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BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

1.1. H>S, mint gazotranszmitter
Az 1990-es években az, NO és CO mellett felfedeztek egy harmadik gazotranszmittert, a H,S-

t. A korabban csak toxikus gaznak tartott molekular6l hamar kideriilt, hogy pleiotrép biologiai
hatasokkal rendelkezik, tobbek kozott részt vesz a nocicepcid, inflammaciod és vaszkularis
tonus szabdlyozasaban is. Kapcsolatat a kapszaicin szenzitiv idegrostokkal legel0szor Prior et
al. vetették fel a patkanyokban H,S-sel kivaltott tiidOsériilés modelljében '. A H,S és a
kapszaicin érzékeny idegek kapcsolatdnak tjabb részleteire uroldgiai vonatkozéasban deriilt
fény *°. Igaz, hogy in vitro TRPAI1 receptort expresszal6 CHO sejteken mar folytattak
vizsgalatokat, ugyanakkor Myamoto kutaté csoportja vizsgalta eldszor nativan TRPAI1
receptort expresszalo DRG neuronokon a H,S hatésait. *. H,S hatasara TRPA1 KO egerekben,
illetve HC030031 adasat kovetden csokken a vazodilatacio mértéke €s kisebb mennyiségben
szabadul fel a vazodilatator hatdssal bir6 kalcitonin gén-rokon peptid (calcitonin gene-related
peptide, CGRP) 7,

1.2. H,S, NO és a poliszulfid kémiai és biolégiai interakcioi

Murad ¢és Ignarro uttérd munkdssdganak koszonhetden sziiletett az a dobbenetet kivalto
felismerés, miszerint az NO fizikai és kémiai tulajdonsagai ellenére endogénen szintetizalodik
és jelatviteli funkciot tolt be biologiai rendszerekben *’. Ezt kovetden robbanasszerti fejlédés
kovetkezett a gazotranszmitterek kutatdsaban. Kimura kutatocsoportja azt fedezte fel, hogy az
NO ¢és H,S interakcidoban allnak egymassal, amikor izolalt mellkasi aorta szegmenseken az
egymasra gyakorolt kolcsonosen szinergista vazodilatativ hatdsukat figyelték meg . A
felfedezés ota komoly erdfeszitések zajlanak az NO és H,S szignalizacié kapcsolodasi
pontjainak feltérképezésére ''. Azonban a kérdés tanulmanyozasat bonyolitja a tény, hogy a
két gazotranszmitter farmakodindmiai kolcsonhatasai mellett kémiai reakcioba is képes 1épni
egymassal 2. A H,S és NO kozott 1étrejovd kémiai reakciok termékei szovevényes halozatot
alkotnak, amely feltérképezése komoly nehézségeket okoz, és amelynek kovetkezményeként
szamos egymasnak ellentmondé publikacio sziiletett '>. A reakcidk gyors kinetikdja és
reverzibilitdsa miatt sokszor nem egyértelmii, hogy a keletkezd anyagok csak intermedier
termékek vagy esetleg bioldgiai hatassal is rendelkeznek. A reakciok soran keletkezé anyagok
kozé tartozik a legegyszeriibb kén-nitrogénmonoxid vegyiilet, a nitrozo-szulfid (HSNO), a
nitrozo-perszulfid (SSNO), poliszulfidok (H.Sy), nitratok, szulfitok, szulfatok, dinitrozo-
szulfit (SULFI/NO) és a nitroxil (HNO) .



1.3. A neuronalis TRPA1 csatornak szerepe a gyulladasban.
A szomatikus és viszceralis primér szenzoros neuronok TRPA1 expresszidja jol ismert. A

peptiderg, kapszaicin szenzitiv neuronok egy szubpopulacidja a TRPV1 mellett TRPA1-t is
koexpresszal °. A TRPV1 és a TRPAI egyarant nem szelektiv kation csatorndk, amelyeknek
aktivacioja az idegvégzddésekben Na® és Ca*" bearamlashoz vezet. A Na® influx hatdsara
akciospotencial —jon létre, a megnovekedett intracellularis Ca®**  koncentracid
proinflammatorikus mediatorok (CGRP, substance P neurokinin A) felszabadulasahoz vezet
4 A felszabaduld proinflammatorikus mediatorok neurogén gyulladast valtanak ki. A
neurogén gyulladds kisérdjelenségei a vazodilatacid, a megnovekedett vaszkularis
permeabilitas és a gyulladdsos sejtek toborzasa. Ezen valtozasok felelnek meg a kapszaicin
szenzitiv idegvégzOédések lokalis efferens funkcidjanak '>'°. A TRPAI1 aktivacio hatdsara a
proinflammatorikus mediatorok mellett antiinflammatorikus peptidek is felszabadulnak a
kapszaicin szenzitiv idegvégzddésekbdl és szisztémds efferens hatassal rendelkezhetnek. Az
egyik ilyen peptid a szomatosztatin '”. A szomatosztatin egy ciklikus peptid, amely egyarant
megtaldlhatd a kdzponti idegrendszerben €s a periférids szovetekben is. A neurondlis eredetli
szomatosztatin fajdalom- és gyulladasgatld hatasokkal rendelkezik, amelyeket elsésorban az
sst4 receptor kozvetit . Ezen megfigyelésekkel 6sszhangban a DMTS TRPAI1 és sst4
receptor jelenlétében képes volt csOkkenteni a hdsériilést kovetd gyulladast €s hiperalgézia

mértékét egerekben'”.

1.4. A kénvegyiiletek TRPA1 medialta hatasai
A hidrogén-szulfid TRPA1-hez kotheté hatdsainak verifikdldsa leggyakrabban specifikus

antagonistak (AP18, HC030031) és TRPA1 KO egerek felhasznalasaval tortént. *>', Tovabba

beazonositasra keriiltek a TRPA1 receptort alkotd ¢és aktivacidjdhoz sziikséges cisztein

aminosavak is "°.

A poliszulfiddal kivaltott TRPA1 aktivacio hatasait figyelték meg RIN14B sejteken, gallus
domesticus mellkasi aorta kemoszenzitiv epitheloid sejtjein és egér DRG neuronokon '#2%*', A
poliszulfid hatasara keletkez6 Ca* jelek gatolhatok voltak TRPAI antagonista
alkalmazasaval. Intraplantdrisan beadott natrium-poliszulfid a TRPA1 receptoron keresztiil

hatva 6démat és hiperalgéziat valtott ki *'.

Osszességében elmondhatd, hogy szamos publikacié sziiletett a TRPVI- és TRPALI

crer

tovabba a TRPAI ¢és a hidrogén-szulfid kapcsolatarol, ennek ellenére, mégis a mai napig



szdmtalan megvalaszolatlan kérdés all fenn a témaval kapcsolatban, amelyek tovabbi részletes

vizsgalatokra adnak lehetOséget.

CELKITUZESK

Amidta ismert, hogy a H,S endogén 1uton is termeldédik a szervezetinkben ¢és
gazotranszmitterként ~ funkcional, élénk kutatdsok folynak bioldgiai  hatdsainak
feltérképezésére. Azonban hamar kideriilt, hogy a H,S komplex szerepet jatszik a redox
rendszerekben ¢és szdmos tovabbi medidtor keletkezhet beldle. Jelenleg egy olyan latszdlag
egyszerii kérdés, mint a hidrogén-szulfid pontos kvantitativ meghatarozasa a biologiai
rendszerekben is heves vitdkat tud kelteni tudomanyos korokben. Kisérleteink sordn harom
kiilonb6z6 hidrogén-szulfid donor vegyiilet hatasait kivantuk vizsgalni két kiilonbozo jellegti,

egy akut- és egy kronikus gyulladdsos modellt alkalmazva.
A K/BxN szérum transzfer artritisz modell soran az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

1. A GYY4137 H,S donor befolyasolja-e az egerekben kifejlddd artritisz stilyossagat?

2. A TRPALI illetve sst4 génkilitott egerekben megfigyelhet6-e kiillonbség az artritisz
lefolyasaban?

3. A GYY4137 képes-e aktivalni a TRPA1 receptort in vitro, ha igen, milyen
mechanizmuson keresztiil?

4. A GYY4137 hatasara felszabadulnak-e gyulladdsgatldé neuropeptidek a boér

idegvégzddéseibdl ex vivo?

A karrageninnel kivaltott akut gyulladds modelljében a szervetlen poliszulfid és a szerves
poliszulfid, a dimetil-triszulfid f4jdalomcsillapitdé ¢és gyulladasgatld hatésait terveztiik

vizsgélni az alabbi paraméterek mentén:

1. Megfigyelhet6-e a mechanikai fajdalomkiiszob emelkedése a DMTS illetve POLY
hat4séara?

2. Befolyasolja-e a DMTS és a POLY az 6déma képz6dés nagysagat?

3. Hatéassal van-e a DMTS ¢és a POLY kezelés az in vivo képalkotd modszerekkel
meghatarozott neutrofil specifikus mieloperoxiddz aktivitdsra és az extravazacid

mértékére?



4. A TRPAI és az sst4 génhidnyos egerekben véltoznak-e a DMTS ¢és a POLY kezelés

hatasai?

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

3.1. Kisérleti allatok
Allatkisérleteinket 2-4 hénapos kort, 20-25 grammos funkcionalis TRPA1 (TRPA17) és sst4

(") génhidnyos him egereken, illetve vad tipusi parjaikon végeztik (TRPA1™" és sst4™")
Mindkét génmodositott egértorzs C57BL/6 alapt. Az altalunk hasznalt egértorzsek
kozforgalomban nem kaphatoak,, a TRPA1 génhidnyos torzset Bautista munkacsoportja hozta
létre . Az elsé TRPA1 heterozigota tenyészdparokat Pierangelo Geppetti (Firenzei Egyetem,
Firenze, Olasz orszag) ajandékozta intézetiinknek. Az sst4 egereket eredetileg Jeremy P.
Allen és Prof. Dr. Pierce C. Empson generalta, bocsatotta rendelkezésiinkre *. A TRPAI-
illetve a sst4 WT és KO torzseket heterozigota sziildk paroztatasaval hoztuk létre. Az utddok
genotipizalast kovetden lettek szétvalasztva vad és génhidnyos csoportokra. Az egereket a
Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és Farmakoterapiai
Intézetének Allathdzaban tenyésztettiik. Tartdsuk 24-25°C-os szobahémérsékleten 12 6ras
vildgos-sotét ciklus mellett faforgaccsal ellatott 330 cm2-es és 12 cm magas polikarbonat
ketrecekben, a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar Farmakologiai és
Farmakoterapiai Intézetének Allathdzaban és a Szentigothai Janos Kutatokozpont Kozponti
Allathazaban tortént. Az allatok szidmara ad libium standard egértap és csapviz allt
rendelkezésre. A szocidlis deprivacid ¢€s a talzsufoltsag elkeriilése végett ketrecenként 5-10

egyedet tartottunk egylitt.

3.2. Etikai engedélyek
Kisérleteink soran eleget tettiink a hazai, 1998. évi XXVIII. az allatok védelmérdl és

kiméletérdl szolo torvénynek és az allatkisérletek végzésérdl szolo 40/2013 (I1. 14.) szamu
korményrendeletnek, tovabba az Eurdpai Parlament és Tanacs 2010/63/EU iranyelvének és a
Nemzetkozi Fajdalom Tarsasag (IASP) ajanldsait is kovettiik. Kisérleteinket a Pécsi
Tudomanyegyetem Allat Etikai Bizottsag engedélyével végeztiik (BA02/2000-47/2017 és PE/
EA/3895-6/2016)

3.3. Kisérleti modellek

3.3.1. Karragenin indukalta akut labgyulladas
Az akut gyulladast intraplantarisan injektalt karragenin (20 pl 3% fizioldgias sdoldatban)

beadasaval valtottuk ki. A modell soran randomizaltan csak az egyik oldali labat kezeltiik



karrageninnel, az ellenkez6 oldalt azonos térfogatu fiziologias sooldattal kezeltiik **. A POLY
(17 pmol/ttkg) és DMTS (250 pmol/ttkg) kezeléseket intraperitonedlisan (i..p.) végeztiik. A
kezeléseket a gyulladas kivaltasa elott 30 perccel kezdtik el, és ezt kovetden oranként
ismételtiik, 0sszesen hét alkalommal kezeltiik az allatokat. A DMTS-t naponta-, a POLY-t

minden egyes kezelés elott frissen készitettiik el.

3.3.2. K/BxN szérum transzfer artritisz modell
Kouskoff et al. 1996-ban kitenyésztette a spontan artritiszes K/BxN egértorzset.

Megfigyeléseik soran fény deriilt az egerek patologiai elvaltozasai és a human reumatoid
artritisz kozott fennalld nagymértékii hasonlosagra . A K/BxN szérum-transzfer artritisz
paradigma eldnyei kozé tartozik, hogy K/BxN egerek szérumjat, egy masik egértorzsbe
beoltva ki lehet valtani a spontdn artritiszes egerekkel megegyez0 tlinetegyiittest. Christensen
et al. 6sszefoglaldjaban részletesen targyalja a K/BxN szérum-transzfer artritisz jellemzdit .
Kisérleti elrendezésiinkben az alabbi paradigmat valasztottuk: az egerek iziileti gyulladasdnak
kivaltasadhoz egyszeri i.p. K/BxN (300 pl szérumot PBS-ben felhigitva 1 ml-re) szérum
beadasaval valtottuk ki. Az egereket a szérum beaddsat megelézden, i.p. GYY4137 (50 mg
ttkg™") kezeltiik és a kezelést naponta ismételtiik. Kontroll csoportoknal, BxN egerekbdl nyert
nem aritrogén szérumot és PBS-t alkalmaztunk. A kisérleteinkben felhasznalt TRPA1 WT és
KO egerek két f6 csoportra bontottuk. Az egerek egyik csoportjat a gyulladas harmadik
napjan felaldoztuk, és a labaikbdl citokin méréseket végeztiink. A masik fécsoportban 1évo
egereken képalkotd, funkciondlis és szovettani analiziseket hajtottunk végre. Az sst4 egerek

esetében nem végeztiink citokin meghatarozasokat.

3.4. Vizsgalati modszerek
3.4.1. A szervetlen poliszulfid és a dimetil-triszulfid oldatok elkészitése
Nagy et al. 4ltal publikalt metodika alapjan allitottuk el a poliszulfid oldatot *’. Az oldatok

exogén eredetli oxidacioja elleni védekezésként N, gazzal kifGjatott polipropilén csdvekkel
dolgoztunk. A reagenseket jégen, fénytdl védetten tartottuk, ezaltal csokkentve a bomlasukat.
meg (E292= 350 M c¢m-"). A H,S torzsoldatot desztillalt vizben feloldott natrium-szulfid-
nonahidratbol allitottuk elé és koncentracidjat 230 nm-en (E230 = 7700 M cm™) és 5,5°-
ditio-bis (2-nitrobenzoesav) (DTNB) hozzaadasat kovetden 412 nm (E412 = 28200 M cm™)-
en mért abszorbancia értékekkel hataroztuk meg. A két mérési mod eredményének atlagat
készitettiik el. A tdrzsoldatokbol 60 mmol L'  hidrogén-szulfid- és 20 mmol L

hipoklorossav oldatokat készitettiink. A poliszulfid eldallitdsdhoz a hidrogén-szulfidhoz

5



folyamatos razas mellett cseppenként adagoltuk a hipokloros savat azonos térfogatban. Az igy
kapott POLY oldatot desztillalt viz, PBS és sOsav hozzdadasaval alakitottuk izotoniassa €s
izohidridssd. A DMTS vizben nehezen oldodik, ezért tobb 1épésben kellett eldallitanunk az
allatok kezelésére szolgalo oldatot. A végsé oldat DMTS koncentracioja 25 mmol L™ volt,
tovabba 2.24% v/v-ban DMSO-t és 0.45% v/v-ban Tween 80-t is tartalmazott. A kontroll
oldat készitése sordn az 1 M DMTS helyett DMSO-t adtunk az oldathoz.

3.4.2. A poliszulfid kvantitativ meghatarozasa hideg cianolizissel
A karragenin altal kivaltott gyulladdsos modellben hasznalt izotonids és izohidrias POLY és a

crer

hatéroztuk meg **.

3.4.3. Ca* bearamlas mérése aramlasi citométerrel TRPA1 expresszalo CHO sejteken.
A Ca’ bearamlasi méréseket nativ- és human TRPA1-et expresszalo kinai horcsog ovarium

sejteken (chinese hamster ovary, CHO) végeztiik. Az egyes mérési pontokhoz megkozelitdleg
10* sejtet 100 pl ECS-ben reszuszpendaltuk és Fluo-4 AM (Invitrogen, 0.4 pL, lug pL™
DMSO-ban oldva) festékkel 37 °C-on 30 percen Keresztiil inkubaltuk. A sejtek zold
fluoreszcens jelét, kontroll csak Fluo-4 festett sejtek jelére normalizaltuk. . Bizonyos mérések
esetén 5 perces preinkubéciot végeztiink a TRPA1 antagonista HC030031 (50 umol L-1 ECS-
ben oldva). Vizsgaltuk a hidrogén-szulfid, az inorganikus poliszulfid és a GYY4317-bdl
eldallitott poliszulfid TRPA1 aktivacios képességét. A kontroll mérések elvégzéséhez, az

adott hatoanyagoknak megfeleld vehikulum oldatokat hasznaltunk.

3.4.4. Szomatosztatin felszabadulas mérése radioimmunoassay (RIA) modszerrel izolalt
egér labbor idegvégz6désekbdl.
A TRPA1 WT ¢s KO egereket nyakcsigolya diszlokéacioval aldoztuk fel, majd a

hatsovégtagokat finom nyirogéppel szortelenitettiik. A labbdéroket preparalast kovetden
azonnal oxigenizalt, szobahOmérsékletl szintetikus intersticialis folyadékba (SIF) helyeztiik.
A bormintakat egyesével kiforditva akril rudakra rogzitettilk sebészi fonal segitségével és 37
OC oxigenizalt SIF-et tartalmazo razofiirddbe helyeztiik at és 30 percen keresztiil inkubaltuk
benne. Ezt kovetden radioimmunoassay (RIA) modszerrel hataroztuk meg a felszabadult

szomatosztatin, bazalis, stimullt és poszt stimulélt szintjeit a mintakbol 7

. Az egyes mérési
fazisok 5 perces inkubacios idOket dleltek fel, a stimulaciot 10 umol L™ POLY-val vagy

vehikulummal végeztiik 6nmagaban és 50 umol L'HC030031 HC jelenlétében.



3.4.5. Gyulladasos markerek detektalasa a K/BxN modellben
A szérum transzfer artritisz indukcidjat kovetden az egereket a 3. napon ketamin/xylazin

(100/10 mg ttkg"') altatds alatt nyaki diszlokacidval terminaltuk. Az egerek talpait 1 ml
jéghideg mosofolyadékkal atoblitettiik, a mintdkat folyékony nitrogénben gyorsfagyasztottuk,
végiil -80 °C-on taroltuk. A (IL-1B, KC, MIP-1a ¢és MIP-2) méréseket egyetlen mintabol
magneses gyongyokhoz kotott antitesteket utilizaldé Millipex MAP Mouse Cytokine/
Chemokine Magnetic Bead Panel — Immunology Multiplex Assay (Merck Millipore,
Billercia, MA, Amerikai Egyesiilt Allamok) segitségével végeztiik Luminex 100 miiszer és

Luminex 100 IS szoftver felhasznalasaval *°.

3.4.6. Mechanikai fajdalomkiiszob meghatarozasa
A kiilonbozo kisérleti modellek soran kialakuld gyulladas hatisara bekovetkezd hiperalgézia

kvantitativ mérését dinamikus plantéris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile 37400, Comerio,

Olaszorszag) végeztiik .

3.4.7. Hatuls6 végtagok térfogatanak mérése
Az egerek hatso labain a gyulladas okozta térfogatnovekedést pletizmométerrel (Ugo Basile

Plethysmometer 7140, Comerio, Olaszorszag) hataroztuk meg **.

3.4.8. Fiiggeszkedési teszt
A fliggeszkedési teszt soran az allatokat egy fémracsra helyezziik, amelyet felemelve és

tengelye kortil 180°-kal elforgatva kényszeritjiik az egereket filiggeszkedési pozicioba a

gravitaciéval szemben. A vizsgalat sordn a fiiggeszkedéssel toltott id6 hosszat mérjiik meg.

3.4.9. Az iziileti gyulladas pontozasa
A K/BxN szérum-transzfer artritiszes egerek iziileti érintettségét szemikvantitativ pontozéssal

is értékeltiik. A pontozas soran mind a négy végtag érintettségét figyelembe vettiik. A
pontrendszer alapjat a gyulladas és iziileti funkci6 altalanos jelei alkottdk (hiperémia, 6déma,
az izlleti passziv mozgastartomany beszlkiilése). Az egyes végtagok allapotat 0-10-ig terjedd

skalan értékeltiik és egyedenként a hatso labak értékeit atlagoltuk *°.

3.4.10. In vivo lumineszcens neutrofil mieloperoxidaz aktivitas képalkoté mérése
Az egereket a neutrofil mieloperoxiddz 4&ltal termelt reaktiv oxigén szabadgyokok

mennyiségével szorosan korrelald, kemilumineszcens festékkel, luminollal kezeltiik i.p. (150
mg ttkg') *'. A felvételeket a hatsovégtagokrol IVIS Lumina II (PerkinElmer, Waltham,
Amerikai Egyesiilt Allamok) késziilékkel készitettik a luminol beadasat kovetden a 10.

percben.



3.4.11. A plazmaextravazacio in vivo fluoreszcens képalkoto mérése.
A plazmafehérje extravazacid meghatarozasa soran a neutrofil mieloperoxiddz méréséhez

sziikséges eszkozparkot hasznaltuk (IVIS II és Living Image), ebbdl kifolyolag lehetdségiink
volt a méréseket egybekotve végezni. A megnovekedett vaszkularis permeabillitast a
retrobulbarisan beadott IR-676 fluoreszcens festékkel (0.5 mg ttkg') kvantifikaltuk a
hatsovégtagokrol a 20. percben készitett felvételek kiértékelése altal *'.

3.4.12. Szovettani vizsgalat
A kronikus modellben felhasznalt egereket a kisérlet 7. napjan feldldoztuk, a tibiotarzalis

iziileteiket eltavolitottuk és 4%-os pufferelt paraformaldehiddel fixaltuk. A fixalt iziileteket
dekalcifikald oldatba helyeztiik at 2-3 hétre és ezt kovetden axialis sikban 3-5 um vastag
paraffinos hematoxilin-eozin festett metszetek készitettlink beldliik. A metszeteket
hisztopatoldgiai elvaltozadsok alapjan (porckarosodds, infiltrdld6 mononuklearis sejtek
mennyisége, szinovialis hiperplazia és fibroblaszt aktivitds és kollagén lerakodas) 0-3-ig
terjedd skalan pontoztuk. Az egyes paraméterek részpontjainak 6sszegzésével alkotott 0-12-ig

terjed kompozit pontrendszer segitségével hasonlitottuk dssze az egyes csoportokat **'.

3.4.13. Statisztika
Az eredményeink prezentacidja soran az egyes csoportok atlagat, a standard hibaval

feltlintetve abrazoltuk, kivéve a szoOvettani eredmények esetében. Utobbi abra esetén a
dobozok a median és 25-75 percentilis érték tartomanyt, a bajuszok a legnagyobb és legkisebb
értékeket abrazoljak. A K/BxN modell esetén statisztikai analiziseinkhez egy- és két utas
variancia analizist hasznéltunk, Turkey-, Dunnett- vagy Bonferroni poszt hoc teszttel
kiegészitve. A szomatosztatin felszabadulas elemzése soran az adataink nem tantsitottak
normal eloszlast, ezért Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk. A szovettani eredmények
vizsgélata soran alkalmazott Kruskal-Wallis tesztet Dunn teszttel egészitettiik ki. Az akut
gyulladas modelljében a képalkotd vizsgalat elemzéséhez egy utas ANOVA-t hasznaltunk, a
tobbi eredmény analizisét két utas ANOVA-val Bonferroni post teszttel kiegészitve
végeztiink. Az Osszes statisztikai analizist és az abrdk szerkesztését GraphPad Prism 5
szoftver segitségével végeztiik. Szignifikansnak tekintettiik az eltérést két csoport kozott

amennyiben az adott p értékre igaz volt a kdvetkez6: p <0.05.
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S.1. Az GYY4137 lassu felszabadulasi hidrogén-szulfid donor hatasai a K/BxN szérum
transzfer artritisz modelljében TRPA1 és sst4 KO egerekben.

5.1.1. A GYY4137-bol felszabadul6 hidrogén-szulfid hipoklérossavval reagalva
poliszulfidot hoz létre és Ca?* bearamlast valt ki a TRPA1-et expresszalé CHO sejteken.
A GYY4137-hez a 90 perces acidifikalt citrat pufferben valo inkubaciot kovetden, azonos

térfogatii 100 pmol hipoklorossavat hozzaadva hideg cianolizissel mérve 77.15 = 15.29 umol
poliszulfid keletkezett. A poliszulfid 10 pmol L' koncentracioban TRPA1 expresszald
sejteken Ca®" bedramlast valtott ki. A poliszulfid hatdsa gatolhatd volt a TRPA1 specifikus
antagonista HC030031 (50 umol L) jelenlétében és hianyzott a nativ, TRPA1 expresszioval
nem rendelkezd sejteken. A GYY4137-bol eldallitott poliszulfid allil-izotiocianathoz mérhetd
Ca*" influxot valtott ki a TRPA1 receptor jelenlétében a CHO sejteken. A GYY4137 illetve a
poliszulfid elballitasahoz felhasznalt reagensek nem okoztak Ca*" influxot. A hidrogén-szulfid
csak extrém magas koncentraciokban valtott ki a Ca*” bearamlast, ami a TRPA1 hianyéban is

megfigyelhetd volt.

5.1.2. Ex vivo borlebenyekben TRPA1 Kkozvetiti a poliszulfid ingerlést koveto

szomatosztain felszabadulast

Az izolalt szervfiirdSkbe helyezett bérlebenyekbdl 10 umol L™ poliszulfid hatasara 0.1407 £
0.044 fmol mg"' szomatosztatinszeri (SOM-LI) immunreaktiv vegyiilet szabadult fel. A
felszabaduldas mértéke a TRPA1 antagonista, HC030031 50 upmol L™ jelenlétében
szignifikansan lecsokkent. A SOM-LI felszabadulasanak mértéke ugyancsak kisebb volt
TRPA1 KO egerekbdl szarmazo mintdk esetében

5.1.3. A GYY4137 ellentétes hatasa a mechanikai hiperalgéziara TRPA1 jelenlétében és

hianyaban.

A 3. napon a GYY4137 kezelt artritiszes TRPA1 KO egerek mechanikai fajdalomkiiszobe
szignifikansan kisebb volt a vehikulummal kezelt KO tarsaikhoz, illetve a WT GYY4137
kezelésben részesiilo egyedekhez képest. A 7. napon a GYY4137 kezelés hatasara csokkent a
hiperalgézia mértéke a TRPA1 WT egerekben az ugyancsak GYY4137 kezelésben részesiilo
TRPA1 KO egerekhez képest.

5.1.4. A GYY4137 TRPA1 WT egerekben csokkentette az artritisz score-t

Az 5. napon a GYY4137 mérsékelte az artritisz kiilsdleg megfigyelhetd jeleit a TRPA1 WT
egerekben a vehikulummal kezelt WT és a GY' Y4137 kezelt KO artritiszes tarsaikhoz képest



5.1.5. A nem artritiszes egerek fiiggeszkedési képessége romlott a TRPA1 gén

hianyaban.

Az artritiszes TRPA1 WT és KO egerek kezeléstdl fiiggetleniil szignifikdnsan rosszabbul
teljesitettek a fliggeszkedési tesztek sordn a BxN szérum kezelt tarsaikhoz képest. Ez a
kiilonbség 5. napon még csak a WT egereknél jelentkezett, ellenben 7. napra mar mindkét

torzsnél megfigyelhetd volt.

5.1.6. A GYY4137 és a TRPA1 gén nincs hatassal a pletizmografiaval mért

labtérfogatokra és az egerek testsulyvaltozasara.

A K/BxN kezelést kovetéen a 3. naptdl a kisérlet végéig szignifikansan megduzzadt az
érintett egerek labai a kontroll, inaktiv BXxN szérumot kapott tarsaikhoz képest. Az artritiszes
egerek allapotromlasa nyomon kovethetd volt a testsulyuk csokkenésével is, azonban a GYY

kezelés, illetve a genotipus nem befolyasolta e valtozasokat.
5.1.7. A GYY4137 protektiv hatasait nem az sst4 receptor kozvetiti

A fenti kisérleteket elvégeztiik sst4 WT és KO egerekkel is, azonban sem az sst4 gén, sem a
GYY kezelés nem produkalt szignifikdns kiilonbséget a mechanikai fajdalomkiiszobre, az

artritisz sulyossagéara, a fiiggeszkedési idore €s a labtérfogatra vonatkozolag.

5.1.8. GYY4137 kezelés hatasara fokozodott a neutrofil granulocita specifikus MPO

aktivitas és a plazmafehérje extravazacio mértéke artritiszes TRPA1 KO egerekben

A GYY4137 kezelés hatasara a 2. napon fokozddott az MPO aktivitas az artritiszes TRPA1
KO egerek tibiotarzalis iziileteiben, a WT tipust egerekhez és a vehikulummal kezelt KO
tarsaikhoz képest is. A GYY4137 a KO egerekben a 2. és a 6. napokon szignifikansan fokozta
a plazmaextravazacio mértékét a hasonld kezelésben részesiillo WT és a vehikulumban

részesiilt KO egerekkel 6sszehasonlitva.

5.1.9. Az sst4 gén nincs hatassal az artritiszes egerekben mért MPQO aktivitasra és

extravazaciora.

A kemilumineszcens MPO aktivitasra specifikus- és az extravazaciot jellemzo fluoreszcens
képalkoto vizsgalatokat elvégeztiik sst4 WT és KO artritiszes egereken is. Megfigyeléseink
alapjan nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az MPO aktivitasban és az extravazacidban a

vizsgalt csoportok kdzott

10



5.1.10. Emelkedett a MIP 2 szintje a GYY4137 kezelés hatasara az artritiszes TRPA1
KO egerek hatsovégtagjaiban.

A szérum transzfer artritiszes egerek labainak dtmosasa altal nyert iziileti folyadék mintakban
GYY4137 kezelt TRPA1 KO egerekbdl szarmaz6é mintdk esetén a MIP-2 szignifikdnsan
magasabbnak mutatkozott a WT parjaikhoz képest.

5.2. Az inorganikus poliszulfid és a DMTS hatasai a karragenin indukalta akut
gyulladas modelljében TRPA1 és sst4 KO egerekben

Eredmények
5.2.1 Akut gyulladasban a POLY mechanikai fajdalmat csokkent6 hatasat a TRPA1 és

sst4 kozvetiti

A vehikulummal kezelt TRPA1 WT és KO illetve az sst4 WT és KO egerekben karragenin
hatasara egyarant szignifikdnsan csokkent a mechanikai féjdalomkiiszb nagysaga a
kontralateralis, fiziologias sooldattal kezelt ldbhoz képest. A POLY kezelés TRPA1 WT ¢és a
sst4 WT egerekben szignifikdnsan csokkentette a karragenin okozta mechanikai hiperalgézia
nagysagat a vehikulummal kezelt egerekhez képest. A POLY f4jdalomcsillapitdo hatdsa

hianyzott a KO egerek esetén.

5.2.2. A DMTS fajdalomcsillapito hatasaban a TRPA1 csatorna nem tolt be kizarolagos

szerepet tolt be, ellenben sst4 jelenléte nélkiilozhetetlen a hatas kialakulasahoz

A DMTS kezelés TRPA1 WT egerekben a karragenin okozta hiperalgéziat nagymértékben
csokkentette. A DMTS fajdalomcsillapitd hatdsa jelentésen kisebb mértékben érvényestilt a
TRPA1 KO egerekben Osszehasonlitva vad tipusu parjaikkal. Ezzel 6sszhangban a DMTS
kezelés TRPA1 KO egerekben is hatékonynak bizonyult a 2. és 4. 6rdban a vehikulummal
kezelt csoporttal 6sszehasonlitva. Sst4 WT egerekben karrageninnel kezelt oldal esetén a
DMTS kezelés a vehikulummal szemben kicsi, de szignifikans mértékben emelte a
fajdalomkiiszob értékét. A DMTS fajdalomesillapitd hatdsa nem volt megfigyelhetd a sst4
KO egereknél.

5.2.3. A POLY nincs hatassal a karragenin okozta akut gyulladassal jaro labtérfogat

novekedésre
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Mind a TRPA1 WT ¢és KO valamint az sst4 WT és KO egerekben a vehikulum illetve a
POLY kezelés ellenére is szignifikdns ldbduzzadas fejlddott ki a karragenin intraplantaris

beadasat kovetden az 6sszes mérési idopontban.

5.2.4. A DMTS TRPA1 fiiggetlen és sst4 fiiggo modon képes csokkenteni az

odémaképzodést.

TRPA1 WT egerekben a DMTS hatdsdra a vehikulum kezeléssel szemben csokkent
0démaképzédés volt megfigyelhetd a 6. 6rara. Ez a hatdss TRPA1 KO egerekben még
kifejezettebben érvényesiilt, szignifikansan kisebb értékeket mértiink a DMTS kezelés
hatasara, mar a 4. és 6. 6raban is. Tovabb erdsiti ezen megfigyelést a DMTS kezelt TRPA1
KO egereknél a 4. 6rdban regisztralt jelentdsen kisebb labtérfogat WT tarsaikkal szemben.
Sst4 WT egerekben a DMTS mérsékelte a labduzzadas mértékét a vehikulum kezeléshez

képest. A DMTS nem befolyasolta a pletizmografids eredményeket sst4 KO egerekben.

5.2.5. A POLY nem volt hatassal a neutrofil specifikus MPO aktivasra karrageninnel

kivaltott akut gyulladas soran

Az MPO aktivitas egyarant fokozodott a karrageninnel kezelt TRPA1 WT ¢és KO illetve a sst4
WT és KO egerek hatso végtagjaiban. A POLY ezen értékekre nem volt 1ényeges hatassal.

5.2.6. A DMTS sst4 WT és KO egerekben egyarant csokkentette a neutrofil granulocitak
MPO aktivitasat a karrageninnel kezelt labakban

Minden vizsgalt egértorzs esetében megfigyelhetdé volt a DMTS MPO aktivitast csokkentd

hatésa, azonban csak a sst4 egér torzsek esetében bizonyult szignifikdnsnak a gatlas mértéke.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

A K/BxN szérum transzfer artritisz modellel végzett kisérleteink sordn szamos Uj
eredményhez jutottunk. Sikeresen kimutattuk, hogy a valasztott allatmodellben a GYY4137
kettds, egymassal ellentétes hatast fejthet ki a TRPA1 receptor meglététdl vagy hianyatol
fliggben. Artritiszes TRPA1 WT egereknél a GYY4137 kezelés mellett az antinociceptiv és
antiinflammatorikus hatds dominalt, ezzel szemben TRPA1 KO egerekben pronociceptiv és
proinflammatorikus hatasokat fejtett ki a lassi leadasit H,S donor. Részletesebben
megvizsgalva, a TRPA1 WT egerekben mérséklédott a hiperalgézia, csokkent a gyulladés
kiils6 jeleit értékeld pontszam és mérseklodott a porcdestrukcid mértéke az iziiletek felszine

mentén. Ezzel szemben a TRPA1 KO egerekben fokozddott a hiperalgézia, emelkedett az
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MPO aktivitas €és extravazacid mértéke, tovabbd emelkedett a MIP-2 proinflammatorikus
citokin koncentracidja az artritiszes hatsdé végtagokban. Mérési eredményeink alapjan erds
bizonyitékot taldltunk arra vonatkozodlag, hogy paradigmank soran nem a kozvetlentil
felszabadulo H,S a felelds a megfigyelt bioldgiai jelenségekért, hanem a beldle in vivo

képz6do poliszulfid.

A TRPAI1 receptor dontd fontossdgi szerepe a GY Y4137 hatdsainak meghatirozasaban
legtisztdbban a mechanikai fajdalomkiiszb mérések sordn kristalyosodott ki. Azonos mérési
paraméteren keresztiill (mechanikai fajdalomkiiszob), figyelhetjik meg a GYY4137
nocicepciora kifejtett enyhitd (TRPA1 WT) és stlyosbito (TRPA1 KO) hatasait. A K/BxN
szérum transzfer artritisz az Osszes vizsgalati torzsben kialakult, ¢s a TRPA1 WT egerekben
GYY4137 kezelés mellett csokkent a betegség kiilsdleg megitélhetd manifesztacidja az 5.

napon értékelve.

Régebbi kisérletek mar korabban felvetették a GYY4137 gyulladascsokkentd potencialjat. A
GYY4137 in vitro lényegesen csokkentette a proinflammatorikus mediatorok termelddését
stimulalt human szinovialis- és kondrocita sejtek esetén *2. In vivo, egerek térd iziiletébe CFA
beadésaval kivaltott akut gyulladds modelljében is igazolodott a GY' Y4137 protektiv hatasa *.
Ezen korabbi publikiciokkal 6sszhangban, a TRPA1 WT egerektd]l szdrmaz6 eredményeink
(csokkent mechanikai hiperalgézia, enyhébb betegség prezenticio, megkiméltebb
porcfelszinek) is aldtdmasztottdk a GYY4137 elonyds profiljat. Elsd ranézésre ¢éles
kontrasztban allnak egymaéssal a pletizmografidval mért 6déma képzddés és a fluoreszcens IR-
676-tal meghatarozott extravazacidé eredményei Az artritiszes TRPA1 KO egerek
labtérfogataiban nem okozott eltérést a GYY4137 kezelés, ellenben markdnsan emelte a
képalkotd vizsgalatok soran az extravazacid mértékét. A jelenség hatterében tobb lehetséges
magyarazat allhat. Egyrészt a méréseket nem azonos idépontokban végeztiik (pletizmografia:
3., 5. és 7. napokon, extravazacio: 2. €s 6. napokon), ezért kozvetlen Osszehasonlitdsuk
bizonyos szempontbol Onkényesnek bizonyulhat. Tovabbad a két modszer, egymassal
Osszefliggd, azonban semmi esetre sem megegyez0 paramétert hatdroz meg. Az extravazacio
kvantifikalasra tett torekvés soran egy rovid idéegységre vonatkozoélag (a festék beaddsa és a
felvételek elkészitéséig eltelt id6, 20 perc) hatarozzuk meg az érpalyabdl kilépd festék
fluoreszcens jelét. A labtérfogat mérése ezzel ellentétben az 6déma képzddésének ¢és
olddédasanak kumulativ mértékérdl ad tajékoztatdst. Hasonldéan szemldtomdast provokativ
eredménynek tiinhet az MPO aktivitds, MIP-2a koncentracié és a szOvettanilag értékelt

mononukledris sejt infiltraci6 kozott fennallo latszolagos diszkrepancia. Ismételten,
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figyelembe kell venniink az egyes mérések temporalis eloszlasat, miszerint a neutrofil
granulocita MPO aktivitdsara specifikus méréseinket a 2. nap végeztiikk, a gyulladt labak
atmosasabol szarmazo mintak citokin meghatarozasat az artritogén K/BxN szérum beadasat
kovetd 3. napon értékeltiik és a szOvettani analizis a 7. napon termindlt allatok tibiotarzalis
iziiletébdl szdrmazik. A K/BxN szérum transzfer modell tobb fazisra oszthatd és a kezdeti
napokban jelentkez6 neutrofil akkumulaciét az 1d6 el6rehaladdsaval egyre inkabb

mononukledris sejtek infiltracidja valtja fel.

Hogyan lehetséges, hogy egy nocicepcidért felelds receptor aktivalodasa gyulladas- ¢és
fajdalomcsillapitdé hatassal is birjon? Az egyik Ilehetséges magyarazat szerint, a
nociceptorokbdl aktivacio soran a fajdalmas inger kozvetitése mellett, gatlé neuropeptidek is
felszabadulnak (szomatosztatin, endogén opioid agonistak). Korabbi kutatdsok kimutattak,
hogy a nociceptorokon expresszaldédé TRPV1 illetve TRPA1 receptorok aktivacidja sordn a
Ca®" influx hatasira szomatosztatin szabadul fel az idegvégzOdésekbdl 7. A jelenségrol,
miszerint fajdalmas ingerek hatdsara megemelkedik a keringésben a szomatosztatin szintje,
allatkisérletek mellett human adatok is rendelkezésre allnak **. A szomatosztatin fajdalom- és
gyulladascsokkentd hatést fejt ki a sst4 receptoron keresztiil. Szdmos helyen expresszalodik
az sst4 receptor, tobbek kdzott neuronokon, limfocitdkon és vaszkularis endotél sejteken .
Jelen kisérletsorozatban a sst4 WT és KO egerek nem reprodukaltak GYY4137 kezelés
hatdsara a TRPA1 egértorzsekhez foghatdé eredményeket. Feltételezziik, hogy az sst4 KO
egerekben miikodd, a kiiitdtt génre iranyuld kompenzaciés mechanizmusok esetleg
gatolhattdk, a GYY4137 kezelés mellett kialakul6 TRPA1 KO egerekben korabban
megfigyelt negativ kovetkezményeket. Tovabba a sst4 és a TRPAI torzsek kozott szamos

egyéb genetikai kiilonbség is 1étezhet, amelyrdl nem rendelkeziink adatokkal.

Szdmos mechanizmus allhat a GYY4137 gyulladést és fajdalmat fokozo hatasa hatterében. A
hidrogén-szulfid illetve, poliszulfid nem specifikus aktivatora a TRPA1 csatornanak, szdmos

. Kiilonbozd

mas szignalizaciés utvonalon is képes potens valtozasokat kivaltani
gyulladassal jaré allatmodellben stlyosbodott a betegség hidrogén-szulfid kezelés hatasara,
illetve az endogén hidrogén-szulfid termelddés gatlasa elénydsnek bizonyult. Jelen
kisérleteinkben a megfigyeltek alapjan a TRPA1 medidlta antiinflammatorikus hatdsok
dominaltak a proinflammatorikus hatisokkal szemben ***’. Ellenben a TRPAI receptor
hianyaban el6térbe keriilhettek a hidrogén-szulfid medidlta proinflammatorikus elvaltozasok

is.
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A GYY4137-tel kezelt TRPA1 KO egerek 14babol szarmazd mintdk MIP-2 koncentracidja
szignifikdnsan magasabb volt a 3. napon. Az emelkedett MIP-2-vel 6sszhangban, ugyanebben
a kezelési csoportban a 2. napon mért neutrofil granulocita akkumulacioval korrelalo MPO
aktivitas is szignifikdnsan magasabb volt a TRPA1 WT egerekhez képest. A MIP-2 kemokin,
egy potens kemoattraktans neutrofil granulocitdk szdmara, amely gyulladds hatasara
elsésorban monocitak, makrofagok, vaszkularis endotelidlis sejtek, hepatocitdk ¢€s aktivalt

neutrofilek termelnek *%.

A K/BxN szérum-transzfer artritisz modellen végzett kisérleteink sordn vilagossa valt, hogy a
hidrogén-szulfidbol keletkezd poliszulfid, nagysagrendekkel potensebb aktivatora a TRPA1
receptornak. Tovabba mas kutatocsoportok is felvetették, hogy a hidrogén-szulfid szamos
hatasaért esetleg a beldle keletkezd vagy szennyezddésként jelenlévd poliszulfid tehetd
feleléssé #*°. Ezen adatok fényében indokoltnak tiint szamunkra a poliszulfid gyulladiasban
betdltott szerepének tovabbi vizsgalata. Kordbban Pozsgai et al. mar igazoltdk a DMTS
TRPAT fliggd €és sst4 medidlta fajdalomcesokkentd hatasat az egerek enyhe forrazas altal
kivaltott sériilést kovetden . Jelen kisérleteinkben bdviteni szandékoztuk a rendelkezésre allo
tudasunkat, ezért a DMTS mellett vizsgaltuk a szervetlen poliszulfid nocicepciora és

gyulladasra gyakorolt hatasait is.

Megfigyeléseink alapjan a karragenin beadasat kovetéen a DMTS antinociceptiv és 0déma
képzddésre kifejtett hatdsdt nem kizarolag a TRPA1 receptor kozvetiti, ellenben feltétlen
szlikséges a sst4 receptor jelenléte, ami a DMTS éltal kivaltott, azonban nem TRPAI fiiggd
szomatosztatin felszabadulasra enged kovetkeztetni. A POLY a TRPA1 KO egerekben
kovetkezetesen enyhitette az 6déma-képzodés mértékét, amely jelenség hatterében szintén a
neuro-szomatosztatin tengely alternativ, TRPA1 fiiggetlen aktivacioja 4allhat. Szadmos
lehetséges magyarazat létezhet a nem TRPA1 medialta neurondlis eredetii szomatosztatin
felszabadulasra. A H,S koncentraciotol fliggéen ellentétes hatast fejt ki a nociceptorokon
talalhato T tipust fesziiltségfiiggd Cas, csatornakra. Alacsonyabb koncentraciokban gatld,
szuprafiziologias koncentraciokban serkentd hatasat irtdk le **. Tovabba ismert, hogy a H,S
gatolni képes a fesziiltségfliged K.s. csatorndkat, amely hatdsdért a csatorna kritikus
ciszteinein bekovetkezd perszulfidacidja tehetd feleldssé . Jelen eredményeink értékelése
soran fontos figyelembe venni, hogy a Kyais csatorna is expresszalodik a DRG neuronokon,
ezért potencialisan hozzajarulhatott a szenzoros neuronokbol torténd szomatosztatin
felszabadulashoz *. Az el6bb emlitett publikaciokban H,S-t alkalmaztak, ellenben nem

kizarhato, hogy a hatdsokat valojaban a poliszulfid hozta Iétre az ioncsatornakon.
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A POLY ¢és a DMTS kozotti farmakokinetikai kiilonbségek is hozzajarulhattak az
eredményeik kozott fennalldo diszkrepancia kialakitdsahoz. Az inorganikus POLY vizes

. A szerves triszulfidok

oldatokban konnyedén deprotonalodik ¢és anionként van jelen
(tobbek kozott a DMTS is) erdsen lipofil vegyiiletek és képesek penetralni a vér agy gaton. A
DMTS esetében facilitalt diffuzié vagy esetleg aktiv transzport is hozzajarulhat a KIR-be vald
bejutashoz *°. A DMTS a gerincveldben és az agyban is 1étrehozhat protein perszulfidaciot és
ezen keresztiil az antinociceptiv és antiinflammatorikus hatdsainak kozponti idegrendszeri

komponensei is lehetnek, ellenben a POLY esetében elsdsorban csak perifiérids

mechanizmusokat feltételeziink.

A DMTS hatasara csokkent a neutrofil specifikus MPO aktivitds, amely az sst4 torzsek
esetében hangstlyosabb volt és a szignifikans mértéket is elérte. Erre a lehetséges ¢és
legegyszerlibb magyarazat, hogy a DMTS-bdl szarmazd H,S kozvetlen gatld hatast fejtett ki
az MPO enzimre *’. Ugyanakkor szamos publikacioban leirasra keriilt a H,S neutrofil sejtekre
kifejtett gatld hatasa is *** A POLY és a DMTS antinociceptiv hatdsainak kozvetitésében
meghatarozé szerepet tolt be a peptiderg szenzoros neuronokbol felszabaduld szomatosztatin.
A DMTS a POLY-hoz képest antiinflammatorikus hatassal is bir, mivel sst4 receptor
jelenlétében csokkent az 6déma képzddés mértéke. A DMTS ezt a hatdst TRPA1 receptortol
fiiggetlentil fejtette ki, ami arra enged kovetkeztetni, hogy egyéb molekularis célpontokon is
hatva képes volt szomatosztatin felszabadulast eléidézni. A DMTS ,dirty drug” jellegét
tovabb bizonyitja, hogy a TRPA1-szomatosztatin tengelytdl fliggetleniil gatolta a mért MPO
aktivitast. Osszességében a DMTS elénydsebb jeldltnek tiinik gyogyszerfejlesztés céljabol,
mivel a hatdsai kifejezetebbek a POLY-hoz képest, kémiailag stabilabb, szamos ¢élelmiszerben
kis mennyiségben fellelhetd, tovabba jelentds torekvések folynak, hogy hivatalosan is

forgalomba keriiljon, mint antidotum cian mérgezés esetére.

1.2. Uj eredmények dsszefoglalisa

In vitro igazoltuk, hogy a GY'Y4137-bdl felszabadulo H,S poliszulfidda konvertalhato. Az igy
keletkezett poliszulfid képes aktivalni a CHO sejtek felszinén expresszalt TRPA1 receptort.
Tovabba ex vivo a poliszulfid hatdsara a TRPA1 receptoron hatva szomatosztatin szabadult fel
borlebeny preparatumokbol. A GYY4137 protektiv vagy karositdé hatasat a TRPA1 receptor
megléte vagy hianya hatdrozza meg. A TRPA1 WT egerekben antinociceptiv ¢és

antiinflammatorikus hatassal birt. Ezzel szemben a TRPA1 KO egerekben stlyosbitotta az
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artritisz tiineteit. Vizsgalataink fényt deritettek a TRPA1 kiemelt szerepére a hidrogén-szulfid
¢és szervetlen poliszulfid biologiai hatdsait illetden. Az sst4 receptor szerepét azonban nem
sikertiilt igazolnunk a GY'Y4137 hatasainak kozvetitésében gén kilitott egerek segitségével (1.
tablazat).
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GYYA4137
TRPA1 WT TII{(P(? ! sst4 WT sst4 KO
Mechanikai

hiperalgézia l T o -
Labduzzadas - — — —
Fiiggeszkedési ido - — — -
Artritisz score ! - — -
Neutrofil MPO aktivitas - 1 - -
Plazmafehérje extravazacio - 1 - -
MIP2a — 1 n.v. n.v.
Szovettani elvaltozasok ! - 1 -

1. tablazat A TRPA1 ¢és az sst4 gén szerepe a GYY4137 kezelés mellett a K/BxN
szérum transzfer artritisz modell vizsgalt paramétereire. Jelmagyardzat: |:
szignifikansan csokkent s vehikulummal kezelt csoporthoz képest; —: nem valtozott
vehikulummal kezelt csoporthoz képest; 1: szignifikdnsan emelkedett vehikulummal

kezelt csoporthoz képest; n.v.: nem vizsgalt paraméter.

2.2. Uj eredmények osszefoglalisa

A poliszulfid antinociceptiv hatdsa a TRPAI-szomatosztatin- sst4 jelatviteli uton keresztiil
érvényesiil. A poliszulfid aktivalja a peptiderg szenzoros receptorok TRPAI1 receptorait,
amelynek hatasara szomatosztatin szabadul fel. A szomatosztatin sst4 receptorokon hatva
fajdalomcsillapitd hatassal bir. A jelenséget igazolja, hogy TRPA1 KO és sst4 KO egerekben

nem volt kimutathat6 a poliszulfid hiperalgézia csokkentd hatasa.

A DMTS fijdalomesillapité hatasait részben TRPA1 és sst4 receptorok kozvetitik, mivel
TRPA1 KO egerekben is kimutathaté volt egy csekélyebb, de szignifikdns antinociceptiv

hatds. Azonban a DMTS sst4 KO egerekben nem emelte a fajdalomkiiszobot, ezért
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feltételezziik, hogy a DMTS TRPAI fiiggetlen moédon is képes a peptiderg neuronokbol

szomatosztatin felszabadulast kivaltani.

A poliszulfid nem volt hatdssal a karragenin beadasat kovetd odéma-képzddés mértékére.
Ellenben a DMTS csokkentette a gyulladt végtagok térfogat-ndvekedését TRPA1 WT és KO,
illetve sst4 WT egerekben is. A megtfigyeltek arra engednek kovetkeztetni, hogy a DMTS
antiinflammatorikus hatdsahoz nem feltétlen sziikséges a TRPA1 receptor. Ugyanakkor a sst4
receptor jelenléte elengedhetetlen, ezért feltételezziik, hogy a DMTS a TRPAI1 receptoron
kiviill mas molekularis célpontokkal is rendelkezik, amin keresztiil hatva szomatosztatin

felszabadulast valt ki.

A poliszulfid nem volt hatassal a neutrofil granulocita specifikus MPO aktivitasra. A DMTS
csOkkentette az MPO aktivitast az Osszes egértdrzsben, amelynek mértéke sst4 WT és KO
egerek esetében statisztikailag szignifikansnak bizonyult. Az eredményekbdl arra
kovetkeztetiink, hogy a DMTS MPO aktivitast csokkentd hatasanak hatterében eltérd
mechanizmusok allhatnak, mint amelyek felelések a fajdalom- ¢és gyulladascsokkentd

hatasaiért (2. tablazat).

TRPA1 WT TRPA1 KO sst4 WT sst4 KO
DMTS | POLY | DMTS | POLY | DMTS | POLY | DMTS | POLY
Mechanikai
hiperalgézia ! ! ! B l ! B B
Labduzzadas l - l — l - — —
Neutrofil MPO
aktivitas 1) - 1) o l o ! o

2. tablazat A TRPAI1 ¢és az sst4 gén szerepe a DMTS ¢és a POLY kezelés mellett a
karrageninnel kivaltott akut gyulladas vizsgalt paramétereire. Jelmagyarazat: |:
szignifikansan csdkkent a vad tipusti vehikulummal kezelt csoporthoz képest; — : nem

valtozott.
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