, amelyek az Ad- és a C-rostok 40-50%-at teszik ki (Holzer, 1991).
Kilonlegességiik, hogy egyediilallé mdédon harmas funkcioval rendelkeznek, az

afferens mellett lokalis és szisztémas efferens funkcidjuk is van (2. abra).

N7

I1. Lokalis efferens funkcio:
neurogén gyulladas

Vazodilataci6 + Vaszkularis
permeabilitas i,

1. Afferens funkcio: fokozodas ; ' ’
nocicepcio \ . J
: : P 13
Proinflammatorikus / By 3 Iy
mediatorok
(pl. CGRP, SP, NKA) \ ‘ J G)rf}(at;ifé‘sc(;sé sejt

II1. Szisztémas efferens
> funkci6: gyulladas- és
Antiinflammatorikus fajdalomesillapitas
mediatorok

Kapszaicin-érzékeny / ‘
érzéideg végzddeés 3

)\\*\‘\ (pl. SST, opioid peptidek)

2. abra A kapszaicin-érzékeny érzéideg végzodések harmas funkciéja. Roviditések: CGRP: kalcitonin
gén-rokon peptid, NKA: neurokinin A, SP: P-anyag, SST: szomatosztatin, TRPAL: tranziens receptor
potencial ankyrin 1, TRPV1: tranziens receptor potencial vanilloid 1.

A klasszikus afferens miikodés soran a receptorok aktivacioja kovetkeztében Na* ionok

aramlanak be az idegvégzddésbe, igy kialakul az akcids potencial, tovaterjedésével pedig
a fajdalomérzet (nocicepcio). Emellett azonban Ca?* influx is zajlik, amely gyulladés- és
fajdalomkelt6 neuropeptidek felszabadulashoz vezet (pl. kalcitonin gén-rokon peptid:
CGRP, P-anyag: SP, neurokinin A és B: NKA, NKB). A beidegzési teriileten a CGRP
elsGsorban artérias vazodilataciot okoz, a tachikininek (pl. SP, NKA, NKB) pedig a
venulak érpermeabilitasat fokozva plazmafehérje kiaramlast valtanak ki, illetve leukocita
és hizosejt stimulaciot idéznek eld. Ezt a folyamatot neurogén gyulladasnak nevezziik,

amelyet a kapszacin-érzékeny afferensek lokalis efferens funkcidjanak koévetkezménye

(Szolcsanyi, 1984; Maggi és Meli, 1988). Az érzdideg végzddéseknek van egy harmadik,

szisztémas efferens funkcidja is, aminek kovetkeztében szomatosztatin, endogén

opioidok, hipofizis adenilat-ciklaz aktivalo polipeptid (PACAP) és galanin is felszabadul,

amelyek a keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatld és fajdalomcsillapitd hatasokkal
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rendelkeznek (Szolcsanyi és mtsai. 1998a,b; Helyes és mtsai. 2000, 2004; Botz és mtsai.,
2014, 2016b).

A Kkapszaicin-érzékeny érzdideg végzddések altal kozvetitett neurogén gyulladas és
kovetkezményes fajdalom szamos gyulladasos betegségben fontos szerepet jatszik (pl.
reumatoid artritisz, asztma, pszoriazis, ekcéma, kontakt dermatitisz, migrén, gyulladasos
bélbetegségek) (Helyes ¢és mtsai.,, 2009). Mivel azonban jelenleg egyetlen
gyogyszercsoport sem all rendelkezésiinkre, amely hatékonyan gatolnd az emlitett
betegségeknek ezt a komponensét, ezért Oriasi sziikség van a patomechanizmusuk
alaposabb megértésére és uj terapias célpontok azonositasara. Ilyen 0j gyulladds- és
fajdalomcsillapitok tamadaspontjai lehetnek a TRPV1 és TRPAL receptorok is.

A TRPV1 egy kiilonleges célmolekula abbol a szempontbodl, hogy nemcsak antagonista

vegyiilettel, hanem nagy do6zist agonistdval is gatolhatd a miikodése. Agonistai koziil a
kapszaicint (Tinctura Capsici) mar évszazadok Ota alkalmaztak empirikusan iziileti
gyulladas és fajdalom lokalis kezelésére, azonban hatasmechanizmusara csak 1960-ban
deriilt fény (Jancso, 1960). Nagy dozisu kapszaicin kezelés hatasara ugyanis az erre
érzékeny érzéideg végzodések deszenzibilizalodnak, teljesen mitkodésképtelenné valnak.
A jelenség hétterében az excessziv Ca®?" bearamlds kovetkeztében kialakuld
mitokondrium és citoplazma duzzadas all (Szallasi és Blumberg, 1999; Vyklicky és
mtsai., 2008; Anand és mtsai., 2011). A kapszaicin szisztémas adagolasanak gatat szab,
hogy felboritva a szervezet hdszabalyozasat hipotermiat okoz (Hori, 1984; Szallasi és
Blumberg, 1999; Gavva és mtsai., 2007a). Topikalis alkalmazasa azonban biztonsagos,
amit mar a klinikai gyakorlatban is kihasznalnak, ugyanis 2009-ben térzskonyvezték a
posztherpeszes neuralgia ¢€s HIV-asszocialt neuropatidas fajdalom kezelésében
hasznalhato Qutenza 8%-0s kapszaicin tapaszt (Anand és mtsai., 2011). Emellett igéretes
klinikai eredmények sziilettek kapszaicin injekcids készitményével (Adlea: ALGRX-
4975) miitét utani neuropatias fajdalom (Remadevi és Szallisi, 2008), illetve kapszaicin
cisz-izomerét (civamid) tartalmaz6 krémmel és orrspray-vel oszteoartritiszes fajdalom
(Schnitzer és mtsai., 2012) és cluster fejfajas kezelésében (Saper és mtsai., 2002).

A TRPV1 klonozasat kovetéen szamos antagonista vegyiiletet is Kifejlesztettek

(Valenzano és mtsai., 2003; Doherty és mtsai., 2005; El Kouhen ¢és mtsai., 2005; Gavva
¢és mtsai., 2005; Swanson €és mtsai., 2005; Xi €s mtsai., 2005; Ognyanov €s mtsai., 2006).
Ezek kozil tobb hatékonynak bizonyult in vivo gyulladasos fajdalom modellekben
(Pomonis és mtsai., 2003; Gavva ¢és mtsai., 2005; Honore és mtsai., 2005), sebészi inciziot
kovetd fajdalomban (Honore és mtsai., 2005) illetve daganatos fajdalom modelljében is

(Ghilardi és mtsai., 2005). Bar nagy reményeket fiztek a TRPV1 receptor
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antagonistakhoz, a human klinikai vizsgalatokban észlelt sulyos mellékhatas, a
hipertermia megakadalyozta az elsé generacios szerek klinikai alkalmazasat (Szallasi és
mtsai., 2006; Gavva és mtsai., 2007b). Miutan sikeriilt tisztazni ennek a nem kivant
hatasnak a hatterét (Garami és mtsai., 2010), modalitas-szelektiv, méasodik generacios
hatoanyagok kertiltek kifejlesztésre, amely biztonsdgosnak bizonyultak a preklinikai
(Watabiki és mtsai., 2011; Reilly és mtsai., 2012) és a fazis [ vizsgalatokban is (Gomtsyan
és Brederson, 2015; Chiche és mtsai., 2016; Arendt-Nielsen és mtsai., 2016).

A TRPAI receptor, mint terapias célpont a TRPV1 antagonistakkal kapcsolatos kezdeti
sikertelenségek utan keriilt a kutatok figyelmének kozéppontjdba. Kideriilt, hogy a
TRPV1-hez hasonloan fontos szerepe van a neurogén gyulladasban (Trevisani és mtsai.,
2007; Earley, 2012) és a nocicepcioban is (Bautista és mtsai., 2006; Kwan és mtsai., 2006;
McMahon és Wood, 2006; McNamara ¢és mtsai., 2007), anélkiil, hogy befolyasolna a
hészabalyozast (Chen ¢és mtsai., 2011). Fajdalom transzmisszioban betdltott
kulcsszerepét erésitik meg azok az adatok is, melyek szerint a TRPV1-gyel funkcionalis
egységet képez a kapszaicin-érzékeny érzéideg végzodéseken (Akopian és mtsai., 2007,
Salas és mtsai.,, 2009; Patil és mtsai., 2010; Spahn és mtsai.,, 2014). A TRPAl
antagonistdk szamos gyulladasos és neuropatias fajdalom modellben bizonyultak
hatékonynak ¢és biztonsagosnak (Petrus és mtsai., 2007; Eid és mtsai., 2008; Wei ¢&s
mtsai., 2009; da Costa és mtsai., 2010; Chen és mtsai., 2011; Bonet és mtsai., 2013;
Trevisani és mtsai., 2013). S6t, a kozelmultban egyikiik (GRC 17536, Glenmark
Pharmaceuticals, Mumbai, India) sikeresen teljesitett egy diabéteszes neuropatidban
szenvedo betegeken végzett fazis Il vizsgalatot is (Chen és Hakos, 2015).

Antagonista vegyiileteken kiviil a receptorok in vivo funkcidja génhianyos egerek

segitségével is vizsgalhato. TRPV1 receptor szerepét ezzel a modszerrel mar szamos akut
¢s kronikus gyulladas és fajdalom modellben tanulmanyozték (Caterina és mtsai., 2000;
Szab6 és mtsai., 2005; Bolcskei és mtsai., 2005; Barton és mtsai., 2006; Fernandes és
mtsai., 2011). TRPA1 génhianyos egerekkel végzett kisérletekrdl azonban joval kevesebb
adat all rendelkezésiinkre, hiszen ezek eldallitdsa joval késébb tortént, mint a TRPV1
génhianyos egereké (Bautista és mtsai., 2006). Foéleg kronikus iziileti gyulladasban és
fajdalomban betoltott pontos szerepének tisztizdsara van nagy igény, hiszen ezzel
kapcsolatban minddssze harom publikacié all rendelkezésiinkre az irodalomban
(Fernandes ¢és mitsai., 2011; Garrison €s Stucky, 2014; Moilanen és mtsai., 2015). A
munkank egy részének egyik célja az volt, hogy megprobaljuk ezeket a hianyossagokat
potolni, ezért TRPA1 szerepét kiilonbdz6 mechanizmusu kronikus artritisz modellekben
¢s periférias neuropatia egérmodelljében is megvizsgaltuk génhidnyos egerek
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felhasznalasaval. Emellett el0szér szolgéltattunk adatokat génhianyos egerek
segitségével TRPV1 receptor K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben jatszott

szerepével kapcsolatban is.

2. A szemikarbazid-szenzitiv amin oxiddaz (SSAQ) szerepe gvulladidsban és
fajdalomban, kapcsolata a TRPA1 é TRPV1 receptorokkal

Az SSAO vagy mas néven vaszkularis adhézids protein-1 (VAP-1) az amin oxidazok
csaladjaba tartozo réztartalmu enzim, ami a primér aminok oxidativ dezamindciojat végzi
a szervezetben. A reakcié soran megfelelé aldehid, hidrogén-peroxid és ammonia
keletkezik (Yu és mtsai, 2003). Leghiresebb rokonat6l, a monoamin oxidaztol (MAO)
kofaktora, sejten belilli megoszlasa, funkcidja, szubsztratjai ¢és inhibitorai is
megkiilonboztetik. A szervezetben plazmaban oldott vagy membranhoz kotott formaban
fordul el6, széles korii szoveti eloszlast mutat, azonban elsésorban az endotél sejtekben,
a vaszkularis simaizomban ¢és az adipocitdkban expresszalodik (Andrés és mtsai., 2001,
Salmi és Jalkanen, 2001). Fizioldgias szerepe még nem teljesen tisztazott, az endogén
aminok (pl. metilamin, aminoaceton) lebontasa mellett az exogén aminok detoxifikéalasat
végzi (Elliot és mitsai., 1989; Lyles, 1996), szerepe van a kotdszoveti matrix
kialakulasdban és fenntartasaban (Langford ¢és mtsai. 1999), illetve a gliikkdz transzport
szabalyozasaval az adipocita, a vaszkuldris simaizomsejt ¢és a kondrocita
differenciaciéban (Enrique-Tarancon és mtsai., 1998; El Hadri és mtsai., 2002; Filip és

mtsai., 2016). Az egyik legfontosabb funkcidjara a leukocita adhézidban és

extravazacioban szerepet jatsz6 VAP-1 klonozasa soran deriilt fény, amikor igazoltak a

két molekula szekvencia azonossagat (Smith és mtsai., 1998). Ez alapjan nem meglepd,

hogy szignifikansan emelkedett SSAO aktivitast detektaltak szamos, foként gyulladasos

eredetli patofiziologiai allapotban. Ezek ko6zé tartoznak a gyulladasos maj-, izom- és
szembetegségek (Kurkijarvi és mtsai., 1998; Olivé és mtsai., 2004; Luo és mtsai., 2013),
a cukorbetegség (kiilonosen annak szovOdményei) (Boomsma és mtsai.,, 1999;
Garpenstrand €és mtsai., 1999), a pangasos szivelégtelenség (Boomsma és mtsai., 2000),
az ateroszklerozis (Li és mtsai., 2009), a stroke (Sun és mtsai., 2014), az elhizas (Bour és
mtsai., 2007), a kronikus vesebetegség (Lin és mtsai. 2008), a pszoriazis (Madej és mtsai.,
2007), a szklerozis multiplex (Airas és mtsai., 2006), az Alzheimer-kor (Unzeta és mtsai.,
2007) ¢és az oszteoartritisz (Filip és mtsai., 2016). Ezek a megfigyelések felvetik
biomarkerként val6é alkalmazhatosagat, amelyet eddig ateroszklerdzisban (Karadi €s
mtsai., 2002; Aalto és mtsai., 2012), cukorbetegségben (Li és mtsai., 2011), stroke-ban

(Hernandez-Guillamon és mtsai., 2010), majfibrozisban (Kurkijarvi és mtsai., 2000),
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egyes szolid tumorokban (Yasuda és mtsai., 2011; Kemik és mtsai., 2010; Li és mtsai.,
2014) és Alzheimer-koérban (Tong és mtsai., 2017) tanulmanyoztak alaposabban.
Szamos kis molekulaji SSAO-inhibitorral végzett tanulmany igazolta, hogy az SSAO

nemcsak adhézids, hanem enzimatikus funkcidt is ellat a leukocita transzmigracioban

(Salmi és mtsai., 2001a; Salter-Cid és mtsai., 2005; Wang és mtsai., 2006). A primér
aminok dezaminécioja soran képzddd szolubilis termékek koziil az aldehidek kozvetlen
keresztkotéseket tudnak 1étrehozni a leukocitak és az endotél sejtek kozott (Bogdan és
mtsai., 2000), mig a hidrogén-peroxid egyéb endotelialis adhézios molekula expresszidjat
képes fokozni (pl. P-szelektin, intracellularis adhézids molekula-1: ICAM-1) (Bradley és
mtsai., 1993; Johnston és mtsai., 1996). A leukocita extravazacioban jatszott prominens
szerepét emellett anti-SSAO antitestek (Salmi és mtsai., 2001b; Tokha és mtsai., 2001;
Lalor és mtsai., 2002; Bonder és mtsai., 2005) és SSAO-deficiens egerek (Stolen és
mtsai., 2005; Marttila-Ichihara és mtsai., 2006) segitségével is sikeriilt alatamasztani.
Kutatocsoportunk vetette fel, hogy nemcsak a gyulladasban, hanem a nocicepciéban is
fontos szerepet jatszhat, hiszen az endogén (pl. metilamin, aminoacetoen) és exogén (pl.
allilamin) aminok lebontasa soran képz6dott termékei (hidrogén-peroxid, formaldehid,
metilglioxal, akrolein) ismert TRPA1 aktivatorok (Payrits és mtsai., 2016) (3. abra).
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3. abra SSAO és TRPAL1 feltételezett kapcsolata. Az primér endogén (pl. metilamin, aminoaceton) és
exogén (pl. allilamin) aminok oxidativ dezaminacidja soran keletkezé kémiai irritansok (hidrogén-peroxid,
formaldehid, metilglioxal, akrolein) aktivaljak a peptiderg érzéideg végzddéseken expresszalodo TRPA1-
et.

Ahogy a fent emlitett in vitro és in vivo kisérleti eredmények is mutatjak, az SSAO
gatlasanak terapias értéke is lehet. Az SSAO-gatlok gyulladascsokkentd hatasuk miatt
tobbek kozott ateroszklerdzis (Peng és mtsai., 2016), asztma (Schilter és mtsai., 2015),

13



kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD) (Jarnicki ¢és mtsai.,, 2016), kronikus
gyulladdsos majbetegségek (Lalor és mtsai., 2007), angiogenezist gatlé hatdsuk miatt
pedig iddskori makula degeneracié (Noda és mtsai., 2008), diabéteszes retinopatia (Noda
és mtsai., 2009) és tumorok (Marttila-Ichihara és mtsai., 2010) kezelésében jelenthetnek
megoldast. Szamos kis molekulaju SSAO-inhibitort fejlesztettek ki az elmult 15 évben
terapias céllal, azonban ezek kisérleti vagy klinikai alkalmazasat sok tényezo
megakadalyozta. Egyes szerek nem rendelkeztek megfeleld szelektivitassal, hiszen mas
amin oxidazokat (pl. MAQ) is gatoltak (Matyus és mtsai., 2004) vagy kedvezbtlen
fizikokémiai tulajdonsagaik voltak, mint pl. a rossz oldhatosag vagy a toxikus szerkezet
(Foot és mtsai., 2013). A gyogyszerjeloltek koziil csak egy jutott el klinikai fazisig (PXS-
4728A, Pharmaxis, Sydney, Ausztralia), amellyel jelenleg fazis II vizsgalatok zajlanak
(Jarolimek és Charlton, 2015). Emellett még egy human SSAO-ellenes monoklonalis
antitest (BTT-1023, Biotie, Turku, Finnorszag) jutott el Klinikai vizsgalatokig, amely
»arva” (,,orphan) gyogyszer megjelolést kapott az Eurdpai Unidban primér szklerotizalo
kolangitisz kezelésére (Botz és mtsai., 2016a).

A kis molekuldji SSAO-inhibitorok kozott irreverzibilis és reverzibilis inhibitorokat

kiilonboztetink meg (Foot és mitsai., 2013). Ezek koziil eldbbieket vizsgaltak
alaposabban, ide tartoznak tobbek kozott a hidrazin, az allilamin és az oxim vegyiiletek
is. A hidrazinok koziil LJP-1207 (N’(2-fenil-allil)-hidrazin hidroklorid) és BTT-2052
(1S,2S-2-(1-metilhidrazinil)-2,3-dihidro-1H-inden-1-ol) is hatasosnak bizonyult szamos
ragesalod gyulladas modellben (Salter-Cid és mtsai, 2005; Marttila-Ichihara és mtsai.,
2006), azonban potencialis toxicitasuk miatt gyogyszerjeloltként nem johetnek szoba
(Foot és mtsai., 2013). A szintén hatékony gyulladasgatlo, allilaminok kozé tartozo LIP-
1586 (Z-3-fluoro-2-(4-metoxibenzil) allilamin hidroklorid) terapias alkalmazasat a rossz
oldhat6sag, a PXS-4159A-ét (E-4-(4-amino-2-fluorobut-2-eniloxi)-N-
ciklohexilbenzamid hidroklorid) pedig a sziik terapias ablak korlatozza (Foot és mtsai.,
2013). PXS-4681A-val (Z-4-(2-(amino-metil-3-fluoroalliloxi) benzeneszulfonamid
hidroklorid) és PXS-4728A-val kapcsolatban azonban biztatd eredmények sziilettek
léghti gyulladas kiilonb6z6 modelljeiben (Foot és mtsai., 2013; Schilter és mtsai., 2015;
Jarnicki és mtsai., 2016). PXS-4728A (Pharmaxis, Sydney, Ausztralia) mar fazis I
klinikai vizsgalatban is biztonsdgosnak és jol toleralhatonak bizonyult (Jarolimek és
Charlton, 2015), a Boehringer Ingelheim (Ingelheim, Németorszag) altal, nem alkoholos
szteatohepatitiszes (NASH) betegeken végzett fazis Il vizsgalat eredményei 2017 els6

negyedévében varhatoak.
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Annak ellenére, hogy korabban leirtadk mar néhany oxim vegyiilet ndvényi, bakterialis €s
allati eredetii réztartalmu amin oxidaz enzimekre, illetve human szérum SSAO-ra kifejtett
gatl6 hatasat (Hiraoka és mtsai., 1988; Mlickova és mtsai., 2001), e vegyiiletek koziil még
egy sem keriilt klinikai vizsgalatra. Az 1j, munkacsoportunk altal szabadalmaztatott,
komplex hatasmechanizmusu SSAO-gatld vegylilet, az SzV-1287 (3-(4,5-dipheyl-1,3-
oxazol-2-yl) propanal oxime) az ismert ciklooxigenaz (COX)-inhibitor oxaprozin oxim
analdgjaként szintén ebbe a csoportba tartozik (Matyus és mtsai., 2010; Helyes és mtsai.,

2014) (4. 4bra).

\ N
o \

4. abra SzV-1287 (3-(4,5-diphenyl-1,3-oxazol-2-yl) propanal oxim) szerkezeti képlete

Az SzV-1287 egy innovativ, metabolizmus-aktivalt tobb tdmadaspontl vegyiilet, amely
tulajdonképpen egy ,aktiv prodrug”. Az Onmagdban SSAO-gatld hatdst biztositd
szerkezetet ugy alakitottak ki, hogy abbol szdjon at torténd adas utan a gyomor savas pH-

jan COX-gatld metabolit, oxaprozin képzédik (Matyus és Chai, 2015). Az 1j

gyogyszerfejlesztési koncepcid gyulladasmodellekben miikodott, az SzV-1287 gatlo
hatasat karragenin-indukalt akut és CFA-indukalt kronikus gyulladasban is kimutattak
(Tabi és mtsai., 2013). Kutatocsoportunk bizonyitotta tovabba, hogy SzV-1287 az SSAO-
gatlo hatastol fliggetleniil az érz6 neuronokon, valamint az érzéideg végzddéseken 1évo

TRPAL1 és TRPVI receptorokon is gatlo hatast fejt ki (Payrits és mtsai., 2016). Ez az

eredmény felveti potencialis fajdalomesillapité hatasat, amit még egyetlen SSAO-gatlo

vegylilettel kapcsolatban sem bizonyitottak.

15



3. Az iziileti gyulladas, kezelési lehetoségei és nehézségei

A gyulladasos iziileti betegségek (artritiszek) a reumatologiai korképek egyik legnagyobb
csoportjat képezik, Magyarorszagon kb. 130-150 ezer beteget érintenek (Poor, 2014).
Alapvetéen infekcidzus €s nem infekcidzus csoportra oszthatok. Az infekcidzus
artritiszeket az izililetbe keriild kiilonb6zé korokozok valtjak ki, a folyamat akar
szepszishez is vezethet. A nem infekcidozus korképek kozé tartozik a reumatoid artritisz
(RA), a juvenilis idiopatias artritiszek (JIA), a szeronegativ spondilartropatiak és a
koszvény. Koziilikk gyakorisagat és sulyossagat tekintve kiemelkedik az RA, amely egy
ismeretlen eredeti, kronikus, progressziv sokiziileti gyulladassal és destrukcioval jaro
szisztémas autoimmun korkép. Az egyik leggyakoribb mozgaskorlatozottsagot okozd
csont-vazizomrendszeri betegségnek szamit (Tierney és mtsai.,, 2012), vilagszerte a
lakossag kb. 1%-at (Gibofsky, 2012), Magyarorszagon 0,3-0,5%-4t érinti (Szekanecz,
2004). Elsésorban a fejlett nyugati orszagok betegsége, gyakorisdga északrol délre
haladva csokken (Alamanos és mtsai., 2006). A nékben haromszor gyakrabban fordul
eld, leggyakrabban a negyedik-6todik évtizedben kezdddik. Nemcsak az életmindséget
rontja jelentdsen, hanem a varhat6 élettartamot is megroviditi 3-10 évvel (Alamanos és
Drosos, 2005), ezért jelentds népegészségiigyi problémanak tekinthetd.

ElsOsorban a kéz és lab kisiziileteinek szimmetrikus gyulladasaval jar, de gyakran
érintettek a nagyobb iziiletek is. Tipusos tiinetei a mozgéasra romlo iziileti fajdalom és a
gyulladésos jelekkel jaro, 30-60 percet meghaladd reggeli iziileti merevség. Az iziileti
érintettség  mellett extraartikularis manifesztaciok, pl. bdér (reumas csomo,
vaszkulitisz), sziv-érrendszer (felgyorsult ateroszklerozis), tiidd (pleuiritis, pneumonitisz,
fibrozis), vese (amiloidozis), periférias idegrendszer (alagit szindroma), csont
(oszteopordzis) és szem (episzkleritisz, szkleritisz, szikka szindroma) érintettség is
eléfordulhatnak (Young és Koduri, 2007).

RA pontos etiologidja €s patomechanizmusa mind a mai napig nem ismert, ezért intenziv
kutatasok zajlanak ennek minél mélyebb felderitése érdekében. Jelenlegi ismereteink
szerint patogenezisét négy szakaszra oszthatjuk (Burmester és mtsai., 2014). Az inicialis
szakaszban kiilonb6zé genetikai (HLA-DR1, HLA-DR4) és kornyezeti faktorok
(életmdd, dohényzas, egyes virusfert6zések) hatasdra az immunrendszer miitkodése

kisiklik, a primér nyirokcsomokban és a szinoviumban kiilonb6zd sajat antigének

bemutatdsat kovetden autoreaktiv T-sejt aktivacio jon 1étre. A gyulladasos szakaszban
a poliklonalis T- és B-sejt aktivaciot kovetden termel6dé citokinek (pl. interferon v:
INFy, interleukin-17: IL-17) és autoantitestek (pl. reuma faktor: RF, anti-ciklikus

citrullindlt peptid: anti-CCP) hatasara a velesziiletett immunrendszer sejtjei (neutrofilok,
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hizosejtek, makrofagok) is aktivalodnak, amelyek elsdsorban tumor nekrozis faktor-

o (TNF-a) és IL-6 kozvetitésével a szinovialis membran Onfenntartdé gyulladasat

generaljak (Onfenntatd szakasz) (5. abra). A késdi destruktiv szakaszban a kronikus
szinovialis proliferaci6 Gn. pannuszképzdédéshez vezet, amely egyrészt az iziileti résbe
torve direkt, masrészt destruktiv enzimeket (pl. matrix metalloproteindz: MMP) termelve
indirekt modon kérositja a porcfelszint és a porc alatti csontalloményt. Ezt a folyamatot
pedig tovabb erdsitik a kiillonbozd gyulladasos sejtek altal termelt citokinek (pl. TNF-a,
IL-1, IL-6, IL-17, NF«xB receptor aktivator ligand: RANKL) (Burmester és mtsai., 2014;
Furst és Emery, 2014; McNamee ¢és mtsai., 2015).

C-RTol-R Fc-R

e IL38
Plazmasejt k\ TNFo.
7 (@)~ ki
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Autoantitestek
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5. abra RA molekuliris patomechanizmusa. Roviditések: anti-CCP: anti-ciklikus citrullinalt peptid,
APC: antigén prezentald sejt, B: B-sejt, C-R: komplement receptor, Fc-R: Fc receptor, IFNy: interferon v,
IL: interleukin, MHC: major hisztokompatibilitasi komplex, M: monocita, M@: makrofdg, RF: reuma
faktor, T: T-sejt, TCR: T-sejt receptor, Th: T-helper sejt, TNFou: tumor nekrozis faktor o, Tol-R: Toll-szer(i
receptor. Forras: McNamee és mtsai., Eur J Pharmacol, 2015.
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A jol feltérképezett immunologiai aspektus mellett a betegségnek van egy kevésbé ismert
un. neurogén gyulladiasos komponense is, amelyet az iziiletet gazdagon innervald
kapszaicin-érzékeny érzdideg végzodések kozvetitenek. Ezek a klasszikus afferens
funkci6 révén nemcesak az iziileti tok fesziilését €s a fajdalmat kézvetitik, hanem a lokalis
efferens funkci6 kovetkeztében a beidegzési teriileten gyulladas- és fajdalomkeltd
neuropeptideket szabaditanak fel (Szolcsanyi, 1984; Maggi ¢és Meli, 1988), mig a
szisztémas efferens funkcio révén gyulladas- és fajdalomcesillapité neuropeptidek jutnak
a keringésbe (Szolcsanyi és mtsai. 1998a,b; Helyes és mtsai. 2000, 2004; Botz és mtsai.,
2014, 2016b). Bar a gyulladasos betegségek koziil reumatoid artritiszben irtak le els6k
kozott a neurogén gyulladas jelentdségét (Levine és mitsai., 1985a,b), az azoéta eltelt
harom évtizedben szamos fontos részeredmény ellenére a kronikus gyulladas és fajdalom
pontos mechanizmusa, illetve a neuro-vaszkularis és neuro-immun intrakciok szabalyozd
szerepe mind a mai napig nem tisztazott (Bozic és mtsai., 1996; Hood és mtsai., 2001;
Steinman, 2004; Keeble és mtsai., 2005; Brogden és mtsai., 2005; Binstadt ¢s mtsai.,
2006; Helyes és mtsai., 2014; Stangenberg ¢s mtsai., 2014, Botz és mtsai., 2014; Borbély
¢és mtsai., 2015).

RA autoimmun betegség révén gydgyithatatlan, azonban korai diagnodzissal és koran
elkezdett agressziv terdpiaval jol menedzselhetd. Kezelésében nem gyogyszeres (pl.
¢letmod, fizioterapia, balneoterapia) és gyogyszeres kezelési lehetdségek johetnek szoba.
Utobbiak kozott megkiilonbdztetiink tlineti és oki terapiat. Tineti szerek kozott a nem

szteroid (NSAID) és szteroid gyulladascsokkentéket emlithetjitk, mig oki terapiaként

betegségmoddositd terdpia (DMARD, els6 vonalban metotrexat, masod vonalban
szulfaszalazin vagy leflunomid) €s/vagy szteroid, ezek hatastalansaga vagy intolerancia
esetén pedig célzott bioldgiai terdpia johet szoba (els6sorban TNF-a gatld infliximab,
etanercept vagy adalimumab, mésodsorban T-sejt kostimulacio gatlo abatacept vagy B-
sejt gatld rituximab) (Smolen és mtsai., 2014; Singh és mtsai., 2016). Utdbbi szerek
forradalmasitottak RA kezelését, segitségiikkel viszonylag jo mellékhatés profil mellett a
strukturalis/radiologiai progresszio lassithatd, a funkciondlis rokkantsag megelézhetd,
azonban a fajdalomra alig hatnak. A betegek allando fajdalomrol panaszkodnak, amely
jelentdsen csokkenti életmindségiiket, stlyos esetben depresszio kialakuldsahoz is
vezethet (Sharpe és mtsai.,, 2001). A jelenleg hasznalt tiineti szerek is gyakran

hatastalanok és a hossza tavi alkalmazids soran sulyos mellékhatdsokat okoznak

(Aronson, 2009; Coutinho és Chapman, 2011). Ezért Oriasi sziikség van az
etiopatogenezis minél mélyebb megismerésésre, az eddig elhanyagolt neuro-immun és

neuro-vaszkularis interakciok pontos feltérképezésére és ezaltal 1) terdpias célpontok
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azonositasara. Uj, potencialis gyulladas- és fajdalomesillapitok timadaspontjai lehetnek
példaul a kapszaicin-érzékeny érzdideg végzédések mellett szamos immunsejten és a
vaszkulatiraban is funkcionalisan expresszalodo TRPV1 és TRPAL receptorok, illetve a
TRPAL aktivacioban fontos szerepet jatszo SSAO is.

4. A neuropatias fajdalom mechanizmusai, terapias kihivasok

A neuropatids fijdalom a szomatoszenzoros rendszer kidrosodasanak vagy betegségének
kovetkeztében kialakuld fajdalomallapot (Jensen és mtsai., 2011). Prevalenciajat
illetden nem allnak rendelkezésiinkre pontos epidemioldgiai adatok, a Nyugat-Eurdpai
populacidnak kb. 7-8%-at érintheti (Treede és mtsai., 2008; Bouhassira és mtsai., 2008).
Els6sorban a kdzépkora és iddsebb korosztaly érintett, hiszen naluk sokkal gyakoribbak
a neuropatia kialakuldsara hajlamosité betegségek (pl. cukorbetegség, daganatos
betegség, stroke).

A neuropatias fajdalmat okozé betegségeket az idegkarosodas anatomiai lokalizacioja
(centralis vagy periférias) és etiologidja (traumds és nem traumas) alapjan négy
csoportba oszthatjuk: 1) periférias traumas neuropatiak, 2) periférias polineuropatiak
(lehet pl. metabolikus, gyulladasos, tumoros, toxikus eredet(i), 3) centralis fajdalom
szindromak (pl. posztstroke fajdalom, poszttraumés gerincveldi fajdalom), 4) egyéb
kevert komplex fajdalom szindromak (pl. komplex regionalis fajdalom szindroma). Ezek
koziil munkank soran a periférids traumas és a kronikus iziileti gyulladas késoi fazisahoz
kapcsolodo neuropatias fajdalom egérmodellekben vald vizsgalataval foglalkoztunk.

A fajdalomérzékeld apparatus kéarosodasanak két f6 kovetkezménye van. A
szomatoszenzoros funkciok elvesztése Gn. negativ, az abnormalis, fokozott percepcio

pedig un. pozitiv tiinetek kialakulasahoz vezet (Maier és mtsai., 2010). A negativ tiinetek

kiilonb6z6 szenzoros modalitasok csokkenését (pl. tapintas- és hoérzékelés), hipesztéziat
(csokkent fajdalomérzékelés) és vibracid érzés elvesztését foglalja magaba. A

leggyakoribb pozitiv _tiinetek kozé a paresztézia (spontan fellépd zsibbadas,

hangyamaszas-szerii, de nem fajdalmas érzés), a diszesztézia (spontan fellépd, égo, szro,
hasogatd vagy dramiitésszerli fajdalom), a hiperalgézia (enyhe fajdalominger kivaltotta
heves fajdalom) ¢és az allodinia (fajdalmatlan inger, pl. ruha érintése, enyhe hideg
stimulus altal kivaltott fajdalom érzés) tartozik (Bennett és mtsai., 2007; Komoly és
Palkovits, 2010).

Kezelése hatalmas kihivasok elé allitja az orvosokat, hiszen patomechanizmusa mind a
mai napig nem teljesen ismert, igy célzott terapiaval sem rendelkeziink. Kialakulasaban

periférias ¢és centralis mechanizmusok egyarant részt vesznek. Ezek kozil a
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legfontosabbak a karosodott €s €ép nociceptorokban Ilétrejovo ektopias aktivitds, a
karosodott érzOneuronok fenotipus valtozasa, a gerincveldi hatsé szarv reorganizacioja,
a spindlis neurotranszmisszidé megvaltozasa (serkentd folyamatok aktivalodasa,
gatlotonus csokkenése), a leszallo facilitacldé palya és a mikrogliak aktivalodasa
(Campbell és Meyer, 2006). Ezek a periférias és centralis szentitizaciés mechanizmusok
hoénapok, évek alatt irreverzibilis valtozasokat idéznek eld a kozponti idegrendszerben,
amely megmagyarazhatja a terapirezisztens betegek nagy szamat.

Terapiaja elsosorban gyodgyszeres, de alternativaként nem gyogyszeres eljarasok (pl.
pszichoterapia, akupunktira) és idegsebészeti technikak (pl. gerincveldi hatsokdteg vagy
primér motoros kéreg stimulacio) is szoba johetnek (Dworkin és mtsai., 2007; Attal és
mtsai., 2010; Komoly és Palkovits, 2010). Gyogyszeres kezelése soran a konvencionalis
fajdalomesillapitok koziil az NSAID-ok alkalmazasa keriilendd, hiszen szédmos
vizsgalatban hatastalannak bizonyultak, mig opioidok csak limitalt hatékonysaggal
rendelkeznek ebben a fajdalomallapotban. Helyettiikk elsésorban 1Un. adjuvans

analgetikumokat hasznalnak, azonban kb. a betegek felében ezekkel sem sikeriil

megfeleld fajdalomcsokkenést elérni, mig a terdpiara reagald betegek esetében a sulyos,
gyakori mellékhatasok miatt nem lehet hosszutavii alkalmazéasukkal szdmolni. Az
elsdévonalbeli szer kivalasztasat a fajjdalom karaktere hatarozza meg. Villamcsapasszerii
(neuralgias) fajdalom esetén antiepileptikumokat, elsésorban a fesziiltségfiiggd Na'-
csatornakat blokkol6 carbamazepint, mig nem neuralgiform fajdalom esetén a szinaptikus
monoaminszintet emeld triciklikus antidepresszansokat (amitriptilin, nortriptilin)
vélasztjak els6ként. Alternativaként a fesziiltségfiiggé Ca®*-csatorna blokkolé pregabalin,
gabapentin és a noradrenalin-dopamin visszavételt gatld antidepresszansok (venlafaxin,
duloxetin) johetnek még széba. Ujabb lehetdség a viralis eredetii neuropatias fajdalom
kezelésében a 8%-0s kapszaicin tapasz (Qutenza) (Anand és mtsai., 2011).

Megoldatlan terapiaja miatt fontos a patomechanizmus alaposabb megértése €s ezaltal 0j
terapias  célpontok feltérképezése. Utobbiak ko6zé tartozhat a  kiilonbozd
fajdalomallapotokban, igy neuropatiaban is fontos szerepet jatszo TRPA1 receptor (Chen

¢s Hakos, 2015), illetve az endogén agonistait termeld SSAO.
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CELKITUZESEK

A fajdalomesillapitas teriiletén az elmult 100 évben nem tortént hatdsmechanizmusbeli
attorés. A rendelkezéskre allo szerek ugyanazon a mechanizmuson alapulnak (COX-
gatlas és opioid receptor aktivacid), amelyen az alapvegyiiletnek szamitd aszpirin és
morfin. A kiilénboz6 eredeti fajdalomallapotok koziil az idegi eredetli (neuropatias)
fajdalom csillapitdsa jelenti az egyik legnagyobb kihivast a hétkoznapi orvosi
gyakorlatban. Ennek oka, hogy nagy betegpopulaciot érint és a fent emlitett, jelenleg
rendelkezésre 4llo szerek altaldban hatastalanok vagy csak atmeneti gyenge hatdst
eredményeznek, illetve hosszan tartd alkalmazds sordn stlyos mellékhatdsokat
okozhatnak. A betegek allando fajdalomtol szenvednek, ami nemcsak az egyénre, hanem
a csaladra és a tarsadalomra is jelentds terhet rd. Ezért oriasi sziikség lenne sulyos
mellékhatdsoktol mentes, ) hatdsmechanizmusu, hatékony fijdalomcsillapité szerek
Kifejlesztésére, amelyek jelentds életminéségbeli javulast eredményezhetnek az érintett
betegpopulacid szamara. Hatterében traumas idegsériilés (baleset, mutét), iziileti
gyulladasos ¢és degenerativ folyamatok (pl. RA, oszteoartritisz), illetve kiilonbozo
daganatok (pl. csont tumorok) allhatnak. Ezek koziil iziileti gyulladas és traumas
idegsériilés egérmodelljeiben igyezkeztiink a fajdalom pontos mechanizmusat és a neuro-
immun interakcidk szerepét feltarni, 0 terapias célpontokat azonositani, illetve egy 0j

gyogyszerjelolt vegyiilet hatdsat és hatasmechanizmusat vizsgélni.

Munkam 4ltalanos célkitlizései a kdvetkezdk voltak:
1. A TRPA1 és TRPV1 receptorok szerepének vizsgalata akut és kronikus iziileti
gyulladas és fajdalom modelljeiben génhianyos egerek segitségével.
2. Az SSAO szerepének vizsgalata szérum transzfer- és adjuvans-indukalt kronikus
artritisz egérmodellekben SSAO-gatl6 vegyiiletek segitségével.
3. A TRPAI1, TRPV1 ¢és az SSAO kapcsolata akut kemonocifenziv, szérum
transzfer-indukalt kronikus artritisz és traumas idegsériilés egérmodelljeiben

génhianyos egerek és SSAO-gatld vegyiiletek segitségével.
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KIiSERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben 20-30 g sulyu, 8-15 hetes him TRPV1 (TRPV1™") és TRPA1 génhianyos
(TRPA1") egereket, illetve vad tipusu parjaikat (C57BL/6J és TRPAL1**) hasznaltuk. Az
SSAO-gatlo vegyiiletek hatdsait azonos kort, 20-30 g sulya him C57BL/6J és 30-40 g
stulyt him CD1 egereken vizsgaltuk.

TRPV17 egereket intézetiink homozigéta torzsként vette (The Jackson Laboratory, Bar
Harbor, ME, Egyesiilt Allamok) és tenyészti. Mivel az eredeti sziildparjait C57BL/6J
torzsbdl szdrmazo egerekkel visszakeresztezték, ezért ezt a torzset hasznaltuk vad tipust
(WT) kontrollként. A homozigota TRPA1” és TRPA1** egereket a Prof. Pierangelo
Geppetti (Firenzei Egyetem, Firenze, Olaszorszag) altal, kollaboracio keretein beliil
rendelkezésiinkre bocsatott heterozigota TRPA1*" egerekb6l szarmaztattuk, majd kiilon
vonalon tenyészettilk 6ket. Az utdodok genotipusat polimeraz lancreakcioval (PCR)
hataroztuk meg.

Az allatok tenyésztése és tartdsuk a vonatkoz6 standardoknak megfeleléen a Pécsi
Tudoményegyetem Altalanos Orvostudoméanyi Kar (PTE AOK), Farmakologiai és
Farmakoterdpiai Intézetének allathdzdban tortént. Az allatokat standard méretli
(160x137x330 mm) mianyag ketrecekben (5-10 egér/ketrec), 24-25°C-on, 12-12 6ras

sotét-vilagos ciklusban tartottuk, a taplalékhoz €s az ivovizhez korlatlanul hozzafértek.

2. Etikai vonatkozasok

Minden kisérleti eljaras és vizsgalat eleget tett az allatok védelmérdl és kimeleterdl szolo
1998. évi XXVIII. torvény és az allatkisérletek végzésérol szolo 40/2013 (I1. 14.) szamu
kormanyrendelet eldirasainak, illetve az Eurdpai Parlament és Tanacs 2010/63/EU
iranyelvének ¢és Nemzetk6zi Fajdalom Tarsasag (IASP) ajanlasainak. A kisérleti
protokollokat a PTE Aallatkisérletekkel foglakozd FEtikai Bizottsdga engedélyezte
(engedélyszam: BA02/2000-25/2011, BA 02/2000-2/2012). Kutatasunk soran mindvégig

torekedtiink a felhasznalt allatok szamanak és szenvedéseinek minimalizalasara.

3. Kisérleti modellek

3.1. CFA-indukalt krénikus artritisz modell

A krénikus iziileti gyulladast CD1 egerekben 20-20, TRPAL** és TRPA1"" egerekben
50-50 pl komplett Freund adjuvans (CFA, 1 mg/ml hével elolt Mycobacterium
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tuberculosis paraffinolajos szuszpenzidja) jobb talpba és faroktébe vald szubkutan (s.C.)
injekcidjaval valtottuk ki. A szisztémdas hatds fokozéasa érdekében a faroktObe adast
kovetkezd napon megismételtiik, ezt tekintettiik a kisérlet 1. napjanak (Szabo €s mtsai.,
2005). CFA-val a szervezet immunvalasz-készsége stimulalhato, a baktérium sejtfalaban
talalhaté muramil-dipeptid makrofag és dendritikus sejt aktivaciot eldidézve 1L-12, IL-6,
TNFa és IFNy fokozott termeléséhez vezet. Az emlitett citokinek hatasara a poliklonalis
T limfocitdk T helper1 (Th1, CD4+) irdnyba differencidlodnak és limfokineket termelnek.
CFA alkalmazasdnak helyén a makrofagok fokozott antigén-feldolgozasa sajtos
granuléma képzddést, mig a CD4+ T sejt aktivacid RA-hoz hasonl6 kronikus, destruktiv
artritiszt eredményez (Joe és Wilder, 1999; Billiau és Matthys, 2001) (6. abra). Az
altalunk alkalmazott kisérleti paradigma egerekben a CFA-adas oldalan okoz stlyosabb
izlileti gyulladast, amelyet a korai fazisban atmeneti, enyhe szisztémas tiinetek kisérnek,
mint pl. testsuly csokkenés, 1az és spontan motilitas csokkenés. Mivel az ellenoldalon

nem figyelhetok meg artritiszes tiinetek, ezért az ellenoldali 14b szolgalt kontrollként.

[ kre-mokinek' |

Fibroblasztok,
Stroma sejtek

Nyirokcsomoé
és/vagy szinovium

6. abra CFA-indukalt artritisz modell molekularis mechanizmusa. Roviditések: CFA: komplett Freund
adjuvans, DC: dendritikus sejt, IFNy: interferon vy, IL: interleukin, MPC: mononuklearis fagocita sejt, NK
sejt: természetes 6l6sejt, Th: T-helper sejt, TNF-a.: tumor nekroézis faktor-a. Forras: Billiau és Matthys, J
Leukoc Biol, 2001.

A 21 napos kisérleti periddus soran mechanonociceptiv kiiszob, labtérfogat,

termonociceptiv kiiszob, hidegérzékenyég, plazmafehérje extravazacidé és neutrofil
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mieloperoxidaz (MPO) aktivitas meghatarozasa tortént. A kisérleteket harom kiilonb6z6
idOpontban terminaltuk. A kisérlet 4. napjan CD1 egerekt6l mély natrium-pentobarbital
(Euthanimal, 100 mg/kg intraperitonealisan (i.p.)) altatasban citokin koncentracid
meghatarozasa céljabol sziv punkcidval vérmintat vettiink, illetve a tibiotarzalis
iztileteiket kimetszettiik. Natrium-pentobarbitallal (Euthanimal 100 mg/kg i.p.) vald
talaltatast kovetéen 10. napon TRPAL* és TRPA1™", 21. napon CD1 egerek tibiotarzalis

iziileteit szovettani feldolgozas céljabdl tavolitottuk el.

3.2. K/BxN szérum-transzfer artritisz modell

A sokiziileti gyulladast CD1 egerekben artritogén K/BXN szérum egyszeri (300 ul 0. nap),
C57BL/6J, TRPV1”, TRPAL"* ¢s TRPAL™ egerekben ismételt (150-150 pl 0. és 3. nap)
I.p. adasaval valtottuk ki (Jakus és mtsai., 2009; Borbély és mtsai., 2015). A kontroll
allatok nem-artritogén BxN szérumot kaptak ugyanezt a paradigmat kovetve. A
szérumokat Prof. Dr. Mdcsai Attila (Semmelweis Egyetem (SE) AOK, Elettani Intézet,
Budapest, Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésilinkre kollaboracié keretein beliill. A
K/BxN-modell RA széles korben hasznalt passziv transzfer betegségmodellje, szamos
immunologiai, szovettani és klinikai hasonldsdgot mutat a humén betegséggel (Ditzel,
2004). A K/BxN szérum a T sejt receptor (TCR) transzgén-pozitiv KRN-C57BL/6J és a
nem-elhizott diabéteszes (NOD) egértorzs keresztezésébdl Iétrehozott spontan artritiszes
K/BXN egerekbdl, mig a BxN szérum a nem-artritiszes alomtestvérekbdl szarmazik
(Kouskoff és mtsai., 1996). A K/BxN egerekben 1év6 transzgenikus KRN-TCR egy NOD
torzsbol szarmazo 1-A% ll-es tipusti major hisztokompatibilitdsi komlpex (MHC) ltal
prezentalt ubikviter sajat-fehérjét, a gliikoz-6-foszfat izomerazt (G6PI) ismeri fel,
amelyet B-sejt aktivacié és G6PI-ellenes antitestek termelése kovet iziileti gyulladast

eredményezve (Matsumoto €és mtsai., 1999) (7. abra).
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antitestek ya
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7. abra K/BxN-artritisz molekuldris mechanizmusa. Roviditések: APC: antigén-prezentald sejt, G6PI:
gliikkoz-6-foszfat izomeraz, TCR: T-sejt receptor. Forras: Ditzel, Trends Mol Med, 2004.

G6PI nemcsak a glikolizis ¢és a gliikoneogenezis kulcsenzime a citoszolban, hanem
extracellularisan expresszalodva citokin- és novekedési faktor-szerli hatasokkal is
rendelkezik (Ditzel, 2004). RA-s betegek szérumaban és szinovialis folyadékaban is
emelkedett G6PI-szintet mértek (Schaller és mtsai., 2006), amely elsésorban a szinovialis
kapillarisok endotél sejtjein és a fibroblastokon (Lu és mtsai., 2017), illetve a porcsejtek
felszinén expresszalodik (Matsumoto és mtsai., 2002). Fontos szerepet jatszik az RA-S
iziiletben is jellemzd neovaszkularizacidban az endotél sejt proliferacié és a fibroblastok
mtsai., 2017). Szamos egészséges recipiens egértérzsben az anti-G6PI antitesteket és
szamos citokint (pl. IL-1, TNFa) tartalmazé K/BxN szérum elsésorban neutrofil és
hizosejt aktivaciot eldidézve tranziens poliartritiszt eredményez (Ditzel, 2004; Bevaart €s
mtsai., 2010). Nem ismételt adas esetén a gyulladas 10-14 nap alatt lezajlik (Korganow
és mtsai.,, 1999), azonban a human klinikai allapothoz hasonléan idegi eredetii
mechanizmusoknak készonhetéen a mechanikai hiperalgézia perzisztal, igy a betegséget
jellemz6 kronikus fajdalomallapot neuropatias komponense is vizsgalhato (Christianson
¢s mtsai., 2010).

A 14, illetve 21 napos kisérleti periddus soran mechanonociceptiv kiiszobot,

labtérfogatot, artritisz klinikai stlyossagat, iziileti funkciot, neutrofil MPO aktivitast és
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plazmafehérje extravazaciot mértiink. A kisérleteket harom kiilonb6z6 idépontban
terminaltuk. A kisérlet 4. napjan CD1 egerektél mély natrium-pentobarbital (Euthanimal
100 mg/kg i.p.) altatasban citokin koncentracido meghatarozasa céljabol sziv punkcioval
vérmintat vettiink, illetve a tibiotarzalis iziileteket kimetszettiik. A 14 napos kisérlet
végén az allatokat natrium-pentobarbitallal (Euthanimal 100 mg/kg i.p.) talaltattuk. A 21.
napon C57BL/6J egereket mély natrium-pentobarbital (Euthanimal 100 mg/kg ip.)
altatasban transzkardialisan 4%-0s paraformadehid oldattal perfundaltuk, majd a

gerincvel6t €s az agyat immunhisztokémiai vizsgalat céljabol eltavolitottuk.

3.3. Traumas mononeuropatia modell

Az idegkérosodast nervus ischiadicus 1/3-dnak
részleges lekotésével valtottuk ki (Seltzer miitét)
ketamin/xylazin altatasban (Calypsol/Sedaxylan, 100/5
mg/kg i.p.) C57BL/6J, TRPV1', TRPA1"* és TRPA1-

I egerekben. A miitét sordn a comb felsé részén egy kb.

1 cm hosszu bérmetszést ejtettliink, majd az ideget az
8. abra A nervus ischiadicus

részleges lekbtése (Seltzer miitét) izomrostok kiméletes, tompa disszekcigjat kovetden

feltartuk, 1/3 részét oOvatosan elvalasztottuk ¢és
atraumatikus szilikonos varréanyaggal (Ethicone 10-0) szorosan lekotottiik, végiil a sebet
zartuk (Seltzer és mtsai., 1990; Malmberg és Basbaum, 1998) (8. abra). Kontrollként az
ellenoldali intakt 14b szolgalt.
Mivel irodalmi adatok és kutatdcsoportunk korabbi eredményei alapjan is szignifikéns
mechanikai hiperalgézia posztoperativ 7. napon detektalhatd, ezért a mechanikai
fajdalomkiiszob mérést ezen a napon végeztikk (Bolcskei és mtsai., 2005). Azokat az
egyedeket, amelyeknél 7. napra 20%-nal kisebb mértékii hiperalgézia alakult ki, kizartuk
a vizsgalatbol. A kisérlet végén (7. nap) az éallatokat mély natrium-pentobarbital
(Euthanimal, 100 mg/kg i.p.) altatasban transzkardialisan 4%-0s paraformaldehid oldattal
perfundaltuk, majd a gerincveldt és az agyat immunhisztokémiai vizsgalat céljabol

eltavolitottuk.

3.4. Karragenin-indukalt akut gyulladas modell

Az akut gyulladast 50 pl 3%-0s karragenin-oldat intraplantaris (i.pl.) adasaval valtottuk
ki TRPA1'* és TRPAI™' egerekben. A kontrollként szolgalo ellenoldali talpba
karrageninnel megegyezd volumenti 0,9%-os fizioldgias sdoldatot injektaltunk (Bolcskei

¢s mtsai., 2005). A karragenin egy tengeri hinarbol (a vorosmoszatok torzsébe tartozo
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Chondrus crispus) eléallitott linearis szulfatalt poliszacharid, amely intraplantarisan vagy
intraartikuldrisan injektalva lokalis, kevert tipusi, neurogén ¢és nem-neurogén
komponensekbdl 4ll6 gyulladasos reakciot idéz eld (Vinegar és mtsai., 1987; Gilligan és
mtsai., 1994, Morris, 2003; Posadas és mtsai., 2004; Cunha és mtsai., 2008). Bar a pontos
mediator hattér ¢és mechanizmus nem ismert, a prosztaglandinok egyértelmiien
kulcsszerepet jatszanak a gyulladds és a jol definidlhatdo gyulladasos hiperalgézia
kialakulasaban. A modellt eredetileg COX-gatlok tesztelésére fejlesztették ki (Winter és
mtsai., 1962), azonban széles korben alkalmazzak azokkal Osszehasonlitva egyéb
gyulladascsokkentd gyogyszerjelolt vegyiiletek tesztelésére is (O’Rourke és mtsai., 2008;
Tabi és mtsai., 2013; Gouda és mtsai., 2016; Shakya és mtsai., 2016).

A 24 o6rds kisérleti periddus sordn mechanonociceptiv kiiszob, labtérfogat,
termonociceptiv kiiszob és hidegérzékenység meghatarozasa tortént. A kisérlet végén az

allatokat natrium-pentobarbitallal (Euthanimal, 100 mg/kg i.p.) talaltattuk.

3.5. CFA-indukalt akut gyulladas modell

Akut iziileti gyulladdst 20 pul CFA jobb térdiziiletbe vald injekcidjaval valtottuk ki
TRPA1** és TRPAI1™ egerekben, a kontrollként szolgalé bal térdiziiletbe CFA-val
megegyez0 volumenii 0,9%-o0s fizioldgias sooldatot injektaltunk (Fernandes €s mtsai.,
2011). Az injekcid beadasa ketamin/xylazin (Calypsol/Sedaxylan, 100/5 mg/kg i.p.)
altatasban tortént. A Kkarrageenin modellel szemben, ¢ modellben a makrofagok
antigénprezentalo aktivitasa és a neutrofil aktivacio jatszik dontd szerepet. A 21 napos,
szisztémas reakciot is eldidézo kezelési paradigméval ellentétben, 24 6ra alatt duzzadas
és gyulladasos hiperalgézia alakul ki, de a kronikus fazisban szerepet jatszo T-sejt
valasszal még nem kell szamolnunk.

A 24 orés kisérleti periodus sordn mechanonociceptiv kiiszob és térdatmérd
meghatarozasa tortént. A kisérlet végén az allatokat natrium-pentobarbitallal

(Euthanimal, 100 mg/kg i.p.) talaltattuk.

3.6. Akut kemonocifenziv modellek

3.6.1. TRPV1 aktivacio-indukalt akut termalis és mechanikai hiperalgézia modell
A kapszaicin-érzékeny érzé idegvégz6dések direkt aktivaciojat az ultrapotens, szelektiv
TRPV1 agonista reziniferatoxin (RTX) jobb talpba valo injektalasaval valtottuk ki
C57BL/6J egerekben, amely akut neurogén gyulladast eredményezett jelentds termo- és
mechanonociceptiv kiiszob csokkenéssel. Az RTX egyszeri i.pl. injekcidja (20 pl, 0,03

ug/ml) 10 perccel az els6 mérést megel6zben tortént. 10 perc utan 20 percen keresztiil 5
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perces 1dOkiilonbséggel termonociceptiv kiiszobot, 2, 4, 6 és 24 o6ranal pedig

mechanonociceptiv kiiszobot detektaltunk (Almasi és mtsai., 2003).

3.6.2. TRPAI aktivacio-indukalt akut nocifenziv reakcio és mechanikai hiperalgézia
modell

A TRPA1l-et is expresszalo érzé idegvégzddések direkt aktivaciojat TRPA1 agonista
formalin (20 pl, 2,5%) jobb talpba valo injekcidjaval valtottuk ki C57BL/6J egerekben,
ami szomatikus nocifenziv reakciét és mechanikai fajdalomkiiszob csokkenést
eredményezett (Bolcskei és mtsai., 2005). Formalin-adast kovetden az elharito reakcio
id6tartamat 2 fazisban mértiik, 0-5 perc kozott a formalin direkt kemonociceptiv hatasat,
mig 20-45 perc kdzott a formalin-indukalt gyulladasos reakciot detektaltuk. 2 és 4 dranal

mechanonociceptiv kiiszob mérés tortént.

4. Farmakologiai modszerek

4.1. SzV-1287 és LJP-1207 kezelés

Az SzV-127 és a referencia SSAO-gatld vegyiilet, LIP-1207 hatasat CFA-indukalt
artritisz, K/BxN szérum-transzfer artritisz, traumas mononeuropatia és akut neurogén
gyulladas modellekben vizsgaltuk. A vegyiiletek szintézise az SE Szerves Vegytani
Intézetében, a kordbban leirtak szerint tortént (Salter-Cid és mtsai., 2005; Matyus és
mtsai., 2010). LIP-1207-et desztillalt vizben, SzV-1287-et kezdetben 2% Tween 80-at
(polietilén-glikol-szorbitan-monooleat), 2% etanolt és 96% desztillalt vizet tartalmazo
olddszerben oldottuk. A késdbbiek soran az oldési protokollt tokéletesitettiik, €s az SzV-
1287-et 20% Kolliphor HS 15 (polietilén-glikol-15-hidroxiszteraat) és 80% desztillalt
vizet tartalmazo vivéanyagban alkalmaztuk. Kontrollként minden esetben a megfeleld
oldoszerrel kezelt allatok szolgaltak.

elott készitettiik. CFA-indukalt és K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben a
vegylileteket naponta i.p. alkalmaztuk 20 mg/kg dozisban, amelyet egy korabban
publikalt karragenin-indukalt akut gyulladds modellben torténd vizsgalat alapjan
valasztottuk (Tabi és mtsai., 2013). Az SSAO-gatl6 kezelést CFA- és szérum adas, illetve
anapi els6 funkciondlis mérés (mechanonociceptiv kiiszob- vagy labtérfogat mérés) vagy
az in vivo képalkoto tesztek el6tt 20 perccel alkalmaztuk. A kezelések és a mérések 5
perces idokiilonbséggel torténtek, kivéve az in vivo képalkotas eldtt, amikor két allatot
egyszerre kezeltiink 20 perces idokiilonbséggel, mivel ebben az esetben egy mérés

id6tartama 20 perc és egy idoben két allatot tudunk a késziilékbe helyezni. Traumas
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mononeuropatia modellben a SzV-1287-et egyszeri 20 perces eldkezelésként 1.p. 2, 5, 10
¢és 20 mg/kg dozisban, tartds elokezelésként i.p. 20 mg/kg dozisban, LIP-1207-et egyszeri
20 perces elokezelésként 20 mg/kg dozisban alkalmaztuk. Akut neurogén gyulladas
modellekben a vegyiileteket az RTX- és formalin injekci6 el6tt 20 perccel alkalmaztuk

i.p. 20 mg/kg-os dozisban.

4.2. Oxaprozin és diklofenak kezelés

Traumas mononeuropatia modellben az SzV-1287 metabolit oxaprozin és a nem-szteroid
gyulladasgatlé diklofenak SzV-1287 referencia vegyiileteiként szolgaltak. SzV-1287-hez
hasonloan a vegyiileteket egyszeri 20 perces elékezelésként i.p. 20 mg/kg-os dozisban
alkalmaztuk C57BL/6J egerekben.

5. Vizsgalati modszerek

5.1. Mechanonociceptiv kiiszobmérés

. A mechanonociceptiv kiiszobot a hatsé labakon

dinamikus plantaris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile
37400, Comerio, Olaszorszag) hataroztuk meg (9. abra).

Az egereket egy alul racsos 15x15 cm méretli plexi

ketrecekbe helyeztiik, amiben szabadon mozoghattak.

9. Abra Dinamikus plantaris Az allatok mar 20 perccel a mérések eldtt a ketrecekbe
eszteziométer (DPA) kertiltek, hogy alkalmazkodjanak a  kisérleti
koriilményekhez. A mérések soran egy tompa végii tii segitségével fokozatosan névekvod
erével nyomast gyakoroltunk az allatok hatsoé talpara. A maximalis erOhatast 10
grammban, az er6hatds ndvekedési sebességét 4 g/s-ban hataroztuk meg. Amikor az
allatok fajdalmat éreztek, labukat elrantottdk, a szamlald ledllasat kovetden pedig a
digitalis kijelz6rdl leolvashattuk a mechanonociceptiv kiiszobnek megfelelé erdhatas
mértekét grammban kifejezve. Mindkét labon 3-3 értéket mértiink, majd ezek atlagaival
végeztilk a tovabbi analizist. A fajdalomkiiszob csokkenés (hiperalgézia) mértékét a

kisérlet elétt mért kontrollértékekhez viszonyitva, szézalékban adtuk meg (Szabd és

mtsai., 2005).
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5.2. Labtérfogat mérés

A labtérfogat mérését pletizmométerrel végeztiik (Ugo Basile
Plethysmometer 7140, Comerio, Olaszorszag) (10. abra). A
miszer a kozlekeddedények elve alapjan mikodik, két
. folyadékkal telt henger tartozik hozza. Az allat hatso 1abat egy
.‘ elére meghatarozott jelig az egyik hengerbe meritettiik, az igy
kiszoritott folyadék térfogatot pedig a masikban [évo

transzducer érzékelte, amit cm3-ben a digitalis kijelzérél

leolvashattunk. A labtérfogat valtozas mértékét a kisérlet el6tt
10. 4bra Pletizmométer i L . i L,
mért kontrollértékekhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg

(Szabd és mtsai., 2005).

5.3. Térdatméro mérés

A térdek anteroposzterior és mediolaterdlis atméroit
digitalis mikrométerrel (Mitutoyo Corporation,

Kawasaki, Japan) hataroztuk meg (11. abra). Az

allatok térdét a miszer két karja kozé helyeztiik, majd

a térdatmérét egy lapos végli, rugds tengely

) L . segitségével lemértiik és mm-ben leolvashattuk a

11. abra Digitalis mikrométer
digitalis kijelzérél. A térdatmérd valtozas mértékét a
kisérlet el6tt mért kontrollértékekhez viszonyitva, szdzalékban adtuk meg (Helyes és

mtsai., 2010).

5.4. Termonociceptiv kiiszobmérés
! A termonociceptiv  kiiszobot a hatsé ldbon emelkedd
hémérsekletii forro lappal (IITC Life Science Woodland Hills,
CA, Egyesiilt Allamok) hataroztuk meg (12. abra). A késziilék
legfontosabb része egy fémlap (10x20 cm), amihez egy
mikroprocesszor altal vezérelt fiit6késziilék és egy miianyag
megfigyeld kamra tartozik. Az egereket egyenként a fémlapra
helyeztiikk, majd 30°C-r61 melegiteni kezdtik 12°C/min

sebességgel. Ha az allat elharito reakciot mutatott (nyalni, razni,

12. abra Emelked6 ) . o
hémérsékletii forré lan  €melgetni  kezdte a labat) vagy elértik a maximalis

hémérsekletet (53°C, amely még biztosan nem okoz szoveti karosodast), a mérést

leéllitottuk, az allatokat pedig azonnal eltavolitottuk a fémlaprol. A mérés megszakitasa
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utan a termonociceptiv kiiszObnek megfelelé homérsékletet °C-ban leolvashattuk a
késziilék kijelz6jérdl, majd a lap homérsékletét visszadllitottuk a kiindulasi
hémérsékletre. A hiperalgézia mértékét a kisérlet el6tt mért kontrollértékekhez

viszonyitva, °C-ban adtuk meg (Almasi és mtsai., 2003).

5.5. Hidegérzékenység meghatarozasa

A hidegérzékenységet a hatso labak 0°C-0s jeges
vizfiirddbe meritését kovetden az elhdritd reakcid
latenciaidejének mérésével hataroztuk meg (13. abra). Az
elharito reakci6 latencidjat a kisérlet elott mért
kontrollértékekhez viszonyitva, masodpercben adtuk meg

(Tékus és mtsai., 2014).

13. abra Hidegérzékenység
vizsgalata

5.6. Iziileti gyulladas siilyossagianak meghatirozasa

Az iziileti gyulladas sulyossagat K/BxN szérum-transzfer artritisz  modellben
szemikvantitativ pontozassal hataroztuk meg (Jakus és mtsai., 2009). 2 héten keresztiil
naponta mind a négy végtagot szemikvantitativan pontoztuk egy 0-tol 10-ig tartd skala
segitségével a klasszikus gyulladésos tiinetek, elsésorban az 6déma €s hiperémia mértéke
alapjan (0-1,5: egészséges, 1,5-2,5: minimalis betegségre utalo tiinetek, 2,5-4: enyhe
gyulladas, 4-7: kozepes gyulladas, 7-10: sulyos gyulladas). A tovabbi analizist a négy
értek atlagaval végeztik. A gyulladds szemikvantitativ analizise nemcsak kivald
kiegészité modszere a labtérfogat mérésnek, hanem mivel egyszeriien és gyorsan
kivitelezhetd, a komplex funkcionalis €és képalkoto tesztek megfeleld idopontjanak

kivalasztasara is hasznalhato.
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5.7. iziileti funkcié megitélése

Az allatok iziileti funkciojat jelz6 kapaszkodasi

képességet 2 héten keresztiil naponta un. grid
teszttel hataroztuk meg K/BxN szérum-transzfer
artritisz modellben. Az allatokat egy vizszintes

racsra helyeztiik, majd egy vastag vattaréteg felett

megforditottuk ¢és 20 masodpereces maximalis

14. abra Grid teszt idével a racson toltott idot detektaltuk (14. abra).
A vizsgalat sordn mért eredményeket a kisérlet eldtt mért kontrollértékekkel
Osszehasonlitva meghatarozhattuk az iziileti funkcidoromlas mértékét (Jakus és mtsai.,
2009).

5.8. In vivo neutrofil mieloperoxidaz aktivitas mérés

Az artritisz patomechanizmusaban fontos szerepet betdlto
neutrofil  MPO  aktivitasat lumineszcens in  vivo
képalkotassal, IVIS Lumina Il (PerkinElmer, Waltham,
Egyesiilt Allamok) késziilék segitségével vizsgaltuk (15.
abra). Kontrasztanyagként a neutrofil MPO aktivitassal in
vivo jol korrelald reaktiv oxigén gyokokre (ROS) specifikus
kemilumineszcens vegyiiletet, luminolt (5-amino-2,3-

dihydro-1,4-ftalazidindion) hasznaltunk (Gross és mtsai.,

2009). Az allatokat ketamin/xylazinnal

15. abra IVIS Lumina II
késziilék (Calypsol/Sedaxylan, 100/5 mg/kg i.p.) elaltattuk, majd a

foszfat pufferes sooldatban (PBS) oldott natrium-luminolt (20 mg/ml) i.p. alkalmaztuk
150 mg/kg doézisban. A biolumineszcencia mértékét luminol beadasat kovetéen 10
perccel mértiik. Living Image® szoftver (PerkinElmer, Waltham, Egyesiilt Allamok)
segitségével a tibiotarzalis iziiletek felett kijelolt teriileteken (Regions of Interest, ROI) a
lumineszcencia mértékét teljes sugarzasként adtuk meg (total radiance, total photon
flux/s) (Botz és mtsai., 2014).

5.9. In vivo plazmafehérje extravazacio mérés

A plazmafehérje extravazacié mértékét fluoreszcens in vivo képalkotassal, IVIS Lumina
I (PerkinElmer, Waltham, Egyesiilt Allamok) késziilék segitségével hataroztuk meg (15.
abra). Kontrasztanyagként a vaszkularis permeabilitas fokozodés esetén a gyulladasos

tertileten akkumulaldédé fluoreszeens festékeket, indocianain zoldet (ICG) és IR-676-0t
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hasznaltunk (Meier ¢és mtsai., 2010; Botz és mtsai., 2015). Az allatokat
ketamin/xylazinnal (Calypsol/Sedxylan, 100/5 mg/kg i.p.) elaltattuk, majd a Kolliphor
HS 15 5 w/v%-os vizes oldataban oldott fluorofort intravénasan (i.v.) alkalmaztuk CD1
egerek esetén 0,35 mg/kg, C57BL/6J alapu torzsek esetén 0,5 mg/kg dozisban. A
fluoreszcencia mértékét a fluorofor beadasat kvetden 20 perccel mértiik. Living Image®
szoftver (PerkinElmer, Waltham, Egyesiilt Allamok) segitségével a tibiotarzalis iziiletek
felett kijelolt teriileteken (Regions of Interest, ROI) a fluoreszcencia mértékét teljes
sugarzo hatékonysagként adtuk meg (total radiant efficiency,
[photons/s/cm?/sr]/[uW/ecm?]) (Botz és mtsai., 2014).

5.10. Szovettani vizsgalat

CFA-indukalt artritisz modellben natrium-pentobarbitallal (Euthanimal 100 mg/kg i.p.)
torténd talaltatast kovetéen 10. napon TRPA1** és TRPA1™, 21. napon CD1 egerek
tibiotarzalis iziileteit tavolitottuk el szovettani feldolgozas céljabol. A Kimetszett
izlileteket 8 oran keresztiil 4%-0s pufferelt formalinban fixaltuk, majd ugyanennyi ideig
4°C-on dekalcinaltuk 7 w/v% AlCls-ot, 5 v/v% hangyasavat és 8,5 v/v% sosavat
tartalmazo oldat segitségével. A felpuhult mintakat Sorensen-féle foszfat-pufferben 8
oran keresztiil mostuk, majd 8-8 oraig 4°C-on 5, 10 és 15 w/v%-os szachar6z oldatban
dehidrataltuk, végiil paraffinba dgyaztuk, mikrotdommal 3-5 pm-es szeletekre vagtuk és
hematoxilin-eozinnal megfestettiik.

A metszeteket a kisérletektdl fiiggetlen kollégandm, Dr. Borbély Eva értékelte elére
meghatarozott paraméterek, 1) a szinovium mononukledris sejt infiltracidja, 2) a
szinovialis sejtréteg hiperplaziaja, 3) a porcdestrukcio €s 4) a csonter6zid mértéke
alapjan. A pontozas minden paraméter esetén egy 0-3-ig terjedd skalan tortént, O ponttal
a legenyhébb, 3 ponttal a legstlyosabb elvaltozasokat értékeltiik. Az értékelés végén a
pontszamokat Osszeadtuk, igy az egyes metszetekhez, ¢és ezéltal az egyes
allatcsoportokhoz tartozo Osszetett artritisz pontszamot kaptuk meg (Szabo és mitsai.,

2005).

5.11. Gyulladasos citokin koncentraciéo meghatarozasa

CFA-indukalt és K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben mély natrium-pentobarbital
(Euthanimal, 100 mg/kg i.p.) altatasban a 4. napon CDI1 egerektdl sziv punkcioval
vérmintat vettiink, illetve a tibiotarzalis iziileteiket kimetszettiik citokin koncentracio
meghatarozasa céljabol. A vérmintakat 40 pl etilén-diamin-tetraecetsavat (EDTA) (50

mg/ml, pH 7,5) és 20 ul aprotinint (Gordox, 10000 KIU/ml) tartalmazd jéghideg
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csovekbe helyeztiik, majd 5 percig 1000, 10 percig 10000 fordulat/perc sebességgel
centrifugaltuk. A kimetszett iziiletek tomegét lemértiik, majd jéghideg, PBS-t és fenil-
metan-szulfonil fluorid (PMSF, 10 mg/ml) protedz inhibitort tartalmaz6 homogenizalod
oldatba tettiik és Miccra D-9 homogenizator (Art-moderne Labortechnik, Miillheim,
Németorszag) segitségével homogenizaltuk. A homogenizatumokat 10 percig, 12500
fordulat/perc sebességgel 4°C-on centrifugaltuk. A vérplazmat és a homogenizatumok
feliiluszojat -80°C-on taroltuk a vizsgéalat megkezdéséig (Borbély €s mtsai., 2016).

IL-1B, IL-6, kemokin (C-X-C motivum) ligand 1 (CXCL1), mas néven Keratinocita
kemoattraktans (KC), kemokin (C-X-C motivum) ligand 2 (CXCL2), mas néven
Immunoassay modszerrel hataroztuk meg, Milliplex Egér Citokin/Kemokin Magneses
Gyongy Panel (Merck Millipore, Billerica, MA, Egyesiilt Allamok) felhasznalasaval. A
méréseket megeléz6 optimalizalasokat kovetden minden mintat higitatlanul, vakon,
duplikdtumban mértiink le. A kisérletet a gyarto leirasanak megfelelden végeztiik. 25 ul-
t a mintakbol, a kontrollbol és a standard reagensekbdl 96-lyuku lemezre pipettaztuk,
amely 25 ul antitesttel bevont, fluoreszcens festékkel szinkddolt gyongyo6t tartalmazott.
Mosasi €s inkubacids 1épések kozbeiktatasdval biotinilalt szekunder antitestet €s
streptavidin-PE-t adtunk a mintdkhoz. Az utols6 mosast kovetéen 150 pl
kopenyfolyadékot adtunk minden lyukhoz, majd a lemezt inkubaltuk és Luminex 100
késziilék segitségével leolvastuk a fluoreszcens intenzitast. Az értékelés soran a standard
gorbét 5 pontos regresszids illesztéssel vettiik fel, majd a gyongyok median fluoreszcens
intenzitasat xPotent 3.1 szoftverrel elemeztiik (Banki és mtsai., 2013). Az eredményeket
az izlileti homogenizatumok esetén szovetsulyra vonatkoztatva, pg/mg-ban, a vérplazmak

esetén pg/ml-ben fejeztiik ki.

5.12. Sejttenyésztés

SzV-1287 és LIJP-1207 porcdifferenciaciora kifejtett hatasat porcosodd ,,micromass”
mezenchimalis sejtkulturan vizsgéltuk debreceni kollaboratoraink, Dr. Zakany Roza és
Dr. Juhédsz Tamas segitségével. A porcosodé mezenchimalis sejteket Ross fajtaju fehér
hashibrid, Hamburger és Hamilton szerinti 22-24-es fejlodési stadiumban 1évo
csirkeembriok disztalis végtagtelepeibdl izolaltuk. A kisérlet 0. napjan a 15x10° sejt/ml
stiriségli  szuszpenziobol 30 ul-es cseppeket cseppentettink a  24-lyuka
tenyésztdedényekbe (Eppendorf, Hamburg, Németorszag) helyezett feddlemezekre
(Menzel-Glaser, Menzel GmbH, Braunschweig, Németorszag). A sejteket 37°C-on, 5%

COz2 és 80% relativ paratartalom mellett termosztaltuk, majd 10% fotalis borjuszérummal
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(Gibco, Gaithersburg, MD, Egyesiilt Allamok) kiegészitett, Ham’s F12 (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok) taptalajjal taplaltuk. A tapfolyadékot masnaponta
cseréltiik. A sejtek 2-3. tenyésztési napon spontan porcsejtekké differencialodtak, a 6.
tenyésztési napon pedig mar nagy mennyiségli extracellularis matrixot tartalmazo
porccsomék voltak detektalhatok (Juhasz és mitsai., 2014). A sejtkultarakat 10 napig
tartottuk meg, SzV-1287-et és LJP-1207-et 10 uM-os koncentracioban 6. és 8. naptol
kezdve folyamatosan alkalmaztuk. Kontrollként az olddszerrel kezelt sejtkulturak

szolgaltak.

5.13. A porcképzodés mértékének fénymikroszkopos detektalasa

10. tenyésztési napon a sejtkultirdkat abszolut alkohol és 40% formalin 4:1 aranya
keverékével fixaltuk, majd 3% ecetsavban oldott 0,1%-0s dimetilmetilénkékkel
(DMMK) megfestettiik. Ecetsavas mosast kovetéen a mintakat gumiarabikummal fedtiik
le. A festés kovetkeztében vords metakromaziaval festddd porcmatrix valik lathatova,
amit Nikon Eclipse E800 fénymikroszkop (Nikon Corporation, Tokio, Japan) és Olympus
DP72 kamera segitségével vizualizaltunk.

A metakromaziasan fest6d6 porcmatrix mennyiségének szemikvantitativ értékelése
céljabol 10. tenyésztési napon DMMK-val nem festett telepeket Khale-fixaloval (28%
etanol, 4% formalin, 2% ecetsav) fixaltuk, majd glikokoll/glicin-HCI pufferben (pH 1,8)
oldott 0,1%-o0s toluidinkékkel (TK) megfestettiik. A glikokoll/glicin-HCI oldattal t6rtén6
mosast kovetden a festéket abszolut alkoholban oldott 8%-0s HCI oldattal nyertiik vissza.
A visszanyert toluidinkék festék abszorbanciajat 625 nm-en microplate leolvaso
(Chameleon, Hidex Ltd., Turku, Finnorszag) segitségével hataroztuk meg mindegyik
kisérleti csoport 3-3 sejtkulturajabol harom egymastol fliggetlen kisérletben (Matta és
mtsai., 2008).

6. Felhasznalt anyagok

A formalint (Formaldehydum solutum 37%; Ph.Hg. VI1.), a ketamint (Calypsol, Richter
Gedeon NyRt., Budapest, Magyarorszag), a xylazint (Sedaxylan, Eurovet Animal Health
B.V., Bladel, Hollandia), a natrium-pentobarbitalt (Euthanimal, Alfasan Nederland B.V.,
Woegen, Hollandia), az aprotinint (Gordox, Richter Gedeon NyRt., Budapest,
Magyaroroszag) ¢s a diklofenakot a PTE Klinikai Kézponti Gyogyszertarabol, az RTX-
et, a CFA-t, a karragenint, az ICG-t, a Kolliphor HS 15-6t, a Tween 80-at, a PMSF-et és
a DMMK-t a Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Egyesiilt Allamok), a natrium-luminolt a

Gold Biotechnology (Olivette, MO, Egyesiilt Allamok), az IR-676-ot a Spectrum-Info
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(Kijev, Ukrajna), az EDTA-t és a toluidinkéket a Reanal (Budapest, Magyarorszag) cégtol
szereztik be. SzV-1287-et, LJP-1207-et és oxaprozint Prof. Matyus Péter (SE
Gyogyszerésztudomanyi Kar (GYTK), Szerves Vegytani Intézet, Budapest,

Magyarorszag) bocsatotta rendelkezésiinkre kollaboracié keretein beliil.

7. Statisztikai analizis

Az éabrakon az adatsorok atlagait és azok standard hibait (+S.E.M), a szdvettani
eredmények esetén a box plot-okat tiintettiik fel. A statisztikai analizist GraphPad Prism
5 szoftver segitségével végeztilk. A mechanikai hiperalgézia (kivéve a traumas
mononeuropatia modellben), a 1ab- és térd iziileti duzzadas, a termalis hiperalgazia, a
hidegérzékenység, az artritisz stlyossagi pontszama ¢és az iziileti funkciovesztés esetén
Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett két utas variancia analizist (ANOVA), a
neuropatias hiperalgézia, az in vivo optikai képalkotas, a citokin koncentracio mérés és a
szovettani szemikvantitativ pontszamok esetén Bonferroni modositott posztteszttel
kiegészitett egy utas ANOVA-t, a formalin-indukalt elharito reakci6 és a TK-val festett
porcmatrix mennyiségének szemikvantitativ értékelése esetén Student-féle kétmintas t-
tesztet alkalmaztunk. Az eredmények Osszehasonlitdsakor azokat a valtozasokat

tekintettiik szignifikdnsnak, ahol p<0,05 volt.
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EREDMENYEK

1. A TRPA1 és TRPV1 receptorok szerepe iziileti gyulladas és fajdalom

egérmodelljeiben

1.1. Eredmények

1.1.1. A CFA-indukalt mechanikai hiperalgézia és labduzzadas kisebb TRPA1
receptor hianya esetén

TRPAL*"* egerekben jelentds mechanikai fajdalomkiiszob csokkenés és labduzzadas
alakult ki a CFA adast kovetéen, ami 3. (65%) és 14. napra (83%) érte el maximumat.
Mig a mechanikai hiperalgézia 40%-ra csokkent a kisérlet végére, addig a 1abduzzadas
mértéke csak minimalisan csokkent (77%). TRPA1” csoportban a mechanikai
hiperalgézia a 2., az 6déma mar az 1. naptdl kezdve szignifikansan kisebb volt a vad
csoporthoz képest (16.A,B abra). CFA hatasara nem volt megfigyelheté szamottevo
termalis hiperalgézia egyik csoportban sem, mig a hidegtolerancia mindkét egértdrzsben
hasonl6o mértékben csokkent a kisérlet soran a gyulladastol fiiggetleniil, ami valosziniileg

az ismételt méréseknek koszonhet (16.C,D abra).
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16. abra CFA-indukalt (A) mechanikai hiperalgézia, (B) labduzzadas, (C) termalis hiperalgézia és
(D) hidegérzékenység TRPA1** és TRPA1’ egerekben. N=14-17 egér/csoport, “p<0,05, ~p<0,01,
"p<0.001 vs. TRPAL*" ipszilateralis lab, *p<0,001 vs. kontralateralis 1ab (Bonferroni modositott
posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).

37



1.1.2. CFA-indukalt artritisz korai fazisaban a neutrofil MPO aktivitas Kisebb
TRPAL" csoportban

CFA-indukalt artritisz korai fazisdban (2. napon) a neutrofil MPO aktivitést indirekt jelz6
luminol adasat kovetéen a TRPAL** és a TRPA1™ csoportban is jelentés aktivitas
fokozodast tapasztaltunk az artritiszes bokaiziiletekben, azonban ez a TRPA1”
allatokban szignifikansan kisebbnek bizonyult. Késdi fazisban (7. napon) hasonlo
mértékill, mar csak minimalis aktivitds fokozddas volt megfigyelhetd mindkét térzsben

(17., 18. abra).

17. abra TRPAL"* és TRPA1" egerek CFA-indukalt neutrofil MPO aktivitast reprezentalé abrai.

[0 TRPA1*™ (kontralateralis)
B TRPA1** (ipszilateralis)

6.0x108-
Hit#
5.0x10°- [] TRPA1™" (kontralateralis)
o . . TRPA1™ (ipszilateralis)
S 4.0x106-
§ *khk
= 3.010°-
"Ef * sttt
'2 2.0x10°
BN
0
2. nap 7. nap

18. abra CFA-indukalt neutrofil MPO aktivitas TRPA1** és TRPA1" egerekben. N=5-7 egér/csoport,
"™ p<0,001 vs. TRPA1** ipszilateralis 1ab, *#p<0,001 vs. kontralateralis 1ab (Bonferroni médositott
posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).
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1.1.3. CFA-indukalt artritisz késéi fazisaban a plazmafehérje kiaramlas kisebb
TRPAL" csoportban

A biolumineszcencidhoz hasonléan a vaszkuldris permeabilitds fokozddast jelzd
fluoreszcencia is jelentdsen megemelkedett korai fazisban mindkét csoportban, azonban
kiilonbséget nem tapasztaltunk kozottiik. Ezzel szemben a késéi fazisban (7. napon),
amikor a plazmafehérje kidramlds mar csokkend tendenciat mutatott, szignifikans

kiilonbséget detektaltunk a TRPA 17" egerekben (19., 20. abra)

TRPA1*"*

TRPA1"

19. 4bra TRPAL1** és TRPA1" egerek CFA-indukalt plazmafehérje extravazaciot reprezentalé Abrai.

[J TRPA1*™ (kontralateralis) [] TRPA1” (kontralateralis)
B TRPA1*"* (ipszilateralis) B TRPA1 (ipszilateralis)

1.5x101°+

#H#

1.2x101°

9-0)&009' ###

6.0x10°°- .

3.0x10°°- ﬂ ILI [
0.0

2. nap 7. nap

Total Radiant Efficiency
[p/s]/ [uW/cm?]

20. 4bra CFA-indukalt plazmafehérje kiaramlas TRPA1** é TRPA1’ egerekben. N=5-7
egér/csoport, “p<0,05 vs. TRPAL"* ipszilateralis 1ab, #"p<0,001 vs. kontralateralis 14b (Bonferroni
modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

39



1.1.4. A CFA-indukalt szovettani karosodas mértéke kisebb volt TRPA1”- egerek
tibiotarzalis iziileteiben

A TRPAL1** és a TRPA1” egerek intakt iziileti mintaiban szdvettani eltérést nem
talaltunk. A CFA adast kovetd 10. napon, amikor a gyulladas elérte a maximumat, a
TRPAL* egerek tibiotarzalis iziileteiben jelentés mononuklearis sejt infiltraciot és
szinovialis hiperplaziat, illetve minimalis porcdestrukciot észleltiink csonterdzid nélkiil
(21.C abra). Ezzel szemben TRPA1” egerek esetén a szinoviumban kisebb mértéki
gyulladésos sejt infiltraciot és enyhe szinovidlis hiperplaziat lattunk, mig porcdestrukci6
¢és csonterdzid egyaltalan nem fordult elé (21.D abra). Az emlitett hisztopatologiai
paraméterek szemikvantitativ értékelése soran a TRPA1” csoportban szignifikdnsan

kisebb 6sszetett artritisz pontszam volt megfigyelhetd a TRPA** csoporthoz képest (21.B

abra).

6 A TRPA1*
£ ittt A TrRPA1™
‘5 51
€
o i
a 4
i faied
2
T 3
t
©
g 2
®
b
» i
8 1
TRPA1* DN ey o
Intakt Thx \ A o Kontralateralis Ipszilateralis Kontralateralis Ipszilateralis

TRPA1™ |-
CFA

21. abra (A) Intakt TRPA1**, CFA-val kezelt (C) TRPA1** és (D) TRPA1™ egerek tibiotarzalis
iziileteinek szovettani metszetei (40x-es nagyitas, HE festés, Ti: tibia, Ta: tarsus, msi: mononuklearis
sejt infiltracio, szh: szinovialis hiperlazia). N=4-5 egér/csoport; ~p<0,001 vs. TRPAL** ipszilateralis
iziilet, #p<0,001 vs. kontralateralis iziilet (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas
ANOVA).
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1.1.5. A K/BxN szérum-indukalt kés6i mechanikai hiperalgézia kisebb, az 6déma
nagyobb TRPV1 receptor hianya esetén

WT és TRPA1** egerekben is jelentds mechanikai hiperalgézia jott létre az artritogén
szérum adasat kovetden, ami 9. napra (25-31%) érte el maximumat, majd 11-17%-ra
csokkent a 21 napos kisérlet végére. TRPV1” csoportban a mechanonociceptiv
kiiszobértékek a 13. napig hasonld tendenciaval valtoztak, azonban a 17. naptol kezdve a
hiperalgézia mértéke szignifikansan kisebb volt a WT csoporthoz viszonyitva. A
TRPA1** és TRPA17 csoportot dsszehasonlitva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget
e tekintetben (22.A,B abra).

Az artritiszes vad tipusu egerekben a labtérfogat kb. 50%-0s novekedést ért el a 7-9.
napra, mig a génhidnyos egerek esetén mindkét csoportban az 6déma a 9. napra érte el
maximumat (44-66%). TRPV1’" csoportban a labduzzadas szignifikdnsan nagyobbnak
bizonyult az 5-9. nap kozott, mig a TRPA17 csoportban a vad csoporthoz hasonld
mértékii 6déma alakult ki. A 15. napra az 6déma mindegyik artritiszes csoportban teljesen
megsziint (22.C,D abra). Az artritisz klinikai sulyossagi pontszama szintén 7-9. napon
érte el maximumat az artritiszes vad tipusa (WT: 7 pont, TRPA1*"*: 6 pont) és génhianyos
csoportokban (TRPV17: 9 pont, TRPA1”: 7 pont). A labtérfogat mérés eredményéhez
hasonléan a pontozasnal is a TRPV17 egereknél tapasztaltunk sulyosabb gyulladasos
tiineteket, amely 5. és 7. napon is szignifikansnak bizonyult. TRPA1** és TRPA1™
csoport kozott nem talaltunk szignifikans kiilonbséget (22.E,F abra).
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22. abra K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgézia, labduzzadas és artritisz silyossagi
pontszam (A,C,E) WT és TRPV17, illetve (B,D,F) TRPAL** és TRPA1” egerekben

N=4-14 egér/csoport, "p<0,05, “p<0,01, "“p<0,001 vs. artritiszes vad tipust csoport, *p<0,05, #p<0,01,
#p<0,001 vs. nem artritiszes kontroll csoport (Bonferroni moédositott posztteszitel kiegészitett 2-utas
ANOVA).

1.1.6. TRPA1 és TRPV1 receptor hiinya nem befolyasolta a neutrofil MPO aktivitas
mértékét K/BxN szérum-transzfer artritiszben

A neutrofil granulocitak MPO aktivitasat indirekt modon jelz6é biolumineszcencia, amely
a szérum adast koveto 2. nap érte el a maximumat, hasonldé mértéki volt az artritiszes vad

tipust, TRPV17- és TRPA 17 egerek bokaiziileteiben (23., 24. abra).
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TRPA1** TRPV1+ WT

TRPA1"

23. abra (A) WT és TRPV17, illetve (B) TRPAL"* és TRPA1” egerek KBxN szérum-indukalt

neutrofil MPO aktivitast reprezental6 abrai.
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0

B TrRPA1*
B TRPA1

9. nap

24. abra K/BxN szérum-indukalt neutrofil MPO aktivitas (A) WT és TRPV17, illetve (B) TRPA1**
és TRPA17 egerekben. N=7-14 egér/csoport, “"p<0,01 vs. artritiszes vad tipust csoport, ##p<0,001 vs.

sajat 0. napi kontroll (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

1.1.7. K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben TRPV1” egerek bokaiziileteiben

kisebb, TRPA1" csoportban nagyobb plazmafehérje kiaramlas detektalhaté

JoN4

Artritisz késdi1 fazisaban (6. €s 9. nap), amikor a boka- €s a 1ab kisiziileteiben a vaszkularis

permeabilitis mértéke a legnagyobb, TRPV1™ csoportban szignifikansan kisebb,

TRPAL” csoportban szignifikdnsan nagyobb plazmafehérje kidramlast tapasztaltunk

(25., 26. abra).
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25. abra (A) WT és TRPV1™, illetve (B) TRPAL** és TRPA1” egerek KBxN szérum-indukalt

plazmafehérje extravazaciét reprezentalé abrai.

8.0x10°
T 6.0x10°
4.0x10°

2.0x10°1

Total Radiant Efficiency
[p/s]/ [uW/cm?

0. nap

EwT
M TrRPV1

2. nap

HiH

9. nap

Total Radiant Efficiency

8.0x10%°

6.0x10%°

4.0x10%°

[p/s]/ [uW/ecm?]

2.0x10%°

0.0

B TRPA1**

M TRPA1 o
B

H#iH

0. nap 2. nap 6. nap 9. nap

26. 4bra K/BxN szérum-indukalt plazmafehérje kiaramlas (A) WT és TRPV17, illetve (B) TRPAL*
és TRPA1™" egerekben. N=7-14 egér/csoport, ~p<0,01, *p<0,001 vs. artritiszes vad tipusii csoport,
#p<0,01, #p<0,001 vs. sajat 0. napi kontroll (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas

ANOVA).

1.1.8. A karragenin-indukalt mechanikai hiperalgézia, labduzzadas, termalis

hiperalgézia és hidegérzékenység nem kiilonbozott TRPA1** és TRPA17- egerek

kozott

Mind a TRPA1'*, mind a TRPA1” csoportban hasonlé mértékii mechanikai
fajdalomkiiszob csokkenés (52% és 61%) és labtérfogat novekedés (61% és 58%) alakult



1 6raval a karragenin i.pl. adasat kovetden, azonban sem 1 6ranal, sem a késébbi mérési
idépontokban nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két csoport kozott (27.A,B abra).
Karragenin injekciot kdvetden jelentds, 4-5°C fokos fajdalmas hokiiszob csokkenés volt
megfigyelhetd mindkét egértorzsben, azonban a 2. éranal a hokiiszob mindkét csoportban
visszatért a kontroll értékre (27.C abra). A 0°C fokos jeges vizben toltott idé mindkét
csoportban kozel felére csokkent a kontroll értékekhez képest karragenin adasat kovetden

(27.D abra).

A B

Karragenin beadésa utan eltelt id6 (6ra) e

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22124

-20

-30

-40

Labduzzadas (%)

-50

Mechanikai hiperalgézia (%)

-4

10
60 2 4 2 8 10 12 14 16 18 20 22¥24
B

04
0 " o Bgf™ -
< TRPA1*" (ipszilateralis) -+ TRPA1" (ipszilateralis)

© TRPA1*" (kontr ilis) & TRPA1™ (K alis) Karragenin beadasa utan eltelt id6 (6ra)

(@)
O

50

_._.
[~ -]
S o

48

-
»
%

46 T I

-
n
)

441

42

Termonociceptiv kiiszéb (°C)

0°C-os vizben toltott id6 (sec)
=)
S

204 ##
40 o
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 1 2 3 4 5 6
Karragenin beadasa utan eltelt id6 (6ra) Karragenin beadasa utan eltelt id6 (6ra)

27. abra Karragenin-indukalt (A) mechanikai hiperalgézia, (B) labduzzadas, (C) termalis
hiperalgézia és (D) hidegérzékenység TRPA1** é TRPA1” egerekben. N=7-13 egér/csoport,
###1<0,001 vs. kontralateralis 1ab (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA)).

1.1.9. TRPAL1** és TRPA1" egerekben hasonlé mértékii CFA-indukalt mechanikai
hiperalgézia és térdiziileti 6déma figyelheté meg

4 ¢raval az intraartikularis (i.a.) CFA adast kovetden a TRPA1*"* és TRPA 17 csoportban
1s hasonld mértéki, kb. 30%-0s mechanikai hiperalgézia alakult ki, amely 8 6ranal érte el
a maximumat (40-50%) és szamottevéen nem is valtozott a 24 oras kisérlet végéig (28.A
abra). CFA jelentds térdiziileti duzzadast idézett el6 mindkét csoportban szignifikans

kiilonbség nélkiil. A térdiziilet mediolateralis és az anteroposzterior atmérdi 24 6ranal

voltak a legnagyobbak (10-15%) (28.B,C abra).
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28. abra CFA-indukalt (A) mechanikai hiperalgézia és (B,C) térdiziileti duzzadds TRPAL** és
TRPAL” egerekben. N=11-12 egér/csoport, p<0,05 vs. kontralateralis 1ab (Bonferroni mdédositott
posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).

1.2. Uj eredményeink dsszefoglalasa

TRPA1” egerekben a CFA-indukalt kronikus mechanikai hiperalgézia, labduzzadas,
neutrofil MPO aktivitds, plazmafehérje extravazacid és szovettani karosodas
szignifikansan csokkent, mig a K/BXN szérum-indukalt plazmafehérje kidramlas
szignifkansan nétt a TRPA1™* egerekhez képest. Ezzel szemben, kronikus CFA-
modellben a termalis hiperalgézia és a hidegérzékenység, K/BxN-modellben a

mechanikai hiperalgézia, labduzzadas, artritisz stlyossaga €s a neutrofil MPO aktivitas,
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karragenin- és CFA-indukalt akut gyulladas modellekben pedig a mechanikai- és termalis

hiperalgézia, az iziileti duzzadas és a hidegérzékenység nem kiilonbozott szignifikdnsan

a TRPAL** és TRPA 17 csoport kozott (1. tablazat).

TRPV1' egerekben a K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgézia és plazmafehérije

extravazcid szignifikdnsan csokkent, mig a labduzzadés €s az iziileti gyulladés sulyossaga

szignifikansan nétt, a neutrofil MPO aktivitas azonban nem valtozott a WT csoporthoz

képest (1. tablazat).
Kronikus gyulladas Akut gyulladas
CFA K/BxN Karragenin CFA
TRPAL1” | TRPV1" | TRPA1" | TRPA1™" TRPA1™"
Mechanikai
hiperalgézia | | ? 0 0
Labduzzadas ! ) %) %) n.v.
Térdatméro n.v. n.v. n.v. n.v. 0
Artr|t|§z n.v. 1 0] n.v. n.v.
pontszam
Termilis (0] n.v n.v (%) n.v
hiperalgézia o o o
, Hldeg- ) 0] n.v. n.v. 1G] n.v.
érzékenység
Neutrofil
n.v. n.v.
MPO aktivitas | 9 0
Plazmafehérje | | 0 v v
extravazacio o o
Szovettani
n.v. n.v. n.v. n.v.
elvaltozasok l

1. tablazat TRPA1 és/vagy TRPV1 génhiany hatasa CFA- és K/BxN szérum-indukalt kronikus iziileti
gyulladas modell, illetve karragenin- és CFA-indukalt akut gyulladds modell paramétereire.
Jelmagyarazat: |: szignifikdnsan csdokkent a vad tipusu csoporthoz képest; @: nem valtozott; n.v.: nem

vizsgaltuk.
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2. Az SSAO szerepe iziileti gyulladas és fajdalom egérmodelljeiben

2.1. Eredmények

2.1.1. Az SSAO-gatlé vegyiiletek csokkentik a K/BxN szérum-indukalt mechanikai
hiperalgéziat és iziileti gyulladast

Az oldoszerrel kezelt artritiszes egereknél 20%-os mechanikai fajdalomkiiszob
csOkkenést figyeltiink meg 5 nappal a K/BxN szérum adésat kdvetéen, ami 8%-ra
csokkent a 2 hetes kisérlet végére. A naponta SSAO-gatlé (i.p. 20 mg/kg SzV-1287 és
LJP-1207) kezelésben részesiilo artritiszes csoportoknal hasonld mértékii ¢és
szignifikansan kisebb mechanonociceptiv kiiszob csokkenést detektaltunk a kisérlet 5-9.
napja kozott (29.A abra). K/BxN szérum injekciojat kovetden jelentds iziileti duzzanat
alakult ki a 1ab kisiziileteiben és a bokaiziiletekben, amely a kisérlet 5. napjan érte el a
maximumat (35%). Ezt az 6démat mindkét SSAO-gatld vegyiiletiink szignifikansan
csokkentette, az LJP-1207-tel kezelt artritiszes csoportban 15% (5. nap), az SzV-1287-tel
kezeltekben 20% (7. nap) volt a labtérfogat novekedés maximuma (29.B abra). Az
artirtisz klinikai sulyossagat mutat6 szemikvantitativ pontszdm 4. nap érte el maximumat
az oldoszerrel kezelt artritiszes csoportban (4.58+0.44 pont). Az SzV-1287 kezelésben
részesiild csoportban a 4., az LIP-1207-tel kezeltekben a 3. naptdl kezdve a 7. napig volt
szignifikdnsan kisebb artritisz sulyossagi pontszam megfigyelhetd (29.C abra). Az
artirtisz kivaltasat kovetden csokkent az iziileti funkciot jelzd racson toltdtt id6, de ezt a

paramétert egyik vegyiilet sem javitotta (29.D abra).
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29. abra K/BxN szérum-indukalt (A) mechanikai hiperalgézia, (B) labduzzadas, (C) artritisz
sulyossagi pontszam és (D) iziileti diszfunkcio oldoszerrel, SzVV-1287-tel vagy LJIP-1207-tel kezelt
CD1 egerekben. N=8-9 egér/csoport, p<0,05, “p<0,01, ““p<0,001 vs. oldészerrel kezelt artritiszes
csoport, #p<0,05, #p<0,001 vs. olddszerrel kezelt nem artritiszes kontroll csoport (Bonferroni modositott
posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).

2.1.2. LIP-1207 csokkenti a neutrofii MPO aktivitast K/BxN szérum-transzfer
artritisz korai fazisaban

A kemilumineszcens kontrasztanyag luminol segitségével vizualizalhaté neutrofil MPO
aktivitdas az oldoszerrel és az SSAO-gatlo vegyiiletekkel kezelt artritiszes egyedek
bokaiziileteiben is fokozodott 2 nappal a K/BxN szérum adast kovetden, azonban ezt csak

az LJP-1207 csokkentette szignifikansan (30., 31. abra).
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Oldoszer SzV-1287 LJP 1207

Mlnl

30. abra Oldoszerrel, SzV-1287-tel vagy LJP-1207-tel kezelt CD1 egerek K/BxN szérum-indukalt
neutrofil MPO aktivitasat reprezental6 abrai.

0. nap

2. nap

6. nap

B Oldészer
1.2x108- B szv-1287

HitH B LJP-1207
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8.0x1051
6.0>x10°+
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Total flux [p/s]

2.0x1054

0. nap 2. nap Day 6

31. abra K/BxN szérum-indukalt neutrofil MPO aktivitas oldészerrel, SzV-1287-tel vagy LIP-1207-
tel kezelt CD1 egerekben. N=6 egér/csoport, “p<0,01 vs. oldoszerrel kezelt artritiszes csoport, ##p<0,001
vs. sajat 0. napi kontroll (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

2.1.3. LIP-1207 a korai és a késoi plazmafehérje extravazaciot, mig SzV-1287 csak
a korai ér ateresztoképességet csokkenti K/BxN szérum-transzfer artritiszben

K/BxN artritisz korai fazisdban (2. nap) mindkét SSAO-gatlo vegyiilet szignifikdnsan
csokkentette az IR-676 fluoreszcens festékkel kimutathato ér ateresztoképességet, mig
késo6i fazisban (6. nap), amikor a plazmafehérje kidramlas elérte a maximumat, csak az

LJP-1207-tel kezelt csoportban figyeltiink meg szignifikans csokkenést (32., 33. abra).
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33. 4bra K/BxN szérum-indukalt plazmafehérje kiaramlas oldészerrel, SzV-1287-tel vagy LIP-1207-
tel kezelt CD1 egerekben. N=6 egér/csoport, “p<0,01, ““p<0,001 vs. olddszerrel kezelt artritiszes csoport,
##p<0,001 vs. sajat 0. napi kontroll (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

2.1.4. Az SSAO-gatlé vegyiiletek csokkentik a CFA-indukalt mechanikai
hiperalgéziat és 6démat

Az oldészerrel, SzV-1287-tel ¢és LJP-1207-tel kezelt egereknél is jelentds
mechanonociceptiv kiiszob csokkenést tapasztaltunk 1 nappal a CFA i.pl. adasat
kovetden. Az oldoszerrel kezelt csoportban a CFA-injektalt végtagon 79%-o0s maximalis
hiperalgézia fejlodott ki 3 nap utdn, majd a 21 napos kisérlet végére 40%-ra csokkent.

LJP-1207-tel kezelt csoportban 2-21. nap kozott, SzV-1287-tel kezelt csoportban 3. nap
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¢s a 11-21. nap kozott szignifikansan kisebb mechanikai hiperalgéziat figyeltiink meg
(34.A abra).

Az oldoészerrel kezelt egereknél massziv, 148%-os labtérfogat novekedés jott létre 8
nappal a CFA adast kdvetéen. Ennek kifejlodését azonban mindkét SSAO-gatlo vegyiilet

szignifikansan csokkentette az egész kisérleti periddus soran (34.B abra).
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34. abra CFA-indukalt (A) mechanikai hiperalgézia és (B) labduzzadas oldészerrel, SzV-1287-tel
vagy LJP-1207-tel kezelt CD1 egerekben. N=6-8 egér/csoport, "p<0,05, “p<0,01, "“p<0,001 vs.
oldoszerrel kezelt csoport (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).

2.1.5. Egyik SSAO-gatlo6 vegyiilet sem befolyasolta a CFA-indukalt neutrofil MPO
aktivitas mértékét

Az oldoszerrel, az SzV-1287-tel és az LIP-1207-tel kezelt allatok tibiotarzalis iziileteiben
1s jelentds neutrofil MPO aktivitas volt lathatd CFA adasat kovetden, azonban sem a 2.,

sem a 6. napon nem volt szignifikans kiillonbség az egyes csoportok kozott e tekintetben
(35., 36. abra).

Oldészer SzV-1287 LJP-1207

g

9 1
HE

35. abra Oldészerrel, SzV-1287-tel vagy LJP-1207-tel kezelt CD1 egerek CFA-indukalt neutrofil
MPO aktivitasat reprezental6 abrai.
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36. abra CFA-indukalt neutrofil MPO aktivitas oldészerrel, SzV-1287-tel vagy LJIP-1207-tel kezelt
CD1 egerekben. N=6 egér/csoport, #¥p<0,001 vs. kontralaterélis 1ab (Bonferroni médositott posztteszttel
kiegészitett 1-utas ANOVA).

2.1.6. Egyik SSAO-gatlé vegyiilet sem befolyasolta a CFA-indukalt plazmafehérje
extravazacio mértékeét

Az oldoszerrel, az SzV-1287-tel és az LIP-1207-tel kezelt csoportok CFA-injektalt hatso
végtagjaiban is jelentds érpermeabilitds fokozodés volt megfigyelhetd az artritisz korai
fazisaban (2. nap), amely tovabb fokozddott a késoi fazisban (6. nap). Szignifikans

kiilonbséget azonban talaltunk az egyes csoportok kozott (37., 38. abra).

Oldészer SzV-1287 LJP-1207

5, I

2. nap

6. nap

erer
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38. abra CFA-indukalt plazmafehérje kiaramlas oldészerrel, SzV-1287-tel vagy LIP-1207-tel kezelt
CD1 egerek tibiotarzalis iziileteiben. N=6 egér/csoport, #p<0,01, ##p<0,001 vs. kontralateralis 1ab
(Bonferroni moédositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

2.1.7. Az SSAO-giatlok Kkizarélag KC szintjét csokkentették a vizsgalt
proinflammatorikus citokinek koziil az artritiszes tibiotarzalis iziiletekben

K/BxN vagy BxN szérum adésat kovetd 4. napon az oldoszerrel kezelt artritiszes CD1
egerek iziileti homogenizatumaban KC és MIP-2 koncentracidja is szignifikansan
megemelkedett a nem artritiszes allatokhoz képest, mig IL-6 és TNF-a koncentracioja
nem kiilonbozott szignifikansan a két csoport kozott. A vizsgalt proinflammatorikus
ebben az id6pontban, mig LJP-1207 egyik citokin szintjét sem befolyasolta
szignifikansan (39.A-D abra).

CFA-indukalt artritiszben drasztikusan nagyobb citokin koncentraciokat mértiink
ugyanebben az idépontban, kiilondsen MIP-2 és TNF-a tekintetében tapasztaltunk
jelentds dimenziobeli eltéréseket. IL-6, KC, MIP-2 és TNF-a koncentracioja is
szignifikdnsan magasabb volt az oldoszerrel kezelt csoport artritiszes tibiotarzalis iziileti
homgenizatumaiban az intakt csoporthoz viszonyitva. K/BxN szérum-transzfer
SzV-1287-tel kezelt csoportban is kisebb koncentraciot tapasztaltunk. A tobbi vizsgalt
gyulladasos citokin szintjét egyik vegyiilet sem befolyasolta szignifikansan (39.A-D
abra).

A vizsgalt 6t citokin koziil egyik plazmakoncentracidja sem emelkedett meg az artritiszes
allatokban a kisérletek 4. napjan, illetve ugyanez elmondhat6 az IL-1[ iziileti

homogenizatumban mért koncentracidjarol is (az adatokat nem abrazoltuk).
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39. abra Oldoszerrel, SzV-1287-tel és LJP-1207-tel kezelt artitiszes CD1 egerek tibiotarzalis iziileti
homogenizatumainak (A) IL-6, (B) KC, (C) MIP-2 és (D) TNF-a koncentracioja a Kkisérlet 4. napjan.
N=4-6 egér/csoport, “p<0,05, “p<0,01 vs. oldoszerrel kezelt csoport, *p<0,05, #p<0,01, #¥p<0,001 vs. nem
artritiszes kontroll vagy intakt csoport (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-uta ANOVA).
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2.1.8. SzV-1287 csokkenti CFA-indukalt artritiszben a szovettani karosodas
mértékét

CFA az oldoszerrel kezelt allatok bal tibiotarzalis iziileteiben artritiszre jellemzo
szovettani elvaltozasokat, szinovialis hiperpldziat, mononukledris sejt infiltracidt és
porcdestrukciét eredményezett. Az SzV-1287-tel kezelt csoportban az emlitett
oldoszerrel kezeltekéhez, emellett jelentdsen kisebb gyulladdsos sejt bedramléds és
minimalis porckarosodds volt megfigyelhetd. Az LIP-1207-tel kezelt allatok
bokaiziileteiben bar valamivel kisebb mononukleéaris sejt infiltracido volt lathat6 a
szinoviumban az oldoészerrel kezelt csoporthoz képest, azonban a porcdestrukcid és a
szinovialis hiperplazia silyosabbnak bizonyult (40.A-C abra).

Az emlitett hisztopatologiai paraméterek szemikvantitativ értékelése soran csak az SzV-
1287-tel kezelt csoportban talaltunk szignifikansan kisebb 0sszetett artritisz pontszdmot

az oldoszerrel kezelt csoporthoz képest (40.D abra).
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40. abra (A-C) Oldészerrel-, SzVV-1287-tel, LIP-1207-tel kezelt CD1 egerek tibiotarzalis iziileteinek
CFA-indukalt szovettani elvaltozasai (A: 40x, C (SzV-1287): 100x, B (SzVV-1287), C (oldoszer, LJP-
1207): 200x, B (oldészer, LIP-1207): 400x nagyitas, Ti: tibia, Ta: tarsus, S: szinovium) és (D)
oOsszetetett artritisz pontszamai. N=4-8 egér/csoport, ""p<0,001 vs. oldoszerrel kezelt artritiszes csoport
ipszilaterdlis bokiziiletei, #¥p<0,001 vs. kontralateralis bokaiziilet (Bonferroni modositott posztteszttel
kiegészitett 1-utas ANOVA).

2.1.9. LJIP-1207 csokkenti a metakromazidsan festodé porcmatrix mennyiségét
»micromass” sejtkulturaban

Az in vivo eredményeinkkel 6sszhangban, SzV-1287 csak enyhén gatolta a porcmatrix
termel6dését in vitro. A 10. tenyésztési nap nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a 6.,
illetve a 8. naptol folyamatosan SzV-1287-tel és az oldoszerrel kezelt sejtkultirak kozott.
Ezzel ellentétben a 6. és 8. naptol kezdett LIP-1207 kezelés is szignifikdnsan csokkentette

a metakromdazidsan festdédd porcmatrix mennyiségét a porcosodd mezenchimalis
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sejtkultirakban, amely a DMMK-val és TK-val festett telepeken is jol lathato volt (41.,
42. abra).

87 6. na&téi

£

L)
2 b

Oldoszer

SzV-1287 8. naptdl

LJP-1207 8. naptdl

41. abra A metkromaziasan fest6dé porc telepek reprzentativ abrai dimetilmetilénkékkel (DMMK)
festett, 6. és 8. tenyésztési naptol oldészerrel, SzV-1287-tel és LJP-1207-tel kezelt ”micromass”

sejtkulturaban a 10. tenyésztési napon (4x nagyitas, skala: 500 pm).
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42. abra A metakromaziasan festddé porcmatrix mennyiségének szemivantittaiv értékelése
toluidinkékkel (TK) festett, 6. és 8. tenyésztési naptol oldészerrel, SzV-1287-tel és LIP-1207-tel kezelt
,micromass” sejtkultiiraban 10. tenyésztési napon. N=3 sejtkultura/csoport, *p<0,05 vs. oldészerrel
kezelt sejtkultura (Student-féle kétmintas t-teszt).
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2.2. Uj eredmények osszefoglalasa

SzV-1287 és LIP-1207 szignifikdnsan csokkentette a CFA- és K/BxN-szérum indukalt

mechanikai hiperalgéziat és labduzzadast, a K/BxN szérum-indukalt artritisz stlyossagat

és a plazmafehérje kiaramlast. A K/BxN szérum-indukalt neutrofil MPO aktivitast csak

LJP-1207 csokkentette, mig a CFA-indukalt szovettani destrukcié mértékét csak SzV-
1207. A K/BxN szérum-indukalt iziileti diszfunkciét, a CFA-indukalt neutrofil MPO

aktivitast és a plazamfehérje kiaramlast egyik SSAO-gatld vegylilet sem befolyasolta (2.

tablazat).
CFA-modell K/BxN-modell
SzV-1287 LJP-1207 SzV-1287 LJP-1207
Mechanikai ! | l l
hiperalgézia
Labduzzadas l l l l
Artritisz n.v. n.v. l l
pontszam
iziileti funkcié n.v. n.v. % %
Neutrofil MPO ) ) ) l
aktivitas
Plazmafehérje O O ! !
extravazacio
Szovettani l O nv. nv.
elvaltozasok

2. tablazat SzV-1287- és LJP-1207-kezelés hatasai CFA- és K/BxN szérum-indukalt artritisz modell
paramétereire. Jelmagyarazat: |: szignifikansan csokkent az oldoszerrel kezelt csoporthoz képest; @: nem
valtozott; n.v.: nem vizsgaltuk.
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3. A TRPA1 és TRPV1 receptorok és az SSAO kapcsolata iziileti gyulladas és

fajdalom egérmodelljeiben

3.1. Eredmények

3.1.1. SzV-1287 csokkenti a TRPV1 aktivacio-indukalt akut termalis és mechanikai
hiperalgéziat

Mar 5 perccel a szelektiv TRPV1 agonista RTX i.pl. adasat kdvetden jelentds, kb. 8°C
fokos fajdalmas hokiiszob csokkenés alakult ki az oldoszerrel kezelt csoportban, ami még
15 percig fennallt. Ez a gyorsan kialakulo, akut termalis hiperalgézia szignifikdnsan
kisebb volt az SzV-1287-tel kezelt egerekben, az LIP-1207 kezelt csoport esetén azonban
az oldoszerrel kezelthez hasonl6 cs6kkenést mértiink (43.A abra).

2 ¢6raval az RTX adasat kovetéen kb. 45%-0s mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést
tapasztaltunk az olddszerrel kezelt csoportban, ami fokozatosan csokkent, majd megsziint
a 24 oras kisérlet végére. A 2 oras mérésnél SzV-1287 és LIP-1207 is, a 4 orasnal csak
LJP-1207 csokkentette szignifikansan a centralis szenzitizaciés mechanizmusoknak is

koszonheté mechanikai hiperalgéziat (43.B abra).

RTX adéas utan eltelt id6 (perc)
= Oldészer = 10

o -+ SzV-1287 e 2 *1* 6 i‘
= * LJP-1207 20 . .

:-g 44 e *k% *k ~g

N T k=)

S 42 o

= @

2 Q

£ 40 =

[ o

g 8 2

g g

o 36 5

g 3

2 34 =

0 5 10 15 20

RTX adéas utan eltelt id6 (perc)

43. abra RTX-indukalt (A) termalis és (B) mechanikai hiperalgézia oldészerrel, SzZV-1287-tel és LIP-
1207-tel kezelt WT egerekben. N=7-8 egér/csoport, **p<0,01, ***p<0,001 vs. oldoszerrel kezelt csoport
(Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

3.1.2. SzV-1287 csokkenti a TRPA1 aktivacio-indukalt akut nocifenziv reakcio és
mechanikai hiperalgézia mértékét

Az oldoszerrel kezelt csoportban a TRPAL agonista formalin i.pl. adasa altal kivaltott
elharito reakcio id6tartama 148,7+15,6 s volt a teszt korai (0-5 perc) és 239,7+47,7 s volt
a késoi fazisaban (20-45 perc). Korai fazisban az érz6 idegvégzdés kozvetlen aktivacioja

altal kivaltott elharité reakcio idétartama szignifikdnsan rovidebb volt SzV-1287-tel
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kezelt csoportban, mig a kés6i fazisban, amikor mar a neurogén gyulladasos reakcié is
1étrejott, nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a csoportok kozott (44.A abra).

2 6raval a formalin adédsa utan 35%-0s mechanikai hiperalgézia jott 1étre az olddszerrel
kezelt csoportban. Az RTX modellhez hasonléan 2 és 4 6ranal mindkét SSAO-gatld
vegytilet, 4 o¢ranal csak LJP-1207 csokkentette szignifikinsan a mechanikai
fajdalomkiiszob csokkenés mértékét (45.B abra).

A B Oldészer B 2,5% formalin adasa utan eltelt idd (6ra)
300 [l Szv-1287 2 4
B LJP-1207 10 2 .

*kk

04

-104

-204

-304

Elharité reakcio idétartama (s)

Mechanikai hiperalgézia (%)

-404

0-5 min 20-45 min

44. abra Formalin-indukalt (A) akut elharité reakcié és (B) mechanikai hiperalgézia oldészerrel,
SzV-1287-tel és LJIP-1207-tel kezelt WT egerekben. N=7-8 egér/csoport, *p<0,05, ***p<0,001 vs.
oldoszerrel kezelt csoport (elharitdo reakcido idStartama: Student-féle kétmintas t-teszt; hiperalgézia:
Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).

3.1.3. SzVV-1287 csokkenti a krénikus mechanikai hiperalgéziat és 6démat artritiszes
WT és TRPA1”- egerekben

Az oldoszerrel kezelt WT csoportban kb. 25-30%-0s mechanikai fajdalomkiiszob
csokkenés alakult ki a kisérlet 5. napjara. A napi rendszerességgel alkalmazott i.p. 20
mg/kg SzV-1287 WT csoportban a 9. és a gyulladas lezajlasat kovetden a 17. napon,
TRPA1” csoportban pedig a 17. napon csokkentette szignifikansan a K/BxN szérum-
indukalt mechanikai hiperalgéziat, a TRPV 1~/ egerekben azonban nem figyeltiink meg
analgetikus hatast (46.A-C abra).

A mechanikai hiperalgézia mellett jelentés labtérfogat ndvekedés is detektalhatd volt
mindegyik artritiszes csoportban, amely 9. napra érte el maximumat (WT: 50%, TRPV1"
. 65%, TRPA1": 45%). Az artritiszes WT és TRPA1” csoportban SzV-1287
szignifikdnsan csokkentette a 1abduzzadast, az SzV-1287 kezelt WT csoportban kb. 30%
(7. nap), a TRPA1” csoportban 37% (9. nap) volt a maximalis labtérfogat novekedés.
Ezzel szemben, SzV-1287 egyaltalan nem befolyasolta az 6déma mértékét az artritiszes
TRPV1' csoportban (46.D-F abra).
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45, abra K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgézia és labduzzadas oldoszerrel és SzV-1287-
tel kezelt (A,B) WT, (C,D) TRPV1™" és (E,F) TRPA1' egerekben. N=4-15 egér/csoport, **p<0,01,
***p<0,001 vs. oldoszerrel kezelt artritiszes csoport, #p<0,05, #p<0,01, ##p<0,001 vs. nem artritiszes
kontroll csoport (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 2-utas ANOVA).
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3.1.4. SzV-1287 csokkenti a korai neutrofil MPO aktivitast az artritiszes WT és
TRPV1" egerek bokaiziileteiben

WT csoport artritiszes bokaiziileteiben a fokozott neutrofil MPO aktivitast demonstralo
intenziv biolumineszcencia volt detektdlhatd a kisérlet 2. napjan, amely azonban
jelentdsen lecsokkent a 9. napra. Az SzV-1287 kezelés hatasara korai fazisban
szignifikansan kisebb MPO aktivitis volt megfigyelheté WT és TRPV1™ egerek
artritiszes iziileteiben, TRPA 17" csoportban nem volt ilyen jellegii hatasa (46., 47. abra).

A

Oldoészer

WT

SzV-1287

TRPV1 (oy)
Oldoszer

SzV-1287

(@)
Oldoszer

TRPA1”

SzV-1287

46. abra Oldészerrel és SzV-1287-tel kezelt (A) WT, (B) TRPV1' és (C) TRPA1" egerek K/BxN
szérum-indukalt neutrofil MPO aktivitisanak reprezentativ abrai.
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47. abra K/BxN szérum-indukalt neutrofil MPO aktivitas oldoszerrel vagy SzV-1287-tel kezelt (A)
WT, (B) TRPV1™ és (C) TRPA1™" egerek tibiotarzalis iziileteiben. N=7-15 egér/csoport, ““p<0,001 vs.
olddszerrel kezelt artritiszes csoport, *#p<0,001 vs. 0. napi sajat kontroll (Bonferroni mddositott
posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).
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3.1.5. SzV-1287 egyik egértorzsben sem befolyasolta a K/BxN szérum-indukalt
plazmafehérje kiaramlas mértékét

A vaszkularis permeabilitds fokozodast jelz6 fluoreszcens jelintenzitas 2. naptdl kezdve
fokozatosan emelkedett mindegyik artritiszes torzsben, majd a 9. napon elérte a
maximumat, az SzV-1287 kezelés azonban egyik csoportban sem befolyasolta ezt a

paramétert (48., 49. abra).
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49. abra K/BxN szérum-indukalt plazmafehérje extravazacio oldoszerrel vagy SzV-1287-tel kezelt
(A) WT, (B) TRPV1™ és (C) TRPA1" egerek tibiotarzalis iziileteiben. N=7-15 egér/csoport, #p<0,01,
###5<0,001 vs. 0. napi sajat kontroll (Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).
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3.1.6. SzV-1287 csokkenti a neuropatias mechanikai hiperalgéziat

Traumds mononeuropatia modell 7. napjan, amikor mar stabil mechanikai
fajdalomkiiszob csokkenés volt detektalhatd, egyszeri i.p. SzV-1287 eldkezelés
analgetikus hatasat vizsgaltuk oldoszerével, egy referencia SSAO-gatlo vegytilettel (LJP-
1207), aktiv metabolitjaval (oxaprozin) ¢és egy referencia NSAID-dal (diklofenak)
Osszehasonlitva.

A vizsgalt vegyiiletek koziil csak az SSAO-gatl6 vegyliletek csokkentették szignifikansan
a mechanikai hiperalgéziat (50.A abra). Megvizsgaltuk, hogy SzV-1287 dézis fiiggd
modon csokkenti-e a mechanikai fajdalomkiiszob csokkenést, azonban 5, 10 és 20 mg/kg
dozisban is hasonld mértéki, kb. 50-60%-os antihiperalgézias hatast figyeltiink meg. 2
mg/kg doézisban nem eredményezett szignifikans fajdalomkiiszob csokkenést (50.B
abra). WT csoporttal ellentétben TRPV1” és TRPA1”" csoportokban SzV-1287 nem
csokkentette a neuropatias mechanikai hiperalgéziat (50.C,D abra). WT és a génhianyos
csoportok kozott szintén nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget e tekintetben (az

adatokat nem abrazoltuk).

A Posztoperativ 7. nap B Fosetoperativ 7.nap

Oldészer 2mg/kg 5 mg/kg 10 mg/kg 20 mg/kg
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50. abra A mechanikai hiperalgézia 7 nappal a n. ischiadicus parcialis lekotését kovetéen (A) i.p.
oldészerrel, 20 mg/kg SzV-1287-tel, LIP-1207-tel, diklofenakkal vagy oxaprozinnal kezelt WT
egerekben, (B) i.p. oldészerrel vagy SzV-1287 kiilonbozé dézisaival kezelt WT egerekben, i.p.
oldészerrel vagy 20 mg/kg SzV-1287-tel kezelt (C) TRPV1' egerekben és (D) TRPA1" egerekben.
N=5-9 egér/csoport, "p<0,05, ““p<0,001 vs. kezelés elétti kontroll értékek (Bonferroni modositott
posztteszttel kiegészitett 1-utas ANOVA).
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3.2. Uj eredmények osszefoglalasa

SzV-1287-kezelés (20 mg/kg i.p.) szignifikansan csokkentette WT egerekben a TRPV1
aktivacid-indukalt akut termalis és mechanikai hiperalgéziat, a TRPA1 aktivacid-indukalt
akut fajdalomelhérit6 reakciot és mechanikai hiperalgéziat, WT és TRPA 17 egerekben a
K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgéziat és labduzzadast, WT és TRPV1™
egerekben a neutrofil MPO aktivitast, illetve WT egerekben a neuropatids hiperalgéziat.
Ezzel szemben TRPV1” egerekben a K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgézia
és labduzzadas, TRPA1™ egerekben a neutrofil MPO aktivitas tekintetében nem volt
szignifikans kiilonbség az olddszerrel és SzV-1287-tel kezelt csoport kozott. A K/BxN
szérum-indukalt plazmafehérje extravazacié mértékét SzV-1287 egyik egértdrzsben sem
csOkkentette. A n. ischiadicus parcialis lekotése altal kivaltott kronikus neuropatias
hiperalégziat sem TRPV17, sem TRPA1” egerekben nem csokkentette az oldoszerrel

kezelt csoporthoz képest (3. tablazat).

Akut fajdalom Kroénikus fajdalom
RTX Formalin K/BxN Seltzer
TRPV1 | TRPAl | WT | TRPV1" | TRPAL" | WT | TRPV1" | TRPAL"
Termilis n.v n.v n.v n.v n.v n.v n.v
hiperalgézia ‘l' U U U Y U U U
Elharit6 n.v. ! nv.| nv. nv. |nv.| nwv. n.v.
reakcio
Mechanikai
hiperalgézia ’L l l 9 l l 9 Z
Labduzzadas n.v. n.v. i o0 i n.v. n.v. n.v.
Neutrofil
MPO n.v. n.v. l l 9] n.v. n.v. n.v.
aktivitas
Plazmafehérje | ) | n.v. %] %] %] nv.| n.v. n.v.
extravazacio

3. tablazat SzV-1287 hatisa WT egerekben TRPV1- és TRPAl-aktivacié indukalta akut fajdalom
modell, illetve WT, TRPV1’” é TRPA1” egerekben K/BxN szérum-indukalt krénikus iziileti
fajdalom modell paramétereire. Jelmagyarazat: |: szignifikansan csokkent az oldoszerrel kezelt
csoporthoz képest; @: nem valtozott; n.v.: nem vizsgaltuk.
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink soran elsdként bizonyitottuk a TRPA1 receptor szabalyozd szerepét
adjuvans-, a TRPV1-ét szérum transzfer-indukalt kronikus artritiszben. Fontos adatokat
szolgaltattunk az uUjonnan szabadalmaztatott, tobb tamadaspontu SSAO-gatlo
vegytletiink, az SzV-1287, fajdalomcsillapitd hatasairol kiilonboz6 mechanizmusa
kronikus artritisz modellekben, amelyek a gyulladasgatld hatasatol (legalabbis részben)
fiiggetlennek bizonyultak.

Munkank elsé részének célja a kapszaicin-érzékeny érzdideg végzodéseken, szamos

immunsejten és a vaszkulaturdban is expresszalédd6 TRPA1 és TRPVI receptorok

szerepének vizsgalata volt akut és kronikus iziileti gyulladas és fdjdalom modellekben.

TRPV1 receptor jelentésége a gyulladasban és a fajdalomtranszmisszidban mar régota

ismert volt, majd ezek az ismeretek egyre gyorsabban szaporodtak a receptor klonozasat
¢és génhidnyos egerek eldallitasat kovetden (Caterina és mtsai., 2000; Szabo €és mtsai.,
2005; Bolcskei és mtsai., 2005; Barton €és mtsai., 2006; Fernandes és mtsai., 2011). A
TRPV1 receptornak kdszonhetden egyre nagyobb figyelem harult a TRP receptorcsalad
fiziologias és patologias folyamatokban betoltdtt szerepére. Igy deriilt fény a TRPAL
lokalizaciojara is a nociceptiv neuronokon a 2000-es évek elsd felében, amely felvetette
a neurogén gyulladasban és a fajdalomban jatszott esetleges medidtor szerepét (Story €s
mtsai., 2003). Ezt kovetoen egyre tobb publikacio jelent meg a receptorral kapcsolatban,
azonban ezek tobbsége els6sorban a hidegérzékelésben és akut gyulladasban jatszott
szerepével foglalkozott (Obata és mtsai., 2005; Katsura és mtsai., 2006; Kwan és mtsai.,
2006; Petrus és mtsai., 2007; Eid és mtsai., 2008). Bar 2006-t61 a szelektiv receptor
antagonistidk mellett TRPA17 egerek is a kutatok rendelkezésére alltak (Bautista és
mtsai., 2006), azota mégis nagyon kevés olyan publikacio jelent meg, amelyekben ezeket

az egereket hasznaltak volna. Ez kiilonésen igaz a receptor kronikus iziileti gyulladasban

és fajdalomban jatszott szerepével kapcsolatban, hiszen ezt mindGssze harom

kutatdcsoport vizsgalta ezzel az értékes modszerrel.

Az emlitett kutatocsoportok TRPAL1” egerekben szignifikansan Kisebb i.a. CFA- és
monojod acetat (MIA)-indukalt iziileti fajdalmat detektatak kronikus artritisz €s
oszteoartritisz modellekben TRPAL1*"* egerekkel 6sszehasonlitva (Fernandes és mtsai.,
2011; Moilanen és mtsai., 2015), mig Garrison €s Stucky TRPA1 korfiiggd szerepét

igazoltak génhianyos egerek segitségével az i.pl. CFA-indukalt mechanikai
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hiperalgéziaban (Garrison ¢és Stucky, 2014). L.pl. és faroktdbe adott CFA-val kivaltott

artritisz_modelliinkben kapott eredményeink egybecsengenek ezekkel az adatokkal,

hiszen TRPA1” egerekben mi is szignifikdnsan kisebb mechanikai hiperalgéziat
talaltunk, de emellett ugyanezt a kiilonbséget tapasztaltuk labduzzadas, szovettani
karosodas, korai neutrofil MPO aktivitas és késéi plazmafehérje extravazacio
tekintetében is. A TRPAL adjuvans-indukalt neutrofil aktivacioban ¢és vaszkularis
permeabilitas fokozodasban jatszott szabalyozd szerepérol elsoként kozoltiink adatokat
az irodalomban. El6bbi eredményiinket azota egy RA-s betegeken végzett vizsgalat is
megerdsitette, amelyben a TRPAT periférias leukocitdkon vald expresszidja nemcsak a
fajdalom és a mozgaskorlatozottsag mértékével, hanem a neutrofil granulocita szammal
is korrelalt (Pereira és mtsai., 2017). Korabban TRPA1 hiperalgézidban jatszott szerepét
az iziileti gyulladastol fiiggetlennek vélték, hiszen nem talaltak szignifikdns kiilonbséget
a vad ¢és génhidnyos csoportok kozott térdiziileti duzzadas és szovettani elvaltozdsok
tekintetében, amely latszolag ellentmond az eredményeinknek. A kiilonbségeket
valdsziniileg az alkalmazott modellek (i.a. vs. i.pl./faroktébe adas, térd monoartritisze vs.
boka- és lab kisiziileteinek gyulladasa, eltéré kinetika) és modszerek (digitalis
mikrométer vs. pletimométer) kozotti eltérések okozhatjak. A génhianyos egerekkel
végzett kisérletek eredményeit egy szelektiv TRPA1-blokkoloval végzett kisérlet is
megerésiti, hiszen az i.p., i.pl. és intratekalis HC-030031 akutan adva 1., 7. és 28. napon
is szignifikansan csokkentette az i.pl. CFA-indukalt mechanikai hiperalgéziat (da Costa
és mtsai., 2010). A TRPAL1” egerekkel kapott funkcionalis és szovettani eredményeink
teljesen megegyeznek a kordbban TRPV 17" egerekkel végzett kisérletiink eredményeivel
(Akopian és mtsai., 2007; Salas és mtsai., 2009; Patil és mtsai., 2010; Spahn és mtsai.,
2014).

CFA-indukalt artritisz modelliinkben a human betegséghez hasonléoan nem alakult ki
szamottevé termalis hiperalgézia egyik egértorzsben sem, illetve szignifikans
kiilonbséget sem tapasztaltunk koztiik e tekintetben, ami megerdsiti azokat a korabbi
megfigyeléseket, amely szerint a TRPA1 nem jatszik szerepet a fajdalmas hd
érzékelésében (Bautista és mtsai., 2006; Kwan és mtsai., 2006; Eid és mtsai., 2008). Ezzel
szemben TRPAT1 hidegérzékelésben jatszott szerepe koztudott (Story és mtsai., 2003;
Obata és mtsai., 2005; Katsura és mtsai., 2006; Kwan és mtsai., 2006), a CFA-indukalt
fokozott hidegérzékenységet is sikeriilt korabban TRPA1-antagonistaval kivédeni (da
Costa és mtsai., 2010), azonban a mi kisérleti paradigméankban nem talaltunk kiilonbséget

TRPA1** és TRPA1™” csoport kozott e tekintetben. A hidegtolerancia a gyulladas
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sulyossagatol fiiggetleniil mindkét térzsben csokkent CFA adasat kovetden, ami alapjan
azt feltételezhetjiik, hogy a fokozott hidegérzékenységet az ismételt mérések okozhattak.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az altalunk alkalmazott vizsgélati modszer nem
alkalmas a hidegérzékenység vizsgalatara ebben a modellben.

Az aktiv immunizéacids mechanizmusokat magaba foglalo6 CFA-modellel ellentétben az
autoantitesteket és citokineket tartalmazd szérum passziv transzferén alapuldo K/BxN-
modellben a mechanikai hiperalgézia, a ldbduzzadas €s a neutrofil MPO aktivitas mértéke
is hasonld volt a TRPA1*"* és a TRPA1”" csoportban. TRPA1-nek mindéssze a késéi
vaszkuldris permeabilitds fokozodas mérséklésében feltételezhetjiik részleges szerepét
ebben a modellben, mivel 6. nap szignifikansan nagyobb plazmafehérje kiaramlast
tapsztaltunk a TRPA1” csoportban. Ezzel szemben TRPV1' egerekben szignifikdnsan
kisebb K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgéziat és plazmafehérje extravazaciot,
illetve sulyosabb gyulladasos tiineteket tapasztaltunk, mig a ROS termelés mértékét nem
befolyasolta a receptor hianya. Korabban a kapszaicin-érzékeny érzéideg végzodések
deszenzibilizaciojanak hatdsat vizsgalva ugyanebben a modellben munkacsoportunk
ezzel megegyezd funkciondlis eredményeket kapott, és a deszenzibilizacidt kovetd
sulyosabb gyulladasos tlineteket az antiinflammatorikus hatasti szomatosztatin csékkent
felszabadulasaval magyarazta (Borbély €s mtsai., 2015).

TRPAI akut gyulladasban és fijdalomban jatszott szerepével kapcsolatban joval tobb

adat all rendelkezésiinkre. A szelektiv receptor antagonistak koziil az i.pl. AP-18 és p.o.
HC-030031 is szignifikdnsan csokkentette a CFA-indukalt akut gyulladasos fajdalmat
(Petrus és mtsai., 2007; Eid és mtsai., 2008), i.p. és p.o. HC-030031 a formalin- és AITC-
indukalt elharito reakciot egérben (McNamara és mtsai., 2007; Eid és mtsai., 2008), i.pl.
HC-030031 a karragenin-indukalt mechanikai hiperalgéziat patkanyban (Bonet és mtsai.,
2013), illetve az AITC- és karragenin-indukalt 1abduzzadast egérben (Moilanen és mtsai.,
2012). Ezzel szemben a szisztémas és i.a. HC-030031 sem tudta gatolni akutan a MIA-
indukalt oszteoartritiszes fajdalmat (Okun és mtsai., 2012), mig a szisztémdasan adott A-
960779 bar csokkentette a magas intenzitdsi mechanikai stimulusok altal kivaltott
neuronalis valaszokat, a spontdn idegi aktivitdst nem befolyasolta oszteoartritiszes
allatokban (McGaraughty ¢és mtsai., 2010). TRPA1 génhidnyos egerekben a vad
tarsaikkal ellentétben nem alakult ki mechanikai hiperalgézia i.pl. bradikinin vagy AITC
adast kovetden sem, illetve a fajdalmas hideg expoziora és mechanikai stimulusokra is
kevésbé voltak érzékenyek (Bautista €s mtsai., 2006; Kwan és mtsai., 2006). Kizarélag

egy kozlemény szamol be arrol, hogy a TRPA17 és TRPA1** egerek kozott nem volt

71



szignifikans kiilonbség a CFA-indukalt akut mechanikai hiperalgézidban (Petrus és
mtsai., 2007).

Karragenin-indukalt akut gyulladas modelliinkben az irodalmi adatokkal ellentétben nem

talaltunk szignifikdns kiilonbséget a TRPA1 génhianyos ¢s vad egércsoport kdzott sem
labduzzadas, sem mechanikai, sem termalis hiperalgézia tekintetében. Mas
kutatocsoportok ezzel szemben TRPA1 szerepét igazoltdk szelektiv antagonista (HC-
030031) ¢s génhianyos egerek segitségével a karragenin-indukalt mechanikai
hiperalgézidban, illetve labduzzadasban (Moilanen és mtsai., 2012; Bonet és mtsai.,
2013). A kiilonbségeket valosziniileg a kiillonb6zd fajok (patkédny vs. egér), mérési
idépontok és vizsgalati modszerek okozhatjdk. A fent mar emlitett TRPA1-TRPV1
interakcié miatt fontos megjegyezni, hogy korabban ugyanezekkel a moddszerekkel
TRPV1' és WT egerek kozott sem talaltunk kiilonbséget a karragenin-indukalt a
mechanikai hiperalgézia és labduzzadas vonatkozasaban (Bolcskei és mtsai., 2005). A
karragenin-modellhez hasonléan TRPA1 receptor hianya, az irodalmi adatokkal
Osszhangban, nem befolyasolta az akut mechanikai hiperalgézia és térdiziileti duzzadas
kialakulasat egyik mérési idopontban sem a 24 6ras kisérleti periodus soran az i.a. CFA-

val indukalt gyulladds modelliinkben (Petrus és mtsai., 2007; Fernandes és mtsai., 2011).

Az altalunk alkalmazott négy modellben a TRPA1 funkcidjaval kapcsolatban kapott

eltéré eredményeket a TRPA 1 széles szoveti eloszldsaval magyarahatjuk, hiszen nemcsak

az érzdidegeken, hanem kiilonb6z6 nem neuralis sejteken is expresszalodik (Fernandes
¢s mtsai., 2012). Szamos adat bizonyitja, hogy a gyulladas soran lokalisan keletkezd

endogén TRPA1 agonistak kiillonb6z6 modon képesek befolyasolni a receptor mukodését

az ¢érzOideg végzddéseken €s a nem neurdlis sejteken, ami a gyulladdsos kaszkad
aktivalasat vagy épp gatlasat eredményezheti. Példaul amig TRPA1 agonista hatasara a
keratinocitakban fokozott proinflammatorikus citokin expressziot (Atoyan és mtsai.,
2009), a timuszban pedig felgyorsult T-sejt differenciaciot tapasztaltak (Koh és mtsai.,
1998), addig a makrofagokban csokkent proinflammatorikus citokin termelést figyeltek
meg (Chao és mtsai., 2008).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy eredményeink alapjan TRPA1 é TRPV1 is
fontos szabalyozo szerepet tolt be kronikus artritisz patomechanizmusaban, ezért
igéretes tdamadaspontjai lehetnek ) hatdismechanizmust gyulladas- €és fajdalomcesillapitod
szereknek. Eredményeink jelentdségét és potencialis klinikai értékét az is alatamasztja,
hogy az értekezés alapjaul szolgald elsé eredeti kozleményiinket a Nature Reviews

Rheumatology a megjelenés utan néhany héttel ,,highlights”-ként méltatta (Duarte, 2016).

72



Munkank masodik részének célja 1) hatdsmechanizmust gyulladas- ¢és

fajdalomesillapitok potencialis timadaspontjaul szolgald SSAO vizsgalata volt kronikus

iziileti gyulladas és fajdalom egérmodelljeiben. Az SSAO gyulladasban jatszott kdzponti

szerepe (Smith és mtsai., 1998; Salmi ¢€s mtsai., 2001a) és az SSAO-gatld vegyiiletek
gyulladascsokkent6 hatasa (Salter-Cid és mtsai., 2005; Wang és mtsai., 2006), tobbek
kozott iziileti gyulladds modellekben (Marttila-Ichihara és mtsai., 2006), mar régota

ismert. Azonban nocicepcioban betoltott esetleges funkcidjdval és az enzimgatld

vegyiiletek esetleges fajdalomcsillapitd  hatasdval kapcsolatban nem  alltak

rendelkezésiinkre adatok. Ezt kutatocsoportunk vetette fel elészor in vitro eredmények
alapjan (Payrits és mtsai., 2016), majd a jelen értekezésben is bemutatott in Vivo
kisérleteink soran az irodalomban elséként szolgaltattunk adatokat az SSAO-gatlas
analgetikus hatdsdval kapcsolatban.

Kisérleteink kozéppontjdban azonban nemcsak az SSAO-gatlds fajdalomcesillapito

hatasanak vizsgélata, hanem egy 1j, komplex hatdsmechanizmusu, innovativ SSAO-gétlo

vegyiilet tanulméanyozésa is allt. Az elmalt masfél évtizedben szamos kis molekulaju

SSAO-inhibitort fejlesztettek ki gyulladasos betegségek kezelésre, amelyek hatasosnak
bizonyultak ragcsald gyulladas modellekben, azonban klinikai felhasznalasukat a legtobb
esetben nem megfeleld szelektivitdsuk, kedvezdtlen fizikokémiai tulajdonsagaik vagy
épp potencialis toxicitasuk korlatozta (Salter-Cid és mtsai., 2005; Wang és mtsai., 2006;
Marttila-Ichihara és mtsai., 2006; Foot és mtsai., 2013). Eddig csak egy kis molekulaju
inhibitor tudta sikerrel teljesiteni a klinikai fazis I vizsgalatot (PXS-4728A, Pharmaxis,
Sydney, Ausztralia), a vegyiilethez nagy reményeket fliznek NASH (Jarolimek és
Charlton; 2015) és COPD kezelésében is (Jarnicki és mtsai., 2016). Emellett egy human
SSAO-ellenes monoklonalis antitest klinikai vizsgalata (BTT-1023, Biotie, Turku,
Finnorszag) zérult le a kozelmultban, amely végén a készitmény ,,arva” (,,orphan”)
gyogyszer megjelolést kapott az Europai Unidban primér szklerotizaldo kolangitisz
kezelésére (Botz ¢és mtsai., 2016a). A munkacsoportunk altal szabadalmaztatott SSAO-
inhibitor, az SzV-1287 az ismert COX-inhibitor oxaprozin oxim analdgja (Matyus és
mtsai., 2010; Helyes és mtsai., 2014). Bar korabban mar leirtak néhany oxim vegyiilet
SSAO-gatld hatasat (Hiraoka és mtsai.,, 1988; Mlickova és mitsai., 2001), ebbdl a
vegyliletcsoportbol érdekes modon még egy gydgyszerjelolt sem keriilt klinikai
vizsgalatra. SzV-1287 abbol a szempontbdl kiemelkedik az SSAO-gatlo vegyiiletek
koziil, hogy az SSAO gatlasa mellett aktiv metabolitja révén COX-gatlasra is képes
(Matyus ¢és Chai, 2015), illetve alap hatasatol fiiggetleniil antagonistaként hat az érzo
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neuronokon és érzdideg végzodéseken elhelyezkedd TRPA1 és TRPV1 receptorokon is
(Payrits és mtsai., 2016).
Uj hatasmechanizmusu vegyiiletiink a referencia vegyiilethez (LJP-1207) hasonloan két

kilonb6z6 mechanizmusa kronikus artritisz modellben is hatékonynak bizonvult.

Mindkét vegyiilet szignifikansan csokkentette a K/BxXxN szérum- ¢s CFA-indukalt
mechanikai hiperalgéziat és labduzzadast, illetve a K/BxN szérum-indukalt korai
plazmafehérje extravazaciot. K/BxN szérum-indukalt artritisz modellben a késoi
plazmafehérje kidramldst csak a referencia vegyiilet csokkentette szignifikdnsan, a
neutrofil MPO aktivitast egyik vegyiilet sem befolyasolta, hasonléoan a CFA-indukalt
neutrofil aktivaciohoz és vaszkulrais permeabilitas fokozodashoz. Az alkalmazott
artritisz modellek patomechanizmusdban fontos szerepet jatszo, Ot jellegzetes
gyulladasos citokin koziil (IL-1B, IL-6, KC, MIP-2, TNF-a) az SSAO-inhibitorok
kizardlag a makrofagok, endotél sejtek, szinoviocitdk 4ltal termelt, neutrofil
kemoattraktans KC (Iida és Grotendorst, 1990; Becker és mtsai., 1994; Chou és mtsai.,
2010) szintjét csokkentették szignifikdnsan az artritiszes iziileti homogenizatumokban.
K/BxN szérum-indukalt artritiszben SzV-1287, CFA-modellben LIP-1207 csokkentette
szignifikansan az emlitett citokin szintjét. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy az SSAO-
gatlok gyulladas- és fajdalomcsillapité hatdsa nem elsdsorban a citokin termelés
gatlasabol fakad.

Az SSAO-gitlassal elérheté gyulladascsokkentés vonatkozasaban eredményeink

Osszhangban vannak az irodalmi adatokkal, hiszen korabban az LJP-1207-hez hasonléan
hidrazinok kozé tartozo BTT-2025 i.p. és p.o adasat, illetve az SSAO génjének kiiitését
kovetden is szignifikdnsan kisebb klinikai és szdvettani gyulladdsos paramétereket
detektaltak egy aktiv (adjuvans-indukalt) és egy passziv (ll-es tpust kollagén-ellenes
antitest-indukalt) immunizacios artirtisz modellben (Mattila-Ichihara és mtsai., 2006).
Emellett pedig Szv-1287 gyulladascsokkentd hatasat is igazoltak mar i.pl. karragenin- és
CFA-indukalt gyulladds modellekben (Tabi és mtsai., 2013). Azonban az emlitett

kisérletekben a vegyliletek esetleges fajdalomcsillapitd hatdsat nem vizsgaltak, ezzel

kapcsolatban munkacsoportunk szolgaltatta az els¢ adatokat. Bar SzV-1287 és a

referencia vegyiilet LJP-1207 adasat kovetéen hasonldo mértékii, szignifikdnsan kisebb
mechanikai fajdalomkiiszob csokkenést és labduzzadast figyeltiink meg az olddszerrel
kezelt csoporthoz képest, a szovettani karosodas vonatkozasaban jelentds kiilonbséget
tapasztaltunk. Mig SzV-1287 szignifikansan csokkentette a szovettani elvaltozasok koziil
a szinovialis mononuklerais sejtinfiltracio és a porckarosodas mértékét, addig a kronikus

LJP-1207 kezelés jelentés porcdestrukciot eredményezett. In vivo megfigyelésiinket in
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vitro is sikeriilt megerésiteni, hiszen a két vegyiilet koziil csak LIP-1207 csokkentette
szignifikansan a metakromazidsan festddd porcmatrix mennyiségét kondrocita
sejtkultaraban. LJP-1207 porckarositd hatisa valoszinlileg nem az SSAO-gatld hatés
kovetkezménye, mivel egy masik munkacsoport nem olyan régen SSAO-gatld
alkalmazasa mellett a kondrocita differenciacié késleltetését tapasztalta a porcsejtek
¢életképességének befolyasolasa nélkiil in vitro (Filip és mtsai., 2016). Az emlitett nem
kivant hatds hatterében elképzelhetd, hogy az alkalmazott vegyiiletek eltérd kémiai
szerkezete all. Emellett nem zarhatjuk ki, hogy SzV-1287 esetén az in vitro megfigyelt
TRPV1/TRPA1 antagonista hatas 4ll a kisebbb mértékii porckarosodas hatterében, hiszen
egy szintén nemrég kozolt publikacioban TRPA1 hianya protektiv tényezonek bizonyult
MIA-indukalt porckarosodasban (Moilanen és mtsai., 2015).

SzV-1287 és LIP-1207 gyulladasgatlo hatdsa az irodalombol mar jol ismert, leukocita
transzmigracio gatlé hatassal magyarazhatd (Salmi és mtsai., 2001; Tokha és mtsai.,
2001; Lalor és mtsai., 2002; Bonder és mtsai., 2005), mig fajdalomcsillapitdé hatasuk
valésziniileg nemcsak az érzéideg végzodések periférids szenzitizaciojanak, hanem a

fajdalompalya centralis szenzitizacids mechanizmusainak gatlasabdl is fakad. Utobbi

hipotézist tamaszthatjak ala azok az adatok, amelyek nemcsak az egér agyi kapillarisok
endotél sejtjein (Unzeta és mtsai., 2007), hanem az eddigi eredményekkel ellentétben a
neuronokon is igazoltak SSAO aktivitast (Qiang és mtsai., 2014).

LJP-1207 korabban szamos gyulladas modellben (pl. kolitisz, szkler6zis multiplex, LPS-
indukalt endotoxémia, stroke) hatékonynak bizonyult (Salter-Cid és mtsai., 2005; Xu és
mtsai., 2006), illetve kronikus in vivo kisérleteink soran mi sem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget LIP-1207 és SzV-1287 gyulladas- és fajdalomcsillapitd hatasa kozott. Ennek

ellenére a vegyiilet allilhidrazin derivatum révén nem alkalmas gyogyszerfejlesztésre,

hiszen ahogy mi is igazoltuk, kronikus alkalmazas sordn stlyos nem kivéant hatasokat is
okozhat (Foot és mtsai., 2013).

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy els6ként szolgaltattunk adatokat az SSAO-
gatlas fajdalomesillapité hatasarol, illetve aj, komplex hataismechanizmusa SSAO-
gatlo vegyiiletiink, SzV-1287 artritiszes tiineteket csokkento és porcvédo hatasarol.
Utobbi eredmények alapjan SzV-1287 igéretes vegyiilet lehet gyogyszerfejlesztés

szempontjabol.

Munkank harmadik részének célja TRPV1 és TRPA1 receptorok funkcidjanak

tisztazasa volt in vivo SzV-1287 hatdsmechanizmusaban. Korabban munkacsoportunk

vetette fel el0szor a gyulladasban €s a fajdalom kozvetitésében is fontos TRPA1 és az
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endogén agonistait is termeld SSAO lehetséges kapcsolatat, majd in vitro igazolta
ujonnan szabadalmaztatott SSAO-gatld vegyiiletiink, SzV-1287 kozvetlen TRPA1 ¢és
TRPV1 antagonista hatasat érzé neuronokon ¢s idegvégzddéseken is (Payrits és mtsai.,

2016). In vivo eldszor szelektiv TRPV1 agonista RTX- és TRPA1 agonista formalin-

indukalt akut kemonocifenziv és hiperalgézia modellekben vizsgaltuk SzV-1287 hatasat.

SzV-1287 szignifikansan csokkentette a gyorsan kialakuld, TRPV1 és TRPA1 aktivacio-
indukalt akut termalis hiperalgéziat és elharitd reakciot, illetve a lassan kialakuld
mechanikai hiperalégizat is, mig a referencia vegyiilet LJP-1207 csak a centralis
szenzitizaciés mechanizmusoknak koszonhetd mechanikai hiperalgézidt csokkentette
mindkét modellben. Ebbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a vegyiiletek mechanikai
hiperalgéziat csokkentd hatasat az SSAO gatlas eredményezheti, mig SzV-1287 direkt
TRPV1/TRPA1 blokkoléo hatdsdnak az ¢érzdideg végzddések gyors periférias
szenzitizacidjanak gatlasaban lehet szerepe.

A tovabbiakban a mar korabban ismertetett, immun-medialt K/BxN szérum-indukalt
artritisz és traumas mononeuropatia modellben vizsgaltuk TRPV1 és TRPAI1 szerepét
SzV-1287 hatdsmechanizmusaban génhidnyos egerek segitségével. A  korabbi

kisérletekkel ellentétben az autoimmun artritisz kivaltasat nem egyszeri, hanem ismételt

K/BxN szérum injekcioval valtottuk ki. Erre azért volt sziikség, hogy a betegség
fennallasat elnyuajtsuk, €s vizsgalni tudjuk SzV-1287 fajdalomcsillapitd hatasanak egy
masik aspektusat. A modell jellegzetessége ugyanis, hogy a human betegséghez
hasonldan a gyulladasos fazis lezajlasa utan (kb. 10-14 nap) centralis mechanizmusoknak
koszonhetden a fajdalom perzisztal. Ismételt szérum adds utdn ez a neuropatias
komponenssel rendelkezd fajdalom még kifejezettebbé valik (Christianson €s mtsai.,
2010). Mivel SzV-1287 TRPV1™ egerekben nem csdkkentette a K/BxN szérum-indukalt
krénikus mechanikai hiperalgéziat, TRPA17 és TRPV 17 egerekben az 6démat, TRPA1
I egerekben pedig a neutrofil MPO aktivitast, ezért ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy
SzV-1287 antihiperalgézias hatasa valosziniileg TRPV1, 6démagatld hatasa TRPV1- és
TRPAT1, mig neutrofil aktivacio gatld hatdsa TRPA1-fiiggd folyamat.

A tisztan neuropatias mechanizmusu traumas idegkarosodas modellben szintén igazoltuk

SzV-1287 fajdalomcsillapito hatasat, ugyanis 20 mg/kg dozisban egyszeri adast kovetden
kb. 65%-o0s fajdalomkiiszob csokkenést eredményezett az oldoszerrel kezelt vad tipusu
csoporthoz képest. A 7 napos ismételt adagolas esetén sem fokozodott a vegyiilet hatasa,
ami arra utal, hogy vegyliletiink akut fijdalomcsillapité hatdssal rendelkezik, és nem
befolyasolja a neuropatia kialakulasat. SzV-1287 sem TRPV1”, sem TRPA1”

csoportban nem csokkentette a neuropatias mechanikai hiperalgéziat, ami arra utalhat,
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hogy SzV-1287 antihiperalgézias hatasat mindkét, érzéideg végzddésen funkcionalis
egységet képezo receptor kozvetiti (Akopian és mtsai., 2007; Salas és mtsai., 2009; Patil
¢és mtsai., 2010; Spahn és mtsai., 2014).

A CFA- ¢és K/BxN szérum-indukalt artritisz modellekhez hasonléan sem traumas
mononeuropatia, sem akut kemonocifenziv modellekben nem tapasztaltunk szignifikans
kiilonbséget LIJP-1207 és SzV-1287 antihiperalgézias hatasa kozott. Ez ugyancsak

alatamasztja a korabbi hipotézisiinket, mely szerint SzV-1287 analgetikus hatdsdban az

SSAQ gatlésa jatssza a kulcsszerepet. Mint ahogy korabban emlitettem, SzV-1287
SSAO-gatlé és TRPVI/TRPAI1-blokkol6 hatasa mellett aktiv metabolitja révén COX-

gatld hatassal is rendelkezik (Matyus ¢€s Chai, 2015), ezért megvizsgaltuk, ez a hatasa
szerepet jatszhat-e analgetikus hatasaban. Traumas mononeuropatia modellben azonban
sem diklofenak, sem az aktiv metabolit oxaprozin nem csdkkentette a mechanikai
hiperalgéziat, amely egyben megerdsiti az NSAID-ok neuropatias fajdalomban tapasztalt
hatastalansagat (Botz és mtsai., 2016a). Természetesen ettdl fiiggetleniil méas gyulladas
modellekben nem zarhatjuk ki a COX-gatld hatds szerepét SzV-1287
hatasmechanizmusaban.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy SzV-1287 potens fajdalomcsillapité hatassal
rendelkezik neuropatias mechanizmusi, kronikus fajdalom modellekben is, amely
TRPV1-medialt immun-medialt artritiszben, mig TRPV1/TRPA1-medialt traumas
mononeuropatiaban (51. abra). Eredményeink kivald alapot szolgaltattak egy 1j
gyogyszerjelolt preklinikai fejlesztésének elinditasahoz, amelyet az ,,Uj, tobb
tamadaspontu innovativ fajdalomcsillapitod fejlesztése: hatastani, preklinikai és human
fazis 1. vizsgalatok” cimi GINOP-2.2.1-15-2016-00020 palyazat keretén beliil kivanunk
megvalositani. A preklinikai dosszié lezarasa 2019 végére varhato, majd ezt kovetden
indulhatnak a human fazis 1 vizsgalatok, amelynek befejezését 2020-ra tervezziik.
Reményeink szerint SzV-1287 a jovOben attorést hozhat az idegi eredetli (neuropatias)

fajdalomallapotok kezelésben.
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51. abra Az SSAO-gatlok potencialis analgetikus mechanizmusa. Roviditések: SSAO: szemikarbazid-
szenzitiv amin oxidaz, TRPA1: tranziens receptor potencial ankyrin 1, TRPV1: tranziens receptor potencial
vanilloid 1.
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