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1.Bevezetés

A fajdalom egy kellemetlen emocionalis €s szenzoros tapasztalat, mely alapvetd és
nélkiilozhetetlen az életben maradashoz, ugyanis a tényleges és potencialis szoveti
karosodasrol tajékoztat. A fajdalomcsillapitas a gyakorld orvos alapvetd tevékenysége
és kotelessége, ezért nem meglepd, hogy a fajdalomesillapitok a leggyakrabban rendelt
¢s alkalmazott gyogyszerek koz¢ tartoznak. A kiilonbozd fajdalomcsillapitod
készitmények azonban igen eltéréek hatas €és mellékhatas, tolerancia-dependencia
valamint biztonsdg szempontjabol, ezért intenziv kutatdmunka folyik j
fajdalomcsillapitd gyodgyszercélpontok azonositasara és az azokon hatd gyogyszerek
kifejlesztése céljabol. Az immunrendszer és az idegrendszer kapcsolatarol tudjuk, hogy
egymasnak mellérendelt utakon képesek egymas miikodését befolyasolni. A
gyulladasos mediatorok a fajdalom transzmisszioban is fontos szerepet toltenek be,
nemcsak lokalisan az akut gyulladasos folyamatokban, hanem szubakut és kronikus
intervallumok soran a kozponti idegrendszerben is. Az adenozin trifoszfat (ATP)
univerzalisan jelenlevé vegylilet az ¢l6 szervezetben. Azon tal, hogy a sejt
energiaellatasaban jatszik szerepet, fontos jelatviteli funkcioval rendelkezik. Az idegi
aktivitas, fizikai behatas, sejtpusztulas, valamint gyulladas soran felszabaduld6 ATP és
metabolitjai purin receptorokon (P1, P2X valamint P2Y receptorok) fejtik ki hatasaikat.
szerepet jatszhatnak kiilonboz6 idegrendszeri korképekben és a fajdalom jelatviteli
folyamataiban is. A human P2Y, receptort 2001-ben klénozték eldszor, azota ismerjiik
a receptor pontos aminosav sorrendjét, térbeli szerkezetét és a legfontosabb
tulajdonsagait. A P2Yi, receptor a vérlemezke ADP receptora, de megtalalhatéd
endothéliumon, simaizom sejteken, illetve a kozponti idegrendszerben mikroglian. A
P2Y 1, receptor fajdalomban betoltott szerepérdl szold elsé tanulmanyok a 2006 koriil
jelentek meg. Kimutattak, hogy kiilonb6z6 neuropatias fajdalom modellekben
gerincveld1 mikroglia sejteken a P2Y1, receptor mRNS expresszio fokozodik, illetve
P2Y1, receptorantagonista (MRS2395) és receptor antiszensz oligonukleotid kezelés
kovetkeztében az allatokban csokkent a mechanikus allodynia illetve a termalis

hiperalgézia mértéke.



2. Célkitiizések

A szakirodalomban eddig csak neuropatids fajdalom vonatkozasaban vizsgaltdk a P2Yq;
receptort, a vizsgalatokban hasznalt antagonistak pedig nem voltak szelektivek a
receptorra. A P2Y1, receptoron torténd fajdalomcsillapitas lehetséges mechanizmusa
sem egyértelmii. Az imént emlitett okok indokoljak a P2Y, receptor kiilonb6zo tipusu
fajdalomban vald részvételét igazold tovabbi vizsgalatokat. A vizsgélataink az aladbbi

kérdéskoroket érintették:
2.1. P2Y 1, receptor gatlas vizsgalata fajdalom kiilonb6z6 allatmodelljeiben
P2Y 1, receptor antagonistakat alabbi fajjdalom modellekben teszteltiik.

e Akut fajdalom
e CFA indukalta gyulladasos fajdalom

e Neuropatias fajdalom (Seltzer modell)

A farmakologiai vizsgdlatok megerdsitéseként ezekben a modellekben megvizsgaltuk

P2Y 1, receptor génkiiitott egerek nocifenziv viselkedését is.
2.2. P2Y 1, receptor antagonistak farmakolégiai aktivitasanak felmérése

A transzfektalt sejtvonalakon torténd vizsgalatok kollaboracids partneriink (Prof. Ivar
von Kiigelgen, Department of Pharmacology and Toxicology, University of Bonn,
Németorszag) laboratériumaban torténtek. A vizsgalatok soran a P2Y;, receptor
antagonistak hatasat vizsgaltuk isoproterenol illetve forskolin altal kivéaltott cAMP szint

emelkedésre, 2-MeSADP gatl6 hatasaval szemben.
2.3. A P2Y1; receptor galassal okozott hatasok hattérmechanizmusainak felderitése

A vizsgélataink elsd részében kapott hatasok lehetséges hattérmechanizmusait
molekularis biologiai technikdk alkalmazasaval deritettik fel. Az efferens

hatdsmechanizmust in vivo viselkedésfarmakologiai tesztekkel vizsgaltuk.
2.4. P2Y 1, receptor antagonistak esetleges mellékhatasainak vizsgalata

A P2Y, receptor gatlas esetleges mellékhatdsait in vivo és ex vivo kisérletekkel

vizsgéltuk meg



3. Modszerek

3.1. Kisérleti allatok

Vizsgalatainkat 5-7 hetes kort (200-250g sulya) him Wistar patkdnyokon, valamint 60 -
70 napos koru (25-30g stulyu), P2Y 1, receptor génkiiitott C57/Bl16 hatterti him egereken
illetve ezek kontrolljaként C57/Bl6 egereken végeztiik el. Az éallatokat legaldbb 1 héttel
a kisérlet kezdete el6tt elkiilonitett ketrecekben helyeztiik el, és folyamatos megfigyelés
alatt tartottuk. A fajdalomkisérleteket elkiilonitett allatszobaban, izolalt koriilmények

kozott végeztik.

3.2. Kezelések

Kisérleteinkben az alabbi antagonistak megfelelé dozisait intraperitonealisan (ip.)
illetve intrathecalisan (it.) adtuk 100-200 pL, illetve 5 uL végtérfogatban 30, illetve 15

perccel a mérések elott:

e MRS2395 (ip.)

e cangrelor (ip.)

e reactive blue 2 (ip.)
e clopidogrel (ip.)

e ticlopidine (ip.)

e PSB-0739 (it.)

3.3. Fajdalom modellek

3.3.1. Akut termalis fajdalom

Az akut termélis fajdalom kiiszobot emelkedd homérsékletii hot plate analgesia méterrel
(IITC, Woodland Hills, CA, USA) mértiik meg. A kisérleti allatokat egyenként 25°C
hémérsékleti talapzata, plexi vizsgalokamraban helyeztiik el, 10 perc akklimatizacio
utan a fém aljzat hdmérsékletét 6 ‘C/perc sebességgel folyamatosan emeltiik. A termalis
fajdalom kiiszob (PWT, paw withdrawal threshold) megjelenésének az elsé alkalommal,
barmely végtagon megfigyelhetd végtagnyalogatast vagy elrantést tekintettiik, ekkor a
kisérletet leallitottuk, az aljzat hémérsékletét pedig regisztraltuk. Valamennyi allaton

kondicionald mérést kovetden két kontrollmérést végeztiink 30 perc idokdzonként, ezek



atlagat tekintettiik kontroll értéknek. Ezt kovetden az allatokat antagonistaval kezeltiik

¢s megmértiik az antagonistak hatasat.

3.3.2. CFA indukalt gyulladasos fajdalom

A kisérleti allatok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe komplett Freund
adjuvanst (CFA, Sigma) injektaltunk (50% oldat 100 pL/patkany, 30 uL/egér). Az
egerek CFA kezelését izofluranos enyhe boditasban végeztik el. A kezelés el6tt,
valamint 48- illetve 96 6raval a CFA injekciot kovetden mechanikus végtag elrantasi
kiiszobértéket mértiink von Frey modszerrel a kezelt és az ellenoldali végtagokon. A
mérést Ugo Basile Dynamic Plantar aesthesiometerrel végeztiikk (von Frey, Stoelting,
Woods Dale, IL, USA). A kisérleti allatokat a mérdrekeszbe helyeztiik és 15 perc
akklimatizacidés id6 utan ndvekedd intenzitdsi mechanikus stimulusokkal (0-50 @)
ingereltlink a kezelt és az ellenoldali ldbon. A mechanikus allodynia mellett a gyulladt
végtag térfogat novekedését - 6démajat is megmértiikk plethysmometer segitségével

(Ugo Basile plethysmometer, Stoelting, Wood Dale, IL, USA).

3.3.3. Neuropatias fajdalom modell

A Kkisérleti allatokon altatasban jobb oldali iiléideg részleges lekotést végeztiink. A
beavatkozast megeldzden, illetve az azt kovetd 7. napon mechanikus végtag elrantési
kiiszobértéket mértiink von Frey modszerrel a miitott és az ellenoldali végtagokon. Az
antagonistak hatdsat is a 7. napon mértiik meg a gyulladasos fajdalom modellben leirt

modszer szerint.

3.4. Molekularis biologiai vizsgalatok
3.4.1. Kvantitativ Real-Time PCR P2Y ;R mRNS expressziojanak vizsgalatara

A patkanyok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t injektaltunk. 48 illetve
96 ora elteltével mintat vettiink az 6démas talpbdl és a gerincveld lumbalis szakaszabol.
A P2Y 3, receptort kodold gén expresszidjanak mennyiségi valtozasat Real-Time PCR
technikaval vizsgaltuk. A mintakat Trizolban homogenizaltuk és lizaltuk, majd teljes
RNS-t izoldltunk RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Quiagen) segitségével a gyartd
utasitasanak megfeleléen. Az igy kinyert RNS-en reverz transzkripciot végeztiink

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania)



felhasznalasaval. A génexpresszid szintjét a cDNS mintakban kvantitativ Real-Time
PCR (Rotor-Gene 3000; Corbett Research, Sydney, Australia) segitségével hataroztuk
meg. A target gének expresszios szintjét a referencia gén (18S rRNS) expresszidjara

normalizaltuk.

3.4.2. Interleukin 1-béta expresszié mérése ELISA médszerrel

A Kkisérleti allatok jobb hatso végtagjanak plantaris feliiletébe komplett Freund
adjuvanst (CFA, Sigma) injektaltunk (100 uL 50% oldat) ¢és 48, illetve 96 ora elteltével
mintat vettiink a gyulladt talpbol és a gerincveld lumbalis (L4-6) szakaszabol. A
szOvetmintakat homogenizaltuk, majd centrifugaltuk, végiil a feliilluszot 500 pL Tris-
HCI pufferben gytijtottilk ossze. Az IL-1B produkciot az egér és patkany IL-1B-ra
specifikus, DuoSet IL-1B (R&D System, Minneapolis, MN, USA) ELISA Kittel
hataroztuk meg, a gyartd utasitdsanak megfelelden, mely a pro-IL-1f és az érett citokin
szintjét egyarant detektalja. Az assay detekcios limitje <5 pg/ml volt. Az abszorbanciat
450 nm-nél olvastuk le, Perkin-Elmer Victor3V 1420 Multilabel Counter segitségével.
A méréseket triplikdtumban végeztik. A CFA és egyéb kezelések hatasat az IL-1f
produkcidra pg/ml-ben fejeztiik ki.

3.4.3. Multiplex citokin mérés Luminex platform segitségével

A kisérleti allatok jobb hatso végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t, illetve fizioldgias
sooldatot injektaltunk. A kisérleti allatokat a CFA injekciod utan 48, illetve 96 oraval a
kivalasztott ligandokkal kezeltiik. A gyulladt periférids szovetet, illetve a gerincveld
lumbalis (L4-L6) szegmenseit szarazjégen kipreparaltuk és -70 °C-on tartottuk a
tovabbi feldolgozasig. A vizsgalt gyulladasos citokinek szintjét a szovetmintdkban az
R&D Systems mikrogyongy-alapti Fluorokine® MultiAnalyte Profiling kitjeinek
felhasznalasaval Luminex-xMAP  multiplex platformon hataroztuk meg. A
szOvetmintakat homogenizaltuk és centrifugaltuk. A feliilluszot 500 pL Tris-HCI
pufferben gytjtottiik 6ssze. A méréseket 96 lyuku filter microplate-en végeztik. A
mérések  kivitelezése a SE  Fluoreszcens Technikdk Ko6z6s  Hasznalati
Laboratoriumaban tortént. A CFA és egyéb kezelések hatasat a citokin produkciora

abszolut értékben (pg/ml) fejeztiik ki.

3.4.4. Citokin mérés FACS segitségével



A kisérleti allatok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t, illetve fizioldgias
sooldatot injektaltunk, majd 48 ora elteltével a kezelt végtag talpparndjabol mintat
vettiink. A mintédkat -80°C-on taroltuk a feldolgozasig. A protein-assayhez ¢és citokin-
méréshez a homogenizalt és centrifugalt mintak feliiliszo6jat hasznaltuk. A IL-1B
Sets (BD Biosciences) segitségével mértiikk meg. Az aramldsos citometrias méréseket
BD FACS Verse késziiléken (BD Bioscience) végeztiik el és a kapott adatokat az FCAP
Array v5 software (Soft Flow, USA) segitségével elemeztiik. A citokin koncentraciokat
normalizaltuk a szovetmintdk teljes fehérjetartalmara, melyet fotometrids modszerrel
mértiink. Ehhez Thermo Scientific Pierce BCA Protein Assay Kitet (Rockford, USA)
hasznaltunk, az abszorbanciat pedig 560 nm-en mértiik Perkin Elmer Victor 3V 1420
Multilabel Counter (Perkin Elmer, USA) késziilék segitségével.

3.4.5. HPLC analizis

A kisérleti allatok jobb hatso végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t injektaltunk. Az
injektalast megelézden szisztémas 6-OHDA illetve fiziologids sooldat eédkezelést
alkalmaztunk. A HPLC analizis soran a gyulladt periférias szovet monoamin €s
monoamin metabolitjainak tartalmat hataroztuk meg. A gyulladt talpmintat
homogenizaltuk, majd centrifugalast kovetéen KOH-ot adtunk a mintdhoz és ismét
centrifugaltuk. A folyadékkromatografids rendszert a 715 operation software
segitségével kezeltiik (Gilson Medical Electronics inc., Middletown, and WI USA). Az
eluenst BAS 400 tipusu elektrokémiai detektorhoz kapcsoltuk (szén elektrod vs.
Ag/AgCl referencia elektrod) az oxidacios potencialt 0.75 V Eltron potenciosztattal
tartottuk fennt. A mintak dusitasat kovetden szeparaltuk az analitokat. Az analizishez IP

puffert hasznéltunk és 0.98 mL/perc dramlési sebességet alkalmaztunk.

3.5. Mellékhatas vizsgalatok
3.5.1. Rotarod teszt

A kisérletekben 140-190g kozotti testtomegii, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A
mozgaskoordinaci6 vizsgalatot az IITC (Woodland Hills, CA, USA) Rotarod

késziilékkel mértiik. Az allatok mozgaskoordinaciojat 300 sec periodusokban teszteltiik,



emelkedd sebességii forgoruddal. A kisérletet 2 napon at tartd tréningperiédus eldzte
meg. A tesztnapon felvettilk a leesési latencia alapértékét, és azokat az allatokat,
amelyeknél 60 sec alatti latencidt mértiink, kizartuk a vizsgalatbol. Ezt kdvetden az
allatokat fiziologias sooldattal, illetve a kivalasztott antagonistakkal kezelve ismét

megmértiik a leesési latenciat.

3.5.2. EX vivo trombocita aggregacio mérése

Az éallatokat ip./it. kezeltiik a hatoanyagokkal, illetve fiziologids séoldattal, majd 30,
illetve 15 perccel a kezelést kdvetden az allatokat elaltattuk, €s 3 ml vért vettiink a
szivbOl. A mintékat centrifugaltuk, majd a thrombocytadus feliiluszot (Platelet Rich
Plasma, PRP) ¢vatosan eltavolitottuk. Ezt kdvetden a maradék mintakat -
thrombocytaszegény plazma (Platelet Poor Plasma, PPP) nyeréséhez - ismételten
centrifugaltuk. A mérésekhez hasznalt kiivettakba 450-450 pL PRP-t, illetve PPP-t
pipettaztunk, majd a vérlemezkék aggregaciojat indukaltuk. Vizsgalatainkat a Born-féle
turbidimetridas elven mikodé Carat TX-4 (Carat Diagnosztika Kft.,, Budapest)

négycsatornas thrombocyta-aggregométerrel végeztiik.
3.6. P2Y 1, receptorantagonistak in vitro hatékonysagvizsgalata

Az in vitro vizsgalatokban 1321N1 astrocytoma sejtvonalakat, illetve kinai horcsdg
ovarium (CHO Flip-In) sejteket hasznaltunk. A sejteket ezt kovetden 10 nM
isoproterenollal illetve 10 uM forskolinnal stimulaltuk, a P2Y;, receptor agonista 2-
meSADP jelenlétében, illetve hidnyaban. Az antagonistakat 10 perccel az agonista adas
eldtt adtuk. A szupernatdnsban megjelend cAMP szintet a kisérletek egy részében
CAMP binding protein, valamint [3H]-cCAMP (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) hozziadasat kovetden folyadék szcintillacids spektrometriaval
mértiik. A CHO sejteken a ¢cAMP valaszt Cre-fliggd luciferaz assay segitségével
hataroztuk meg. A szupernatans luciferaz aktivitasat luminométerrel mértiik (Bethold
Technologies, Bad Wildbad, Germany). A kapott adatokbol gatld agonista
koncentracio-hatasgdrbéket vettiink fel és meghatdroztuk az egyes gorbékhez tartozo
IC50 értékeket. Ezt kovetden hataroztuk meg az antagonistak Kb és pA2 értékét, a pKB
= log(dose ratio — 1) — log[B], és a pA2 = -logKb 0sszefiiggések felhasznalasaval.

3.7. Szubdiafragmatikus vagotomia (VGX)



Ketamin-xylazinos altatast kovetéen abdominalis kozépvonali vagast ejtettiink az
allaton. Miutéti mikroszkop segitségével megkerestiik a bolygoideget (n. vagus) és
eltavolitottuk 1.5 cm-es darabjait anterioralis és posterioralisan egyarant. A sebet
bezartuk, az allatoknak szubkutan 10 mL fiziologids sooldatot adtunk és egyenként
helyeztiik el 6ket ketrecekben, melyeket puha aljzattal lattunk el. A végtag elrantési
kiiszobértékeket megmértiik kozvetleniil a miitét eldtt és egy héttel a beavatkozas utdn
(miitét hatasat mértiik meg az allatokon), a posztoperativ PWT mérést kovetden
intraplantaris CFA kezelést kaptak az allatok, majd két nap mulva megmértilk a CFA

altal kialakult hiperalgéziat, illetve az egyes antagonistak hatésait.
4. Eredmények

4.1. P2Y, receptor antagonistak antinociceptiv hatasai a Kkiilonb6z6 fajdalom

modellekben

Akut fijdalom tesztben az altalunk vizsgalt antagonistak koziil négynek volt
szignifikans fajdalomcsillapité hatdsa. Az MRS2395, a ticlopidine, a clopidogrel
dozisfiiggd fajdalomcsillapito hatassal rendelkezett, a reactive blue 2-nak, a
cangrelornak, valamint az intraperitonealisan (ip.) adagolt PSB-0739-nek nem volt
hatasa. Az intrathecalisan (it.) adagolt PSB-0739 dozisfiiggetlen, szignifikans hatdsu
volt. A klinikumban is hasznalt antagonistak (ticlopidine, clopidogrel) magasabb
dézisokban voltak hatékonyak, az MRS2395 alacsonyabb dozisban szignifikans hatdssal
birt. A leghatékonyabb a potens és szelektiv P2Yq, receptor antagonista PSB-0739
intrathecalis adagolassal volt.

A gyulladdsos fajdalom modellben az altalunk vizsgalt Osszes antagonistanak
dozisfiiggd, szignifikans antiallodynids hatasa volt. A klinikumban is hasznalt
antagonistak ismét nagyobb dézisban voltak hatasosak. A ticlopidine volt az egyetlen
vegyiilet, amely képes volt a gyulladt végtag térfogatat is csokkenteni, amibdl arra
kovetkeztetiink, hogy gyulladasos fajdalom esetén az 6déma manifesztacidja €s
csokkenése fiiggetlen a végtagelrantési kiiszobérték valtozasatol. A minimalis hatékony
dozis alapjan felallitott rangsor alapjan a leghatékonyabb antagonistak a PSB-0739 (it.)
illetve a cangrelor voltak.

Neuropatias fajdalom modelliinkben 6t antagonista volt hatékony az altalunk

tesztelt vegyliletek koziil. Az antagonistak ddzishatas gorbéi laposabbak voltak, mint a



gyulladésos fajdalom modellben. A ticlopidine ismét magasabb dézisban volt hatékony
¢s a legmagasabb (100 mg/kg) dozisban az alap végtagelrantdsi kiiszobérték koriili
értékre hozta vissza a mechanikus allodyniat. A reactive blue 2 és ip. adagolasu PSB-
0739 nem volt hatékony ebben a tesztben. A gyulladasos fajdalom modellhez hasonldéan
ebben a tesztben is az it. adagolt PSB-0739 ¢és a cangrelor voltak a leghatékonyabbak és

a klinikumban hasznalt antagonistak voltak a legkevésbé hatékonyak.

1. tablazat P2Y, receptorantagonistik hatasa kiilonb6z6 fajdalommodellekben

Fajdalom . _— . reactive
modell MRS2395 ticlopidine clopidogrel blue 2 cangrelor PSB-0739
Akut fajdalom  Dozisfiggé  Dozisfiiggs Dozisfiiggs - - DEzE
fuggetlen
Gyulladasos e e e PP PP PP
fajdalom Dozisfuggé Dozisfuggd Dozisfuggd Dozisfliiggd Dozisfliiggd Dozisfiggd
Neuropatias pisfiggs  Dozisfiiggs ~ Dézisfiiggs : Dozisfiggs ~ Dozisfiiggs

fajdalom

2. tablazat P2Y, receptorantagonistak hataserésségi sorrendje a minimalis hatékony doézis alapjan

Fajdalom .
modell Rangsor (mED alapjan)

Akut fajdalom | PSB-0739 it. > MRS2395> clopidogrel> ticlopidine

Gyulladasos
fajdalom
Neuropatias
fajdalom

PSB-0739 it. = cangrelor> reactive blue2> MRS2395> ticlopidine = clopidogrel

PSB-0739 it.= cangrelor> MRS2395> clopidogrel> ticlopidine

A farmakolégiai vizsgalatokat megerdsitendd megvizsgaltuk génkiiitott allatok
nocifenziv viselkedését is mindharom fajdalom modellben. Akut fijdalom esetén a
P2Y1, receptor génkiiitott egerek magasabb hdémérsékleten mutattak nocifenziv
viselkedést, mint vad tipust alomtarsaik. A gyulladdasos fajdalom modellben az
intraplantaris CFA injekciot kovetdéen genotipustol fiiggetleniil jelentds mértékii
végtagelrantasi kiiszobérték csokkenést tapasztaltunk, am a P2Y, receptor génkititott
egerek enyhébb foku, szignifikansan kiilonb6zd allodyniat mutattak a vad tipusu
egerekéhez képest. A neuropatias fajjdalom modellben is hasonlo eredményre jutottunk:
Az 1l6ideg részleges lekotését kovetden mindkét genotipus (P2Y1, receptor génkiiitott

és vad tipusu) esetén kialakult az allodynids kiiszobértékek szignifikans csokkenése, de



a P2Y; receptor hianyos egerek enyhébb foku, szignifikdnsan eltéré mértékii fajdalmi

reakciot adtak, mint a vad tipust egerek.
4.2 Hatasmechanizmus vizsgalat

Molekularis biologiai modszerekkel a P2Y 12 receptor gatlas okozta analgetikus hatasok
hattérmechanizmusaira kerestiik a valaszt.

CFA indukalta gyulladasos fajdalom modelliinkben a P2Y 1, receptor mRNS ¢és
az interleukin-1 béta expressziojanak idofiiggését tapasztaltuk. A gyulladt talpban 48
oraval a kezelést kovetéen megemelkedett a P2Y;, receptor mRNS és az IL-1f szint is.
A gerincvel6ben ehhez képest csak egy késobbi idépontban 96 6raval a CFA indukciot
kovetden tapasztaltuk ezt a hatast.

A PSB-0739 és a cangrelor kdzponti idegrendszeri- €s periférias gyulladt szovet
citokin szintjeire gyakorolt hatasat Luminex Multiplex citokin array-jel és FACS-szal
mértiik meg. A potens és szelektiv P2Y1, receptor antagonista PSB-0739 csokkentette a
gyulladt talp IL-1B, TNFa, IL-10 és IL-6 szintjeit, valamint a gerincvel6i IL-1p szintet.
A cangrelor hatassal volt a gyulladt periférias szovet TNFa és IL-10, valamint a
gerincveld IL-1f szintekre.

Az intraplantaris CFA altal keltett proinflammatérikus interleukin-1 béta
szinteket is megmértiik P2Y 1, receptor génkilitott és vad tipusu allatokon. A gyulladt
végtag IL-1p szintje megemelkedett mindkét genotipusban, ezzel szemben a gerincveldi
P2Y 1, receptor KO (knockout) allatok IL-1P szintje elmaradt a vad tipusu allatokéhoz
képest.

3. tablazat P2Y12 farmakoldgiai és genetikai blokddjanak a hatdsa a gyulladt végtag és a gerincveld
citokinszintjeire

Cangrelor PSB-0739 Cangrelor PSB-0739
IL-1p - ! ! U
TNFa ! !
IL-10 ! !
IL-6 - !
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Intraplantaris CFA kezelés hatisa

P2Y12 +/+ P2Y12 -/- P2Y12 +/+ P2Y12 -/-

IL-1B 7 7 1

A centralisan adagolt PSB-0739 tehat nemcsak a fajdalmi reakcidkat és a gerincveldi
proinflammatoérikus citokinek mennyiségét befolyasolta, de hatassal volt a gyulladas
helyén termel6dd citokinek mennyiségére is, ami efferens hatdsmechanizmust sejtet.

Az efferens hatdsmechanizmus felderitése érdekében egy uj kisérletsorozatot
inditottunk. Az allatok egy csoportjaban szisztémas 6-OHDA (6-hidroxidopamin)
kezeléssel blokkoltuk a szimpatikus rostokat, egy masik kisérleti csoportban pedig
MLA-val (metilakonitin, o7 nikotinos acetilkolin receptor antagonista) gatoltuk a
kolinerg rostokat. A kezelések nem voltak hatassal az alap végtagelrantési
kiiszobértékre. A CFA el6idézte a mechanikus allodyniat mindkét elokezelést kovetden.
A PSB-0739 antiallodynias hatast volt a 6-OHDA el6kezelt csoportban, &m hatéstalan
az MLA kezelt allatokon. Az MLA tehat felfiiggesztette a PSB-0739 analgetikus
hatasat. Ezt megerdsitend6 egy 1j kisérletben szubdiafragmatikus vagotomiat végeztiink
el az allatokon ugyan ebben a kisérletes paradigméaban. A vagotdmia 6nmagaban nem
befolyéasolt a mechanikus végtagelrantasi kiiszobértéket. Az intraplantaris CFA kezelés
hatdséra az kiiszobérték csokkenését tapasztaltuk. A PSB-0739 pedig nem befolyasolta
a csokkent fajdalomkiiszobot.

Ez a kisérletsorozat a PSB-0739 altalunk feltételezett hatdismechanizmusat tarta
fel (1. abra). Intraplantaris CFA injekciot kovetden a talpban gyulladasos folyamatok
indulnak meg. A primér afferens rost a gerncveld hatsé szarvban talalhatd projekcios
illetve interneuronokhoz kapcsolddik tovabbitva az ingeriiletet fels6bb agyi struktirak
felé. A gerincveldbe injektalt PSB-0739 kozponti fajdalomcsillapitod hatasat kozvetleniil
neuronon ¢s aktivalt mikroglian fejti ki, indirekt moédon azonban képes a periférias
gyulladdsos citokinszintet is befolyasolni. Szubdiafragmatikus vagotomia, illetve

szisztémas antikolinerg kezelés (MLA) azonban felfiiggesztette a P2Y12 receptor

11



szelektiv antagonista PSB-0739 hatasat, ezért vélhetéleg a PSB efferens hatdsa

paraszimpatikus, kolinerg rostok kozvetitésével torténik.

T PSB-0739
CFA el | [T
74 %\N | N

| NN

B avion N\

Vagotémia

Paraszimpatikus rost

liondris rost

1. abra. A PSB-0739 altalunk feltételezett hatasmechanizmusa.

4.3 P2Y 1, receptorantagonistak in vitro vizsgalata

A PSB-0739 hatékonyan antagonizalta a 2-MeSADP cAMP szintre gyakorolt
hatasat (pA2=9.8) és a P2Y 1, receptoron jelentésen potensebb volt, mint a P2Y;, P2Y,
P2Y1; és P2Yi3 receptorokon. Hatdsat megvizsgaltuk a kinai horcsdg ovarium sejtes
modellben is. A PSB-0739-nek (30 nM) nem volt jelent6s hatasa az alap CAMP szintre.
A 2-MeSADP koncentracio-hatas gorbéje a PSB-0739 (30 nM) jelenlétében
parhuzamosan jobbra tolodott. A PSB-0739 (30 nM) 6nmagaban nem hatott a forskolin
(10 uM) altal kivaltott sejtes cCAMP szint emelkedésre. A PSB-0739 tehat potens és
szelektiv P2Y 1, receptorantagonista.

Suramin (3, 10, 30 uM) jelenlétében a 2-MeSADP koncentracid hatas gorbéje
parhuzamosan jobbra tolddott, a maximalis hatas szignifikans befolyasolasa nélkiil. A

suramin a P2Y, receptor mellett mas purinerg receptorokat is gatolt, az affinitisa a
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P2Y; receptor és a P2Y 3 receptor esetében hasonl6 a P2Y, receptoréhoz, mig az UDP-
t preferaldé P2Y,, P2Y, és P2Ys receptorok esetében lényegesen alacsonyabbnak
bizonyult. A suraminr6l elmondhato, hogy nem-szelektiv vegyiilet és affinitasa alacsony
a P2Y 1, receptorhoz.

A reactive blue 2 kompetitiv antagonistaként viselkedett a vizsgalatok soran, a
suraminnal hatékonyabbnak bizonyult, de tobb P2Y receptoron is hatott. A P2Ys
receptoron pA2=6 értéket mértiink, a P2Y1, P2Y, és P2Y3 receptorokon pA2 érték 5
koriili volt, a P2Y,4 és P2Y 11 esetében pedig még ennél is alacsonyabb. A reactive blue 2
viszonylag potens, de kevéssé szelektiv antagonistaja a P2Y1, receptornak.

A cangrelor az elsé kisérleti modellben a PSB-0739-hez hasonlé hataserdsséget
mutatott. A 2-MeSADP hatasat gatolta, szelektivitasat tekintve azonban a PSB-0739-t61
eltér6en antagonizalja a human P2Y 3 receptorokat is. A cangrelornak énmagaban (100
nM) a CHO sejtes modellben nem volt hatasa a bazalis cAMP produkcioéra. A cangrelor
(100 nM) jelenlétében a 2-MeSADP gatlé koncentracio-hatas gorbéjének parhuzamos
jobbratolodasat tapasztaltuk. A PSB-0739-hez hasonléan a cangrelor sem befolyasolta
szdmottevoen a forskolin (10 uM) altal kivaltott sejtes cAMP szint emelkedést. A
cangrelor tehat potens P2Y 1, és P2Y 13 receptorokon hat6 antagonista.

Az MRS2395 hatasat human P2Yi, receptorral transzfektalt CHO sejteken
vizsgaltuk meg. Az MRS2395 (20 uM) nem befolydsolta a bazalis cAMP termelést. A
2-MeSADP  dozishatasgorbéjén nem tapasztaltunk MRS2395 altal  eldidézett
parhuzamos jobbratolodast. A 2-MeSADP gatlé koncentracid-hatadsgorbén lathatod, hogy
az MRS2395 jelenlétében mért cAMP szintek joval magasabbak voltak, mint az
olddszeres kontroll esetében, ami arra utal, hogy az MRS2395 6nmagaban is képes
fokozni a CAMP szintet. Az MRS2395 (20 uM) P2Y, receptoragonista hianyaban,
szignifikans - forskolin altal kivaltott - cAMP szint emelkedést okozott, és ugyanilyen
eredményt kaptunk az al- transzfektalt sejteken is. Az MRS2395 tehat a vizsgalt
koncentracioban nem gétolja a human P2Y;, receptort. Az MRS2395 eddig vélt P2Y 1,
receptor antagonizald tulajdonsdga nativ patkdny trombocitdkon kapott kozvetett
adatokon alapult. Eredményeink azt mutatjak, hogy az itt tapasztalt cAMP szintet
fokoz6 hatdsa feltehetden P2Y, receptortol fiiggetleniil, foszfodiészterdz gatlassal
fligghet Gssze. A pro-drog clopidogrel és ticlopidine ebben a rendszerben nem
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vizsgalhato, ezért ennek a két antagonistanak hatasait csak in vivo kisérletekben néztiik

meg.

4. tablazat P2Y receptorantagonistak affinitasi adatai human P2Y receptor szubtipusokra

Vegyiilet P2Y1 P2Yz P2Y4 PZYG P2Y11 P2Y12 P2Y13 P2Y14
reactive blue 2 5.8% 5.3° <4%¢ 6" <59 7.4 5.7°9
suramin 5.5 45° <354 <4.5%" 5.7° 5.6%9
9.2 ik
| \]/80%9'1'
cangrelor 883 (10 M)

nem kompetitiv
antagonista,

MRS2395 emeli a cAMP
szintet
. . . - . 9.8" - .
PSB-0739 (>20 (>20 (>20 (>20 (>20
M) M) M) (>20 nM) M) 9.9 (>20 nM) M)

4.4 Mellékhatasvizsgalatok

Az in vitro vizsgalatok, illetve a fajdalomteszteket kdvetd hatasmechanizmus keresés
utan megvizsgaltuk a cangrelor €s a PSB-0739 mozgaskoordinaciora, illetve trombocita
aggregaciora gyakorolt lehetséges hatasait. Mindkét antagonista esetében a
fajdalomtesztekben hatékonynak bizonyuld dozist és adagolasi modot valasztottuk. A
cangrelort a kisérlet elétt 30 perccel adtuk az 4&llatoknak, a PSB-0739-nél az
intrathecalis adagolas miatt ez az 1d6 15 perc volt.

A rotarod tesztperiddusa 300 masodperc volt, az altalunk vizsgalt antagonistak
koziil egyik sem befolyasolta a leesési latencia értékeket.

Az ex vivo trombocita aggregacié gatlas mérésekor ADP-vel indukaltunk
trombocita aggregaciot, az aggregacido mértékének kifejezésére a maximalis aggregacid
mértékét (Amax) vettiik figyelembe. Naiv allatokban az ADP (5-10 uM) koncentraciotol
fiiggden indukélta a trombocita aggregaciot. A 10 uM ADP-vel indukélt maximalis
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trombocita aggregacid értékéhez hasonld eredményt tapasztaltunk fiziologids sooldat
intraperitonealis adagolasat kovetéen 30 perccel. A cangrelor szignifikansan
csOkkentette az Amax mértékét, a PSB-0739 pedig szignifikdnsan fokozta a trombocita
aggregaciot. A cangrelorral kapott eredmények korreldlnak a P2Y1oR antagonistak
antiaggregans hatasait bemutatd kozlemények, ami kardiovaszkularis riziko

szempontjabol inkabb eldnyds hatasu.
5. Kovetkeztetések

Eredményeink 6sszefoglaldsa és az azokbol adodo kovetkeztetések a kérdésfelvetésekre
reflektalva az alabbiak:

5.1. P2Y 1, receptorgatlas vizsgalata fajdalom kiilonb6z6 allatmodelljeiben.

Ezekben a vizsgalatokban hat vegyiilet hatasat vizsgaltuk meg Osszesen harom
fajdalommodellben. Az inkrementéald hot plate tesztben Gsszesen négy antagonista volt
hatékony, a neuropatias fajdalommodell esetén 6t, a CFA altal indukalt gyulladdsos
fajdalommodellben pedig az dsszes altalunk vizsgalt antagonista hatasosnak bizonyult.
A potens és szelektiv P2Y, receptorantagonista PSB-0739, illetve a P2Y1213 receptoron
hatd cangrelor voltak a leghatékonyabbak az Osszes fajdalomtesztben. A PSB-0739
dozisfiiggetlen hatdsu volt a hot plate tesztben, mig a tobbi kéttipusu fajdalom esetén
dozisfiiggést tapasztaltunk. Erdekes médon, a végtag térfogatat méré tesztben egyediil a
ticlopidine-nek volt szignifikans hatésa.

Génkiiitott egereken fajdalmi reakcidit is megvizsgaltuk, azok megfeleld
kontrolljaival (vad tipusu alomtarsaik) egyiitt. Az akut fajdalomtesztben magasabb
hémérsékleten mutattdk a fajdalmi reakciot a KO allatok. Neuropatias fajdalom esetén
az ildideg részleges lekotését kovetden a végtagelrantasi kiiszobértékek lecsokkentek
mindkét genotipusnal, de a fjdalmi reakcid egy enyhébb formaja jelent meg KO allatok
esetén. Ehhez hasonld eredményt kaptunk a gyulladasos fajdalommodellben is:
génkilitott allatok enyhébb foku fajdalomkiiszob csokkenést mutattak, mint vad tipust
tarsaik.

Az interleukin-1 béta értékek a fajdalmi reakcidoval parhuzamosan valtoznak
gyulladdsos fajdalom esetén. Intraplantaris CFA kezelést kovetéen az IL-1B szint
megemelkedik, P2Y 1, blokad hatasara a citokin szintje csokken. Génkiiitott egerekben a

gerincveldi IL-1 béta szint valtozatlan maradt CFA kezelést kovetéen. A P2Y,
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receptorgatlasa csokkentette a fajdalmat az altalunk hasznalt allatmodellekben. Az in

Vivo adatok szorosan korreldlnak az in vitro adatokkal.

5.2. P2Y 1, receptor antagonistak farmakolégiai aktivitasanak felmérése

A transzfektalt sejtvonalakon torténd vizsgalatok soran P2Y, antagonistak 2-MeSADP
altal gatolt cAMP szintre gyakorolt hatdsat mértiik és meghataroztuk a Kb, pA2 és pKB
értékeket. A PSB-0739 potens ¢és szelektiv P2Y;, receptorantagonista. A cangrelor
P2Y 1513 receptor szelektivitast mutat, affinitdsa a PSB-0739-hez hasonld. A kutatasban
széles korben hasznalt MRS2395-r61 kideriilt, hogy nem valéodi human P2Y;;
receptorantagonista. A viselkedésfarmakologiai kisérletek szerint a PSB-0739 volt a
leghatdsosabb az altalunk vizsgalt harom fajdalommodellben, amibdl az kdvetkezik,
hogy a P2Yi, receptor szelektiv gatlasa fajdalomcsillapitashoz vezet. A t6bbi
antagonista eltérd mértékben volt hatékony a kiillonb6zd fajdalomtesztekben. A nem
szelektiv vegyliletek enyhébb hatasukat lehet, hogy éppen mas receptoron torténd
gatlasuknak koszonhetik. Az MRS-2395 fajdalomcsillapité hatdsa ugy tiinik, hogy
teljesen fliggetlen a P2Y 1, receptortol.

5.3. A P2Y; receptor galassal okozott hatasok hattérmechanizmusainak felderitése

A vizsgalataink elsé részében kapott hatasok lehetséges mechanizmusait molekularis
bioldgiai technikak alkalmazasaval deritettiik fel. Kvantitativ Real-Time PCR-rel
vizsgaltuk a P2Y 1, receptor mRNS szint valtozasat, ELISA és FACS modszerrel az IL-1
béta expressziot, luminex-platform segitségével multiplex citokin mérést végeztiink el
periférids szovetben és a kozponti idegrendszerben egyarant.Farmakologiai blokad és
mitéti denervaciot kovetden a citokin szintek valtozasat vizsgaltuk, hogy a P2Yi»
receptor gyulladasos folyamatokban betoltott szerepét tisztazzuk.

Idofiiggd, késleltetett lefutast P2Y 1, mRNS szintli overexpressziot tapasztaltunk
a gyulladt talpban és a gerincvel6 L4-6 szakaszon CFA kezelést kovetden. A potens és
szelektiv antagonista PSB-0739 intrathecalis adagolassal csokkentette a periférids és
centralis emelkedett gyulladasos citokin szinteket.

A szimpatikus posztgangliondris rostok farmakologiai blokadja nem fiiggesztette
fel a PSB-0739 hatasat, ezzel szemben a szisztémasan adagolt nAchRa7 antagonista
MLA felfiiggesztette a PSB-0739 fajdalomcsillapito-, valamint a gyulladasos citokinek
szintjére gyakorolt hatasat. A subdiaphragmaticus vagotomia is kivédte a PSB-0739
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fajdalomesillapitd hatasat. Eredményeinket Osszegezve arra kovetkeztethetiink, hogy a

potens ¢és szelektiv antagonista PSB-0739 gyulladdsos fajdalomra gyakorolt hatisa

crc

5.4. Az altalunk hasznalt P2Y, receptor antagonistak esetleges mellékhatasainak

vizsgalata

Kisérleteinkben megvizsgaltuk az altalunk hasznalt antagonistdk mozgas koordinaciora,
valamint trombocita aggregaciora gyakorolt hatasat.

A rotarod teszt eredményei azt mutatjak, hogy az ip. adagolt Cangrelor, illetve
az it. adagolt PSB-0739 nem volt hatassal az allatok mozgaskoordinaciojara.

Az ex vivo trombocita aggregacios vizsgalat eredménye szerint a cangrelor
gatolja a trombocita aggregaciot, ezzel szemben a PSB-0739 ellenkezd hatasunak
bizonyult. Az eredmények alapjan azt feltételezziik, hogy a kiilonb6z¢é antagonistak a

vér-agy gaton atjutva erésebb hatasuak is lehetnek.
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