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Altalanos bevezetés a bélrendszer felépitésébe,
beidegzesebe €s a TRP receptorok témakorébe

A gyomor-bélhuzam intramuralis ganglionjaiban (plexus myentericus, plexus
submucosus) legalabb annyi idegsejt foglal helyet, mint a gerincveldben (107-102
neuron). Ezek a neuronok részint enteralis érz6 neuronok, részint mas idegsejteket
1zgatnak vagy gatolnak a beldliik felszabadulo6 transzmitter-anyagok segitségével,
de jelentds résziik a (korkoros és/vagy hosszanti) simaizomzatot kontrahalja vagy
relaxdlja  (neuromuszkularis,  neuroeffektor  ingeriiletaitvivd  anyagok
felszabaditasaval). Ezek az ,.enteralis motoneuronok”. Nyulvanyaik mindkét
1izomrétegben megtalalhatok. Egy adott hatas dontden kozvetitd anyag (mediator)
vagy anyagok (,.komediatorok”, ,ko-transzmitterek) mellett még modositd
(modulator) anyagok részvételével is szamolni kell a gyomor-bélhuzam
ingeriiletattevddési folyamataiban.

A motoneuronok tehat az effektor rendszereket idegzik be: a simaizmot, a
pacemaker sejteket, a vérereket, a mucosalis mirigyeket. Az izgatd6 motoneuronok
olyan transzmittereket szabaditanak fel, melyek az izmok kontrakciojat és a
acetil-kolin és a P-anyag, melyek simaizomkontrakciot hoznak 1étre, masrészrol
az acetil-kolin és a VIP (vazoaktiv intestinalis peptid) az intestinalis kriptak
sejtjeibdl fokozzak a szekréciot. A gatld motoneuronok csokkentik a simaizom
kontraktilis aktivitasat és a szekréciot. Transzmittereik az ATP, VIP ¢és foként az
NO (nitrogén-monoxid) [1d. Furness és mtsai 2014].

Ez a komplexités teszi lehetdvé, hogy a bélhuzamban sajat (intrinszik) reflexek
jojjenek 1étre (pl. a bélfal fesziilése altal kivaltott perisztaltikus reflex). Szintén az
Osszetettség €s a kiterjedtség indokolja, hogy az enteralis idegrendszert a vegetativ
idegrendszer kiilon részének tekintsik [Id. Furness és mtsai 1998]. Enhez a rendszerhez
tartoznak még az epeholyag és az epeutak intrinszik neuronjai is.

Tovabba: jollehet a vékony- és vastagbél nagy része képes kiilsé idegi
Osszekottetések nélkiil is mikddni, in vivo ezek a kiilsé (extrinszik) idegek, sot
hormonalis befolyasok is hatnak rd. Nem meglepd, hogy a hatdsok eme
sokféleségét szdmos anyag kozvetiti. A ,feltételezett transzmitterek”
¢lettani/korélettani szerepe kiillonbozé mértékben bizonyitott €s ehhez tarsulnak
még a kiilonbozo allatfajok kozti kiilonbségek is. (A béltartalom propulziodjat és



keverését természetesen minden allatfaj megvaldsitja, de a funkciok hasonldsaga
nem feltétleniil jar egyiitt a neurotranszmitter ,,hattér” azonossagaval.)

Az érz6 neuronok szintén az intrinszik és extrinszik kategoriakba sorolhatok. A
bélfal sajat érzd neuronjai érzékelik pl. a fesziilést vagy mas ingert, az ingeriiletet
pedig interneuronoknak és ezek kozvetitésével motoneuronoknak adjak at,
amelyek létrehozzdk ,a bél torvénye” néven szamontartott korkords
izomdsszehuzodast az ingertdl oralisan és elernyedést az ingert6l aboralisan [id.
Mazet 2015]. A kiils6 €rz6é neuronok (amelyek a n. vagus-szal vagy a gerincvel6bol
érkeznek) részben tudatosodo érzetek, részben pl. vegetativ reflexek kiindulésai.
A gerincveldi szenzoros neuronok kiilonlegessége, hogy beldliik a periféridn, igy
a gyomor-bélhuzamban is transzmitterek szabadulnak fel (,lokalis efferens
hatds”). Ezek egyrészt beleszdlnak a zsigeri szervek miikdodésébe, masrészt
viszonylag egyszeriien megkozelithetd modjat kinaljdk a  szenzoros
neurotranszmitterek azonositdsanak [id. Barthé és mtsai 2004]. A modositott Dale-elv
alapjan valoszinilileg ugyanazon transzmitterkombinaci6 szabadul fel a neuronok
periférias €s centralis idegveégzddéseibdl. Ezért a bél extrinszik afferens idegeinek

nyulvanyaibo6l kiszabadul6 transzmitterek azonosak a bélben és a gerincveldében
[1d. Barthé és mtsai 2008].

Ezek az ¢érz6 neuronok ingerelhetOk példaul kapszaicinnel, a csipds paprika
szenzoros izgatd anyagaval. Bar a n. vagus rostjainak 80-90% -a afferens (és
koztiik sok a kapszaicin érzékeny), kevesebbet tudunk a beldliikk a periférian
felszabadul6 anyagokrol.

Magatol értetddik, hogy a gyomor-bélhuzam betegségei ¢érintik az
ingeriiletatviteli folyamatokat, transzmitteranyagokat is. Nem konnyti eldontenti,

vajon ezek a valtozasok okai vagy kovetkezmeényei-e a betegségeknek. A tiinetek
l1étrehozasaban azonban mindenképpen szerepet jatszanak.

Ideg-izom transzmitterek

Mivel a gyomor-bélhuzam idegelemeiben nagyon sokféle ,transzmitter jelolt”
kimutathatd6 morfologiai eszkozokkel, fontos komolyan venniink az
ingeriiletatvivd anyagok azonositasaban hasznalt, a XX. sz. elsG-masodik
harmadéban kidolgozott kritériumokat.

A kisérletes munkank folyaman is szem el6tt tartott, alapelvekként kezelt €s
egyben legfontosabbnak vett neurotranszmitter-kritériumok a kdvetkezok:

- a feltételezett anyag jelenléte (1.);



- a transzmitter-jelolt felszabadulasa idegingerlés hatasara, ,,utanzas” (2.);

- az altalunk beadott — exogén — transzmitter-jelolt hatdsa utdnozza az
idegingerlését, ,,a hatas azonossaga” (3.);

- a gyanuba vett ingeriiletatvivé anyag specifikus antagonistdja gatolja mind az
exogén anyag, mind az idegingerlés hatasat, ,,az antagonizmus azonossaga” (4.).

Ha specifikus antagonista nem 4all rendelkezésre, specidlis szintézisgatlo,
receptor deszenzibilizacio, illetve knock-out allatok is hasznalhatok.

Azokat a valaszokat, amelyekben a ,,klasszikus” neurotranszmitter: acetil-kolin
¢s noradrenalin nem vesz részt (amelyek tehat atropin és pl. adrenerg
neuronblokkold jelenlétében is kivalthatok), ,,nem- adrenerg, nem-cholinerg”

(NANC) valaszoknak nevezziik. Ezek lehetnek izgato €s gatlo jellegliek [1d. Barthé
és mtsai 2005].

Jelenleg intenziv kutatasok targyat képezik sejtszintli és in vivo rendszerekben
egyarant az un. TRP receptorok. Izolalt szervi koriilmények kozott ennél joval
kevesebben vizsgaljdk a farmakoldgiai kutatdsokban ezt a problémakort. A
kapszaicin-érzékeny receptor a TRPV1, melyet elséként 1997-ben klonoztak

[Caterina, Julius és mtsai 1997].

TRP receptorok fogalma és fajtai

A TRP receptorok testszerte jelenlévd kation-csatorndk. A ,, TRP” az angol
»transient receptor potential” roviditése. Megkiilonboztetiink TRPC, TRPV (V>
mint vanilloid), TRPM, TRPN, TRPA (,,A”, mint ankyrin) , illetve TRPP és
TRPML receptorokat. A tovabbi altipusaikat szammal jelolik (pl.: TRPMS).
Kiilonboz6 kémiai agensekre érzékenyek (pl.: piperin, kapszaicin, mentol, allil-
1zotiocianat); aktivalhatja dket forrdsag, hideg, fesziilés, nyomas vagy vibracio is.

Sok koziiliik intracellularis kalciumot szabadit fel, ha aktivalodik [Caterina, Julius
2001; Vyklicky és mtsai 2008; Cavanaugh és mtsai 2008].

A TRPV1 receptor: A kapszaicin, az erds paprika hatoanyaga a TRPV1 receptor

sy

idegvégzddéseken. Ez okozza az égetd érzést és a bOrpirt a bdéron és a
nyalkahartyan kapszaicin hatisara [1d. Barthé és mtsai 2004]. A TRPV1 receptor egy
kation csatorna, amit magas homérséklet (> 43°C), alacsony pH (pH <6,5) ¢és
kiilonféle vegyi anyagok, mint pl.: a kapszaicin, phorbol-észterek aktivalnak.
Tulajdonképpen egy nem-szelektiv kation csatorna, aminek aktivalédasa Na* és
Ca* bearamlashoz (és némi K* kiaramlashoz) vezet. Ezen hatasok ered6jeként a
szenzoros idegvégzOdés membranja depolarizalddik [Yang és mtsai 2014].
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A resiniferatoxin (RTX) —ami bizonyos afrikai Euphorbia fajokban talalhato
meg —a legpotensebb agonistaja a TRPV1 receptornak— 500-szor nagyobb az
affinitasa a kapszaicinnél.

A piperin (a fekete bors csipdsségét adod vegyiilet) kis koncentracidban csak a

TRPV1 receptort aktivalja, nagy koncentracioban mar a TRPA1 receptort is
[Bencsik és mtsai 2015].

A TRPA1 receptor: A kapszaicin-szenzitiv érzé afferens idegvégzodéseken nagy
szamban fordul elé a TRPV1 receptorral egyiitt [Koivisto és mtsai 2014]. Aktivalhatja
a hideg, az allil-izotiocianat sth. Az allil-izotiocianat (AITC) a mustar, a wasabi
¢s a torma csipdsségét adja. Ezen receptor agonistija még a fahéj illatat ado
fahéjaldehid/cinnamaldehid (CINN) [Cavanaugh és mtsai 2008].

A TRPMBS receptor 6 stimulald tényezdjének az alacsony hémérsékletet €s a

mentolt tartjak. Ujabban az icilin aktivalo szerepét és a receptor mechano-
nocicepcioban betoltott szerepét is leirtdk [Id. Xiaoyun és mtsai 2015]. A TRPMS8
receptornak egy —munkacsoportunk altal bizonyitottan [Benké és mtsai 2012a] —
specifikus antagonistaja a BCTC nevll vegyiilet, amit jelen munkiban gyakran
alkalmaztunk a TRPV1 €s M8 receptorok gatlasara.

A TRP receptoroknak egyre jelentésebb szerepet tulajdonitanak a normal és
patologias folyamatokban is, mint példaul a zsigeri és testi fajdalomérzékelésben,

a gyulladasban és az ahhoz tarsul6 hyperalgesidban és a h@szabalyozéasban [Kaji és
mtsai 2012, Bautista és mtsai 2013, Kaneko és mtsai 2014, Sousa-Valente és mtsai 2014, Koivisto és mtsai
2014, Kun és mtsai 2014, Benemei és mtsai 2015, Cenac és mtsai 2015, Mueller-Tribbensee és mtsai 2015,
Mickle és mtsai 2015].

Az AITC az eg€r [Capasso és mtsai 2012] €S a tengerimalac [Barthé és mtsai 2013]
bélmozgasait stimuldlja. A TRPA1 szelektiv €s potens antagonistaja a HC030031
nevill vegyiilet [Id. Alexander és mtsai 2018]. A tengerimalac vékonybélen az AITC idegi
eredeti, kolinerg 6sszehuzodast okoz, amit nem géatol a HC030031, de — meglepd
modon— gatolja a purinoceptor antagonista PPADS [Barthé és mtsai 2013]. Az egér
disztalis vastagbelén AITC altal kivaltott kontrakciot szintén nem gétolja a fent
emlitett TRPAl—antagonista [Capasso és mtsai 2012].

Az emldsok gastrointestinalis rendszerében mintegy 28 féle TRP receptor altipus
van jelen, amelyek szerepet jatszanak még az izlelésben, a kemo- és
mechanoszenzacioban ¢és a nyalkahartya mikodésében, valamint a
homeosztazisban. Habar a TRP receptorok a szervezet egészében részt vesznek
az érzOmiikodés folyamataban, kiemelt szerepet kapnak a gyomor-bél huzamban.
Bizonyos TRP receptorok fontos funkciot toltenek be a Mg™ ionhaztartas
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egyensulyaban (TRPM6; TRPM7), a Cajal-féle interstitalis sejtek pacemaker
aktivitasaban (TRPM7). A TRPMS a gliik6z-dependens inzulin felszabadulast
szabalyozza hasnyalmirigy Langerhans-szigeteinek B-sejtjeiben és hozzajarul az
izérzékeléshez IS [Holzer 2011].

A szerotonin lehetséges szerepe a gyomor-bélrendszer perisztaltikdjaban

A szerotonin (5-HT) jelen van az eml6s gastrointestinalis rendszerben. [id. spiller
2007, Grundy 2008]. Mig az enterochromaffin sejtek egyarant szintetizaljak é&s
felszabaditjak a szerotonint, az enteralis neuronok a kérnyezetiikbdl veszik fel és
megfeleld ingerekre felszabaditjak. Az 5-HT 6sszehtizza a bél simaizomsejteket
a kiilénboz6 preparatumokban [Prins és mtsai 1997, Gelal és mtsai 1998, Delesalle és mtsai 2006],
de tengerimalac vékonybélben mind a kozvetlen simaizom 6sszehuzo hatas, mind
az idegi hatas jelen van. Ez a kutatokban a kezdeti vizsgalati szakban felvetette M
(morphin-érzékeny) és D (dibenzylin-{phenoxybenzamin}-érzékeny) receptorok
1étezésének lehetdségét [Gaddum és mtsai 1957]. Az ,,M” receptoroknak az
idegvezetésen keresztiil és —az atropin hatasossaga miatt—, részben kolinerg
mechanizmuson at tulajdonitottak szerepet az Osszehuzodasban. A ,,D”
receptorok direkt simaizomkontrahdlo hatasat vetették fel [Day és mtsai 1963, Brownlee
ug/ml) szerotonin antagonista methysergiddel gatolhato volt [Costa, Furness 1979]. A
szerotonin kivaltotta neuralis kontraktilis valaszt a tengerimalac vékonybélben a
methysergid kevéssé befolyasolta. Napjainkig a szerotonin receptoroknak hét
altipusat fedezték fel (5-HTi-7), ezeken beliil tobb alcsoport —izoforma— 1étezik.
Valoszintileg az idegi hatast 5-HT3 és 5-HT,4 receptorok kozvetitik, ezek kolinerg
neuronokon helyezkednek el. Az 5-HTs; receptor —egyediill a szerotonin
receptorok csoportjan beliil- ionotrop receptor (kation csatorna), mig az 5-HT,
egy Gs-protein kapcsolt receptor [id. Alexander és mtsai 2018]. A tengerimalac ileum
simaizomsejtjein elhelyezkedd 5-HT receptorok 5-HT;i- és 5-HT,-tipustak [Eglen
és mtsai 1990].

A szenzoros izgatd AITC a TRPAI receptorok agonistdja [Alexander és mtsai 2018].
Valoszinili, hogy az AITC hatas intestinalis hatashelyei nem korlatozodnak a
kapszaicin-érzékeny érzo idegekre, vagy csak a TRPA1 csatornara [Capasso és mtsai
2012; Barthé, Nordtveit és mtsai 2013]. SOt, Nozawa €és munkatarsal [Nozawa és mtsai 2009]
felvetették, hogy az enterokromaffin sejtekbdl felszabaduld szerotonin felelds az
AITC-kivaltotta 6sszehtizdédasért a tengerimalac ileumon.



Bar még sokféle TRP receptor Iétezik, amelyek egymassal struktaralis
hasonldsagot mutatnak, a tézisben —gyakorlati jelentdségiik miatt— a TRPV1,
TRPAL, illetve a TRPMS8 receptor gatlokat, illetve a kapszaicin receptor
deszenzibilizaciojat alkalmaztuk (az utobbi a teljes idegvégzddés
funkcioképtelenségét maga utan VONnja) [Barthé és mtsai 2004].

A romai kamilla mint gyogynoveény
rovid jellemzese

A rémai kamilla (1. abra) (Chamaemelum nobile, Anthemis nobilis) az
Oszirdzsafélék (Asteraceae) csaladjaba tartozo gyogyndvény [EmA-HMPC, 2012].

1. 4bra. Romai kamilla (Kohler és mtsai 1898)

Frissen és szaritva hasznalhatjak. Tedja vagy 70%-os etanollal készitett kivonata
hasznalhat6 enyhe gastrointestinalis panaszok, pl. puffadas vagy gyomor- és
bélgorcsok ellen [EMA-HMPC, 2012]. Gyulladasgadtld [Baghalian és mtsai 2011] €s
gf)rCSOld(') [European  Pharmacopoeia, 2008; British Herbal Pharmacopoeia, 1971],

vérnyomascsokkentd [Zeggwagh és mtsai 2009], valamint antibakteridlis hatast
tulajdonitanak neki [Piccaglia és mtsai 1993, Chao és mtsai 2000, Bail és mtsai 2009].

A kisérletes részben a romai kamilla izolalt szerveken vald hatasainak vizsgalata

volt a célunk, fenti népi megfigyelésen alapuld gorcsoldd hatds [Kandelous és mtsai
2016, Augustin és mtsai 1948, Rapéti és Romvary 1974, Melegari és mtsai 1988, Rossi és mtsai 1988, Bradley

¢s mtsai  1992] tudomdnyos alapokon nyugvoé igazoldsa vagy elvetése.
Kisérleteinkben az izolalt szervek magukba foglaljak a human vékonybelet, a
tengerimalac ileumot, hugyhdlyagot, valamint a patkany vastagbelet, ileumot és
gyomor fundust.


https://hu.wikipedia.org/wiki/%C5%90szir%C3%B3zsaf%C3%A9l%C3%A9k

Célkituzések

Kisérleteinkben izolalt szervi mddszerekkel vizsgaltuk az AITC, a CINN és
rémai kamilla zsigeri szerveken —gastrointestinalis traktus, hiigyholyag, trachea—
Kifejtett motoros hatasait, valamint ezek mechanizmusait.

A beidegzett simaizom-preparatumok mozgasvalaszainak eldidézésére kémiai
stimulusként a TRPA1l-agonista AITC-t, CINN-t; illetve a rémai kamilla
extraktumat (RKE-t), illdolajat, frakcioit és a beldle kivont flavonoidokat
hasznaltuk fel, vagy az idegek elektromos ,,tér”’- ingerlését alkalmaztuk.

A ragcsalo simaizom-készitmények mellett lehetOségiink volt a PTE Sebészeti
Klinikaval valo egyiittmiikodésiink keretében humén, miitéti mintakbol szarmazo
vékonybél preparatumokon is izolalt szervi kisérleteket végezni. A Szegedi
Tudomanyegyetem Farmakognoziai Intézetével valo kollaboracionk keretében
vizsgaltuk a romai kamilla kivonatanak, illoolajanak, frakcioinak, illetve
flavonoidjainak a simaizom-készitményekre gyakorolt hatasait.

Munkénk folyamén a kovetkezd kérdésekre kerestiik a valaszt:

1./a. Az AITC milyen hatdsmechanizmus utjan fejti ki kontrahalo hatasat az
emberi vékonybél hosszanti, illetve korkoros simaizom-preparatumokon. Van-e
kiilonbség a human €s a tengerimalac vékonybélen a farmakologiai hatdsmodban
az AITC 6sszehtizo hatdsaban?

1./b. Az altalunk leggyakrabban vizsgalt tengerimalac ileumon milyen az AITC

elernyeszto, illetve kontrahaldé hatdsmechanizmusanak farmakologiai hattere;
illetve van-e az Osszehuzo hatas hatterében —mint egyes kutatok allitjak—, a
szerotoninnak, illetve a bélnyalkahartyanak szerepe?

1./c. Az AITC milyen hatismechanizmus utjan hat a tengerimalac mas simaizom-
szervein, milyen transzmittereknek van ebben szerepe? Létezik TRPAL
receptortdl fliggetlen hatasa az AITC-nek?

1./d. A CINN milyen farmakoldgiai uton fejti ki az elernyeszto, illetve 6sszehtizo

hatasat a tengerimalac kiilonboz6 izolalt simaizom-készitményeken? Az AITC
esetében is alkalmazott (TRPAL-) antagonistadknak van-e gatld hatasa —nem
specifikus hatdsok kivaltdsa nélkiil-, és ha igen, milyen koncentracidoban? A
CINN-nek milyen hatasa van a human preparatumokon?

2./a. A rémai kamilla gyogynovény gorcsoldd hatasanak van-e megalapozott
farmakologiai bizonyitéka? A kiilonbozd ragesald fajok (tengerimalac, patkany)
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simaizom-szervein és a human vékonybélen az illéolajanak, a 70%-o0s etanolos
extrakcidval készitett kivonatanak és az abbol metanol-viz kiilonb6z6 aranyu
elegyével kivont frakcioinak, milyen hatasai vannak és ezeknek mi a receptorialis
hattere?

2./b. Az RKE-nek mely osszetevoi feleldsek a gorcsoldd hatasért? A novény
illoolajanak, illetve a relaxaciés hatasért felelés 0Osszetevoinek milyen
Osszefiiggése van ezzel és milyen neurotranszmitter-mechanizmusok allhatnak a
hattérben? Van-e a TRP receptoroknak ebben szerepe; illetve fiigg-e ezen hatas
az idegvezetéstol?

Kiserleti elrendezés ¢és  vizsgalati
modszerek

Kisérleti modellek

Izolalt szervi kisérleteink elmozdulds-meérdk (izotonids rendszer) és kozel-
izotdnias jelatalakitok segitségével (auxotonids rendszer) torténtek [Barthé, Sandor és
mtsai 2014].

A human vékonybelet pancreas carcinoma miatt eltavolitott jejunumszakasz nem
infiltralt részébdl nyertiik. Kisérleteinket az ETT-TUKEB ¢és a Pécsi
Tudomanyegyetem Kutatasetikai Bizottsaga engedélyezte. A nyalkahartyat
eltavolitottuk €s az izomrétegekbdl korkorods illetve hosszanti iranya kb. 2 x 30
mm-es preparatumokat készitettiink. A preparatumokat Krebs-Henseleit oldatot
tartalmazo szervfiirdékbe helyeztiik (37 °C-on) €és folyamatosan oxigenizaltuk
95% 02 és 5% CO:2 elegyével. A megfeleld hofokot keringtetd termosztat pumpa
(Experimetria, Budapest) segitségével tartottuk fenn. A mozgasokat jelatalakito
(Hugo-Sachs Elektronik/Harvard Instruments vagy Experimetria), valamint
hider6sité (Hugo Sachs) segitségével regisztraltuk. A szovetek alaptonusat, illetve
osszehuzodasait-elernyedéseit  online  —személyi  szamitégépen—  vagy
kompenzografon (Rikadenki, Finnorszag) regisztraltuk. 10 mN el6feszitést
alkalmaztunk. Egy 40 perces nyugalmi id6szak utan a maximalis kontrakciot 30
umol/1 acetil-kolinnal valtottunk ki, amit tobbszori kimosas kovetett.

Az allatkisérleteket a Pécsi Tudomanyegyetem Allatjoléti Bizottsaga és a
Regionalis Kutatasetikai Bizottsag engedélyével végeztiik. A tartasi koriilmények
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a kovetkezdk voltak. Relativ paratartalom: 55+£10 %, hdmérséklet: 22+2 °C, fény-
sotét ciklus: 12/12 ora, légcsere: 15-sz0r oranként tortént. Az allatok a ledlés elott
standard ragcsalo tapot €s csapvizet kaptak ad libitum.

A tengerimalacok mindkét nembdl szarmaztak, sulyuk 330-450 gramm kozott
volt. Occiptialis tajékra mért iités utan kivéreztettiik 6ket. Teljes ileumot, disztalis
colont vettiink ki. Atlagosan 2 cm hosszlsagu preparatumokat hasznaltunk.
Ezeket szervfiirddkbe helyeztiik. Az oxigenizacid €és a reagensek elkeveredése
céljabol karbogénnel (95% Oz, 5% CO:) levegoztettiik a Krebs-Henseleit oldatot
37 °C-on. A szerviirdOkben 1€v6 oldat 6sszetevoi a kovetkezok voltak (mmol/l -
ben): NaCl: 119; NaHCO:s: 25; KCI: 2,5; MgSO4: 1,5; CaClz: 2,5; KH2POu4: 1,2;
glikoz: 11. A mozgasokat jelatalakito, valamint hider6sitd segitségével
regisztraltuk. 7 mN-os el6feszitést alkalmaztunk. A kisérlet 40 perc inkubacios
periodus utan kezdddott, ami utdn a maximalis 6sszehtizodast hisztamin
segitségével valtottuk ki (3 umol/l; 30 s-ig volt a szervfiirdében). Tovabbi 40 perc
kimosasi periddus utdn a kisérlet kezdetét vette [Sandor és mtsai 2016b].

Az elektromos téringerlést (nagy teljesitményli stimulator: EXxperimetria,
Budapest és Power Amplifier) a szervfiirdoben alul és fent elhelyezett platina
elektrodpar segitségével végeztik (tdvolsaguk 4 cm). Az ingerlés paraméterei a
kovetkezok voltak: a négyszogimpulzus amplitdddja: 60 V, szélessége: 0,1 ms,
egyes impulzusok 20 masodpercenként (kolinerg ,,twitch”-kontrakciok) [Id. Benké
és mtsai 2012b]. A regisztralas az emberi bélmintaknal leirtakhoz hasonloan tortént.

A tengerimalac hugyholyag esetében a kdvetkezOképpen jartunk el [Benko és mtsai
2012a]: A hugyholyagot Krebs-oldatba tettiik a preparacio alatt. A holyagot
sagittalis iranyban kettévalasztottuk, a holyag felekb6él hosszanti detrusor
simaizom-preparatumot készitettiink. Az eléfeszités 5 mN volt. A maximalis
kontrakciot a kisérlet végén 100 mmol/l KCI-dal valtottuk ki.

A tengerimalac trachea esetében az alabbi preparalasi metodust kovettiik
[Szolesanyi, Bartho 1982]. a légcsovet Krebs-oldatba tettilk a preparacié alatt. A
trachea-porcokat hosszanti iranyban atvagtuk (a simaizomzat sértetlen maradt) és
5-7 porcot tartalmazé ,,cikk-cakk™ preparatumot készitettiink. Az eldfeszités
mértéke 3 mN volt. A maximalis kontrakciot a kisérlet végén 100 mmol/l KCI-
dal valtottuk ki.
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A tengerimalac oesophagus esetében a preparalasi mod megegyezik a fentebb
emlitett ileum preparalasi protokollal [részletesen lasd: Barthé, Lénard és mtsai 1999]. AZ
eléfeszités mértéke 10 mN volt. A maximalis 6sszehtzodast a kisérlet végén 200
mmol/l KCI-dal valtottuk ki.

A tengerimalac gyomor fundusb6él 2 cm-es hosszanti preparatumokat

készitettiink. Az elofeszités mértéke 5 mN volt. A maximalis 0sszehuzodast a
kisérlet végén 200 mmol/l KCI-dal valtottuk ki.

A tengerimalac taenia coeci esctében a taenia libera-t valasztottuk le. A
prepardtumok 15-20 mm hosszisdguak voltak [részletesebben lasd: Lénard és mtsai 2000].
Az elbfeszités mértéke 5 mN volt. A maximalis relaxaciot a kisérlet végén 10
umol/l isoprenalinnal valtottuk Ki.

A patkany kisérletekhez mindkét nembdl Wistar-patkanyokat (220-330 gramm)
hasznaltunk fel. Az allatot a fejre és nyakszirtre mért erds titéssel megoltiik. A
patkany gyomrokat a kis- és a nagygorbiilet mentén vagtuk fel és a két fél fundus-
régiojabol hosszanti, koriilbeliil 2x 20 mm-es preparatumokat készitettiink [id.
Benké és mtsai 2012b]. A disztalis, teljes vastagbélbdl €s vékonybélbdl hasonlo
hosszusagl preparatumok keésziiltek. A készitményeket oxigenizaltuk (95% Oy,
5% CO, elegyével) és szervfiirddkben Krebs-Henseleit oldatban tartottuk 37 °C-
on. A szervek mozgésait a fent leirt modon regisztraltuk. Az elofeszités mértéke
a colonndl, ileumnal 7 mN, a gyomor fundusnal 5 mN volt. Egy 40 perces
nyugalmi idszak utan maximalis kontrakciot 30 umol/1 acetil-kolinnal valtottunk
ki, amit tobbszori kimosas kovetett. A patkany ileumon alkalmazott elektromos
stimulaci6 moédja és paraméterei a kovetkezok voltak: a négyszogimpulzus
amplitudoja: 60 V, szélessége: 0,1 ms volt; 30 masodpercen at alkalmaztunk 4
Hz-es ingerlést.

Az o,p-metilén ATP deszenzibilizalas menete a kdovetkezd volt: 15 umol/l-t
adtunk a fiirdébe 10 percre, majd ismét 15 umol/l koncentracidé kovetkezett 15
percre. A masodik beadas mar gyakorlatilag hatastalan volt. A tesztelt anyagokat
az a,B-metilén ATP jelenlétében adtuk be [Benko és mtsai 2005]. (Az o,B-metilén ATP
az ATP metabolikusan stabilabb analdgja, foként P2x receptorokat aktival.)

A kapszaicin tachyphylaxia a kovetkezOképp zajlott: 10 umol/l kapszaicint
adtunk be a szervfiirdébe 10 percre, majd kimostuk; ezt kovetdéen egy oOra
inkubaci6 kovetkezett tobbszori mosassal [Id. Barthé és mtsai 2004].
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Célunk volt specifikus szerotonin antagonistat, ill. kombinaciot talalni, ami
gatolja az exogén 5-HT hatasat a simaizomban, nem-specifikus hatasok nélkiil.
Az SB204070-et az 5-HT, receptor gatlasara [Alexander és mtsai 2018], aZ Y 25130-at
(azasetron) az 5-HT3 receptorok blokkolasara [Sato és mtsai 1992] alkalmaztuk. A

methysergid tobbféle szerotonin receptoron fejt Ki gatlast [Prins és mtsai 1997,
Mylecharane 1989].

A kontrakciok mértékét a maximalis Osszehtizodas szazalékdban adtuk meg, a
relaxéaciok szazalékos aranyat bizonyos preparatumokon a maximalis relaxacid
szazalékos aranyaban szamoltuk ki, amit a kisérlet végén beadott 10 umol/I
isoprenalinnal valtottunk ki. Alacsony ténusu szervek esetében viszont

el6kontrahdlo anyagot alkalmaztunk €s az alapvonalhoz vald visszatérést vettiik
100%-nak.

Felhasznalt anyagok

Cinnamaldehid /CINN/, allil-izotiocianat /AITC/ (Sigma); o,B-metilén ATP
(Tocris), atropin hydrochlorid (Sigma), PPADS (pyridoxalphosphate-6-
azophenyl-2'.4'-disulphonic acid tetrasodium salt) (Tocris), tetrodotoxin /TTX/
(Tocris), kapszaicin (Ashian Herbex Ltd.), indometacin (Sigma), acetil-kolin
(Sigma), szerotonin (Tocris), hisztamin (Sigma), propranolol hydrochlorid
(Sigma), suramin (Sigma), apamin (Sigma), TEA {tetraethyl-ammonium
chloride} (Sigma). L-NOA {NC-nitro-L-arginine}: (Sigma), A967079 ((1E,3E)-
1-(4-Fluorophenyl)-2-methyl-1-pentene-3-one oxime) (Tocris), HC030031 (2-
(1,3-Dimethyl-2,6-dioxo-1,2,3,6-tetrahydro-7H-purin-7-yl)-N-(4-
isopropylphenyl) acetamide) (Tocris), BCTC (4-(3-Chloro-2-pyridinyl)-N-[4-
(1,1-dimethylethyl)phenyl]-1-piperazinecarboxamide) (Biomol). SR140333 (1-
[2-[(3S)-3-(3,4-Dichlorophenyl)-1-[2-[3-(1-methylethoxy)phenyl]acetyl]-3-
piperidinyl]ethyl]-4-phenyl-1-azoniabicyclo [2.2.2] octane chloride) (Sanofi),
SR48968 (N-[(2S)-4-(4-acetamido-4-phenylpiperidin-1-yl)-2-(3,4-
dichlorophenyl)butyl]-N-methylbenzamide) (Sanofi), SR142801 (N-[1-[3-[(3R)-
1-benzoyl-3-(3,4-dichlorophenyl)piperidin-3-yl]propyl]-4-phenylpiperidin-4-
yl]-N-methylacetamide) (Sanofi), isoprenalin (Sigma), glibenclamid (Sigma),
methysergid  (Sandoz), SB204070  (8-Amino-7-chloro-2,3-dihydro-1,4-
benzodioxan-5-carboxylic acid, 1'-butyl-4'-piperidinylmethyl ester) (Tocris),
Y25130 (N-(1-Azabicyclo [2.2.2] oct-3-yl)-6-chloro-4-methyl-3-0x0-3,4-
dihydro-2H-1,4-benzoxazine-8-carboxamide hydrochloride) (Tocris),
prosztaglandin F, tris sé (Sigma).

A CINN ¢s az AITC Krebs-Henseleit oldatban keriiltek feloldasra. A vivéanyag
az atropin, tetrodotoxin, hisztamin, szerotonin, apamin, suramin, propranolol, a.,3-
metilén ATP, acetil-kolin, PPADS, TEA, L-NOA, Y25130, methysergid ¢és az
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isoprenalin esetében fiziologias NaCl oldat volt. Az indometacint, a prostaglandin
F.. IPGF,,/-t és a kapszaicint etanolban oldottuk fel. A BCTC, az A967079, a
HC030031, SR140333, SR48968, SR142801, glibenclamid és az SB204070
dimetil-szulfoxidban (DMSO) keriiltek feloldasra.

Felhasznalt anyagok a romai kamillaval végzett izolalt
szervi kisérletek soran

A kisérletsorozatban alkalmazott romai kamilla illéolaj az Aromax Zrt.-tdl
szarmazik, a kivonatokat a Szegedi Tudomanyegyetem Gyogyszerésztudomanyi
Kardnak Farmakognoziai Intézetében készitették; az alkalmazott eljarasok nem
képezik értekezésem targyat.

Az etanolos torzsoldat (RKE) az EMA Monografiaban szerepld eldirat alapjan
késziilt [EMA-HMPC, 2012]: 10,0 g ndvényi drogot 3 x 100 ml 70%-0s etanollal
extrahaltak ultrahangos vizflirdOben; liofilizalast kovetéen a szarazanyag-
tartalom 3,169% lett. A frakcionalas vakuum folyadékkromatografia segitségével
poliamid oszlopon tortént metanol—viz kiilonb6zé aranyu (20:80, 40:60, 60:40,
80:20, 100:0) elegyeivel, a frakciok kodja ennek megfeleléen: F20, F40, F60, F80
¢s F100.

A liofilizalt mintdkat a farmakologiai vizsgalatokhoz DMSO-ban oldottuk, elsé
Iépésben 200 mg/ml-es torzsoldatokat készitettiink, amelyeket sziikség esetén
tovabb higitottunk.

A kivonatok €s az illdolaj Osszetételének meghatarozasara HPLC és GC analizist
végeztek (részletesen lasd: Sandor, Mottaghipisheh ¢s mtsai 2018). Az altalunk
vizsgalt illoolaj f6 6sszetevoi a 3-metil-pentil-angelat, metilallil-angelat, 3-metil-
amil-izobutirat és 2-metil-butil-angelat, az alkoholos kivonat f6 komponensei az

eupafolin, Iuteolin, hiszpidulin és apigenin flavonoidok voltak [Séndor, Mottaghipisheh
és mtsai 2018].

Tovabbi anyagok: a,3-metilén ATP (Tocris), atropin (Sigma), prosztaglandin Fy,

tris s6 (Sigma), PPADS (Tocris), tetrodotoxin (Tocris). Kapszaicin (Ashian
Herbex Ltd.), indometacin (Sigma), acetil-kolin (Sigma), hisztamin (Sigma),
propranolol (Sigma), methysergid (Sandoz), SB204070 (Tocris), Y25130
(Tocris), isoprenalin (Sigma).

Az oldoszer az atropin, tetrodotoxin, Y25130, hisztamin, propranolol, o,f-
metilén ATP, acetil-kolin, PPADS, methysergid és az isoprenalin esetében
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fiziologias sdoldat volt. A PGF,,; az indometacin, a kapszaicin 96%-0s etanolban
kertiltek feloldasra; az SB204070-t DMSO-ban oldottuk fel.

Statisztikai modszerek

A dolgozatban az atlagok ¢s a hozzajuk tartozd kozépérték kozéphibaja (SEM)
vannak feltlintetve. Az ”n” az elemszamot jelentette.

Két fiiggetlen csoport 0sszehasonlitdsara a Mann-Whitney tesztet, ennél tobb
fliggetlen csoport adatainak Osszevetésére a Kruskall-Wallis tesztet és poszt-
tesztjét, a Dunn-féle tesztet alkalmaztuk. Két fiiggd minta csoport
Osszehasonlitasara a Wilcoxon-signed rank tesztet hasznaltuk.

Ha a P<0,05 volt; az eredményt szignifikansnak tekintettiik. A statisztikai tesztek
kiszamitasahoz a ,,GraphPad Prism 5” nevii szoftvert hasznaltuk.

Eredmények

|./a, AITC kontrahalo hatasa human vékonybélen:

Az AITC ténusos 0Osszehuzodast eredményezett az emberi jejunum
preparatumon. Mivel az AITC hatasa nem volt ismételhetd (a masodik beadas
rendre jelentdsen kisebb kontrakcidt eredményezett), fliggetlen csoportokat
alkalmaztunk, €és minden preparatum csak egyszer kapott AITC-t. Az
osszehuzodas mértéke koncentracio fiiggd volt a 100 és 600 pumol/l kozotti
tartomanyban.

Tetrodotoxin (0,5 umol/l) nem gatolta az AITC hatasat, de az AITC altal kivaltott

Osszehizddas szinte eltlint atropin (0,5 pmol/l) jelenlétében. Egy masik
muszkarin receptor antagonista, a szkopolamin, 30 nmol/l koncentracioban 68%-
os csokkenést eredményezett; 0,1 umol/l koncentracioban pedig teljesen gatolta a
kontrakciokat. Az AITC (300 umol/l) kontrahalo hatasat a kolinészteraz-inhibitor
fizosztigmin (50 nmol/l 20 perces kontaktusidével), jelentésen (43%-kal)
megnovelte (a kontroll, elokezelésen at nem esett, ugyanabbol a betegbdl vett
mintakkal 6sszevetve).

A purinerg receptorokat gatlo PPADS (50 umol/l) és suramin (100 umol/I) nem
befolyasolta az AITC kivaltotta Gsszehtizodasokat, de a TRPA1-antagonista
HCO030031 (30 umol/1) és A967079 (1 umol/l) jelentésen csokkentette azokat. A
HC030031 oldoszerének (DMSO) nem volt gatld hatdsa az AITC vélaszra,
szintigy a kapszaicin deszenzibilizacionak sem. A TRPV1/TRPMS8 receptor-
antagonista BCTC-nek [Benké és mtsai 2012a] (2 pmol/l), a ganglionbénitd
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hexamethoniumnak (100 pmol/l), vagy az indometacinnak (5 umol/l) sem volt
gatl6 hatésa.

|./b, AITC kontrahdlo hatdsa tengerimalac ileumon:

A kisérletek kezdetén beadott hisztamin maximum utdn egy 40 perces kimosasi

periodust kovetden, a szerotonin, vagy a TRPA1-izgatdo AITC 6sszehuzo hatasat
vizsgaltuk. Az 5-HT-t 20 masodpercre adtuk be a szervfiirdébe- kétszer, 40 perc
kiilonbséggel. A valaszok reprodukalhatonak bizonyultak. Az antagonistak
inkubacids ideje 20 perc volt a masodik szerotonin beadas elott. Az 5-HT 0,5-2
umol/l koncentracioban szubmaximalis kontrakciot okozott (a cél a maximalis
kontrakcié 50-70 %-énak elérése volt). A kontroll szerotonin valasz eldtt a
vizsgalt antagonistak oldoszerét is (ez az SB204070 esetében DMSO volt, a tobbi
kémiai agensnél fiziologias sooldat) beadtuk a szervfiirdobe, ami nem csokentette
a szerotonin okozta kontrakciokat. A szerotonin deszenzitizaciot 5 + 5 pmol/l
szerotonin beadasaval értik el, 5 perces kiilonbséggel. A masodik
deszenzibilizald6 koncentraci6 beadasa utan 10 perccel (mosas nélkiil), a
preparatumok nem kontrahaltak a tesztkoncentraciokra (0,5-2 pmol/l) —amik
elézbleg félmaximalis kontrakciot produkaltak. Az AITC kontaktusideje 2 perc
volt, ez alatt az 1d6 alatt az 6sszehuzo valasz teljesen kifejlédott, majd el is tiint.
A kisérletek egy részében, hosszanti izom-plexus myentericus preparatumokat
[Paton és Vizi 1969] hasznaltunk. Az eldfeszités mertéke itt 3 mN volt. A téringerlés
gyanant egyes impulzusokat alkalmaztunk- specificitasi vizsgalat céljabol (0,03
Hz). A vizsgalt szert folyamatos ingerlés alatt adtuk be. Az elektromos valaszok
teljesen eltiintek TTX-re (0,5 umol/l).

A szerotonin kivaltotta félmaximalis kontrakciok a fent leirt koriilmények kozott

ismételhetéek voltak (DMSO jelenlétében és anélkiil); a DMSO-nak nem volt
Osszehtizodast befolyasold hatasa. A methysergid (0,3 pmol/l), az SB204070 (2
umol/1), vagy az Y25130 (1 umol/l) enyhén, de szignifikansan csokkentette az 5-
HT keltette kontrakciokat. A harom antagonista kombinacidja majdnem teljes
gatlast okozott, a szerotonin kivaltotta 6sszehtizodasokban. A harom szerotonin
antagonista egylitt adasa a hosszanti izom-plexus myentericus preparatumokon is
majdnem teljes egészében eltlintette az 0Osszehtizodasokat. A szerotonin
deszenzibilizacio teljes egészében eltiintette a szerotonin okozta szubmaximalis
valaszokat, mind a teljes ileumon, mind a hosszanti izom-plexus myentericus
preparatumokon.
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Ellenben az AITC (200 umol/l) 6sszehuzo hatasat nem befolyasolta a harom 5-
HT antagonista kombinalt alkalmazasa vagy a szerotonin deszenzitizacié sem a
teljes vékonybélen, sem a hosszanti izom-plexus myentericus készitményeken. A
hosszanti izom-plexus myentericus preparatumokon —hasonléan a teljes
ileumhoz— az alkalmazott tetrodotoxin vagy atropin (0,5 pmol/l koncentraciéban
—mind a kettd) eltlintette az AITC (200 umol/l) altal okozott kontrakciokat. A
purinerg receptor gatldo PPADS (50 umol/l) a hosszanti izom-plexus myentericus
készitményeken is erdteljes gatlast okozott.

|./c, AITC kontrahalo hatdisa tengerimalac nyeldcsovon:

Az AITC valasztott koncentraciéja 1 mmol/l volt, ez szubmaximalis kontrakciot
okozott (minden preparatum csak egyszer kapott AITC-t). TTX (0,5 umol/l)
szignifikansan csokkentette a kontrakciokat: 44%-Kkal; az atropin ugyanakkor nem
csOkkentette az Osszehuzodésokat. Annak megitélése céljabol, hogy az AITC
szabadit-e fel tachykinineket, specifikus tachykinin NK receptor gatlokat
alkalmazunk. A tachykinin NK: receptorok blokkolasara az SR140333, az NK»
receptorok gatlasara az SR48968, az NKs receptorok inhibicidja céljabol pedig az
SR142801 nevii vegyiiletet alkalmaztuk. A 3 tachykinin-antagonista (SR140333
3 umol/l, SR48968 3 pmol/l és SR142801 0,1 umol/l) [Barthé, Lénsrd és mtsai 1999] @
DMSO kontrollhoz képest szignifikansan csokkentette az 6sszehuzodasokat 63%-
kal. A TRPAl-antagonista, 1 pmol/l koncentracioji A967079 nem okozott
jelentds valtozast a DMSO kontrollhoz képest.

I./d, AITC kontrahdlé hatdsa tengerimalac hiigyholyagon:

A kisérletekhez 200 upmol/l AITC-t valasztottunk. Az indometacin az
Osszehtizédasokban 37%-os, szignifikans mértékii gatlast okozott, a nagyobb

crc

specifikus gatlasok nélkiil.

|./le, AITC kontrahalo hatdisa tengerimalac légcsovon:

A kisérletekhez valasztott koncentracié az AITC 200 umol/l volt. Az antagonista

agensek (a muszkarin receptor blokkolo atropin; a fesziiltség-fliggd Na' csat.
blokkoldé TTX; a TRPA1 antagonista HC030031; a TRPMS és V1 gatlo BCTC;
valamint a purinerg receptor blokkold PPADS és a nem szelektiv ciklooxigenaz
gatl6é indometacin) nem voltak hatdsosak a trachea kontrakciokkal szemben, csak
a kapszaicin tachyphylaxia; amely 90%-os gatlast okozott.

|./f, AITC kontrahdlo hatdsa tengerimalac gyomor funduson:
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A valasztott AITC koncentracio 200 umol/l volt, ez szubmaximalis kontrakciot
okozott. Ismételhetdségét tekintve, 40 perc és tobbszori szervfirdé folyadékcsere
utan ismételt beadas csokkent kontrakciot okozott. Ezért az AITC-t a gyomor
fundusnak egyszer adtuk be. Atropin (0,5 umol/l) szignifikansan csokkentette a
kontrakciokat: 69 %-kal; a TTX (0,5 umol/l) ugyanakkor nem csokkentette az
0sszehuzodasokat. A Pz-purinoceptor gatlo PPADS szintén szignifikansan
csokkentette az 0sszehuzodasokat 68 %-kal.

~ o~~~ o~

I./g9, AITC relaxdlo hatdsa tengerimalac ileumon:

Az AITC-t 200 umol/l koncentracioban adtuk be a preparatumoknak. Atropin és
TTX (0,5 umol/l- mindkettd) jelen volt a szervfliirdékben, az AITC beadasa elott
szubmaximalis el6kontrahalas céljabol 0,2 umol/l hisztamint juttatunk a fiirdébe
[v.6. Sandor és mtsai 2019]. AZ AITC-t ez utan koriilbeliil 20 perccel egy platdéfazis
elérése utan egyszer alkalmaztuk —ismételhetdség hianyaban.

A relaxaciok farmakologiai hatterének pontosabb megitélése céljabol a
méhméregben is jelenlévd alacsony konduktancidju Ca** aktivalta K* csatorna
blokkold apamint [Vergara és mtsai 1998] (1 pmol/l); az ATP fiiggéd K* csatorna
blokkolo glibenclamidot (10 wmol/l) [Sun és mtsai 1994, Fujimoto és mtsai 2006] €S a
tetractilammoniumot (TEA: 1 mmol/l) [Suarez-Kurz és mtsai 1991] alkalmaztuk, ami az
idegi és a simaizmon 1€v0 [Fan és mtsai 1994] fesziiltség fliggé K* csatornak és nem
szelektiven a Ca** aktivalta K* csatorna gatlasra is alkalmas [Alexander és mtsai 2018].

A kapott eredmények alapjan csak a TEA-nak volt szignifikans gatlo hatdsa. A
propranolol nem szignifikans, enyhe gatlast okozott az elernyedésben.

I./h, AITC relaxalo hatasa tengerimalac vastagbélen:

A magas tonus miatt a vastagbélen el6kontrahalasra nem volt sziikség. AITC 200
umol/l koncentracioban fél-maximalis elernyedést okozott —ez a valasz nem volt
ismételhetd. A tovabbi kisérletekhez a valasztott AITC koncentracié ez volt.
Apamin enyhe, de szignifikans gatlast okozott, TTX 39%-0s; indometacin 15%-
os ¢€s a kapszaicin deszenzibilizacid 12%-o0s csokkenést valtott ki kontrolljadhoz
képest —amik szintén szignifikansak voltak.

I./i, AITC relaxdlo hatdsa tengerimalac vakbélen (taenia coeci):

A kisérletekhez valasztott AITC koncentracié 200 umol/l volt, ez a maximalis
elernyedés kétharmadat valtotta ki. Ez a hatds nem bizonyult ismételhetének, igy
az AITC-t a taenianak egyszer adtuk be. A nem-szelektiv kalium csatorna
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blokkolo tetraetil-ammoénium és a TTX egyarant szignifikans relaxacio
csokkenést valtott ki. A TEA igen jelentOs: 71%-os csokkenést okozott.

~ o~ o~~~

I./], CINN kontrahdlo hatisa tengerimalac ileumon:

Ismételhetdségét tekintve a CINN (200 umol/l) okozta 6sszehtizédés 40 perces
kiilonbséggel ¢és tobbszori szervfiirdd folyadékcsere utan —megbizhatéan
ismételhetdnek bizonyult, ezért a CINN-t kétszer adtuk be. Kisérleteink soran
atropin ¢€s tetrodotoxin 100%-0s, PPADS csaknem teljes, a,B-metilén ATP 90%-
0s, suramin 62%-0s csokkenést, A967079 60%-0s, HC030031 76%-os gatlast
okozott a kontrakciokban, el6bb felsoroltak mind szignifikdnsnak bizonyultak
[Sandor és mtsai 2019].

I./k, CINN kontrahalo hatdasa tengerimalac nyelécsovon:

Az ismételhetdség a masodik CINN beadas el6tti alaptonus emelkedés miatt nem

volt megbizhatd, igy a masodik CINN beadastol eltekintettiink. A CINN
koncentraciéja 1 mmol/l volt ez szubmaximalis (50-70 % kozotti) kontrakciot
okozott. Az atropin vagy a TTX (0,5-0,5 umol/l) nem csékkentette a kontrakciok
mértékét. A Kkapszaicin tachyphylaxia viszont eltordlte a CINN okozta
kontrakcidkat [Sandor és mtsai 2019].

1./l, CINN kontrahadlo hatdsa tengerimalac hugyholyagon:

A rossz ismételhetdség miatt a CINN-t egyszer adtuk be holyagnak —szintén 200
umol/l koncentracidban, az antagonistakat ez elétt 20 perccel alkalmaztuk. A
kapszaicin deszenzibilizalas kb. 70%-os gatlast okozott a CINN kivaltotta
0sszehuzodasokban tengerimalac hugyhdlyagon, a tobbi kezelésnek (a muszkarin
receptor blokkold atropinnak; a fesziiltség-fliggd Na* csat. blokkold TTX-nek; a
TRPAL antagonista HC030031-nek és A967079-nek; a TRPMS és V1 gatld
BCTC-nek; valamint a purinerg receptor blokkolo PPADS-nek és az a,B-metilén
ATP deszenzibilizacidonak) nem volt hatasa [Sandor és mtsai 2019].

I./m, CINN kontrahalo hatdsa tengerimalac légcsovon:

A Kkisérletekhez valasztott koncentracio az CINN 200 umol/l volt. A muszkarin
receptor blokkold atropin a trachea Osszehuzodasokat negyedére csokkentette,
mig a kapszaicin deszenzibilizalas 88%-kal gatolta a kontrakciokat. A tobbi
kezelésnek (a fesziiltség-fiiggd Na' csat. blokkold6 TTX-nek; a TRPMS és V1
gatlo BCTC-nek; valamint a purinerg receptor blokkolé6 PPADS-nek) nem volt
hatasa [Sandor és mtsai 2019].
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I./n, CINN relaxdlo hatdsa tengerimalac ileumon:

A CINN-et 100 pumol/l koncentracioban alkalmaztuk a preparatumoknak.
Atropin és TTX -—egyarant 0,5 umol/l koncentracidban— is jelen volt a
szervflirdékben, a CINN beadésa eldtt szubmaximalis el6kontrahélés céljabol 0,2
umol/l hisztamint adtunk a szervfiirdébe. A CINN-t ez utan koriilbeliil 20 perccel
egy platofazis elérésekor alkalmaztuk. A tovéabbi kisérletekhez valasztott
koncentracié 100 umol/l volt. Ismételt beadasnal a CINN okozta elernyedés 40
perces kiilonbséggel €s tobbszori szerviiirdd folyadékcsere utan —a valaszott
koncentracioban— megbizhatéan ismételhetdnek bizonyult, ezért a CINN-t kétszer
adtuk be. A vékonybél relaxaciot TEA 21%-kal, szignifikansan csokkentette, a
tobbi antagonistanak vagy agensnek, ill. a kapszaicin tachyphylaxianak nem volt
hatasa a CINN kivaltotta inhibitoros valaszra [Sandor és mtsai 2019].

I./0, CINN relaxdloé hatdsa tengerimalac vastagbélen:

A kisérletekhez valasztott koncentracidé 200 umol/l lett. A maximalis relaxéciot
a kisérlet végén 10 pmol/l isoprenalinnal valtottuk ki. A rossz ismételhetdség
miatt, az antagonistakat 20 perccel az egyszer beadott CINN el6tt adtuk a
szervfiirddbe. A TTX, a PPADS ¢€s az apamin nem gatolta az elernyedéseket.

I./p, CINN relaxdlo hatdsa tengerimalac hiigyhdlyagon:

A CINN-t 200 umol/l —kontroll- koncentracioban adtuk a preparatumoknak. A
CINN beadasa el6tt félmaximalis elékontrahalas céljabol 10 pmol/l hisztamint
juttatunk szervfiirddbe. Az CINN-t ez utan koriilbeliil 20 perccel egy platofazis
elérése utan adtuk be. A CINN elernyedést hozott 1étre, amelynek mértéke
csokkent ismételt alkalmazis sordn. A CINN okozta relaxaciot a kapszaicin
deszenzibilizaldss nem csokkentette szignifikans mértékben oldoszeres
kontrolljahoz képest [Sandor és mtsai 2019], & T T X-nek és az apaminnak sem volt gatlo
hatdsa az elernyedésekre.

1./, CINN relaxdlo hatisa human vékonybélen:

A CINN —200 pmol/l- a human simaizom készitményeken csak elernyesztd
hatassal birt. Ennél alacsonyabb koncentraciok nem voltak hatdsosak. A relaxacid
pontosabb vizsgalata céljabol PGF2e-val (1 pmol/l) kivaltott elékontrakciot
alkalmaztunk —mivel alacsony tonusu ez a szerv. (A szubmaximalis valaszt az
acetil-kolin maximumhoz hasonlitottuk —eclétte a bél elokezelést nem kapott, a
PGF2q kontaktusideje 20 perc volt, a plato-fazis eléréséig; a relaxacid szazalékos
meghatarozasahoz itt is a PGF2« beadéas elotti alaptonus és a platdé kozotti
tavolsagot vettiikk 100%-nak.) Az ismételhetéség nem bizonyult kivihetonek, ezért
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a CINN egyszer adtuk be. A human jejunum elékontrahalt készitményeken TTX,
TEA, kapszaicin deszenzibilizacio vagy az A967079 (1 umol/l) nem csokkentette
a CINN hatasara bekdvetkezd elernyedést, sem a korkords, sem a hosszanti
izmon.

I./r, CINN relaxdlo hatdsa tengerimalac vakbélen:

A prekontrakci6 nélkiili tengerimalac vakbél-taenian a CINN koncentraciofiiggd
elernyedéseket okozott.

1. A rémai kamillaval végzett kisérletek a romai kamilla népi gyogyaszatban leirt
gorcsoldo hatasat voltak hivatottak vizsgdlni, mivel eddig izolalt szervi
koriilmények kozott nem igazoltak simaizom relaxalo-hatésat. Kisérleteinkkel a
novény hagyomanyos kivonatanak (RKE), viz-alkohol elegyével eldallitott
frakcioinak, illoolajanak és négy flavonoidjanak hatéasait probaltuk kideriteni. A
novény kivonatanak fitokémiai elemzése (amelynek részletei nem képezik a jelen
dolgozat targyat) 4 flavonoid jelenlétét igazoltak: az apigenin, a luteolin, az
cupafolin és a hiszpidulin [Sindor, Mottaghipisheh és mtsai 2018]. Az izolalt szervi
kisérletek a novény vizes-alkoholos kivonataval; ennek frakcioival (F20, F40,
F60, F80 ¢és F100-as); a négy flavonoiddal (apigenin, eupafolin, hiszpidulin és
luteolin); valamint az illoolajaval torténtek, in vitro (izolalt szervi kisérletekben),
,.talélo” simaizomszerveken.

A tengerimalac ileumon az RKE vizsgalatok 60 pg/ml koncentracioval
torténtek. A valtozo ismételhetéség miatt az RKE-t csak egyszer adtuk be minden
preparatumnak. Egy allatbol csak két készitményt haszndltunk ugyanarra a
kisérletre. A muszkarin receptor-blokkolo atropin jelentdsen csokkentette a
kontrakciokat. A fesziiltség-fliggd Na® csatorndk blokkoloja, a TTX szintén
szignifikansan gatolta az 6sszehtizodasokat. A purinerg-rendszer gatlasa céljabol
PPADS-t alkalmaztunk. PPADS 50 pumol/l nem gatolta a kontrakciot. A
szerotonin receptorok gatlasa sem hozott csokkenést a kontrakciokban [Sandor és
mtsai 2016b]. A specifikus 5-HTs receptor-blokkold Y25130 1 umol/l, a specifikus
5-HT: receptor-blokkoldo SB204070 1 umol/l, illetve a methysergid 0,3 umol/l
egyiittes adasa nem csokkentette az Osszehtizodasokat. A kapszaicin-érzékeny
afferens  i1degvégzddések  funkciondlis  gatldsa  céljabol  kapszaicin
deszenzibilizaciot alkalmaztunk [id. Barthé és mtsai 2004; Barthé és mtsai 2013]. Majd
ezutan adtuk be az RKE-t a fenti koncentracioban. Ezzel a kisérlettel
parhuzamosan alkoholos kontrollt alkalmaztunk, az etanol koncentracidja a
szervfirdében 0,5 pl/ml volt. Az alkoholos kontroll és a kapszaicinnel kezelt
csoport Osszehtizodasa kozott nem volt 1ényeges kiillonbség. A nem-szelektiv
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ciklooxigenaz gatld indometacint 3 umol/l koncentracioban adtuk, oldoszer
kontrolljaval parhuzamosan. Az etanol koncentracigja 0,3 ul/ml volt. Indometacin
jelenlétében az RKE kivaltotta 6sszehtizédés csokkent az alkoholos kontrolljdhoz
képest. A Mann-Whitney teszt szignifikans kiilonbséget jelzett az indometacin €s
oldoszer kontrollja kdzott.

Az RKE relaxal6 hatasat ileumon atropin és TTX (0,5-0,5 umol/l) jelenlétében
mértiik, hisztamin (0,2 pumol/l) el6kontrahalas utan. Koriilbeliil 20 perces
varakozast kovetden, a platdfazis (maximalis spazmus kortlbeliill 50-70%-a)
hogy 0t esetben az elernyedést egy enyhe kontrakcido vezette be, mely a
regisztratumon tiiske-szerti volt és nem haladta meg a maximalis 0sszehuzodas
5%-at./ A propranololnak és az L-NOA-nak is 40 perces kontakt ideje volt. A
Kruskall-Wallis teszt poszt-tesztje (Dunn) nem talalta szignifikansnak a
kiilonbséget a propranolollal, vagy a L-NOA-val kezelt csoportokban a kontroll
csoporthoz képest.

A romai kamilla ill6olaj 10 pg/ml koncentraciéban az ingerlésre adott ,,twitch”
valasz amplitadojat (0,05 Hz) 32,5 %-kal csokkentette az ileumon. Wilcoxon féle-
signed rank teszt szignifiknsnak talalta a kiilonbséget. Onmagaban adva a rémai
kamilla illoolajat 1 pg/ml, 10 pg/ml és 30 pg/ml illdolaj sem okozott kontrakciot
tengerimalac ileumon. A hisztamin (0,2 umol/l) altal kivaltott prekontrakcio utan
megvizsgaltuk a kamilla ill6olajanak relaxal6 hatasat atropin €s TTX jelenlétéeben
¢és azok nélkiil. A relaxaciokat szignifikdnsnak talaltuk 1 pg/ml, 10 pg/ml illdolaj

s

nem; a kontroll csoporthoz képest.

A kiilonb6z6 romai kamilla frakciokat, tobbféle koncentracidban probaltuk ki a
kontrahal6 hatas vizsgalata soran ileumon. Az F60, F80, F100 frakciokban is a
magasabb koncentraciok felé lathato, lefelé tartd koncentracio-hatas 6sszefliggést
talaltunk.

A kiilonb6z6 romai kamilla frakcidkat, tobbféle koncentracidban probaltuk ki az

elernyesztd hatas vizsgalata soran ileumon. A rémai kamilla frakciok relaxalod
hatasat /atropin és tetrodotoxin jelenlétében (0,5 umol/l —mindkettd) /
jelenlétében hisztamin (0,2 umol/l) prekontrakcié utan mértiik. Az F60, F80,
F100 frakciokban is a magasabb koncentraciok felé kifejezettebb relaxald hatast
tapasztaltunk.

A romai kamilla flavonoidjainak ileumon val6 kontrahald hatasat vizsgalva, azt
talaltuk; hogy 1 umol/l koncentracidban a flavonoidok nem valtottak ki
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kontrakciodt, de 10 umol/l koncentracidban mar volt mérsékelt hatasuk: 20-35 %-
os kontrakciot eredményeztek. A hisztaminnal eldkontrahalt, atropinnal és TTX -
el (0,5-0,5 umol/1) kezelt ileumon a rémai kamilla flavonoidjai relaxaciét hoztak
létre hasonl6 hataserdséggel, mint az 6sszehtizodasnal tapasztaltak.

crer

kontrahal6 hatasat vizsgaltuk. A szenzoros idegvégzodések funkcionalis gatlasara
kapszaicin deszenzibilizaciot alkalmaztunk. Ezutan adtuk be az RKE-t 200 pg/ml
koncentracioban. Ezzel kisérlettel parhuzamosan alkohol és id6 kontrollt
alkalmaztunk, az oldészer koncentracidja a szervfiirddben 0,5 ul/ml volt. Az
alkoholos kontrollhoz képest a kapszaicinnel kezelt csoportban a RKE altal
okozott 6sszehuzodasok kortilbeliil a felére csokkentek.

Az RKE relaxalo hatasat tengerimalac hugyholyagon atropin és TTX (mindketto:

0,5 umol/l) jelenlétében, valamint — a holyagban 1évo purinerg izgatd valaszok [ld.
Barth6 és mtsai 2004, Merrill és mtsai 2016] kivédése cé€ljabol- o,B-metilén ATP
deszenzibilizalas utan mértiikk hisztamin (1-3 pumol/l) el6kontrahalas utan, a
elernyedés kb. kétharmadat eredményezte. A DMSO kontroll (1 pl/ml) nem
okozott relaxaciot.

A romai kamilla illoolaj szintén csak elernyeszt6 hatassal birt hugyholyagon,;
kontrakciét a 0,1-10 pg/ml koncentracid-tartomanyban nem okozott. Az
elernyedés vizsgalatahoz szubmaximalis (50% koriili) el6kontrakciot értiink el
hisztaminnal (10-20 umol/l), majd a platofazist elérve adtuk be a romai kamilla
ill6olajat. Az illéolaj kiilonbozé koncentracidinak beaddsa utan nem volt
bevezeto, tiiskeszerli kontrakcid sem. A 10 pg/ml koncentracioju illoolaj kétszer

s

Human vékonybél hosszanti készitményeken RKE kontrahalé hatasa: Az
0sszehuzo hatast 20 pg/ml és 200 ug/ml koncentraciéban vizsgaltuk. A nagyobb
koncentraciot kétszer adtuk be 40 perces kiilonbséggel tobbszori mosas utan, ami
nem bizonyult ismételhetdnek. A 200 pg/ml koncentraci6 hatasat TTX kb. felére
csokkentette; ez a gatlas szignifikdnsnak bizonyult. A megel6zd kisérleteink
igazoltak, hogy atropin jelenlétében ezek a kontrakcidk szintén csokkennek.

RKE relaxalo hatasa human vékonybél hosszanti készitményeken: Atropin és
tetrodotoxin (0,5 umol/l) elékezelés utan 20 perccel PGF2q-val (1-2 umol/l)
eldidézett szubmaximalis elOkontrakciot kovetden tortént a vizsgalat. A 200
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kontroll nem okozott valtozast.

Human vékonybél korkords készitményeken Az RKE kontrahalo és relaxald
hatasa hasonlo volt a longitudinalis preparatumokon kapott eredményekhez, de itt

crcr

A human vékonybél hosszanti simaizmon az ill6olaj relaxaléd hatasat vizsgaltuk,
mivel az ill6olaj a —mar emlitett— harom koziil semelyik koncentracidban nem
okozott 6sszehtizodast. Az illdolaj relaxald hatasat atropin és tetrodotoxin (0,5
umol/l) eldkezelés utan PGF2o-val (1-2 pmol/l) eldidézett eldkontrakciot
kovetden vizsgaltuk, a nagyobb koncentracio felé kifejezettebb elernyedéseket
tapasztaltunk.

A patkany ileumon, vastagbélen, acetil-kolinnal elokontrahalt gyomor funduson
az illoolaj szintagy csak relaxaciot okozott; a vékonybélen a 4 Hz-es 30 s-ig tarto
sorozatingerlést szintén 10 pg/ml koncentracidban szignifikansan csokkentette. A
DMSO kontrollok nem okoztak semmilyen valtozast.

Megbeszéles

- I./a, A kisérleti munkaink egyik célja volt az AITC hatasainak vizsgalata az
emberi jejunum (idegeket is tartalmazo) hosszanti és korkords simaizom-
preparatumokon. Az eredmények arra engednek kovetkeztetni, hogy az AITC
HC030031- ¢és  A967079-érzékeny  receptorokon  keresztil  okoz
simaizomkontrakciét human vékonybélen. A valaszban kolinerg mechanizmus
részt vesz, a —Na'-csatorndk altal kozvetitett— idegvezetés viszont nem. A
fentiekbdl az alabbi kovetkeztetést tudjuk levonni: az AITC az emberi jejunumot
valosziniileg @ TRPA1 receptoron at kontrahalja. A kapszaicin-szenzitiv idegek
nem vesznek részt a folyamatban; mivel a kapszaicin nemcsak a TRPV1
receptorokat, hanem az egész idegvégzddést is funkcioképtelenné teszi [Maggi és
mtsai 1990, Barthé és mtsai 2004]. Mig a tengerimalac ileumon a purinoceptor-
antagonistak gatoljdk az AITC hatasat, addig human jejunumon nem
befolydsoljdk az AITC kivaltotta 0Osszehuizodast. Tehat a human jejunum
simaizom preparatumokon az atropin ¢és szkopolamin meglepd gatldo ¢és a
fizosztigmin serkentd hatdsa arra enged kdvetkeztetni, hogy az AITC —TRPA1
csatornakon 4t— kolinerg mechanizmust aktival; ez a folyamat nem igényel idegi
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vezetést. Egyik lehetséges magyarazat erre, hogy a kolinerg idegvégzodéseken
TRPAI1 receptorok talalhatok, amelyek acetil-kolint szabaditanak fel.

- I./b, Az enterokromaffin sejtekb6l szarmazo szerotonin Nozawa és munkatarsai
[Nozawa 2009] allitasa szerint felelos a TRPA1-aktivator €s szenzoros stimulans
AITC kontraktilis hatasaért a tengerimalac vékonybélben. Kisérleteinkben az
idegi hatas kozvetitette Osszehizodast nem gatolta a methysergid (széles
spektrumu 5-HT antagonista; 0,3 umol/l), az Y25130 (azasetron, 5-HT3 receptor
antagonista; 1 umol/l) és az SB204070 (5-HT,4 receptor antagonista; 2 umol/l)
kombinacidja vagy a szerotonin receptor deszenzibilizacio, mindezek viszont
gatoltak az exogén szerotonin kivaltotta 6sszehuzodast —nem-specifikus hatdsok
kivaltasa nélkiil. Az AITC o6sszehtizodast valtott ki a hosszanti izom-plexus
myentericus preparaitumokon, amely hatas teljesen rezisztens volt az 5-HT
receptor antagonistakra. A hosszanti izom-plexus myentericus preparatumokon
kapott eredmények hasonldak voltak, mint a teljes ileumon latottak. A szenzoros
1zgatd kapszaicin kontrahald hatasat [id. Barthé és mtsai 2004] Sem befolyasoltak az 5-
HT —antagonistak, vagy az 5-HT deszenzibilizacié, ami azt bizonyitja, hogy az 5-
HT nem jatszik szerepet ennek a TRPV1 receptor agonistanak a hatdsaban. A fenti
harom 5-HT antagonista alkalmazott koncentracidi joval a szakirodalom altal
eldzetesen leirt ICso értékek felett voltak [Prins és mtsai 1997, Alexander és mtsai 2018, Sato
és mtsai 1992, Mylecharane 1989, Borman és mtsai 1995]. A szerotonin deszenzibilizalas
szintén hatékony volt az exogén szerotonin hatas gatlasaban.

Tehat, Nozawa és munkatarsai [Nozawa 2009] Szerint a TRPA1 csatorna aktivalo
AITC a tengerimalac vékonybelet az enterokromaffin sejtekbdl felszabadulo
szerotonin révén kontrahdlja. Feltételezésiik alapja az volt, hogy az 5-HTs3
receptor antagonista ramosetron erételjesen gatolta az AITC kivaltotta
Osszehtizodast. Ellenben a mi jelenlegi megfigyelésiink nem tamasztja ala az
AITC 5-HT altali izgatdé hatasat, sem a bélnyalkahartya szerepét az AITC-
hatasban. Sem az 5-HT antagonistak, sem pedig az 5-HT deszenzibilizacié nem
csokkentette az AITC hatasat a teljes ileumon tovabba az AITC szintén
Osszehlzta a ,,strip” preparatumokat [v.6. Donnerer és Liebmann 2017] €s ezt a hatést
szintén nem befolyasoltak az 5-HT-antagonistak vagy az 5-HT deszenzibilizacio.
El6z6, munkacsoportunk altal végzett kisérletekben az AITC a tengerimalac
vékonybélen idegi mechanizmuson alapuld, kolinerg kontrakciokat okozott,
amelyben részt vett purinerg mechanizmus [Barthé és mtsai 2013]. M0OSt hasonlo gatld
hatast talaltunk a P2 purinoceptor antagonista PPADS [Alexander és mtsai 2018]
esetében a hosszanti izom-plexus myentericus készitményeken. Osszegezve:
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eredményeink nem tdmasztjak ald a szerotonin (és a nyalkahartya) szerepét az
AITC kivaltotta 6sszehuzodasokban tengerimalac vékonybélen.

- I./c, Valoszinii, hogy az AITC a tengerimalac nyel6csévon részben neuralis
mechanizmuson at, idegvégzodésekbdl tachykininek felszabaditasa révén fejti ki
kontrahald hatasat; az axonalis fesziiltség-fiiggd Na* csatorna gatld tetrodotoxin
¢s a tachykinin NK receptor blokkolok gatlo hatasa miatt; tovabba az AITC nem
kozvetleniil muszkarin receptoron hat a simaizomsejten. Hatdsaban tehat kolinerg
mechanizmus, vagy direkt TRPAL receptoron kifejtett hatas valdsziniileg nem
jatszik szerepet, az atropin, ill. a specifikus TRP receptor gatlo hatastalansaga
miatt.

- I/d, Tengerimalac holyagon az AITC okozta 0sszehuzodasban a
prosztanoidoknak lehet szerepe, az indometacin hatasossaga miatt. Az A967079
TRPAl-antagonista a legmagasabb altalunk alkalmazott koncentracioban nem
specifikus hatdsok kivaltasa nélkiil gatolta az AITC altal kivaltott 6sszehtizodast.
A két mechanizmus 6sszefiiggését kapacitas hianyaban nem vizsgaltuk.

- I./e, Tengerimalac trachean az AITC altal kivaltott 6sszehuzodasok érzékenyek
voltak kapszaicin deszenzibilizaciora; lehetséges, hogy az AITC tachykininek
(SP, neurokinin A) felszabaditasa utjan at fejti ki kontrahalo hatasat. Nincs
szerepiik a fesziiltség-fliggd Na' csatornaknak, sem a P2 purinoceptoroknak, sem
pedig az M3 muszkarin és —a BCTC ill. a HC030031 hatastalansaga alapjan— a
TRPV1 és TRPAI receptoroknak sem. Az indometacin nem szignifikans gatlasa
miatt a prosztanoidoknak sem valdszinii a szerepe.

- I./f, A gyomor funduson AITC altal kivaltott kontrakcidban szerepe van az
acetil-kolin felszabadulasnak. Az acetil-kolin a plexus myentericus kolinerg
neuronjaibol szabadulhat fel és a simaizmot muszkarin receptoron keresztiil
kontrahdlja, de részben purinerg mechanizmus is kozre jatszik. Elképzelhetd,
hogy az AITC PPADS-érzékeny purinoceptorokat aktival, ezek magukon a
kolinerg motoneuronok idegvégzddésén helyezkednek el [v.s. Sandor és mtsai 2016a],
ez vezet az acetil-kolin felszabadulasahoz. Ezt a hipotézist korabban

munkacsoportunk tengerimalac vékonybélen végzett kisérletek soran felvetette
[Bartho és mtsai 2013].

~ e~~~ o~

- 1/g, Az elokontrahalt tengerimalac vékonybélen az AITC kivaltotta
relaxécioban [Donnerer és Liebmann 2017] @ fesziiltség fliggd és Ca*™ aktivalta (TEA-
érzékeny) K* csatornaknak lehet szerepe. Nem jatszanak szerepet az AITC
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kivaltotta relaxacioban az ecldkontrahalt vékonybélen a TRPAL receptorok
(specifikus gatlok hatastalansaga alapjan), szintugy a TRPV1 receptor sem, sot
valdszinlileg a kapszaicin-érzékeny idegvégzodések sem. A P2 purinoceptorok
(specifikus gatlo: PPADS nem hatott) vagy az NO (L-NOA hatastalan volt) sem
kozvetiti az elernyedéseket az ileumon. Az adrenerg P2 receptoroknak sem
valoszinli a szerepe (Pi, P2 receptor nem szelektiv géatldé propranolol nem
szignifikans gatlasa alapjan).

- I./h, Tengerimalac disztalis colonon az AITC elernyeszté hatasat idegvezetés
utjan at fejti ki, a fesziiltség-fliggd Na* csatorna blokkold6 TTX hat4sossaga
alapjan. Bar az apamin, illetve az indometacin és kapszaicin az oldoszeres
kontrolljdhoz képest statisztikailag szignifikdns csokkenést okozott az AITC
kivaltotta elernyedésekben, ez az enyhe kiillonbség bioldgiailag nem latszik
jelentdsnek. A hatasban nem jatszik szerepet a TRPA1 receptor, mivel a
specifikus antagonista nem gatolt. Az AITC szintén nem a purinerg rendszeren
keresztiil hat a vastagbélben.

- L./i, A tengerimalac vakbél-taenian az AITC kivaltotta relaxacidban szerepe van
az 1degvezetésnek ¢s a fesziltseg-fliggd, valamint a Ca** aktivalta K*
csatornaknak.

(Az AITC az el6kontrahdlt hugyholyagon sem okozott relaxdciot, csak
kontrakcidt.)

~ ,~—~ o~~~

- L./}, Tengerimalac ileumon a CINN kontrahalé hatasat részben purinerg-
mechanizmus, és muszkarin receptorok utjan fejti ki; szerepe van benne az
axonalis vezetésnek ¢és a TRPAL receptor aktivacionak, de a pontos mediacié még
tisztazasra szorul [Sandor é mtsai 2019]. Az A967079 (TRPAZl-antagonista)
tengerimalac vékonybélen, 0,3 umol/l koncentracidban nem-specificus hatasoktol
mentes volt. A 3-10 umol/l koncentracidétartomanyban a szer nem-specifikus
hatasokkal birt, ezért ennek tovabbi alkalmazasat elvetettiik. Ezek a specifikussagi
vizsgalatok is hasznosak lehetnek mas kutatok szamara TRPA1-gyel kapcsolatos
kisérleteikhez.

- I./k, A CINN a tengerimalac nyel6csovon 6sszehuzodasokat hozott 1étre, amely
fliggetlen volt az idegvezetéstdl, illetve nem-kolinerg mechanizmus jatszik benne
szerepet, a kapszaicin tachyphylaxia viszont eltiintette —teljes mértékben— a
kontrakcidkat [Sandor és mtsai 2019]. Lehetséges, hogy a CINN tachykinint szabadit
fel a szenzoros idegvégzO0deésbol [Barthé, Lénard és mtsai 1999], €z pedig direkt mddon
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kontrahalja a simaizmot. Tovabbi részletesebb farmakoldgiai elemzésre egyeldre
nem volt lehetdséglink.

- L./l, Tengerimalac holyagon CINN altal kivaltott 6sszehtizodasok érzékenyek
voltak kapszaicin deszenzibilizaciora, igy valdszinlileg kapszaicin-érzékeny
idegek aktivalasa Utjdn jonnek 1étre [Sandor és mtsai 2019]. Lehetséges, hogy a CINN
tachykininek felszabaditasa utjan at fejti ki kontrahald hatasat, de TRPAL és
TRPV1 receptor aktivacigjatol fliiggetleniil, mivel ezek specifikus antagonistai
hatastalanok voltak. A szokatlannak latsz6 mechanizmus elemzése tovabbi
vizsgéalatokat igényel. Tovabba az Osszehiizd6 hatds nem fligg a purinerg
rendszertdl, az idegvezetéstdl, valamint a kozvetlen simaizomsejten kifejtett
kolinerg hatastol.

- I./m, Tengerimalac trachean CINN altal kivaltott 6sszehtizodasok érzékenyek
voltak kapszaicin deszenzibilizaciora [Sandor és mtsai 2019]; valoszini, hogy a CINN
—TRPA1 receptor aktivacio utan— a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésbol
tachykininek felszabaditdsa ttjan at fejti ki kontrahalé hatasat. A vélaszban a
muszkarin receptornak is szerepe van. Elképzelhetd, hogy a tachykinin kolinerg
motoneuronokat aktival az axon terminalis részén, amelyek igy acetil-kolin
felszabaditas utjan 6sszehtizzak a simaizmot. (A folyamatban nem vesz részt az
idegvezetés, a P2 receptorok és a TRPV1 receptor aktivacio sem —a tetrodotoxin,
a PPADS és a specifikus TRPV1/TRPMS gatlo BCTC hatastalansaga alapjan.)

~ ,— o~~~

- L/n, Tengerimalac eldkontrahalt ileumon CINN koncentraciofiiggd és
reprodukalhatd elernyedést okozott. A vékonybélen a CINN kivaltotta
relaxacioban bizonyos mértékig szerepet jatszhatnak a TEA-érzékeny K*-
csatornak. Nem jatszanak viszont szerepet a CINN kivaltotta relaxacidban a
TRPAL receptorok (specifikus gatlok hatastalansaga kovetkeztében); a kapszaicin
érzékeny idegvégzodésekbdl felszabadithato transzmitterek [id. Barthé és mtsai 2004];
a P2 -purinoceptorok (specifikus gatlo: PPADS nem hatott), vagy (az NO-szintaz
gatld hatastalansaga alapjan) az NO-nak, valamint az adrenerg B receptoroknak
sincs szerepe az elernyedésben (Bi-, B2 receptor nem-szelektiv gatldo propranolol
hatéastalan volt) [Sandor és mtsai 2019].

- I./o, Tengerimalac colonon a CINN okozta relaxaciok hatterében nem sikeriilt
az axonalis fesziiltség-fliggd Na* csatornak, P2-purinerg receptorok, vagy a kis
konduktanciaju, apamin-érzékeny K* csatornak szerepét igazolni.
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- L/p, Tengerimalac elékontrahalt hugyhdlyagon CINN koncentraciofiiggd
elernyedést okozott, ezt sem apamin, sem TTX, sem a Kkapszaicin
deszenzibilizalas [Sandor és mtsai 2019] nem csokkentette. Ebbdl kovetkeztik, hogy a
hatasédban nincs szerepe az idegi fesziiltség-fiiggd Na* csatorndknak, sem az SK
Ca*™ aktivalta K*-csatornaknak; sem a CGRP (calcitonin gene-related peptide/
kalcitonin génhez rendelt peptid) relaxald hatasanak [id. Barthé és mtsai 2004].

- 1./, A human jejunum el6kontrahalt készitményeken a CINN kivaltotta
elernyedésben nincs szerepe az idegi fesziiltség-fliggé Na* csatornaknak, sem a
fesziiltség-fiiggd, ill. Ca™ aktivalta K*-csatornaknak, a TRPAl vagy TRPV1
receptornak; sem a korkords, sem a hosszanti izmon. (Tovabbi farmakologiai
vizsgalatok nem torténtek.)

I1. Az RKE hatasai. A vizes-alkoholos kivonatnak mind stimulald, mind relaxalo
hatasa volt a tengerimalac vékonybélen. A mérsékelt és atmeneti kontrahalo hatas
atropinnal (az acetil-kolin muszkarin receptorainak blokkoloja) valé gatolhatdsag
1s megerdsitett. Habar a kapszaicin, mint az érzd idegvégzdodések TRPV1
receptorainak stimulalo anyaga (amelyeken keresztiil az “helyi efferens” valaszt
valt ki) kolinerg 6sszehuzodast okoz a tengerimalac vékonybél preparatumokon
[ld. Barthé é mtsai 2004], a Kkapszaicin-érzékeny afferens rostok kapszaicin
tachyphylaxiaval valé blokkolasa nem gatolta meg az RKE ileumon valo
0sszehuzo hatasat. Az endogén prosztanoidok modulaléd hatasat veti fel az, hogy
az RKE 06sszehtiz6 hatdsat mérsékelten, de szignifikansan csokkentette a
ciklooxigenaz gatldé indometacin. Mas farmakologiai gatlé szereknek nem volt
gatld hatdsa, ezért feltételezziik, hogy sem az endogén szerotonin, sem PPADS
érzé¢keny purinerg mechanizmus nem jatszik szerepet az RKE kontrahalo
hatasaban. Meg kell jegyezniink, hogy mind a szerotonin, mind az ATP, vagy P2x
receptor agonista a,B-metilén ATP képes kolinerg 0sszehuzodasok kivaltadsara a
tengerimalac ileumon [1d. Benké és mtsai 2005; Barthé és mtsai 2006; Sandor és mtsai 2016b].

Az RKE atropin és tetrodotoxin jelenlétében tartos elernyesztd hatast mutatott a
tengerimalac vékonybél elékontrahalt preparatumain. Az atropin és TTX
hasznalatat az indokolta, hogy a vizsgalat targya a simaizom-sejteken kozvetlen
modon kifejtett hatds vizsgélata volt. (Hasonld elernyesztd hatast kaptunk
azonban tajékozodo kisérleteink soran atropin és tetrodotoxin hianyaban is). Az
RKE 06sszehtizodast kivaltd koncentraciolr durvan megegyeztek az elernyedést
kivaltokéval. A relaxalo hatas kivaltd helye tehat a simaizmon magan van. Sem
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az adrenerg [ receptor-antagonista propranolol, sem a nitrogén monoxid-szintaz
inhibitor NC-nitro-L-arginin nem gétolta szignifikansan a kivonat relaxal hatasat;
ezért nem talaltunk arra bizonyitékot, hogy ezeknek a jelatviteli utaknak szerepe
lenne az elernyesztd hatas kivaltdsdban. Masrészt a relaxald hatis tengerimalac
hagyholyagon, emberi és patkany gastrointestinalis készitményeken is
kimutathatd volt. A viszonylag magas tonusu készitményeken tim. a patkany
vékonybél és vastagbél, csak elernyesztd hatast talaltunk.

A kiilonb6z6 rémai kamilla frakcidk mind elernyedést, mind 6sszehuzodast
kivaltottak a tengerimalac ileumon. Mig a flavonoid tartalom és a relaxalo hatas
kozott egyértelmil 0sszefliggés volt fellelhetd, a kontrahalo hatast tekintve ilyen
tendenciat nem talaltunk. A magas flavonoid tartalmu frakciok (F60, F80 és F100-
as) joval erésebb elernyesztd hatassal birtak, mig a flavonoidot nem tartalmazé

crer

fejtettek ki.

A tiszta flavonoidok 6nmagukban —a kivonathoz hasonloan— kettds hatast
mutattak a vékonybélen. A flavonoidok hataserdsségében nem volt 1ényegi
kiilonbség. Ez azt jelenti, hogy mindegyikiik egyforman hozzéjarulhat az
0sszeh1z6 €s az azt kdvetd tartds elernyesztd hatashoz.

Az illoolaj nem okozott 0sszehuzodast a készitményeken, hanem egyértelmi
elernyesztd hatast tapasztaltunk. Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy az illdolajbol
hianyoznak a stimulaldo hatasért felelés komponensek. Mig a flavonoidok
kontrahdld ¢és relaxald hatast is ki tudtak valtani, az illdolaj csak relaxacidt
okozott, ebbdl feltételezziik, hogy az illoolajban a flavonoidokon kiviil
valamilyen mas anyag is jelen lehet.

Az RKE hatasara torténd holyagkontrakcid egyedinek bizonyult, mivel a
kapszaicin eldkezelés az §sszehtizodasokat felére csokkentette. Ez azt bizonyitja,
hogy a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok a holyagfalban részt vesznek az
RKE excitatoros hatasdban [1d. Barthé és mtsai 2004]. Az RKE ¢és illoolaj az
el0kontrahalt holyagokon relaxaciot idézett el6 —hasonld koncentraciokban, mint
amiket a kontrahalo hatas kivaltasahoz alkalmaztunk.

A névény kivonata az emberi jejunum készitményeken is hatasos volt. Mind a
kontrahald, mind a tetrodotoxin- és atropin-rezisztens elernyeszt6 hatas fellelhet6
volt. A simaizom-relaxalo hatas sokkal kifejezettebb és tartosabb volt, mint az
0sszehuzo. A megeldz0 kisérletek felfedték, hogy a kezdeti kontrakciot az atropin
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csokkentette. A human mintdk korlatozott hozzaférhetdsége miatt ezt a valaszt
nem tudtuk tovabb vizsgélni az adott idokorlatok kozt.

Uj eredmények, gyakorlati jelentdség

Experimentalis munkank soran a kdvetkezo ) megtigyeléseket tettiik:

A human jejunumban, valosziniileg a kolinerg idegvégzédéseken TRPA1
receptorok taldlhatok, amelyek acetil-kolint szabaditanak fel [Sandor és mtsai 2016a].

A tengerimalac ileumon az AITC altal kivaltott kontrakcidkban neuralis,
kolinerg- és purinerg-mechanizmusnak van szerepe. Viszont sem az endogén 5-
HT, sem a nyalkahartya nem jarul hozza az AITC izgato hatasahoz a tengerimalac
vékonybélben [Sandor és mtsai 2016b].

A tachykininek felszabadulasanak szerepe lehet a CINN kontrahal6 hatasaban a
tengerimalac nyeldcsd, 1égcsé €és holyag esetében [Sandor és mtsai 2019]; az AITC
okozta kontrakciot tachykininek elgondolasunk szerint csak a trachea és
oesophagus esetében medialjak.

Purinerg mechanizmus vesz részt a TRPAl-agonistak kontrahaldé hatasaban a
tengerimalac ileum [Sandor és mtsai 2016b; Sandor és mtsai 2019] esetében és az AITC
excitaciods hatasat tekintve a gyomor fundus esetén.

Az axondlis vezetés szerepet jatszik a TRPAl-agonistak kontrahalé hatasédban a
tengerimalac vékonybé€l [Sindor és mtsai 2016b; Sindor és mtsai 2019] €s —az AITC-t
tekintve— a nyeldcsé esetében. Az RKE tengerimalac ¢s human vékonybél
0sszehuzo hatasaban is szerepiik van a fesziiltseég-fiiggd Na* csatorndknak [Sandor,
Mottaghipisheh és mtsai 2018].

A TRPA1 receptor mediaci6 valdszinli az AITC kontrahdldé hatdsaban a
tengerimalac hligyholyag esetén, valamint a CINN 6sszehiz6 hatasat tekintve az
ileumon [Sandor és mtsai 2019] és valoszinii a trachean. (Valamint, a fent mar emlitett
emberi vékonybél esetén is ennek a receptornak van szerepe az AITC kontrahald
hatasaban.)

A Kkolinerg mechanizmus all a hattérben a TRPAl-agonistak kontrahalé hatasat
tekintve a tengerimalac ileum esetén [Sindor és mtsai 2016b; Sandor és mtsai 2019]. A
gyomor fundust is az acetil-kolin kontrahalja az AITC beadasat kovetéen. A
tengerimalac 1égcs6 kolinerg 6sszehuzodasa jon 1étre CINN alkalmazdsa utan. Az
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RKE tengerimalac és humén vékonybél 6sszehtiz6 hatasdban is szerepe van az
acetil-kolinnak [Sandor, Mottaghipisheh és mtsai 2018]. (Valamint, a fent mar emlitett
emberi vékonybél esetén is kolinerg mechanizmusnak van szerepe az AITC
kontrahal6 hatasaban.)

A prosztanoid termelddésnek lehet szerepe az AITC kontrahald hatasat tekintve
a tengerimalac hugyhodlyag esetében és az RKE tengerimalac ileum 6sszehuzo
hatdséban is szerepe van [Sandor, Mottaghipisheh és mtsai 2018].

A kapszaicin deszenzibilizacid hatasossaga alapjan a Kkapszaicin-érzékeny
szenzoros idevégzddések szerepére az RKE tengerimalac holyagkontrakciot
okoz6 hatdsaban [Sandor, Mottaghipisheh és mtsai 2018], valamint a CINN hugyholyag,
trachea ¢s oesophagus kontrahdlo hatasaban [Sandor és mtsai 2019] €s az AITC trachea
osszehuzodast kivaltd hatasaban talaltunk bizonyitékot.

~ e~~~ o~~~

A TRPAl-agonistak relaxalo hatdsaban a TEA-érzékeny K*-csatondknak van
szerepe a tengerimalac ileum [Sandor és mtsai 2019] és —az AITC elernyeszté hatasat
tekintve— a vakbél esetén.

Az AITC kivaltotta relaxacioban az axonalis vezetésnek van szerepe a
tengerimalac vastagbél €s a vakbél esetén.

Az értekezésben foglalt eredmények alapkutatas jellegiick és a gyomor-bélhuzam
mozgési mechanizmusainak jobb megértését szolgaljak. Hosszli tdvon ezek az
eredmények is hozzdjarulhatnak a koros valtozdsok felderitéséhez,

crer

A réomai kamilla szarmazékokat tekintve a simaizom elernyeszté hatds minden
készitmény esetében kifejezettebb €s tartdsabb volt, mint az 6sszehtiz6 hatas. A
relaxalod hatas kozvetlentil a simaizmokon érvényesiil. A fentiekbdl kovetkezik,
hogy a rdmai kamilla alkalmazasanak, egyrészt kedvezd hatasa lehet a gyomor-
bél rendszer goresos allapotaiban a simaizom elernyesztd hatdsa miatt, masrészt
a perisztaltika-csokkenéssel jar6 korallapotokban is jotékony hatasa lehet az ideg-
medialta, enyhe-kdzepes 6sszehuzo hatdsa miatt. Mivel a kisérleteinkben hasznalt
novényi kivonat az Eurdpai Gydgyszeriigynokség szabalyainak megfelelden
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készitették el, jelen tanulmany eredményei hozzijarulnak —a bizonyitékokon

alapuld orvoslas tekintetében— a klinikai felhasznalhatosaghoz [Sandor,
Mottaghipisheh és mtsai 2018].
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