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1. BEVEZETES

Neurofarmakolédgiai kutatécsoportunk évtizedek oOta a nocicepcid és a gyulladas
érzékeny érzdideg-végzodések szerepének a felderitésére iranyulnak. Ezek komplex
szabalyozo6 funkcidjara az eddigi kisérletek alapjan a bor és az iziileti gyulladasos folyamatok,
illetve a gyulladdsos ¢és neuropatids fajdalommechanizmusok szamos bizonyitékot
szolgaltattak (Szolcsanyi, 2004). Mivel korabbi adatok arra utaltak, hogy az érzdideg-
végzddéseknek és a beldliikk felszabaduld szenzoros neuropeptideknek jelentds szerep
tulajdonithatd a léguti gyulladasok kialakulasaban, PhD munkdm téméjaul azt a feladatot
kaptam, hogy a nemzetko6zi irodalom alapjan kidolgozzam azokat az in vivo egér modelleket,

melyek segitségével szisztematikus kisérleteket végezhetiink.

A TRPVI1 receptor, miikddését tekintve, egy nem szelektiv kationcsatorna,
aktivalasakor Na®" és Ca*" ionok aramlanak a sejtbe, melyet K ion kiaramlas és passziv CI
ion bearamlas kovet. Ennek eredményeképpen akcios potencial generalodik, melynek
kovetkezménye az érz6miikodés és a nocicepcio kialakuldsa. A Ca®" ionok hatdsara pedig
szenzoros neuropeptidek szabadulnak fel az idegvégzddésbol. Tartdés aktivacio
kovetkezményeképpen a hosszan nyitvatartott ioncsatorndn keresztiill bedramld nagy
mennyiségii Ca®" ion hatasara 1étrejon az un. kapszaicin-deszenzibilizacié, mely az érzéideg
végzddéseket a kémiai ingerekkel szemben érzéketlenné teszi anélkiil, hogy elektromos
stimulusokkal szemben valaszkészségiik megvaltozna (Bevan és Szolcsanyi, 1990). A
TRPV1 receptort kapszaicinen kiviil forr6 ingerek és kémiai ingerek széles skalaja képes
aktivalni. Szamos mas ndvényi eredetii vanilloid, példaul a marokkoi kaktuszfélébol kivont
resiniferatoxin (RTX), is stimuldljak a receptort. Ezen talmendéen még tobbféle endogén
fajdalom- ¢és gyulladaskeltd molekula, példaul endokannabinoidok k6z¢ tartozéd anandamid,
protonok, illetve az arachidonsavbol oxidacioval keletkezd termékek és a magas — 42 °C

feletti — hdinger ugyancsak aktivatorai a receptornak (Tominaga és mtsai, 1998).

A légutakban a kapszaicin-szenzitiv peptiderg afferensek nem csak érzé funkcidkat
kozvetitenek, hanem neuropeptidek - mint példaul a kalcitonin gén-rokon peptid (CGRP),
tachykininek, illetve P-anyag (SP) - kibocsatasaval lokalis bronchokonstriktor (Szolcsanyi és
Bartho, 1982) és gyulladaskelté hatassal is rendelkeznek (Lundberg, 1995; Maggi, 1995;
Szolcsanyi, 1996). Ezen neurogén mechanizmusnak a gyulladasos reakciokban van szerepe,
ahol az irritdns dgenseknek a skalaja igen széles, mint példaul a cigaretta fiist, a SO,, az éter,

stb. (Barnes, 2001; Lundberg, 1995; McDonald, 1987).



A kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszalo, ¢érzdideg-végzodések
kiilonlegessége, hogy a klasszikus €rzo6 illetve fajdalomérzo (afferens) miikodésen tul lokalis
és szisztémas efferens funkcidkkal is rendelkeznek a beldlik kozvetlenil, reflex nélkiil
felszabadul6 szenzoros neuropeptidek kozvetitésével. A CGRP és a tachykininek, mint a SP, a
neurokinin A (NKA) és a neurokinin B (NKB) a tiidében kiilonféle stimulusok (gyulladasos
mediatorok, protonok, neurotoxinok, cigarettafiist) hatdsara exocitozissal szabadulnak fel a
tiido afferens rostjaibol, bar tachykininek (elsésorban SP) az immunrendszer sejtjeiben is
szintetizalodnak. A CGRP és a SP értagulatot, plazmafehérjék szovetekbe torténd kidramlasat
(duzzadast) és gyulladasos sejt aktivacidt okoznak az innervalt teriileten, amelyet neurogén
gyulladasnak neveziink. Ez a mechanizmus jelentdsen hozzajarul a bronchokonstrikcidhoz és
a nyalkahartya 6démahoz, igy a fokozott 1éguti ellenallds kialakuldsdhoz (Lundberg, 1995). A
szenvedok légutaiban tapasztalhatd megvaltozott érstruktiraért. A SP és az NKA a tido
fibroblasztjait is stimuldlja, ezzel hozzajarul az asztmasokban tapasztalt fibrotikus
elvaltozasokhoz. A tachykininek az immun- és gyulladasos sejtek miikddését is serkentik, a P-
anyag nem receptor medialt hatdssal degranuldlja a hizdsejteket és az eosinophil
granulocitdkat, valamint serkenti a kemotaxist. A tachykininek fokozzak az alveolaris
makrofagokban a gyulladésos citokinek (pl. IL-6) termelését. Az NK1 receptorok elsdsorban
a neurogén gyulladasos reakciokban jatszanak szerepet (szekrécio fokozodas, vazodilatacio,
plazma extravazacio, stb), az NK2 receptorok inkdbb a bronchokonstrikcibban ¢és a
bronchiélis hiperreaktivitasban fontosak (Advenier és mtsai, 1997; Joos és mtsai, 2001;

Lagente és Advenier, 1998).

Munkacsoportunk egy évtizedes munkajaval szamos kisérleti bizonyitékot
szolgéltatott arra, hogy ugyanezen idegvégzddésekbdl az el6zéekben emlitett gyulladaskeltd
neuropeptidek mellett szomatosztatin (SOM) is felszabadul, amely a keringésbe jutva
szisztémas gyulladasgatld és antinociceptiv hatdsokat fejt ki (rev. Szolcsanyi és mtsai, 2004).
A SOM 14 ¢s 28 aminosavat tartalmazé ciklikus peptid, amelyet neuronok, neuroendokrin,
gyulladasos és immunsejtek termelnek. A SOM jelenlétét az elsddleges érz6 neuronokban
mar évtizedekkel ezel6tt leirtdk. A szomatosztatin gatld hatasa ot kiilonbozd Gi-proteinhez
kotott membran receptoron (sst) keresztiil valosul meg (Hoyer és mtsai, 1995; Pintér és mtsai,
2006). E receptorok szintetikus szomatosztatin analoég kotd képességiik alapjan két csoportra
oszthatok: a SRIF1 csoport az ssty, sst; és ssts receptorokat tartalmazza, amelyek nagy
affinitassal képesek kotni az oktapeptid analdgokat, mig a SRIF2 csoport az sst; és ssts

receptorokat foglalja magaba, melyekhez ezen analdogok csekély affinitdst mutatnak (Hoyer €s



mtsai, 1995; Pintér és mtsai, 2006). Az irodalmi adatok alapjan igazolt, hogy az endokrin
hatasokat a SRIF1 csalad tagjai kozvetitik, eddigi eredményeink azonban arra utaltak, hogy a
SOM gyulladascsokkentd és antinociceptiv hatdsai a SRIF2 receptorokon, elsdsorban az sst4
receptorokon keresztiil valdésulnak meg (rev. Pintér és mtsai, 2006; Szolcsanyi és mtsai,
2004). Az sst4 receptorok lokalizaciojara és funkcidjara vonatkozoan azonban kevés irodalmi

adat all rendelkezésre.

’

Uj tipustt gyulladasgatlo és fajdalomcsillapité gyodgyszerek kifejlesztéséhez stabil,
els@sorban ssty-szelektiv agonistdk lehetnek igéretesek. Ilyen a TT-232, amely egy stabil
ciklikus heptapeptid analog (MTA, Peptid Biokémiai Kutatd Csoport, Orvosi Kémia,
Semmelweis Egyetem, Budapest). E vegyiilet, amely az ssty receptor irant mutatta a
legnagyobb affinitast (Helyes és mtsai, 2006), nem gatolja a ndvekedési hormon, ill. a
rendelkezett tobb kisérleti modellben (rev. Helyes és mitsai, 2006). Egy 0j szulfonamido-
peptidomimetikum, a J-2156 (Juvantia Pharma, Turku, Finnorszag), a szomatosztatin receptor
ligandok kémiailag egy 0 osztalyaba tartozik. A J-2156 nM-os affinitassal rendelkezik az
emberi sst4 receptor irdnt, amely a nativ szomatosztatinndl is erésebb. Ez 400-szor nagyobb
szelektivitast jelent a tobbi human szomatosztatin receptor altipushoz viszonyitva (Engstrom

¢s mtsai, 2005).

II. CELKITUZESEK

1.) Mivel az irodalomban a kapszaicin-érzékeny afferensek 1éguti gyulladasban betdltott
szerepére vonatkozoan ellentmondast talaltunk, kisérletsorozatunk elsé célkitiizése az volt,
hogy megvizsgaljuk e rostok és a gyulladaskeltd szenzoros neuropeptidek funkcidjat
endotoxinnal kivaltott akut intersticidlis 1éguti gyulladdsban és kovetkezményes bronchialis

hiperreaktivitasban egérben.

2.) A TRPVI1 génhianyos egerekkel végzett elozetes kisérleteink alapjan e receptor komplex
szabalyoz6 molekulanak bizonyult bor és iziileti gyulladés, valamint neuropétia modellekben.
Ezért kovetkezé célunk az volt, hogy tanulmanyozzuk ezen ioncsatorna regulald szerepét

endotoxin-indukalta 1éguti gyulladasban és gyulladasos valaszkészség fokozodasban.

3.) El6z6 kisérletsorozatunkban kapott eredményeink azt bizonyitottdk, hogy a tiidé TRPV1

receptorainak aktivacidjaval szomatosztatin szabadul fel, amely gétolja a gyulladdsos



folyamatokat és a hiperreaktivitast. Feltételeztiik, hogy e gatld hatdsokat az ssts receptor
kozvetiti, de e receptor lokalizacidjara €és funkcidjara vonatkozdéan kevés irodalmi adat allt
rendelkezésre. Ezért munkank harmadik célja az volt, hogy megvizsgaljuk az ssty mRNS és a
receptor fehérje expresszigjat és gyulladas hatasara torténd valtozasat egértiidoben, tovabba a
receptor funkcidjat endotoxinnal kivaltott 1éguti gyulladdsban sst; génhianyos egerek

segitségével.

4.) Mivel az ssts receptor expresszidjat molekularis biologiai és immunhisztokémiai
modszerekkel bizonyitottuk az egér tiidoben, illetve szelektiv ssty receptor agonistak
gyulladasgatldo hatasat mas modellekben is igazoltuk, kisérletsorozatunk kovetkezd célja,
hogy a heptapeptid analég TT-232 ¢és a peptidomimetikum J-2156 vegyiileteket endotoxinnal
kivéltott akut, és ovalbuminnal eldidézett kronikus légiti gyulladds egérmodellekben is

megvizsgaljuk.

III. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

A kisérleteket ndstény CDI1, Balb/c illetve C57Bl/6 egereken végeztiik. Két
kisérletsorozatban a C57BIl/6 torzsbdl eldallitott TRPV1 receptor-gén hidnyos (TRPV1™; Dr.
J.B. Davis, GlaxoSmithKline, Harlow, U.K.) illetve sst4 receptor knock out (sst4'/ ;. Dr. Piers
Emson, Laboratory of Molecular Neuroscience, The Babraham Institute, Cambridge, U.K.)

+/+ +/+

egereket és vad tipustt megfeleldiket (TRPV1 ", ssty ) hasznaltuk.

Endotoxinnal kivaltott akut léguti gyulladas modell

Kisérleteink nagy részében az endotoxinnal (lipopoliszacharid, LPS) kivaltott akut
intersticialis pneumonitis modellt hasznaltuk. Az intranazélisan adott LPS-sel a tiidoben
lokalizaltan valthato ki gyulladdsos reakcié anélkiil, hogy mas szervekben szisztémas
karosodast okoznank. A szubakut 1éguti gyulladast éteres altatdsban 60 pl Escherichia coli
lipopoliszacharid (LPS; 167 pg/ml) intranazalis alkalmazasaval idéztiik eld 24 éraval a léguti

hiperreaktivitds meghatarozasa elott.
Ovalbuminnal kivaltott kronikus léguti gyulladas modell

Egerekben az egyik legaltalanosabb kronikus 1éguti gyulladas modell az ovalbuminnal
(OVA) kivaltott asztma modell. Balb/c egereket az 1. és a 14. napon 20 pg i.p. ovalbuminnal

szenzitizaltunk (100 pl; 30 ul AlumlImject-et tartalommal az egyenletes antigén felszivodas



érdekében). Az elsé szenzitizald injekciot kovetden a 28. 29. és a 30. napon 5 %-os OVA

oldat 20 perces inhalaltatasaval (4 ml/5 éllat, 0.2 ml/perc) valtottuk ki a 1éguti gyulladast.
Elokezelések, kezelések

Az elsO kisérletsorozatban a kapszaicin-érzékeny idegvégzddések tartds inaktivalasara
egy allatcsoportot eldkezeltink a TRPV1 receptor agonista resiniferatoxin (RTX) nagy
dozisainak ismételt adasaval (deszenzitizalas). Az RTX-et harom egymast kovetd napon, a
nyaki régiéba s.c. adtuk 30, 70, 100 pg/kg dozisokban, altatott allatoknak. Az igy
deszenzibilizalt egereket 14 nappal a kezelés utan vontuk be a kisérletekbe. Mas csoportokat
NKI1 receptor antagonistaval (SR 140333, 160 ug/kg s.c.), NK2 receptor antagonistaval (SR
48968; 160 ug/kg s.c.), illetve CGRP1 receptor antagonistaval (CGRP(8-37); 160 ng/kg s.c)

kezeltiink haromszor, 30 perccel az LPS beadasa elott, illetve 8 és 23 6raval utana.

A masodik kisérletsorozatban a TRPV1 receptor aktivacioval felszabadulo SOM
hatdsanak gatlasara a szomatosztatin receptor antagonista ciklo-szomatosztatinnal (C-SOM;
250 pg/kg i.p.) kezeltiik a TRPV1™" egereket. Az exogén szomatosztatin hatasanak vizsgalata
céljabol mindkét allatcsoportban szomatosztatin-14 (SOM-14; 100 pg/kg i.p.) kezelést
végeztiink. A C-SOM ¢és a SOM-14 injekciokat is négyszer adtuk, 30 perccel az LPS beadasa

elott, majd 6 oranként a 24 oras kisérleti periodus soran.

A negyedik kisérletsorozatban a két sst4 receptor agonista vegyiiletet (TT-232, J-2156
500 pg/kg 1.p.) adtunk mindkét modellben a légzésfunkcios mérés elott 20 perccel. Mas
csoportokban, ahol a vegyliletek gyulladasgatld hatasat is vizsgalni kivantuk, a gyulladasos
folyamatok kialakuldsa alatt haromszor adtuk: az akut modellben 20 perccel az LPS beadasa
el6tt, majd 8 és 24 oraval késébb; a kronikusban az OVA inhalacié mindharom napjéan, az

inhalaltatas elott 20 perccel, 6 és 12 6raval késobb, valamint a mérés eldtt 20 perccel.
Légzésfunkcios valtozasok mérése

A 1égzésfunkcids valtozasokat 24 oraval az LPS kezelést kovetden, illetve OVA
kezelés esetén a 32. napon, Buxco teljes test pletizmograffal (Buxco Europe Ltd, Winchester,
UK, 3. abra) ¢éber, szabadon mozgoé allatokon mértiilk. A horgdgdrcsot a muszkarin receptor
agonista carbachol (50 pl/egér; 5.5; 11; 22.0 mM) novekvO koncentracidinak 1.5 perces
inhalaltatasaval valtottuk ki. Az inhalaltatast koncentracionként 15-15 perces mérési periddus
kovette, melynek végére a megfigyelt paraméterek visszatértek az alaphelyzetbe. A mért

paraméter a kovetkezményes léguti ellendllas fokozodassal egyenesen aranyos Penh



(enhanced pause) amely egy szamitott érték ((enhanced pause) = ((kilégzési idd/ relaxacios

1d6)-1):(maximalis kilégzési aramlds/ maximalis belégzési aramlés)).
Szovettani vizsgalatok és szemikvantitativ morfologiai értékelés

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott tiiddmintakbol metszeteket készitettiink,
majd hematoxilin-eosin, illetve a nyaktermeld sejtek lathatova tételéhez perjodsav-Schiff
(PAS) festést végeztiink. Az igy késziilt metszeteket fénymikroszkoppal szemikvantitativ
pontrendszer alapjan értékeltiik. Minden tiidémintabol 3 mélységbdl készitettiink metszeteket,

¢s ezeket atlagoltuk.
Szenzoros neuropeptidek kvantitativ meghatarozasa tiidészovetbél és plazmabol

A fagyasztds utan kiolvasztott tiidomintakat apritottuk €és homogenizaltuk, a
homogenizatumot lecentrifugaltuk, az {iiledéket hasznaltuk a mieloperoxiddz aktivitas
meghatdrozasahoz, a feliiliszot pedig a kozvetlen radioimmunoassay-vel (RIA) torténd SP,
CGRP ¢és szomatosztatin meghatdrozashoz. A szomatosztatin koncentraciot a plazmabol is

meghataroztuk.
Mieloperoxidaz (MPQO) aktivitas mérése a tiidoben

A granulocitdk, kiilonosen a neutrofilek, felhalmozddasanak meghatdrozasdhoz a
tiildomintadkban mértiikk az MPO aktivitast spektrofotometrias modszerrel, 96 lyuku lemezen.
A mintaban a neutrofil felhalmozddas megallapithaté az MPO enzim aktivitas mértéke €s egy

human standard MPO preparatum 6sszehasonlitasaval.
Gyulladasos citokinek kvantitativ meghatarozasa

A homogenizalt tiidomintak IL-18, és egyes kisérletekben a TNF-o koncentracioit
specifikus ELISA moédszerekkel (BD Sciences Eastern Europe) hataroztuk meg.

Az ssty receptor fehérje immunlokalizacidja a tiidében

A formalinban fixalt, paraffinba agyazott tiidémintdk metszetein az antigéneket savas
(pH 6) citrat-pufferes, mikrohulldmu siitében toérténd inkubalassal feltartuk. A targylemezeket
1:50 higitasa nyul poliklonalis anti-sst4 antitestekkel inkubaltuk, majd torma peroxidazzal
(HRP)-konjugélt En Vision rendszeri anti-nyul masodlagos antitestekkel kezeltiik. Végiil az

sst4 receptor immunlokalizacidjat diaminobenzidines (DAB) kezeléssel tettiik lathatova.
Az ssty receptor mRNS meghatarozasa tiiddoben

A tiidomintdkat RNAlater oldatban taroltuk, majd az &sszes RNS izoldlasdhoz

GenElute Mammalian Total RNA Miniprep Kit-et és proteindz K-t hasznaltunk, a gyartd

7



utasitasai szerint. Az mRNS mennyiségeit a “LightCycler RNA Master SYBR Green [”-val
(Roche) adtuk meg, ami egy kvantitativ, valds idejii reverz transzkriptaz-polimeraz

lancreakcidé RT-PCR proba egy Lightcycler rendszeren.

IV. EREDMENYEK

IV.1. KAPSZAICIN-ERZEKENY ERZOIDEG-VEGZODESEK ES A
GYULLADASKELTO SZENZOROS NEUROPEPTIDEK SZEREPE AKUT LEGUTI
GYULLADASBAN (Elekes és mtsai, Reg. Pept. 14: 44-54, 2007.)

A tiido SP és CGRP koncentracidjanak valtozasa LPS-sel kivaltott gyulladas hatasara

LPS hatasara az SP és CGRP koncentracié a tiidében szignifikansan ndvekedett az
intakt csoporthoz képest. A nem gyulladt tiidé peptid tartalma az RTX-szel eldkezelt
egerekben nem mutatott valtozast. Mindkét peptid endotoxin-indukalta emelkedését kivédte

crer

kivéltott emelkedése a kapszaicin-szenzitiv idegvégzddéseknek kdszonhetd.
Endotoxinnal Kivaltott 1égzésfunkcios valtozasok

A muszkarin receptor agonista carbachol ndvekvd koncentracidinak belélegzése (5.5 —
22 mM) koncentraciofiiggd bronchokonstrikciot idézett eld. A kezeletlen csoporttal
Osszehasonlitva 24 6raval az intranazalis LPS kezelést kdvetden a carbachol hatdséara torténd
Penh szignifikansan nagyobb mértékii volt, amely azt igazolja, hogy a kialakult gyulladés
bronchidlis hiperreaktivitast okoz. A léguti hiperreaktivitds a legmagasabb carbachol
koncentracio esetén teljesen megszint az RTX-szel elokezelt egerekben, de kisebb carbachol
koncentracioknal is 70-80 %-ban alacsonyabb volt, mint az eldkezeletlen csoportokban. Az
NKI1 receptor antagonista SR 140333, vagy a CGRP1 receptor antagonista CGRP(8-37)
kezelés nem befolyasolta a hiperreaktivitds mértékét az NK2 antagonista SR 48968 azonban
szignifikans (kb. 35-50 %-o0s) gatlast idézett eld, amely a két tachykinin receptor antagonista

kombindciojaval torténd kezelés utan sem novekedett.
Szovettani vizsgalatok és pontozas

Az LPS peribronchialis/perivaszkularis ~ 6démat, intersticidlis  granulocita

felhalmozodast, az alveolaris terekbe mononuklearis sejtek (elsdsorban makrofagok)



cyey

ezekbdl a paraméterekbdl kiszamitott Osszetett gyulladasos pontszamok jelentdsen
magasabbak voltak az RTX-szel eldkezelt egerekben. Bar az RTX deszenzitiz4cid esetén az
0déma nagysaga és a makrofagok infiltracidja nem véltozott, a kehelysejtek szdma és a
peribronchialis granulocitdk mennyisége jelentdsen megnovekedett az RTX-elokezelt
allatokban. Sem az NKI1 receptor antagonista SR 140333-nak, sem az NK2 receptor
antagonista SR 48968-nak nem volt hatdsa egyik endotoxin-kivaltotta gyulladasos
paraméterre sem. Azonban e kettd kombinacidja vagy a CGRPI receptor antagonista
CGRP(8-37) szignifikansan csokkentette a bronchiolusok koriil felhalmozddott granulocitdk
szamat. Egyik antagonistaval torténd kezelés sem befolydsolta az 6déma képzddést, a
Ezek az adatok azt jelzik, hogy az LPS-indukalta 1éghti gyulladds modellben a neurogén
gyulladast kozvetitd szenzoros neuropeptidek nem jatszanak jelentds szerepet a gyulladasos

szovettani elvaltozasokban.
Mieloperoxidaz aktivitas valtozasa a tiidében

LPS kezelés kovetkezményeképpen a gyulladt tiidészovetben az akkumulalt
granulocitdk mennyiségét jelz0 MPO aktivitas 2-szeresére emelkedett, RTX el6kezelés utan
azonban LPS hatasara ennél szignifikansan nagyobb, mintegy haromszoros novekedés volt
tapasztalhatd. Sem az NK1 receptor antagonista SR 140333, sem az NK2 receptor antagonista
SR 48968 nem valtoztatta meg az LPS-sel kivaltott MPO aktivitasndvekedést, azonban a
CGRP(8-37) vagy SR 140333 és SR 48968 kombinacidja szignifikansan csokkentette.

erer

crer

szeres novekedését idézte eld, ami RTX-szel elokezelt egerekben szignifikdnsan magasabb
volt. Sem az NK1 antagonista SR 140333, sem az NK2 antagonista SR 48968 6nmagaban
nem befolyasolta szignifikdnsan az endotoxin-kivaltotta II-1p emelkedést, kombinaciojuk
ezzel szemben 53 %-os gatlast eredményezett. Figyelemre méltd tovabba, hogy a CGRP1

receptor antagonista CGRP(8-37) teljesen kivédte az LPS-indukalta IL-1( szintézist.
A tiid6 szomatosztatin koncentracidojanak valtozasa LPS-sel kivaltott gyulladas hatasara

A nem deszenzitizalt egerek intranazalis LPS kezelése a tiidé és a plazma
szomatosztatin szintjének kétszeres emelkedését idézte eld, amely novekedést a kapszaicin-

szenzitiv afferensek RTX elokezeléssel torténd inaktivalasa gatolta. A nem gyulladt tiido



szomatosztatin tartalma az RTX deszenzitizdcidé utdn enyhe, nem szignifikdns mértékii

csokkenést mutatott.

IV.2. A TRPV1 RECEPTOR SZEREPE AKUT LEGUTI GYULLADASBAN

(Helyes és mtsai Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol. 292: L1173-1181, 2007.)

Endotoxinnal kivaltott 1éguti hiperreaktivitis TRPV1"" és TRPV1™" egerekben

A carbachollal kivaltott Penh novekedés szignifikdnsan nagyobb volt az LPS-kezelt
csoportokban a nem gyulladt csoportokhoz viszonyitva, ami a gyulladdsos bronchidlis
hiperreaktivitas kialakulasat igazolta. A TRPV1 receptor hidnya esetén az LPS-indukalta
gyulladasban a maximalis Penh értékek magasabbak voltak és a bronchokonstrikcid

idétartama is hosszabb volt TRPV1 7~ egerekben, mint vad tipusi megfelelSikben.
Gyulladasos valtozasok a tiidében TRPV1™" és TRPV1™ egerekben

A szovettani vizsgéalatok és a pontozds azt mutattak, hogy az LPS-sel kivaltott
peribronchialis/perivaszkularis 6déma, a bronchusok koriili granulocita felhalmozddas, a
mononukledris sejtek alveolaris terekbe torténd bearamldsa és a nyadktermeld kehely sejtek
hiperplaziaja alapjan meghatarozott Osszetett gyulladasos pontszam szignifikansan magasabb

volt a TRPV1 receptor génhianyos egerekben, mint azok vad tipusaiban.
MPO aktivitas a tiidében TRPV1™" és TRPV1™ egerekben

TRPV1™" egerek tiidejében az endotoxin kezelés korilbeliil kétszeres MPO
aktivitasemelkedést idézett el6 az intakt csoporthoz viszonyitva. A TRPVI1 receptor
génhidnyos allatokban ez az érték szignifikdnsan nagyobb, csaknem négyszerese volt a

megfeleld intakt csoportban mért aktivitasnak.

Szomatosztatin koncentricio valtozasa a tiidében és a plazmaban TRPV1™* és TRPV1™

egerekben

A szomatosztatinszeri immunreaktivitas alapszintje kortilbeliil 4-5-sz6r magasabb a
tiidében, mint a plazmaban. LPS kezelés hatdsara a szomatosztatin-szerli immunreaktivitas a

tiidSben és a plazméban is szignifikdnsan névekedett TRPV1™"

egerekben. Ezzel szemben a
TRPV1™” csoportban a szomatosztatin koncentracié LPS-indukalta emelkedése a tiidSben

sokkal kisebb mértékii volt, a plazmaban pedig teljesen elmaradt. Ezen eredményeink arra
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utaltak, hogy a szomatosztatin gyulladas soran TRPV1 receptor aktivacion keresztiil szabadul

fel a tiid0 kapszaicin-érzékeny rostjaibol és a szisztémas keringésbe kertil.

A szomatosztatin szerepe az endotoxinnal kivaltott léguhti hiperreaktivitasban,

gyulladasos szovettani elvaltozasokban és a mieloperoxidaz aktivitasban

SOM-14 (3 x 100 pgkg ip.) kezelés a TRPV1” és TRPVI™" egerekben is
szignifikdnsan gatolta az LPS-sel kivaltott gyulladdsos valtozdsokat, az MPO aktivitas
novekedését, valamint a 1égati hiperreaktivitist. A TRPV1™" egerekben a ciklo-
szomatosztatin (3 x 250 pg/kg i.p.), amely antagonizalja a szomatosztatin hatdsait mind az 5
receptor altipuson, jelentésen ndvelte a bronchialis hiperreaktivitast. TRPV1™” egerek C-SOM
kezelése nem okozott valtozast sem az LPS-sel kivaltott gyulladdsos paraméterekben, sem a
bronchialis hiperreaktivitasban. Intakt TRPV1™" és TRPV1™” egerekben nem tapasztaltunk
valtozast a carbachol-indukalta bronchokonstrikcioban, a szovettani paraméterekben és az

MPO aktivitasban ismételt SOM-14 kezelés hatasara.

IV.3. AZ SST, RECEPTOR EXPRESSZIOJA A TUDOBEN ES SZEREPE AKUT
LEGUTI GYULLADASBAN

Az ssty receptor expresszioja ép és gyulladt tiidoben

Ep tiidében sst; receptor immunpozitivitds volt lathatdo a bronchialis epithel sejtek
lumen fel6li felszinén. Gyulladt tiid6szovetben a megvastagodott epithel rétegben fokozodott
az ssty festddés és az akkumulalodott mononuklearis sejtek (elsésorban makrofagok) is
jellegzetes, er0s ssty pozitivitdst mutattak. A peribronchidlis terekben nagy mennyiségben
felhalmoz6dd neutrofil sejteken nem tapasztaltunk immunfestddést. Molekularis bioldgiai
eredményeink azt mutattdk, hogy az sst; receptor mRNS jelen van a tiiddben, de a
koncentracioja Osszehasonlitva a fB,-mikroglobulin hdztartdsi gén mRNS szintjével, nem

valtozott meg a gyulladas hatasara az endotoxinnal kivaltott pneumonitisz modellben.
Endotoxinnal kivaltott 1égiiti hiperreaktivitas ssty”* és ssty”” egerekben

LPS-sel kivaltott gyulladasban az sst,”~ egerekben a carbachol inhalaltatast kovetden a
Penh szazalékos valtozédsai szignifikdnsan nagyobbnak bizonyultak, mint a vad tipusu

allatokban.
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Endotoxinnal kivaltott gyulladasos valtozasok ssts"* és sst,” egerek tiidejében

A szdvettani vizsgalatok és a szemikvantitativ értékelés azt mutattdk, hogy az LPS
hataséra az ssty”” egerek tiidejében jelentdsen sulyosabb intenzitasu gyulladas alakult ki, mint
a vad tipusuakban: kifejezettebb peribronchialis/perivaszkuldris 6déma és bronchusok koriili
granulocita felhalmozodas, fokozottabb mononukledris sejt infiltracio és goblet sejt

hiperplazia volt megfigyelheto.
Mieloperoxidaz aktivitas a tiidében sst4+/ T és sst4'/ " egerekben

Az LPS kezelés hatasara az MPO aktivitas az sst;”” csoportban szignifikansan, kozel

2.5-szer nagyobb volt, mint a vad tipusu egerekben.

Gyulladasos citokinek koncentracioja ssty”" és ssts” egerek tiidejében

crer

egerekben kb. duplaja volt az ssty”" allatokban mért értékeknek.

IV.4. SST; RECEPTOR AGONISTA VEGYULETEK HATASA AKUT ES
KRONIKUS LEGUTI GYULLADASOKBAN (Elekes és mtsai, Eur. J. Pharmacol.
http://dx.doi.org/10.1016/j.ejphar, 2007.)

J-2156 és TT-232 hatasa az endotoxinnal Kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitasra

Carbachol novekvd koncentracioinak (5.5 - 22 mM) belélegeztetésével kivaltott
bronhokonstrikciot az 500 pg/kg ip. J-2156 és TT-232 szignifikansan gatolta. A léguti
hiperreaktivitast gatld hatds nem csak a 24 oOra alatti haromszori injekcidt kovetden volt
megfigyelhetd, hanem a gyulladés kialakulasa utan adott egyszeri dozis esetén is, amely arra
utal, hogy az sst4 agonistdk fokozott 1éguti valaszkészséget csokkentd hatdsa elsésorban nem a

gyulladasos reakci6 gatlasanak koszonhetd.
J-2156 és TT-232 hatasa ovalbuminnal kivaltott gyulladasos léguti hiperreaktivitisban

Az OVA-val kivaltott léguti gyulladasban jelentésen fokozodott a bronchidlis
valaszkészség carbachol ndvekvd koncentracidival (5.5 - 22 mM) szemben az intakt
allatokkal Osszehasonlitva. A hiperreaktivitast a J-2156 és a TT-232 is koriilbeliil 50 %-kal
gatolta, mind az ismételt (3x500 pg/kg i.p. naponta 3 napon keresztiil) injekcidk esetén, mind

az egyszeri adas utan. Figyelemre mélto, hogy a TT-232-t ismételt alkalmazéasa utan a léguti

12



hiperreaktivitas teljesen megsziint és a carbachol-indukalta bronchokonstrikcié még kisebb

volt, mint az intakt egerekben.
J-2156 és TT -232 hatasa endotoxin-kivaltotta akut léguti gyulladasra

Ebben a kisérletsorozatban hasznalt CD1 egerekben is mas egértérzsekhez hasonloan
az intranazalis LPS alkalmazas peribronchialis/perivaszkularis 6démat, bronchusok koriili
granulocita felhalmozddast, alveolaris terekbe torténé mononuklearis sejt (foleg makrofagok)
infiltraciot és goblet sejt felszaporodast okozott. Ismételt J-2156 és TT-232 kezelés gatld
hatdsa a makrofadg infiltracion kiviil a masik harom gyulladdsos paraméter esetében
szignifikansnak bizonyult. A homogenizalt tiidokbél mért MPO aktivitds LPS hatdsara kb.
Otszorosére. Ezt a fokozodast a J-2156-tal és a TT-232-vel torténd ismételt kezelés is

szignifikansan gatolta.
J-2156 és TT-232 hatasa ovalbuminnal kivaltott kronikus 1éguti gyulladasra

Szenzitizalt Balb/c egerek tlidejében OVA hatisara a bronchusok lumenében ¢és a
bronchusok koriil is jelentdsen felszaporodtak a granulocitdk (elsésorban eozinofil sejtek), a
bronchus nyalkahartya megduzzadt és megnovekedett a nyaktermelés, valamint tobb helyiitt
az epithel sejtek pusztuldsa volt lathatd. Mig ismételt TT-232 kezelés mindharom gyulladdsos
paramétert szignifikansan gatolta, a J-2156 a nyalkahartya 6démat és a nydktermelést

jelentdsen csokkentette, de ez a kiilonbség statisztikailag nem bizonyult szignifikansnak.

A felhalmozodott granulocitdk mennyiségét jelz6 MPO aktivitds a tiidoben e kronikus
modellben csaknem tizszeresére emelkedett az intakt szovettel Osszehasonlitva. Ezt a

novekedést mindkét sst4 agonistaval torténd ismételt kezelés szignifikansan csokkentette.

V.  MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Kisérleteink szolgaltattdk az els6 bizonyitékot arra, hogy egérben endotoxin indukalta
akut léguti gyulladdsban a kapszaicin-szenzitiv érzdideg-végzddésekbol felszabaduld
neurogén mediatorok (pl. SP, CGRP) tiidébeli koncentracidja megndvekedik, ezen afferensek
resiniferatoxin eldkezeléssel torténd inaktivacidja utdn LPS kezelés hatdsara azonban nem
fokozodik e peptidek mennyisége. Ezzel szemben az RTX eldkezelés e mediatorok
alapmennyiségét nem valtoztatta meg, ami arra utal, hogy a SP ¢és a CGRP jelentos
mennyisége talalhatd egyéb sejtekben is, mint példaul a légutak epithel sejtjeiben (Hastings és

Hua, 1995), a tiid0 neuroendokrin sejtjeiben €s immunsejtjeiben (Nelson és Bost, 2004),

13



melyek nem depletdlodnak az RTX el0kezelés hatdsara (Szélldsi és Blumberg, 1989;
Szolcsanyi és mitsai, 1990), és ezekhez viszonyitva e peptidek alapkoncentracidja nem
gyulladt tiidében a kapszaicin-szenzitiv idegvégzddésekben alacsony. Gyulladasos
koriilmények kozott ezen idegvégzodéseket gyulladdsos medidtorok (protonok, leukotriének,
prosztaglandinok, bradikinin, stb.) stimulaljak, mely fokozza a neuropeptid szintézist a hatso6
gyoki ganglionokban, noveli a periféria felé torténd axonalis transzportjukat és feltehetéen
fokozza felszabaduldsukat (Baluk és mtsai, 1999). Mivel ép tiiddben a nem neurondlis SP,
CGRP mennyiséghez képest a neuronalis tartalom elenyészd, a gyulladas hatdsara tapasztalt
30 %-os koncentracionovekedés jelentds mértékii. Az RTX eldkezelés szignifikdnsan
sulyosbitotta a léguti gyulladds szovettani paramétereit, a granulocita akkumulaciot jelzo
MPO aktivitast és az IL-1p termelést is. Kutatasaink igazoltdk a kapszaicin-szenzitiv rostok
gyulladasgatld hatasat a légutakban, de a gatldé mediatorra vonatkozdéan nem szolgaltattak
kisérletes bizonyitékokat. Mas modellekben kapott el6zetes eredményeink és az LPS
modellben a tiidében, illetve a plazmaban mért adataink alapjan feltételezhetd, hogy e gatlo
hatasért els6sorban a tiid0 kapszaicin-szenzitiv érzdideg-végzddéseibdl felszabaduld és a

keringésbe jutd szomatosztatin a felelds.

A tachykininek és a CGRP szerepét az LPS-sel kivaltott 1éguti gyulladasban specifikus
receptor antagonistaik segitségével vizsgaltuk. Funkciondlis jelentdségiiket a peribronchialis
granulocita akkumulacioban, MPO aktivitasban és IL-1P termelésben sikeriilt igazolnunk. E
gyulladésos paraméterek endotoxin hatdsara létrejové nodvekedését az NKI1 és az NK2
receptor antagonistak kombinacidjaval, illetve a CGRP1 receptor antagonistaval torténd
kezelés csokkentette szignifikdnsan. Egyik vizsgélt antagonista, s6t kombinaciojuk sem
befolyasolta jelentdsen az Osszetett gyulladdsos pontszamot, feltehetden azért, mert ennek az
érteknek a kiszdmitdsdhoz négy kiillonbozd jellemzdt vesziink alapul, melyek kozott a
leukocita felhalmozodas csak az egyik paraméter. A tobbi harom paramétert, a perivaszkularis
meg egyik kezelés sem. Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a gyulladdsos szenzoros

neuropeptidek csak kisebb szerepet jatszanak az endotoxin-indukalta 1éguti gyulladasban.

Az RTX-szel eldkezelt egerekben a sulyosabb gyulladas ellenére a bronchidlis
hiperreaktivitas jelentdsen csokkent. Ennek hatterében az allhat, hogy a gyulladasos folyamat
kialakuldasdban dontd jeletdségli a kapszaicin-érzékeny rostokbol felszabadulo gétld hatasa
szenzoros neuropeptidek, elsésorban a szomatosztatin védd szerepe, mig a bronchialis
valaszkészség fokozddasdban priméren a pro-inflammatorikus szenzoros mediatorok

jatszanak kozvetleniil szerepet (Lundberg, 1995). Az endotoxin-kivaltotta 1éguti gyulladasban
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az NK2 receptor antagonista SR 48968 gatolta szignifikdnsan a carbachollal kivaltott valaszt,
amely bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy e modellben az NK2 receptoroknak van dontd

jelentdsége a bronchialis hiperreaktivitasban.

A kapszaicin-érzékeny idegvégzddéseken lokalizdloddo TRPV1 receptor léguti
gyulladasban betoltott szerepét receptor génhidnyos egerek segitségével vizsgaltuk.
Intranazalis LPS kezelést kovetben TRPV1 KO egerekben sulyosabb léguti gyulladasos
reakciot és fokozddd bronchidlis hiperreaktivitast figyelhettiink meg a tiidében. E védd hatas
hatterében a tiidé kapszaicin-érzékeny afferensein talalhatdé TRPV1 ioncsatorna gyulladasos
mediatorokkal (lipoxigenaz termékek, protonok, prosztaglandinok, bradikinin, stb.) torténd
aktivacioja/szenzitizacidja 4all, melynek kovetkezményeképpen ezen idegvégzddésbol
szomatosztatin szabadul fel, amely a szisztémds keringésbe jut. Ezt a magyardzatot
alatamasztjdk azon eredményeink, hogy az LPS kezelés szignifikdnsan megnovelte a
TRPV 17 csoportban ez elmaradt. A TRPV 1 receptor aktivacioja tehat nem csak a gyulladasos
neuropeptidek (SP, NKA, CGRP) felszabadulasat, hanem a tiid6 kapszaicin-szenzitiv
rostjaiban szintén jelen 1évé szomatosztatin (Hokfelt és mtsai, 1976) kidramlésat is

eredményezi.

A felszabaduldé szomatosztatin funkciondlis jelentOségére a szomatosztatin receptor
antagonista ciklo-szomatosztatinnal nyert adataink szolgéltattak bizonyitékot. A C-SOM,
amely mind az 0t receptor altipuson (sst;-ssts) gatolja a szomatosztatin hatésait, jelentésen
megnovelte a gyulladast és a bronchidlis hiperreaktivitast vad tipusu egerekben, megsziintette
a szignifikans kiilonbséget a KO egerekhez viszonyitva. A szomatosztatin-14 kezelés mindkét
csoportban szignifikdnsan csokkentette a gyulladasos reakcidot €s a megnovekedett
bronchokonstrikci6 hajlamot valosziniileg a gyulladéskeltd neuropeptidek felszabaduldsanak,
a monocita-macrofag funkcidk és a limfocita proliferacid/citokin termelés gatlasan keresztiil

(Kolasinski és mtsai, 1992; Pintér és mtsai, 2006).

Elsoként mutattuk ki az sst4 receptorok expresszidjat egér tiddben immunhisztokémiai
¢s molekularis bioldgiai modszerekkel. Az ép, nem gyulladt tiiddben az ssty receptor a
bronchidlis epithel sejtek lumen fel6li oldalan lokalizalodtak. Gyulladés hatdsara azonban a
nagy szamban bedramlé mononukledris sejtek jelentds ssty immunpozitivitdst mutattak. Az
ssty4 receptor mRNS-ének jelenlétét a tiiddben RT-PCR modszerrel ugyancsak sikeriilt
igazolnunk, azonban az ép ¢és a gyulladt szovetekben mért mRNS koncentraciok kozott nem
volt kiilonbség. Mindezek alapjan feltételezhetd, hogy az LPS hatdsara a mononuklearis sejtek
mar a kész receptorral a felsziniikon aramlanak a tiidobe és a receptor fehérje nem a gyulladt
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szovetben szintetizalodik. Ebben a modellben az sst4 receptor sem a makrofagokon, sem az
epithel sejteken nem upregulalodik. Adataink az elsék, amelyek az sst4 receptor funkcionalis
jelentdségére utalnak léguti gyulladdsban. Az ssty receptor hidnydban az endotoxinnal
kivaltott tidégyulladasban az MPO aktivitds, a gyulladdsos citokinek mennyisége és a
kovetkezményes bronchidlis hiperreaktivitds nagymértékben fokozodtak, valamint a
szOvettani paraméterek is sulyosbodtak: a nyaktermeld kehelysejtek szama megnétt (a
sejtek szama ugyan nem volt szignifikdnsan nagyobb, azonban aktivitasuk fokozddott, amire a
megnovekedett IL-13 és TNF-o termelés is utal. Mivel a granulocita és bronchialis
simaizomsejtek nem mutattak ssty immunopozitivitdst, a KO egerekben megfigyelhetd
megnovekedett neutrofil invazié és a légutak fokozott reakciokészsége valosziniileg annak
koszonhetd, hogy fokozodott a szenzoros idegvégzdodésekbdl a gyulladdsos neuropeptidek,

valamint a mononukleéris sejtekbdl szarmazé medidtorok felszabadulasa.

Utols¢ kisérletsorozatunkban morfoldgiai, biokémiai és 1égzésfunkcids bizonyitékokat
szolgéaltattunk arra, hogy az sst4/sst; receptor agonista, heptapeptid TT-232 és az sst4 szelektiv
peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gatolja a léguti gyulladast és a kovetkezményes
hiperreaktivitdst az endotoxinnal kivaltott akut és az ovalbuminnal kivaltott kronikus
egérmodellekben. A két vizsgalt agonista mindkét modellben hasonlé mértékii gyulladasgatld
hatast okozott. Mivel a granulocitakon nincs sst4 receptor expresszid, a TT-232 és a J-2156
granulocita akkumulédciot gatld hatdsa mas sejtekbdl (makrofdgok, limfocitak) torténd
kemotaktikus ¢és gyulladaskeltd medidtorok, citokinek, valamint a szenzoros neuropeptidek
felszabadulasanak csokkentésén keresztiil valosulhat meg. Ezt tdmasztja ald az is, hogy a J-
2156 csokkenti izolalt peritonealis makrofdgokban az LPS hatasara torténd IL-13 termelést és
in vivo az endotoxin modellben a tiidében mért IL-1f koncentraciot (Helyes és mtsai, 2006).
A kronikus léguti gyulladasban a TT-232 nagyobb mértékben csokkentette a fokozott 1égiti
valaszkészséget, melynek magyarazataul szolgalhat, hogy a TT-232 az ssty mellett az sst,
receptort, valamint két foszfotirozin-foszfatazt és néhany fehérje-kinazt is aktival (Helyes és
mtsai, 2005). A gyulladasos reakciok kialakuldsa utan torténd egyszeri kezelések is jelentdsen
gatoltak a carbachollal kivaltott bronchokonstrikcidt, amely azt jelzi, hogy a hiperreaktivitast
csOkkentd hatasuk — legalabbis részben - a gyulladasgatlo hatastol fiiggetleniil alakult ki.
Mindezek alapjan stabil, endokrin hatasokt6l mentes, szelektiv ssts receptor agonistdk uj
perspektivakat jelenthetnek a légti gyulladdsok ¢és a kovetkezmények hiperreaktivits

kezelésében.

A DOLGOZATBAN BEMUTATOTT UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA
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1. Eredményeink igazoltak, hogy egérben endotoxin indukélta akut léguti gyulladasban a
kapszaicin-szenzitiv érzéideg-végzddésekbdl felszabaduld neurogén mediatorok (pl. SP és a
CGRP) tiidobeli koncentracidja megndvekedik. Bizonyitottuk, hogy ezen afferensek
resiniferatoxin el0kezeléssel torténd inaktivacidja utan LPS kezelés hatdsara nem fokozodik e
peptidek mennyisége. Az eldkezelés azonban e medidtorok alapmennyiségét nem valtoztatta
meg, ami arra utal, hogy a SP és a CGRP jelentds mennyisége talalhatd egyéb sejtekben is.
Tovabba receptor specifikus antagonistaik segitségével igazoltuk, hogy a gyulladasos
szenzoros neuropeptidek csak kisebb szerepet jatszanak az endotoxin-indukalta 1éguti
gyulladasban. Eredményeink azt mutattak, hogy endotoxin altal kivaltott 1€guti gyulladasban
az NK2 receptor gatlasa szignifikdnsan csokkentette a carbachollal kivaltott véalaszt, amely
bizonyitékot szolgaltatott arra, hogy e modellben az NK2 receptoroknak van dontd

jelentdsége a bronchialis hiperreaktivitasban.

2. Igazoltuk, hogy intranazalis LPS kezelést kovetéen TRPV1 KO egerekben sulyosabb 1éguti
gyulladasos reakcio és fokoz6do bronchialis hiperreaktivitas alakul ki, melynek hatterében az
all, hogy e receptor hianyaban a gyulladdsgatl6 hatdst szomatosztatin felszabadulésa elmarad.
Ezt a megfigyelést szomatosztatin antagonista C-SOM, illetve szomatosztatin agonista SOM-

14 segitségével is aldtdmasztottuk.

3. Immunhisztokémiai €s molekularis biologiai mddszerekkel elsOként sikeriilt bizonyitani a
tiidoben sst4 receptor jelenlétét. Szomatosztatin 4 receptor-génhidnyos egerek segitségével,
morfologiai és funkcionalis vizsgalatokkal ugyancsak els6ként igazoltuk, hogy a kapszaicin-
érzékeny afferensekbdl felszabaduld szomatosztatin a tiidoben az sst4 receptorokon keresztiil

fejti ki gyulladasgatlo hatasat.

4. Biokémiai és 1égzésfunkcios bizonyitékokat szolgaltattunk arra, hogy az ssts/sst; receptor
agonista heptapeptid TT-232 ¢és az ssty szelektiv peptidomimetikum J-2156 hatékonyan
gatolja a léguti gyulladast és a kovetkezményes hiperreaktivitdst az endotoxinnal kivaltott
akut, és az ovalbuminnal kivaltott kronikus egérmodellekben, melynek alapjan 1j terapias

lehetdséget nytjthatnak a tiid6 gyulladasos betegségeinek kezelésében.
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