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I. ALTALANOS BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES

I.1. Neuropatias fajdalom

A neuropatias fajdalom a kozponti vagy a periférias idegrendszer karosodasa vagy miikodészavara
kovetkeztében kialakuld szubjektiv szenzoros tiinet, melynek a szervezet szempontjabol nincs
hasznos védo funkcioja, valamint kialakuldsanak pontos patomechanizmusa sem tisztazott. Az
alapvetden nem fajdalmas inger (pl. tapintas) hatasara kialakul6 fajdalomérzetet allodynianak, mig
az mérsékelten fajdalmas inger hatdsara fokozott fijdalomérzetet hiperalgézidnak nevezziik 1. A
neuropatia kialakuldsanak hatterében szamos etioldgiai tényezoé allhat, igy nagy létszamn,

heterogén betegcsoportot érint.

A neuropatias fajdalom kezelésében a konvencionalis fajdalomcsillapitok nem (NSAID) vagy csak
analgetikumokat alkalmazzak, melyek koz¢ egyarant tartoznak antidepresszans (pl. amitriptilin,
nortriptilin, dezipramin, duloxetin, venlafaxin) és antiepileptikus (pl. gabapentin, pregabalin)
szerek. Lokalis készitmény formajaban a lidokain és kapszaicin is képes enyhiteni a neuropatia
okozta fajdalmat, azonban egyes betegeknél komoly borirritaciot okoznak. Terapias kihivast jelent,
hogy sokszor az adjuvans analgetikumok féjdalomcsillapitdé hatdsa sem kielégité a betegek
szamara, nem ritkdk terapiarezisztens esetek, emellett szamos kellemetlen mellékhatasuk
korlatozza hasznélatukat. A betegek egylittmiikodését jelentdsen rontja az adjuvans analgetikumok
fajdalomcsillapitd hatdsanak kialakuldsdhoz sziikséges tobb hetes latencia i1d6, mikdzben a
kellemetlen mellékhatasok a terdpia megkezdését kovetden szinte azonnal megjelennek. E terdpias

nehézségek sziikségessé teszik 11j hatdsmechanizmust fajdalomesillapito kifejlesztését 2.

1.2. Neurogén gyulladas

A periférias idegrendszerben a fajdalomérz6 idegek gyulladasban részvevd csoportjat a kapszaicin
szelektiven izgatja, valamint nagyobb ddzisban alkalmazva deszenzibilizalja, ezek az tgynevezett
kapszaicin-érzékeny afferensek °. A kapszaicin aktivalja a Tranziens Receptor Potencial Vanilloid
1 (TRPV1) nem szelektiv kationcsatornat, melyet a kapszaicinen kiviil a 43 °C feletti héinger 4, a
6 alatti pH, valamint egyéb exogén irrital6 hatasu anyagok (pl. reziniferatoxin (RTX), piperin) €s

endogén medidtorok (pl. anandamid, lipoxigendz-termékek) is képesek aktivalni. A receptor



+ 2+
aktivacioja soran konformaciovaltozas jon 1étre és a csatorna megnyilik, Na és Ca ionok

aramlanak be, mely az idegvégzddés depolarizacidjahoz, valamint akcids potencial kialakuldsdhoz
2+
vezet. Az idegvégzddésbdl a Ca ionok bedramldsdnak hatasara az ott tarolt neuropeptidek

2+
exocitozissal liriilnek, ezen feliil a Ca ionok fontos szerepet jatszanak a neuron esetleges késdbbi

deszenzibilizaciojdban °.

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodések aktivacioja soran szamos neuropeptid szabadul fel,
melynek kovetkeztében értagulat és plazmaextravazacio jon létre ®. Ezt a jelenséget nevezziik
neurogén gyulladasnak ‘. Ugyanezen idegvégzédések aktivacidjakor a gyulladaskeltd
neuropeptidek (P anyag, neurokinin A és B) mellett gyulladasgatld hatasu neuropeptidek

(szomatosztatin, galanin, PACAP-38) is felszabadulnak.

A neurogén gyulladas fontos szerepet jatszik szamos betegség kialakulasaban, melyek neurogén
gyulladasos komponensére a konvencionalis nem szteroid gyulladascsokkentok nincsenek hatassal
8 igy a neuropatias fajdalomhoz hasonldan a neurogén gyulladas kezelése is nagy kihivés az orvosi

gyakorlatban.

1.3. Szomatosztatin és receptorai

A szomatosztatin a szervezet szamos teriiletén expresszal6do, 14 és 28 amindsavas bioldgiailag
aktiv formédban eléfordulé ciklikus neuropeptid °. Gatolja szamos hipofizealis (szomatotropin,

prolactin, tireotropin) és periférids (pl. inzulin, glilkagon, gastrin, szekretin, motilin,

crer

crcr

populédcigjdban  kimutathato, ahonnan a GABA-val egyiitt szabadul fel ¢é&s gatlo
neuromodulatorként fejti ki hatasat a kozponti idegrendszer neuronjaira . A gitlo
neurotranszmisszid csokkenése — igy a szomatosztatin hianya — fontos szerepet jatszik a
hangulatzavarok (pl. major depresszio, bipolaris zavarok) és a szorongas kialakuldsaban '!. A
szomatosztatin szerteagazd hatasait sajat heptahelikélis membranhoz kotott Gi-protein kapcesolt
receptorain keresztiil fejti ki (SST1 - SSTs), melyek koziil a SST: és SST4 receptorok feleldsek a

gyulladascsokkentd és fajdalomesillapité hatasokért 1.



A nativ szomatosztatin széles hatasspektruma, valamint rovid plazma eliminécios féléletideje miatt

13

terapiasan nem alkalmazhaté °, igy receptorszelektiv, stabil agonistdi jelenthetnek 0j terdpias

perspektivat.

A SSTs egyarant eléfordul a periférias és a kozponti idegrendszerben, melynek periférias
aktivacidjahoz fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatas kothetd endokrin mellékhatasok
nélkiil ¥, igy gyogyszerfejlesztési szempontbol igéretes célpont. Agyi lokalizacidjat tekintve
immunhisztokémidval kimutathaté tobbek kozott az agykéregben, a stridtumban, a
hippocampusban és az amigdalaban *°. Szerepet jatszik a lokomotoros aktivitas ® és a tanulasi

folyamatok szabalyozasaban ', a memoria kialakuldsaban 8, valamint a hangulatszabalyozasban
19

Az elmult évtizedek soran munkacsoportunk SSTs receptortt aktivald vegyiiletek hatastani
vizsgalatara fokuszalt. A TT-232 egy ciklikus heptapeptid, mely a szomatosztatin tobbi
receptorahoz viszonyitva nagyobb affinitassal kotodik a SST4/SST: receptorokhoz. A vegyiilettel

végzett kisérletek soran jelentds antiproliferativ hatds igazolodott 2°

, valamint gatolta az akut
nocicepcidt és gyulladascsokkentd hatast mutatott patkanymodellekben. Toxikus mellékhatds a
gyulladascsokkentd hatashoz elegenddnél joval nagyobb dozis adasa esetén sem volt kimutathato,
valamint a kézponti idegrendszerre sem volt hatassal 2!, Késébbi vizsgalatok soran kideriilt, hogy
noveli a hétoleranciat, illetve javitja a diabétesz okozta neuropatias hiperalgéziat 2. Szemben a

crer

befolyasolja.

L.5. Jelen vizsgalataink kozvetlen elézményei

A Pécsi Tudomanyegyetem szabadalma alatt 4116 pirrolo-pirimidin vézas, per os akitv vegyiileteket
(C1-C6) az Avicor Kft. szintetizalta. A kiindulasi 4-klor-pirrolo-pirimidinek kereskedelmi
forrasokbol szarmaznak, melyeket N-benzilezés utan kiilonb6zo fenil-etil-aminokkal kapcsoltak

0ssze.

A TT-232 SST1/SST4 receptor agonista peptidet a Tocris Bioscience-tdl rendeltiik (Cat. No. 4639)

¢s felhasznalasig -20 °C-on taroltuk.



Dr. Borzsei Rita és Dr. Hetényi Csaba modellezték a SST4 receptor szerkezeti felépitését a Maestro
program segitségével, majd kiilonboz6 ligandum strukturdkat dokkoltak a SSTs receptor
elnevezésli molekulak hasonld interakcios energiaval kotodnek (—8,24 + 0,41 kcal/mol) a SST4
receptor azonos, nagy affinitast kotéhelyéhez. A TT-232 az SST4 receptor mély kotézsebéhez
illeszkedik, interakcids energiaja alapjan (-11.03 kcal/mol) pedig kotodési erdssége hasonlo vagy

jobb, mint a szuperagonista J-2156 k&tédési erdssége 22.

Az in silico vizsgalatok alapjan igéretes C1-6 vegyiiletekkel Dr. Széke Eva végzett G-protein
aktivacios teszteket, melyek soran mind a hat molekula G-protein aktivaciot inditott el a stabilan
SST4 receptort expresszald sejttenyészeten. A vegyiiletek a SST4 receptor potens és effektiv

agonistainak bizonyultak.

A B-arresztin halmozo6das vizsgalatat Dr. Asghar Junaid és Lina Hudhud végezték, melynek soran
a G-protein kapcsolt receptorok deszenzibilizacidjara utald B-arresztin felhalmozodas nem volt

detektalhato.

Dr. Szdke Eva vizsgélta a TT-232 SST receptorhoz vald kotédését [1251-Tyrl1]szomatosztatin-
14 jelenlétében a receptort stabilan expresszalo sejttenyészeten. A vizsgalat eredményeként A TT-

232 koncentracié fliggd modon képes leszoritani a szomatosztatint a SST4 receptorrol.

|. CELKITUZESEK

PhD munkam célja 0j, potencialis SST4 receptor agonista, pirrolo-pirrimidin vazas, per os aktiv
vegyliletek, valamint az intraperitoniealisan adhato peptid természetti TT-232 SST1/SST4 receptor
agonista vegylilet antihiperalgetikus hatasanak vizsgalata kiilonféle —mechanizmusa

fajdalommodellek segitségével:
I. C1-C6 vegyiiletek és a TT-232 vizsgalata neuropatias fajdalom egérmodelljében
II. C5, C6 vegyiiletek vizsgalata neurogén gyulladas egérmodelljében

III. C2 vegytilet tesztelése viselkedés vizsgalatokban



111. KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK
II1.1. Kisérleti allatok

A neuropatias fajdalom és neurogén gyulladas modellezésére 8-12 hetes him NMRI egereket
hasznaltunk, melyek mas egértorzsekhez viszonyitva a legmagasabb fajdalomkiiszobbel
rendelkeznek. A neuropatias fajdalommodellben tovabba C57B1/6] alapon eldallitott 8-12 hetes
him Sstr4 génhidnyos (Sstrd™) és vad tipusu (Sstrd**) egereket is hasznaltunk. A
viselkedésvizsgalatokat az e célra leggyakrabban alkalmazott 12-16 hetes him C57B1/6 egereken

végeztik.

II1.2. Etikai vonatkozasok

Vizsgalati modszereink és eljardsaink minden tekintetben megfelelnek az allatkisérletek végzésérol
sz0l6 1998/XXVIIL. szami kormanyrendelet el6irasainak, valamint az Europai Parlament
iranyelveinek (2010/63). A Pécsi Tudomanyegyetem allatkisérletekkel foglalkozo Etikai
Bizottsaga a Kkisérleti protokollokat jovahagyta (Engedélyszam: BA1/35/51-123/2016;
BA02/2000-23/2017). Munkank soran mindent megtettiink a felhasznalt allatok szamanak és

szenvedésének minimalizalasa érdekében.

I11.3. Kezelési protokollok

A pirrolo-pirimidin vazas vegyiiletek 1 mg-jat 1 ml 1,25%-0s metilcellulozban szuszpendalva
opalosan attetsz0 torzsoldatokat kaptunk. A torzsoldatokbol 1,25%-os metilcellulozzal 1, 5, 25, 50
¢s 100 pg/ml-es mikroszuszpenzidk késziiltek, melyekkel az allatokat kezeltiik. A kisérleti allatok
20 ml/kg szuszpenzidt kaptak tapszonda segitségével, tehat 20, 100, 500, 1000 és 2000 pg/kg-0s
dozisokkal lettek kezelve. A kontrollcsoport 20 ml/kg 1,25%-o0s metilcellulozt kapott tapszondan

keresztiil. A per os kezelések a kisérleti méréseket megeldzden 60 perccel torténtek.

A TT-232-b6l 1 mg/ml-es toménységli oldatot készitettiink acetat-puffer (pH 3,5) segitségével,
majd a tovabbi higitasokat foszfat-pufferrel (PBS - pH 7,3) végeztiik. Az alkalmazott d6zisok 100

ng/kg és 200 pg/kg voltak, melyek intraperitonedlis Gton keriiltek beadasra a kisérleti méréseket



megel6zden 30 perccel. A kontrollcsoport az acetat- és foszfat-puffer keverékét, tehat az oldészert

kapta ugyanebben az idépontban szintén intraperitonalisan.

I11.4. In vivo modellek, modszerek

I11.4.1. Neuropatias fajdalommodell

A traumas szenzoros mononeuropatiat a Seltzer-miitét 2° segitségével idéztiink elé, melynek soran
a jobb oldali n. ischiadicus keriil részleges lekotésre. A miitétet ketamin (100 mg/kg i.p.) és xilazin
(10 mg/kg i.p.) kombindcidjaval altatott allatokon végeztiik. A jobb oldali n. ischiadicus izolalasat
kovetden szorosan lekotottiik annak dorzalis 1/3—1/2-at 8-0-as fel nem szivodo fonallal, majd 6-0-

as varréanyaggal zartuk a sebet.

A kontroll mérések soran és 7. posztoperativ napon meghatiroztuk az allatok mechanikai
fajdalomkiiszobét dinamikus plantéris eszteziométerrel (DPA, Ugo Basile, Comerio, Olaszorszag),
majd a kontroll mérések atlagaval dsszehasonlitva kizartuk azokat az egereket, melyeknél a miitét
kovetkeztében nem alakult ki minimum 20%-os mechanikai fajdalomkiisz6b csokkenés. A sikeres
miutéten atesett allatokat vegylileteink kiilonb6z6 doézisaival, valamint azok oldoszerével
bekezeltiik. A C1-6 vegyiiletek esetén a kezelést kdvetden 60 perccel, a TT-232 esetén pedig 30

perccel ismételtiik a mechanikai fajdalomkiiszob meghatarozasat.

111.4.2. RTX indukalta akut neurogén gyulladas modell

Ebben a kisérletben azt vizsgaltuk, hogy a C5 és C6 vegyiileteink milyen mértékben képesek
meggatolni az RTX altal kivaltott akut neurogén gyulladas kialakulésat, igy a p.o. kezelés 60

perccel az RTX adéasat megel6zden tortént.

Az RTX egy ultrapotens kapszaicin analodg, tehat Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1
(TRPV1) nem szelektiv kationcsatornat aktivalja. A csipdsség mértékét egységekben meghatarozé
Scovill-skala alapjan az RTX 1000-szer er6sebb hatast valt ki, mint a paprika csipdsségéért felelés
kapszaicin. RTX (Sigma, St. Louis, MO, USA) intraplantaris injektalasaval (20 pl, 0.1 pg/ml)

idéztiink el az allatok jobb hatsé ldban akut neurogén gyulladdsos reakciot, melynek hatdsara



perceken beliil termalis allodynia alakult ki periférids szenzitizacidos mechanizmusoknak
koszonhetden, ezt kovetéen centralis szenzitizacidé révén mechanikai hiperalgézia volt

megfigyelhetd 24,

Egy szoktatdé és a két kontroll mérés soran meghataroztuk az allatok talpanak mechanikai
fajdalomkiiszobét DPA-val, valamint hokiiszobét emelkedd homérsékletti forrd lap, Hot plate
(ITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA) segitségével, mely 25 °C-r6l 12 °C/perces
sebességgel melegszik fel maximum 50°C-ig. A mérés soran az allatok fajdalomreakciokat (1ab
elrantdsa, razasa, talp megnyaldsa) mutatva jelzik, ha a Hot plate elérte a szdmukra fajdalmas
hémérsékletet, ekkor a mérés azonnal véget ér és a vizsgalészemély feljegyzi a pontos
hémérsékletet °C-ban. A kisérlet napjan az RTX kezelést kovetden 10., 20. és 30. percben
hataroztuk meg az dallatok hokiiszobét, a 30. 60. és 90. percben pedig a mechanikai

fajdalomkiiszobét, melyeket a kontroll mérések eredményeivel hasonlitottunk dssze.

111.4.3. Open field teszt (OFT)

A spontan lokomotoros aktivitds és a szorongdsszint meghatdrozasara OFT-et hasznaltunk,
melynek soran a kezelést kovetden 60 perccel az allatokat egyesével egy 39 cm x 39 cm x 39 cm-
es fehér padloju és sziirke fal, feliil nyitott dobozba helyeztiik az 5 perces megfigyelés idejére .
A dobozt minden allat utdn megtisztitottuk 70%-0s etanollal 2. Az &llatok mozgasardl
videofelvétel késziilt, melyet az EthoVision XT 8.0 (Noldus Information Technology,

Wageningen, Netherlands) mozgaselemz6 szoftverrel értékeltiink Ki.

111.4.4. Emelt keresztpallo teszt (EPM)

A ragcsalok szorongasszintjének meghatarozasara széles korben hasznalt vizsgalat az EPM. A
foldtol 1 m magassagban elhelyezkedd kereszt alaku pallo karjai 5 cm szélesek és 30 cm hosszuak,
két szemkdzti karja harom oldalrdl zart, a masik kettd pedig nyitott. A kezelést kovetden 60 perccel
az egereket egyesével a kereszt kozepére helyeztiik orrukkal az egyik nyitott kar felé. A kisérlet 5
perces megfigyelési ideje alatt mozgéasukat videofelvételen rogzitettiik, elemzésiikkor azt az 1d6t
mértiik, melyet az allatok a palld nyitott karjain toltottek, ez az id6 forditottan ardnyos az allatok

szorongasszintjével. Az apparatust minden kisérlet utan 70%-os etanollal megtisztitottuk 2’.



IV. STATISZTIKA

A vizsgalt vegyliletek mechanikai fajdalomkiiszobokbdl kiszamitott antihiperalgetikus hatasat két
mintds t-proba segitségével hasonlitottuk 0Ossze a kontrollcsoport eredményeivel. A
viselkedésvizsgalatok kiértékeléséhez szintén két mintds t-probat hasznaltunk, kivéve az
agasokodasok szamanal, ahol Mann-Whitney-probat alkalmaztuk, mely a két mintas t-proba nem
parametrikus megfeleléje. A TT-232 esetén antihiperalgetikus hatds mellett a mechanikai
fajdalomkiiszobok is dbrazoldsra keriiltek, mely értékeket paros t-proba segitségével hasonlitottuk

0ssze.

Az RTX altal kivaltott mechanikai fajdalomkiiszob és hokiiszob valtozéasait két utas

varianciaanalizis (ANOVA), valamint Bonferroni posztteszt segitségével értékeltiik ki.

Az egyes csoportok eredményeit 6sszevetve a *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001 és ****p<0,0001
értékeket tekintettiik szignifikansnak. A statisztikai analizist a GraphPad Prism 8 statisztikai

programmal végeztiik.

V. EREDMENYEK

V.1. Pirrolo-pirimindin vazas vegyiiletek hatasa neuropatias fajdalommodellben

A Seltzer-miitétet kovetd 7. posztoperativ napra a kisérleti allatok mechanikai fajdalomkiiszobe
atlagosan 37,3+13,4%-kal csokkent a kiindulasi értékhez képest. Szignifikdns antihiperalgetikus
hatast mutatott a C1 500 pg/kg-os doézisa (C1: 52,145,4% vs. Oldoszer: 14,7+6,1%), a C2 100 és
500 pg/kg-os dozisa (C2: 64,4+14,3%; 54,6+13,7% vs. Oldoszer: 7,8+8,1%), a C3 500 pg/kg-0s
dozisa (C3: 57,0£16,1% vs. Oldoszer: 12,0+7,2%), a C4 500 pg/kg-os dozisa (C4: 57,2+14,6% vs.
Oldészer: 10,0+£7,6%), a C5 100, 500 és 2000 pg/kg-0s dozisa (C5: 46,7+9,5% ; 57,6£10,8%;
48,1£7,2% vs. Oldoszer: 8,1+6,0%), valamint a C6 500 ¢és 2000 ng/kg-os dozisa (C6: 44,7+8,3%;
45,0£13,2 vs. Oldoszer: 16,6+7,8%).

V.2. A C5-6s és C6-0s molekula hatasa RTX indukalta akut neurogén gyulladas modelljében



Neurogén gyulladas egérmodelljében a C5-0s és C6-os molekulak hatasat vizsgaltuk 500 pg/kg-0s
dozisban. Az RTX (20 ul, 0.1 pg/ml) intraplantaris injektalasat kovetden az allatok hokiiszobe 46,1
+ 0,4 °C-rdl a 10., 20. és 30. percben 34,7 + 1,5; 41,2 £ 2,3 és 41,1 = 1,7 °C-ra csokkent (—24,6 £
3,5%; —10,4 £ 5,2% ¢s —10,7% = 4,1%), valamint a mechanikai fajdalomkiiszobiik 9,7 = 0,1g-r6l
a 30., 60. ¢s 90. percben 5,1 £0.,4; 6,6 + 0,3 és 6,7 £ 0,3 g-ra csokkent, tehat 47,3% + 4,4%; 31,5%
+ 2,9%, majd 31,4% =+ 3,6%-o0s mechanikai hiperalgézia alakult ki. A vegytiletekkel valo oralis
elokezelést kovetben a C5 szignifikansan gatolta az akut neurogén gyulladds okozta
hokiiszobesokkenést a 10. és a 30.percben (C5: 43,0+1,0 °C; 48,5+0,9 °C vs. Oldoszer: 41,0+1,7
°C), valamint mechanikai hiperalgazia kialakuldsat a 30. percben (C5: 24,6+4,5% vs. Oldészer:

47,24+4,4%), ezzel szemben a C6-nak nem volt kKimutathato hatasa a vizsgalt dozisban.

V.3. A C2-es molekula hatasa viselkedésvizsgalatokban

Nem volt szignifikans kiilonbség a C2-vel kezelt és a kontrollcsoporthoz tartozo egerek kozott az
EPM nyitott karjain toltott idoben (C2: 52,8+7,4 s vs. Olddszer: 51,0+8,5 s), valamint a nyitott
karok kiilsé 1/3-an toltott idében (C2: 9,1+3,1 s vs. Olddszer: 6,2+2,8 s).

Az OFT sorén vizsgalt paramétereket, azaz a megtett utat, (C2: 1798 + 180.8 cm vs. Oldodszer:
1824 + 130.2 cm), a sebességet (C2: 6,0+0,6 m/s vs. Oldoészer: 6,1+0,4 m/s), a mozgdassal toltott
1d6t (C2: 56,0£5,2 s vs. Oldoszer: 56,3+3,7 s), a kozépsO zonaban toltott idot (C2: 59,8+8,7 s vs.
Oldoszer: 59,54+4,0 s), €és az agaskodasok szamat (C2: 31,1 + 4,1 vs. Oldészer: 30,6+£3,2) a C2 a

vizsgalt dozisban nem befolyésolta.

V.4. A TT-232 hatasa neuropatias fajdalommodellben

A Seltzer-miitétet kdvetden a kisérleti allatoknak atlagosan 37,3+1,0%-kal csokkent a mechanikai
fajdalomkiiszobe. A vad tipusu egerek esetén a TT-232 szignifikdnsan mérsékelte a mechanikai
fajdalomkiiszob csokkenését 100 és 200 pg/kg-os doézisban (TT-232: 24,9+3,4%; 19,6+3,2% vs.
Oldoszer: 38,2+2,3%), ezzel szemben a génhianyos egerek mechanikai fajdalomkiiszobére egyik

dézis sem volt hatassal (TT-232: 34,2+1,9%; 35,8+1,4% vs. Oldoszer: 35,8+1,6%).
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A mechnikai fajdalomkiiszob valtozasibol antihiperalgetikus hatast szamolva a TT-232 atlagosan
35,7+8,3%-0s antihiperalgetikus hatassal bir 100 pg/kg-os doézisban, valamint 50,4+8,4%-0S

antihiperalgetikus hatast mutatott 200 pg/kg-os dozisban a vad tipusu egerek esetén.

V1. MEGBESZELES

A neuropatids fajdalom kiilondsen rezisztens a hagyomanyos fajdalomcsillapitdo kezeléssel
szemben: az opioidok és NSAID-ok szinte teljesen hatastalanok neuropatias allapotokban 28, az
adjuvans analgetikumok (példaul antiepileptikumok, antidepresszansok) hatasa pedig sok esetben
limitalt, ezen feliil szamos sulyos mellékhatisuk korlatozza hasznalatukat 2°.

Az altalam vizsgalt 6 1j pirrolo-pirimidin vazas vegylilet (C1-6) elzetes in silico és in vitro
vizsgalatok alapjan keriilt kivalasztasra, mint potencialis SST4 receptor agonista. Az in silico
modellezés eredményeként mind a 6 molekula kotddést mutatott a SST4 receptor nagy affinitasa
kotézsebéhez hasonlo interakcids energiaval, valamint az in vitro vizsgalatok soran G-protein
aktivaciot inditottak el és mindemellett B-arresztin felhalmoz6das nem volt kimutathatd, mely a

receptor deszenzibilizaciojara utalna °,

A SST1/SST4 agonista TT-232 in silico kotédést mutatott a SSTs receptor mély kotézsebéhez a J-
2156 szuperagonistahoz hasonlé interakcids energiaval 22, valamint in vitro koncentracié fiiggd
modon szoritotta le a szomatosztatint a SST4 receptorrdl (nem publikalt eredmények kozlésre

elokészitve).

A Seltzer-mitét kovetkezményeként jelent6s karosodas alakul ki a vékony mielinizalt és nem
mielinizalt idegrostokban, mely koros szenzoros funkcioé kialakulasahoz, hiperalgézidhoz és

allodynidhoz vezet a motoros funkciok karosodasa nélkiil 3!

. Munkacsoportunk korabbi
kisérletekben igazolta a kapszaicin-érzékeny érzdidegek szerepét kronikus neuropatidval jaro
fajdalommodellek segitségével. A vizsgalatok sordn a TRPV1 receptorral rendelkezd vad tipust
egerekben szignifikansan kisebb mechanikai fajdalomkiiszob csokkenés alakult ki, mint a TRPV1

génhidnyos allatok esetén, plazmdjukban pedig a szomatosztatin szignifikdnsan magasabb

crer
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eredmények alatamasztjak, a TRPV1-fiiggd szomatosztatin felszabadulasnak fontos szerepe van a
kronikus neuropatias allapotokban fellépd antinociceptiv. mechanizmusokban, tovabba
feltételezhetjiik, hogy a szomatosztatin bizonyos receptorain hatd vegyiiletek, tehat kivalasztott

vegylileteink is antihiperalgetikus hatassal rendelkeznek.

A pirrolo-pirrimindin vazas vegyiiletek 500 pg/kg-os egyszeri oralis dozisaval vald el6kezelést
kovetéen a vegyiiletek mindegyike szignifikdnsan emelte a mechanikai fajdalomkiiszobot,
valamint mindegyikiik hasonl6, maximalisan 50-60%-os antihiperalgetikus hatast eredményezett.
Erdekes médon ezek a vegyiiletek hagyomanyos dozis-hatas 6sszefiiggést nem mutattak, harang
alaku dozis-hatds gorbék hatdrozhatok meg minden vegyiiletre, ahol a két kisebb ¢és két nagyobb
dozis hatastalan volt. A C2 vegyiilet a tobbivel ellentétben mar 100 pg/kg-os dozisban is
hatasosnak bizonyult. Ezen 0j vegyiiletek hatékony antihiperalgetikus dozisa meglehetosen
alacsony, ami a vegyiiletek nagy hataserdsségét jelzi. Jelenleg nem ismerjiik harang alakt do6zis-
hatas 0sszefliggés hatterében allo okokat, valamint az sem, hogy a hatds mennyiben centralis,
illetve periférias komponensekbdl tevodik Ossze. Munkacsoportunk ultraszenzitiv RNAscope
technika segitségével szolgaltatott adatokat a SSTs receptor kozponti idegrendszeri
lokalizaciojar6l, melyek alapjan a receptor jelen van tobb, a fajdalom-, valamint
hangulatszabalyozasban fontos szerepet jatszé agyi régioban, mint pl. prelimbikus kéreg,
hippocampus, habenula, amygdala, pirmer szomatoszenzoros kéreg 3. A receptor szertedgazo agyi
lokalizacidja lehet a harang alaku dozis-hatas gorbék egyik lehetséges magyarazata, melynek
kovetkeztében a szomatosztatin agonista vegyiiletek magasabb doézisban adva az Aaltaluk
fajdalompalyakra kifejtett gatlo hatas gatlasat is eléidézhetik kozvetlen vagy akar kdzvetett modon,
ugyanakkor az is elképzelhetd, hogy nagyobb dozisban egyéb receptorokat is aktivalnak. Nem
zéarhatd ki az SST4 agonistdk potencialis gatlo hatdsa az endogén gatld mediatorok, példaul a
szomatosztatin €és az opioid peptidek felszabaduldsdra, mely magyarazhatja a dozis-hatés

Osszefliggeés hianyat avagy a harang alakt dozis-hatds gorbéket.

A fent emlitett vegyiiletekhez hasonléan a SST4 receptor agonista heptapetid TT-232 szintén
traumas szenzoros mononeuropatia egérmodelljében kertilt tesztelésre, melynek eredményeként a
vad tipust egerekben 36 és 50%-o0s antihiperalgetikus hatdst mutatott 100, valamint 200 pg/kg-0s

dozisban, azonban a SST4 KO egerek fajdalomkiiszobét nem befolyasolta. Ezzel nem csupan a TT-
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232 antihiperalgetikus hatasat bizonyitottuk, hanem azt is, hogy az antihiperalgetikus hatas az SST4
receptor aktivacidjan keresztiil valosul meg **. Munkacsoportunk korabbi eredményei ugyancsak
bizonyitottak a TT-232 mechanikai allodynia kialakulasat gatlo hatasat sztreptozotocin indukalta

diabétesz patkanymodelljében 2.

Az RTX a TRPVI1 kapszaicin receptor szelektiv, ultrapotens agonistaja, melynek intraplantaris
injekcidja akut neurogén gyulladasos reakciot valt ki gyorsan kialakuld és rovid ideig tartd termalis
allodyniaval, melyet tilnyomorészt periférids szenzitizacidos mechanizmusok kozvetitenek. Az
RTX proinflammatorikus neuropeptideket, példaul P-anyagot és kalcitonin gén-rokon peptidet
szabadit fel a beidegzett teriileten, melyek helyi gyulladasos kaszkadot inditanak el és a nociceptiv
idegvégzddések periférias szenzitizacidjahoz vezetnek *°. A termalis allodyniat mechanikai
hiperalgézia kdveti, melyet periférids mechanizmusok mellett kdzponti szenzitizacios folyamatok

is kozvetitenek a gerincvelében és a kiilonbdzd fajdalomfeldolgozo agyi régidkban 0.

Az akut neurogén gyulladas egérmodelljében vizsgalt C5 gatolta az RTX intaplantaris injekcidja
okozta termalis allodynia és mechanikai hiperalgézia kialakuldsat, ezzel szemben a szintén vizsgalt

C6 hatastalannak bizonyult.

Fiziko-kémiai tulajdonsagai és a Lipinsky-féle ROS eredményei alapjan, amely alkalmas a
kdzponti idegrendszerre hatd gyodgyszerek kinetikai paramétereinek becslésére, a C5 valdsziniileg
atjut a vér-agy gaton. Feltételezhetd, hogy a C5 mechanikai hiperalgéziara kifejtett gatlé hatasa
nem csak a periférias mechanizmusoknak, hanem a csékkent kdzponti fajdalomérzékenységnek is
koszonhetd. Ezt alatimasztja az SST4 receptorok lokalizacidja 2%, mely a fentiekben részletezésre
kertilt. A két vegylilet e modellben tapasztalt hatasbeli kiilonbségének hatterében nem zarhatok
azonban ki farmakodinadmiai, hatdsmechnizmusbeli eltérések sem (pl: a C5 esetében SST1 vagy

opioid receptor agonista hatasa és/vagy a kinaz gatlasa).

Az OFT eredményeibdl szamos kdvetkeztetés vonhato le az alapjan, hogyan valtozott az allatok
spontan lokomotoros aktivitasa. A teszt soran vizsgal paraméterek a kovetkezOk: megtett tdvolsag,
sebesség, mozgassal toltott 1d6, kdzépsd zonaban toltott id6 és az dgaskodasok szama, melyek
informaciot szolgaltatnak nem csak a spontan lokomotoros aktivitasrol, hanem a felderitd

viselkedésrol, a szorongésszintrdl valamint a teszt esetleges szedativ mellékhatdsok kimutatdsara
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is alkalmas !/, mig az EPM az allatok szorongasszintjét vizsgalja 2°, melyet vegyiileteink

potencialisan befolyasolhatnak.

Az eredmények alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy az antihiperalgetikus hatassal biré dézisban
a C2-nek nincs hatasa az allatok viselkedésre, igy szedativ mellékhatassal sem kell szamolnunk.
Lehetséges, hogy a C2 szelektiven a fajdalompalydkon hat, tehat a fajdalom- ¢és
hangulatszabalyozasban résztvevd kozos agyi struktirdkra nincs hatdssal, azonban az is
elképzelhetd, hogy az allatok viselkedésnek befolyasoldsdhoz joval nagyon dozisra lenne sziikség,
mint az antihiperalgetikus hatas eléréséhez. A kisérlet soran teljesen intakt egercket hasznaltunk,
melyek semmilyen modon nem voltak stresszelve a vizsgalatokat megel6zden, azonban az, hogy a
C2 nem javitott az egerek alaphangulatan, nem zarja ki, hogy stresszhatast kovetden hangulatjavitd

vagy szorongascsOkkentd hatéassal birjon.

A stabil, ordlisan aktiv, nem peptid SST4 agonistak egyértelmiien jelentds széles spektrumi
antihiperalgetikus hatassal rendelkeznek mind a gyulladdsos, mind a neuropatias fajdalom
modelljéiben. Hatasmechanizmusuk hasonlo6 az opioid fajdalomesillapitokéhoz, melyek ugyancsak
Gi-proteinhez kapcsolt, jellemzden preszinaptikusan/prejunkcioésan elhelyezkedd receptorokat
aktivalnak, mely tobbek kozott a primer szenzoros neuronok periférias és centralis végzddéseibdl
szamos proinflammatorikus és/vagy pronociceptiv mediator felszabadulasat eredményezheti. Ez a
gatld hatasokat erdsité mechanizmus feltehetéen hatékonyabb lehet, mint a serkentdé mediatorok
pl. glutamat receptorainak antagonizmusa. Mivel a SST4 receptor nem vesz részt a szomatosztatin
(SST2, SSTs és SSTs receptorok altal kozvetitett) szamtalan endokrin hatasaban, igy varhatoan

vegylileteink a hormonalis szabalyozast nem befolyasoljak.
Jelen felfedezd vizsgalataink jo alapot biztositanak a preklinikai gyogyszerfejlesztés kezdeti

Iépéseihez, melynek soran feladatunk a vezérmolekula kivalasztdsa, majd optimalizalasa ipari

partneriinkkel valé k6zos fejlesztés keretében.
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VII. UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

A PhD munkam soran végzett in vivo kisérletek segitségével elséként bizonyitottuk:

I. A szabadalmaztatott C1-C6 pirrolo-pirimidin vazas vegyiileteink alacsony dézisu (100,
500 vagy 2000 ug/kg) egyszeri oralis adagolast kdvetéen, valamint a TT-232 heptapeptid
szomatosztatin analdg szintén alacsony dozisti (200 pg/kg), egyszeri intraperitonealis
adagolast kovetden jelentds antihiperalgetikus hatast fejtenek ki neuropatias fajdalom

egérmodelljében.

I1. A C5 vegyiilet alacsony dozisu (500 pg/kg) egyszeri oralis adagolast kdvetden egérben
gatolja a neurogén gyulladds soran a termalis allodynia és mechanikai hiperalgézia

kialakulasat.

[1l. A C2 vegyiilet neuropatias fajdalomban hatasos dozisa (500 pg/kg) nincs hatéssal az

allatok spontan lokomotoros aktivitasara és szorongésszintjére.

VIIL. KOVETKEZTETESEK

Uj vegyiileteink egyszeri oralis adagolast kovetden neuropatias fajdalomban egyértelmii
fajdalomcsillapitd hatassal birnak, ezen feliil pedig gatoljdk a neurogén gyulladds okozta
mechanikai hiperalgéziat, valamint termalis allodyniat, igy igéretes hatdanyagjeloltek lehetnek egy
teljesen 1) tipust fajdalomcsillapitdo gyogyszer kifejlesztésére, melyre nagy sziikség van a

neuropatids fajdalommal jaro allapotok hatékony kezelésében.
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Szeretnék koszonetet mondani témavezetéimnek, Prof. Dr. Helyes Zsuzsannanak és Dr. Borbély
Evanak a PhD munkam sordn nyujtott segitségiikért, rengeteg hasznos szakmai tanacsukért és

tamogatasukért.

Haélas vagyok Prof. Dr. Pintér Erikénak, a Gyogyszertudomanyok Doktori Iskola vezetdjének

munkam tamogatasaért.

Koszonettel tartozom a Farmakologiai és Farmakoterapiai Intézet munkatarsainak, kiiléndsen Dr.
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