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ALTALANOS BEVEZETES

A kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzédések és harmas funkciéjuk

A Kkapszaicin-érzékeny, azaz a kapszaicin specifikus Tranziens Receptor Potencial Vanillod 1
(TRPV1) receptorat expresszald érz6 neuronok harmas funkciéval rendelkeznek: afferens,
valamint lokalis és szisztémas efferens miikodéseket kozvetitenek. A klasszikus afferens miikodés
soran a kdzponti idegrendszer fel¢ kozvetitenek idegaktivitast, ennek kovetkeztében alakul ki a
nocicepcid, melynek szubjektiv megélése a fajdalom. Emellett az aktivalt periférias
idegvégzOdésbdl neurotranszmitterek szabadulnak fel (kalcitonin gén-rokon peptid/CGRP, P-
anyag/SP, neurokinin A/INKA), amelyek vazodilataciot és plazmafehérje kiaramlast okoznak. Ez
adja a lokalis efferens funkciot, aminek kovetkeztében kialakul a neurogén gyulladas.
Kutatocsoportunk korabban bizonyitotta, hogy ugyanezen aktivalt szenzoros idegvégzddésekbdl
szomatosztatin (SST) is felszabadul, amely a keringésbe jutva szisztémds gyulladasgatlo és
fajdalomcsillapitdo hatasokkal rendelkezik. Ez a harmadik, szisztémas efferens funkcié, amit a
szomatosztatin endokrin ¢és parakrin hatdsainak mintajara Szolcsdnyi professzor szenzokrin
miikodésnek nevezett el.

A kapszaicin-érzékeny érzéideg-végzodésekbol felszabadulé szenzoros neuropeptidek

Az aktivalt kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddésekbdl felszabaduld gyulladaskelté hatasu
neuropeptidek egyik csoportjat a tachikininek alkotjak. Ide sorolhaté a SP, valamint az NKA és
NKB. Hatasaikat harom G-proteinhez kapcsolt tachikinin receptoron keresztiil fejtik ki. A SP
érpermeabilitds-fokozodast és plazmafehérje-extravazaciot valt ki, stimuldlja a limfocitak
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kiaramlast idéz eld, tovabba simaizom-kontrakciot valt ki és stimulalja a gyulladasos sejteket. Az
NKB-t kotd NK3 receptor foként a kozponti idegrendszerben taldlhato, de jelen van a periféris
idegvégzddéseken is. A CGRP erds vazodilatator hatassal rendelkezik, amely elsdsorban a CGRP1
receptoron keresztiil valosul meg. Erpermeabilitast fokozo hatasat a SP hatasanak potencirozasaval
fejti ki.

Fajdalom- és gyulladasgatld hatasi neuropeptidek a szomatosztatin ¢s a PACAP, melyek
bemutatasara a tézis késébbi részében keriil sor. Ide tartoznak még az opioid peptidek is, melyek
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Nocicepcio, hiperalgézia, allodinia, fajdalom

A Nemzetkozi Fajdalom Térsasag meghatirozisa szerint a fajdalom olyan pszichofiziologiai
jelenség, szubjektiv érzéskvalitas, amelynek két jol definidlhaté komponense van. Neurobiologiai
eleme a nocicepcio (a fajdalmas stimulus percepcidja, Szenzoros tapasztalat), ami allatkisérletesen
is vizsgalhatd, mig az affektiv komponens (a fajdalom emocionalis megélése) megitélésérére csak
emberi vizsgalatok alkalmasak. A kiilonféle allatkisérletes modellekben vizsgalhaté nocicepcio
mechanikai (érintés, nyomas), termalis (hideg vagy meleg homérséklet) vagy kémiai (kapszaicin,
formalin, ecetsav, stb.) ingerek hatdsara keletkezik, és a nocifenziv (fijdalomelharitd) reakciok
kiiszobértéke vagy latenciaja mérheto.

Az alapvetden nem fajdalmas stimulus hatasara kialakuld érzékenység-fokozodast allodinianak,
mig az enyhe fajdalmat kivalto inger hatasara fokozodo fajdalomérzetet hiperalgézianak nevezziik.




1. A SZOMATOSZTATIN SST, RECEPTOR SZEREPENEK VIZSGALATA
AKUT ES KRONIKUS FAJDALOMMODELLEKBEN

IRODALMI HATTER, ELOZMENYEK

Az iziileti gyulladds komplex patofiziolégiai mechanizmusai, a neurogén gyulladasos
komponens és a neuro-immun interakciok szerepe

A neurogén gyulladas jelentds szerepet jatszik szdmos betegség, mint pl. az asztma, a pszoriazis, az
ckcéma, a kontakt dermatitisz, a gyulladasos bél- és szembetegségek, valamint a reumatoid
artritisznek (RA) a patomechanizmusaban. Az iziileti tok és a szinovium gazdag Szenzoros
innervacot kap. Ezek az idegvégzddések a fesziilést és a fajdalmat kozvetitik, a beldlik
felszabaduldé SP, NKA és CGRP magukon az idegvégzodéseken, az ereken, a szinovialis sejteken
valamint az iziileti gyulladasos sejteken fejtik ki biologiai hatasaikat, melyek révén jelentésen
hozzajarulnak a gyulladésos reakcié €s a kovetkezményes fajdalom, hiperalgézia kialakulasahoz.
Az RA egy autoimmun hatterli, kronikus, progressziv sokiziileti gyulladds, mely az iziiletek
destrukcidja ¢és deformitdsa révén a betegek fajdalmat, mozgaskorlatozottsagat, rokkantsagat és
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a legnagyobb esélyt a paciensek szamara. Ezen szerek hatastalansaga esetén alkalmazhatunk
biologiai szereket, melyek a betegség kialakuldsdban szerepet jatszo egy-egy folyamatba célzottan
avatkoznak be, elsésorban a gyulladasos citokinek (TNFa, IL-1B) hatasat befolyasolva.
Napjainkban nincs forgalomban egyetlen olyan gyogyszercsoport sem, amely hatékonyan tudna
gatolni a gyulladasos betegségek neurogén komponensét.

A neuropatias faijdalom, mechanizmusai és kisérletes vizsgalata

A neuropatiak fogalma alatt 4ltaldban a kornyéki idegrendszer legkiilonfélébb eredetii karosodasat,
¢s az ebbdl kovetkezd funkciovesztést, fajdalmat €és egyéb panaszokat értjiikk, melyek egyes
specialis formaikat kivéve mas szervi betegségek kovetkezményei.

A neuropatia hatterében harom kiilonb6z6 patofiziologiai folyamat allhat. Ezek egyike a Waller-
féle degeneracié, amikor az adott ideg neuralis (axon, mielin) és egyéb elemei (epi, peri, €s
endoneurium) egyszerre karosodnak. A funkcio visszatérésére ilyenkor kevés esély van, ha mégis
megtorténik, akkor abban egy masik ideg vagy gyok részérdl létrejovo kollateralis ingertiletatvitel
(,.ephactic crosstalk " ill. axonalis ,,sprouting”) jatszik szerepet. Ez utobbi mechanizmus azonban a
hibas Osszekottetések révén a panaszok, diszesztéziak egyik fo forrasa is. Primer demielinizacio
esetében a 1€zid elsddlegesen a mielint érinti, az axondlis struktardk kezdetben épek, viszont a
szaltatorikus ingeriiletvezetés megsziintével a vezetési sebesség lassuldsa, sulyos esetben vezetési
blokk kovetkezik be. Legritkdbb és egyben legrosszabb progndzisi az ugynevezett axonalis
neuropatia, amikor priméren az axon karosodik.

A periférias neuropatias fajdalom allatkisérletes vizsgalatara gyakran alkalmazzak az un. Seltzer-
miitétet. Zeev Seltzer 1990-es kozleménye a részlegeS Szoros n. ischiadicus lekétésével kivaltott
neuropatias fajdalommodellr6l fontos mérfoldkovet jelentett. A modell elényei, hogy bar spontan
fajdalommal jar, Oncsonkitd magatartds mégsem figyelhetdé meg, tovabba a végtag nem valik
érzéketlenné, igy kivaltott valaszok is vizsgalhatoak a von Frey és a Randall Selitto modszerekkel.
Mivel a lekotott ideg kevert, ezért szenzoros, motoros és vegetativ rostok valtozé mértékben és
aranyban karosodnak, azonban a 7. napon, amikor mi is végezzilk méréseinket, motoros
koordinacios zavar nem figyelhetd meg (nem publikalt sajat eredményeink). A modell tovabbi
fontos elényei, hogy technikailag egyszerli, gyors, kis miitéti traumaval jar, jol ismételhetd,
megbizhato, és a kialakul6 mechanikai hiperalgézia/ allodinia jol vizsgalhato.




A szomatosztatin és receptorai, szerepiik a gyulladasban és a nocicepcioban

A szomatosztatin, vagy mas néven szomatotropin felszabadulast gatlo faktor (SRIF; SST) 14,
illetve 28 aminosavbol all6 ciklikus peptid forméban a szervezet szdmos helyén megtalalhato. Jelen
van a kozponti és a periférias idegrendszerben, a Gl traktus neuroendokrin sejtjeiben, a
hasnyalmirigyben, a vesében, a mellékvesében, a pajzsmirigyben, gyulladdsos sejtekben,
ivarszervekben. Az iziiletekben az aktivalt szinovialis sejtek és az immunsejtek is szekretalnak
szomatosztatint, amely autokrin vagy parakrin modon fejti ki hatasat. A szomatosztatin gatlo hatast
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rendelkezik. Csokkenti a B-limfocitak IgA, IgM és IgE szekrécigjat, gatolja a T-limfocitak IL-2, IL-
4, IL-10 és interferon-y (IFNy) termelését, a neutrofil granulocitdk kemotaxisat, a makrofagok
fagocita-, és a természetes OlOsejtek Killer aktivitasat. A szomatosztatinnak a kozponti
idegrendszerben neuromodulator szerepe van, gatolja mas neurotranszmitterek (glutamat,
szerotonin, acetil-kolin) és neurohormonok (GHRH) felszabadulasat. Befolyasolja a lokomotoros
aktivitast és a kognitiv funkciokat, jelentdéségét szamos pszichiatriai és neurologiai korképben
igazoltak.

Az SST az idegelemek koziil els6sorban a kapszaicin-érzékeny, TRPV1 receptort expresszalo
szenzoros neuronokban szintetizalodik és tarolodik. Allatkisérletes modellekben és kiilonbozd
fajdalomkorképekben kimutattak, hogy a kiviilr6l beadott szomatosztatin csokkenti a fajdalmat. A
SST szerteagazo hatésait sajat receptorai kozvetitik. Eddig 6t Gi-proteinhez kapcsolt SST receptort
klonoztak egérben, patkdnyban, illetve emberben, amelyeket sstj, SStp, Ssts, SSty és ssts névvel
illettek. Ez az 6t sst receptor két csoportra oszthatd. A SRIF1 csoportba tartoznak az ssty, SSt3 és ssts
receptorok, mig a SRIF2 csoportba soroljak az sst; és ssty receptorokat. Munkacsoportunk
eredményei azt mutatjak, hogy a féjdalomcsillapito ¢és gyulladascsokkentd hatds a SRIF2
csoporthoz kotheté a periférian. Bar e receptorok klonozasa eldsegitette az SST
fiziologiai/patofiziologiai szerepével kapcsolatos kutatasokat, kiilondsen nagy eldrelépést a receptor
génhianyos egerek eléallitasa jelentett.

Bar a nativ SST terapias alkalmazasat rendkiviil széles hatasspektruma és nagyon rovid plazma
eliminacios féléletideje akadalyozza, a stabil, szelektiv ssts/SSt; agonistak azonban 1j terapias
lehetdséget nyujthatnak a gyulladdscsokkentésben és a fijdalomcsillapitasban.

A szomatosztatin sst, receptoron haté szelektiv agonistak

A stabil, a szenzoros idegvégzddések és szamos gyulladasos sejt ssty4 receptorain szelektiven hatd
szintetikus agonistak nagy elénye, hogy nem rendelkeznek az SST sst,, SSt; és ssts receptorai altal
kozvetitett endokrin hatasokkal.

Ssta/sst; receptor agonista molekula a ciklikus heptapeptid szerkezetli TT-232, amelynek széleskort
antinociceptiv hatdsat szdmos kordbbi kisérletiink igazolta.

Jelen kisérleteinket egy sst4 receptorhoz szelektiven, nagy affinitassal kot6dé SST agonistaval, a J-
2156 kodjelti vegyiilettel végeztilkk, amit a Juvantia Pharma (Turku, Finnorszadg) gyaradban
szintetizaltak. A J-2156 nem-peptid, szulfonamido-peptidomimetikum, pontos kémiai szerkezete
(1’S, 2S)-4-amino-N-(1’-karbamoil-2’-feniletil)-2-(4’’-metil-1"’-naftalénszulfonamino)-butanamid.

A J-2156 nanomoélos affinitassal kotddik az emberi ssty receptorhoz, ami a nativ SST kotodési
affinitasat jelentésen meghaladja, valamint kozel 400-szoros szelektivitast mutat az ssts-hez az
emberben megtalalhaté masik négy SST receptorhoz viszonyitva.




CELKITUZESEK

PhD munkam egyik célja az volt, hogy megvizsgaljam a szomatosztatin sst, receptor szerepét akut
¢s kronikus iziileti gyulladdsos folyamatokban, valamint neuropatids mechanikai hiperalgéziaban,
génhianyos egerek és a szelektiv sst, receptor agonista peptidomimetikum J-2156 segitségével. Arra
kerestiik a valaszt, hogy az sst,4 receptor jelenthet-e 1j terapias célpontot a gyulladasos folyamatok
¢s a fajdalom kezelésében.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Heterozigota sty egereket tenyésztettiink intézetiink allathdzaban, melyeket Dr. Piers Emson
C57Bl/6 torzsbdl allitott eld. Vizsgalatainkhoz az elsé harom generaciobdl szarmazo, 20-25 g-os,
him ssty”" és ssty™* egereket hasznaltuk. Az 4llatokat 24-25°C-on tartottuk, normal élelemmel és
vizzel ad libitum ellatva. Egyes kisérletsorozatokban azonban az sszehasonlitas céljabol ssts™* és
ssty” alomtestvéreket is teszteltiink.

Kisérleti modellek:

- Carrageenannel kivaltott akut gyulladas

Ebben a kisérleti elrendezésben sst4+/ T és sst4'/' egereket €s alomtarsaikat hasonlitottuk 6ssze. Az
allatok egyik talpaba 50 pl 3%-0s carrageenan-oldatot injektaltunk, amellyel kevert tipusu,
neurogén ¢és nem-neurogén komponensekbdl alloé gyulladasos reakciot idéztiink eld lokalisan. A
carrageenan-adas eldtt 10 perccel az allatok egy masik csoportjat 100 ng/kg J-2156-tal kezeltik
intraperitonealisan (i.p.), mig kontrollként csak oldoszert (fiz.sdoldat) alkalmaztunk.

- Freund-adjuvanssal kivaltott kronikus iziileti gyulladas

A kronikus iziileti gyulladast komplett Freund-adjuvans (CFA; 1 mg/ml hével el6lt Mycobacterium
tuberculosis paraffinolajos szuszpenzidja) faroktébe, valamint i.p. torténé adasaval (50-50 pl)
valtottuk ki az egerekben. A szisztémas hatas fokozasa érdekében a faroktdbe torténd CFA-adast a
kovetkezd napon megismételtiik, ezt a napot tekintjiik a kisérlet els6 napjanak.

-A n. ischiadicus részleges lekotésével kivaltott traumds mononeuropdtia

Ssty™* &s ssty™ egereket elaltattunk, az egyik oldali n. ischiadicust a combon kipreparaltuk, majd az
ideg 1/3-1/2-ed részét szorosan lekotottiik. A mutétet kovetden az allatokat 7 napig hagytuk
felépililni. Miutan az 4allatok mechanonociceptiv kiiszobét meghatdroztuk, ¢és a kialakult
fajdalomkiiszob-csokkenésrél meggydzdodtiink, mindkét allatcsoportot 100 ug/kg sstq agonistaval (J-
2156) kezeltiik i.p., majd 30 perc elteltével ujabb mérést végeztiink.

Vizsgalati modszerek:

-A talp érintési érzékenységének mérése

A talp érintési érzékenységét dinamikus plantaris eszteziométerrel vizsgaltuk. Ez egy modositott,
digitalizalt von Frey késziilék, amellyel az allat talpanak ko6zépsO részét egy tompa hegyl tiivel
fokozodo er6hatasnak tudjuk kitenni. A fajdalomkiiszob elérésekor az allat elrantja a labat a tir6l és
a szamlalo ledll, az er6hatas pedig a miiszer kijelz6jérdl grammban leolvashatd. A mért adatokat a
kezdeti kontroll értékekhez viszonyitottuk, a gyulladas hatasara kialakulé hiperalgéziat szazalékban
fejeztiik ki.

-A labtérfogat mérése

A labtérfogat mérésére az erre kifejlesztett pletizmometert alkalmaztuk, amely a koézleked6edények
elve alapjan a 1ab bemeritésekor bekovetkezo folyadéktérfogat-kiszoritast érzékeli cm?-ben.

-A spontan sulyeloszlas meghatarozdsa

A hatso végtagi stlyeloszlas méréséhez incapacitance tesztert hasznaltunk, mely a spontan fajdalom
megitélésére alkalmas. Az allatokat a specialis plexiketrecben helyeztiik el ugy, hogy teststulyukkal
hats6 végtagjaikra nehezedtek, melyeket a vizsgalat soran egy-egy mérleggel ellatott lapon
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tartottak. A spontan fajdalom hatasara megvaltozott sulyeloszlast a végtagok értékeinek egymashoz
val6 viszonyitasaval, szdzalékban fejeztiik ki.
-A gyulladdsos citokinek meghatarozdasa ELISA és Cytometric Bead Array (CBA) maodszerekkel
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értékekbdl a citokin-koncentracioértékeket pg citokin/g iziilet mértékegységben adtuk meg.

2. A homogenizalt iziiletek TNFa, IL-2, IL-4, IL-5, IFNy koncentraciéjanak meghatarozasa
CBA modszerrel

A fenti citokinek vizsgalatdhoz a Mouse Th1/Th2 cytokine CBA kitet hasznaltuk. A citokinek

s

citométerrel hataroztuk meg.

EREDMENYEK

Az sst, receptor szerepe carrageenannel kivaltott akut gyulladasban

Az sst,”" és ssty” allatcsoport kontroll mechanonociceptiv kiiszobértékei és labtérfogatai
Iényegesen nem kiilonboztek egymastol. A carrageenan a kezelt végtag jelentds gyulladasat okozta
duzzadassal, pirral és a mechanonciceptiv kiiszob csokkenésével. A gyulladas kivaltasa utan 6
oraval a ldbduzzadas ¢€s a nociceptiv kiiszob csokkenése is szignifikdnsan nagyobbak voltak az sst4
génhidnyos csoportban. A vad tipusu és a heterozigéta allatokbdl keresztezéssel tenyésztett ssty”
alomtestvérek eredményei nem kiilonboztek lényegesen a kiilon vonalakként tenyésztett ssts™* és
sst,” allatcsoportok eredményeit6l. A szelektiv ssts receptor agonista J-2156-tal tortént elokezelés
szignifikansan csokkentette a mechanikai hiperalgéziat a vad allatcsoportban, de a génhianyos
csoportban nem. A J-2156 egyik csoportban sem mérsékelte a labduzzadast.

Az sst, receptor szerepe Freund-adjuvanssal kivaltott krénikus iziileti gyulladasban

A mechanikai hiperalgézia nagyobb volt a ssty” allatcsoportban, mint a vad tipustiakban, bar
szignifikans kiilonbséget a 21 napos peridodus alatt 4 mérési pontban tapasztaltunk. A kisérlet elsd
12 napjaban az ssts génhianyos egerek szignifikdnsan kisebb mértékben terhelték a kezelt labukat,
mint a vad tipust kontrolljaik. Szignifikans eltérést a labduzzadasban csak a 4. és 6. napon
tapasztaltunk, a térfogatnovekedés a késébbiekben mindkét csoportban kb. 80-100% volt.

A kisérlet végén kimetszett és feldolgozott iziileti mintakban az IL-2, -4 és -5 mennyisége
elhanyagolhatonak mutatkozott mindkét allatcsoportban. Figyelemre méltdé volt azonban az IFNy
mennyiségének alakuldsa: bar dsszmennyiségét tekintve szintén igen keveset talaltunk beldle, a
receptor génhianyos allatcsoportban még igy is szignifikdnsan nagyobb mennyiségben volt jelen.
Jelentés mennyiséget csak TNFa-bol és IL-1B-bol mértiink. A TNFa koncentracidja szignifikdnsan
nagyobb volt az ssts” egerek iziletében. Legnagyobb mennyiségben IL-1B-t taldltunk a
mintdinkban, azonban ebbdl a citokinbél mindkét csoportban kozel azonos koncentracidkat
mértiink.

Az sst, receptor szerepe traumas mononeuropatiaban

A Seltzer-mitétet kovetd 7. napon kialakult a traumas mononeuropatia, amelynek kovetkeztében
31-34% mechanikai hiperalgézia jott létre mind a vad tipust, mind a receptor génhianyos
egerekben. Ez a hiperalgézia a 12. posztoperativ napra valtozatlanul fennmaradt a vad tipusu
egerekben, mig kis mértékben, 24%-ra modosult az sst,” csoportban. Ebben a modellben a J-2156
hatastalannak bizonyult mindkét allatcsoportban, mindkét mérési idopontban.




MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Szomatosztatin ssts receptor génhianyos egerekkel végzett kisérleteink eredményei elsdként
szolgaltattak kozvetlen bizonyitékokat arra, hogy e receptor mind akut, mind krénikus gyulladdsos
folyamatokban protektiv szereppel rendelkezik. Szomatosztatin exogén alkalmazésa, valamint
szintetikus agonistak (a TT-232 és a J-2156) csokkentik a neurogén vazodilataciot, plazma protein
extravazaciot ¢és a gyulladaskelté neuropeptidek (SP és CGRP) felszabaduldsat az
idegvégzddésekbol.

Jelen kisérleteink sordn mindkét gyulladdsmodellben szignifikdnsan nagyobb mértékii mechanikai
hiperalgéziat, azaz fajdalomkiiszob-csokkenést, valamint az akut modellben szignifikansan nagyobb
labduzzadast tapasztaltunk az sst,” allatok csoportjaban, elsdsorban a gyulladasos folyamatok
korabbi stddiumaiban. A kronikus artritisz modellben tovabba a gyulladt végtag terhelés-
csokkenése, ¢és az iziileti homogenizatumban az IFNy és TNFa koncentracidja ugyancsak
szignifikansan nagyobb volt az sst4 receptor hidnya esetén. A kronikus kisérlet elsé hetében az ssty
receptor endogén aktivacidjanak szignifikdns analgetikus és duzzadasgatld szerep tulajdonithato,
ami a kés6bbi fazisban mar nem figyelheté meg. Ennek magyarazataul szolgalhat az az elképzelés,
hogy az immunsejtekbdl felszabaduld egyéb mediatorok a szomatosztatin e gatlo hatasait hosszabb
1d6 alatt ellenstlyozzdk. Az ssty receptor exogén aktivacidjanak jelentds gyulladasgatld és
antinociceptiv hatasait bizonyitja, hogy a nem peptid szerkezetli szelektiv agonista J-2156 kezelés
gatolta az akut gyulladdsos reakci6 soran kialakulé6 mechanonociceptiv kiiszobcsokkenést. A
gyulladasmodellekben tapasztalt eredményekkel ellentétben a trauméas mononeuropatia okozta
mechanikai hiperalgéziat sem az ssty receptor genetikai hianya, sem a J-2156 kezeléssel torténd
exogén aktivacioja nem befolyasolta szignifikdnsan. Ez az eredmény abbol a szempontbdl meglepd,
hogy patkany ugyanilyen traumas mononeuropatia modelljében ez a vegyiilet anti-hiperalgetikus
hatastnak bizonyult. Ezen ellentmondas magyarazataul szolgalhatnak esetleges faji kiillonbségek a
patkany ¢és az egér kozOtt a neuropdtia kialakulasi mechanizmusainak, az sst; receptor
lokalizaciojanak/stiriségének, valamint a J-2156 kinetikai paramétereinek vonatkozasadban. A J-
2156-tal végzett korabbi kisérletekben ez az agonista hatékonyan gatolt kiilonbozd gyulladésos
folyamatokat is patkdnyban, egyrészt a neurogén komponensért felelés SP és CGRP szenzoros
idegvégzddésekbdl torténd felszabaduldsanak csokkentésén, masrészt kdzvetleniil az ereken és az
immunsejteken kifejtett gatldo hatasokon keresztiil. E peptidfelszabadulast gatldé mechanizmust
izolalt trachean korabban egyértelmiien bizonyitottak. Mivel a J-2156 szelektiven csak az sst,
receptoron fejti ki hatasat, nem rendelkezik a nativ szomatosztatinra jellemz6 széleskorti endokrin
hatasokkal, mint a ndvekedési hormon, a glukagon, az inzulin felszabaduldsdnak gatldsa, ezek
ugyanis féként az sstp, SStz €s ssts receptor altipusokhoz (SRIF1 receptorcsalad) kapcsolhatok.
Mindezek alapjan a J-2156 eldrelathatéan kedvezd mellékhatas spektruma gyogyszerfejlesztés
szempontjabol is kiemelt jelentdséggel bir.

Bar az sst4 receptor pontos lokalizacidjara vonatkozoan kevés irodalmi adat all rendelkezésre, ezen
agonistaval nyert funkcionalis adatok alapjan valdszinii, hogy e gatld hatasok magukon az érzdideg-
végzddéseken, valamint az érfali endotélsejteken és a gyulladasos sejteken 1évd ssts receptor-
aktivacion keresztiil valosulnak meg. Ez utdbbira direkt in vitro bizonyitékot is szolgaltattak a
peritonealis makrofagok IL-1B-termelésének gatlasaval.



2. A SZOMATOSZTATIN ES KORTISZTATIN HATASAINAK
OSSZEHASONLITASA GYULLADAS- ES FAJDALOMMODELLEKBEN

ELOZMENYEK, IRODALMI HATTER

A kortisztatin és szerepe a nocicepcioban és gyulladasos folyamatokban
A Kortisztatin (CST) szerkezetileg az SST-hez nagyon kozel all6 neuropeptid, mely nevét
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kiilonbozo biologiailag aktiv formait ismerjiik: 14 és 17 aminosavat tartalmazé formai patkany, egér
¢s emberi szovetekben is el6fordulnak, 29 aminosavbol felépiild formdja pedig patkdnyban és
emberben mutathato ki.

A CST-14-nek 11 aminosava megegyezik az SST-14-ével, tobbek kozott a két cisztein, melyek
valdszintileg a peptidek ciklikus szerkezetéért feleldsek, valamint az FWKT régi6 (Phe, Trp, Lys,
Thr), amely kulcsfontossagu az sst receptorokhoz val6 kétédésben.

Kimutattak, hogy a CST képes mind az 6t ismert sst receptorhoz vald kotddésre. Neurondlis
aktivitast gatlo hatasa megegyezik a szomatosztatinéval. Az agykamraba (i.c.v.) beadott CST-14 a
lokomotoros aktivitdst csokkenti, ugyanakkor a nagyobb dézisban (10 pg) alkalmazott CST
gorcsoket valtott ki, ami az SST-14 injekciot kdovetden is megfigyelt jelenség. Valdszinii tehat, hogy
a CST in vivo is képes az sst receptorokon hatni. A CST azonban az SST-t6] eltéréen lassti hullamu
alvast indukal, amely elsOsorban az acetilkolin kérgi excitatoros hatasanak csokkentésével jon létre.
A CST mRNS expresszidja cirkadian ritmust kovet, és alvasmegvonas esetén fokozodik, mely
ugyancsak arra utal, hogy a CST alvast modulaldo neuropeptid is. Az endogén kortisztatin a
keringésben 1évd prolaktin szintje jelentdsen csokkent. Friss kutatdsok a CST protektiv szerepét
mutatjadk a vaszkuldris kalcifikacioval szemben patkanyban, ami GHS-R1 receptoron keresztiil
valosulhat meg. Periférias hatésait tekintve a CST-14 az SST-14-hez hasonldan rendkiviil hatasos

c gy

felszabadulasat, tovabba elsegiti a gyulladast gatlo mediatorok (IL-10, IL-1Ra) termelését. A CST
SST-t6] eltéré bioldgiai hatasai alapjan egy CST-specifikus receptor 1étezését feltételezik. Bar a
CST gyulladasos folyamatok sejtes komponenseire kifejtett gatlé hatasa jol ismert, nagyon keveset
tudunk az érzdidegekre, neurogén gyulladasra és hiperalgéziara gyakorolt hatasair6l.

CELKITUZESEK

Munkam e fejezetének célkitlizése a CST és SST hatasainak szisztematikus Osszehasonlitdsa volt
gyulladasos folyamatok jol definialt in vitro és in vivo mechanizmus modell-rendszereiben.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Az in vivo kisérleteket him CD1 egereken (25-30 g) és Wistar patkanyokon (150-250 g) végeztiik,
az in vitro peptidfelszabadulasi vizsgalatokhoz Wistar patkanyok tracheait hasznaltuk. Az allatokat
24-25 °C-on, normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva tartottuk és szaporitottuk.




-Kompetitiv receptor kotddési vizsgdalatok

A kompetitiv kotédési vizsgalatokat ssty és sst; receptorokat stabilan expresszalé CHO sejteken
(CHO-ssty, CHO-sst;) végeztik. A  konfluens sejttenyészetet 30 percig inkubaltuk
szobahémérsékleten 1 mg/ml bacitracint és 10 nM [*?I-Tyr**]SST-14-et (altalunk torténd jeldlés

125-6s I izotdppal) tartalmazo assay pufferben. Ezzel egyidében a sejteket emelkedé koncentracioju
(10°- 10° M) CST-14-el inkubaltuk, majd a 30 perc letelte utin mostuk azokat és lizaltuk. A

lizatumot tartalmazo oldat radioaktivitasat ¥ szamlaloval mértiik.

-Receptor aktivicié vizsgdlata: [*°S|GTP¥S kitddési teszt
A CHO-sst, és CHO-sst; sejteket homogenizaltuk, és membranfrakciokat készitettiink Tris-EGTA

pufferben. A membran frakciokat Tris-EGTA pufferben inkubaltuk, amely [**S]GTP¥S-t (0,05 nM)
és emelkedd koncentracidji SST-14-et és CST-14-et (10°- 10°° M) tartalmazott. A reakcidt a
mintadk Whatman GF/B filteren val6 atsziirésével allitottuk meg. A filterpapir megszaradasa utan a
membranfrakciokat tartalmazo filterdarabkakat kivagtuk, szcintillacids folyadékba helyeztiik, ezek
radioaktivitasat Packard Tri-Carb 2800 TR szcintillacids szamlaloval mértiikk. Az SST-14 és CST-

14 altal indukélt G-protein aktivaciét az agonista hianyaban megfigyelt specifikus [*°>S]GTP¥S
kotodés szazalékaban adtuk meg.

-Stimuldlt peritonedlis makrofdgok interleukin-1p szintézisének vizsgdlata

Him CD1 egereket Salmonella typhimurium endotoxinnal (LPS, 300 pg/ml, 300 ul) i.p. kezeltiink.
4 oraval késobb az allatokat kivéreztettikk, majd a hasilireget atmostuk jéghideg sejttenyésztd
médiummal, hogy Osszegylijtsik a gyulladasos sejteket. Ezutan a peritonalis mosofolyadék-
mintakhoz sejttenyésztd médiumot adtunk és a makrofagok stimulalasat tovabbi 1 pg/ml LPS
oldattal végeztiik. A kontroll kisérletekben fiziologias sdoldatot, mas esetekben SST-14-et vagy
CST-14-et adtunk a rendszerhez. A sejttenyésztd lemezeket 8 oOran at inkubaltuk standard
koriilmények kozott. Ezt kovetéen minden lyuk tartalmat leszivtuk, centrifugaltuk, majd a sejteket
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hataroztuk meg.

-Kapszaicinnel kivdltott szenzoros neuropeptid felszabadulds vizsgdlata izolalt patkdny trachea
érzdideg végzodéseibol

Him patkdnyok mély anesztézia alatti kivéreztetését kovetden a trachea teljes egészében
eltavolitasra kertilt, majd a trachedkat 60 percig (kiegyenlitddési periddus) perfundaltuk 7.2 pH-j,
oxigenizalt Krebs oldattal 37 °C-on. Az aramlds megszakitdsa utan az oldatot 3-szor cseréltiik 8
percenként, hogy stimuléacid el6tti, stimulalt és stimuldcioé utani frakciokat nyerjiink. A mésodik 8
perces periodusban kapszaicin stimulaciot (10'6 M) alkalmaztunk a neurotranszmitter felszabadulas
kivaltasara. A CGRP koncentraciokat a szervfiirddk 200 pl volumeni mintdibdl hataroztuk meg a
laborunk &ltal kifejlesztett és leirt radioimmunoassay mddszerrel. Minden frakcidé kezdetén SST-14-
et, CST-14-et vagy fiziologias sooldatot adtunk az inkubaciés médiumhoz. A hozzaadott vegyiiletek
koncentracioja 10-2000 nM volt a kiilonbdzd kisérletekben, egyanazon trachea esetében csak egy
koncentraciot alkalmaztunk a neuropeptid deplécié elkeriilése érdekében.

-Mustdrolajjal kivaltott akut neurogén gyulladas vizsgdlata patkdny labhdti borében

Altatott patkanyok mindkét oldali n. saphenusdt és n. ischiadicusat atvagtuk 30 perccel a kisérletet
megeldzden, hogy megakadalyozzuk a mustarolaj nociceptiv hatasabol adodo reflexvalaszokat. Az
akut neurogén gyulladast a labhati bér 1%-os mustarolajjal valo bekenésével valtottuk ki. A
plazmafehérje-kidramlas mértékét az Evans kék akkumulacié modszerével hataroztuk meg. Tiz
perccel a mustarolajjal torténd kenés eltt intravénasan 50 mg/kg Evans kék festéket adtunk. Husz
perccel a gyulladas kivaltdsa utdn az allatokat elvéreztettik és a kimetszett borteriiletek
festéktartalmat formamidban extrahdltuk 72 o6rdn keresztil. Az oldat optikai denzitdsat
spektrofotométerrel hataroztuk meg. Az akkumuldlodott Evans kék mennyiségét pg/g nedves
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szovetre vonatkoztattuk. 20 perccel a gyulladas kivaltasanak kezdete elott SST-14-et, CST-14-et
vagy a kontroll csoport esetében fizioldgias sooldatot adtunk a hastiregbe.

-Carrageenannel kivaltott _mechanikai _hiperalgézia és _akut labduzzadds mérése egérben,
valamint gyulladdsos citokinek mérése a talpbdér homogenizdtumokbol

Altatott him CD1 egerek hatso talpaba 50 ul 3%-0s carrageenan oldatot injektaltunk. 15 perccel a
gyulladas kivaltasat megel6zéen valamint minden mérés el6tt is, SST-14, CST-14 (100 pg/kg i.p.)
vagy a kontroll csoportban fiz.sdoldat beadésa tortént. A mechanonociceptiv kiiszob mérését 1, 2, 4,
6 és 23 oOréaval a carrageenan adas utdn, a ldbduzzadds mérését 6 oraval a gyulladés kivaltasa utan
végeztik. A talp mechanonociceptiv kiiszobének meghatarozasat dinamikus plantaris
eszteziométerrel végeztiik. A labak térfogatat pletizmométerrel mértiik a gyulladas kivaltasa elott és
6 oraval késobb. 24 oraval a gyulladas kivaltasat kovetden altatas alatt cervikalis diszlokaciot
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szendvics ELISA modszerrel hataroztuk meg, a mintak optikai denzitasat spektrofotométerrel
mértiik meg.

-Enyhe hétraumadval kivaltott termadlis hiperalgézia vizsgdlata patkanyban

Him patkanyok (150-250 g) hats6 végtagjdnak fajdalmas hokiiszobét laboratériumunk és az
Experimetria Kft. (Budapest, Magyarorszag) altal kidolgozott és validalt emelkedé homérsékletii
vizfirdével mértiik. A vizfiirdé hdmérséklete 30°C-rol indul és fokozatosan 53°C-ig emelkedik.

Az enyhe hoétrauma kivaltasahoz a kontrollméréseket kovetéen az allatok egyik hatso labat
¢terboditasban 51°C-os allandd hémérsékletli vizfiirddbe martottuk 20 masodpercre, majd ismételt
méréseket végeztiink. Az elsd mérés 20 perccel a h6trauma utan tortént, ezzel igazoltuk a termalis
hiperalgézia kialakulasat. Ezt kovetéen SST-14-et, CST-14-et vagy a kontrollként fiziologias
sooldatot alkalmaztunk az egyik allatcsoportnal i.p. (100 pg/kg), a masiknal intraplantarisan (i.pl.;
100 pl, 250 ug/ml-es oldatbol). Ezutan a hokiiszoboket 80 percen keresztiil ismételten mértiik 20
percenként.

EREDMENYEK

A Kortisztatin sst; és sst, receptorokhoz valo kotodési képessége

A ndvekvd koncentracioban (10°-10~ M) alkalmazott CST-14 leszoritotta a 10 nM radioaktivan
jelolt SST-14-et mind a CHO-ssty;, mind a CHO-sst; sejtekr6l, koncentraciofiggé modon. A
maximalis gatlast a 10° M CST eredményezte (98,4%) az ssts sejtek esetében, és ugyanez a
koncentracio a CHO-sst; sejteknél (83,6%). Az ICsp érték 12 és 18 nM volt mindkét sejttipus
esetén, a CST-14 és SST-14 hasonl6 affinitasat jelezve e receptorokhoz.

A Kkortisztatin és szomatosztatin altal kivaltott G-protein aktivacio

Mindkét peptid emelkedd koncentracidja a [3SS]GTPyS kotédés fokozodasat eredményezte,
koncentraciofiiggd modon. ECsy értékként azt a ligandkoncentraciot hatdroztuk meg, mely a
maximalis valasz 50%-4at produkélja. Az SST-14 esetében ez az érték 10 nM volt a CHO-sst4
sejteken és 13 nM a CHO-sst; sejteken. A CST-14 ECs értékei 33 nM ¢és 28 nM voltak a CHO-sst,
¢s CHO-sst; sejteken. A maximalis aktivacio értéke a [SSS]GTPyS kotédés fokozodasanak a bazalis
aktivitason tuli szdzaléka. SST-14 kezelésnél a maximalis aktivacio 218% és 204% voltak a CHO-
ssty és CHO-sst; sejteken. A CST-14 megfeleld értékei 223 és 218% voltak, a két peptid hasonlo
hatékonysagat jelezve.




A szomatosztatin és Kkortisztatin _hatasa stimulalt peritonedlis makrofagok interleukin-1f
szintézisére

Az IL-1P koncentracioja a peritonedlis makrofag tenyészetben 473,76+38,81 pg/ml volt a kontroll
csoportban, 100 ul fiziologias sooldatot alkalmazva. 0,1 ug/ml SST-14 vagy ugyanennyi CST-14
jelenléte nem befolyéasolta e gyulladdsos citokin mennyiségét. Ugyanakkor a peptidek magasabb
koncentracioja (1 és 10 pg/ml) szignifikansan csokkentette az IL-1p termelést: az SST-14 kb. 33-
35% csokkenést, a CST-14 jelentdsebb, kb. 70-75%-os citokintermelddés-csokkenést idézett eld.
Koncentracid-valasz dsszefliggést nem figyeltiink meg ebben a ddzistartomanyban.

A szomatosztatin _és kortisztatin _hatisa izolalt patkany trachea érzéideg-végzodéseibol
kapszaicinnel kivaltott szenzoros neuropeptid-felszabadulasra

Az SST-14 és a CST-14 is szignifikans mértékben gatolta a stimulacio-kivaltott CGRP
felszabadulast. A koncentracio ndvelésével a hatas egyik esetben sem fokozodott, sét, a legnagyobb
gatlast a legkisebb SST koncentraci6 eredményezte. A 2uM CST-14 ¢és 100 nM SST-14 gatlo
hatasa hasonlé mértékii volt, 85 és 87%. Maximalis gatlo hatdsnak ezeket tekinthetjiilk, magasabb
koncentraciokban mindkét peptid kisebb hatassal rendelkezett. Egyik peptid sem befolyasolta a
bazalis, stimulacié nélkiili CGRP felszabadulast.

A szomatosztatin és Kortisztatin hatdsa a mustarolajjal kivaltott akut neurogén gyulladasra
patkany labhati borében

Mind az SST-14, mind a CST-14 szignifikansan csokkentette a mustarolajjal kivaltott
plazmafehérje-kiaramlast 20 perccel a gyulladasos stimulus helyi alkalmazasat kovetéen. Az SST-
14 kb. 60%-0s, a CST-14 jelentésen nagyobb mértékii, majdnem 80% gatlo hatast fejtett ki.

A szomatosztatin és kortisztatin hatisa a carrageenannel kivaltott mechanikai hiperalgéziara,
akut labduzzadasra, valamint gyulladasos citokin-termelésre egérben

A 3% carrageenan intraplantaris injekciojanak hatisara jelentds mechanikai hiperalgézia és
labduzzadas alakult ki a kontroll egércsoportban (kb. 40% maximalis hiperalgézia és 55% duzzadas
a 6 Oras idépontban). 100 pg/kg i.p. SST-14 kezelés hatasara gatlo tendenciat figyeltiink meg, de a
gatlds csak a 4 oOrds mérési pontban bizonyult szignifikdnsnak. CST-14 kezelést kovetden a
hiperalgézia 2-23 6raig minden mérési pontban szignifikansan kisebb volt, mint a kontroll csoport
esetén. A labduzzadast hasonld mértékben, kb. 30-35%-kal csokkentette mindkét peptid a 6 oOras
idépontban.

A carrageenan kezelés jelentds mértéki IL-1B és TNFa felszabadulast okozott a fiziologias
sooldattal kezelt csoport talpbdrében. 100 pg/kg i.p. SST-14 és CST-14 szignifikdnsan csokkentette
az IL-1p szintézist, de a TNFa szintézist csak a CST-14 mérsékelte szignifikans modon.

A szomatosztatin _és kortisztatin _hatasa az enyhe hdtraumaval kivaltott termalis
hiperalgéziara patkanyban

A hétrauma utani ébredést kovetden egy allatndl sem figyeltink meg spontdn nocifenziv
viselkedést. 20 perccel a hdtraumat kdvetden a termonociceptiv kiiszob 5-6 °C-os esését
tapasztaltuk, ez a h6 hiperalgézia fennmaradt a kisérleti periddus 80 perce folyaman. A fiziologias
sooldattal kezelt csoporthoz képest az i.p. és i.pl. SST-14 és CST-14 hasonldé mértékben és
szignifikansan csokkentette a termalis hiperalgéziat végig a vizsgalati periodus alatt, bar az i.p.
CST-14 gatlo hatasa nem volt statisztikailag szignifikdns a legkorabbi, 40 perces mérési
idépontban.
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Osszehasonlitd kisérleteink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a SST és CST hasonld kotddési
profillal és agonista tulajdonsaggal rendelkezik az sst; és ssty Szomatosztatin receptorokon.
Csoportunk korabbi eredményei alapjan e receptorok kozvetitik az SST gyulladasgatlo ¢és
antinociceptiv hatasait. Eredményeink ujdonsagtartalma abban rejlik, hogy in vitro és in vivo
bizonyitékokat szolgaltatnak arra, hogy ezek a peptidek jelentdsen gatoljak a szenzoros neuropeptid
CGRP felszabadulasat a periférias szenzoros idegvégzddésekbdl, a kovetkezményes akut plazma
protein extravazaciot, valamint a hd- és mechanikai hiperalgéziat. A Capuano és munkatarsai altal
2011-ben kozolt eredmények, miszerint a CST és SST gatolta a kémiailag kivaltott CGRP
felszabadulast patkany trigeminus idegsejttenyészetben, alatamasztjak a periférias idegvégzddések
szintjén tapasztalt eredményeinket. Az érdekes jelenség, hogy nagyobb koncentraciokban a CST és
az SST CGRP felszabadulast gatld hatasa csokken, illetve megsziinik, peptidek esetében nem ritka.
5-HT, opioid és kannabinoid receptorokon hatdé nem-peptid strukturaji vegyiiletek esetében is
hasonl¢ forditott, vagy harang alakti koncentracio-hatas 0Osszefiiggés tapasztalhatd. Ennek
magyarazatdul a nagyobb koncentraciok esetén fellépd receptor-deszenzibilizacio, illetve
internalizacié szolgalhat. A CST és SST neurogén gyulladasra €s hiperalgéziara kifejtett hasonld
hatasai mellett a CST-14 szignifikansan nagyobb gatlé hatassal rendelkezik a gyulladés sejtes
komponenseire, ahogy azt a peritonedlis makrofagok endotoxin-stimulalt IL-1f termelésénél és az
egér talpbor carrageenan-kivaltott TNFa szintézisénél lattuk. A szintetikus, szelektiv sst4 receptor
agonista J-2156-tal nyert korabbi, peritonealis makrofagok IL-1B termelésére vonatkozo
eredményeink Osszhangban vannak jelen adatainkkal, a legnagyobb, kb. 70-75% gétlé hatast
mindkét esetben a 1 pg/ml-es koncentracidval értiik el. A carrageenannel kivaltott 1abduzzadast €s
mechanikai hiperalgézidt mindkét peptid hasonlé mértékben gatolta.

Bar az SST hataser0ssége nagyobb volt a periférias idegvégzddésekbol torténd CGRP
felszabadulasara, mint a CST-¢ (az SST 100 nM koncentracidja hatékony, mig a CST igazan 2000
nM koncentracioban hat), a hatékonysaga (maximalis hatds) megkozelitdleg ugyanolyannak
bizonyult. Ez nem zarja ki azonban annak a lehetdségét, hogy mindkét peptid ugyanazon a
receptoron hat, minddssze eltérd receptor aktivald képességiik (intrinszik hatékonysaguk) lehet.

A CST a lokomotoros aktivitast csokkenti, de az SST-vel ellentétben lasst hullam( alvast indukal.
Ez alapjan sajat CST receptor létezését vagy mas struktirdkon, mint pl. a Masl onkogénnel
Osszefiiggd MrgX2 (Mas-rokon gén) orphan receptoron vald hatédsait feltételezik. Ez utdbbi
receptorok nocicepcioban betoltott szerepére utal, hogy a hatsé gyoki ganglionok kis szenzoros
neuronjaiban expresszalodnak. Kvantitativ PCR vizsgalatok a CST MrgX2 receptorokénal sokkal
sz¢élesebb expresszigjat igazoltdk. A SST-t6] eltéréen a CST-nek nagy az affinitdsa a ghrelin
receptor (GHS-R1a) irant, melynek szerepét a gyulladasgatld hatas hatterében is feltételezik. A
CST-14 és az SST-14 fiziologiai hatasai kozott megfigyelt eltérések hatterében receptor
internalizacios kiilonbségek is allhatnak, mint példaul a p receptorokon is haté morfin és methadon
esetében. Kimutattak, hogy a kortisztatin mRNS expresszidja szomatosztatin génhianyos allatokban
nem emelkedett, ami feltételezi, hogy a CST nem csupan egy szerkezeti modosulata az SST-nak.
Mivel eredményeink alapjan a CST hasonldé mértékben csokkentette az akut neurogén gyulladast és
hiperalgéziat, mint az SST, valosziniileg a szenzoros idegvégzddéseken 1évo sst; €s ssts receptorok
aktivacidja jatszik ebben szerepet. Az immunsejtek funkcidjanak gatlasat az sst, receptor
aktivacigja is kozvetitheti. Carlton és munkatarsai a fajdalomcsillapitd hatas hatterében az ssty, Sst3
¢s ssts receptorok részvételét is lehetségesnek tartjadk. Mivel a termalis hiperalgézia e tipusdban
dontd szerepet jatszik a periférids idegvégzddések gyors szenzitizdcidja, ennek a gatlasa
valoszintileg fliggetlen a gyulladasgatlo hatasoktol. Lokalis alkalmazas esetén ezek az anyagok csak
a periférias idegvégzddéseken képesek hatni, de szisztémdas adas esetén is ez a f0 hatashelyiik,
aminek az a magyarazata, hogy ezek a viszonylag nagy peptidek valdsziniileg nem képesek olyan
koncentracidoban atjutni a vér-agy gaton, hogy biologiai hatast fejthessenek ki a kozponti
idegrendszerben. A periférias hatasok mellett a CST a centralis fajdalom feldolgozas folyamataban
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IS szerepet jatszhat, ugyanis cerebroventrikularis alkalmazasa emelte a hdstimulaciora megjelend
nocifenziv magatartas latenciajat.

A CST gyulladédsos ¢és immunsejteken kifejtett hatasaira szdmos irodalmi adat 4ll rendelkezésre,
azonban rendkiviil kevés adat sz6l a neurogén mechanizmusokban betoltott szerepérdl. A CST
mérsékli a szepszis-kivaltotta haldlozast, egyrészt az aktivalt makrofagok gyulladdsos
mediatorainak termelését gatolva, masrészt csokkentve a neutrofilek €s monocitdk bedramléasat a
gyulladt szovetekbe. A CST kollagén-indukalt artritiszben kifejtett gyulladasgatlé hatasanak f6
mechanizmusa a rezidens €és bearamlé makrofagok aktivitasanak csokkentése. Ebben a modellben a
CST szignifikdnsan nagyobb gatld hatdst fejtett ki, mint a SST, ami aldtdmasztja, hogy a CST a
SST-tol eltérd receptorokat €s jelatviteli utakat aktivalhat.

Eredményeink parhuzamba allithatok Gonzalez-Rey és kollégai adataival, miszerint a CST gatolja a
TNFa és IL-6, valamint az endotoxin-aktivalt egér peritonealis makrofagok nitrogén-monoxid
termelését. A CST nagyobb gatlo hatast fejtett ki e gyulladasos medidtorok termelésére, mint az
SST, vagy a szintetikus sst,, ssts, SSts receptor agonista oktreotid. Bar a nem szelektiv SST receptor
antagonista cikloszomatosztatin kivédte az SST hatasait, csak részben gatolta a CST hatasat,
feltételezve, hogy a CST mas receptorokon keresztiil is kifejtheti gyulladdsos sejt funkcidkat
csokkentd hatasait.

Eredményeink alapjan arra kovetkeztetiink, hogy a CST képes csokkenteni az akut neurogén
gyulladast, a termalis és mechanikai hiperalgéziat. Ebben valészinilileg fontos szerepet jatszik a
proinflammatorikus  szenzoros neuropeptidek  felszabaduldsanak  gatldsa a  periférids
idegvégzddésekbol, és valoszinileg hasonloképpen a centralisakbol is. Mivel ezek a hatasok
nagyon hasonléak a SST hatasaihoz, a szomatosztatin receptorok aktivacidja feltételezhetd a
folyamatban. Ezzel szemben a CST a SST-nal jelentésen nagyobb gatld hatast fejt ki a gyulladasos
citokinek termelésére, amely a gyulladdsos folyamatok fontos komponense, €és valdsziniileg a sst
receptoroktol eltéré mechanizmussal valosul meg.
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3. A PACAP TRIGEMINOVASZKULARIS AKTIVACIOBAN BETOLTOTT
SZEREPE

ELOZMENYEK, IRODALMI HATTER

A PACAP és szerepe a nocicepcioban

A hipofizis adenilat-ciklaz aktivaloé polipeptid (PACAP: pituitary adenylate-cyclase activating
polypeptide) a szekretin-glukagon-vazoaktiv intesztinalis polipeptid (VIP) csalad tagja. Két
biologiailag aktiv formaja létezik: az emlds szervezetekben 90%-ban eléfordulo PACAP-38, és a
PACAP-27. Patkanyban a legnagyobb koncentracioban a hipotalamuszban és a herében fordul elé.
Szenzoros neuropeptidként tartjdk szamon, mivel megtalalhatd a gerincveld hatsé szarvaban, a
hats6 gyoki ganglionokban, a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok periférias végzodéseiben, pl.
az izileti tokot ellaté afferensekben, de a kozponti idegrendszer szamos teriiletén is.
Immunhisztokémiaval PACAP pozitiv sejteket mutattak ki az emberi agytérzs Un. ,,migrén-
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nyaki gerincvel6 C1-C2-es szegmentumaiban. A dura mater perivaszkularisan talalhatdo ¢és a
neuronokkal szoros asszocidcioban 1év6 hizdsejtjei szintén tartalmaznak PACAP-ot. Aktivalodasuk
bekovetkezhet trigeminalis idegaktivalodast, cervikalis vagy sphenopalatin ganglion stimulaciot
kovetden.

A PACAP rendkiviil sokféle hatast fejt ki: szabalyozza a neurotranszmitterek felszabadulasat,
értagulatot, illetve bronchodilaticiot okoz, fokozza a bélmotilitast, noveli egyes hormonok
specialis receptorokon keresztiil valésulnak meg. Két kotohelytipust mutattak ki PACAP- ¢és VIP-
koté képességilik alapjan. Az I-es tipusu koétohelyhez a PACAP mindkét formdaja nagy affinitassal
kotodik, a VIP viszont csak alig. A ll-es tipusu kotéhelyhez a PACAP és a VIP is hasonlo
affinitassal kotodik, itt két altipust is elkiilonitenek a szekretinhez valo affinitids alapjan. A
receptorokat késébb klonoztak, és PAC1, valamint VPAC1/VPAC2 receptoroknak nevezték el.
Mindhérom receptor neuronokon, simaizom sejteken €s szamos gyulladasos sejten megtalalhato,
stimulacidjuk Gs/q-proteinhez kapcsolt mechanizmusokat indit el, ezen keresztiil aktivalodik az
adenilat-ciklaz, illetve a foszfolipaz C rendszer.

Mivel a PACAP-38 jelenlétét a fajdalomkozvetitd palyarendszer tobb szintjén, pl. a gerincveld
hatso szarvaban, a hats6 gyoki ganglionokban és a kapszaicin-érzékeny szenzoros neuronok
periférias végzddéseiben is bizonyitottak, feltételezhetd volt, hogy a PACAP részt vesz a nociceptiv
folyamatokban. Ezt az elképzelést azonban rendkiviil kevés funkciondlis adat tdmasztotta ala, az
Osszes erre iranyuld in vivo kisérletben kizarolag a PACAP kozponti idegrendszeri hatasait
vizsgaltak ¢és meglehetdsen ellentmondasos eredményekre jutottak. Az intratekdlisan adott PACAP
gatolta a nociceptiv reflexmitkodést és a gyulladas kovetkeztében kialakuld nocicepciot. 1.c.v. adva
a PACAP a formalin teszt korai, az érzéideg-végzddések kozvetlen aktivaciojabol adodo fazisaban
analgetikus hatastinak, mig a késdi, akut gyulladasos fazisban pronociceptivnek bizonyult.
Masrészrdl azonban a kozponti idegrendszerbe adott PACAP dozisfiiggd mddon csokkentette a
hokiiszobot a talpban, és szerepet jatszott a nociceptiv stimulus hats6 szarvba torténd
kozvetitésében, elsdsorban N-metil-D-aszpartat receptorokon keresztiill. Macskakban az
intracerebralis PACAP mikroinjekcid kézepes mértékii agyi vérataramlas-fokozodast okoz. Bar a
PACAP jelenléte kimutathaté az emberi és allati agy trigemindlis rendszerrel 0szefliggd szamos
PACAP és PACI receptorok patkdny és human intrakranidlis ereinek simaizombeli lokalizacioja
alapjan. Nemrégi felfedezés, hogy migrénesekben a PACAP infuzidé aura nélkiili migrénszer(i
fejfajast okoz. Ezen klinikai megfigyelések alapjan feltételezik, hogy a PACAP fontos mediator
lehet a trigeminovaszkularis aktivacioban, ami a migrén fontos patofiziologiai tényezdje.
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A trigeminovaszkularis aktivacio és szerepe migrénben

A migrén a priméren neurovaszkularis fejfajasok csoportjaba tartozik. E betegségek f6
tulajdonsaga, hogy a fajdalom szoros 0sszefliggésben van az intrakranidlis érrendszer valtozasaival.
Ezek a valtozasok neuralis hatteriek, ezért beszélhetink neurovaszkularis torténésekrol.
Kisérletesen a kranialis fajdalom vazodilataciot valt ki, ez a reflex macskakban, majmokban és
emberben is 1étezik. A reflex ugy valosul meg, hogy a trigeminus ideg els6é aganak aktivacioja
véraramlas-fokozodast eredményez az elsé ag altal beidegzett teriileteken, az arcon €s az agyban
egyarant. A primer neurovaszkularis fejfajas koros volta az eredendden protektiv reflex tulzott
mértékill aktivaciojaban rejlik, amit a fajdalom percepcioja valt ki. A dura matert, a nagy cerebralis
ereket, a pia ereit és a nagy vénds szinuszokat mielinhiively nélkiili rostok kotege veszi koriil,
melyek a ganglion trigemini ophtalmicus agabol és a fels6 cervikalis hatsd gyokokbdl erednek. Az
agyi ereket beidegzd trigeminus rostok a ganglion trigeminibdl erednek, melyek SP-t és CGRP-t
tartalmaznak. A trigeminus ganglion stimulacidja esetén mindkét peptid felszabadul. A koponya
ereinek stimulacidja - mint a sinus sagittalis superioré - fajdalmat valt ki emberben.

Béarmilyen szerepet jatszik a dura mater steril gyulladdsa a migrén patomechanizmusdban, az
bizonyos, hogy a trigeminalis szenzitizaci6 valamely formaja részt vesz a folyamatban. A
szenzitizacid lehet periférids, gyulladdsos mediatorok lokalis felszabaduldsdnak kovetkeztében,
mely valdsziniileg a trigeminalis nociceptorok koros aktivacidjat eredményezi. Még valdsziniibb
migrén sordn a szenzitizdcid centralis formdaja, amely lehet klasszikus érzékenység-fokozodas a
trigeminus mag teriiletén, vagy a leszallo fijdalommoduldlé palyak diszfunkcidja. A migrén
patomechanizmusaban neuropeptideknek is fontos szerepet tulajdonitanak. A trigeminus ganglion
elektromos stimulacidja macskdban és emberben egyarant az extracerebralis vérataramlés
megndvekedéséhez és CGRP valamint SP lokalis felszabaduldsdhoz vezet. Human adat is 1étezik,
miszerint a CGRP szintje emelkedett a migrén fejfajasos fazisdban, aldtdmasztva a teoriat, miszerint
a trigeminovaszkularis rendszer aktivacioja kulcsfontossagu ezen allapotokban. A CGRP mellett a
PACAP is kimutathatd az emberi és allati agy trigemindlis rendszerrel Oszefliggd szadmos
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CELKITUZESEK

Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk a PACAP szerepét a migrén mechanizmusait
modellezd trigeminovaszkuléris aktivacidban génhidnyos egerek segitségével. Bar az emberi
betegségnek teljes egészében megfeleld allatmodell nem létezik, az altalunk vizsgalt kisérletes
megkozelités szamos tekintetben parhuzamba allithaté a migrén patofiziologiai folyamataival.

KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

Kisérleti allatok

Kisérleteinket him, 25-30 g salya PACAP génhianyos (PACAP™) és vad tipusa (PACAP'™)
egereken végeztik. A génhianyos egereket Prof. Akemichi Baba és munkatarsai (Osakai
Egyetemen) allitottak eld, a heterozigota tenyészparokat toliik kaptuk. Az allatokat 24-25 °C-on,
normal élelemmel és vizzel ad libitum ellatva tartottuk és tenyésztettiik. Kisérleteinkben az els6
harom generaci6 utodait hasznaltuk a genetikai varidciok minimalizalasa érdekében.

Kisérleti modell:

-A trigeminovaszkuldaris rendszer kémiai aktivdacioja

A trigeminovaszkularis rendszer aktivalasat 10 mg/kg nitroglicerin (NTG) i.p. injekcidjaval
valtottuk ki, amely NO donor (Nitrolingual aerosol).
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Vizsgalati modszerek:

-A fénykeriilo magatartds vizsgdlata

A fény-averziv magatartast az NTG adas utani korai (0-30 perc) és kés6i periodusban (90-120 perc)
vizsgaltuk. A vizsgalathoz egy moddositott sotét-vilagos dobozt hasznaltunk, amely két egyenld
részre 0sztott, egy nyitott, 1000 luxszal megvilagitott fehér részre és egy zart, sotét részre. A
részeket nyilas koti 6ssze. A fényben toltott idét masodpercben kifejezve, 5 perces periddusokban
értékeltiik.

-A meningedlis mikrocirkuldacio vizsgalata laser Doppler scanning modszerrel

A meningealis mikrocirkulacié valtozasat laser Doppler vérataramlas-scanner segitségével,
uretannal altatott egerekben vizsgaltuk, zart koponyan keresztiil. A kontroll felvételek utan i.p. 10
mg/kg NTG-t injektaltunk és a vérataramlas valtozasat 4 oran keresztiil kovettik. PACAP-38
bevitele esetén a megfigyelési periodus 30 percig tartott. A mikrocirkulacié-valtozas értékelésére a
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atlagértékeivel hasonlitottuk O6ssze a megfigyelési id6 fliggvényében. A szisztémds vérnyomas
értékeit az arteria carotis communisba vezetett kaniil segitségével regisztraltuk és a Buxco
Biosystem XA szoftver segitségével értékeltiik.

-A korai neurondlis aktivdcio vizsgdlata c-Fos immunhisztokémidval

Mély uretan altatdsban 16vé PACAP™ és PACAP™ egereket hasznaltunk immunhisztokémiara, 2 és
4 oraval az NTG beadast kovetden. Az allatok perfundéalasat kovetden a nyaki gerincveld felsod
szakaszat és a trigeminalis ganglionokat kipreparaltuk és utofixaltuk. A gerincveldi trigeminus mag
tanulmanyozasdhoz a nyultvelt a gerincveld felsé szakaszaval bedgyaztuk. Allatonként harom
sorozat, 20 um vastagsagu coronalis metszetet készitettiink. A metszeteket poliklonalis, c-Fos elleni
antiszérummal (sc-52, 1:500) inkubaltuk, majd biotinilalt borji anti-nyal 1gG-vel kezeltiik (1:200,
Vectastain Elite ABC Kit). Avidin-biotin komplexszel (Vectastain Elite ABC Kit) valé inkubacio
utan az eléhivas 0,05% diaminobenzidin és hidrogén-peroxid segitségével tortént.

A trigeminus ganglionokon végzett immunhisztokémia parrafinba agyazott metszeteken tortént.
Harom sorozat, 4 um vastag hosszanti metszetet készitettiink. A c-Fos immunhisztokémidra a
metszetek elsd sorozatat hasznaltuk a fent leirt protokoll szerint. A metszetekrdl digitalis képek
késziiltek (Nikon Eclipse 80i mikroszkép CCD kameraval), amelyeket Photoshop 7.0.1. (Adobe,
San Jose, CA, USA) segitségével korrigaltuk. A TNC és a TRG c-Fos pozitivitasanak
meghatarozasadhoz allatonként 6t metszeten megszamoltuk a c-Fos pozitiv sejtmagokat és ezeket
atlagoltuk.

-A PACAP-38 exogén bevitele

PACAP™™ ¢s PACAP™ egerek egy-egy csoportjanak PACAP-38-at injektaltunk i.p. (300 pg/kg, 0,1
ml/10 g a 30 pg/ml-es oldatbol) a fénykeriil6 magatartas, a meningealis vératdramlas-valtozas €s a 4
oraval késobbi c-Fos expresszio vizsgalatara. Két masik csoportban a PACAP-38-at i.c.v. adtuk
mély uretdn anesztézia alatt. A c-Fos expresszid valtozasat 4 oraval a kezelés utan vizsgaltuk.
Minden esetben fiziologis s6oldattal kezelt allatok szolgaltak kontrollként.

-A PACI receptor expresszidjanak vizsgdlata immunhisztokémiai modszerrel

Megvizsgaltuk a PACI receptor expresszidjat a trigeminus ganglionban és a nucleus caudalis
trigeminiben c-Fos immunhisztokémia segitségével. Az el6készitett metszeteket primer antitesttel
kezeltik (nyGlban termelt anti-PAC1 receptor, 1:100 higitas), a masodlagos antitest Alexa Fluor
,568” (1:1000) volt. Csoportonként tiz metszetet értékeltiink. A primer antiszérum nélkiili negativ
kontroll metszeteken specifikus sejtfestddés nem volt megfigyelhetd. A digitalis képek elkészitése
utan az optimalis kontrasztot Photoshop 7.0.1 segitségével értiik el.
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EREDMENYEK

A nitroglicerinnel kivaltott fénykeriil6 magatartas PACAP"" és PACAP™ egerekben

Az NTG-vel kezelt vad tipusu egerek a 20. perctdl kezdve szignifikdnsan kevesebb 1ddt toltottek a
vilagos részben a fénykeriild magatartds kialakulasdnak megfelelden. Ezzel ellentétben a
nitroglicerinnel kezelt knockout allatok nem mutattak fény-averziot.

A vizsgalat masodik, késdi fazisaban (90-120 perc) a vad tipust, NTG-vel kezelt allatok jelentésen
kevesebb 1ddt toltottek a doboz fényes részében, kiillonésen a vizsgalati periddus végso
szakaszaban. A korai fazishoz hasonldéan, a PACAP génhidanyos csoport nem mutatott fénykeriild
magatartast.

A nitroglicerin-kivaltotta agyfelszini vazodilaticié PACAP™ és PACAP™ egerekben

Laser Doppler scanning vizsgalataink soran 2 6raval az NTG beadasat kovetden a meningedlis
vérataramlas jelentds mértékii emelkedését tapasztaltuk PACAP™* egerekben, amely stabilan
fennallt a megfigyelési id6 alatt, csokkenést csak az utolsé 15 percben figyeltink meg. Ezzel
szemben a PACAP" allatcsoport esetében nem tapasztaltunk vérataramlas-fokozodast az elsé 2
Oraban, és a késébbi hiperémias hatas is jelentsen kisebb volt.

A szisztémas vérnyomas kozépértéke mindkét csoportban 30-35%-kal csokkent nitroglicerin
hatasara, uretan anesztézia alkalmazasa mellett.

A _nitroglicerin-kivaltotta c-Fos_expresszi6_viltozasa NTG-kezelt PACAP™ & PACAP”
egerek trigeminus ganglionjaiban és trigeminus nucleus caudalisaban

Nitroglicerin-adast kdvetéen 2 éraval egyik csoport esetében sem figyeltiink meg c-Fos expresszio
valtozast a TRG-ben a fiziologias sdoldattal kezelt kontroll csoporthoz viszonyitva. A vad tipusu,
PACAP*" egércsoportban 4 oraval a kémiai stimulaciot kovetden kb. kétszeres c-Fos expresszio
emelkedést talaltunk a TRG-ben, mig a génhianyos egércsoportnal nem tapasztaltunk valtozast. A
vad tipust egértorzs esetén a TNC-ben tobb mint kétszeresére emelkedett a c-FoS pozitivitas a
kontrollcsoporthoz képest, mar az NTG-alkalmazasat kovetden 2 oraval. Ugyanakkor e sejtszamok
4 oraval a kezelést kovetden kozel haromszoros emelkedést mutattak. Ezzel ellentétben a c-Fos
expresszio mindegyik iddpontban valtozatlan maradt a génhidnyos egércsoportban.

A PACI receptor expressziéja PACAP™" és PACAP” egerek trigeminalis ganglionjaiban és
trigeminalis nucleus caudalisaban

Az immunfluoreszcens reakcid alapjan mindkét csoport trigemindlis ganglionjaiban és nucleus
caudalisaban a PACI receptor hasonl6 mértékben expresszalodik. A kétutas ANOVA-val tortént
mennyiségi analizis nem mutatott szignifikans kiilonbséget a TRG-ben sem a genotipust, sem az
NTG kezelést vagy ezek interakciojat tekintve. Ehhez hasonléan a TNC-ben sem a genotipus, sem a
kezelés, sem ezek interakcidja nem befolyasolta szignifikans mértékben a receptor kifejezddését.
Ebbdl arra kovetkeztetiink, hogy a genotipus vagy az NTG stimulacid6 nem befolydsolja a PACI
receptor expresszidjat ezeken a teriileteken.

A PACAP-38 iltal kivaltott fénykeriils magatartis PACAP™" és PACAP” egerekben

A 300 p%/kg PACAP-38 i.p. injekcidja jelentOs fény-averziv magatartast valtott ki a vad tipusu,
PACAP™" egerekben mind a 2 6ras megfigyelési idd korai, illetve késéi fazisaban. E fotofobia
megjelenése €s mintazata nagyon hasonld volt az NTG-kezelés altal kivaltott hatdshoz. A
génhidnyos, PACAP™" egércsoportban nem tapasztaltunk fénykeriild magatartast PACAP-38
hatasara.

A PACAP-38 iltal kivaltott meningealis vazodilaticio PACAP™ és PACAP" egerekben

A vad tipusi egércsoportban 300 pg/kg ip. PACAP-38 hatasara 20%-os agyfelszini
mikrocirkulacio-fokozodas alakult ki. Ugyanez a kezelés a génhianyos egércsoportban nem valtott
ki mikrocirkulécio-valtozast az elsé 15 percben, €s a masodik 15 perces peridodusban is csak 10%-0S
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emelkedést eredményezett. Ez szignifikdnsan kisebb mértékli valasz volt a PACAP™*
egércsoportban megfigyelthez képest.

A szisztémds vérnyomas 80,6+0,4 Hgmm-rél 62,8+0,1 Hgmm-re csokkent 10 percen beliil és
megkdzelitleg valtozatlan maradt a 30 perces mérés alatt. A két csoport kozott szignifikdns
kiilonbség nem volt megfigyelhetd.

A PACAP-38 iltal kivaltott c-Fos expresszi6 PACAP™ é PACAP” egerek trigeminalis
canglionjaiban és triceminalis nucleus caudalisaban

Az i.p. PACAP-38 injekci6 szignifikansan ndvelte a neuronalis aktivaciot jelzd c-Fos expressziot 4
Oraval a beadas utan mindkét csoport trigeminus ganglionjaiban, de csak a PACAP™* csoport
nucleus caudalisaban. Ezzel 6sszehasonlitva az agykamréaba injektalt PACAP-38 nem novelte a c-
Fos pozitiv neuronok szamat sem a vad tipus, sem a génhidnyos csoport vizsgalt régidiban.
Erdekes modon a PACAP™* egerekben mindkét teriileten jelentdsen emelkedett a c-Fos expresszio
1.c.v. adast kovetden az i.p. injekciohoz viszonyitva, nemcsak a PACAP, hanem a fiziologids so6
addsa utdn is. Szignifikansan kisebb mértékii c-Fos immunpozitivitast tapasztaltunk azonban a
PACAP hianyos egerek trigeminus ganglionjaban, mind fiziologias sdoldat, mind PACAP-38 i.c.v.
adésa utan.

MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Magatartasi, funkcionalis és morfoldgiai vizsgalatokkal PACAP génhidnyos egerekben nyert
eredményeink bizonyitjdk a PACAP fontos, aktivald szerepét a trigeminovaszkularis rendszerben.
Ezt az aktivalo szerepet egyrészt kozvetleniil a meningealis ereken, masrészt a TRG és a TNC
szintjén fejti ki. A PACAP lehetséges szerepét a trigeminovaszkularis rendszerben mar korabban is
TNC-ben és a nyaki gerincvelé C1-C2-es szegmentumaban valo jelenléte, valamint a dura mater
hizosejtjeiben torténd eléforduldsa miatt. Ezen immunolokalizacios eredmények jelentdségét tovabb
erdsitette a PACAP és PACI receptor kifejezddése az arteria meningea media simaizomzataban,
valamint azok a klinikai adatok, amelyek migrénes paciensekben a PACAP inflzids adagolasa
kovetkeztében kialakulo erds fejfajasrol szamoltak be.

szenzoros idegvégzddések, valamint a TRG és a TNC szintjén, amely periférias és centralis
Szenzitizaciot hoz létre.

A fény-averzi6 allatkisérletes vizsgalatara szolgalt a vilagos-sotét doboz. Kisérleteinkben az NTG
jelentds mértékli fénykeriild magatartast valtott ki a vad tipust egerekben, mig ez szignifikdnsan
kisebb volt a génhianyos, PACAP” allatcsoportban.

Az i.p. NTG vad tipusu egerekben jelentés mértékii meningealis vazodilataciot eredményezett 4
oran keresztiil. Ezzel szemben a PACAP génhianyos csoportban e kezelés a kisérlet elsd 2 drajaban
nem valtott ki mikrocirkulacio-fokozddast, a késdbbi fazisban pedig szignifikansan kisebb
emelkedést okozott. A PACAP™* egértorzsben a c-Fos pozitiv sejtek szama korabban és nagyobb
mértékben emelkedett a TNC-ben, mint a TRG-ben, alatamasztva a tedriat, miszerint a centralis
szenzitizacid elengedhetetlen kezdeti folyamata az NTG-indukalt trigeminovaszkularis
aktivacionak. Négy oraval az NTG injekciot kdvetden a vad tipusi egércsoportban a c-Fos
immunpozitivitas jelentds emelkedését figyeltilk meg a TRG-ben is. A génhianyos csoportban a c-
Fos expresszid egyik idOpontban sem valtozott, alatdmasztva a centrélis és periférids szenzitizacid
hianyat. Mindezek alapjan a PACAP kulcsfontossagh mediatornak bizonyult a migrénnel
Osszefliggd neuron aktivacids folyamatokban. A migrén pathomechanizmusaban a megnovekedett
meningedlis vazodilatacio €s neurogén gyulladas mellett fontos tényezd a trigeminalis neuronok
hyper-excitabilitasa egyrészt a TRG, masrészt a TNC szintjén, amely koros szenzoros
informaciofeldolgozast eredményez. A PACAP trigeminovaszkularis rendszert aktivalo
mechanizmusa jol magyarazhaté a PACI és VPAC receptorokon keresztiil megvaldsuld, Gs és Gq
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protein-asszocialt jelatviteli folyamatokkal. Az emelkedett intracellularis cAMP szint
vazodilataciot, a cAMP és Ca®" szint emelkedése idegi stimulacidt €s hizosejt degranulaciot
eredményez. A PACAP és a CGRP trigeminovaszkularis rendszerben valo részleges kolokalizacidja
miatt elképzelhetd, hogy excitatoros hatasuk egymashoz kapcsolodik. A lehetséges interakciok
felderitéséhez szelektiven hatd, centralis antagonistdkra lenne sziikség. A PAC1 receptor
expressziodja hasonld mértékii a TRG-ben ¢s a TNC-ben a vad tipusu és a PACAP génhianyos
egerekben, amely bizonyitja, hogy a peptid hianya nem befolydsolja specifikus receptoranak
jelenlétét és mennyiségét ezeken a migrénnel Osszefliggd agyteriileteken. Ezek az adatok
Osszhangban allnak mas szovetekbol nyert eredményekkel. Ezen feliil, a funkcionalis tesztekben ¢€s
c-Fos expresszidban talalt kiilonbségek ellenére a PACI receptor expresszioja nem valtozott egyik
csoportban sem az NTG stimulaciot kovetd 4 ordban. Bar a VPAC receptorok szerepe nem zarhato
ki a PACAP trigeminovaszkularis hatasaiban, kisérleteinkben a PACI1 receptor szerepére
Osszpontositottunk. Ennek oka, hogy a PAC1 a PACAP specifikus receptora, ami irant a PACAP
nagyobb affinitassal rendelkezik, mint a VPAC receptorok irant, valamint jelentésen kisebb
nociceptiv valaszokat regisztraltak a PAC1 receptorral nem rendelkezé egerekben. Emellett a
PACAP migrénszeri fejfajast okozott emberben, mig a VIP nem. Mindezek alapjan a PACI
receptort tartjak potencialis j célpontnak a migrénellenes terapidban.

A PACAP-38 vér-agy gaton valo atjutasa nagyon csekély, kevesebb, mint 0,1 %. Ebbdl kovetkezik,
hogy i.p. alkalmazids utdn megfigyelt hatdsai a meningedlis erekbdl és a szenzoros
idegvégzddésekbdl szarmaznak, amely a migrénnel Osszefiiggd agyteriiletek masodlagos
aktivacigjat eredményezi. Az i.p. PACAP injekcié az NTG-hez hasonloan fénykeriil6 magatartast és
meningedlis értdgulatot valtott ki a vad tipusu egértorzsben, azonban ezek hidnyoztak vagy
jelentésen kisebb mértékiiek voltak a génhianyos egerek esetén. Tovabbi valtozas volt a PACAP
hatasara a c-Fos expresszalo TRG sejtek megemelkedett szama mindkét allatcsoportban, de a TNC-
ben csak a vad torzsben jott 1étre fokozott neuronaktivacié 4 oraval késobb. Az exogén peptid a
PACAPerg trigeminalis szenzoros neuronok periférids végzddéseit stimulja a meningedlis teriileten,
amely a sejttestek hasonld aktivacidjat okozza mindkét csoport TRG-jében, azonban endogén
PACAP hidnyaban a TNC nem tud aktivalodni. Az elsddleges trigeminalis érzdidegek centralis
végzOdéseibol felszabadul6 PACAP elengedhetetlennek tiinik a centralis szenzitizaciod
mechanizmusaban. Szemben az i.p. PACAP-38 hatdsara tapasztalt valtozasokkal, az i.c.v.
sem. Ezért olyan kinetikai okok lehetnek feleldsek, mint a gyors elimindcid6 a gerincvel6i
folyadékban vagy nem megfeleld penetracios képesség. Erdekes tapasztalatok ugyanakkor, hogy a)
mind a fizioldgias s6, mind PACAP adésa utan, b) a génhianyos egértorzs jelentdsen csokkent c-
Fos immunpozitivitdsa a TRG-ben mindkét injekciot kovetden. Az elsd megfigyelés magyardzataul
maga a mutéti beavatkozds szolgalhat (a koponya flirasa és a kaniil beiiltetése a mély altatas
ellenére is fajdalmas stimulus), a masodik megfigyelést kordbbi eredményeink is aldtdmasztjak,
mint a csokkent nocicepcio €és c-Fos expresszio a PACAP génhidnyos egerek fajdalom-asszocialt
agyi régioiban szamos fajdalommodellben. Jelen eredményeink Osszhangban allnak azokkal a
korabbi adatokkal, hogy PACAP génhidnyos egerekben jelentdsen csokkent nocifenziv magatartast
tapasztaltunk akut szomatikus és zsigeri kemonocicepcid tesztekben, gyulladdsos nocicepcio és
hiperalgézia modellekben, valamint a kronikus traumatikus mononeuropatia modelljében. A
PACAP-génhianyos egerek tobb eltérd morfoldgiai tulajdonsdggal rendelkeznek az agy
fejlédésében, u.m. eltéré kisagyi novekedés, és koros axonalis arborizacio. Ezeken feliil szamos
magatartasbeli eltérést megfigyeltek a PACAP génnel nem rendelkezd egértorzsekben: kisebb
mértékll szorongas és ugralé magatartas, csokkent depressziv viselkedés, valamint eltéré morfin-
indukalt jutalmaz6 mechanizmusok.

Jelen munkank szolgaltatta az elsé allatkisérletes bizonyitékot arra, hogy a PACAP jelentds
szerepet jatszik a trigeminovaszkularis aktivacioban. A vér-agy gaton jol penetralo kis molekulajua,
receptortipusra szelektiv antagonistak szintézise ¢és preklinikai tesztelése fontos feladat a
kozeljovoben.
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OSSZEFOGLALAS

Kutatocsoportunk a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzodésekbdl felszabadulé neuropeptidek
hatdsainak komplex vizsgalatat végzi, PhD értekezésem ezen beliil a szomatosztatin és a PACAP
gyulladasos és nociceptiv folyamatokban betoltott szerepének analizisére fokuszalt.

A disszertacioban bemutatott legfontosabb megallapitasok a kovetkezok:

1) A szomatosztatin sst4 receptora fontos szerepet jatszik az akut és kronikus iziileti gyulladasos
folyamatokban. Az sst; receptor hianya esetén az akut és a kronikus modellben is szignifikansan
nagyobb mértékli mechanikai hiperalgéziat, valamint az akut modellben szignifikdnsan nagyobb
labduzzadast tapasztaltunk, els6sorban a gyulladdsos folyamatok korabbi stddiumaiban. A krénikus
artritisz modellben tovabba a gyulladt végtag terhelés-csokkenése €s az iziileti homogenizatumban
az IFNy és TNFa koncentracioja ugyancsak szignifikdnsan nagyobb volt az sst4 receptor hidnya
esetén. A szelektiv agonista peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gatolta az akut gyulladasos
mechanikai hiperalgéziat. Mindezek alapjan az sst; receptor érdekes 1) gyulladdscsokkentd és
analgetikum célpont lehet.

2) A szomatosztatin és a kortisztatin hasonld kotédési profillal és agonista tulajdonsaggal
rendelkezik az sst; és sst, szomatosztatin receptorokon. Ezek a peptidek jelent6sen gatoljak a
szenzoros neuropeptid CGRP felszabaduldsat a periférids szenzoros idegvégzodésekbdl, a
kovetkezményes akut plazma protein extravazaciot, valamint a hé- és mechanikai hiperalgéziat. A
CST és SST neurogén gyulladasra ¢s hiperalgézidra kifejtett hasonlé hatdsai mellett a CST
szignifikansan nagyobb gatld hatéssal rendelkezik a gyulladdsos citokintermelésre.

3) A PACAP jelentds szerepet jatszik a trigeminovaszkularis aktivacioban. A PACAP hianya
egerekben szignifikdnsan kisebb mértékii nitroglicerinnel kivaltott fotofobiat, kisebb mértékii
meningealis mikrocirkulacio-fokozodast, és alacsonyabb c-Fos expressziot eredményezett a TRG-
ben és a TNC-ben. Az els6dleges trigeminalis érzéidegek centralis végzddéseibdl felszabaduld
PACAP kulcsfontossagi mediator a centralis szenzitizdcid mechanizmuséban. Célmolekuldjanak
azonositasa 01j perspektivakat nyithat a migrénellenes farmakoterapiaban.
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