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BEVEZETES

Mind a belsé szervek, mind a kiiltakar6 efferens beidegzése két forrasbdl szarmazik, ezek: a
vegetativ idegrendszer, valamint a szomatikus rendszer. Mind a kiiltakard, mind a zsigerek
tartalmaznak afferens idegeket is. A belsé szervekben talalhato idegelemeket tobbféle modon
osztalyozhatjuk. Az egyik fajta osztalyozas szerint ezek az idegelemek lehetnek intrinszik
neuronok (amelyeknek a sejttestje és nyulvanyrendszere az adott szerven beliil helyezkedik
el) és extrinszik idegek, amelyeknek csak a nyulvéanyai jutnak el a szervhez. A jelen munka a
bélhuzammal és a hiigyholyaggal foglalkozik. Mig a gasztrointesztinalis traktus hatalmas
kiterjedésti és komplexitasu intrinszik idegrendszert tartalmaz (,,a bél idegrendszere”, 1d.
lejjebb), addig a holyag falaban inkabb elszort idegsejtek képviselik az intrinszik idegeket. Az
extrinszik idegelemek részben vegetativ efferensek (paraszimpatikus preganglionaris, ill.
szimpatikus posztgangliondris rostok), részben zsigeri afferensek, amelyek azonban szintén
képesek lehetnek transzmitterek kibocsatasara a periférian.

Langley ¢és késébb méasok megfigyelései és osztalyozasa alapjan az enteralis
idegrendszert a szimpatikus és paraszimpatikus rendszerek mellett a vegetativ idegrendszer
harmadik tagjaként tartjuk szdmon (1994; Wood). Az enteralis idegrendszer igen kiterjedt, kb.
10’-10® neuront tartalmaz, ami nagysagrendileg a gerincvel6i neuronszamhoz hasonlithaté. A
tapcsatorna idegi szabalyozasdban részt vesznek kiils6 idegek is, de ezen neuronok hatasai
tobbnyire indirekt mdédon jutnak érvényre az enteralis intrinszik neuronok kozvetitésével. A
bélhuzam teljes extrinszik idegellatasat atvagva a funkciok meglepden kevéssé karosodnak,
ami arra utal, hogy az enterdlis idegrendszer 6nmagéban is képes a legtobb funkcid
vezérlésére.

Az intrinszik neuronok a bélfal két f6 ganglionokat tartalmazé idegi plexusaban talalhatok
(plexus myentericus ¢és plexus submucosus). Ezen neuronok részint mas idegsejteket izgatnak
vagy gatolnak a beldliik felszabadul6 transzmitteranyagok segitségével, de jelentds résziik a
korkoros és/vagy hosszanti simaizomzatot kontrahalja vagy relaxalja. Ez utdbbiak az enterdlis
motoneuronok. Az izgatd motoneuronok legjelentdsebb transzmittere a muszkarin
receptorokon hatd acetil-kolin. A muszkarin receptorok blokkolasa utan is marad a
valaszokban tovabbi izgaté komponens, amelyért tachykininek (P-anyag, neurokinin A)
tehetdk feleldssé. Az enterdlis gatldo neuronok legfontosabb transzmittere a nitrogén-monoxid

(NO), de bizonyitékok vannak még ATP, vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP), pituitaer



adenilat ciklazt aktivald polipeptid (PACAP), kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP) és szén-
monoxid (CO) transzmitter szerepére is (Goyal és Hirano, 1996).

A kiilonféle gasztrointesztinalis simaizmokban az egyik leginkabb bizonyitott NANC
gatlo transzmitter az NO (1d. Lecci és mtsai, 2002). Az NO neurotranszmitterként jatszik
szerepet zardizmok nyitasaban, a perisztaltikus reflexben a leszallo gatlasban, valamint a
NANC relaxacidban és a spontan tonus szabalyozasaban is szerepet tulajdonitanak az NO-nak
szamos fajban (1d. Whittle, 1994). Az NO képes izgatd valaszokat is kivaltani a
bélrendszerben. Ez bizonyos prepardtumokon az idegelemek izgatasa révén jon létre (Bartho
¢és Lefebvre, 1994). Leirtak NO-okozta primer kontrakciot simaizom-tamadésponttal is
(Lefebvre és Bartho, 1997).

Az ATP intracellularis szerepe mellett a sejtek kozotti kommunikacidban
kozremiikddve extracellularis funkciokkal is bir. Az ATP-t felszabadit6 idegek “purinerg”
elnevezése Burnstocktdl szarmazik (1972). Szdmos bizonyiték gytilt 6ssze arra vonatkozoan,
hogy az ATP neuromuszkularis transzmitterként miikddik a vegetativ idegrendszerben. Az
ATP ko-transzmitterként és neuromodulatorként is szerepet jatszik az idegi miikodésekben
(Burnstock, 1997; Hoyle, 1992). Az extracellularis ATP receptorainak sok altipusa 1étezik,
jelenleg a Pox receptoroknak 7, a P,y receptoroknak 8 altipusa 1étezik (1d. British J.
Pharmacol.: Guide to Receptors and Channels, 2nd edition, 2006). Az ATP izgat6 és gatlod
hatasokat is medidl: részt vehet az erek simaizmainak NANC 6sszehtizodasaban ill.
Gasztrointesztinalis preparatumokban vannak olyan gatl6 valaszok is, amelyeket ATP ¢s NO
egyiitt kozvetit (Id. Barth6 és mtsai, 1998). Human szerven eddig még nem taléltak erre
bizonyitékot.

Az enterdlis érzo neuronok szintén az intrinszik €s extrinszik kategoridkba sorolhatok.
A bélfal sajat érz6 neuronjai érzékelik pl. a fesziilést vagy mas ingert, az ingeriiletet pedig
interneuronoknak ¢és ezek kozvetitésével motoneuronoknak adjék at, amelyek létrehozzak “a
bél torvénye” néven szamontartott korkordsizom-6sszehtizodést az ingertdl oralisan és
elernyedést az ingertdl analisan (Bayliss és Starling, 1899). A kiils6 érz6 neuronok a n. vagus-
szal vagy a gerincvelObol érkeznek. A gerincveldi afferenseknek egy specialis csoportjat
képezik a kapszaicin-érzékeny neuronok (Szolcsanyi, 1984). A kapszaicin a paprika
(Capsicum annuum) csipds anyaga, mely egy specifikus, ioncsatornahoz kotott receptort
izgat. Ezt az érz6 idegvégzddéseken elhelyezkedd receptort régebben vanilloid VR1

receptornak, ma ,.transient receptor potential vanilloid type receptor1”-nek (TRPV1) nevezik



(1d. Caterina ¢és Julius, 2001; Clapham és mtsai, 2003). Kozismert, hogy a kapszaicin a
nyalkahartyakon égo érzést €s erythemat okoz. Ha a kapszaicin kotddik a receptorahoz, a
csatorna megnyilik és az idegvégzddés (varicositas) depolarizaloédik. Ahhoz, hogy a szer
ingerelje a szenzoros idegek végzddéseit (és beldle bioldgiailag aktiv anyagokat szabaditson
fel), nem sziikséges a fesziiltségfiiggd gyors Na'-csatornak mitkodése, igy a valaszok
rezisztensek tetrodotoxinra (TTX) és rezisztensek a neuronalis fesziiltségfiiggd Ca® -
csatornak blokkolésara is.

A kapszaicin-érzékeny primer afferensek érz6 funkcidjuk mellett Gin. “helyi efferens” ill.
szisztémas neurohumoralis funkciot is ellatnak. Ezek az idegek neuropeptideket (CGRP, P-
anyag, neurokinin A) szabaditanak fel, de felmeriilt mas anyagok szenzoros neurotranszmitter
szerepe is (pl. NO, ATP). A kapszaicin-érzékeny €rz6 neuronok periférias végzddéseikbol
felszabadul6 bioldgiailag aktiv anyagok valtozatos szoveti valaszokat hozhatnak 1étre (pl.
értagulat, az érpermeabilitas fokozddasa, simaizom kontrakcio, relaxacid) (Jancso és mtsai,
1967,1968; Szolcsanyi, 1984; Barthd €s mtsai, 2004). A szenzoros neurotranszmitterek
azonositasdban hasznos eszk0z a kapszaicin zsigeri hatdsainak tanulmanyozasa. A
kapszaicinnel torténd in vitro deszenzitizacio széles korben elterjedt eszk6zz¢ valt az izolalt
szervi vizsgalatokban.

Az also6 és felsé hugyutakat szintén boségesen beidegzik a kapszaicin-érzékeny primer
afferens neuronok periférids nytalvanyai. Az itt neurotranszmitterként mikodé CGRP ¢és
tachykininek dontd része ezekbdl az idegvégzddésekbdl szarmazik (Maggi, 1995; Bartho és
mtsai, 2004). A hugyholyag kapszaicin-érzékeny motoros valaszait széles korben
tanulmanyoztak. Ezek a valaszok eltérnek az egyes fajok kozt €s a vizsgalt holyag régiok
(detrtizor izom, holyagnyak) kozt is. Erdekes és sokat tanulméanyozott teriilet a 1égutak és a
vaszkuldris rendszer simaizomzatanak kapszaicin-érzékeny beidegzése is, ez azonban nem

képezi a jelen munka targyat.



CELKITUZESEK

Vizsgalatainkban szerettiik volna in vitro, izolalt szervi kisérletek segitségével minél jobban
megismerni a zsigeri szervek (gyomor-bélhuzam, urogenitalis traktus) motoros valaszainak
mechanizmusait, hangsulyt fektetve a kisérleti allatokon kapott eredmények humén
preparatumokkal valo Osszevetésére. Minél tobbet meg kivantunk tudni szenzoros és mas
eredetli NANC transzmitteranyagok részvételérdl a zsigeri véalaszokban, interakcioikrdl és
gyogyszeres befolyasolhatosagukrodl (stimuldcid, antagonizmus, modulacid) élettani ill. kéros
allapotokban (pl. kisérletes diabétesz).

A beidegzett simaizom-preparatumok mozgasvalaszainak kivaltdsara kémiai
ingerként a szenzoros izgatd kapszaicint vagy az idegek nem-szelektiv “tér”-ingerlését
hasznaljuk. Az ingeriilet-atvivé anyagok azonositdsanak kritériumai koziil “a hatés

azonossagat” eldfeltételnek, ,,az antagonizmus azonossagat” pedig perdontonek tekintjiik.

Tehat az Aaltalunk beadott gyantiba vett transzmitter hatdsa ¢€s specifikus receptoridlis
gatolhatosaga egyezzen meg az ingerléssel létrehozott valasszal, ill. annak gatolhatosdgaval.
Utobbival egyenértékii argumentumként kezeljiik bizonyos transzmitterek (NO) szintézisének
gatlasat, ill. a genetikailag médositott, génkioltott (KO) allatokon kapott eredményeket.

A kisérleti allatok prepardtumain végzett vizsgalatok mellett szdmos kisérletet
végeztiink human, operacios anyagbol szarmazo készitményeken. A human szovetek (vékony
és vastagbél, appendix) tanulmanyozasara egyediilallo lehetdséget nytjt a PTE I. sz. Sebészeti
Klinikaval foly6 kollaboracionk.

A kisérletek és varhaté eredményeik alapkutatasi jellegliek: kozelebb visznek a belsd

szervek ép €s koros mikodésének megértéséhez, ami hosszabb tavon potencialisan hasznos
lehet a diagnosztika és terapia szamara. A kolinerg és NANC transzmitter-rendszerek jobb
megismerése mas teriileteken (pl. kozponti idegrendszer) hasznosithaté ismereteket is
eredményezhet. Mivel az érz6 neuronok kdzponti idegrendszeri végzddéseibdl, a gerincveld
hatsé szarvaban foltehetden ugyanazok a transzmitterek szabadulnak fel, mint a periférian, igy
a zsigeri szervekben nyert adatok relevanciaval birnak a nociceptio/fajdalomcesillapitas
tekintetében is. A "klasszikus " neurotranszmitter-rendszerekre (adrenerg, kolinerg) hato
gyogyszerek ma fontos szerepldi terapids eszkdztarunknak. Hasonld felemelkedés eldtt allnak
a nem-adrenerg, nem-kolinerg transzmitterekre hat6 szerek is (sot koziilikk a szerotonerg
rendszer mar ma is fontos gyogyszerek célpontja). A NANC rendszerek funkcidjanak
tisztazasa (egyebek kozott farmakoldgiai eszkdzokkel) nagyban eldsegiti a rajuk hatd szerek

kifejlesztését és indikacios teriiletiik megtalalasat.



Kisérleteinkben az alabbi témakorokkel foglalkoztunk:

1. Megvizsgaltuk a kapszaicin hatdsat és annak mechanizmusat human bél kiilonb6z6
szakaszainak korkords izomzatan, kiilon hangsulyt fektetve az NO — guanilat-ciklaz rendszer
gatloinak hatdsara. Arra is kerestiik a valaszt, vajon a kapszaicin NO-medialt gatlo hatasa
megfigyelheté-e mas fajok (tengerimalac, egér) vastagbél prepardtumain is.

2. Vizsgaltuk az endokannabinoid anandamid hatasat human szigmabél preparatumon
¢s lehetséges interakciojat a colon kapszaicin-érzékeny beidegzésével.

3. Két bélpreparatumon (human szigmabél korkords izomzat, patkany vékonybél
hosszanti izomzat-plexus myentericus csik) megvizsgéltuk egy NO-szintdz bénitd ¢és
purinoceptor-antagonistak egyiittes hatdsat az intrinszik idegek altal kozvetitett NANC
relaxaciora.

4. Tobb preparatumon megvizsgaltuk, vajon a NANC valaszokban szerepet jatszik-e
az NO mellett més olyan anyag , amely a cGMP-n keresztiil fejti ki hatasat.

5. A hugyhodlyag beidegzését farmakologiai eszkozok segitségével tanulmanyoztuk.
Amennyire lehetséges volt, gyogyszeresen szétvalasztottuk egymastol a kiilonbozo
ingeriiletatvivok altal kozvetitett valaszokat.

6. In vitro rendszerben megvizsgaltuk a kisérletes diabétesz hatasat a patkany
hugyhodlyag kapszaicin-érzékeny, kolinerg és “purinerg” idegmiikddéseire és ugyanezen a

preparatumon a kapszaicin-indukalta valaszt farmakoldgiailag jellemeztiik.



KISERLETES MUNKA

A nitrogén-monoxid szerepe a kapszaicin altal kivaltott mozgasvalaszban

kiilonféle fajok bél korkorosizom preparatumain

Bevezetés

A kiilonféle fajok intesztindlis preparatumai eltérden reagalnak kapszaicinre. Tengerimalac
ileumon a kapszaicin ideg-kozvetitette kontrakciot hoz létre (ld. tobbek kozt Barthd és
Szolcsanyi, 1978; Szolcsanyi és Bartho, 1978; Barthé és mtsai, 1994, 1999c, 2000).
Ugyanakkor atropin-kezelt, el6kontrahalt készitményeken a kapszaicin képes relaxaciot is
kivéltani (Bartho ¢és mtsai, 1987). A gatlo hatasokért a CGRP-t tartjak feleldsnek (Bartho és
mtsai, 1987; 1991). Human bél simaizomzaton a kapszaicin gatlo hatast valt ki (Maggi ¢€s
mtsai, 1988, 1990a,b), amelyért nem a CGRP tehetdé feleléssé. A kapszaicin-okozta
elernyedés TTX-rezisztens. Funkciondlis (immun-neutralizacios) €s neurokémiai kisérletek a
VIP ill. valamely rokon peptid részvételét latszanak igazolni a kapszaicin hatdsaban (Maggi ¢s
mtsai, 1989¢c, 1990a,b).

A jelen kisérletsorozat célja az volt, hogy megvizsgaljuk a kapszaicin hatdsat és
hatdsmechanizmusat huméan szigmabél, egyéb human gasztrointesztinalis készitmények,
tovabba tengerimalac és egér colon korkdrds izomzatan, kiilon hangsulyt fektetve az NO-
guanilat-cikldz rendszer gétldinak hatdsara és a P, purinoceptorok szerepére. Probaltunk arra
is valaszt keresni, hogy az endokannabinoid anandamid képes-e utdnozni vagy moédositani a
kapszaicin hatdsat a human colonon. Irodalmi adatok szerint ugyanis az anandamid képes
hatast kivaltani a kapszaicin TRPV1 receptorain (1d. Smart €s mtsai, 2000), jollehet fOhatasait
kannabinoid receptorokon fejti ki (Id. Szolcsanyi, 2000).

Modszerek

A Kkisérletekhez him CD-1 vagy C57BL/6 egereket (20-25 g) ¢s mindkét nemi
tengerimalacokat (420-500 g) hasznaltunk. Az éallatok ledlése utdn a megfeleld
colonszakaszokat eltavolitottuk, atmostuk Krebs-oldattal és Petri csészébe helyeztilk. A
tengerimalac proximalis colonjdbdol kb. 2 mm széles gylrit kivagtunk, a mesenterialis
oldalanal felnyitottuk és a nyalkahartyat 6vatosan eltdvolitottuk (Maggi ¢és mtsai, 1996). Az
egér distalis colon kb. 1,5 cm-es darabjat a mesenterialis oldaldndl felnyitottuk és korkoros

iranyu, 4-tag cikkcakk prepardtumot készitettiink beldle, amelyrdl a nyalkahartyat nem



tavolitottuk el. A human colont, ileumot és appendixet bélcarcinoma miatt eltavolitott
bélszakasz marginalis, még nem infiltralt részérdl kaptuk. A nyalkahartyat eltavolitottuk és az
izomrétegekbdl korkords iranyt kb. 2 x 20 mm-es preparatumokat készitettiink.

A preparatumokat 5 ml-es, Krebs-oldatot tartalmazé szervfiirddkbe helyeztiik (37°C-
on) ¢és folyamatosan oxigenizaltuk 95 % O, és 5 % CO; elegyével. A mozgasokat izotonids
jelatalakito (elmozdulasmérd) segitségével, kompenzografon regisztraltuk. Tengerimalac és
egér colon esetén 2 mN, human preparatumok esetén 10 mN feszitést alkalmaztunk. Atropin
(1 pmol/l) és guanetidin (3 pmol/l) végig jelen volt a szervfiirddkben. A kapszaicin-okozta
relaxéacio hangsulyozédsara szubmaximalis, tonusos kontrakcidt hoztunk létre 1 pmol/l acetil-
kolin vagy muszkarin segitségével, kivéve human appendixen és tengerimalac colonon,
melyeknek spazmogének nélkiil is magas tonusa volt. A vélaszokat izoprenalinnal (8 pumol/l)
kivaltott maximalis elernyedés szazalékaban adtuk meg. A kapszaicint csak egyszer adtuk

minden egyes preparatumnak a tachyphylaxia elkeriilése végett.

Eredmények

Minden preparatum esetén eldzetes kisérletekben meghatarozott, hatdsos de nem tul magas
kapszaicin koncentraciot alkalmaztunk a relaxacid kivaltdsara (human colon, ileum és
appendix esetén 300 nmol/l, egérnél 1 pmol/l, tengerimalacndl 2 umol/l kapszaicint
alkalmaztunk).

Human szigmabélen mind a NOS-gatlo L-NOARG (100 pumol/l), mind az ODQ jeld
szolubilis guanilat-ciklaz gatld vegyiilet (1 umol/l) szignifikdnsan csokkentette a kapszaicin-
okozta valaszt (az L-NOARG kb. 70 %-o0s, az ODQ kb. 45 %-os gatlast okozott). 5 mmol/l L-
arginin a 20 pumol/l koncentracidban alkalmazott L-NOARG hatésat teljesen, a 100 umol/l-ét
részben visszaallitotta. Az L-NOARG (100 pumol/lI) nem befolyasolta sem az izoprenalin (30-
240 nmol/l), sem a natrium-nitroprusszid (100-500 nmol/l) félmaximalis elernyesztd hatasat.
Az L-NOARG mérsékelt (kb. 50 %-o0s) tonusos kontrakcidt okozott (a megel6zo 1 pumol/l
acetil-kolin szazalékaban kifejezve), de az azt koveto acetil-kolin kontrakcid mértékét ez nem
befolyasolta. Az ODQ (1 umol/l) 73 %-kal gatolta a natrium-nitroprusszid (500 nmol/I-1
pmol/l) éltal kivaltott félmaximalis relaxaciot. Az ODQ is kontrakciot okozott (kb. 40 % az
acetil-kolinhoz viszonyitva), de ez sem befolyasolta az acetil-kolin-okozta 6sszehuzodast. A
gyors Na' csatorna blokkold6 TTX (1 pmol/l) nem befolyasolta a kapszaicin-okozta

elernyedést.



A tobbi human preparatumon és az egér colonon a NOS-gatlé L-NOARG (100 pmol/1)
szignifikansan csokkentette a kapszaicin hatasat (tobb mint 70 %-os gatlas human ileumon és
colon ascendensen, teljes gatlas human appendixen, kb. 50 %-os gatlas egér colonon). Csak a
tengerimalac colonon nem gatolta az L-NOARG a kapszaicin-okozta relaxaciot.

A TTX (1 pmol/l) nem befolyadsolta a kapszaicin-okozta relaxacidt tengerimalac
colonon és human preparatumokon, viszont részleges gatlast okozott (kb. 45%) egér colonon.
Egér colonon az L-NOARG ¢és TTX kombinalt adasa sem okozott nagyobb gatlast, mint a két
szer kiilon-kiilon alkalmazva. Ugyanez a kombinacid tengerimalac colonon nem befolyésolta
a kapszaicin relaxal6 hatasat.

Human szigmabélen a kapszaicin altal kivaltott relaxaciot nem befolyésolta a P
purinoceptor antagonista PPADS (50 umol/l). A PPADS gatolta az o,B-meATP (10-30
pmol/l)-okozta relaxaciot (37,6 = 5,6 % eldtte és 15,5 + 6,2 % utana; p<0,05, n=6).

Az endogén kannabinoid receptor agonista anandamid (1, 10, 100 vagy 300 pmol/l)
nem valtott ki relaxéaciot az eldkontrahalt szigmabélen.

Egy kiilon kisérletsorozatban megvizsgaltuk a kapszaicin (1 pmol/l) hatasat vad tipusa
¢s TRPV1 receptor knockout C57BL/6 egereken (Davis és mtsai, 2000). A vad tipust egerek
colonjan a kapszaicin hasonlé mértékii relaxaciot valtott ki, mint CD-1 egereken, viszont a
knockout csoporton minimalis elernyedést kaptunk (45,3 £ 5,6 % vad tipuson, 5,1 £ 3,3 %
knockout allatokon; p<0,001; n=6 ill. 7).

Megbeszélés

Eredményeink szerint az NO jelentdés szerepet jatszik a kapszaicin-okozta
elernyedésben human szigmabél és colon ascendens, human ileum, human appendix és egér
colon korkdros izomzatan, tehat a kapszaicin-okozta NO-felszabadulés valdszintileg elterjedt
jelenség. Human készitményeken mindezidaig nem irtak le olyan zsigeri motoros valaszt,
melyet a szenzoros idegekbdl felszabadulo NO kozvetitene.

A megfigyelt kapszaicin hatasok specifikussaga mellett sz6l a viszonylag alacsony
koncentraciok alkalmazésa és a tachyphylaxia jelenléte is, tovabba az, hogy a kapszaicin csak
minimalis hatast valtott ki TRPV1 receptor knockout egereken, de jelentds relaxaciot okozott
a vad tipusi kontroll csoporton. A kisérleteinkben hasznalt L-NOARG ebben a
koncentracioban nem okoz nem-specifikus hatdsokat mivel (1) az L-NOARG nem
befolyasolta az alacsony koncentracidju izoprenalin altal kivaltott elernyedést és (2) egyik

szer sem valtoztatta meg az acetil-kolin altal kivaltott 6sszehuzodas mértékét. A kapszaicin-
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okozta relaxaci6 mechanizmusa ugy tlinik némileg kiilonb6z6 az egyes preparatumokon. A
gyors Na' csatorna blokkolé tetrodotoxin szignifikinsan csdkkentette a kapszaicin hatasat
egér colonon, viszont huméan preparatumokon nem okozott gatlast. Szdmos bizonyiték
talalhato arra nézve, hogy a kapszaicin hatasara torténd transzmitter felszabadulas az érzd
idegvégzodésekbdl TTX-rezisztens folyamat. Egér colon esetén tobb lehetdség is fennallhat:
(1) a kapszaicin-érzékeny idegvégzddések aktivaljdk az intrinszik enteralis neuronokat, igy az
NO szarmazhat a kapszaicin-érzékeny extrinszik neuronokbol, az enteralis neuronokbdl vagy
mindkettébdl; (2) “nitrerg” kapcsolat all fenn a szenzoros és enteralis neuronok kozt és az
utobbi mas gatldo transzmittereket is tartalmazhat; (3) a kapszaicin a szenzoros
idegvégzddések egy részét direkt modon izgatja (TRPV1 receptorokon keresztiil) és ezek
aktivalhatnak maés tovabbi érz6 idegvégzddéseket indirekt iton, axon-reflex kozvetitésével
(axon-reflex 1étrejottéhez sziikséges TTX-érzékeny ingeriiletvezetés).

Human szigmabélen kapott eredményeink arra utalnak, hogy PPADS-érzékeny
purinoceptorok nem vesznek részt a kapszaicin-okozta elernyedésben.

A jelen eredmények az NO részvétele ellen szolnak a kapszaicin-okozta relaxacidban
tengerimalac colonon, mivel az L-NOARG nem gétolta a kapszaicin-okozta valaszt.

Kétoldalu kapcsolatot feltételeznek az endokannabinoid anandamid és a kapszaicin-
érzékeny mechanizmusok kozott. Egyrészrél az anandamid stimulalja a TRPV1 kapszaicin
receptorokat (de hasonldan a kapszaicinhez, hosszl ideig, nagy koncentracioban adva gatolja
is a TRPV1 receptorokat). Masrészt az anandamid gétolhatja a kapszaicin-érzékeny idegek
miikodését kannabinoid receptorokon keresztiil (Smart és mtsai, 2000; Szolcsanyi, 2000). Az
elsd esetben az anandamid utanozza a kapszaicin hatdsat, mig a masikban gatolja. A jelen
kisérletben (humén szigmabélen) nem kaptunk bizonyitékot az anandamid egyik hatdsara
sem, széles koncentraciotartomany alkalmazasa ellenére. A kapott negativ eredmény
magyarazataul szolgéalhat, hogy az anandamid felvétele az érzé idegvégzddésbe nem
tokéletes, marpedig ez sziikséges ahhoz, hogy a szer kifejtse a hatdsat a TRPV1 kapszaicin

receptorokon (De Petrocellis és mtsai, 2001).

“Nitrerg-purinerg” interakciok human és patkany bélpreparatumokon

Bevezetés
A gasztrointesztinalis simaizomzat NANC valaszait — koztiik a nem-szelektiv idegingerléssel

kivaltott NANC elernyedést — dontd mértékben a bélfal sajat (intrinszik) neuronjai kozvetitik,
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amelyek fOleg a plexus myentericusban helyezkednek el és nem érzékenyek kapszaicinre.
Mind az extracellularis ATP, mind az NO szdmontartott NANC transzmitterek a gyomor-
bélhuzamban. Az NO-kutatés korai fazisaban kifejlesztett specifikus szintézisgatldé L-arginin-
analogok oriasi lendiiletet adtak az NO-val kapcsolatos funkcionalis kutatasoknak. Ilyen
hasznos szer a “purinerg” ingeriiletatvitel teriiletén nem all rendelkezésiinkre. A “purinerg”
neurotranszmisszio kiiktatasara hasznalhato modszer az ATP deszenzibilizécid, az apamin €s
a purinoceptor antagonistak (pl. PPADS, suramin) alkalmazasa.

A jelen kisérletsorozatok célja az volt, hogy két, jelentés NANC relaxéciot mutatd
bélpreparatumon (human colon korkords izomzat, patkdny vékonybél hosszanti izomzat-
plexus myentericus csik) megvizsgaljuk egy NO-szintdz bénitd és purinoceptor-antagonistak
egylittes hatasat, tovabba a guanilat-ciklaz bénitasanak befolyasat a NANC elernyedésre. A
megvalaszolando6 kérdések:

(a) “Purinerg” idegek részt vesznek-e a valasz kdzvetitésében?

(b) Ha igen, mi a viszonyuk a “nitrerg”-idegek szerepéhez, ill. a kettd egyiitt a valaszok
egészet megmagyarazza-e?

(c) A “nitrerg” idegek a guanilat-cikldz enzim kozvetitésével hatnak-e, ill. részt vesz-e a

valaszban mas, a guanilat-ciklazon keresztiil hat6 ingeriiletatvivé anyag?

Modszerek

Wistar patkdnyok ileumat (az allatok ledlése utdn) kimetszettiik és kb. 3 cm-es darabokbol
Paton ¢és Vizi (1969) moddszerét kovetve hosszanti izom-plexus myentericus csik
preparatumokat készitettiink. A preparatumok elkészitéséhez viszonylag nagy testtomegl
patkanyok idealisak, ezért 400-500 g tomegii allatokat hasznaltunk a kisérletekhez.

A human szigmabél prepardtumokat carcinoma miatti bélmiitéten atesett paciensek
eltavolitott ép bélszakaszaibdl készitettik. Korkords irdnyt kb. 2 x 20 mm méretli
preparatumokat készitettiink, melyekrdl a nyalkahartyat lemetszettiik.

A készitményeket 5 ml-es szervfiirdékben, 37 °C-os, oxigenizalt (95 % O, + 5% CO,)
Krebs-oldatban fliggesztettiik fel. A mozgasokat izotonidsan regisztraltuk. A patkany ileum
preparatumok esetén 2 mN-o0s, humén szigmabél estén 10 mN-os feszitést alkalmaztunk.

Az idegeket elektromos téringerléssel (EFS; Paton és Vizi, 1969) aktivaltuk atropin (1 pmol/l)
¢s guanetidin (3 umol/l) jelenlétében. Patkdny ileum esetén 1 6ra inkubacids periodus utan a
preparatumokat prosztaglandin F,,-val (0,1 pmol/l) szubmaximadlisan elékontrahaltuk és

idegingerlést (EFS) vagy valamilyen relaxaldé agenst (ATP, o,3-meATP, adenozin,



12

nitroglicerin, natrium-nitroprusszid vagy izoprenalin; kontaktus id6 3 perc) alkalmaztunk. Az
EFS paraméterei: amplitad6 60 V, impulzusszélesség 0,2 ms, 10 Hz-es frekvencia 20 s-ig.

A humadn szigmabél preparatumokat a szintén 1 oOra inkubécids periddus letelte utan
hisztaminnal (5 pmol/l) elékontrahdltuk, majd EFS-t vagy valamely relaxalé anyagot
(izoprenalin, o,3-meATP) alkalmaztunk. Az EFS paraméterei: amplitido 80 V, impulzus
sz¢lesség 0,1 ms, 1 ill. 10 Hz-es frekvencia 20 s-ig. Ezt kdvetden a fiirddben a folyadékot
lecseréltiik és 40 perces inkubéacios id6 utdn a folyamatot ismételtiik mindkét preparatum

esetén. Az EFS 3 ciklusban ismételhetonek bizonyult.

Eredmények

Patkany ileum hosszanti izom-plexus myentericus preparatumok

Elékontrahalt preparatumokon az EFS gyors relaxaciot valtott ki, melyet a TTX (1 umol/l)
teljesen kivédett. A relaxdcios valasz L-NOARG (100 pmol/l) jelenlétében részben
megmaradt (L-NOARG el6tt 38,2 + 3.4 %, utana 25,8 + 1,9 %, n=13). Apamin (0,3 umol/l)
onmagaban csak mérsékelt (kb. 30 %-o0s) gatlast okozott. Apamin és L-NOARG kombinalt
alkalmazasa mar kb. 85 %-os gatlast eredményezett.

Az L-NOARG-kezelt prepardtumokon mind a suramin (100 pmol/lI), mind a PPADS
(50 umol/l) szinte teljesen kivédte az EFS altal kivaltott relaxaciét. A PPADS 6nmagéban
csak mérsékelt (kb. 30 %-os) gatlast valtott ki. A PPADS-kezelt preparatumokon az L-
NOARG teljes gatlast eredményezett.

A guanilat-ciklaz gatlo ODQ (1 pmol/l) nem novelte tovabb az L-NOARG (100
pmol/l) gatldé hatasat az EFS-okozta relaxaciora (L-NOARG el6tt 40,6 + 6,4 %, L-NOARG
jelenlétében 29,9 + 2.7 %, L-NOARG plusz ODQ jelenlétében 29,8 + 5,6 %, n=7). Az ODQ
(1 umol/1) 85 %-kal gatolta a nitroglicerin (13 pumol/l) relaxal6 hatésat.

Az ATP (0,1-500 pmol/l) elernyedést okozott. A szer fiiggetlen adasaval (1
preparatumnak 1 beadds) nagyjabol harang alakl dozis-hatas gorbét kaptunk. A PPADS (50
pmol/l) kb. 60 %-kal gatolta az ATP (1 pumol/l) relaxald hatdsat. Az o,B-meATP szintén
koncentracio-fliggd elernyedést okozott patkdny ileumon 1-100 pmol/l-es koncentracid
tartomanyban. Az o,-meATP (10 pmol/l) relaxalo hatasat a PPADS (50 pumol/l) kivédte. A
PPADS (50 pumol/l) plusz suramin (100 umol/l) egylitt nem befolyasolta az izoprenalin (5—-10

nmol/l) altal kivaltott félmaximalis elernyedést.
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Human szigmabél preparatumok
A hisztaminnal el6kontrahalt human szigmabélen elektromos téringerléssel NANC relaxaciot
valtottunk ki, melyet a TTX (1 pmol/l) mindkét alkalmazott frekvencian (1 és 10 Hz)
kivédett. Az L-NOARG (100 pmol/l) gatolta az idegingerléssel kivaltott NANC relaxaciot
human szigmabélen; 1 Hz-en tobb mint 40 %-o0s, 10 Hz-en kb. 50 %-os gatlast okozott. Az L-
NOARG-kezelt preparatumokon a purinoceptor antagonista PPADS (50 pmol/l) plusz
suramin (100 umol/l) kombindaciodja jelentds (1 Hz-nél 64 %-os, 10 Hz-nél 54 %-os) gatlast
eredményezett, de ha a két purinoceptor antagonistat kiilon adtuk a fiirddbe, semmilyen vagy
csak minimalis hatést észleltlink.

Kontroll preparatumokon a PPADS plusz suramin kombinalt addsa nem gatolta az 1
ill. 10 Hz-es idegingerléssel kivaltott NANC relaxaciot, mig a purinoceptor antagonistak
jelenlétében ingerelve az L-NOARG majdnem teljesen kivédte az elernyedést (kb. 80 %-os
gatlas 1 Hz-en, 90 %-os gatlas 10 Hz-en). Az o,B-meATP (5 pmol/l) elernyesztd hatasat a
PPADS plusz suramin egyiitt jelentdsen gatolta, mig a PPADS 6nmagaban mérsékelt gatlast
okozott. A suramin 6nmagaban nem volt hatassal a relaxacidra. A purinoceptor antagonistak
kombinacidja nem befolyésolta sem az izoprenalinnal (30-200 nmol/l) sem a nifedipinnel (3
umol/l) kivaltott elernyedést.

A guanilat-ciklaz gatld6 ODQ (3 umol/l) kb. 30 %-kal gétolta a NANC relaxaciot. L-
NOARG-kezelt prepardtumokon az ODQ hatéstalan volt. Forditott sorrendben alkalmazva,
ODQ kezelés utan az L-NOARG enyhe gatl6 hatast valtott ki a NANC relaxaciora.

Megbeszélés

Eredményeink szerint a “nitrerg” ¢és “purinerg” idegek egyiitt kozvetitik az EFS-okozta
relaxaciot patkany ileum hosszanti izom-plexus myentericus prepardatumon. A P, purinoceptor
antagonista PPADS ill. suramin gatolta a NANC relaxdci6 nem ‘“nitrerg” részét, az L-
NOARG pedig kivédte a P, purinoceptor antagonistak jelenlétében kapott valaszt. Ez azt is
jelenti, hogy az L-NOARG jelenlétében kivaltott valasz teljesen “purinerg” , mig a PPADS
jelenlétében kivaltott valasz teljesen “nitrerg” természetd.

Smits és Lefebvre (1996) eredményei szerint patkany ileum hosszanti izomzatan az
EFS-kivaltotta elernyedést az ATP tachyphylaxia gatolja, és ez a gatlo hatds nem adodik
hozza a NOS-gatloval kivaltott gatlashoz. Két P, purinoceptor antagonista (suramin és
reactive blue 2) nem gatolta az idegingerléssel kivaltott relaxaciot NOS gatloval elzetesen

nem kezelt preparatumokon (Smits és Lefebvre, 1996). Kombinalt NOS gatl6-purinoceptor
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antagonista kezelést nem végeztek. Arra a kdvetkeztetésre jutottak, hogy az ATP-n és NO-n
kiviil még legaldbb egy masik transzmitter is részt vesz a relaxacid kozvetitésében. Sajat
eredményeink szerint a PPADS szelektiven gatolta az exogén ATP-vel vagy a,B-meATP-vel
kivaltott elernyedést. Eredményeink szerint azonban a purinoceptor antagonistak nem csak L-
NOARG jelenlétében valtottak ki gatld hatast; a PPADS onmagaban kb. 30 %-os gatlast
eredményezett, ami nem sokkal marad el az L-NOARG 4altal kifejtett gatlastol (ez utobbi kb.
40 %). A suramin dnmagaban szintén részleges gatlast hozott 1étre. A suramin csokkentette a
prosztaglandin F,,-val kivaltott el6kontrakciot (1d. Smits €s Lefebvre, 1996 kozleményét is),
ezért a tovabbiakban csak a PPADS hatésat vizsgaltuk. A PPADS specifikusnak bizonyult,
nem befolyasolta sem az el6kontrakcid mértékét, sem a natrium-nitroprussziddal vagy
izoprenalinnal kivaltott elernyedést.

Az apamin NANC relaxaciora kifejtett erds gatlo hatasa L-NOARG jelenlétében azt
jelenti, hogy a valasz “nem-nitrerg” része foként apamin-érzékeny K~ csatornak aktivacidjan
keresztiil jon létre. Az apamin-érzékenység mindazonaltal nem azonosithatd teljes mértékben
a “purinerg” valasszal, pl. tobb neuropeptid is képes apamin-érzékeny valasz kivaltasara.

Human szigmabél kérkérds izomzatan kapott eredményeink szerint az ATP vagy
valamely rokon vegyiilet részt vesz az elektromos téringerléssel kivaltott NANC relaxécio
kozvetitésében. Ezen a preparatumon is megvizsgaltuk a két P, purinoceptor antagonistanak
(PPADS ¢és suramin) a NANC relaxacio L-NOARG-rezisztens részére kifejtett hatasat, de
kiilon-kiilon adva csak minimalis hatast kaptunk. Meglepetéssel tapasztaltuk, hogy a két
antagonista kombinacidja viszont erdsen gatolta a NANC relaxaciot. Valoszinti, hogy a két
antagonista egyiitt a P, purinoceptorok szélesebb skalajat gatolja, mint kiilon-kiilon
alkalmazva 6ket. Ha a NOS-gatlé nélkiil vizsgaltuk a két P, purinoceptor antagonista NANC
relaxaciora kifejtett hatasat, akkor a két szer egyiitt sem okozott gatlast. Mindebbdl arra
kovetkeztettiink, hogy ezen a preparatumon a NOS-gitld L-NOARG és a purinoceptor
antagonistak gatlo hatasa szupra-additiv viszonyban all egymassal.

A masik kérdés, amire kisérleteink soran valaszt kerestlink, hogy vajon a guanilat-
ciklaz bénitdsa ODQ-val befolyasolja-e az L-NOARG-rezisztens NANC relaxaciot. Az ODQ
nem okozott tovabbi gatld hatdst L-NOARG jelenlétében sem human szigmabélen, sem
patkdny ileum prepardtumon. Ez arra utal, hogy az idegingerléssel kivaltott NANC
relaxacioban az NO-n kiviil mas szolubilis guanilat-ciklazon keresztiil hatd transzmitter nem
vesz részt. Az irodalomban mar ismert, hogy patkany ileumon az ODQ géatolja az EFS-okozta
elernyedést (Tanovic és mtsai, 2001), ami varhato is, mivel a vélasz jelentds része NO-

medialt. Human colonon az ODQ oOnmagéaban jelentés de részleges, P, purinoceptor
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antagonistakkal kombinalva pedig teljes gatlast hozott 1étre a NANC valaszon, ami megerdsiti

az NO-ATP egyiitthatast.

A Kkisérletes diabétesz hatasa az elektromos téringerléssel vagy
kapszaicinnel kivaltott kolinerg, “purinerg” és “peptiderg” motoros

valaszokra izolalt patkany hugyholyagon

Bevezetés

Régota ismert, hogy a “purinerg” neurotranszmisszid szerepet jatszik emldsok hugyholyag-
miikodésében (1d. Hoyle, 1994; Burnstock, 1997). Mas NANC neurotranszmitterek szerepére
is talalhatok irodalmi adatok. A kapszaicin atropin-rezisztens kontrakciot valt ki patkany
hoélyagon, amely érzékeny eldzetes kapszaicin kezelésre és tachykinin receptor
antagonistakra, de TTX-rezisztens (Maggi és mtsai, 1991). Ez arra utal, hogy a kapszaicin
izgatja az érz0 idegvégzddéseket (TTX-rezisztens mddon) és tachykinineket szabadit fel,
amelyek kontrahaljak a simaizomzatot.

In vitro funkcionalis kisérletekben Meini és Maggi (1994) kimutattdk tachykinin-
medialt, kapszaicin-érzékeny komponens jelenlétét elektromos téringerléssel kivaltott NANC
kontrakcioban patkany holyag detrusor izomzatan. A vélasz kivaltasdhoz kell6en hosszu idejii
téringerlés alkalmazasa sziikséges. Ugyanezek a szerz6k funkcionalis bizonyitékot
szolgéaltattak P-anyag €s neurokinin A részvételére a kapszaicin-okozta kontrakcidban (Meini
¢s Maggi, 1994).

A diabéteszes neuropatia egyarant érinti a vegetativ, szomatomotoros ¢€s érzo idegeket.
A neuropatia egyik megjelenési formédja a hdlyag diszfunkcidja. A kapszaicin-érzékeny
idegek is érintve lehetnek a hdlyagmiikodés karosodasa soran. Patkdny holyag detrusor
izomzatan ellentmondésos eredmények taldlhatok arra nézve, hogy a kisérletesen 1étrehozott
diabétesz hogyan befolyésolja a kapszaicin-okozta kontrakciot. Egyes eredmények csokkenést
mutattak a kapszaicin hatdsdban diabéteszes patkdnyok holyagjan (Kamata és mtsai, 1992;
Pinna és mtsai, 1994), mig masok nem talaltak eltérést a diabéteszes és kontroll csoport kdzott
(Santicioli és mtsai, 1987; Dahlstrand és mtsai, 1992).

A jelen munka célja az volt, hogy in vitro rendszerben megvizsgaljuk a kisérletes
diabétesz hatdsat a patkany hugyholyag kapszaicin-érzékeny, kolinerg ¢és “purinerg”
idegmiikodéseire. Farmakologiai eszk6zok segitségével minden eddiginél jobban

elkiilonitettiik ezeket a komponenseket. A kapszaicin-érzékeny valaszokat kapszaicin vagy
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hosszu idejli téringerlés alkalmazasaval vizsgéaltuk. A kapszaicin-létrehozta valaszt
farmakologiailag jellemeztilk. Megvizsgaltuk tovabba, hogy a kapszaicin-érzékeny idegek
képesek-e relaxacid kivaltasara ill. képesek-e gatolni a kolinerg vagy “purinerg”

neurotranszmissziot.

Modszerek

Streptozotocin-kezelés

A kisérletek eldtt 8 héttel him Wistar patkanyokat streptozotocinnal (50 mg/kg) vagy
oldoszerével kezeltiink (a kezelést dr. Porszasz Robert végezte). Az allatokat standard
koriilmények kozott tartottuk, szabadon fogyasztottak taplalékot és ivovizet. Nyolc hét
elteltével csak azokat az allatokat hasznaltuk fel a kisérletekhez, amelyeknek vércukor
koncentracioja legalabb 13 mmol/l volt, az ez alattiakat kizartuk.

In vitro kisérletek

A streptozotocinnal kezelt, olddszerrel kezelt és kezeletlen him patkanyokat (370-500 g)
tarkoiitéssel ledltiik és kivéreztettik. A hugyhdlyagot eltavolitottuk ¢és sagittalisan félbe
vagtuk, majd két detrusor-prepardtumot készitettiink beldle (kb. 20 mm hosszi és 2 mm
széles). A preparatumokat oxigenizalt, 37°C-os Krebs-oldatot tartalmaz6 szervfiirddkben 5
mN-os feszités mellett felfiiggesztettiik. 1zotonids jelatalakitdo segitségével a mozgasokat
kompenzografon regisztraltuk. Elektromos téringerlést végeztiink, melynek paraméterei a
kovetkezOk voltak: a négyszogimpulzus amplitidoja 120 V, szélessége 0,1 ms; az ingerlés
frekvencidja 0,1 Hz (“egyes impulzusok™), ill. 1 Hz (30 masodpercig) vagy 10 Hz (40
masodpercig).

A viszonylag szelektiv kolinerg valaszok kivaltasakor P, purinoceptor antagonista
PPADS (50 pmol/l) plusz suramin (100 umol/l) volt a fiirddben, a “purinerg”
mechanizmusokat pedig atropin (1 pmol/l) jelenlétében vizsgaltuk. Atropin, PPADS és
suramin egyiittes jelenlétében vizsgaltuk a hosszu idejli téringerléssel (10 Hz 40 s) kivaltott
kapszaicin-érzékeny kontrakciot ill. a kapszaicin hatdsat (30 nmol/l vagy 1 pmol/l).

Guanetidin (3 pumol/l) végig jelen volt a fiirddben a szimpatikus valaszok kiiktatasara.

Eredmények

Elektromos téringerlés purinoceptor antagonistak jelenlétében

Kontroll allatokbdl késziilt prepardtumokon PPADS (50 pumol/l) + suramin (100 pmol/l)

jelenlétében az egyes impulzusok rovid “twitch”-szerli valaszokat hoztak létre, az 1 Hz 30 s-
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es ingerlés pedig tonusos kontrakcidt okozott (17,2+1,9 ill. 45,945,7; n=6). Atropin (1 umol/I)
szignifikansan, kb. 70 %-kal csokkentette ezeket a valaszokat. Ugyanilyen koriilmények
kozott a diabéteszes allatok preparatumai hasonld vélaszokat adtak (20,7+1,0 ill. 49,243,0;
n=8), melyeket az atropin (1 pmol/l) szintén szignifikdnsan kb 50 %-kal csokkentett.

Kiilon kisérletsorozatban megvizsgaltuk a kapszaicin tachyphylaxia (1 umol/l kapszaicin 40
percre, mosas nélkiill) és a TTX hatdsit a PPADS plusz suramin-kezelt kontroll
preparatumokon. A kapszaicin tachyphylaxia nem okozott eltérést sem az egyes impulzusok,
sem az 1 Hz-es ingerlés amplitudojaban. Az 1 pmol/l TTX teljesen kivédte mindkét
ingerléstipus hatasat.

Elektromos téringerlés atropin jelenlétében

A kontroll allatokbol atropin (1 umol/l) jelenlétében kapott valaszok nagysaga megkozelitden
azonos volt a purinoceptor blokkolok jelenlétében kapott valaszokéval (14,6+1,0 ill. 39,5+4.3;
n=6). A diabéteszes allatokbol készitett preparatumokon szignifikansan nagyobb
kontrakciokat kaptunk mindkét frekvencianal az oldoszer kontrollhoz képest (25,7+2,8 ill.
53,3+4.7; n=8). Ettdl eltekintve a valaszok alakja hasonlo volt. PPADS (50 umol/l) plusz
suramin (100 umol/l) megkozelitben 50 %-os gatlast eredményezett mindkét vizsgalt
csoportban, mindkét alkalmazott frekvencian.

Kiilon kisérletsorozatban vizsgaltuk kezeletlen kontroll csoporton az emelt doézisban
alkalmazott purinoceptor antagonistak hatasat. 100 pmol/l PPADS plusz 200 pumol/l suramin
sem védte ki teljesen az idegingerlésre kapott valaszokat. A TTX (1 umol/l) a kontrakciokat
teljesen kivédte, mig a kapszaicin tachyphylaxia nem befolydsolta egyik frekvencian kapott
valaszt sem.

A hosszu iddtartamu elektromos téringerlés

Kontroll preparatumokon atropin (1 pmol/lI), PPADS (50 pmol/l) plusz suramin (100 pmol/I)
jelenléte esetén a 10 Hz 40 s-os idegingerlés jellegzetes kontrakcios valaszt eredményezett: a
kezdeti gyors kontrakciot ténusos, lassu valasz kovette. TTX (1 umol/l) 91 %-kal
csokkentette a gyors valaszt és teljesen kivédte a tonusos komponenst. Kapszaicin elékezelés
(1 pmol/l 40 percre, mosas nélkiil) a gyors valaszt kb. 20 %-kal csokkentette, viszont a
tonusos komponensen jelentdsebb (80 % koriili) gatlast eredményezett (olddszerrel kezelt
csoport). Diabéteszes éallatok holyagjan kapott eredmények kapszaicin kezelés el6tt jelentdsen
eltértek a kontroll csoporttol: a tobnusos komponens kb. 60 %-kal kisebb volt a kontrollénal,

mig a kezdeti gyors valasz kis mértékben nagyobb. A kapszaicin tachyphylaxia azonos
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mértékben csokkentette a gyors komponenst, mint az olddszer-kezelt csoporton. A tonusos

valasz gyakorlatilag eltiint kapszaicin kezelés utan (1. tablazat).

1. tablazat. A kapszaicin tachyphylaxia hatasa a 10 Hz 40 s-os idegingerléssel kivaltott
kontrakciora patkany holyag detrusor izomzatan. A vélasz gyors és tonusos komponensét
kiilon értékeltiik. Atlag + SEM. * — szignifikans eltérés a kontroll valaszhoz képest (Wilcoxon
teszt); # — szignifikans eltérés az olddszerrel kezelt és diabéteszes csoport kozott (Mann-
Whitney teszt). n: elemszam.

Kontroll Kapszaicin tachyphylaxia | n
10 Hz 40 s (1 pmol/l)
Oldoszerrel kezelt csoport
gyors 26,1 £4,0 19,7 £2,7* 12
ténusos 252+45 4,7 +1,6% 12
Diabéteszes csoport
gyors 40,3 + 3,2 31,4 + 4,0% 12
ténusos 10,4 + 2,5 1,3+0,9% 12

A kapszaicin-okozta kontrakcio

Atropin (1 pumol/l), PPADS (50 pmol/l) + suramin (100 pmol/l) jelenlétében vizsgaltuk a
kapszaicin-okozta kontrakciot oldoszerrel kezelt és diabéteszes allatok holyagjan. 30 nmol/l
¢s 1 umol/l kapszaicint alkalmaztunk kumulativan 3-3 percre. A diabéteszes csoportban kb.
20 %-kal kisebb valaszokat kaptunk mindkét vizsgalt koncentracid esetén. Statisztikailag
szignifikans kiilonbséget csak 1 umol/l kapszaicin esetén kaptunk. Az eldzetes kapszaicin
tachyphylaxia teljesen kivédte a 30 nmol/l és 1 umol/l kapszaicin kontrahalo hatasat. Utobbi
egyarant igaz kezeletlen, oldoszerrel kezelt és diabéteszes allatokra.

Kiilon kezeletlen allatcsoporton megvizsgaltuk a  kapszaicin-okozta  kontrakcid
(1 pumol/l), sem 1 pmol/l TTX plusz mw-konotoxin GVIA (500 nmol/l) nem befolyasolta. A
tachykinin receptor antagonista SR 140 333 (200 nmol/l; NK; receptor blokkold) ill. SR 48
968 (200 nmol/l; NK,; receptor blokkold) kiilon-kiilon adva nem okozott szignifikans gatlast.
A két antagonista egyiittes adasa viszont erésen gatolta a kapszaicinnel kivaltott kontrakciot
(kb. 80 %-os gatlas).

A kapszaicin nem relaxalja a holyagot

Megvizsgaltuk annak a lehetdségét, hogy a kapszaicin esetleg gatlo hatasokat is kivalthat a
“purinerg” ill. kolinerg neurotranszmissziora, amit azonban az izgatd hatds maszkiroz. 1

pmol/l kapszaicint adtunk 2 perccel az elektromos ingerlések elétt (egyes impulzusok és 1 Hz
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30 s-os ingerlés; PPADS + suramin ill. atropin jelenlétében). A kapszaicin nem okozott
eltérést az ingerlésre kapott valaszokban a megel6z6 kontroll valaszokhoz képest. Acetil-
kolinnal (1 umol/l) el6kontrahélt preparatumokon az 1 pumol/l kapszaicin nem valtott ki
relaxaciot. Ezeket a kisérleteket kezeletlen allatcsoporton végeztiik és mindvégig jelen volt a
két tachykinin antagonista, hogy a kapszaicin kontrahal6 hatasat kivéd;iik.

A P, purinoceptor antagonistak hatdsa az ATP-okozta kontrakciora hdlyagon

Megvizsgaltuk a PPADS (50 umol/l) + suramin (100 umol/l) hatisat az ATP-vel kivaltott
kontrakciora. Kiilonb6zé ATP-koncentraciokat alkalmaztunk, de minden preparatum esetén
csak egy adott ATP-koncentraciot vizsgaltunk. Az antagonistdk minden vizsgalt

koncentracional (1-100 umol/l) erds gatlast fejtettek ki az ATP-okozta kontrakciora.

Megbeszélés

A jelen kisérletsorozatban kisérletet tettlink arra, hogy farmakologiai eszkozokkel
elkiilonitstik a patkany holyag valaszainak kolinerg, “purinerg” és “peptiderg” Osszetevoit.
PPADS és suramin jelenlétében kivaltott egyes impulzusokat és az 1 Hz-es idegingerlésre
kapott valaszokat az atropin erdsen (tobb mint 50 %-ig) gétolta, ez a valasz tehat jelentds
mértékben kolinerg. A megmaradé valasz eredete eddig ismeretlen. Ugy tiinik, hogy a
kolinerg (és az ismeretlen) neuronok relative érzéketlenek a kisérletes diabétesz karositd
hatasara, mivel a diabéteszes allatok holyagjan kapott valaszok nem tértek el az oldoszerrel
kezelt csoporttdl.

Az atropin jelenlétében kapott valaszok szignifikdnsan gatolhatok PPADS és suramin
kombinacidjaval, ami a valaszok részben “purinerg” természetét bizonyitja. Eredményeink
szerint a PPADS plusz suramin erdsen (valdszinlileg nem kompetitiv mdédon) gatolta az
exogén ATP hatdsat. A P, purinoceptor antagonistak géatlé hatdsa az ATP-re nézve erdsebb
volt, mint az elektromos téringerlés esetén. Mindebbdl valoszintinek tiinik, hogy az atropin ¢€s
a purinoceptor antagonistak jelenlétében megmaradé valasz nem “purinerg” természetii, bar a
PPADS- és suramin-érzéketlen purinoceptorok szerepe sem zarhat6 ki teljesen.

Az irodalomban ismert, hogy patkdny hugyholyagon a kapszaicin kontrahalé hatasat
tachykininek kozvetitik (Maggi és mtsai, 1991). Ezt mi is aldtdmasztottuk receptor altipus-
specifikus antagonistak, az SR 140 333 (NK; receptor blokkold) és SR 48 968 (NK, receptor
blokkold) segitségével. A tachykinin NK; és NK, receptorok tehdt szupra-additiv
(potencirozdé) modon miikodnek kozre a kapszaicin altal kivaltott valaszban. Mivel a
kapszaicin-kivaltotta kontrakcido rezisztens TTX-re, valdsziniitlen, hogy a tachykininek

neuronalis izgatd hatast valtananak ki, hacsak nem az idegek termindlis, TTX-rezisztens
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részEt aktivaljak. Az utobbi feltevést valdsziniitlenné teszi, hogy a valasz érzéketlen volt ®-
konotoxin GVIA adésara, mely az N-tipust Ca>" csatornak blokkoloja.

Az 1 umol/l-es kapszaicin elkezelés (tachyphylaxia kivaltasa) erdteljesen gatolta a 10
Hz 40 s-os elektromos téringerlés hatasat, viszont a kolinerg ill. “purinerg” (egyes
impulzusok és 1 Hz) valaszokra nem volt befolyasa. Nem taldltunk bizonyitékot a kapszaicin
rovid tavh relaxald hatdsira patkany holyagon, még akkor sem, ha a kontrahal6d hatasokat
kivédtiik tachykinin antagonistdk segitségével. Ez meglepd, mert szdmos simaizom-
készitményen mind izgatd, mind gatld kapszaicin-hatasok kivalthatok.

Diabéteszes allatok holyagjan a kapszaicin-érzékeny hosszu idejli téringerlés (10 Hz
40 s) hatasa jelentdsen kisebb volt, mint a kontroll csoporton, mig a kapszaicin-okozta
valaszok csak kis mértékben csokkentek. Mindezek valdszintileg arra utalnak, hogy diabétesz
hataséra a kapszaicin-érzékeny idegek és nem a simaizom kérosodik. Ezen idegekbdl torténd
transzmitter kidramlds elektromos ingerlés hatdsara valdsziniileg sokkal Osszetettebb

folyamat, mint kapszaicin hatésara.

A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK
OSSZEFOGLALASA

Kutatasaink az ember és laboratériumi allatok zsigeri szerveinek mozgdasait szabalyozd
mechanizmusok felderitésére és befolyasolasara iranyultak. Eredményeink ravilagitanak arra

a tényre, hogy a kapszaicin hatisdban bélen nagy species-kiilonbségek vannak: mig

tengerimalacban f6leg fachykinin-medidlt izgatd hatast taldlunk, addig human bélen gétld

hatds domindl, amelyet nem az ismert szenzoros transzmitter, a cAMP-n keresztiil hato

kalcitonin gén-rokon peptid (1d. Maggi, 1995), hanem — legalabbis részben — a nitrogén-

monoxid koOzvetit.

Kimutattuk, hogy a szenzoros izgatd kapszaicin NO kozvetitésével okoz elernyedést
humén szigmabél, felszalldo vastagbél €és appendix korkords izomzatan. A vékonybéllel

kapcsolatban is hasonld eredményekre jutottunk. Eszerint az, hogy a szenzoros izgatd

kapszaicin NO-medidlt gatld valaszt valt ki, meglehetésen altalanos jelenség az emberi

bélhuzamban. A valasz nem érzékeny az idegi vezetést gatld tetrodotoxinra, tehat nem

valoszinli, hogy az NO enterdlis neuronokbol szdrmazna, amelyeket szenzoros
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idegvégzddések  aktivalnak; folvetddik annak lehetésége, hogy az NO magukbol a
kapszaicin-érzékeny ¢érzd idegvégzddésekbdl szabadul fel. Ennek lehetd tisztdzasara
tervezziik, hogy neurondlis NOS-gatlok hatasat is vizsgaljuk a késdbbiekben (a jelen
kisérletekhez NY-nitro-L-arginint hasznaltunk, amely nem differencial a NOS izoenzimek
kozott).

Ragcsalo  béltraktusan végzett kisérleteink is alatdmasztjak az NO szenzoros

neurotranszmitter szerepét. Egér vastagbélbdl késziilt korkoros ,,cikkcakk™ készitményen a

kapszaicin elernyedést okoz, amely részlegesen érzékeny mind az NO szintézis, mind az
idegvezetés bénitasara. Az NO a tengerimalac colonon viszont nem jatszik szerepet a
kapszaicin-okozta valaszban.

A vegetativ idegrendszerben meglehetdsen altaldnos a ko-transzmisszi6 jelensége,

melyet jelen kisérletekben is kimutattunk. Elektromos téringerléssel kivaltott NANC

elernyedés mechanizmusat vizsgaltuk human szigmabél korkords izomzatdn. Kimutattuk,

hogy a vélaszban nemcsak a mar ismert NO, hanem P, purinoceptor agonista (valésziniileg

ATP) is részt vesz, de szerepe csak akkor valik nyilvanvalova, ha NOS-gatl6 is jelen van a

rendszerben. Feltehetéen szupra-additiv (potencirozd) viszony van a két transzmitter kozt
ezen a szerven. A P, purinoceptorok gatlasara hasznalt antagonista-keverék (PPADS plusz
suramin) jol és specifikusan gatolta az exogén purinoceptor-izgatd o,B-meATP elernyesztd
hatésat.

Patkény izolalt szervi készitményeken kimutattuk, hogy a vékonybél elektromos

idegingerléssel kivaltott valaszait NO és ATP-szeri anvag egyiutt kozvetiti. Ezen a

preparatumon bebizonyitottuk, hogy nincs olyan 0sszetevéje a valasznak, amely harmadik
NANC mediator (pl. CO vagy neuropeptid) felszabaduldsaval volna magyarazhato. A P,
purinoceptorok bénitasat itt is specifikus antagonista (PPADS) segitségével végeztiik.
Mindkét fent emlitett preparatumon megvizsgaltuk a guanilat-ciklaz gatlé ODQ jeli
vegyiilet hatdsat olyan koriilmények kozt, hogy a NOS-t el6zdleg bénitottuk. Az ODQ nem

okozott tovabbi gatld hatdst L-NOARG jelenlétében sem human szigmabélen, sem patkany

ileum preparatumon. Ez arra utal, hogy az idegingerléssel kivaltott NANC relaxéacidoban az
NO-n kiviil mas szolubilis guanilat-ciklazon keresztiil hatd transzmitter (pl. CO) nem vesz
részt.

Patkany hdlyagon kimutattuk, hogy a kapszaicin izgat6 hatdsat tachykinin NK; és NK»

receptor antagonistdk kombindcidjadval lehet gitolni, tovabba hogy a kisérletes diabétesz

kizarélag a kapszaicin-érzékeny valaszokat gétolta. A kapszaicinre nem érzékeny zsigeri

idegekkel kapcsolatban megéllapitottuk, hogy kolinerg-, ill. purinoceptor-antagonistdk ¢és
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kapszaicin-deszenzibilizacié segitségével a hoélyagizomzatra hatd vegetativ kolinerg, ill.

purinerg” hatdsok egymastol farmakoldgiailag jelentdsen elkiilonithetok és befolyasolasuk

kiilon-kiilon tanulmanyozhato.

A varakozassal ellentétben eddig nem taldltunk bizonyitékot arra, hogy az

endokannabinoid anandamid humin bél-preparatumokon kapszaicin-szeril hatdsokat fejtene
ki.
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