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I. BEVEZETES, IRODALMI ATTEKINTES, A KUTATAS ELOZMENYEI

I.1. A KAPSZAICIN TORTENETE ES FARMAKOLOGIAI JELENTOSEGE

A kapszaicin, a paprika (Capsicum annuum és Capsicum frutescens) csipds anyaga, kémiai
szerkezetét tekintve alkaloid, 8-metil-N-vanillil-transz-6-nonénamid. A kapszaicin a hatasait
receptorialis uton fejti ki. A kapszaicin receptort expresszald gént 1997-ben azonositottak, és
a kapszaicin receptorat elnevezték Vanilloid 1 Receptornak (VR1). Késébb a receptorok
szerkezetén alapuld nemzetkdzi nomenklatira szerint ezt a nevet megvaltoztattak, e ligand-
fliggd kationcsatornat a Tranziens Receptor Potencidl (TRP) nagycsaladba soroltak és a
vanilloid csalad 1-es szamu tagjaként Tranziens Receptor Potencial Vanilloid 1-nek (TRPV1)
ingerekkel pl. fajdalmas, 43°C feletti hdingerrel és pH 6 alatti proton-koncentracidval
aktivalhatd intra- és extracellularisan is. A kapszaicinen kiviill szdmos ndvényi eredetii
vanilloid struktaraju vegyiilet, pl. egy marokkoi kutyatejfélében (Euphorbia resinifera)
talalhato reziniferatoxin, a feketeborsban (Piper nigrum) 1évé piperin, a gyombérbdl (Zingiber
officinale) kivonhat6 zingeron vagy a szegfiiszeg (Syzygium aromaticum) egyik anyaga, az
eugenol, is képes receptorstimulacidt okozni. Léteznek a receptornak endogén ligandjai is,
mint az endokannabinoid N-arachidonoil-etanol-amin (AEA) vagy mas néven anandamid, a
12-hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE), az N-arachidonoil-dopamin (NADA), valamint
a protonok. A receptor aktivalodasakor kialakul a nocicepcid, fajdalomérzet és szenzoros
neuropeptidek szabadulnak fel az idegvégzddésekbdl. Tartos vagy ismételt aktivaciod hatasara
az 1degvégzodés mitkdodésképtelenné valik (deszenzitizacid), melynek kovetkeztében az
érzdideg-végzddések kémiai ingerekkel szemben érzéketlenekké valnak anélkiil, hogy fizikai
ingerekkel szemben valtozna valaszkészségiik. A TRPV1 receptor nagy mennyiségben
megtalalhatd a hats6 gyoki €és a trigeminus ganglionokban, specifikusan a kis és kozepes
atmérdjli szenzoros neuronokon, vagyis a vékony mielinhiivelyes (Ad-) és a mielinhiively

nélkiili (C-) rostokkal rendelkez6 neuronok sejttestjein és végzddésein fordul eld.

I. 2. A LIPID RAFTOK FELEPITESE, FUNKCIOJA

Singer-Nicolson-féle folyékony mozaik modell alapjan tgy gondoltak, hogy a foszfolipidek
¢és a plazmaproteinek random modon helyezkednek el a plazma membranban. Egy 1j elmélet

szerint a plazma membranban mikrodomének talalhatok, melyek egyik tipusat a lipid raftok
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képviselik. A lipid raft (,lipid tutaj”) elnevezés abbol ered, hogy a komponensek kozos
régiova Osszetomoriilve helyezkednek el, mely a plazma membranban kisebb mozgasokra,
uszkaldsra képes. A lipid raftok a plazma membranban non-raft régiok kozott 1évo
mikrodomének, melyek kiilonb6z6 sztingolipidekbdl, koleszterinbdl és proteinekbdl allnak.
Sejttipusonként kiilonbozoé aranyban fordulnak elé a raft komponensek, am mindegyikre
egyarant jellemzd, hogy koleszterinben és szfingolipidekben gazdag. A fehérjék tobbféle
moédon kapesolodhatnak a lipid raft komponensekhez: lehetnek transzmembran proteinek,
glikozil-foszfatidil-inozitol (GPI)-kapcsolt proteinek, vagy intracellularis polipeptidlancok,
mint példaul a tirozin-kinazok. Ezen proteinek koziil szamos receptorként, vagy intracellularis
szignal mediatorként funkciondl. A lipid raftok a transzmembran proteinek révén kapcsolatot
létesitenek a citoszkeletonnal.

Vizsgalatok soran megfigyelték, hogy a lipid raftok 4°C-on, Triton X-100 detergenssel
szemben oldhatatlanok, emiatt és a magas glikolipid tartalmuk miatt nevezték el a lipid
raftokat detergens-oldhatatlan-glikolipid-gazdag komplexeknek (DIGs). Az oldhatatlansagért
a koleszterin a felelds, melynek eltavolitasaval a lipid raftok kioldhatok a plazma membran
non-raft régioi koziil Triton X-100 detergenssel. Ezzel a lipid raftokban 1évd fehérjek és
lipidek kiilonboz6 protein és lipid probakkal azonosithatok. Bizonyos élettani folyamatokban
a lipid raftok Osszekapcsolodnak €s egyiittesen generalnak intracelluléris jelatviteli utakat.
Tobb tanulméany is ramutatott, hogy a TRP receptorcsalad szamos tagjanak miikodésében
szerepet kapnak a lipid raftok, melyekkel jelatviteli komplexet képeznek. Részt vesznek még
tobb ligandfiiggd ioncsatorna, koztiikk az acetilkolin nikotin receptor, a 2-amino-3-metil-(3-
hidroxi-5-metil-izoxazol-4-il)-propionsav (AMPA) tipusu glutamat receptor és a y-amino-
vajsav (GABA) receptor miikodésében is. Emellett tobb G-proteinhez kapcsolt receptorrol,
mint példaul a kannabinoid 1 receptorrdl (CB1R), is bebizonyosodott a lipid raftokkal valo
szoros kapcsolata.

A lipid raftok részt vesznek bizonyos sejtfunkciok szabdlyozasdban. Szerepet jatszanak az
endocitozisban a benniik talalhato clathrin proteinek révén. Emellett nemcsak a sejtfelszinen
jatszodd folyamatokban van jelentOségiik, hanem a citoplazmatikus szignaltranszdukcio
szabalyozasaban is. A raftokban elhelyezkedd proteinek koziil tobb receptorként funkcional.
E molekuldk megfeleld6 miikodéséhez és igy a receptoridlis hatdsokhoz a lipid raftok
megfeleld integritasa sziikséges. Szdmunkra a lipid raftok vizsgalatanak legfontosabb
aspektusa a TRPV1 receptorral valé kapcsolatanak és ezen keresztiil a gyulladasos ttvonalra

kifejtett hatasadnak felderitése volt.



. 3. A KAPSZAICIN-ERZEKENY ERZOIDEG-VEGZODESEK ES HARMAS FUNKCIOJUK

A klasszikus idegszabalyozasi elmélet szerint az érzdidegek a szenzoros stimulusokat és a
fajdalmat kozvetitik a test kiilonféle részeir6l a kozponti idegrendszer felé. A periférias
idegrendszer masik csoportja a befutd ingerekkel kivaltott reflexek utjan efferens, azaz
mozgato vagy vegetativ miikodéseket lat el.

A TRPV1-et expresszald érzdideg-végzodések kiilonlegessége, hogy héarmas funkcioval
rendelkeznek. A klasszikus afferens miikodés soran a kapszaicinnel vagy mas stimulussal
izgatott szenzoros idegvégzodések a kozponti idegrendszer felé kozvetitenek idegaktivitast,
ennek kovetkeztében alakul ki a fajdalomérzet, a nocicepcid. Emellett a periférias
végzOdésekbdl olyan neuropeptidek szabadulnak fel, amelyek erdteljes értagulatot,
plazmafehérje-kiaramlast és gyulladdsos sejtek aktivacidjat okozzdk a beidegzési teriileten,
ezt a jelenséget Osszefoglalva mneurogén gyulladdasnak nevezziik. Ezek a gyulladaskeltd
mediatorok kozvetitik a kapszaicin-érzékeny afferensek lokdlis efferens funkciojat.
Ugyanezen aktivalt szenzoros idegvégzddésekbdl a gyulladaskelté neuropeptideken kiviil
szomatosztatin (SOM) is felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémas gyulladasgatlo és
fajdalomcsillapitoé hatasokkal rendelkezik. Ez az érzbideg-végzodések harmadik, szisztémds
efferens funkcioja, amit a szomatosztatin endokrin és parakrin hatdsainak mintdjara

Szolcsanyi professzor szenzokrin hatasnak nevezett el.

4. A KAPSZAICIN-ERZEKENY ROSTOKBOL FELSZABADULO SZENZOROS
NEUROPEPTIDEK

a.) A kapszaicin-érzékeny szenzoros idegvégzddésekbdl felszabaduld neuropeptidek
egyik csoportjat a tachikininek alkotjak. Ide sorolhato a P-anyag (SP), valamint a neurokinin
A és B (NKA ¢és NKB). Hatasaikat harom G-proteinhez kapcsolt tachikinin receptoron
keresztiil fejtik ki, amelyeket NK;, NK; és NKj receptornak neveziink. A SP az NK;
citokin termelését, a hizosejtek aktivaciojat, a T-sejtek kemotaxisat, valamint a neutrofil
granulocitak akkumuléciojat is. Az SP kationos peptid, igy nem-receptor medialt interakcioba
is 1ép a hizosejtek membranjaval. A degranulacio kovetkeztében felszabaduld hisztamin a Hj
receptorokon, a szerotonin pedig 5-HT3 receptorokon keresztiil pozitiv feedback ttjan fokozza

a neuropeptidek felszabadulasat a szenzoros idegvégzddésekbdl. A gyulladéasos érvalasz korai



fazisaért a felszabaduld neuropeptidek, mig a késobbi fazisaért a hizosejtekbdl felszabadulo
mediatorok (hisztamin, szerotonin, prosztaglandinok, leukotriének stb.) feleldsek.

Az NKA az NK; receptorokhoz mutatja a legnagyobb affinitast, a SP-hez hasonldan erételjes
plazmafehérje-kiaramlast idéz eld, tovabba simaizom-kontrakcidét valt ki és stimulalja a
gyulladasos sejteket (neutrofil granulocitdkat, limfocitdkat, makrofagokat) elsdsorban a
periférian, de a kdzponti idegrendszerben is. Az NKB-t koté NKj3 receptor foként a kdzponti
idegrendszerben taldlhatdo, de jelen van a periférids idegvégzddéseken is, e
mechanizmusoknak azonban kisebb jelentéséget tulajdonitanak a neurogén gyulladasos
folyamatokban.

b.) A 37 aminosavbol allo6 CGRP egymastol kevéssé eltérd két formaja az aCGRP és
a BCGRP, melyek hatasaikat a CGRP1 és CGRP2 receptorokon fejtik ki. A CGRP féképp a
CGRP1 receptoron keresztiil fokozza az adenilat-ciklaz aktivitast, amelynek kovetkeztében
intracellularisan megné a cAMP mennyisége. Ez aktivalja a protein kinaz A-t (PKA), a
foszforilacio hatdsara megnyilnak az ATP-fiiged K'-csatornak. A folyamat eredménye az
érfali simaizom relaxacidja és erdteljes értagulat. A CGRP érpermeabilitast fokozo hatasat
nem kozvetleniil, hanem a SP hatdsanak potencirozasaval fejti ki, amelyben az jatszik
Mindemellett a CGRP komplex immunmodulator funkciokkal is rendelkezik: csokkenti a
proinflammatorikus citokinek termel6dését és fokozza az antinociceptiv interleukin-10 (IL-
10) felszabadulasat a makrofagokbol, azonban stimulalja a granulocita-akkumulaciot.

c.) Az endomorfinok (endomorfin-1: EM-1 és endomorfin-2: EM-2) 4 aminosavbol
allo endogén opioid peptidek. Kiilonlegességiik a tobbi opioid peptiddel dsszehasonlitva az
eltéré kémiai szerkezetiik, valamint a p receptorok iranti szelektivitasuk és rendkiviil nagy
affinitasuk. Emlds sejtekben a kodoldo génjeik, illetve prekurzoraik nem ismertek,
valosziniileg de novo szintetizalddnak kiillonféle stimulusok hatdsara. Az EM-ok
megtalalhatok a periférids és kozponti idegrendszerben, a kapszaicin-érzékeny afferensekben,
valamint nem-neuralis sejtekben, pl. immunsejtekben. Neuroanatémiai lokalizaciojuk alapjan
szamos fiziologiai és patofizioldgiai folyamatban, mint pl. a fajdalom, stresszvélaszok,
neuroendokrin funkciok, kognitiv miikodések, szerepet jatszanak. Az irodalmi adatok
tobbsége az EM-ok analgetikus, elsésorban a kozponti idegrendszeri hatdsaira fokuszal
gyulladds- és neuropatia  4llatkisérletes modelljeiben, néhdny adat azonban
gyulladascsokkentd, vazodilatator €s angiogenezist eldsegitd hatdsokrdl is beszamol. Mivel az

EM-ok hidrofilitasuknak koszonhetden nem jutnak at a vér-agy gaton, a periférian



szintetizal6do peptidek kozvetleniil az érzdideg-végzodésekre kifejtett hatasainak vizsgalata
kiilondsen érdekes. Az EM-2 elésorban a gerincveldben €s szamos agyteriileten talalhatd, a
periféridn a szenzoros rostokban és az immunsejtekben az EM-1 dominal. A periférids
gyulladasos és nociceptiv folyamatokban ezért elsésorban az EM-1 szerepe valoszintsitheto.

d.) A hipofizis adenilat ciklaz-aktivald polipeptidet, a PACAP-ot (pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide) eredetileg birka hipotalamuszbol izolaltdk. A szekretin-
glukagon-vazoaktiv intesztinalis peptid (VIP) csalad tagja. A legszorosabb, 68%-o0s egyezést
a VIP szerkezetével mutatja, adenilat ciklaz aktivalo hatasa azonban legalabb 1000-szer
erésebb a VIP-énél. Szenzoros neuropeptidként tartjdk szamon, mivel megtaldlhatdo a
gerincveld hatso szarvaban, a hatso gyoki ganglionokban, a kapszaicin-érzékeny szenzoros
neuronok periférids végzdodéseiben, pl. az iziileti tokot ellatd afferensekben, de a kdzponti
idegrendszer szdmos teriiletén is. A PACAP szabilyozza a neurotranszmitterek
felszabadulésat, értagulatot, illetve bronchodilatacidét okoz, fokozza a bélmotilitast, ndveli
apoptozist. Emellett szamos fizioldgiai folyamatot is befolyasol, mint pl. a taplalkozas,
reprodukcio, hdszabalyozés, katekolamin szintézis és motoros aktivitds. Szerepet jatszik
nemcsak a kozponti idegrendszer, hanem a periférids szervek fejlédésében is.

e.) A szomatosztatin, (SOM) 14 illetve 28 aminosavbol allo ciklikus peptid. A
kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzodéseken kiviill megtalalhatd a kozponti és a periférias
idegrendszerben, a gasztrointesztinalis traktus neuroendokrin sejtjeiben, a hasnyalmirigyben,
a vesében, a mellékvesében, a pajzsmirigyben, gyulladasos sejtekben, ivarszervekben. A
szomatosztatin gatolja szamos hormon (pl. ndvekedési hormon, glukagon, inzulin, gasztrin,

szekretin, kolecisztokinin, motilin, pankreatikus polipeptid, prolaktin, pajzsmirigy stimulald

crer
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szomatosztatinnak a kozponti idegrendszerben neuromoduldtor szerepe van, gatolja mas
neurotranszmitterek (glutamat, szerotonin, acetilkolin) és neurohormonok (growth hormone
releasing hormone, GHRH) felszabadulasat. Befolyasolja a lokomotoros aktivitast és a
kognitiv funkciokat, jelentdségét szamos pszichiatriai és neurologiai korképben igazoltak. A
szomatosztatin az idegelemek koziil elsésorban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort
expresszald szenzoros neuronokban szintetizalodik és tarolodik. Munkacsoportunk szdmos
bizonyitékot szolgaltatott mar arra, hogy a kapszaicin-érzékeny rostok aktivalasat kdvetéen az
idegvégzddésekbdl felszabaduld szomatosztatin a keringésbe jut, ahol szisztémads

gyulladascsokkentd és antinociceptiv hatast fejt ki.



A SOM hatasait sajat receptoraihoz kotve fejti ki. Az Ot sst (sstys) receptor szintetikus
szomatosztatin analog-kotd képességiik alapjan két csoportra oszthatd. A SRIF1 csoporthoz
tartoznak az sst, sstz és ssts receptorok, amelyek nagy affinitassal kotnek oktapeptid
analogokat (pl. az oktreotidot), mig a SRIF2 csoportba sorolt sst; és ssty receptorok alacsony
oktapeptid analog-kotd képességgel rendelkeznek. Az endokrin hatast a SRIF1 csoportba
tartozd receptorok kozvetitik. Elsésorban munkacsoportunk eredményei mutatjak, hogy a
fajdalomcsillapitd és gyulladascsokkentd hatds a masik csoporthoz, vagyis az sst; és ssts

receptorokhoz kothetd.

II. CELKITUZESEK

1. Megvizsgaltuk, hogy a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddések membranjaban 1évo lipid
raftok koleszterin  deplécioval torténd modositisa hogyan befolyasolja az
idegvégzddéseken 1évé TRPV1 ioncsatornak mikodését. Az  elemzéshez az
idegvégzddésekbdl felszabadulo szenzoros neuropeptidek mérését hasznaltuk.

2. A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodésekben megtalalhatdo endogén opioid peptid, az
endomorfin-1, gyulladascsokkentd hatasaira vonatkozodan volt néhany irodalmi adat. Els6
kisérletsorozatunkban arra kerestilk a valaszt, hogy az EM-1 milyen hatast fejt ki
prejunkcionalis (szenzoros idegvégzddés) €és posztjunkcionalis (granulocitdk, makrofagok)
szinten a neurogén, illetve nem-neurogén gyulladdsos folyamatokra.

3. A PACAP-38 jelenlétét ugyancsak kimutattak a kapszaicin-érzékeny szenzoros
neuronokban. A PACAP6-38 fragmens szamos kutatocsoport irodalmi adatai alapjan a
PAC1/VPAC?2 receptorok hatékony antagonistdja kiilonféle kisérleti rendszerekben. Sajat
korabbi munkénk szerves folytatasaként jelen célkitlizésiink az volt, hogy a PACAP6-38
hatasait vizsgaljuk a periférids afferensekbdl torténd neuropeptid-felszabadulasra in vitro
modelliinkben.

4. Kisérleteink célja volt tovabba, hogy a PACAP-38 jelenlétét kimutassuk human, valamint
néhany kérddzo allatfaj plazmajaban és anyatejében egyarant. Vizsgéalni kivantuk, hogy a
terhesség, a sziilés, a laktacids periodus milyen hatdssal vannak a plazméban, illetve a

tejben 1évé PACAP-38 koncentraciokra.



III. KISERLETI MODELLEK, VIZSGALATI MODSZEREK

Il. 1. IN VITRO KISERLETI MODELL: SZENZOROS NEUROPEPTID-FELSZABADULAS
KIVALTASA ES BEFOLYASOLASANAK VIZSGALATA IZOLALT PATKANYTRACHEA
ERZOIDEG-VEGZODESEIBOL

Az izolalt patkany tracheakat (1,8 ml fiirddnként 2-2 szerv) oxigenizalt Krebs-oldattal (37°C;
pH=7,2) 60 perces ekvilibracios periodus alatt perfundaltuk. A lipid raftok vizsgélatakor a
tracheakat 30 percig Krebs oldatban majd 30 percig MCD jelenlétében inkubaltuk. Az
ataramlas leallitasa utdn a kamrakban 1évé oldatot 8 percenként lecserélve harom frakciot
gyljtottiink. Az elsé frakciobol meghatarozott neuropeptid-mennyiség jelenti az ingerlés
elotti bazalis peptidfelszabadulast. A masodik periddusban (ingerelt frakcio) tortént a trachea
afferens idegvégzddéseinek stimulacidja elektromos téringerléssel (1200 impulzus: 40 V; 0.1
ms; 10 Hz; 120 s-on keresztiil a frakcid 5. percétél kezdve) vagy kémiai aton 10° M
utani frakcio) mar nem tortént stimuldcio, ebbdl a frakciobol az ingerlés utohatisaként
jelentkez6 peptidfelszabadulast mértiik. A vizsgalt anyagokat (EM-1, naloxon, PACAP1-38,
PACAPG6-38) minden periddus elején adtuk az inkubaciés médiumhoz. A szervfiirdokbdl vett,
jégbe hiitott mintdkbol a SP, CGRP, SOM koncentraciokat RIA modszerekkel hataroztuk

meg, a peptidek mennyiségét fmol/mg nedves szovetstlyra vonatkoztatva fejeztiik ki.

II. 2. ANALITIKAI VIZSGALATOK

Human mintak (plazma, anvatej) elokészitése RIA mérésekhez

A kontroll csoportot 20-40 év kozotti egészséges onkéntesek (n=19) alkottak, akik kozott a
nemek ardnya egyenld megoszlasi volt. Az egyik vizsgalati csoportba 20-35 év kozotti
kismamakat valogattunk, akikt6l minden trimeszter végén €s a sziilés utan 3 nappal vérmintat
vettiink (n=30). Vizsgaltuk a magzati vér PACAP-38 koncentraciojat is, ezért a hdromnapos
Ujszilott felszini temporalis véndjabol, valamint a vena umbilicalisb6l és az arteria
umbilicalisbol is gyiijtottiink mintat (n=10). A masik vizsgalati csoportba pedig olyan 20 és
35 év kozotti szoptatds kismamakat valasztottunk, akik laktacios ideje 1 és 6 honap kozotti
volt. A szoptatos kismamaktol vérmintakat (n=31) és anyatej mintdkat (n=31) is gylijtottiink.
A vért 37 mg etilén-diamin-tetraacetatot (EDTA) és 240 U aprotinint (peptidazgatlo)
tartalmazo jégbe hitott csovekbe gytijtottiik, centrifugaltuk (1000 rpm, 10 perc, majd 4000
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rpm, 10 perc, 4°C), majd a plazmakat leszivtuk és -80°C-on taroltuk. A PACAP-38-LI RIA-
val torténd meghatarozasdhoz 3 ml plazmahoz kétszeres mennyiségii abszolut alkoholt és 20
ul 96%-os ecetsavat adtunk. A plazmaban 1évé nagy molekuldk, fehérjék ennek hatasara
kicsapddtak, amiket centrifugalassal (3000 rpm, 20 perc, 4°C) iilepitettiink. A feliiliszot
iivegesovekbe gytijtottiik és nitrogén gaz alatt beparoltuk. A RIA meghatarozas el6tt 300 pl
assay pufferben oldottuk, mellyel tizszeres koncentraciondvekedést értiink el. A tej mintakat
jégbe hitott csovekbe gyijtottik. EQy ml tejhez 10 ul 96%-os ecetsavat adtunk és 40°C-0S
vizflirdoben 5 percig razogattuk, melynek hatasara a tejben 1€vo fehérjék kicsapodtak. A hiités
¢s a centrifugalds hatasara (4000 rpm, 10 perc, 4°C) a mintak tetején vastag zsirréteg jelent
meg, kdzépen volt a vizes fazis (savo) €s alul a kicsapodott fehérjék. A leszivott, am még
mindig zavaros savot ismét centrifugaltuk (10 0000 rpm, 10 perc, 4°C), majd a feliiluszot

hasznaltuk a RIA meghatarozasokhoz.

Human mintak (plazma, anyatej) elokészitése tomegspektrometrias mérésekhez

A plazma mintakat centrifugalis ultrasziirdvel tisztitottuk, ami alkalmas arra, hogy hig
makromolekulds oldatokbol (pl. vérplazma) nagy hatasfokkal, kiilonb6z0 sziirési
hatarértékkel valasszon el kisebb és nagyobb molekuldkat. Minden minta eseté¢ben 1 ml
szérumot mértiink be egy specialis membrannal ellatott centrifugacsdbe, majd 30 percen
keresztiil, 20°C-on 3000 g-n centrifugdltuk. A minta nem kivdnatos részét a membran
porusméretének koszonhetden eltavolitottuk. Ezt kdvetden a filtratumokat liofilizaltuk, majd
200 pl 0,1%-os trifluor-ecetsavban (TFA) visszaoldottuk. Tovabbi tisztitas céljara C18-as
bevonati ZIP-TIP pipettahegyet hasznaltunk. A PACAP-38 megkotddott a ZIP-TIP felszinén,
majd 50%-os acetonitril és 0,1%-os TFA 1:1 aranyu keverékével torténd leoldds utan a
peptidet kozvetlentil detektalhattuk. Az anyatej mintak esetében a fent leirt tisztitas utan nem

volt sziikség tovabbi minta-el0készitési eljarasra, a PACAP-38 kozvetleniil mérhetd volt.

Keérddzo allatfajok mintdinak (plazma, tej, emlobiopszia) eldkészitése RIA mérésekhez

Az allatok szoptatds iddszakban 1évo 4-5 év kozotti Holstein Friz tehenek, Merino juhok és
Tejeld Barna Magyar kecskék (fajonként 10-10 példany) voltak. A vér, tej és szovetmintakat
reggelente 8 és 10 ora kozott gyijtottik. A vért (10 ml) jégbe hiitott EDTA-t (18 mg)
valamint Trasylolt (1200 U) tartalmazé iivegcsovekbe gytijtottiikk. A minta-el0készités ezutan
a human mintédkkal azonos modon folytatodott. A reggeli fejéskor vettiik ugyanezen allatoktol

a tej mintakat is, melyek RIA analizishez torténé el6készitése a fent leirt modszerrel tortént. A



vér ¢s tej] mintdkat a postpartum idOszak hetedik, harmincadik ¢és kilencvenedik napjan
gyujtottiikk. A togybiopszidkat a sziilést kovetd hetedik és harmincadik napon vettiik laktalo
Merino juhokbodl. Mintavétel eldtt az allatot stabilan rogzitettiik, a tOgyét megtisztitottuk €s
lidokainnal érzéstelenitettiik. Minden allat mintdjanak egyik részét azonnal folyékony
nitrogénbe helyeztiik, a laboratdoriumba szallitottuk és -80°C-on taroltuk, mig a masik részét

4% (v/v) formalintartalmu foszfat pufferben fixaltuk.

PACI receptor immunhisztokémia

Indirekt immunhisztokémiai vizsgdlatainkhoz 1 o6ras 4%-os paraformaldehides fixalast
kovetden az emld mintdkat 6x10 percig mostuk 0,1 M-os foszfat pufferben (PBS), majd 1
oran at inkubaltuk 10%-os szachar6zos-PBS-oldatban. A kriosztattal torténé metszésig a
preparatumokat 20%-o0s szachar6zos-PBS-oldatban taroltuk 4°C-on. A kriosztitos metszés
soran fagyasztva [(-25)-(-28)°C] készitett 10 um-es metszeteket zselatinozott tdrgylemezekre
vettiik fel. A metszeteket az immunhisztokémiai eljaras kivitelezéséig -20°C-on taroltuk. Az
immunhisztokémiai protokol soran primer antitestként PAC1-R (1:100, anti-nyutl) antitestet,
szekunder antitestként Alexa Fluor ,,568” (1:1000, anti-nyal) fluoreszcens markert
alkalmaztunk. A metszetek specifikus jeleit megfeleld hullamhosszon (568 nm) Nikon Eclipse
801 mikroszkoppal detektaltuk, SPOT Basic 4.04 program segitségével. Valamennyi antitest
alkalmazasakor készitettiink negativ kontrollokat, amelyekkel ellendriztiik, hogy 6nmagéaban

a primer és szekunder antitestek adnak-e aspecifikus jelet.

1. 3. IN VIVO KISERLETEK

Mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgalata patkany labhati borében

Altatott patkanyok mindkét oldali n. saphenusat és n. ischiadicusat atvagtuk 30 perccel a
kisérlet elott, hogy megakaddlyozzuk a mustarolaj nociceptiv hatasabol adodo
reflexvalaszokat. A baloldali végtag 1abhati borét 1%-0s mustarolajjal kentiik, az ellenoldalon
kontrollként paraffinolajat alkalmaztunk. A plazmafehérje kidramlas mértékét az Evans kék
akkumulacié modszerével hatdroztuk meg. Tiz perccel a mustarolajjal torténd kenés el6tt i.v.
Evans kék festéket adtunk, amely erésen kotddik albuminhoz és a plazma extravazécié helyén
akkumulalédik a gyulladt szovetekben. Husz perccel a gyulladas kivaltdsa utan az allatokat
elvéreztettiik €s a kimetszett borteriiletek festéktartalmat formamidban extrahaltuk 72 6ran
keresztlil. Az oldat optikai denzitasat, amely a gyulladas intenzitdsaval egyenesen aranyos,

spektrofotométerrel hatdroztuk meg 620 nm-en. A mustérolajjal kent ldbak eredményeibdl az
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ellenoldali labak eredményeit levontuk. Az EM-1-et i.p. 10 perccel a gyulladas kivaltasa el6tt
adtuk. Az egyik vizsgalati csoportban az allatokat 15 perccel az EM-1 adas el6tt p-opioid
receptor antagonista naloxonnal eldkezeltiik. A kontroll csoportban az EM-1 oldoszerét,
fiziologias sooldatot hasznaltunk a naloxon eldkezelést kdvetden. A vizsgélatokat 14-15-0s
elemszamu csoportokkal végeztiik. Megvizsgaltuk, hogy az EM-1 0koz-e toleranciat, ezért 10
napon at naponta haromszor adtuk az opioid receptor agonistat, majd megismételtiik a

gyulladésos kisérletet.

Mustarolajjal kivaltott neurogén ddema vizsgalata egérfiilon

Balb/c egerek fiilére altatasban 1%-os mustarolajat kentiink és 3 oran keresztiil mikrométerrel
mértiik a fiilvastagsagot, a duzzadast a kezdeti értékhez viszonyitva adtuk meg. Az EM-1-et
15 perccel a mustarolajjal torténd kezelés eldtt adtuk. A kontroll csoportban az EM-1
oldoszerét, fizioldgias sooldatot alkalmaztunk. Megvizsgaltuk, hogy ebben a modellben a -
opioid antagonista naloxon kivédi-e az EM-1 fiilduzzadasra gyakorolt hatasat, ezért az egyik
vizsgalati csoportban az egereket 15 perccel az EM-1 adas eldtt naloxonnal kezeltik. A
kontroll csoportban az EM-1 oldészerét, fiziologias sooldatot hasznaltunk a naloxon

elokezelést kdvetden. A vizsgalatokat 8-10-es elemszamu csoportokkal végeztiik.

Mustarolajjal kivaltott nem neurogén gyvulladds vizsealata egértiilon

Altatott Balb/c egerek fiilét 1%-o0s mustarolajjal kentiik. Granulocita akkumulacio elérése
érdekében a 6 Orés vizsgalati periodus alatt a kezelést minden 6rdban megismételtiilk. Minden
mustarolajjal torténd kezelés eldtt 10 perccel EM-1-et adtunk. A kontroll csoportban a
kezeléseket fiziologias sdoldattal (EM-1 olddszere) és paraffinolajjal (mustarolaj oldoszere)
ismételtiik. Szovettani vizsgalatokhoz az egerek jobb fiilébol késziilt metszeteket (6 pm)
kloroacetat-észteraz festéssel szovettani vizsgalatoknak vetettiik ald. Az allatok bal fiilét
lemetszettiik és -80°C-on tdroltuk myeloperoxidaz (MPO) aktivitds mérés céljabol. A
fagyasztott fiileket apréd darabokra vagtuk és 0,5% hexadecil-trimetil-ammonium-bromid
tartalmt 50 mM-os kalium pufferben homogenizaltuk (pH 6). Centrifugalast (10000Xg, 4°C,
10 perc) koveten a feliiliszot felhasznalva mértiik a mintadk MPO aktivitasat. A neutrofil
akkumulacié mértékére ugy kovetkeztettiink, hogy a mintdk MPO enzim aktivitasat standard
human MPO preparatumhoz hasonlitottuk. Az optikai denzitast 620 nm-en mértiik 5 perces
intervallumokban 30 percen 4t microplate leolvasoval (Labsystems). Kalibraciés gorbe

segitségével hatdroztuk meg a mintdk MPO aktivitasat.
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IV. EREDMENYEK

IV. 1. LIPID RAFTOK: AZ MCD KEZELES HATASA A SZENZOROS NEUROPEPTID
FELSZABADULASRA IZOLALT PATKANY TRACHEAN

A kapszaicin ingerléssel kivaltott teljes neuropeptid felszabaduldst ugy szamoltam ki, hogy a

stimuldcié alatt és utan felszabadult CGRP mennyiségébdl levontam a stimulacid eldtti,
bazalis peptidmennyiséget és a két értéket Osszeadtam. A kontroll csoportban 1 puM
kapszaicin hatasara 13,83 fmol CGRP szabadult fel, amit 100 uM koncentraciéji MCD
szignifikansan, 40%-ra csokkentett. Az MCD sem kisebb, sem nagyobb koncentracidéban nem
gatolta jelentésen a neuropeptid felszabadulast, koncentracio-hatds 0Osszefliggést nem
tapasztaltunk: 10 uM esetén 67%-ra, 1 mM és 10 mM alkalmazésakor pedig egyarant 74%-ra
csokkent a CGRP koncentracidja az inkubacids médiumban, azonban ezek statisztikailag nem
bizonyultak szignifikansnak. RTX ingerléssel kivaltott teljes CGRP felszabadulas a kezeletlen
csoportban 11,58 fmol/mg nedves szévet volt, ezt vettik 100%-nak. 100 uM MCD
ingerléssel végzett kisérleteinkhez hasonléan az MCD itt sem volt hatassal kisebb vagy
nagyobb koncentracioban a CGRP szintekre. RTX ingerléskor a kapszaicinhez képest a
reakciokinetikaban figyeltiink meg valtozast, miszerint az ingerlés utani, harmadik 8 perces
frakcioban a CGRP koncentracido nem csokkent a masodik frakciohoz képest. A legnagyobb

CGREP felszabadulas az ingerlés utani, harmadik frakcidban volt mérhetd.

IV.2. AZ ENDOMORFIN-/ HATASA SZENZOROS  NEUROPEPTIDEK
FELSZABADULASARA IN VITRO ES AKUT GYULLADASOS FOLYAMATOKRA IN VIVO

Az EM-1 hatdsa az elektromos téringeriléssel kivaltott SP és CGRP felszabaduldsra

Az EM-1 koncentraciofiiggd modon gatolta mindkét gyulladaskeltd szenzoros neuropeptid
felszabadulésat, az alap, ingerlés nélkiili peptidkidramlést azonban nem befolyasolta. A szigmoid
koncentracid-hatas gorbék analizise azt mutatta, hogy az EM-1 maximalis gatlo hatasa 80,4%
volt a SP és 85,2% a CGRP esetében. A hataserdsségre utald ECsg érték 39,48 nM volt a SP és
10,83 nM a CGRP vonatkozasaban. A p-opioid receptor antagonista naloxon a 100 nM EM-1
gatlo hatasat mindkét peptid esetében kivédte, onmagaban a naloxon nem volt hatassal sem a

bazalis, sem az ingerléssel kivaltott peptidfelszabadulasra.
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Az EM-1 hatasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasra patkanyban

Az EM-1 doézisfiiggéen gatolta az 1%-os mustarolajjal kivaltott plazmafehérje-kiaramlast
patkany labhati borében. A naloxon elGkezelés teljesen kivédte a 100 ug/kg EM-1 gatlo
hatasat, de Onmagdban nem befolyasolta a gyulladast. A szigmoid dézis-hatds gorbe
analizisével nyert maximalis gatlds 58,4%, az EDsy érték 1,13 pg/kg volt, tehat az EM-1
jelentds hatékonysaggal és nagy hataserdsséggel rendelkezik ebben a modellben.

A 10 pg/kg dozis 10 napon keresztiil napi 3-szor torténd i.p. injekcidja a gyulladas kivaltasa
elott nem csOkkentette a gatld hatast az egyszeri alkalmazaskor tapasztalthoz viszonyitva, az

EM-1 tehat nem okoz deszenzibilizaciot ebben a kisérleti elrendezésben.

Az EM-1 hatdasa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén fiilduzzaddsra egérben

Az EM-1 (1, 10 and 100 pg/kg, i.p.) a patkanymodellben tapasztaltakhoz hasonldan
dozisfiiggden gatolta a neurogén duzzadast. Az 1 6rds mérésnél mindharom doézis hatdsa
szignifikdnsnak bizonyult, a teljes mérési periodus alatt azonban csak a legnagyobb, 100
ug/kg dozis esetében tapasztaltunk szignifikdns gatlast. A naloxonnal torténd elGkezelés
kivédte a 100 ng/kg EM-1 6démagatld hatasat, a naloxon dnmagaban hatastalan volt. A
maximalis gatlas 63,2%, az EDsg érték 1,02 pg/kg volt ebben a modellben, ami nagyon hasonld

a patkanykisérletekben tapasztaltakhoz.

Az EM-1 hatastalansaga a mustarolajjal kivaltott késoi gyulladasos reakciokra

A mikrométerrel mért adatok €s a szovettani metszetek alapjan lathat6, hogy a mustérolaj-
kenés hatasara a fiilduzzadas 2-3 6ra mulva éri el maximumat, 6 6raval a gyulladas kivaltasa
utan mar csak kb. 20-30%-os. Ekkorra kialakul a sejtes gyulladdsos reakcid, erdteljes
granulocita akkumulacié jellemzd. Az EM-1 kezelés az els6 3 Oraban tapasztaltakkal
ellentétben nem befolyasolta sem a duzzadast, sem a granulocita akkumulaciot ebben a kés6i

idépontban.

IV. 3. A PACAP6-38 AGONISTA HATASAI AZ ERZOIDEG-VEGZODESEKEN

Kapszaicin ingerlés hatasara a bazalis, ingerlés eldtti értékekhez viszonyitva 2,5-szeres, 11-
szeres ¢és 3-szoros SP, CGRP és SOM felszabadulast mértiink izolalt patkany trachean.
Elektromos téringerléssel szintén 3-szoros, 3,5-szeres és 2,5- szeres neuropeptid kidramlas

érhetd el. A PACAPI-38 szignifikansan gatolta mind a kémiai, mind az elektromos
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téringerléssel kivaltott neuropeptid felszabadulast. A PACAP6-38 2000 nM-os dézisban
gatolta a SP ¢és a CGRP felszabadulasat, bar kisebb mértékben, mint a PACAP1-38. A SOM
felszabadulas soran is hasonld eredményeket kaptunk, de az elektromos téringerléssel
kivaltott SOM kiaramlast a PACAP6-38 még a PACAP1-38-nal is nagyobb mértékben
gatolta. Sem a PACAP1-38 sem a PACAP6-38 nem volt hatdssal a szenzoros neuropeptidek
bazélis szintjeire. Amikor a két vegyliletet egyiitt adtuk az inkubéciés médiumhoz, a

PACAP1-38 altal kivaltott gatld hatas nem valtozott, vagy még kifejezettebb lett.

IV.4. A PACAP-38 KIMUTATASA KULONBOZO FAJOK PLAZMAJABAN ES
ANYATEJEBEN

A PACAP-38 kimutatasa anyatejben és emberi plazmaban tomegspektrometrias modszerrel

A human szérum és anyate] mintdinkat a PACAP standarddal egylitt tomegspektrométer
segitségével mértik. A PACAP-38 kvazi-molekula ionjat (MW: 4535 Da) a standardban, a
szérumban, ¢és az anyatejben sikeresen detektaltuk. Ezt kovetden az Gsszes minta esetében
elvégeztiik a MALDI TOF/TOF mérést. E16szor a standardnal megkaptuk a PACAP-38 sziild
ion fobb y fragmenseit az aminosav szekvenciaikkal egyiitt, majd az eljarast elvégeztiik a
szérum ¢és az anyatej mintdk esetében is. Igy kapott eredményeink (az Gsszes
tomegspektrumon a PACAP-38-ra jellegzetesen megjelend csucsok, fragmensek lathatoak)

egyértelmiien bizonyitjdk a PACAP-38 jelenlétét human szérumban és anyatejben egyarant.

PACAP-38-LI kimutatasa human plazmabol és anyatejbol RIA modszerrel

Egészséges oOnkéntesek korében végzett vizsgdlataink szerint az életkor, a nem és ndk
esetében a hormonalis ciklus sem befolyasolja a PACAP-38-LI plazmaszintjét. Kismamak
esetében szoptatds alatt a plazmaban a PACAP-38-LI kismértékben, de szignifikansan
megemelkedik egészséges Onkéntesekhez viszonyitva. Szoptatds kismamak plazmajaban és
anyatejében 1év0 PACAP-38-LI szinteket hasonlitottuk 0Ossze. Az anyatejben akar 20-
szorosara is megemelkedett a peptidkoncentracié a plazmahoz képest. Terhes kismamak
korében végzett vizsgalataink eredményébdl lathatd, hogy a plazméban a PACAP-38-LI a
terhesség masodik és harmadik trimeszterében enyhén, de szignifikdnsan megemelkedik az
egészséges Onkéntesekhez ¢és a terhesség elsd trimeszteréhez képest. Ezzel ellentétben sziilés
alatt szignifikansan, tobb mint 70%-kal, csokken a plazma PACAP-38-LI-a. Sziilést kovetd

harmadik napra a vér PACAP-38 koncentracidja a normal tartomanyba tér vissza.
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Harom napos ujsziildttekben a periférias vér PACAP-38 koncentracidja megegyezik az
egészséges felndttekben mért szinttel. Ezzel ellentétben azokban a mintakban, melyeket
kozvetleniil sziilés utan vettiink a vena és arteria umbilicalisbol, jelentésen alacsonyabb
PACAP-38-LI-t mértiink. A vena umbilicalisban szignifikdnsan alacsonyabb volt a

peptidkoncentracid, mint az arteria umbilicalisban.

PACAP-38 kimutatdsa RIA mddszerrel kerddzo dllatok plazmdjaban és tejében

Human eredményeinkhez hasonloan juhok ¢és kecskék tejsavojaban mért peptidkoncentracio
jelentésen, 10-szer magasabb volt, mint ugyanezen allatok plazméjaban. A mintdkat az ellés
kovetd 3 honapos laktacios periodusban gyiijtottiik, és ezalatt az id6 alatt a PACAP-38-LI-ben
nem volt szignifikans eltérés. Tehéntejben ugyancsak megtalalhaté a PACAP-38, melyet RIA
modszerrel bizonyitottunk. A peptid szérum/tej aranya hasonld volt, mint a masik két kér6dzo

allatfaj esetén.

PACAP-38-LI meghatdrozdasa homOgenizdlt juh tégy biopsziabol

Az emldmirigyekbdl vett mintdkat homogenizaltuk és RIA modszerrel meghataroztuk a

crer

mért PACAP-38-LI 21,07+3,39 fmol volt 1 mg nedves szovetre vonatkoztatva. A 30. napra a
peptidkoncentracié 12,92+4,07 fmol/mg-ra csokkent, &m ez nem tekinthetd statisztikailag

szignifikansnak.

PAC1 receptor immunlokalizacioja emlémirigyben

A sziilést kovetd hetedik és harmincadik napon is megtalalhato a PACAP-specifikus PAC1
receptor a laktalé juhok emlémirigyének hamsejtjein. Primér antitest nélkiil festett negativ
kontrollok (n=10) nem mutattak specifikus immunpozitivitist. A PAC1 receptor eloszlasa
nem egyenletes az emldmirigyben. A mirigy hamsejtjei jelentds és intenziv PACI1 receptor
immunpozitivitast mutatnak, kiilondsen a sejtmembranban, €s a citoplazméban is detektalhato
a szemcsés festddés. Ezzel ellentétben az interlobularis kotdszovetben nem kimutathatd a

receptor.
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V. MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

V. I. LIPID RAFTOK SZEREPE A TRPVI RECEPTOR AKTIVACIOJABAN

A lipid raftok TRPV1 receptor aktivacidjara kifejtett szerepének vizsgalatakor a kontroll
kisérletekben a kapszaicin €s az RTX eltéré dinamikéaval rendelkez6 CGRP-felszabadulast
eredményezett: a kapszaicin a stimulalt, az RTX a stimulacié utani 8 perces frakcioban
valtotta ki a maximalis peptidkiaramlast. Ez a két agonista esetében a receptor-aktivacio eltérd
iddtartamaval magyarazhatd. A koleszterin depléci6 TRPV1 receptor miitkodésére gyakorolt
hatasat a kapszaicin érzékeny szenzoros idegvégzddésekbdl felszabaduld neuropeptidek
mérésével vizsgaltuk izolalt patkany trachean in vitro. Eredményeink egybevagnak mas
kutatok eredményeivel, melyek szerint a koleszterin deplécid ¢s ezaltal a lipid raftok
karositasa jelent6s csokkenést valt ki a kapszaicin altal létrehozott TRPV1 receptor
aktivacioban. Arra kovetkeztettink, hogy a TRPV1 receptorok koleszterin gazdag
mikrodoménekben (lipid raft) helyezkednek el a plazma membranban, és ezen mikrodomének
integritdsa elengedhetetlen a receptor miikodésében. Kisérletsorozatunkban megfigyeltiik,
hogy mind a kapszaicin, mind az RTX altal kivaltott CGRP felszabadulast gatolta a 100 uM
nem befolyasoltak a neuropeptid felszabaduldst. A CGRP felszabadulés kinetikaja eltérd volt
a kapszaicin és az RTX indukalta receptor aktivacié soran. Azon megfigyelésiink, miszerint
az RTX alkalmazésakor az ingerlés utani frakcioban mért CGRP mennyiség nagyobb volt,
mint a stimulacid alattiban, megerésitheti a feltevést, hogy az RTX ¢és a kapszaicin a TRPV1

receptoron mas-mas helyhez kétédve hat.

V. 2. EM-1 HATASA AZ ERZOIDEGVEGZODESEKBOL FELSZABADULO SZENZOROS
NEUROPEPTIDEKRE IN VITRO ES NEUROGEN ES NEM-NEUROGEN GYULLADASOS
FOLYAMATOKRA IN VIVO

Els6ként igazoltuk, hogy az endogén p-opioid receptor agonista EM-1 a
szomatosztatinhoz/ssty agonistakhoz ¢és a PACAP-hoz hasonléoan ugyancsak képes
szignifikansan, koncentracio-fiiggé modon csokkenteni a szenzoros neuropeptidek
felszabadulasat a kapszaicin-érzékeny idegvégzddésekbdl. Elektromos téringerléssel kivaltott

neuropeptid felszabadulast 1 uM tetrodotoxinnal valamint 25 mM lidokainnal gatoltak, mely
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igazolja, hogy szelektiven az idegelemeken expresszalodd fesziiltség-fiiggd gyors Na'
csatorndk aktivacidja felelds ezen neuropeptidek felszabaduldsaért. A kiilonbség, mely az
EM-1 SP-re és CGRP-re gyakorolt gatlo hatasaban megnyilvanul azzal magyarazhatd, hogy a
szenzoros idegvégzédésekben a neuropeptidek kolokalizacidja nem teljesen egyforma.
Szamos eredmény szamol be arrdl, hogy a szenzoros ganglionokban a neuronok jelentds része
csak CGRP-t tartalmaz. Nem all rendelkezésilinkre adat arra vonatkozolag, hogy a kiilonb6z6
neuronalis elemeken a p-opioid receptorok milyen eloszlast mutatnak, de vizsgalataink azt
jelzik, hogy a receptorok nagyobb szamban taldlhatok meg azon idegvégzddéseken, melyek
csak CGRP-t tartalmaznak. Az EM-1 akut neurogén gyulladast gatld hatasait patkanyban és
egérben ugyancsak sikeriilt igazolnunk in vivo. 10 napig torténd ismételt adas utan sem
csokkent ez a hatds az egyszeri alkalmazaskor tapasztalttal Osszehasonlitva, tehat ebben a
modellben az EM-1 nem okoz toleranciat. Mindkét fajban a mustarolajjal kivaltott neurogén
gyulladast gatlo hatas maximuma 55-60%, az EDsg megkdzelitdleg az 1 pg/kg i.p. dozis volt.
Mivel ugyanazok a patoldgiai folyamatok allnak mind az egér fiilon kivaltott 6déma, mind a
patkany boéron indukalt plazmaprotein-kiaramlas hatterében, ezért két ragesalod fajon végzett,
am egyenértékli neurogén gyulladasos modellnek tekinthetdk. Az egérfiil-duzzadas mérése
gyors, megbizhat6, technikailag egyszeri és széles korben hasznalt neurogén gyulladasos
modell, mely jol reprodukdlhatdo eredményeket biztosit €s kismértékii hibalehetdséggel jar.
Patkany esetén a flilduzzadas mérése nem alkalmazhat6 a fiil nagy mérete miatt, de a 1abhati
béron mustérolajjal kivaltott plazmaprotein-kidramlast Evans-kék akkumulacios modszerrel
rutinszerien hasznaljak mint tisztdn neurogén gyulladdsos modell. A mustarolaj 5%-0S
koncentracio alatt hizosejtkiaramlés nélkiili, tiszta neurogén gyulladast okoz azaltal, hogy
szelektiven a kapszaicin érzékeny szenzoros idegvégzddéseket stimuldlja. Az EM-1
gyulladasgatldo hatasaban feltételezett prejunkciondlis mechanizmusokra eredményeink
egyértelmil, kdzvetlen bizonyitékokat szolgaltattak. Mivel a naloxon mindhdrom modellben
kivédte az EM-1 gatld hatésait, e tetrapeptid ismert p-opioid receptor agonista hatdsa jol
magyarazza eredményeinket, mas, nem specifikus mechanizmusok nem jatszanak benne
szerepet. Vizsgalataink tehat bizonyitottak, hogy a szenzoros idegvégzddéseken 1évo p-opioid
receptorok aktivacidja felelds -legalabbis részben- az EM-1 neurogén gyulladast csokkentd
hatasaiért, amit SP és CGRP felszabadulés gatlasaval ér el.

Korabbi adataink alapjan ismert, hogy a mustarolaj az alkalmazéasat kovetéen 6 oOraval
granulocitak bedramlasat is kivaltja, ebben a késéi gyulladasos reakcidban azonban nem-

neurogén, szenzoros neuropeptidektdl fliggetlen mechanizmusok jatszanak szerepet. Az EM-1
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nem csOkkentette a mustarolajjal kivaltott gyulladas késoéi, sejtes fazisat, a granulocitdkra
nincs hatdsa. Szdmos mechanizmust leirtak, amelyekkel periférias gyulladasos koriilmények
kozott az opioidok hatasai fokozodnak. A primér szenzoros neuronok periférias végzddésein
az opioid receptorok szama megnd, fokozodik az opioid receptorok G-protein aktivalo
képessége, amely csokkend intracellularis cAMP-koncentracidhoz vezet. Fokozodik az opioid
peptidek felszabaduldsa a gyulladt teriiletre bearamld gyulladasos és immunsejtekbdl. A
gyulladasos stimulusok serkentik a p-opioid receptorok szintézisét a primér szenzoros
neuronok sejttestjeiben a hats6 gyoki ganglionokban, és fokozodik e receptorok periférids
végzodés felé torténd axondlis transzportja. E folyamatok kovetkeztében a p—opioid
receptorok expresszidja fokozodik a periférias érzéideg-végzodéseken, ami szerepet jatszik a
gyulladasos koriilmények kozott nagy mennyiségben felszabaduld opioid peptidek endogén
analgetikus ¢és gyulladdsgatld hatdsaiban, de az exogén opioid receptor agonistak terdpias
hatasaiban is. A p-opioid receptorok periférids idegvégzddéseken torténd stimulacidja
ugyancsak igéretes Uj perspektivakat jelenthet a neurogén gyulladas gatlasara tolerancia

kialakulasa nélkul.

V. 3. PACAP1-38 ES PACAP6-38 HATASAINAK VIZSGALATA KAPSZAICINNEL, ES
ELEKTROMOS  TERINGERLESSEL  KIVALTOTT SZENZOROS  NEUROPEPTID
FELSZABADULASRA IZOLALT PATKANY TRACHEAN

Az izolalt trachea preparatumon nyert adataink kozvetlen bizonyitékot szolgaltattak arra, hogy
a PACAP-38 koncentracio-fliggd modon csokkenti a SP, CGRP és SOM kidramlasat, a
maximalis gatlas 70-90%. A PACAP-38 ECsg értéke 20-90 nM kozott volt, ami az ssty
agonistak hataserdsségéhez hasonld. Az altalunk bizonyitott SP és CGRP felszabadulést gatlo
mechanizmus jol magyarazza azokat az adatokat, hogy a PACAP a trachea és a bronchusok
teriiletén simaizom relaxacidt okoz, gatolja a nydktermelést és a plazmafehérje-kidramlast. A
PACAPG6-38-r0l tobb vizsgalat is igazolta, hogy PAC1/VPAC?2 receptor antagonista. Azonban
mar tobb kozleményben felmeriilt a parcialis agonista lehetésége is: Chen és munkatarsai
(2005) leirtak, hogy a PACAP1-27 ¢és a PACAP6-27 onmagaban adva is képes enyhe
hasnyalmirigy gyulladast kivéaltani, am a PACAP6-27 nodveli a PACAPI-27 hatasat
ceruleinnel kivaltott akut pancreatitis modellben. Viselkedési tesztben igazoltdk, hogy
ujsziilott patkanyok PACAP1-38-cal és PACAP6-38-cal torténd hosszutava kezelése

ugyanazon mechanizmussal valtoztatja meg a felderitd viselkedési mintdzatot. Egy masik
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vizsgalat szerint a PACAP6-38 ugyanolyan hatasu fagocitozis esetén, mint a PACAP1-38.
Kisérleteink elsdként mutattak r& a PACAP6-38 agonista hatdsara, melyet izolalt patkany
trachean szenzoros neupeptidek felszabadulasara gyakorolt in vitro. A PACAP1-38-hoz
hasonléan a PACAP6-38 Onmagaban is szignifikdnsan gatolta mind a kémiai, mind az
elektromos téringerléssel kivaltott szenzoros neuropeptid felszabaduldst. A kapszaicin
szelektiven az idegvégzddéseken 1évé0 TRPV1 receptorokat aktivalja, mig az Aaltalunk
alkalmazott elektromos téringerlés igazoltan a gyors Na' csatorndkat nyitja meg, melyek
specifikusan a peptiderg afferenseken expresszalddnak. Ebbdl kovetkezden biztosak lehetiink
benne, hogy az alkalmazott ingerlési paraméterekkel szelektiven a tracheaban 1évo
kapszaicin-érzékeny szenzoros rostokat stimulaljuk. 2000 nM-os koncentracioban alkalmazott
PACAP1-38 és PACAP6-38 koziil a PACAP6-38 gatld hatdsa kisebb mértékii volt a legtobb
esetben, amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a fragmentum parcialis agonista. Ugyanakkor a
két peptid egyiittes addsa nagyobb gatld hatdst eredményezett a kapszaicin ingerléssel
kivaltott szomatosztatin, €s az elektromos téringerléssel kivaltott SP felszabadulasra, mint
amikor a PACAP1-38-at 6nmagaban alkalmaztuk. Mindez azonban nem tdmasztja ala, hogy a
PACAPG6-38 parcialis agonista lenne. Azt mondhatjuk tehat, hogy ebben a modellben a
PACAPG-38 tiszta agonistaként viselkedik. Korabbi kozlemények és jelen eredményeink
alapjan megallapithatjuk, hogy a PACAP6-38 hatésa szovet-és célsejt specifikus.

V. 4. PACAP-38-L1 KIMUTATASA EMBERI ES KERODZO ALLATOK PLAZMA- ES
TEJMINTAIBAN

Eredményeink elsoként igazoltdk, hogy a PACAP-38 jelen van az emberi plazméban €s
koncentracidja 20-40 év kozotti egészséges Onkéntesek korében viszonylag alland6. Az
életkor, a nem, a taplalkozds vagy ndk esetében a hormondlis ciklus valtozdsai nem
befolyasoljak a plazma PACAP-38 szintjét. Nem ismert, hogy a PACAP honnan keriil
pontosan a plazmaba, de nagy valoszinliséggel a neuralis és endokrin elemekbdl szarmazik.
Elézéleg igazoltuk mar, hogy a kapszaicin-érzékeny rostok szisztémas in vivo stimulacioja
kovetkeztében a PACAP-38 koncentracidja szignifikansan megemelkedik a keringésben.

Els6ként igazoltuk, hogy a PACAP-38 ilyen magas koncentracidban megtaladlhaté az emberi
anyatejben, és koncentracidja 5-20-szor magasabb tej savoban, mint ugyanezen egyének
plazma mintdiban. Vizsgalataink kimutattdk tovabba, hogy a PACAP-38 kérddzo allatok
tejében is megtalalhatdé az emberi anyatejhez hasonld koncentracioban. Szignifikdnsan

magasabb peptidszinteket mértiink juhok és kecskék tejében, mint tehéntejben. Tovabba, az
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emberben mért adatokhoz hasonléoan a tejben mért PACAP-38 koncentracio 5-20-szor
magasabb, mint ugyanazon allatok plazmajaban. Az, hogy a tehéntej kevesebb PACAP-38
peptidet tartalmaz, Gsszhangban van azokkal a vizsgalatokkal, melyek kimutattak, hogy a
tehéntej kisebb mennyiségii ndvekedési faktort tartalmaz, mint a kecsketej vagy akar az ember
anyateje. A tej kiilonb6z6 hormonokat, novekedési faktorokat, peptideket tartalmaz, mint a
bombesin, az Y'Y peptid, a neurotenzin, a gasztrin, a kolecisztokinin és a peptid hisztidin
metionin. A tejben taldlhato gasztrointesztinalis peptidek feltételezhetéen szerepet jatszanak a
novekedés szabalyozasdban ¢€s az Gjsziilottek gyomor-bél rendszerének érésében is. Néhany
novekedési faktor nagyobb koncentracioban talalhat6 az anyatejben, mint a plazmaban. Ilyen
példaul a gonadotropin elvalasztast serkentdé hormon, a thyreotrop hormon, a VIP, a
szomatosztatin, a novekedési hormon elvalasztast serkentd hormon, a relaxin, az inzulinszeri
novekedési faktor-1, az epidermalis novekedési factor és a prosztaglandinok. Ezen bioaktiv
vegyiiletek valdszinlileg szerepet jatszanak az emldémirigyek novekedésében, a kiilonbdzd
tapanyagok szallitdsdban valamint az Ujsziilott szoveteinek differencidlodasaban ¢és
fejlodésében.

A PACAP anyatejben betoltott szerepérdl csak feltételezéseink vannak. Az a tény, hogy ilyen
magas koncentracioban van jelen az anyatejben, arra utal, hogy a PACAP elengedhetetlen az
ujszilott egészséges novekedése és fejlédése szempontjabol. A PACAP fontos szerepet
jatszik a kiilonboz6 szervek fejlodésében, kiilonds tekintettel az idegrendszerre. A PACAP,
mint neurotrofikus faktor befolydsolja az idegrendszer fejlédésének korai szakaszat, a
neurogenezist, majd a sziiletés utdn az asztrocitogenezisre, mielinizalédasra, az agy
fejléddésére €s a neuronalis migracidéra van nagy hatassal. Az anyatej multifunkcionalis
OsszetevOi védelmet nyujtanak kiilonb6zd patogénekkel szemben és serkentik a természetes
immunmechanizmusok kialakulasat. A PACAP immunmodulans hatassal is rendelkezik,
szabalyozza az immunrendszer fejlddését, valamint a limfocitdk és makrofagok érését. Az
emlomirigyek fejlddésében ¢€s nodvekedésében 1is szerepet jatszhat. Antiapoptotikus és
sejtciklus szabalyoz6 hatasai régota ismertek. Az apoptdzis komoly jelentdséggel bir az
emlOmirigyek fejlddésében. A ndvekedési faktorok és antiapoptotikus molekulak expresszidja
szabalyozza a laktacid soran az emldmirigyek novekedését és fejlodését, majd az ezt kdvetd
nagymértékil sejtpusztulasban az apoptdzis jut szerephez.

Felmeriil a kérdés, hogy a tejbdl szdrmazé PACAP milyen oralis biohasznosuldssal
rendelkezhet. A PACAP lebontasaért a dipeptidil peptidaz IV a felelés, mely a biologiailag
aktiv peptidek féléletidejét befolyasold faktor. Kimutattak, hogy a PACAP ¢és a hozz4 hasonld

peptidek fél¢letideje a testnedvekben viszonylag rovid, percekben mérhetd. Az emldmirigyek
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termelnek proteaz inhibitorokat, melyek a tejben 1évé fehérjék és peptidek stabilitasaért
felelosek. Az Gjsziilottekben a proteolitikus aktivitas kisebb mértéki, a dipeptidil peptidaz IV
enzimiik még éretlen, és a bélhamsejtek makromolekuldkkal szemben nagyobb permeabilitast
mutatnak, ami lehet6vé teszi fehérjék és peptidek nagyobb aranyu felszivodasat.

Egészséges kismamak korében végzett vizsgalataink els6ként mutattak ki, hogy a PACAP-38
plazmaszintje a terhesség masodik és harmadik trimeszterében folyamatosan novekszik, a
szililés alatt jelentésen csokkent, és a sziilést kovetd harmadik napon Ujra normal étékek
mérheték. Ujsziilottekben a PACAP-38 koncentracidja a periférian hasonld, mint
felndttekben, azonban az umbilicalis erekbdl nyert vér alacsonyabb PACAP koncertraciot
tartalmazott. A vena umbilicalisban szignifikdnsan kevesebb PACAP volt mérhetd, mint az
artérias oldalon. Ezen adatok alapjan ugyan nem vonhaté le messzemend kovetkeztetés a
PACAP fizioldgiai folyamatokban betoltott szerepére vonatkozodan, azonban méréseink
bizonyitjak, hogy az endogén PACAP szintek érzékenyen reagalnak olyan hormonalis
valtozasokra, mint a terhesség, sziilés, szoptatas. Erdekes az az eredmény, miszerint az arteria
umbilicalisban mérheté PACAP koncentracié magasabb, mint a vénéban, ami arra utal, hogy
a magzati szervekben aktiv peptidszintézis zajlik.

A PACAP egy pleiotropikus és tobbfunkcids neuropeptid, melyrél ma mar tobb bizonyiték is
rendelkezésre all, hogy fontos szerepet jatszik a n6éi hormonhaztartas szabalyozasaban, tehat
hatassal van a terhességre, a fertilitdsra ugyanugy, mint a méhizomzat kontraktilitasara és
ezaltal a keringésére is. A terhesség késéi szakaszdban (maésodik trimeszter utdn) mért
PACAP koncentracido magasabb volt, ami azt mutatja, hogy a placentdban és/vagy mas anyai
szervekben az atlagosnal nagyobb mértékii peptidszintézis folyik. Mindez 6sszhangban van
azzal a megallapitassal, hogy a placenta PACAP tartalma a terhesség soran folyamatosan
novekszik. Ezen eredmények alapjan feltételezhetjiik, hogy a PACAP komoly fiziologiai
szerepet jatszik a terhességben, de a kiilonb6zé folyamatok és mechanizmusok pontosabb
megismeréséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Nem ismert, hogy a kdldokzsinér ereiben
1év6 PACAP honnan szarmazik, de az a tény, hogy az artéridkban magasabb PACAP
koncentraciot mértiink, arra utal, hogy az ujsziilottben PACAP szintézis zajlik. A PACAP
jelenléte a fejlodés nagyon korai szakaszaban mar kimutathatdé egérben és zebrahalban is.
PACAP hianyos egerekben igazoltak, hogy a peptid hatassal van szdmos fejlédési folyamatra
a kisagy fejlodésétdl a viselkedési mintdzatok kialakuldsaig. Bar tovabbi vizsgalatok
sziikségesek ahhoz, hogy pontosan ismerjiikk a PACAP emberi prenatalis és postnatalis
fejlédésben betoltott funkciondlis jelentdségét, jelen eredmények alapvetden fontosak, hogy e

tertileten tovabbi kutatasokat inditsanak el.
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V1. UJ EREDMENYEIM OSSZEFOGLALASA

Igazoltuk, hogy a TRPV1 receptorok koleszterin gazdag mikrodoménekben helyezkednek el
az érzdideg-végzodések membranjaban, és ezen mikrodomének integritdsa elengedhetetlen a
receptor aktivacidjahoz.

Kimutattuk, hogy az endogén opioid peptid, az endomorfin-1, ugyancsak képes szignifikansan
csokkenteni a szenzoros neuropeptidek kapszaicin-érzékeny afferensekbdl torténd
felszabadulasat és a neurogén mechanizmussal 1étrejovo akut plazmafehérje-kidramlést. Ezzel
szemben azonban a mustédrolajjal kivaltott gyulladdsos folyamat késdi, nem-neurogén
vaszkularis és sejtes komponenseire nincs hatasa.

Bizonyitottuk, hogy a szdmos modellrendszerben PAC1/VPAC2 receptor antagonistaként
hasznalt PACAP6-38 fragmentum bizonyos sejteken, jelen esetben az érzdideg-végzodéseken
a PACAP1-38-hoz hasonl6an agonistaként viselkedik: koncentracio-fiiggd
peptidfelszabadulas-gatlast eredményez. A PACAP6-38 altal kozvetitett hatasok tehat szovet
és sejtspecifikusak. Mivel a gatlé hatds nem magyarazhat6 a PACAP receptorainak eddig
ismert Gs és Gq proteinhez kapcsolt jelatviteli mechanizmusaival, egy jelenleg még nem
azonositott receptor vagy splice varians jelenlétét valdszintisitjiik az idegvégzddéseken. E
mechanizmus tovabbi vizsgalata, a célmolekula azonositdsa, €s a jelatviteli folyamatok
analizise jovobeli kisérleteink targyat képezi.

Els6ként mutattuk ki a PACAP-38 jelenlétét emberi és kérddz6 allatoktol szarmazod
plazmaban ¢és anyatejben, valamint valtozésait terhesség €s sziilés alatt. Megallapitottuk, hogy
a PACAP-38 plazma koncentracidja terhesség soran fokozatosan novekszik az anyaban, majd
sziilés alatt jelentdsen csokken és viszonylag gyorsan, harom napon beliil normalizalodik.
Mind anyatejben, mind kér6dzé allatok tejében 5-20-szor magasabb PACAP szinteket
mértiink. Ezen eredmények funkcionalis jelentéségének felderitése, és annak eldontése, hogy

a PACAP milyen szerepet jatszik az ujsziilott fejlddésében, ndovekedésében, illetve az

crer

22



VII. PUBLIKACIOS LISTA:

AZ ERTEKEZES ALAPJAUL SZOLGALO EREDETI KOZLEMENYEK:

. Borzsei R, Pozsgai G, Bagoly T, Elekes K, Pintér E, Szolcsanyi J, Helyes Zs: Inhibitory
action of endomorphin-1 on sensory neuropeptide release and neurogenic inflammation in rats
and mice. Neuroscience 152(1):82-88, 2008. IF: 3,556; FC: 11
. Reglddi D, Borzsei R, Bagoly T, Boronkai A, Racz B, Tamdas A, Kiss P, Horvath G, Brubel
R, Németh J, Toth G, Helyes Zs: Agonistic behavior of PACAP6-38 on sensory nerve
terminals and cytotrophoblast cells. J. Mol. Neurosci. 36(1-3):270-278, 2008.

IF: 2,061; FC: 4
. Borzsei R, Mark L, Tamas A, Bagoly T, Bay C, Csanaky K, Banki E, Kiss P, Vaczy A,
Horvath G, Németh J, Szauer E, Helyes Z, Regl6di D: Presence of pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide-38 in human plasma and milk. Eur J Endocrinol. 160(4):561-565.
2009. IF: 3,539; FC: 3
. Reglédi D, Gyarmati J, Ertl T, Borzsei R, Bodis J, Tamas A, Kiss P, Csanaky K, Banki E,
Bay C, Németh J, Helyes Zs: Alterations of pituitary adenylate cyclase-activating
polypeptide-like immunoreactivity in the human plasma during pregnancy and after birth. J
Endocrinol Invest. 33(7):443-445 2010. IF: 1,476; FC: 2
. Czeglédi L, Tamas A, Borzsei R, Bagoly T, Kiss P, Horvath G, Brubel R, Németh J,
Szalontai B, Szabadfi K, Javor A, Reglédi D, Helyes Zs: Presence of pituitary adenylate
cyclase-activating polypeptide (PACAP) in the plasma and milk of ruminant animals. Gen.
Comp Endocrinol. 172(1):115-119, 2011. IF: 3,108

Az értekezés alapjat képezo kozlemények osszesitett impakt faktora: 13,740
Ezekre kapott idegen citaciok szama: 20

AZ ERTEKEZES TEMAJABA KOZVETLENUL NEM ILLESZKEDO EGYEB
KOZLEMENYEK:

. Szolcsanyi J, Bolcskei K, Szabd A, Pintér E, Pethd G, Elekes K, Borzsei R, Almési R, Sziits

T, Kéri G, Helyes Zs: Analgesic effect of TT-232, a heptapeptide somatostatin analogue, in
acute pain models of the rat and the mouse and in streptozotocin-induced diabetic mechanical
allodynia. Eur J Pharmacol. 498(1-3):103-109, 2004. IF: 2,432; FC: 20
. Jakab B, Helyes Zs, Varga A, Bolcskei K, Szabé A, Sandor K, Elekes K, Borzsei R,
Keszthelyi D, Pintér E, Pethé G, Németh J, Szolcsanyi J: Pharmacological characterization of
the TRPV1 receptor antagonist JYL1421 (SC0030) in vitro and in vivo in the rat. Eur. J.
Pharmacol. 517(1-2):35-44, 2005. IF: 2,477; FC: 22
Helyes Zs, Pozsgai G, Borzsei R, Németh J, Bagoly T, Mark L, Pintér E, Toth G, Elekes K,
Szolcsanyi J, Reglédi D: Inhibitory effect of PACAP-38 on acute neurogenic and non-
neurogenic inflammatory processes in the rat. Peptides 28(9):1847-1855, 2007.

IF: 2,368; FC: 7

Elekes K, Helyes Zs, Németh J, Sandor K, Pozsgai G, Kereskai L, Borzsei R, Pintér E, Szabo
A, Szolcsanyi J: Role of capsaicin-sensitive afferents and sensory neuropeptides in endotoxin-
induced airway inflammation and consequent bronchial hyperreactivity in the mouse. Regul.
Pept. 141(1-3):44-54, 2007. IF: 2,422; FC: 10

23


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18248905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18248905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18248905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18607779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18607779
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19174531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19174531
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20671407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20671407
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21185294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21185294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15363982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15363982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15363982
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15978575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15978575
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17698245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17698245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17291600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17291600

Helyes Zs, Elekes K, Németh J, Pozsgai G, Sandor K, Kereskai L, Borzsei R, Pintér E, Szabd
A, Szolcsanyi J: Role of transient receptor potential vanilloid 1 receptors in endotoxin-
induced airway inflammation in the mouse. Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol.
292(5):L1173-1181, 2007. IF: 4,214; FC: 17
Siité B, Bagoly T, Borzsei R, Lengl O, Szolcsanyi J, Németh T, Loibl C, Bardonicsek Z,
Pinter E, Helyes Zs: Surgery and sepsis increase somatostatin-like immunoreactivity in the
human plasma. Peptides 31(6):1208-12, 2010. IF: 2,654

Széke E, Borzsei R, Toth DM, Lengl O, Helyes Z, Sandor Z, Szolcsanyi J: Effect of lipid raft
disruption on TRPV1 receptor activation of trigeminal sensory neurons and transfected cell
line. Eur J Pharmacol. 628(1-3):67-74, 2010. IF: 2,737; FC: 7
Markovics A, Széke E, Sandor K, Borzsei R, Bagoly T, Kemény A, Elekes K, Pintér E,
Szolcsanyi J, Helyes Zs: Comparison of the anti-inflammatory and anti-nociceptive effects of
cortistatin-14 and somatostatin-14 in distinct in vitro and in vivo model systems. J Mol
Neurosci. 46(1): 40-50. 2012. IF: 2,922

Csanaky K, Banki E, Helyes Zs, Borzsei R, Bagoly T, Mark L, Bay Cs, Gyarmati J, Ertl T,
Kiss P, Brubel R, Vaczy A, Németh J, Szauer E, Tarcai I, Szalontai B, Heronyanyi D, Bilonka
Zs, Reglddi D, Tamas A: Hypophysis adenilat cikldz aktivald polipeptid (PACAP) kimutatasa
vér- és tejmintdkbol varandossadg, sziilés és szoptatas alatt. Védono folyoirat (kozlés alatt)
2012.

Az értekezés témajaba kozvetlen nem illeszkedd egyéb kozlemények impakt faktora: 22,226
Ezekre kapott fliggetlen citiciok szdma: 83

Az osszes eredeti kozlemény kummulativ impakt faktora: 35,966
Kummulativ fiiggetlen citaciok szam: 103

VIII. KOSZONETNYILVANITAS

EzGton szeretnék koszonetet mondani témavezetdmnek dr.Helyes Zsuzsannanak, amiért oly nagy
kitartassal és tiireclemmel iranyitotta munkam, valamint szeretetével és tamogatasaval mindig
mellettem allt maganemberként is. K6szondm dr. Pintér Erikénak és dr. Szolcsanyi Janos Professzor
Urnak hasznos szakmai segitségiiket és tanacsaikat. Kdszonom dr. Barthd Lorand Professzornak, az
intézet vezetdjének, hogy tamogatta kutatd munkamat. Halas vagyok dr. Németh Jozsefnek, hogy
végtelen tiirelmével és komoly szaktudasaval segitett a radioimmunassay modszerek elsajatitasaban.
Ko6szondm Bagoly Teréznek és Zoldhegyi Jozsefné, Mardnak, hogy o6rok vidamsagukkal, preciz
munkajukkal és szakmai tapasztalatukkal segitettek a perfuzios kisérletekben és a radioimmunassay
mérések elvégzésében. Koszonom dr. Sandor Katalinnak, PhD hallgatd tarsamnak a baratsagat, és
mindig vidam, optimista szavait, tanacsait, amikre nemcsak szakmai kérdésekben, de maganéleti
problémakban is szamithattam. Koszonom dr. Széke Evanak, dr. Lengl Orsolyanak, dr. Kemény
Agnesnek, dr. Pozsgai Gabornak, dr. Csanaky Katanak, dr. Banki Eszternek a munkam soran nyujtott
segitségiiket. Koszondm dr. Reglédi Doéranak, dr. Tamas Andreanak a fantasztikus Otleteket és
jokedvet, amit k6z6s munkéank soran élvezhettiink. Koszonet dr. Czeglédi Leventének, aki a biologiai
mintak gyljtését oly szorgalmasan végezte. Koszondm dr. Szabadfi Krisztanak az immunhisztokémiai
vizsgalatokban nyujtott segitségét, Hirné Perkecz Anikonak a bioldgiai metszetek készitését és dr.
Mark Laszlonak, aki a tdmegspektrometria vilagaba engedett betekintést. Koszondm a Farmakologiai
¢s Farmakoterdpiai Intézet minden dolgozodjanak a tamogatast és a jO munkahelyi légkor
megteremtését. Végiil, de nem utolsd sorban kdszondm Csaladomnak, Sziileimnek, Batyamnak és
Ségornémnek, Férjemnek a rengeteg tiirelmet, timogatast és biztatast, amit az elmult években kaptam
tolik.

24


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17237150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17237150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20307604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20307604
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19958765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19958765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19958765
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21695504
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21695504

