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1. Roviditések jegyzéke

5-HT: Szerotonin

2-MeSADP: 2-Methyl-thioADP

2-MeSATP: 2-Methyl-thioATP

6-OHDA: 6-hydroxydopamine, 6-hidroxidopamin
a7nAChR: alfa-7 nikotinos acetilkolin receptor

ADA: Adenosine deaminase, adenozin-deaminaz

ADP: Adenosine diphosphate, adenozin difoszfat

Amax: Maximal Aggregation, maximalis aggregacio
AMP: Adenosine monophosphate, adenozin monofoszfat
ANOVA: Egyszempontu varianciaanalizis

ATP: Adenosine triphosphate, adenozin trifoszfat

BBB: Blood-Brain Barrier, vér-agy gat

bzATP: 2'(3")-0O-(4-Benzoylbenzoyl)adenosine 5'-triphosphate
CAMP: ciklikus adenozin monofoszfat

CFA: Complete Freund’s Adjuvant, komplett Freund adjuvans
CHO: Chinese Hamster Ovary, kinai horcség ovarium
COX: cyclooxigenase, ciklooxigenaz

CREB: cAMP Response Element Binding protein

CRH: corticotropin-releasing hormone

DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium

DOPEG: 3,4-dihidroxifenil-glikol,

DRG: Dorsal Root Ganglion, hatsé gyoki duc
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ECso: half maximal effective concentration, félmaximalis hatékony koncentracid
Emax: Maximal Efficacy, maximalis hataser0sség

FACS: Flourescence Activated Cell Sorting, fluoreszcencia aktivalt sejtszortirozas
FBS: Foetal Bovine Serum, magzati szarvasmarha szérum

GIRK: G protein-coupled inwardly-rectifying potassium channel, G fehérje kapcsolt

befelé egyeniranyito kalium csatorna

ICs0: half maximal inhibitory concentration, félmaximalis gatlo koncentracio
IL-10: Interleukin-10

IL-1B: Interleukin-1 béta

IL-6: Interleukin-6

im: Intramuscularis

ip: Intraperitonedlis

it: Intrathecalis

KO: knockout, génkiiitott (-/-)

L4-5: lumbdlis 4-5. csigolyak

LPS: Lypopolisaccharide, lipopoliszacharid

mED: Minimal Effective Dose, legkisebb hatékony dozis

MLA: Metil-akonitin

NSAID: Non-Steroid Anti-Inflammatory Drug, nem szteroidalis gyulladascsokkentd
NK: Natural Killer, természetes 6l0sejt

OGR: Orvosi géntechnologiai részleg

PAG: Periaqueductal Gray, Periaqueductalis sziirkeallomany

pKb: egyensulyi disszociacids konstans

PLC: Phospholipase-C, Foszfolipaz-C
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PPADS: Piridoxal foszfat-6-azo(benzén-2,4-diszulfonsav)
PPP: Platelet Poor Plasma, vérlemezkében szegény plazma
PRP: Platelet Rich Plasma, vérlemezkében gazdag plazma
PSNL.: Partial Sciatic Nerve Ligation, részleges til6ideg lekotés
P2Y1, R: P2Y, receptor

PWT: Paw Withdrawal Threshold, végtagelrantasi kiiszobérték
RNS: ribonukleinsav

RPM: Round per Minute, percenkénti fordulatszam

rRNS: riboszémalis RNS

SEM: Standard Error of the Mean, standard hiba

sEPSC: Spontaneous Excitatory Postsynaptic Current, spontan excititoros

posztszinaptikus aram

SIPSC: Spontaneous Inhibitory Postsynaptic Current, spontdn gatldo posztszinaptikus

aramok

SPF: Specific Patogen Free, specifikus patogénekt6l mentes

TNFa: Tumor Necrosis Factor a

UTP: Uridine triphosphate, uridin trifoszfat

VGCC: Voltage gated calcium channel, fesziiltségfiiggd kalciumcsatorna
VGX: vagotdmia

VPL: Ventral posterolateralis

VPM: ventral posteromedialis

WT: wild-type, vad tipust (+/+)
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2. Bevezetés

A fajdalomcsillapitas a gyakorld orvos alapvetd mindennapi, fontos tevékenysége ¢€s
egyben kotelessége, ezért nem meglepd, hogy a fajdalomesillapitok a leggyakrabban
rendelt gyogyszerek kozé tartoznak. A kiilonbozd fajdalomcesillapitd készitmények
azonban igen eltéréek hatas és mellékhatas, tolerancia-dependencia, valamint biztonsag
szempontjabol. Jelenleg a leghatékonyabb fajdalomcsillapitok az 6pidt receptoron hato
szerek, melyeket jellemzden sulyos esetekben alkalmaznak. Ezek igen kedvezd
hatékonysagu analgetikumok, alkalmazhatdésaguk azonban korlatozott a hasznalatuk
soran kialakul6d tolerancia-dependencia miatt, ezért csak erds fajdalmak esetén

alkalmazhatdak példaul daganatos betegségek palliativ terdpidja soran.

A jelenleg  széleskoriien  hasznalt  fijdalomcsillapitok, a  nem-szteroid
gyulladascsokkentd  fajdalomcsillapito  szerek  (NSAID), gyengébb, eseti
fajdalomcsillapitasra alkalmasak, hossza tavi alkalmazasuk azonban ugyancsak nem
javasolt. A nem szteroid gyulladascsokkent fajdalomcsillapitok hasznalatanak a
kockazatai igen eltéréek Ilehetnek, a paracetamol okozta maj toxicitastol az
acetilszalicilat altal kivaltott fokozott vérzékenységig (pl. gyomorvérzés). Mindemellett
bizonyos tipust fajdalmak ezekre a szerekre nem reagilnak kellden, ilyen példaul a
neuropathias fajdalom vagy a migrén és egyéb olyan kozéperds fajdalmak, amelyeknél
az Opiatok adasa tul kockazatos lenne. Ezért intenziv kutatomunka folyik 1j
fajdalomcsillapitd gyogyszercélpontok azonositisa és az azokon haté gydgyszerek

kifejlesztése céljabol.
2.1. A fajdalom

A fajdalom egy kellemetlen emociondlis és szenzoros tapasztalat, mely alapvetd és
nélkiilozhetetlen az életben maradashoz, ugyanis a tényleges €s potencidlis szdveti
karosodasrol tajékoztat. Hidnyadban kiesnek azok a mechanizmusok, amelyek a
veszélyforrasokat kiiktathatjak. A fajdalomingert felvevd receptorok megtalalhatok
szerte az egész szervezetben: a borben, csontszovetben (fogbél, csonthartya),
izliletekben, a nagy Kkiterjedésti savos hartyakban, zsigeri szervekben (gyomor-és

béltraktus), az izomzatban, urogenitaliakban.
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2.1.1. A fajdalom palyarendszerei

A testet ér6 fajdalmat okozo6 ingereket (mechanikai-, hé- valamint kémiai ingereket)
primer afferens rostok szallitjak a gerincvelébe. Ezek uni- és bimodalis Ad valamint bi-
és polimodalis C rostok, melyek sejttestjei a hatso gyoki ganglionban (DRG)
talalhatoéak. A gerincvel6t eléré axonok felszallo és leszallo kollateralisokat képezve
alkotjak a Lissauer-féle dorsolateralis traktust. Az axonok a DRG-hez képest csak egy
vagy két szegmenssel tavolabb 1épnek be a gerincveld sziirkeallomanyaba, ahol az
ingeriilet atadasa a megfeleld gerincveldi szegmens I, 1l valamint 1V-VI rétegeiben
torténik. A primer afferens rostok projekcios- illetve interneuronokhoz
kapcsolodhatnak, mely lehet kdzvetlen kapcsolat, vagy torténhet indirekt moddon,
ugynevezett glomerulusokon keresztiil (Zeilhofer ¢és munkatarsai, 2012). A
glomerulusok a primer afferens axonbdl, valamint a projekcids neuronok és az
interneuronok dendritjeib6l allnak. A felszalld projekcios palya lehet nociceptiv,
specifikus palya, melyen magas ingerkiiszobii Ad és C rostok végzddnek vagy széles,
multimodalis, dinamikus savu felszall6 palya, melyen az emlitett magas kiiszobu rostok

mellett alacsony ingerkiiszobii AP rostok is végzédést adnak.
A fajdalom afferentaciojat illetden az alabbi palyarendszerek ismertek:

a, A rostok nagy része atkeresztezodik és az anterolateralis kotegeket képezve alkotja a
tractus spinothalamicust, mely a gerincvelét eclhagyva a nyultveld, hid és
mesencephalon utdn a thalamusban végzdédik. A thalamus kiilonb6z6 magcsoportjai
eltérd eredetli informaciot tovabbitanak parhuzamos palyakon a kéreg felé: a ventral
posterolateralis (VPL) magok a torzs és végtagok feldl érkezd afferentaciot, a ventral
posteromedialis (VPM) magcsoport pedig a trigeminus fel6l érkez6 ingeriiletet

kozvetiti. A cortex a fajdalomérzet diszkriminativ, értelmezé feldolgozasat végzi.

b, Egy masik palyarendszer a gerincveld6 mélyebb rétegeib6l induld tractus
spinoreticularis, mely rostjainak nagy része keresztezett, de van koztiik olyan is, ami
azonos oldalon halad a nyulvel6i formatio reticularison atkapcsolva a hipotalamus

illetve a limbikus rendszer felé. Funkcionalisan a kdzponti idegrendszeri noradrenerg
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rendszer aktivalasa, illetve a fajdalomra bekdvetkezd endokrin hatasok kivaltasa a

feladata.

C, A harmadik, ismert felszall6 palyarendszer a tractus spinomesencephalicus, amely a
kozépagy periaqueductalis sziirkedllomanyaban végzodik, feladata a leszalld adrenerg

palya aktivalasa révén megvalosulé fajdalom gatlasa.

d, A legutobb feltart palya a tractus spinohypothalamicus, amely a hypothalamusba

projicial és a fjdalomra adott endokrin valaszok kivéltasa a feladata.

A kozponti idegrendszer a szervezetet éré nociceptiv stimulusok altal okozott fajdalmat
kiilonbozé szinten képes csillapitani. Az egyik lehetséges mechanizmus gerincvel6i
szinten valdsul meg, ezt a fajdalom kapuzas elmélete irja le. A kapuzas értelmében, az
afferens C rostok altal aktivalt gatlo interneuronokat AP és Ao rostok vezérlik. Emellett
szupraspinalis gatlas is torténhet, melyet a leszalld analgetikus palydk kozvetitenek.
Ezek a palydk a Periaqueductalis szlirkedllomany (PAG) dinorfin, enkefalin, 5-HT
tartalmu sejtjeibol, a thalamusbol és a koztiagy capsula internabol erednek, a
nyultvelében 5-HT ¢és noradrenerg datkapcsolast kovetden a gerincveld gatld
interneuronjait serkentve gatoljadk a projekciés neuront. Ezek az oOpiatokkal is
ingerelheté  interneuronok  képesek  gatolni a primer afferens neuronok
transzmitterleaddsat preszinaptikusan, vagy a spinothalamicus pélya neuronjait

posztszinaptikusan.
2.2. Az immunrendszer és az idegrendszer kapcsolata

Az immunrendszer és az idegrendszer kapcsolata ma is intenziv kutatési teriilet. A mai
allaspont szerint az idegrendszer és az immunrendszer egyiitt miikddve, kiilonb6zd
jelatviteli utakon sokrétiien szabalyozzak egymas mukodését (Elenkov és munkatarsai,
2000).Az interleukin-1 (IL-1), az interleukin-6 (IL-6) valamint a tumor nekrézis faktor
alfa (TNF-alfa, TNF-a) egy komplex CRH-fiiggd utvonalon is képes aktivalni a
szomatikus idegrendszert, illetve a hipothalamo-hipfizealis tengelyt. Ismeretes, hogy
periférias IL-1 kezelés hatasdra fokozodik a noradrenalin turnover a hipothalamusban,
illetve fokozodik a vérplazma és a kozponti idegrendszer noradrenalin metabolizmusa.
Hasonl6 hatastt az intracerebrovaszkularis és periférias a-interferon, illetve a

kortikotrop releasing faktor is. A szimpatikus idegrendszer feedback rendszerének
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afferensei a vérplazma citokinjei, vagy direkt vagus hatas, ami képes aktivalni a
stresszrendszer kozponti elemeit, az efferensek pedig a nyirokszerveket beidegzd
szimpatikus rostok. IL-1p, illetve IFNo hatasara az NK (natural killer, természetes
0losejt) sejtek aktivacioja, valamint az IL-1/IL-2 termelés csokken, ezaltal parakrin
modon reguldlva a citokin egyensulyt. A gyulladdsos folyamatok, illetve kiillonbozo
immunvalaszok eltéré payakat és alrendszereket képesek aktivalni, ezért kiilonbozo
periférias hatasaik lehetnek. Fontos megemliteni az idegrendszer és az immunrendszer
kozotti  dopaminerg kapcsolatot (T6th és  munkatarsai), mely kétiranya és
autokrin/parakrin szabalyozéasu. A Téth és munkatarsai altal k6zolt tanulmény szerint a
perifériardl érkezd limfocitak (elsésorban T-sejtek) a vér-agy gaton (BBB) torténd
penetracié utdn Gjabb érési folyamatokon esnek at, melyben a kdzponti idegrendszerben
szekretdlodd neurotranszmitterek is szerepet jatszhatnak. Ezt kovetden a periféridn

képesek a gyulladast modulalni.

A kozponti idegrendszer ¢és az immunrendszer bolygdideg altal kozvetitett jelatviteli
kapcsolatat Tracey ¢és munkatarsai (Libert, 2003; Tracey és munkatarsai, 1986)
azonositottak: ez a nervus vagus medialt jelatviteli ut elsdsorban a makrofagok TNF-a
¢és IL-1 termelését befolyasolja. Az mar kordbban is ismert volt, hogy a bolygoéideg (n.
vagus) stimulalasakor acetilkolin szabadul fel az idegvégzédésekbdl. A makrofagok
nikotinos acetilkolin receptort expresszalnak, és a felszabaduld acetilkolin hatdsara
azonositottak a nikotinos alfa-7-acetilkolin-receptort (a7nAChR), mint a gyulladasos
mechanizmusban kulcsfontossdgu receptort makrofdgokon. Farmakoldgiai blokadot
kovetden sem az acetilkolin sem a nikotin nem voltak képesek kivédeni a TNF-a
felszabadulast. a7 nikotinos acetilkolin receptor deficiens allatokon végzett kisérletek
soran lipopoliszacharid (LPS) hatasara fokozott TNF, IL-1 és IL-6 termelést irtak le
(Libert, 2003). Ezeken az egereken elektromos vagusstimulacié sem okozott véd6 hatast

a citokintermelés szempontjabol.
2.3. Purinerg jelatvitel

Az adenozin trifoszfat (ATP) univerzalisan jelenlevé vegyiilet az €16 szervezetben.
Nemcsak a sejt-mint 6nalld bioldgiai, miikddési struktira- energiaellatasaban jatszik

szerepet, hanem fontos jelatviteli funkcioval rendelkezik (Burnstock, 1996; Neary és

10
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munkatarsai, 1996). Az ATP idegrendszeri aktivitas, kiilonb6z6, fizikai behatasok,
gyulladas vagy sejthalal kovetkeztében szabadulhat fel és purin receptorokon fejti ki
hatasat. Az ATP-t a felszabadulast kovetéen ekto-ATP-az enzimek bontjak, melynek
kovetkeztében adenozin difoszfatta (ADP), adenozin monofoszfatta (AMP), végiil
adenozinné alakul az anorganikus foszfatcsoportok elveszitésével. Az egyes
metabolitokat kiilonb6zd purin illetve adenozin receptorok kotik meg. Az adenozin
inozinra bomlik adenozin-deaminaz (ADA) altal katalizalt reakcioban, vagy egy
transzporter molekula segitségével képes visszajutni az intracellularis térbe, ahol
enzimatikusan ATP képzddik beldle és visszakeriil az ATP raktarakba (Beamer és

munkatarsai, 2016).
2.3.1. Purin receptorok

A mai klasszifikacio szerint a purin receptoroknak harom nagy csoportja 1étezik. A P1
receptorcsaladnak, melyeket adenozin-receptoroknak is neveziink, négy altipusa van:
A1, Aoa, Ass, As. Ezek a receptorok mind G-fehérjéhez kapcsoltan aktivaljak vagy
gatoljak a foszfolipaz C, vagy az adenil-ciklaz transzdukciés utakat. A P1 receptorok

adenozinnal aktivalhatok és xantinszarmazékokkal gatolhatok.

A P2X ¢és P2Y receptorok agonistdi kiilonbdz6 purin és pirimidin nukleotidok (ATP,
ADP, UTP, stb.).

A P2X receptorok ligand-fiiggé, nem szelektiv kation csatornak, melyeket kiilonb6z6
altipusu P2X receptor alegységek (P2X1, P2X2, P2X3, P2X4, P2XS5, P2X6, P2X7)
alkotnak. A csatornak lehetnek hetero- és homotrimer szerkezetiiek is. A P2X
receptorok két transzmembran doménnel rendelkeznek; a C- és N-terminalisok
intracellularisan, a ciszteingazdag hurok, amely az ATP kotShelyet, valamint az
antagonistak ¢és modulatorok kotohelyeit is tartalmazza, extracelluldrisan talalhato
(Csolle, 2013; Papp, 2009; Ralevic, Burnstock, 1998). A P2X receptorok endogén
agonistai az ATP és ADP, szintetikus agonistai koziil ismert a 2-methylthio-ATP (2-
MeSATP) vagy a benzobenzoil ATP (bzATP), melyek bizonyos alegység Osszetételii
P2X receptor komplexet képesek aktivalni (Burnstock és munkatarsai, 2011). A P2X
receptorok nem szelektiv gatloszerei a suramin, illetve a PPADS, melyek a P2X4 és
P2X6 receptorok kivételével az Osszes P2X recetort gatoljak. A P2X receptorok

expresszalodnak a kozponti idegrendszerben a hippokampuszban, a gerincvelében, a
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kortexben, de jelen vannak a DRG-ben is, illetve a primer afferens neuronokon (Bardoni
és munkatarsai, 1997; Dunn és munkatarsai, 2001; Heinrich, 2013; Illes és munkatarsai,
1996; Mori és munkatarsai, 2001; Pankratov és munkatarsai, 1998; Petruska és
munkatarsai, 2000). A széleskorli expressziobol arra lehet kovetkeztetni, hogy a P2X
receptorok fontos szerepet jatszhatnak kiilonb6z6 idegrendszeri korképekben és a

fajdalom transzmisszidban is.

A purinoceptorok harmadik csoportjat a metabotrop, G-fehérjékkel kapcsolt P2Y
receptorok alkotjak, melyek hét transzmembran régidval, extracellularis amino- és
intracellularis karboxiterminalis csoporttal rendelkeznek. Emldsokben eddig nyolcféle
P2Y receptort klonoztak (P2Yi, P2Y,, P2Y4 P2Ye, P2Y11, P2Y1,, P2Y13, P2Y14)
(Burnstock és munkatarsai, 2011). A P2Y receptorok agonista hatdsara torténd
konformaciods valtozasakor a G proteinek levalnak a receptor intracellularis részérdl és
tovabbitjak a jelet a foszfolipaz-C (PLC) és adenilat-ciklaz transzdukcids ttvonalakon.
A P2Y receptorok endogén agonistii az adenin nukleotidok (P2Y1111213) Vvagy
pirimidin nukleotidok (P2Y,g), de a P2Y, receptor érzékeny purin és pirimidin
trifoszfatokra egyarant. A P2Y 4 receptor UDP-gliikézra és UDP-galaktozra aktivalodik
(Burnstock és munkatarsai, 2011; Chang ¢és munkatarsai, 1995; Communi és
munkatarsai, 2001; Communi és munkatarsai, 1999; Hollopeter és munkatarsai, 2001;
von Kugelgen, Wetter, 2000; Webb ¢és munkatarsai, 1993). A P2Y receptorok
antagonistai koziil jol ismert a suramin és a reactive-blue 2, melyek nem szelektiv
vegyliletek. A Piridoxal foszfat-6-azo(benzén-2,4-diszulfonsav) PPADS P2Y;
receptoron is hat. A P2Y receptorok expresszalddnak a primer afferens neuronon
(Hussl, Boehm, 2006), a hatso gyoki ganglion sejtjein (Gerevich és munkatarsai, 2004),
illetve a kozponti idegrendszer neuronjain, valamint a mikroglian. A P2Y receptorok
szerepe ismert a neuromodulacidban, differenciacidban, neuron-glia kommunikaciéban
¢s az idegrendszer gyulladasos folyamatainak a szabalyozasaban (Burnstock ¢és

munkatarsai, 2011).
2.3.2. A P2Y 1, receptor

A human P2Y;; receptort 2001-ben klonozték eldszor, vérlemezke cDNS konyvtarbol
(Hollopeter és munkatarsai, 2001), azoéta ismerjiilk a receptor pontos aminosav

sorrendjét, térbeli szerkezetét és legfontosabb tulajdonsagait. A P2Y, receptor 342
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aminosavbol all6 membranfehérje, mely a metabotrop P2Y receptorok jellegzetességeit
mutatja: hét transzmembran régioval és harom extracellularis hurokkal rendelkezik
(Gachet, 2012)(1. abra). A receptor amino terminalisa extracellularisan, a karboxi
terminalisa pedig intracellularisan talalhat6. A P2Y1, receptorokhoz intracellularisan
Guiro fehérjék kapcsolodnak, melyek aktivacio esetén adenil ciklaz gatlashoz és ciklikus
AMP (cCAMP) csokkenéséhez vezetnek (Bodor és munkatarsai, 2003), de Abbracchio és
munkatarsai leirtdk a receptor PLC-vel val6 kapcsoltsagat is (Abbracchio és
munkatarsai, 2006). A szakirodalomban a Gy, alegységen keresztiil torténd jelatvitelt is
leirtak: a dimer G fehérje képes gatolni a fesziiltségfiiggé Ca®" csatorndkat (VGCC),
illetve GIRK csatornakhoz kapcsolodva kalium konduktancia fokozodasat

eredményezheti (Dolphin, 2003; Shankar és munkatarsai, 2004).
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1. abra a P2Y12 receptor szerkezete (Cattaneo, 2011)

A P2Y, receptor megtalalhatdo a vérlemezkén, az endothéliumon valamint simaizom

sejteken, illetve az idegrendszeri mikroglian. Elsédleges szerepe a trombocita
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aggregacioban ismert. A purinerg receptorok koziil a P2Y 1, az egyetlen, amelyik immar
széles korben hasznalt terapias célpont stroke prevencioban, vagy akut coronaria
szindromaban. A rajta hat6 tienopiridinek és egyéb szerkezetli P2Y 1, receptor blokkolok
(clopidogrel, ticlopidine, cangrelor, prasugrel, ticagrelor) hatékonysaguk és
biztonsagossaguk tekintetében eldnyosebb tulajdonsagokkal rendelkeznek, mint a
korabban elsérendii terapias szerként alkalmazott ciklooxigenaz gatlok (COX-gatlok). A
P2Y 1, receptor felfedezését kovetden kozponti idegrendszeri lokalizacidt is leirtak.
Tudjuk, hogy a receptor mRNS szinten kimutathaté hippokampalis neuronokon
(Rodrigues és munkatarsai, 2005), illetve protein szinten mikroglian (Kobayashi és
munkatarsai, 2006; Kobayashi ¢s munkatarsai, 2008; Sasaki és munkatarsai, 2003), de
kiilonb6zé irodalmi adatok leirjdk a receptor fehérje szintli kifejezddését
oligodendrocitan és asztrocitan is (Amadio és munkatarsai, 2006; Franke ¢és
munkatarsai, 2004; Fumagalli és munkatarsai, 2003). A kozponti idegrendszerben a
P2Y 1, receptort az amygdala, a nucleus caudatus, a corpus callosum, a hippocampus, a

substantia nigra ¢és a thalamus sejtjein mutattak ki (Hollopeter és munkatarsai, 2001).
2.4. P2Y1; receptor és fajdalom kapcsolata

A P2Y; receptor fajdalomban betdltott szerepérdl szo6ld elsdé tanulmanyok a 2000-es
évek masodik felében késziiltek (Kobayashi és munkatarsai, 2006; Kobayashi és
munkatarsai, 2008; Tozaki-Saitoh és munkatarsai, 2008). Az egyik els6 allatkisérletes
munka kimutatta, hogy neuropatids fajdalom patkdny modelljében - ami iildideg
részleges lekotése volt (PSNL) - a gerincvel6i mikroglia sejteken a P2Yi, receptor
mRNS expresszio fokozodik. Kimutattak tovabba, hogy egy P2Yp, antagonista
(MRS2395), illetve a receptor antiszensz oligonukleotid kezelés kovetkeztében az
allatokban csokkent a mechanikus allodynia illetve a termalis hiperalgézia mértéke
(Kobayashi és munkatarsai, 2008). Egy masik kutatocsoport is hasonldé eredményeket
kapott, 6k bal oldali lumbalis L5 gerincveldi ideg szoros lekotését kovetden a P2Y 1,
illetve clopidogrel alkalmazasa csokkentette a mechanikus allodyniat (Tozaki-Saitoh és
munkatarsai, 2008). Ez utobbi tanulmanyban beszamoltak arrél is, hogy P2Y1:R
génkilitott egerek a vad tipustol eltérd, enyhébb allodyniat mutattak az iildideg lekotését

kovetden.
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A P2 ligandok fajdalomcsillapité hatasat sajat kisérleti adataink is alatdmasztjak.
Kutatocsoportunk 2010-ben kozolt tanulmanya szerint a P2Y3, receptorantagonista
MRS2395 hatékony fajdalomcsillapitonak bizonyul neuropatias ¢és gyulladasos
fajdalommodellben valamint akut, termalis fajdalomban is (Ando és munkatarsai,

2010).

Osszegezve az irodalmi adatokat elmondhatd, hogy a P2Yi, receptor fajdalomban
betoltott szerepe még nem teljesen tisztazott. A szakirodalomban eddig csak neuropatias
fajdalom vonatkozasaban vizsgaltak a P2Yi, receptort, valamint a vizsgalatokban
hasznalt antagonistdk nem voltak szelektivek a receptorra. Ezen tGlmenden a
fajdalomcsillapitas lehetséges mechanizmusa sem egyértelmii. Az imént emlitett okok
indokoljak a P2Yi, receptor kiilonbozd tipust fijdalomban vald részvételét igazolod

tovabbi vizsgalatat.
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3. Célkitiuzések

A bevezetésben felsorolt szakirodalmi hattér arra enged kdvetkeztetni, hogy a P2Y1,
receptornak a fajdalomtranszmisszioban jelentds szerepe van. Kisérletsorozatunkban a
P2Y1, receptor szerepét kivantuk tisztazni tobb kiilonbozé fajdalommodellben és
szelektiv, potens antagonista vegylilet, illetve a génkilités hatisat vizsgalva.

Vizsgalataink az alabbi kérdéskoroket érintették:
3.1. P2Y 1, receptorgatlas vizsgalata a fajdalom kiilonb6z6 allatmodelljeiben

Ezekben a vizsgalatokban kiilonb6z6é P2Yi, receptorantagonista ligandok hatasat

vizsgaltuk meg fajdalommodellekben, melyek a kovetkezok voltak:
3.2.1: CFA indukalt gyulladasos fajdalom
3.2.2: Akut termalis nocicepcid
3.2.3: Uldideg részleges lekotése

A farmakologiai megkozelités eredményeinek megerdsitése érdekében a felsorolt

modellek mindegyikében megvizsgaltunk génkiiitott allatokat is.
3.2. P2Y 1, receptor antagonistak farmakolégiai aktivitasanak felmérése

A vizsgalatok soran P2Y;, receptorantagonistak forskolin illetve isoproterenol indukalta

cAMP szintre gyakorolt hatasat mértiikk 2-MeSADP gatl6 hatasaval szemben.
3.3. AP2Y 1, receptor galassal okozott hatasok hattérmechanizmusainak felderitése

A vizsgalataink elsé részében kapott hatasok lehetséges mechanizmusait molekularis

biologiai technikdk alkalmazasaval deritettiik fel.

3.3/a: Kvantitativ Real-Time PCR-rel vizsgaltuk a P2Y1, receptor mRNS szint
valtozasat, ELISA és FACS modszerrel az IL-1 béta expressziot, luminex-
platform segitségével multiplex citokin mérést végeztiink el periférids szovetben

¢s a kozponti idegrendszerben, annak érdekében, hogy meghatirozzuk az
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intraplantaris CFA 4ltal indukalt gyulladasos citokinek mennyiségét a gyulladt

talpban és a gerincvelében.

3.3/b: Farmakologiai blokadot és miitéti denervaciot kovetden az el6z6 pontban
leirt modell szerinti (CFA, illetve kontroll csoport) gyulladasos citokin szintek
valtozasat vizsgaltuk, hogy a P2Yi» receptor gyulladdsos folyamatokban

betoltott szerepét tisztazzuk.
3.4. P2Y 1, receptor antagonistak esetleges mellékhatasainak vizsgalata

Kisérleteinkben megvizsgaltuk az altalunk hasznalt antagonistak mozgas koordinaciora,

valamint trombocita aggregaciora gyakorolt hatasat az alabbi tesztekkel:
3.4.1: Rotarod teszt

3.4.2: Ex vivo trombocita-aggregacios vizsgalat
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4. Anyagok és modszerek

4.1. Kisérleti allatok

Kisérleteinket az NIH Guide for the Care and Use of Laboratory Animals szerint, az
MTA KOKI Allatkisérleti Etikai Bizottsaganak jovahagyasaval végeztiik (engedély
szama: 22.1/3671/003/2008). Vizsgalatainkat 5-7 hetes koru (200-250g sulyu) him
Wistar patkanyokon, valamint 60 - 70 napos kora (25-30g sulyu), P2Yi, receptor
génkilitott C57/B16 hatterii him egereken illetve ezek kontrolljaként C57/B16 egereken
végeztiik el. A kisérleti allatokat az MTA KOKI Orvosi Géntechnologiai Részlegében
(OGR) tenyésztik, SPF (Specific Pathogen Free) koriilmények kozott. Az eredeti
B6;1,9-P2ry:,™P¥"H egereket a Deltagent8l szereztiik be. A génkiiitott egereket - a
P2Y1, receptort kodold génbe- LacZ és neomicin inzercidoval hozta 1étre a gyarto.
Rederivaciot kovetéen a mutans allatokat C57/Bl16/J allatokkal kereszteztiik az MTA
KOKI Orvosi Géntechnologiai Részlegében (OGR). Heterozigota tenyészparok
Osszerakésaval hoztunk létre homozigdta génkititott (KO) egereket és azok vad tipusa
(WT) alomtarsait. A KO és WT egerek nem kiilonboznek szamottevden (termékenység,
méret, életképesség, alapvetd viselkedés jegyek, hosszhsag, suly, szervek mérete)
tekintetében, ami a forgalmazo adatbazisaval egybevago adat

(https://deltaone.deltagen.com).

Az allatokat legalabb 1 héttel a kisérlet kezdete el6tt elkiilonitett ketrecekben helyeztiik
el, és folyamatos megfigyelés alatt tartottuk. A fajdalomkisérleteket elkiilonitett
allatszobdban, izolalt korilmények kozott végeztiik. Az allatok tartdsa standard
koriilmények kozott, 23+2C-os hdmérsékleten, 60+10%-0s paratartalmon, 12 Oras
sotét-vilagos ciklusban tortént, taplalék és vizfelvétel ad libitum volt. A mitéteket az
erre kialakitott kisallat mitében végeztik el. A beavatkozasok utan szoros
utdnkdvetéssel az allatokat egyenként helyeztiik el a ketrecekben felépiiléstikig, illetve a

viselkedésvizsgalat kezdetéig.
4.2. Kezelések

Kisérleteinkben az antagonistak megfelelé dozisait intraperitonealisan (ip.) adtuk 100-
200 pL végtérfogatban 30 perccel a mérések elétt. A PSB0739, szelektiv P2Y;

antagonista esetében a gyartotdl kapott informacid alapjan tudjuk, hogy a vegyiilet nem
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jut be a kozponti idegrendszerbe, ezért ezt a vegyliletet intrathecalisan (it.) adagoltuk
Mestre és munkatarsai (Mestre és munkatarsai, 1994) altal leirt metodika alapjan. Ekkor

5 uL végtérfogatban adtuk az antagonista megfeleld dozisait 15 perccel a mérés elott.
A kisérletek sordn az alabbi hatéanyagokat hasznaltuk:
cangrelor (The Medicines Company, Parsippany, NJ USA)
clopidogrel hydrochloride (Sanofi-Aventis Magyarorszag)
6-OHDA (Sigma-Aldrich)
MLA (Sigma-Aldrich)
MRS2395 (Sigma-Aldrich)
reactive blue 2 (Sigma-Aldrich)
morphine hydrochloride (TEVA Magyarorszag)
ticlopidine hydrochloride (Tocris)
suramin hexasodium (Bayer Németorszag)

PSB-0739 Y. Baqi és K. Miiller altal szintetizalt (Baqi és Miiller, 2007,
2010; Baqi és mtsai, 2009)

forskolin, isoprenaline (Sigma-Aldrich)

A hatoéanyagokat steril fiziologias sooldatban, illetve steril desztillalt vizben oldottuk
fel, kivéve az MRS2395-t és clopidogrelt, amiket DMSO és PEG 3:1 aranyu elegyében,
illetve a forskolint DMSO ¢és etanol 1:7 aranyu elegyében oldottuk fel. Ezekben a
kisérletekben olddszeres kontroll csoportot is vizsgaltunk. Az oldatokat frissen, a

kisérlet napjan allitottuk eld.

4.3. Fajdalommodellek
4.3.1. Akut termalis fajdalom
Az akut termalis fajdalomkiiszobot emelkedé homérsékletii hot plate analgéziaméterrel

(IITC, Woodland Hills, CA, USA) mértiik az Almasi és munkatarsai altal leirt modszer
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szerint (Almasi és munkatarsai, 2003). A kisérleti allatokat egyenként 25°C
homérsékletii talapzata, plexi vizsgalokamraban helyeztik el, 10 perc akklimatizacio
utan a fém aljzat homérsékletét 6 ‘C/perc sebességgel folyamatosan emeltiik. A termalis
fajdalomkiiszob (PWT, paw withdrawal threshold) megjelenésének az elsé alkalommal,
barmely végtagon megfigyelhetd végtagnyalogatast vagy elrantast tekintettiik, ekkor a
kisérletet leallitottuk és az aljzat hdmérsékletét manualisan regisztraltuk. Valamennyi
allaton kondicionalé mérést kovetden két kontrollmérést végeztink 30 perces
id6kozonként, ezek atlagat tekintettiik kontroll értéknek. A kivalasztott hatoanyagokat a
kovetkezd teszt elétt 30 perccel ip. injektaltuk a kisérleti allatokba 100-200 pL
végtérfogatban. A termalis fajdalomkiiszob értéket, melyet C-ban fejeztink ki, az
azonos allatban mért kontroll értékhez viszonyitottuk. A kisérletek egy részében a
hatéanyagot (PSB0739) intrathecalisan (it.) adagoltuk, 15 perccel az analgézia mérést

megelézden.
4.3.2. CFA indukalt gyulladasos fajdalom

A kisérleti allatok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe komplett Freund
adjuvanst (CFA, Sigma) injektaltunk (50% oldat 100 uL/patkany, 30 pl/egér). Az
egerek CFA kezelését isofluranos enyhe boditasban végeztiik el. A kezelés eldtt és 48
oOra elteltével, illetve a kisérletek egy részében 96 oraval a CFA injekciot kovetéen
mechanikus végtagelrantasi kiiszobértéket mértiink von Frey modszerrel a kezelt és az
ellenoldali végtagokon. A mérést Ugo Basile Dynamic Plantar aesthesiometerrel
végeztilk (von Frey, Stoelting, Woods Dale, IL, USA). A kisérleti allatokat a
mérdrekeszbe helyeztiik és 15 perc akklimatizacidos id6 utan ndvekedd intenzitdsu
mechanikus stimulusokkal (0-50 g) ingereltiink a kezelt és az ellenoldali labon. Az
elrantasi kiiszobérteket (PWT) g-ban fejeztiik ki. A tovabbi vizsgalatokba az allodynias
kiiszobértéket (> 30%) eléré allatokat vontuk be. A mechanikus allodynia mellett a
gyulladt végtag térfogatnovekedését - 0démajat is megmértiik plethysmometer
segitségével (Ugo Basile plethysmometer, Stoelting, Wood Dale, IL, USA), melyet a
CFA el6tt mért térfogatérték szazalékaban fejeztiink ki. Kontrollként a kezeletlen
végtag mechanikus elrantasi kiiszobértékét és térfogatat is lemértiikk. A kivalasztott
antagonistakat a kovetkezd teszt eldtt 30 (ip.) illetve 15 (it.) perccel injektaltuk a
kisérleti allatokba
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4.3.3. Neuropatias fajdalommodell

A Kkisérleteket Seltzer és munkatarsai altal leirt modszer szerint végeztiik (Seltzer és
munkatarsai, 1990), 250-300 g him Wistar Patkanyokon, illetve 60 napos koru
egereken. A kisérleti allatokat ketamin 50 mg/kg + xylazin 50 mg/kg ip.
kombindaciojaval altattuk el. Az allat jobb oldali nervus ischiadicus torzs feltarasat
kovetéen a felsé harmadban az idegtorzs 1/2-1/3-t gondosan szeparaltuk. Ezt kovetéen
teljes lekotést végeztiink szilikonizalt selyemvarrattal (Ethicon 7.0), majd a sebet
bezartuk. A mitétet kdvetden az allatokat puha alommal ellatott ketrecekben helyeztiik
el és folyamatosan monitoroztuk a posztoperativ periodusban. Sziikség esetén a sebet
altatds mellett ismét bezartuk, illetve az allatokat szepardltan helyeztik el. A
beavatkozast megelzden, illetve az azt kovetd 7. napon mechanikus végtagelrantasi
kiiszobértéket mértiink von Frey modszerrel a mutott és az ellenoldali végtagokon, a
fent leirt modszer szerint. A tovabbi vizsgalatokba az allodynias kiiszobértéket (> 30%)
elérd allatokat vontuk be. A kivalasztott antagonistakat a kovetkezd teszt eldtt 30 (ip.)

illetve 15 (it.) perccel injektaltuk a kisérleti allatokba.
4.4. Mellékhatas vizsgalatok
4.4.1. Rotarod teszt

A kisérletekben 140-190g kozotti testtomegti, him Wistar patkdnyokat hasznaltunk. A
mozgaskoordinacidt az IITC (Woodland Hills, CA, USA) Rotarod késziilékkel mértiik,
melyen egyszerre 5 patkany vagy egér parhuzamosan vizsgalhatdé. Az apparatus 5
rekeszre elvalasztott 8-, illetve 4 cm atmér6jii  forgoradbol all, amely 25 cm-el az
alapzat felett van felszerelve. Az allatok mozgéaskoordinaciojat 300 sec periddusokban
teszteltiik, emelked6 sebességii forgoruddal (5 rpm - 25 rpm). A kisérletet megel6z6en 2
napon at tartd tréning periddusnak tettiik ki az éallatokat, melynek sordan mindkét nap,
naponta 3 alkalommal, egyenként 300 sec iddtartamban helyeztiik az allatokat a
forgorudra. Ezt kdvetden a tesztnapon, 30 perccel a kezelés elétt egy 300 secundumos
tesztperiodus soran felvettiik a leesési latencia alapértékét. Azokat az allatokat,

amelyeknél 60 sec alatti latenciat mértiink, kizartuk a vizsgalatbol. Ezt kovetden az
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allatokat fiziologias sooldattal, illetve a kivalasztott ligandokkal kezeltiik ip. (3 mg/kg
cangrelor/so), illetve it. (0.3 mg/kg PSB-0739/s06). Az ip. kezelést kovetéen 30 perccel,
illetve az it. kezelést kovetéen 15 perccel ismét lemértiik a latenciat egy ajabb 300

masodperces tesztperiodusban. A latencia idejét masodpercben fejeztiink ki.
4.4.2. EX vivo trombocita aggregacio mérése

Ezekben a kisérletekben 200-250 g sulyu him Wistar patkdnyokat hasznéltunk a KOKI
Orvosi Géntechnologiai Részlegének tenyészetébdl. Az allatokat ip./it. kezeltik a
hatéanyagokkal, illetve fizioldgias s6oldattal, majd 30, illetve 15 perccel a kezelést
kovetéen az allatokat ketamin 50 mg/kg + Xxylazin 50 mg/kg ip. kombinaciojaval
elaltattuk, és 3 ml vért vettiink a szivbol, 3,8%-o0s natrium-citrat tartalmi Vakutainer-
csovekbe. A mintdkat 150 g-n 8 percig centrifugaltuk, majd a thrombocytadus
feliiliszot (Platelet Rich Plasma, PRP) dvatosan eltavolitottuk. Ezt kovetéen a maradék
mintakat - thrombocytaszegény plazma (Platelet Poor Plasma, PPP) nyerésé¢hez -
ismételten centrifugaltuk (2500 g-n, 8 percig). A mérésekhez hasznalt kiivettakba 450-
(5 uM és 10 uM), kollagén (2 pg/ml), illetve ristocetin (10 pg/ml) hozzaadasaval
indukaltuk. Vizsgalatainkat a Born-féle turbidimetrias elven miik6dé (Born, 1977) Carat
TX-4 (Carat Diagnosztika Kft., Budapest) négycsatornds thrombocyta-aggregométerrel
végeztiik. Az individudlis kiillonbségek kikiiszobolésére a késziilék tarolja a
thrombocytadis €s thrombocytaszegény plazmak fényateresztd képességét (PRP: 0%,
PPP: 100%), majd az induktorokkal kivaltott aggregacio mértékét a PPP-PRP optikai
stirliség kiilonbségéhez viszonyitva szdmolja. A szuszpenzid fényateresztd képessége az
aggregacid mértékével parhuzamosan nd, ezt a miszerhez kapcsolt szamitogép
programja abrdzolja. Az igy nyert gorbébdl a maximalis aggregacio értékét vettiik
figyelembe, amelyet a maximalis fényateresztd képesség 100%-ban fejeztiink ki. A
mérés 10 perces idStartama alatt 37 °C-os inkubéciot és folyamatos magneses keverést
(1000 rpm) alkalmaztunk. A mintak vizsgalata validalt koriilmények kozott a vérvételt
kovetd 2 6ran beliil tortént a Semmelweis Egyetem Pentacore Laboratériumaban (1083

Budapest, Kordnyi Sandor u. 2./a).
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4.5. cAMP mérés

A transzfektalt sejtvonalakon torténd vizsgalatok kollaboracios partneriink (Prof. Ivar
von Kiigelgen, Department of Pharmacology and Toxicology, University of Bonn,
Germany) laboratériumaban torténtek. A  vizsgalatokban 132IN1 astrocytoma
sejtvonalakat (amelyek human P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y,, P2Y13,
P2Y14 receptort expresszalnak), illetve kinai horcsog ovarium (CHO Flip-In) sejteket
(Invitrogen, Karlsruhe, Germany) hasznaltak. A sejteket humidifikalt 5% CO2 /95%
levegd atmoszféraban, Glutamax I (35050-038, Invitrogen, Karlsruhe, Germany), L-
Glutamine (M11-004, PAA, Pasching, Austria) és 10% foetal bovine szérummal (FBS;
10108-165, Invitrogen, Karlsruhe, Germany, vagy A15-101, PAA, Pasching, Austria)
kiegészitett Dulbecco’s modified FEagle’s medium-ban (DMEM, 419660-029,
Invitrogen, Karlsruhe, Germany, 1321N1), illetve Ham’s F1, medium-ban (Invitrogen,
Karlsruhe, Germany, CHO) tenyésztettiik 36.5 °C-on. A sejteket hetente 1x osztottak és
hetente 2x passzaltdk 0j edényekbe (Sarstedt, Niirnberg, Germany). A szeparacidhoz
trypsin—-EDTA-t (trypsin 0.5 g/l, EDTA 0.54 mM; 25300-054, Invitrogen, Karlsruhe,
Germany, vagy L11-660, PAA, Pasching, Austria) hasznaltak. Az intracellularis cAMP
akkumuléciét korabban publikalt modszerek szerint mérték (Hoffmann és munkatarsai,
2009; Hoffmann és munkatarsai, 2008). A 1321N1 sejteket 24 lyuku plate-re vitték fel
¢és 48 6ra mulva, a médium eltavolitasat kovetéen 20 mM HEPES-t tartalmazé (Sigma,
Deisenhofen, Germany; pH 7.3) HBSS pufferben 2 6ran at inkubaltak 36.5C-on. A
sejteket ezt kovetéen 10 nM isoproterenollal illetve 10 uM forskolinnal stimulaltak,
36.5TC-on, 10 percig, a P2Y, receptor agonista 2-meSADP (0.01-100 nM) jelenlétében,
illetve hidnyaban. Az antagonistadkat 10 perccel az agonista adas el6tt adtak. 10 perccel
az agonista adast kovetden a reakciot a médium eltavolitasaval ¢€s lizalo oldat
hozzaadéasaval (500 pl; 90 °C; Na2EDTA 4 mM; Triton X100 0.1%o, Sigma,

Deisenhofen, Germany, pH 7.5) terminaltak.

A szupernatansban megjelend cAMP szintet ezt kovetden a kisérletek egy részében
cAMP binding protein, valamint [*H]-cAMP (GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK) hozzaadasat kovetden folyadék szcintillacids spektrometriaval

mérték, a nem kotott cAMP eltavolitasat kovetden.
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A CHO sejteken a cAMP valaszt Cre-fliggd luciferaz assay segitségével mérték: a
sejteket pCRE-luc vektorral (Stratagene, Amsterdam) ¢és Lipofectamine 2000
(Invitrogen) segitségével tranziensen transzfektaltak, majd 18 orat kovetéen 24 lyuka
plate-re iltették ki 6ket. A kisérletet a fent leirt modon folytattak, majd a reakciot 50
uL HBSS ¢és 50 pL Bright-GLO luciferaz assay (Promega) oldat hozzaadasaval
terminaltdk. A szupernatans luciferdz aktivitdsat luminométerrel mérték le (Bethold

Technologies, Bad Wildbad, Germany).

A cAMP szinteket regresszid analizis segitségével szamoltak ki, standard kalibracids
gorbe segitségével, €s az isoproterenol/forskolin jelenlétében, de 2-meSADP hianyaban
mért értek szazalékaban fejezték ki (%). A kapott adatokbol gatld agonista
koncentracio-hatasgorbéket vettek fel ¢és nem linearis regresszid analizissel
meghataroztak az egyes gorbékhez tartozo ICsg értékeket. Ezt kovetden, Arunlakshana
¢és Schild modszerével (Arunlakshana, Schild, 1997) hataroztak meg az antagonistak Kb
és pA2 értékét, a pKB = log(dose ratio — 1) — log[B], és a pA2 = -logKb 0sszefiiggések

felhasznalasaval.
4.6. Szubdiafragmatikus vagotomia (VGX)

A kisérletekben 200-250 g sulyt him Wistar patkanyokat hasznaltunk a KOKI Orvosi
Géntechnologiai Részlegének tenyészetébdl. A vagotdmiat Andrews €s munkatarsai
altal leirt modszer szerint végeztik el (Andrews és munkatarsai, 1985). Ketamin-
xylazinos altatast kovetden (Ketamin 50 mg/kg, Xylazin 50 mg/kg) 3-4 cm ventrélis
abdomindlis kdzépvonali vagast ejtettiink az allaton. A majat dvatosan jobb oldal felé
huztuk, hogy elkeriiljiik a szerv sériilését, majd megkerestiilk a gyomorszajat, mint
kiindulasi pontot. Ezt kdvetden a nyeldcsovet és a gyomrot ovatosan kaudalis iranyba
huztuk. Miitéti mikroszkop segitségével megkerestik a bolygodideget (n. vagus). A
bolygoideg koriilbeliil 1.5 cm-es darabjait eltavolitottuk anterioralisan és posterioralisan
egyarant. Ezt kovetden a sebet bezartuk, az allatoknak szubkutan 10 mL fiziologias
sooldatot adtunk és egyenként helyeztiik el 6ket ketrecekben, melyeket puha aljzattal
lattunk el. A beavatkozast kovetden az allatokat naponta feliigyeltiik, és ha sziikséges
volt, a sebeik gyogyulasat segitettiik tisztitassal, Gjravarrassal. Felépiilésiiket kovetden a
patkanyokat ismét csoportosan tartottuk a kisérletek kezdetéig. Kontrollként aloperalt

allatokat hasznaltunk, melyeknél altatast kovetden az iildideg feltarasat elvégeztik, de
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az ideget nem tavolitottuk el. A végtagelrantasi kiiszobértékeket megmértiik kozvetlentil
a mitét elott és egy héttel a beavatkozas utdn (miitét hatdsat mértiikk meg az allatokon), a
posztoperativ PWT mérést kovetden intraplantaris CFA kezelést kaptak az allatok, majd
két nap mulva megmértik a CFA altal kialakult hiperalgéziat, illetve az egyes

antagonistak hatasait.
4.7. Molekularis biolégiai vizsgalatok
4.7.1. Kvantitativ Real-Time PCR P2Y 2R mRNS expressziojanak vizsgalatara

A Kkisérletekben 200-250 gramm kozotti him Wistar patkanyokat hasznaltunk a KOKI
OGR tenyészetébol. A patkanyok jobb hatsd végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t
injektaltunk (100 uL 50% oldat, Sigma, Complete freund’s adjuvant). 48h elteltével a
kisérleti allatokat felaldoztuk, majd szarazjégen RNS izol4ciora mintat vettiink az
0démas talpbol ¢és a gerincveld lumbalis (L4-L5) szakaszabol. Kontrollként
intraplantaris sokezelt allatok talp- illetve gerincveld mintdit hasznaltuk. A P2Yj;
receptort kodold gén expresszidjanak mennyiségi valtozasat Real-Time PCR
technikaval vizsgaltuk. A mintakat Trizolban homogenizaltuk ¢és lizaltuk, majd teljes
RNS-t izolaltunk RNeasy Lipid Tissue Mini Kit (Quiagen) segitségével a gyartd
utasitasanak megfeleléen. Az igy kinyert RNS-en reverz transzkripcidt végeztiink
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas, Vilnius, Lithuania)
felhasznalasaval korabban leirt modszeriink szerint (Papp és munkatarsai, 2004): 2 ug
teljes RNS-t és 1 pL RevertAid H Minus M-MuLV reverz transzkriptazt 5 pL
reakcioeleggyé kevertiink, melyhez 5x reakcio puffert, 1 uL random hexamer primert
(10 pmol/uL), 1 uL of RiboLock™ RNase Inhibitort (20 u/uL), és 2 uL 10 mM dNTP
mixet adtunk, 20 uL végtérfogatig, 0.1% diethylpyrocarbonate-kezelt desztillalt vizzel.
A reverz transzkripciot 70 C-on 5 percig végeztiik, majd 25 °C—on 5 percig inkubaltuk a
mintat, ezt kovetden 10 percig 25 °C-on, majd 60 percig 42 °C —on folytattuk az
inkubaciot, végiil a mintakat —20 °C-on taroltuk. A génexpresszid szintjét a cDNS
mintakban kvantitativ Real-Time PCR (Rotor-Gene 3000; Corbett Research, Sydney,
Australia) segitségével hataroztuk meg. A Real-Time PCR reakciohoz LightCycler
DNA Master SYBR Green | Kit (Roche, Indianapolis, IN, USA) felhasznalasaval
standard protokollt hasznaltunk. A PCR kondiciokat a primerekhez, a templathoz és
MgCl;-hoz optimalizaltuk. Az amplifikaciohoz a kovetkez6 protokollt hasznaltuk:
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-kezdeti denaturacio: 95 °C, 5 perc,

- hot start: 80 °C,

-40 ciklus: 94 °C, 1 perc; 59 °C, 1 perc; 72 °C, 1 perc;

-végso extenzid 72 °C, 5 perc.

A P2Y 1, receptor primer szekvenciai a kovetkezok voltak:
CAGGTTCTCTTCCCATTGCT (forward primer)
CAGCAATGATGATGAAAACC (reverz primer)
5'-GTAACC CGTTGAACCCCATT (18S forward primer)
3’-CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG (18S reverz primer)

Az adatfeldolgozas soran, hogy megbizonyosodjunk a reakcid specificitasar6l és pontos
kvantifikéaciojardl, minden reakciot kovetden olvadasgorbe analizist végeztiink, mellyel
kizarhatoak a primer—dimer mitermékek és kontaminaciok. A Ct értékeket a Rotor
Gene 5 software (Corbett Research, Sydney, Australia) segitségével szamoltuk ki. A
target gének expresszidés szintjét a referencia gén (18S rRNS) expresszidjara
normalizaltuk. A target gén és a referencia gén expressziojat mindig azonos kisérletben
vizsgaltuk. A target gének kifejezddésének Osszevetését a kiillonbozo kisérletek kozt a
Pfaffl modell segitségével végeztiik (Pfaffl, 2001). Az eredményeket normalizalt

expresszio £ SEM formaban adtuk meg.
4.7.2. Interleukin 1-béta expresszio mérése ELISA modszerrel

A kisérleteket 200-300 g sulyt him Wistar patkanyokon, illetve 25-30 g sulytl him
egereken végeztiik el random kivalasztott 3-4 elemszamu csoportokban. A kisérleti
allatok jobb hats6 végtagjanak plantaris feliiletébe komplett Freund adjuvéanst (CFA,
Sigma) injektaltunk (100 pL 50% oldat) és 48, illetve 96 ora elteltével az allatokat
ledlését kovetden szarazjégen mintat vettiink a gyulladt talpbdl és a gerincveld lumbalis
(L4-L5) szakaszabol. Kontrollként intraplantarisan sokezelt allatok talp- €és gerincveld
mintait hasznaltuk. A kisérletek egy részében szisztémas 6-hidroxi dopaminnal
szimpatikus denervald kezelést alkalmaztunk (kétnaponta: 40 mg/kg-60 mg/kg-60
mg/kg 6-OHDA, 0.1 % aszkorbinsav tartalmu fiziologias sooldatban), Lorton és
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munkatarsai altal kozolt metodika szerint (Lorton ¢és munkatarsai, 1999). A
szovetmintakat 500 uL 10 mM Tris-HCI pufferben homogenizaltuk, amely 1 mM
EGTA-t, 1 mM EDTA-t, 0.2mM PMSF-t és 4M ureat tartalmazott 0.1 g szovetenként.
A kiindul6 szévetmennyiség kb. 80 mg volt. A mintakat 4°C—on, 20 percig, 15.000 g-n
centrifugaltuk, majd a feliilaszot 500 uL 10 mM Tris-HCI pufferben gyiijtottik 6ssze,
amely 1% BSA-t és 0.2%Tween 20-t tartalmazott. Az IL-1p produkciot az egér és
patkany IL-1B-ra specifikus, DuoSet IL-1B (R&D System, Minneapolis, MN, USA)
ELISA Kkittel hataroztuk meg, a gyart6 utasitasdnak megfeleléen, mely a pro-

IL-1B 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 triplikditumban végeztik. A CFA és
egyeb kezelések hatasat az IL-1p produkciora pg/ml-ben fejeztiik ki.

4.7.3. Multiplex citokin mérés Luminex platform segitségével

A kisérleteket 200-250 g sulya him patkdnyokon végeztik n=5 elemszamu
csoportokban. A kisérleti allatok jobb hatsé végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t
(Complete freund’s adjuvant, Sigma, 100 uL 50% oldat), illetve fiziologias s6oldatot
injektaltunk. A kisérleti allatokat a CFA injekcio utan 48, illetve 96 oraval a kivalasztott
ligandokkal kezeltik. A mechanikus hiperalgézia ¢és a gyulladt végtag
térfogatnovekedésének meghatarozasat kovetden az allatokat antagonistaval kezeltiik:
cangrelort (30 mg/kg) 30 perccel ip. injektaltuk, mig a PSB0739-t (0.3 mg/kg it.) 15
perccel az ismételt méréseket megel6zéen adtuk a kisérleti allatokba, majd a mérések
utdn dekapitaltuk az allatokat. A gyulladt periférids szovetet, illetve a gerincveld
lumbaélis (L4-L6) szegmenseit szarazjégen kipreparaltuk és -70 °C-on tartottuk a
tovabbi feldolgozasig. A vizsgalt gyulladasos citokinek (interleukin-1f (IL-1B),
interleukin-6 (IL-6), TNF-a és az anti-inflammatorikus citokin interleukin-10 (IL-10)
szintjét a szovetmintdkban az R&D Systems mikrogyongy-alapu Fluorokine®
MultiAnalyte Profiling kitjeinek felhasznalasaval Luminex-xMAP multiplex platformon
hataroztuk meg. A szovetmintakat 500 uL 10 mM Tris-HCI pufferben homogenizaltuk,
amely 1 mM EGTA-t, 1 mM EDTA-t, 0.2mM PMSF-t és 4M ureat tartalmazott 0.1 g
szovetenként. A kiinduld szovetmennyiség koriil-beliil 80 mg volt. A mintakat 4°C—on,

20 percig, 15.000 g-n centrifugaltuk, majd a feliiluszot 500 uL 10 mM Tris-HCI
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pufferben gytjtottiik Ossze, amely 1% BSA-t és 0.2% Tween 20-t tartalmazott. A
méréseket 96 lyuku filter microplate-en végeztiik. A citokin mérések protokollja szerint
a panelspecifikus alapkit Rat Fluorokin MAP Base Kit, Panel A mellett, (amely
tartalmaz minden nem analitikum-specifikus reagenst) analitikum specifikus
mikrogyongy szett (coated microbead+biotinylated 2nd step antibody) felhasznéalaséaval
tortént a citokinek mennyiségi meghatarozasa. A citokin assay-ek esetében duplikalva
felmért BLANK, Stl.....St7 mérési helyek mellett 80 szabad mintahelyen, 40 mintat
mértiink duplikdlva. A 4-plexes mérés keretében egy mintaban egyszerre hataroztuk
meg a négyféle citokint. A citokinek gyartasi szamai és a gyarto altal garantalt detekcios
limitjei a kovetkezok voltak: IL-1p: LUR501, 16.6 pg/ml, IL-6: LURS506, 71.3 pg/ml,
IL-10: LUR522, 11.6 pg/ml, TNF-a: LUR510, 19.5 pg/ml. A mérések kivitelezése a SE
Fluoreszcens Technikdk Ko6zos Hasznalati Laboratoriuméaban (Semmelweis Egyetem,
Elméleti Orvostudomanyi Kozpont, Klinikai Kisérleti Kutato- és Human Elettani
Intézet, 1094 Budapest, Tiizolto utca 37-47) tortént, a Biomedica Hungaria Kft. altal
betanitott szakember kozremiikodésével. A CFA és egyéb kezelések hatdsat a citokin

produkcidra abszolut értékben (pg/ml) fejeztiik ki.
4.7.4. Citokin mérés FACS segitségével

Az éllatok terminalasat kovetden a jobb hatsd végtag talpparndjabol kimetszettiink. A
mintdkat -80°C-on taroltuk a feldolgozasig. A protein-assayhez és citokin-méréshez a
homogenizalt és centrifugalt mintak feliiliszojat hasznaltuk (Chapman és munkatarsai,
2009; Denes ¢s munkatarsai, 2010). A IL-1f proinflammatérikus citokin
koncentraciojat BD Cytometric Bead Array (CBA) Flex Sets (BD Biosciences)
segitségével mértiik meg. Az aramlasos citometrias méréseket egy BD FACS Verse
késziiléken (BD Bioscience) végeztiik el és a kapott adatokat az FCAP Array v5
software (Soft Flow, USA) segitségével elemeztilk. 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 meértiik egy Perkin Elmer Victor 3V

1420 Multilabel Counter (Perkin Elmer, USA) késziilék segitségével.
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4.8. HPLC analizis

A kisérleteket 200-250 g sulya him wistar patkanyokon végeztiik n=5 elemszamu
csoportokban. A kisérleti allatok jobb hats6 végtagjanak plantaris feliiletébe CFA-t
(Complete freund’s adjuvant, Sigma, 100 uL 50% oldat), injektaltunk. Az injektalast
megel6zden szisztémas 6-OHDA illetve fizioldgias sdoldat intraperitonedlis injektalasat
végeztiik el (kétnaponta: 40 mg/kg-60 mg/kg-60 mg/kg 6-OHDA 0.1 % aszkorbinsav
tartalmu fiziologias soéoldatban) Lorton és munkatarsai altal kozolt metodika szerint
(Lorton és munkatarsai, 1999). A HPLC analizis soran a gyulladt periférias szovet
monoamin és monoamin metabolitjainak tartalmat hataroztuk meg az alabbi modszer
szerint: az allatok feldldozasat kovetéen a gyulladt talpmintat szonikaval
homogenizaltuk 300 pL jéghideg 0,1 M perklorsavval, mely 10 mM teofillint
tartalmazott. 10 perc 4 °C-on és 3150 g-n torténd centrifugalast kovetéen 2 M KOH-ot
adtunk a mintdhoz és ismét centrifugaltuk az imént megadott paraméterekkel. A
folyadékkromatografias rendszert a 715 operation software segitségével kezeltiik
(Gilson Medical Electronics inc., Middletown, and WI USA). A rendszer
folyadékpumpakbol, automata  oszlopcseréldé  programozhaté injektorbol  és
autoinjektorbol (SIL-10AD, Shimadzu) allt. Az eluenst BAS 400 tipust elektrokémiai
detektorhoz kapcsoltuk (szén elektrod vs. Ag/AgCl referencia elektréd) az oxidacios
potencialt 0.75 V Eltron potenciosztattal tartottuk fenn. A mintak dusitasa Supelcosil
LC-C18 (100 x 4.6 mm) oszlopon tortént RP pufferben (0.15 mM ammoniumformat
puffer, 0.25 mM EDTA, pH=3.2). A szeparaciohoz Supelcosil LC-C18 DB (150 x 4.6
mm) oszlopot hasznaltunk RP pufferrel 0.6 ml/perc aramlasi sebességgel. Az
analizishez IP puffert hasznaltunk (0.15 mM ammoéniumformat, 0.25 mM EDTA, 0.45
mM oktan kénessav natrium sdja, 6% V/V acetonitril, pH=3.2) és 0.98 mL/perc
aramlasi sebességet alkalmaztunk. A koncentracidokat kétponti kalibracios gorbe
segitségével sajat standard metodika szerint szdmoltuk, az adatokat pmol/mg protein

értékben fejeztiik ki.
4.9. Statisztikai modszerek

A tanulmanyban szerepld Osszes adatot a csoport atlagatszorasként tiintettiik fel
(S.E.M., Standard Error of Mean) n szamu megfigyelés soran, ahol n az allatok illetve a

megfigyelések (platek welljeinek) szamat jelenti. A statisztikai elemzéskor a kezelések
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Osszehasonlitasahoz egyszempontl variancia analizist (ANOVA) hasznaltunk in vivo és
in vitro kisérleteink soran. A csoportok Osszehasonlitdsahoz post hoc teszteket
alkalmaztunk (Tukey illetve Neuman-Keuls teszt). Igy vetettiik 6ssze a poszt CFA
kezelés végtagelrantasi kiiszObértékeit az antagonistak és kontroll soéoldat, illetve
vivOanyagok dozisainak hatasaival. Ezzel azonos moddszert alkalmaztunk a neuropatids
fajdalommodell esetén (pre, ¢és posztoperativ illetve antagonista csoportok
Osszehasonlitasa) és a multiplex citokin mérés soran is. A hot plate teszt soran a pre-,
illetve poszt értékeket parositott t-probaval hasonlitottuk 6ssze. A P2Yi, génkiiitott
egereken végzett mechanikus hiperalgézia tesztek sordn tobbszempontos, ismételt
méréses variancia analizist végeztiink (repeated measures multivariate ANOVA), ahol
Osszehasonlitottuk a génkilités hatisat (génkiiitott vs. vad tipus), a kezelést (pre vs.
post), valamint kontrollként az ellenoldali hatast (ipsilateral vs. contralateral). Az IL-1f3
Elisa mérés soran kétszemponti ANOVA-t hasznaltunk post-hoc teszttel (Fischer LSD

post hoc teszt).

A Minimalis hatékony dozis (Minimal Effective Dose, MED) az a legkisebb doézis,
amely képes volt szignifikans valtozast okozni a posztoperativ PWT értéken, illetve a
hémérsékleti kiiszobértéken. A maximalis hatasnak (Emax) az altalunk vizsgalt dozis

tartomanyban tapasztalt legnagyobb értéket tekintjiilk grammban vagy °C-ban kifejezve.
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5. Eredmények

5.1. P2Yi, receptor antagonistik antinociceptiv hatasai a Kiilonb6z6

fajdalommodellekben
5.1.1. Hot plate teszt

A hot plate teszt esetében a nocifenziv alapértéket meghatarozo két kontrollmérés (30
perces kiilonbséggel) atlagai 46.60 + 0.12 °C illetve 46.84 + 0.09 °C voltak (n=178). A
referenciavegyiiletként hasznalt, 10 mg/kg dézist, intraperitoneédlisan adagolt morfin
erds kiiszobérték emelkedést okozott az allatokban, ez 50.16 + 1.23 °C volt (n=8, p
<0.05), amely szignifikans volt az ip. sokezelt csoportban mért 46.83 + 0.53 °C értékhez
viszonyitva (n=8). Ezek az adatok az irodalmi adatokkal és csoportunk kordbban kozolt

adataival megegyez6ek (Almasi és munkatarsai, 2003; Ando és munkatarsai, 2010).

Ezekben a tesztekben az A4ltalunk vizsgalt hat antagonista koziil négynek volt
szignifikdns hatdsa a nocifenziv kiiszobértékre. Az MRS2395 dozisfiiggd
fajdalomesillapitd hatast mutatott az altalunk vizsgalt 0.03-1 mg/kg dozis tartomanyban.
Az altalunk vizsgalt legmagasabb dozis, az 1 mg/kg 2.06+0.40 °C, szignifikans
fajdalomkiiszob emelkedést okozott (2. abra). A klinikumban is hasznalt prodrog
clopidogrel és ticlopidine is szignifikans hatasu volt. Clopidogrel esetén 0.3-10 mg/kg
(ip.) dozistartomanyban 1 mg/kg-nal volt szignifikans hatasa eldszor és a maximalis
hatast 3 mg/kg-nal érte el, ami 1.34+0.39 °C, (n=6, p <0.05) (3. abra). A ticlopidine
legkisebb hatékony dozisa 10 mg/kg volt, a legnagyobb hatast pedig 100 mg/kg-nal
mértiik, ami 2.69+0.58 °C kiiszobhdmérséklet valtozas volt (A PWT), mely a morfin
hatasat megkdzelitd, ahhoz viszonyitva 78%-nak bizonyult. A ticlopidinet 3-100 mg/kg
dozistartomanyban vizsgaltuk (4. abra). A PSB-0739-t kétféle adagolassal
(intraperitonealis és intrathecalis) is megvizsgaltuk (5 abra). Intraperitonealis
adagolassal nem tapasztaltunk hatast a vizsgalt tartomanyban (0.003-0.3 mg/kg),
intrathecalis adagolaskor azonban dozistol fiiggetlen, szignifikans hatast tapasztaltunk
az altalunk vizsgalt 0.01-0.3 mg/kg-os dozis esetén. A PSB-0739 legnagyobb hatasa a
legalacsonyabb dézisban volt 1.84 + 0.52 °C (n=6, p <0.05), igy a mED és Emax

értekek ebben az esetben megegyeznek.
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A potens P2Yy13 receptorantagonista cangrelort a 0.1-1 mg/kg dozistartomanyban
vizsgaltuk, intraperitonedlis adagolassal. A vizsgalt tartomanyban a vegyiiletnek nem

volt szignifikans hatasa (6. abra).

A reactive blue 2 is hatastalannak bizonyult a tesztelt 0.3-60 mg/kg tartomanyban,
annak ellenére, vagy éppen azért, mert szamos P2Y receptort képes blokkolni (7. abra).
A hot plate teszt eredményeit 6sszegezve elmondhatd, hogy négy antagonistanak volt
hatdsa a termalis nocifenziv kiiszobértékre, a hatdserdsség alapjan az alabbi sorrendet

allithatjuk fel:

PSB-0739 (it.)> MRS2395> clopidogrel> ticlopidine

MRS2395
3_ **
2_ ** T
-

A végtagelrantasi
kiiszobérték( °C)
=

o
1

-

0.03 0.10 0.30 1.00

mg*kg'1

2. abra Az MRS2395 dézisfiiggé hatasa a nocifenziv kiiszobhomérsékletre (PWT) a
hot plate tesztben. A Kkisérleti allatokon 2 kontroll mérést végeztiink, majd ezt
kovetoen MRS2395-t ip. injektaltunk a feltiintetett dozisokban. 30 perccel a
MRS2395 beadasa utan tesztmérést végeztiink. A PWT érték valtozasat °C-ban
fejeztiik ki. Az MRS2395 a magasabb koncentraciokban szignifikansan emelte a
nocifenziv kiiszobértéket az anyagadas elott mért kontroll értékhez viszonyitva

(n=6, **p <0.01).
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3. abra A (+) clopidogrel dozisfiiggé hatisa a nocifenziv kiiszobhémérsékletre
(PWT) a hot plate tesztben. A Kkisérleti allatokon 2 kontroll mérést végeztiink,
majd ezt kovetéen (+) clopidogrelt ip. injektaltunk a feltiintetett dézisokban. 30
perccel a (+) clopidogrel beadisa utan tesztmérést végeztiink. A PWT érték
valtozasat °C-ban fejeztiik ki. A (+) clopidogrel a magasabb koncentraciokban
szignifikansan emelte a nocifenziv kiiszobértéket az adagolas elott mért kontroll

értékhez viszonyitva (n=6, *p <0.05).
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4. abra A ticlopidine dozisfiiggé hatasa a nocifenziv kiiszobhémérsékletre (PWT) a
hot plate tesztben. A kisérleti allatokon 2 kontroll mérést végeztiink, majd ezt
kovetoen ticlopidinet ip. injektaltunk a feltiintetett dozisokban. 30 perccel a
ticlopidine beadasa utan tesztmérést végeztiink. A PWT érték valtozasat °C-ban
fejeztiik ki. A ticlopidine a magasabb koncentraciokban szignifikansan emelte a
nocifenziv kiiszobértéket az anyagadas elott mért kontroll értékhez viszonyitva

(n=6, *p <0.05).
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5. abra A PSB-0739 hatasa intraperitonealis (ip.) és intrathecalis (it.) adagolassal a
nocifenziv kiiszobhomérsékletre (PWT) a hot plate tesztben. A kisérleti allatokon
2 kontroll mérést végeztiink, majd ezt kovetéen a PSB-0739-t injektaltunk a
feltiintetett dozisokban. 30 (A), illetve 15 (B) perccel a PSB-0739 beadasa utan
tesztmérést végeztiink. A PWT érték valtozasat °C-ban fejeztiik ki. A PSB-0739 it.
adagolassal szignifikansan emelte a nocifenziv kiiszobértéket az anyagadas elott

mért kontroll értékhez viszonyitva (n=6/csoport, *p <0.05, **p <0.01).
P p
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6. abra A cangrelor hatasa a nocifenziv kiiszobhémérsékletre (PWT) a hot plate
tesztben. A Kkisérleti allatokon 2 kontroll mérést végeztiink, majd ezt kovetéen
cangrelort ip. injektaltunk a feltiintetett dézisokban. 30 perccel a cangrelor
beadasa utan tesztmérést végeztiink. A PWT érték valtozasat °C-ban fejeztiik ki.
A cangrelor nem befolyasolta szignifikansan a nocifenziv kiiszobértéket az

anyagadas elott mért kontroll értékhez viszonyitva (n=6/csoport).
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7. abra A reactive blue 2 hatasa a nocifenziv kiiszobhémérsékletre (PWT) a hot
plate tesztben. A Kisérleti allatokon 2 kontroll mérést végeztiink, majd ezt
kovetéen reactive blue 2 -t ip. injektaltunk a feltiintetett dézisokban. 30 perccel a
reactive blue 2 beadasa utan tesztmérést végeztiink. A PWT érték valtozasat °C-
ban fejeztiik ki. A reactive blue 2 nem befolyasolta szignifikansan a nocifenziv

kiiszobértéket az anyagadas elott mért kontroll értékhez viszonyitva (n=6/csoport).

5.1.2. CFA indukalt gyulladasos fajdalom

A végtagelrantasi kiiszobérték (PWT) alapértéke patkanyok esetén 40.66+0.38 g volt
(n=185). A PWT 0.1 ml 50%-os intraplantaris CFA injekciot kovetéen 20.12+0.33 g-ra
valtozott (48 oraval a CFA kezelést kdvetden), mely statisztikailag is jelentdés 49%-0s
csokkenés (p <0.001). A végtagelrantasi kiiszobértéket hasonlithatjuk az ellenoldali,
kezeletlen végtagon mért értékhez (38.80 +0.43 g), amely szintén szignifikdnsan
kiilonbozott a CFA kezelt oldali végtagon mért értéktol. A CFA kezelésnek lathato

nyoma a kialakulé 6déma volt, amelynek mértéke az eredeti végtag 147%-a (2.6 +
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0.01ml, n=185). Ez az érték is szignifikans volt a pre értékhez (1.76+ 0.01 ml, n=185)
illetve az ellenoldali végtag térfogatdhoz (1.77 £0.009 ml) viszonyitva egyarant (p

<0.001 minden esetben).

Az MRS2395 dozisfiiggd fajdalomesillapitd hatassal birt az altalunk tesztelt 0.03 -1
mg/kg dozistartomanyban. Az Emax és MED értéket 1 mg/kg-nal mértiik ki (8. abra,
27.82+2.63 g, n=6, p <0.05). A clopidogrelt 1-30 mg/kg tartomanyban teszteltiik (9.
abra). A 10 legkisebb hatékony dozis hatasanak mértéke hasonl6 volt az MRS2395-hoz
(PWT=28.4£1.4 g, n=6, p <0.01). Ebben az esetben is dozisfiiggd fajdalomcsillapitd
hatést detektaltunk, mely 30 mg/kg-nal érte el maximalis hatasat (PWT= 29.32 + 1.53g,
n=6, p <0.01). A ticlopidine-t a tobbi hatéanyaghoz képest ismét magasabb
dozistartomanyban (3-100 mg/kg) vizsgaltuk meg. A ticlopidine 3 mg/kg-ban
szignifikans fajdalomcsillapitd hatast fejtett ki a gyulladdsos fajdalomban és a hatas
mértéke (PWT=24.58+2.19 g, n=6, p <0.01) csaknem megegyezett a clopidogrel
hatasaval (10. abra). 100 mg/kg-ban ennél is nagyobb mértékii hatast tapasztaltunk
(32.33+£3.97 g, n=6, p <0.01). A PSB-0739 hatasat 0.01-3 mg/kg dozistartomanyban
kétféle adagolasi moddal, intraperitonedlisan ¢és intrathecalisan vizsgaltuk meg.
Intraperitonealis adagolaskor nem tapasztaltunk fajdalomcsillapito hatast (11. abra A).
Centralis adagolaskor azonban szignifikans ¢és dozisfiiggd antiallodynids hatést
tapasztaltunk (mED: 0.1 mg/kg, PWT=25.00 + 1.10 g, n=6, p <0.01, Emax:0.3 mg/kg,
PWT= 29.25 + 2.53, n=6, p <0.001) (11. abra B). A cangrelor szignifikdns és
dozisfiiggd fajdalomesillapitd hatast mutatott. A cangrelor P2Y;, receptorokon vald
potens gatld hatasaval 6sszhangban a legkisebb hatékony dozis 0.1 mg/kg volt (PWT=
29.25 + 1.09, n=6, p <0.001) a legnagyobb hatast 1 mg/kg doézis esetén mértiik (32.63 +
2.19, n=6, p <0.001, 12. abra). A reactive blue 2 is szignifikans fajdalomesillapitd
hatast fejtett ki: a mED ¢€s a maximalis hatas dézisa 0.6 mg/kg (26.68 + 0.82 g, n=6, p
<0.01) volt, 1 mg/kg feletti dozisban (3 mg/kg) azonban eltlint a szer hatasa (13. abra).
A CFA altal indukalt gyulladdsos modell eredményeinek Osszefoglaldsaként a
minimalis hatékony dézis alapjan az altalunk vizsgalt antagonistakat az alabbi rangsorba

allithatjuk:

PSB-0739 it.= cangrelor> reactive blue 2> MRS2395> ticlopidine> clopidogrel
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A szubakut mechanikus allodynidra mért hatds a fijdalomcsillapitdo hatds, mig a
gyulladt végtag térfogatat befolydsold hatas a gyulladascsokkentd hatds egy lehetséges
indikatora. Az altalunk vizsgalt antagonistak mindegyike szignifikans fajdalomcsillapitd
hatassal birt, de gyulladascsokkentd, tehat a gyulladt végtag térfogatat csokkentd hatasa
csak a ticlopidinnek volt (15. B abra). Ez esetben dozisfiiggd anti-inflammatorikus
hatast tapasztaltunk. Eredményeink alapjan ugy tiinik, hogy a P2Yi, receptor altal

kozvetitett fajdalomcsillapito hatés fiiggetlen a gyulladasos oedemat csokkentd hatastol.

MRS2395
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8. abra Az MRS2395 dozisfiiggé hatisa a mechanikus allodyniara intraplantaris
CFA Kkezelést kovetéen. A méréseket a kezelés elott (pre), illetve a kezelést koveto
48. oraban végeztiikk 30 perccel az abszcisszan jelolt MRS2395 dézis, illetve a
vivéanyag (VEH) ip. injekcidjat kovetden. **p <0.01, szignifikans eltérés a CFA
kezelés elotti értékhez viszonyitva. #p <0.05, szignifikans eltérés a CFA kezelés

utani értékhez viszonyitva. N=6.
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9. abra A () clopidogrel dozisfiiggd hatasa a mechanikus allodyniara
intraplantaris CFA Kkezelést koveten. A méréseket a kezelés elott (pre), illetve a
kezelést kovet6 48. oraban végeztiik 30 perccel az abszcisszan jelolt (+) clopidogrel
dozis, illetve a vivoanyag (VEH) ip. injekciojat kovetéen. **p <0.01, szignifikans
eltérés a CFA kezelés elotti értékhez viszonyitva. ## p <0.01, szignifikans eltérés a

CFA kezelés utani értékhez viszonyitva. N=6.
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10. abra A ticlopidine dézisfiiggé hatdsa a mechanikus allodyniiara (A) és az
odémara (B), intraplantaris CFA kezelést kovetéen. A méréseket a kezelés elott
(pre), illetve a CFA Kkezelést koveto 48. oraban végeztiik 30 perccel az abszcisszan
jelolt ticlopidine ddzis, illetve a vivéanyag (fiziologias sooldat, SAL) ip. injekcidjat
kovetoen.*p <0.05, **p <0.01, szignifikans eltérés a CFA kezelés elotti értékhez
viszonyitva. #p <0.05, ## p <0.01, ### p <0.001, szignifikans eltérés a CFA kezelés

utani értékhez viszonyitva. N=6.
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11. abra A PSB-0739 intraperitonealis (A) és intrathecalis (B) adagolasanak hatasa
a mechanikus allodyniara intraplantaris CFA kezelést kovetden. A méréseket a
kezelés elott (pre), illetve a CFA kezelést koveto 48. oraban végeztiik 30 perccel az
abszcisszan jelolt PSB-0739 dozis, illetve fiziologias sooldat (SAL) ip. injekciojat

kovetoen. **p <0.01, szignifikans eltérés a CFA kezelés elotti értékhez viszonyitva.
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12. abra A cangrelor dozisfiiggé hatiasa a mechanikus allodynidra intraplantaris
CFA Kkezelést kovetoen. A méréseket a kezelés elott (pre), illetve a CFA kezelést
kovet6 48. oraban végeztiik 30 perccel az abszcisszan jelolt cangrelor dozis, illetve
fiziologias sdoldat (SAL) ip. injekciojat kovetden. **p <0.01, szignifikans eltérés a
CFA Kkezelés elotti értékhez viszonyitva. #p <0.05, ## p <0.01, szignifikans eltérés a

CFA Kezelés utani értékhez viszonyitva. N=5-6/csoport.
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13. abra A reactive blue 2 hatasa a mechanikus allodyniara intraplantaris CFA
kezelést kovetéen. A méréseket a kezelés elott (pre), illetve a CFA kezelést koveto
48. oraban végeztiik 30 perccel az abszcisszan jelolt reactive blue 2 doézis, illetve
fiziologias sdoldat (SAL) ip. injekciojat kovetden. **p <0.01, szignifikans eltérés a
CFA Kkezelés elotti értékhez viszonyitva. #p <0.05, ## p <0.01, szignifikans eltérés a

CFA kezelés utani értékhez viszonyitva. N=6/csoport.

5.1.3. Neuropatias fajdalommodell

A P2Yi, receptor antagonistak neuropatids fajdalomra gyakorolt hatasat a Seltzer
modellben vizsgaltuk, amelyben az ildideg részleges lekdtésével idézzik el6 a

szenzoros neuropatiat. A végtagelrantasi kiiszobérték 41.20 = 0.37 g volt (n = 151) a

44



DOI:10.14753/SE.2018.2103

beavatkozast megeldzéen. A kiiszobérték egy héttel a miitét utan, mintegy 55%-kal
csokkent 18.48 + 0.28 g értékre (n=151), mely statisztikailag szignifikans volt (p
<0.001). Kontrollként megmértiik az ellenoldali végtagon az elrantasi kiiszobértéket,
mely a pre értékhez hasonlonak bizonyult (41.72 = 034 g, n = 151). Az altalunk vizsgalt
antagonistak hatasait a beavatkozast kovetd egy hét elteltével mértiikk meg, 30 illetve 15

perccel ip., illetve it. adagolast kovetden.

Neuropatias  fajdalomban az  MRS2395-nek  dozisfiiggd és  szignifikans
fajdalomcsillapitd hatasa volt (14. dbra), mely csoportunk korabban kozolt mérési
eredményeivel, illetve a szakirodalomban fellelheté adatokkal is egybevag (Ando és
munkatarsai, 2010; Kobayashi és munkatarsai, 2006). A mED értékét 0.3 mg/kg dozis
esetén (22.12 £0.76 g, n=6, p <0.01) és a maximalis hatast 1 mg/kg-nal mértiik (23.3 +
14 g, n=6, p <0.001). A clopidogrel (1-60 mg/kg) ugyancsak szignifikans
antiallodynias hatast idézett elé a Seltzer modellben (15. abra). A mED érték ez esetben
3 mg/kg volt (24.01 + 1.52, n=6, p <0.01), a maximalis hatast 30 mg/kg-ban értiik el
(28.10 + 1.33 g, n=6, p <0.001). A maximalis hatas a preoperativ érték kb. 70% -a volt.
A ticlopidine szintén dozisfiiggd fajdalomcesillapito hatast eredményezett a 3-100 mg/kg
dozistartomanyban (16. abra). A mED ebben az esetben 30 mg/kg volt (28.17 £1.72 g,
n=6, p <0.001), a maximalis hatast 100 mg/kg do6zis esetén tapasztaltuk (37.02 + 3.04 g,
n=6, p <0.001), mely jelent6s volt, ekkor az allodynia csaknem teljesen megsziint. A
human terapiaban hasznalt antiaggregans vegyiilet ticlopidine dozishatasgorbéje ez
esetben is meredekebb volt, mint a tobbi tesztelt antagonistaé. A PSB-0739-nek (0.003-
0.1 mg/kg) intraperitonealis adagolassal ebben az esetben is elhanyagolhat6 hatasa volt
a vizsgalt doézisokban (17. abra), intrathecalis adagolasakor azonban dézisfiiggd,
szignifikans hatastinak bizonyult. A legkisebb hatékony dozis 0.1 mg/kg volt (21.91 +
1.80 g, n=6, p <0.001), mely egyben a legerésebb hatas dozisa is volt. A cangrelor (0.1-
3 mg/kg) esetében szignifikans fajdalomesillapitd hatdst mar az altalunk vizsgalt
legalacsonyabb dézisban (0.1 mg/kg) is tapasztaltunk (23.77 + 1.38 g, n=6, p <0.01), az
ennél magasabb dozisokban azonban csupan tendenciozus, mérsékelt dozisfliiggd hatast
tapasztaltunk (18. abra). A legnagyobb hatast (Emax) a dozisok koziil a 0.6 mg/kg-ban
mértiink (25.72 = 1.31 g, n=6, p <0.001), ez volt az antiallodynias hatas platéja. A
reactive blue 2 nem volt hatassal a végtagelrantasi kiiszobértékre ebben a
fajdalommodellben (19. abra).
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Osszességében a neuropatids fajdalom esetében vizsgalt vegyiiletek koziil dtnek volt
szignifikans antiallodynias hatasa. Ebben a modellben a dozishatasgorbék viszonylag
laposak voltak és a preoperativhoz viszonyitott (100%-os) antiallodynias hatas nem volt
teljes. Ez alol kivételnek szamit a ticlopidine, mely 100 mg/kg dozisban igen
hatékonynak bizonyult. A legkisebb hatékony dozis altal felallitott sorrend a neuropatias

fajdalommodellben az alabbiak szerint alakult:
PSB-0739 (it.)= cangrelor> MRS2395> clopidogrel> ticlopidine.

A harom kiilonb6z6 fajdalommodell eredményeit egybevetve a vizsgalatok igazoltak a
P2Y 1, receptorgatlas fajdalomcsillapitdé hatasat mind akut termalis nocifenziv reakcid,
mind a gyulladasos fajdalom, valamint neuropatias fajdalom esetében is. Eltéré kémiai
szerkezetli antagonistaknal is megfigyelhetd volt fajdalomcsillapitd hatds. Az altalunk
hasznalt potens és szelektiv antagonista PSB-0739, illetve a potens P2Yi213
receptorantagonista cangrelor bizonyultak a leghatékonyabbnak mindharom fajdalom
tipusban. A PSB-0739 csak centrdlisan adagolva volt hatékony, ezért arra
kovetkeztetiink, hogy a fajdalomcsillapité hatasanak kiindulopontja feltehetden centralis

(1. és 2. tablazat, 87. oldal).
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14. abra Az MRS2395 hatasa a mechanikus allodynidra a Seltzer modellben. A
méréseket a miitét elott (pre), illetve miitétet koveté 7. napon végeztiik az operalt
(iires haromszogek), illetve az ellenoldali labon (kitoltott haromszogek), 30 perccel
az abszcisszan jelolt MRS2395 doézis ip. injekcidojat kovetéen. **p <0.01,

szignifikans eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva. ## p <0.01, szignifikans

PRE VEH 0.03 0.1 03 1

mg*kg™

eltérés a miitét utani értékhez viszonyitva.

47



DOI:10.14753/SE.2018.2103

Clopidogrel
50- Seltzer
‘_‘\‘—’X/A —A— operalt

404 v . —— kontralateralis
) a *%k
\© ~— i *%*
% % 30 . *% Sk
T8 20- *
o9 A
@ O (== S
i) u 10 L i ]
0 S 1 It J
> X 1 HH ]

0

PRE VEH 1 3 10 30 60
mg*kg'1

15. abra A clopidogrel dozisfiiggé hatasa a mechanikus allodyniara a Seltzer
modellben. A méréseket a miitét elétt (pre), illetve miitétet koveté 7. napon
végeztiilk az operalt (iires haromszogek), illetve az ellenoldali labon (kitoltott
haromszogek), 30 perccel az abszcisszan jelolt clopidogrel ip. injekciojat kovetéen.
**p <0.01, szignifikans eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva.# p <0.05, ## p

<0.01, szignifikans eltérés a miitét utani értékhez viszonyitva
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16. abra A ticlopidine dézisfiiggé hatasa a mechanikus allodyniara a Seltzer
modellben. A méréseket a miitét elétt (pre), illetve miitétet koveté 7. napon
végeztilk az operalt (iires haromszogek), illetve az ellenoldali labon (kitoltott
haromszogek), 30 perccel az abszcisszan jelolt ticlopidine ip. injekciojat kovetden.
*p <0.05, **p <0.01, szignifikans eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva. ## p

<0.01, szignifikans eltérés a miitét utani értékhez viszonyitva.
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17. abra Az intraperitonealis (A), illetve az intrathecalis (B) PSB-0739 adagolas
hatasa a mechanikus allodyniara a Seltzer modellben. A méréseket a miitét elott
(pre), illetve miitétet koveté 7. napon végeztilkk az operalt (iires hiromszogek),
illetve az ellenoldali labon (kitoltott haromszogek), 30, illetve 15 perccel az
abszcisszan jelolt PSB-0739 ip., illetve it. injekciojat kovetéen. * p <0.05, **p <0.01,
szignifikans eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva. ### p <0.001, ## p <0.01, #

PRE SAL 0.01 0.03 0.1 03

mg*kg'l

—&— operélt
—— kontralateralis

—— operalt
—— kontralaterdlis

p <0.05 szignifikans eltérés a miitét utani értékhez viszonyitva.
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18. abra A cangrelor dozisfiiggé hatasa a mechanikus allodynidara a Seltzer
modellben. A méréseket a miitét elétt (pre), illetve miitétet koveté 7. napon
végeztiilk az operalt (iires haromszogek), illetve az ellenoldali labon (Kkitoltott
haromszogek), 30 perccel az abszcisszan jelolt cangrelor ip. injekcidjat kovetden.

**p <0.01, szignifikans eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva. # p <0.05## p

PRE SAL 0.1 03 06 1 3

mg*kg'l

—— operalt
—a— kontralateralis

<0.01, szignifikans eltérés a miitét utani értékhez viszonyitva.
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19. abra A reactive blue 2 hatasa a mechanikus allodyniara a Seltzer modellben. A
méréseket a miitét elott (pre), illetve miitétet koveté 7. napon végeztiik az operalt
(iires haromszogek), illetve az ellenoldali labon (kitoltott haromszogek), 30 perccel
az abszcisszan jelolt cangrelor ip. injekciojat kovetéen. *** p <0.001, szignifikans

eltérés a miitét elotti értékhez viszonyitva.

5.1.4. P2Y 1, receptor génkiiités nocifenziv reakciot befolyasolé hatasa

A farmakologia vizsgalatokon tilmenden in vivo tesztek segitségével egy masik
megkozelitéssel, génkilitéssel 1is megvizsgaltuk a P2Y3; receptor fajdalom
transzmisszioban betoltott szerepét. A Deltagentdl beszerzett KO egerek a kisérletek

kezdetén 60 napos kortiak voltak, kontrolként C57 Bl/6 allatokat vizsgaltunk.

Akut termalis fajdalom esetén a vad tipust egereknél mért nocifenziv kiiszobértékek
hasonléak voltak a patkanyokon mért értékekhez (42.2 = 1.3 °C). Ez az érték azonban
szamottevoen magasabb volt génkilitott egerek esetén (46.6 + 0.3 °C, n=8, P=0.002, 20.

abra).
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A Von Frey tesztben mért végtagelrantasi kiiszobértékek 5.65+0.27 g és 5.95+0.17
voltak vad tipusu, illetve P2Y, -/- allatokon, mely értékek egymastol nem kiillonboztek
szignifikansan (n=10, p> 0.05). 30 pL, 50%-os intraplantaris CFA injekciot kovetden a
kezelt oldali végtagelrantasi kiiszobérték jelentés mértékben csokkent vad tipust (WT)
allatok esetében. Hasonlo jelenséget észleltiink génkilitott egerek (KO) esetében is, tehat
a post CFA érték csokkenését tapasztaltuk, am a fajdalmi reakci6 enyhébbnek
bizonyult, tehat a kezelt oldali végtagelrantasi kiiszobérték tekintetében szignifikans
eltérést tapasztaltunk vad tipust és génkiiitott egerek kozott (21. abra, ANOVA
genotipus x pre—post X azonos oldal-ellenoldal F; ;5= 9.16, p <0.01).

A neuropatias fajdalommodellben a preoperativ PWT értékek hasonloak voltak a
gyulladasos modell pre értékeihez, vad tipust és KO allatokban egyarant. Az iiléideg
részleges lekotését kovetd egy héttel szignifikans fajdalmi kiiszobérték csokkenést
tapasztaltunk mindkét vizsgalt csoport esetében. Az el6z6 kisérlethez hasonlodan itt is
enyhébb foka fijdalmi reakciot tapasztaltunk a csoportok kozott, a KO éllatok
posztoperativ értékei magasabbak voltak a vad tipusu allatok értékeihez viszonyitva (22.

abra, ANOVA, genotipus x pre-post x azonos oldal-ellenoldal F; 1,=19.81, p <0.001).

Az eredményeket Osszegezve elmondhatd, hogy génkiiitott egereken végzett
kisérletsorozat eredményei egybevagnak a farmakoldgiai vizsgalataink eredményeivel, a

P2Y, fajdalomban betdltott szerepét megerdsitik a kapott adatok.
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20. abra Nocifenziv kiiszobhémérséklet (PWT) értékek a hot plate tesztben vad
tipusa (WT), illetve génkiiitott (KO) allatok esetében. A Kkisérleti allatokon 2
kontroll mérést végeztiink, melyeket atlagoltunk. A PWT értékeket ‘C-ban fejeztiik
ki. A P2Yi, receptor génkiiitott egerek magasabb hémérséklet toleraltak. (n=10,
***p <0.001).

8+ KO
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22 ] --V-- kontralateralis
= X
S 4 WT
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> :-8 —v CFA
+— N 2_ *k*% .
34 —— kontralateralis
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0
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21. abra Mechanikus allodynia értékek intraplantaris CFA (Complete freund’s
adjuvant, Komplett Freund Adjuvans) indukalt gyulladasos fajdalommodellben
P2Y1, receptor génkiiitott (KO) és vad tipusa (WT) egerekben. A méréseket a
kezelés elott (pre), illetve a CFA kezelést koveté 48. oraban végeztiik el a kezelt

oldali és az ellenoldali végtagon. ***p <0.001, szignifikins eltérés a CFA Kkezelés
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elotti értékhez viszonyitva. ### p <0.001, szignifikins eltérés a Kiilonboz6
genotipusu egerek végtagelrantasi kiiszobértékei kozott 48 oraval a CFA Kkezelést

kovetéen. n=10/csoport

KO
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-\ - operalt
8_
v --V-- kontralateralis
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3_ *k*%

—¥— operalt
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kiszObérték
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22. abra Mechanikus allodynia értékek a neuropatias fajdalommodellben P2Y 3,
receptor génkiiitott és vad tipusi egerekben. A méréseket, a beavatkozas elott
(pre), illetve a miitétet kovetd hetedik napon végeztiikk a miitott és az ellenoldali
végtagon egyarant. ***p <0.001, szignifikans eltérés a miitét elétti értékhez
viszonyitva. ### p <0.001, szignifikians eltérés a kiilonb6zo genotipusu egerek

végtagelrantasi kiiszobértékei kozott egy héttel a miitétet kovetéen. n=10/csoport

5.2. P2Y; antagonistak aktivitasa rekombinans P2Y;, receptoron

Az éltalunk hasznalt P2Y;;, receptor antagonistak hatdsat megvizsgaltuk human P2Y;,
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y11, P2Y12, P2Y13, P2Y14 receptor medialt sejtvélaszokra

astrocytoma sejtvonalakon.
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A kisérletekben suramin, reactive blue 2, PSB-0739, MRS2395 ¢és cangrelor
farmakologiai aktivitasat vizsgaltuk, az isoproterenol (10 nM), illetve forskolin (10 uM)
altal kivaltott cCAMP szint emelkedésre, a P2Y, receptor agonista 2-MeSADP gatlo
hatasaval szemben. Isoproterenol esetén 1321N1 sejteket, forskolinnal térténd indukciod
esetében pedig CHO sejtvonalat hasznaltunk. A 1321N1 sejteken isoproterenol (10
nM) hatasara bekovetkez6 cAMP szint emelkedést a P2Y;, receptor agonista 2-
MeSADP (0.01-100 nM) egyiittadasa koncentraciofiiggéen, kb. 0.3 nM IC50 értékkel és

kb. 60%-0s maximalis hatassal gatolta.

A PSB-0739 hatékonyan antagonizalta a 2-MeSADP cAMP szintre gyakorolt hatasat
(pA2=9.8) és a P2Y, receptoron jelentdsen potensebb volt, mint a P2Y3, P2Y,, P2Y;
és P2Y13 receptorokon tapasztalt affinitdsa. Hatdsdt megvizsgaltuk a kinai horcsog
ovarium sejtes modellben is. A kezdeti CAMP szintet (0.658+0.22 pmol) a forskolin
9.972+0.75 pmol-ra emelte. A P2Y1, receptor agonista 2-MeSADP ezt a hatast is
koncentraciofiiggden gatolta, az EC50 érték 0.49 nM volt, 1 pM koncentracional volt
elérhet6 a maximalis hatas, amely 90 % fo616tti volt (a kontroll 9.44 + 0.99 %-a) (23.
abra A). A PSB-0739-nek (30 nM) nem volt jelentés hatasa a bazalis cCAMP szintre
(0.529+0.23; n=6, p> 0.05). A 2-MeSADP koncentracio-hatas gorbéje a PSB-0739 (30
nM) jelenlétében parhuzamosan jobbra tolodott. Az EC50 érték 119.6 nM volt. A PSB-
0739 pKb értéke ebben a vizsgalatban tehat még magasabb, 9.9 volt (23. abra, 3.
tablazat- 91. oldal). A PSB-0739 (30 nM) énmagaban nem hatott a forskolin (10 uM)
altal kivaltott sejtes cCAMP szint emelkedésre (23. abra B). A PSB-0739 tehat potens és

szelektiv P2Y 1, receptorantagonista.

Suramin (3, 10, 30 uM) jelenlétében a 2-MeSADP koncentracid hatids gorbéje
parhuzamosan jobbra tolddott, a maximalis hatas szignifikans befolyasolasa nélkiil (24.
abra A). Ezt kovetden Schild-plot alapjan felvettiik a pA2 értéket, mely 5.7-nek adddott
(24. abra B, 3. tablazat- 91. oldal). A suramin a P2Y, receptor mellett mas purinerg
receptorokat is gatolt, az affinitdsa a P2Y; receptor €s a P2Y 13 receptor esetében hasonlo
a P2Y 1, receptoréhoz, mig az UDP-t preferaldo P2Y,, P2Y, és P2Yg receptorok esetében
lényegesen alacsonyabbnak bizonyult (3. tablazat, 91. oldal). Ez utobbi adatokat
irodalmi adatok is alatamasztjdk (Charlton és munkatarsai, 1996; Marteau ¢és
munkatarsai, 2003; Robaye és munkatarsai, 1997). A suraminrdl elmondhatd, hogy

nem-szelektiv vegyiilet és affinitasa alacsony a P2Y 1, receptorhoz.
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A reactive blue 2 is kompetitiv antagonistaként viselkedett a vizsgalatok soran, de a
suraminnal hatékonyabbnak bizonyult, pA2 értéke 7.4 (25. abra), az altalunk vizsgalt
tobbi P2Y receptoron is hatott. A P2Y6-on pA2=6 értéket mértiink, a P2Y;, P2Y; és
P2Y 13 receptorokon pA2 érték 5 koriili volt, a P2Y,4 és P2Y1; esetében pedig még ennél
is alacsonyabb. A reactive blue 2 viszonylag potens, de kevéssé szelektiv antagonistdja
a P2Y1, receptornak. Az altalunk tapasztalt eredmények az irodalmi adatokkal
egyezOek(Communi és munkatarsai, 1996; Communi és munkatarsai, 1999; Marteau és

munkatarsai, 2003; Robaye és munkatarsai, 1997).

A cangrelor az els kisérleti modellben a PSB-0739-hez hasonld hatdserdsséget
mutatott. A 2-MeSADP hatasat gatolta pKb= 9.2 volt, ez irodalmi adatokkal is
egyezik(Marteau és munkatarsai, 2003; Takasaki és munkatarsai, 2001; Vasiljev és
munkatarsai, 2003). Szelektivitasat tekintve azonban a PSB-0739-t61 eltéréen potensen
gatolja a human P2Y;3 receptorokat is (3. tablazat, 91. oldal). A cangrelornak
onmagaban (100 nM) a CHO sejtes modellben nem volt hatisa a bazéilis cAMP
produkcidra (1.041+0.2 pmol, 1.58+0.33 pmol, a cangrelor hianyaban ¢és jelenlétében,
p> 0.05). A cangrelor (100 nM) jelenlétében a 2-MeSADP gatldo koncentracio-hatas
gorbéjének parhuzamos jobbratolodasat tapasztaltuk, a pKb érték 8.7 volt (26. abra, 3.
tablazat- 91. oldal). A PSB-0739-hez hasonléan a cangrelor sem befolyasolta
szdmottevden a forskolin (10 pM) altal kivaltott sejtes cAMP szint emelkedést (26.

abra B). A cangrelor tehat potens P2Y 1, és P2Y 13 receptorokon hatd antagonista.

Az MRS2395 hatdsat human P2Y1, receptorral transzfektalt CHO sejteken vizsgéltuk
meg. Az MRS2395 (20 uM) nem befolyéasolta a bazalis cAMP termelést (2.306+0.73
pmol, és 1.77£1.05 pmol, az MRS2395 hidnyaban illetve jelenlétében, p> 0.05). A 2-
MeSADP EC50 értéke 0.26 nM volt az MRS2395 jelenlétében €s hidnyaban egyarant,
nem tapasztaltunk parhuzamos jobbratolodast a 2-MeSADP gatldo koncentracio-hatas
gorbéjében (27. abra A). A 2-MeSADP gatlo koncentracio-hatasgorbén lathatd, 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. Amikor az MRS2395 (20 puM) hatésat teszteltik P2Y;
agonista hianyaban, szignifikans - forskolin altal kivaltott - cAMP szint emelkedést
tapasztaltunk, és ugyanilyen eredményt kaptunk az 4l- transzfektalt sejteken is (27. abra
B, C). Az MRS2395 tehat a vizsgalt koncentracioban nem gétolja a human P2Yq;
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receptort. Ez az eredmény azért jelentds, mert az MRS2395-t rekombindns human
P2Y 1, receptoron eddig még nem vizsgaltdk. Az MRS2395 eddig vélt P2Y 1, receptor
antagonizalo tulajdonsaga nativ patkany trombocitdkon kapott kozvetett adatokon
alapult, mely szerint a P2Y; receptor altal medialt trombocita aggregaciét nem
befolyasolja, igy kizarasos alapon azt feltételezték, hogy a P2Y 1, receptoron hathat (Xu
¢s munkatarsai, 2002). Eredményeink azt mutatjak, hogy az itt tapasztalt cAMP szintet
fokoz6 hatasa feltehetden P2Yq, receptortol fiiggetleniil, foszfodiészteraz gatlassal
fiigghet Ossze. Altalunk mar korabban (Ando és munkatarsai, 2010), illetve jelen
dolgozatban vizsgalt és masok altal tapasztalt (Kobayashi és munkatarsai, 2008) in vivo
fajdalomcsillapitd hatdsarol tehat elképzelhetd, hogy nem feltétlentil P2Y;, receptor

medialt.

A pro-drog clopidogrel és ticlopidine ebben a rendszerben nem vizsgalhato, ezért ennek

a két antagonistanak hatasait csak in vivo kisérletekben néztiik meg.

Az in vivo kisérletek eredményeivel a vegyiiletek eltéré farmakokinetikai tulajdonsagai
miatt ugyan kozvetlen korrelacio nem allithato fel, megallapithato, hogy az in vitro
potens P2Y1, receptor antagonistak (PSB0739, cangrelor, reactive blue 2) in vivo is
hatékonyak voltak, legalabbis a gyulladdsos fijdalomban. Az analgetikus hatdsok
reprodukalhatoak voltak a human terdpidban hasznalt P2Y, receptor antagonistakkal is
(ticlopidine, clopidogrel) a klinikai gyakorlatban hasznalt hatékony dozistartoméanyban.
Az MRS2395-r61 kideriilt, hogy nem valddi human P2Y, receptorantagonista, in vivo

hatékonysaga valdsziniileg mas, eddig nem ismert hatdsmechanizmussal magyarazhato.
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23. abra A, A forskolin altal kivaltott cAMP szint emelkedés gatlasa a P2Y,
receptor agonista 2-methylthio-ADP altal a P2Y;, receptorantagonista PSB-0739
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(30 nM) jelenlétében és hianyaban P2Y i, receptorral transzfektalt CHO sejteken.
B, A PSB-0739 (30 nM) hatasa a forskolin altal kivaltott cAMP szint emelkedésre.
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24. abra A suramin hatasa az isoproterenol altal kivaltott cAMP szint emelkedés 2-
MeSADP altali gatlasara rekombinans P2Y;; receptort kifejezo 1321N1
astrocytoma sejtvonalon. A, koncentracio-hatas gorbék az oldoszer (solvent) és

suramin jelenlétében. B, Schild-plot.
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25. abra A reactive blue 2 hatdsa az isoproterenol altal Kivaltott cAMP szint
emelkedés 2-MeSADP altali gatlasara rekombinans P2Y;, receptort Kifejezé
astrocytoma sejtvonalon. Schild-plot.
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26. abra A, A forskolin altal kivaltott cAMP szint emelkedés gatlasa a P2Y
receptor agonista 2-methylthio-ADP altal a P2Y;, receptorantagonista
cangrelor (100nM) jelenlétében és hianyaban P2Y;, receptorral transzfektalt
CHO sejteken. B, A cangrelor hatasa a forskolin altal kivaltott cAMP szint

emelkedésre.
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27. abra A, A forskolin altal kivaltott cAMP szint emelkedés gatlasa a P2Y;,
receptor agonista 2-methylthio-ADP altal MRS2395 (20 pM) jelenlétében és
hianyaban CHO sejteken. B, Az MRS2395 (20 pM) hatasa a forskolin altal
kivaltott cAMP szint emelkedésre P2Y, receptorral transzfektalt CHO sejteken.
C. Az MRS2395 (20 nM) hatasa a forskolin altal kivaltott cAMP szint emelkedésre
al-transzfektalt CHO sejteken.
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5.3. Hattérmechanizmus vizsgalat

Az in vivo fajdalomtesztekben kapott eredmények a P2Y1, receptor kiilonb6z6 tipusu
fajdalmakban betoltott szerepére utaltak, melyek koziil a legmeggydzobb adatokat a
CFA altal indukalt gyulladasos fajdalommodellben kaptuk. A P2Y;, szerepét eddig
leginkabb neuropatids fajdalomban vizsgaltdk, a gyulladasos fajdalomban betoltott
szerepérdl in vivo adat nem allt rendelkezésre, ezért hataismechanizmus vizsgalataink
soran leginkdbb a P2Y, receptor gyulladdsos fajdalomban betoltétt funkcidjara
fokuszaltunk. A hattérmechanizmus vizsgalat soran olyan kérdésekre kerestlink valaszt,
mint a P2Y;, receptor mRNS expresszidjanak megvaltozasa gyulladasos stimulust
kovetden a kozponti idegrendszerben ¢€s a periféridn; szerepének tisztizdsa a
gyulladasos citokinek expresszidjanak szabalyozasaban a gyulladt szovetben és az
gerincveldben, valamint a n. vagus és a szimpatikus rostok, mint potencialis efferens

kozvetitd mechanizmus azonositasa.
5.3.1. Real-Time PCR a P2Y; receptor expressziéjanak meghatarozasara

A P2Y, receptor mRNS expressziot a fajdalomkisérletnek megfeleld koriilmények
kozt, fiziologias sdoldat és CFA emulzié (100 pL, 50%) intraplantaris injekciojat
kovetd 48, illetve 96 oraval mértiikk a gerincveldben és a gyulladt talpban. A P2Y,
mRNS expressziot normalizaltuk a referencia gén (18S rRNS) expresszidjara. A
gyulladt periférias szovetben CFA kezelést kovetd 48 oraval a P2Yi, receptor
expresszid a kontroll érték 2.5 szeresére (n=4, p <0.05) emelkedett (28. abra). Ezzel
parhuzamosan a gerincveldében 48 oraval a CFA kezelést kdvetden nem tapasztaltunk
jelentOs valtozast a P2Y 12 mRNS expresszioban (125 = 17%, n=4, p> 0.05, 28. abra).
Ett6l eltérden alakult az mRNS expresszi6 a CFA injekciot kovetd 96. oraban: A
gerincveld lumbalis L4-L6 szakaszan a kontroll érték 134.45 + 6.25%-ra torténd

emelkedését tapasztaltuk (n = 4, p <0.05). Ekkor a gyulladds helyén, a periférids

64



DOI:10.14753/SE.2018.2103

szovetben a kontroll érték minddssze 85.02 + 29.2%-at detektaltuk, mely nem volt

szignifikans valtozas (n = 4, p> 0.05).
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28. abra P2Y;; mRNS expresszio a hatsé végtagban (talp) és a gerincvel6ben
fiziologias soéoldat (control) és CFA Kkezelést kovetéen. Az eredmények 3-4

parhuzamos kisérlet atlagat mutatjak. *p <0.05.
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5.3.2. A gyulladas idébeli lefutasa: IL-1p produkcié mérés a gyulladt talpban és a

gerincveldben 48, illetve 96 oraval intraplantaris CFA kezelést kovetéen

A proinflammatorikus IL-1p szintet ELISA modszerrel hataroztuk meg gyulladt talpban
¢s a gerincveldben 48- illetve 96 oraval intraplantaris CFA kezelést kdvetden. Az IL-18
szint sokezelt patkdnyokban 48 oraval a kezelést kovetden 31.4+4.7 pg/ml volt (n=3).
Az ennek megfeleld, 48 oraval a CFA kezelést kovetden mért csoport jelentds IL-1B
szint emelkedést mutatott a sokezelt allatokhoz viszonyitva (286+23 pg/ml; n=3, p
<0.001, 29. A abra). A gerincveld lumbalis szakaszabol vett mintakban az IL-1f szint a
sokezelt és CFA kezelt allatokban is hasonld volt 48 ordval a kezelést kovetden
(33.1+4.7 pg/ml, n=3 illetve 39.1+5.5 pg/ml, n=3, p> 0.05, 29. B abra). Az IL-1B
szintet megmértilk ugyanilyen csoportoknal 96 oraval is az intraplantaris kezelést
kovetden. Ekkor azt tapasztaltuk, hogy a CFA kezelt csoportban nemcsak a gyulladas
helyén, hanem a kozponti idegrendszerben 1is jelentdsen megemelkedett a
proinflammatoérikus IL-1p szint. A sokezelt csoport értéke a gerincveld L4-L6 kozotti
teriileten vételezett mintabol 30.6+2.7 pg/ml, mig a CFA kezelt allatok atlagos IL-1p
koncentracidja 1591.6+£252.3 pg/ml volt (n=4, p <0.001, 29. C abra). A periférias
szovetet vizsgalva is egymashoz képest szignifikans eltérést tapasztaltunk a két kezelési
csoport kozott (s6: 27.9+3.5 pg/ml, n=4, CFA: 151.6£13.3 pg/ml, n=4, p <0.01). A fenti
kisérletsorozat eredményei a szakirodalmi adatokkal korrelalnak, tehat a CFA kezelés
altal indukalt gyulladds esetén a stimulust kovetd 48 ordban lokalis citokin vélasz
mérhetd és a szisztémas hatasok csak valamivel késObb, a 72-96 6ras intervallumban
jelentkeznek (Raghavendra és munkatarsai, 2004). A gerincveld citokinszintjének
valtozasa feltehetden a periférian termelddd, a vér-agy gaton atjutni képes szignalok
altal aktivaléddé mikroglia populdciok tevékenységének az eredménye. A kovetkezd
kisérletsorozatokban az altalunk vizsgalt antagonistdk koziil célzottan azt a két
antagonistat  vizsgaltuk, melyek az in vitro vizsgalatokban illetve a
fajdalommodellekben a legigéretesebbnek tiintek: a potens, P2Y;y13 antagonista

cangrelor, illetve a P2Y, receptor szelektiv, potens antagonista PSB-0739 hatasait. A
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kisérletek soran gerincveléi mintakat 96 6raval a CFA kezelést kdvetden vettiink, ebben
az id6pontban fajdalomtesztet is végeztiink. A cangrelort 3 mg/kg, a PSB-0739-t 0.3
mg/kg dozisban vizsgaltuk a korabbi kisérleteknek megfelelden 30, illetve 15 perccel a
mérés eldtt beadva és mindkét vegyliletnek szignifikans antiallodynias hatasa volt 96
oraval a CFA injekciot kovetden is, az aznap mért, hatdéanyag kezelés elotti értékekhez
viszonyitva (Cangrelor 3 mg/kg: 29.05+1.49, n=6, p<0.001; PSB-0739 0.3 mg/kg:
34.7842.66, n=5, p<0.01).
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29. abra IL-1p produkcio idébeli valtozasa a gyulladt talpban (A) és a gerincveld
L4-6 szegmensében (B és C) intraplantaris CFA/fiziologias so6 injekcié hatasara. Az
IL-1p szinteket ELISA modszerrel mértiik, triplikatumban, 3 kiilonbzo allatbol

vett mintakban 48 és 96 oraval a CFA/sé kezelést kovetéen. Az eredményeket
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pg/ml-ben fejeztiik ki (n=3-4, **p <0.01 ***p <0.001. A kisérleti allatokat
fiziologias sdoldattal, illetve CFA-val injektaltuk (100 ml intraplantaris).

5.3.3 Multiplex citokin mérés Luminex platformon

Ezekben a kisérletekben 200-250 g kozotti him Wistar allatokbdl szarmazo talp és
gerincveld mintdkban (L4-L6) vizsgaltuk a citokin produkciot. A talpmintak esetében az
expoziciot (100pL, 50%-os CFA emulzio, illetve ennek kontrolljaként 100 pL
fiziologias sdoldat) kdvetden 48 oraval, a gerincveldi mintdk esetében 96 ora elteltével
vettiink mintat. Ezen tilmenden megvizsgaltuk a cangrelor 3 mg/kg ip. és a PSB-0739
0.3 mg/kg it. dozisait a CFA kezelt csoportokban. A kezelés el6tti TNF-o értékek
legtobbje a talpban a Fluorokine® MultiAnalyte Profiling kit detektalhatosagi
kiiszobértéke alatti maradt, ami MFI=0.00 értéket jelent ebben az esetben. Azért, hogy
ezeket az eredményeket statisztikai szamitasra alkalmassa tegyiik, a vizsgéalat soran mért
t5bbi nem detektalhaté értékkel egyiitt egy fiktiv, 0-hoz kozelité, szamszertien 107
pg/ml detektalasi kiiszob alatti értékkel helyettesitettiik. A gyulladt talpban az
intraplantaris CFA kezelés hatasara a TNF-o produkcio 47.22+7.17 pg/ml-re emelkedett
(n=5, 30. abra) , amely érték szignifikans csokkenést mutatott a P2Yj,
receptorantagonista kezelés utan (cangrelor: 26.40+6.0 pg/ml, n=5, p <0.05; PSB:
6.40+£3.4 pg/ml, n=5, p <0.01). A gerincveldben a TNF-a szintje az altalunk vizsgalt
Osszes mintaban a detektalasi kiiszobérték alatt maradt az dsszes kezelési csoportban, az

ey

szint alacsony koncentracidban volt csak jelen a gerincvel6bdl vett mintakban.

Az |IL-1B szint az ELISA eredményekhez hasonloan alakult: az intraplantaris CFA
kezelést kovetden az 0démas talpban robosztus IL-1p expressziot tapasztaltunk a
sokezelt allatokhoz képest (CFA: 111984497 pg/ml n=5, SAL: 226+42.3 pg/ml, p
<0.01). A cangrelornak nem volt szignifikans hatasa az IL-1p produkciora, ezzel
szemben a PSB-0739 jelentés mértékben csokkentette az intraplantaris CFA injekcid
hatasara bekovetkezett IL-1B produkciot (5646+£1785pg/ml, n=5, p <0.05, 31. abra). A

gerincveld IL-1B szintje a LUMINEX mérések soran a kovetkezoképpen alakult: az
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intraplantéris s6 csoporthoz képest jelentés emelkedést figyeltiink meg az intraplantéris
CFA injekci6o hatdsara (s6: 45.6£1.88 pg/ml, n=5, CFA: 203.6+63.3 pg/ml, n=5, p
<0.001, >400%-o0s novekedés), melyet mindkét potens antagonista gatolt, gyakorlatilag
a so csoport IL-1B szintjére csokkentett (32. abra). A cangrelor 3 mg/kg
intraperitonealisan 50.4+6.1 pg/ml értékre csokkentette a gerincveldi IL-1 expressziot
(n=5, p <0.05), mig a PSB-0739 0.3 mg/kg intrathecalis kezelés 49.8+4.8pg/ml értékre
csokkentette azt (n=5, p <0.05). Az akut fazis valaszt kialakitd citokin triad harmadik
jelentds képviseldje az interleukin-6. A gyulladt periférias szovetben 48 oraval a CFA
injekciot kovetden robosztus emelkedést tapasztaltunk (33. abra, s6: 33.5+ 33.5 pg/ml,
n=5, CFA: 2576+505.49 pg/ml, n=5, p <0.01). A TNF-a szintekhez hasonléan ezekben
a mintdkban is igen alacsony, a detektdldsi kiiszob koriili értéket tapasztaltunk, egy eset
kivételével, ez okozza az Oriasi szorast az IL-6 esetében. A cangrelor (3mg/kg, ip.) nem
befolyasolta az IL-6 szintet a periférian, ezzel szemben a PSB-0739 (0.3 mg/kg, it.)
szignifikdns hatast volt (830+£210 pg/ml, n=5, p <0.05). A gerincveld IL-6 mérés
eredményei nehezen értékelhetdek. Az intraplantdris CFA injekcié hatdsara markans
emelkedés tapasztalhato, de a szoras miatt az emelkedés nem kiilonbozik szignifikdnsan
a so-csoport értékétol. Gyakorlatilag csoportonként 1-2 mintabol lehetett értékelhetd
adatot szerezni, ezért az atlagolaskor hihetetlen nagy szorasok keletkeztek (mivel a
detektalasi limit alatti értékeket 10°-nak vettik). A szakirodalmi adatok alapjan
(Raghavendra és munkatarsai, 2004) elképzelhetd, hogy a kiilonbségek az egyes allatok
egyéni citokin értékei kozott azért ilyen jelentdsek, mert egyéni eltérd
iddintervallumokban érhették el a citokin emelkedés maximumat. Mivel a kaszkadban
korabban megjelené IL-1B szintek a vartnak megfelelé tartomanyba estek és a
fajdalomtesztekben is az IL-1B-val parhuzamosan valtozod végtagelrantasi

kiiszobértékeket tapasztaltunk, ezt a magyarazatot elfogadhatonak tekintjiik.

Az altalunk vizsgalt negyedik citokin az anti-inflammatorikus IL-10 volt. Intraplantaris
sOkezelést kovetden 48 oraval torténd mintavételezéskor az alap 1L-10 szint 4.91+1.42
pg/ml volt (34. abra); CFA kezelést koveten jelentésen megemelkedett 1L-10 szintet
tapasztaltunk (25.0+£2.88 pg/ml, n=5, p <0.001). A cangrelor (3mg/kg, ip.) és a P2Y 3,
receptor szelektiv antagonista PSB-0739 egyarant csokkentette az IL-10 szintet a
periférias gyulladt szovetben (cangrelor: 15.13+3.73 n=5, p <0.05; PSB: 7.1+1.27, n=5,

p <0.001). A gerincvelében 96 oraval az intraplantaris fiziologias soéoldattal vald
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kezelést kovetéen az 1L-10 szint 3.93+0.98 pg/ml volt (35. abra, n=5); a CFA kezelés
utan ugyancsak 96 oraval vett mintadk nem kiilonboztek a sokezelt mintaktol (5.53+0.62
pg/ml, n=5, p> 0.05). Az altalunk tesztelt antagonistak nem befolyasoltak a gerincvelSi
IL-10 termelést, tehat az IL-10 produkcio fliggetlen a CFA, illetve az azt kovetd

antagonista kezelésektol.

A harom akut fazis reakciot kialakito citokin koziil a TNF-a-rdl és az IL-1B-rdl tudjuk,
hogy monocita-makrofag vonalba tartozo sejtek termelik. Az IL-6 mononuklearis
fagocitdk, bizonyos endothél sejtek, fibroblasztok valamint aktivalt T-sejtek terméke,
mely az IL-1B-t és a TNF-a-t kovetden és azok hatasara termelddik és az akut fazison
talmutato T, illetve B sejt differenciaciot és ellenanyag termelést befolyasolja. A
gyulladt talpban 48 oraval a CFA kezelést kovetden jelentdés mértékii emelkedést
mértiink mind a négy altalunk vizsgalt citokin mennyiségében. A cangrelor képes volt a
TNF-o termelddését gatolni, a tobbi proinflammatorikus citokin szintézisére azonban
nem volt hatdssal a periférids gyulladt szovetben. Ezzel szemben a centralisan adagolt
potens és szelektiv P2Y3, receptorantagonista PSB-0739 mind a négy citokin
termel6édését csokkentette a gyulladas helyszinén. A gerincvelében mért citokin
mennyiségi elemzése soran megallapithatd, hogy a talpba adott CFA kezelés egyediil az
IL-1B esetében okozott olyan valtozdst, ami megbizhatéan mérheté volt. Az IL-1B
klasszikus pleiotrop hatasu citokin, lokalisan és szisztémasan egyarant hato faktor. A
P2Y1, receptor antagonistak analgetikus hatasa Osszefiiggésben allhat az IL-1p
expressziora gyakorolt hatassal, mert a cangrelor és a PSB-0739 is gatolta az IL-1P
expressziot. Az IL-6 és TNF-a esetében azonban ez nem Aallithatdo egyértelmii
bizonyossaggal, hiszen a kozponti idegrendszerben ezen citokinek mennyisége a
detektalasi kiiszobérték alatt volt, ezért valds statisztikai elemzésiik nem volt lehetséges.
A potens és szelektiv P2Y1,R antagonista PSB-0739 a periférias gyulladt szovetben
minden esetben jelentds mennyiségben csokkentette az altalunk  vizsgalt
proinflammatodrikus citokinek mennyiségét. Ezt a hatdsat kozponti adagoldsnél
tapasztaltuk, tehat valdszintisithetd, hogy egy centralis kiindulopontt, gyulladésgatld

szignalizacios Utvonal modulédlasaval fejti ki ezt a hatasat.

A gyulladascsokkenté hatastt IL-10 produkcidjat az altalunk vizsgalt 48-96 oras
idointervallumban sem a CFA kezelés, sem pedig a P2Y12R antagonistak nem

befolyasoltak, ezért azt gondoljuk, hogy a cangrelor és a PSB-0739 citokinszintet
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befolyasold hatdsa nincs Osszefiiggésben ezeknek a vegyiileteknek a fajdalomcesillapito

hatasaval (4. tablazat, 93. oldal).
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30. abra A CFA hatasa a TNF-a produkciora patkany talpban P2Y;, receptor
antagonistak jelenlétében és hianyaban. A kisérleti allatokat fiziologias sdoldattal,
illetve CFA-val (Complete Freund’s Adjuvant) injektaltuk (100 pL
intraplantarisan), majd a TNF-a szintet Luminex-xMAP multiplex array
platformon hataroztuk meg 48 oraval a CFA kezelést kovetoen. Az eredményeket

pg/ml-ben fejeztiik ki (n=5, **p <0.01, ***p <0.001).
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31. abra A CFA (Complete Freund’s Adjuvant) hatisa az IL-1P produkciéra
patkany talpban P2Y;, receptor antagonistak jelenlétében és hianyaban. A
kisérleti allatokat fiziolégias so6oldattal, illetve CFA-val injektaltuk (100 pL

intraplantaris), majd az IL-1p szintet Luminex-xXMAP multiplex array platformon

72



DOI:10.14753/SE.2018.2103

hataroztuk meg 48 éraval a CFA kezelést kovetéen. Az eredményeket pg/ml-ben
fejeztiik ki (n=5, ns. p> 0.05, **p <0.01, ***p <0.001).
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32. abra A CFA (Complete Freund’s Adjuvant) hatisa az IL-1P produkciéra
patkany gerincvel6i 1.4-6 szakaszon vett mintakban, P2Y;; receptor antagonistak
jelenlétében és hianyaban. A kisérleti allatokat fiziolégias sooldattal, illetve CFA-
val injektaltuk (100 pL intraplantaris), majd az IL-1p szintet Luminex-xMAP
multiplex array platformon hataroztuk meg 96 6raval a CFA kezelést kovetoen. Az

eredményeket pg/ml-ben fejeztiik ki (n=5, * p <0.05, **p <0.01).
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33. abra A CFA (Complete Freund’s Adjuvant) hatasa az IL-6 produkcidra
patkany talpban P2Y;; receptor antagonistik jelenlétében és hianyaban. A

kisérleti allatokat fiziologias sooldattal, illetve CFA-val injektaltuk (100 pL
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intraplantaris), majd az IL-6 szintet Luminex-xMAP multiplex array platformon
hataroztuk meg 48 éraval a CFA Kkezelést kovetéen. Az eredményeket pg/ml-ben

fejeztiik ki (n=5, ns. p> 0.05, * p <0.05, **p <0.01).

30T
N CFA

o SAL
1 CFA+cangrelor
CFA+PSB

IL-10 (pg/mL)
N
<

[uny
o
Il
T

34. abra A CFA (Complete Freund’s Adjuvant) hatisa az IL-10 produkciéra
patkany talpban P2Y;, receptor antagonistak jelenlétében és hianyaban. A
kisérleti allatokat fiziologias soéoldattal, illetve CFA-val injektaltuk (100 pL
intraplantaris), majd az IL-10 szintet Luminex-xXMAP multiplex array platformon
hataroztuk meg 48 oraval a CFA Kkezelést kovetéen. Az eredményeket pg/ml-ben

fejeztiik ki (n=5, ns. p> 0.05, * p <0.05, ***p <0.001).
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35. abra A CFA (Complete Freund’s Adjuvant) hatisa az IL-10 produkcidra
patkany gerincveloben P2Y1, receptor antagonistak jelenlétében és hianyaban. A

kisérleti allatokat fiziologias sooldattal, illetve CFA-val injektaltuk (100 pL
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intraplantaris), majd az IL-10 szintet Luminex-xXMAP multiplex array platformon
hataroztuk meg 96 éraval a CFA Kkezelést kovetéen. Az eredményeket pg/ml-ben
fejeztiik ki (n=5).

5.3.4. P2Y1; receptor génkiiités IL-1p szintet befolyasolé hatasa

Az in vivo fajdalomtesztek utan mintat vettiik knock-out és vad tipusu egerek L4-6
lumbalis gerincveléi szegmenseibdl, valamint a gyulladt talpbol és megmértiik a
szovetek IL-1P tartalmat. A periférids szovetben CFA hatasara proinflammatérikus IL-
1B szint emelkedését tapasztaltuk, genotipustol fiiggetleniil, egymast kovetd tobb mérés
soran, ELISA, valamint FACS modszerrel egyarant (FACS: WT-SAL: 0.91+0.35
pg/ml, n=5; WT-CFA: 6.7£0.97 pg/ml, n=6; KO-SAL 2.18+0.33, n=6; KO-CFA:
6.57£1.06, n=6; ANOVA Fgenotipus x kezeles(1, 19)=107.5, WT-SAL-WT CFA: p<0.001,
KO-SAL — KO-CFA: p<0.01). A gerincveldi IL-1p az intraplantaris sokezelt vad tipusu
(+/+) allatokban 38.17 + 9.98 pg/ml volt. Intraplantaris CFA kezelés hatasara az IL-1p
szint 77.53 + 23.47 pg/ml koncentraciora emelkedett, ami szignifikans eltérés volt (p
<0.05, n = 5) az intraplantaris sdkezeléshez viszonyitva. A P2Y, receptor génkilitott
egerek esetében a sokezelt alapérték 37.07 = 6.50 pg/ml volt; ebben a csoportban az
intraplantaris CFA injekcié nem okozott szignifikans IL-1P szintemelkedést, tehat a KO
allatok intraplantaris CFA kezelést kovetden mért IL-1p szintje eltérd volt a vad

tipusuakétol (36. abra, ANOVA genotipus x kezelés Fy34=42.72, p <0.001).
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36. abra Gerincveloi Interleukin-1 béta szint a CFA Kkezelés hatasara P2Y,
receptor génkiiitott (KO) és vad tipusu allatokban (WT). A mintakat 96 éraval az
intraplantaris CFA, illetve sé kezelés utan vettiik a megfelelé gerincvel6i

szegmensbol (L4-L6). * p <0.05, szignifikans eltérés a sokezelt, azonos genotipusu

értékhez viszonyitva.
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5.3.5. Az efferens hatasmechanizmus vizsgalata

Eddigi kisérleteinkben azt tapasztaltuk, hogy a centralis adagolasu potens és szelektiv
antagonista PSB-0739 szignifikans hatast gyakorolt a periférias gyulladt szovet citokin
termelésére. A gyartotol kapott informaciok alapjan a PSB molekularis struktirdjanak
koszonhetden nem képes penetrdlni a vér-agy gaton. Sajat kisérletes tapasztalataink
ezzel egybevagnak, mert a szisztémasan adagolt PSB-0739 nem volt hatékony az
altalunk vizsgalt fajdalommodellekben, centralis adagolasnal ehhez képest jelentOs
hatast tapasztaltunk. A gerincvel6i adagolas eredményeképpen megjelend periférias
citokin szintekben mérhet6 valasz indirekt hatast sejtet, amit az alabbi kisérletsorozattal
probaltunk felderiteni. El6szor a szimpatikus efferens rostok blokkolasat végeztiik el
szisztémas 6-hidroxi-dopamin (6-OHDA) kezeléssel. A 6-OHDA-t 0.1%-0s
aszkorbinsav oldatban vettiik fel és 5 napon at kétnaponta (1. nap: 40 mg/kg, 2. nap: 60
mg/kg, 3. nap: 60 mg/kg) intraperitonedlisan adagoltuk az allatoknak. Kontrollként
azonos térfogatu intraperitonedlis fiziologias sdoldatot adtunk egy-egy csoport allatnak.
Az utols6 6-OHDA injekciot kovetd napon az éllatok intraplantaris CFA illetve
fiziologias sooldattal torténd kezelést kaptak (100uL, 50%-0s oldat, illetve 100ul. SAL)
¢s 48 oraval késobb a mechanikus hiperalgéziat/allodyniat a von Frey késziilékkel
mértiik fel azokkal a paraméterekkel, amikkel a korabbi kisérleteinket is végeztiik. Ezt
kovetden az allatok intrathecalis adagolassal 0.3 mg/kg dozisban PSB-0739-et kaptak és
15 perccel az antagonista kezelést kovetden ismét megmértiik a végtagelrantasi
kiiszobérteket. A viselkedésvizsgalatokat kovetden a 6-OHDA kezelés eredményeként a
szimpatikus idegvégzddésekben bekdvetkezd noradrenalin csokkenés nyomonkovetését
a kezelt talpbol vett mintak katekolamin tartalmanak mérésével ellendriztik. A HPLC
analizis eredményeként megallapithatd, hogy a mintakban noradrenalin és metabolitjai,
a normetanephrine ¢és a 3,4-dihydroxyphenylglycol (DOPEG) mennyisége minimalisra
csokkent a 6-OHDA kezelt csoportban a sdkezelt csoporthoz képest.

A 6-OHDA kezelés nem befolyasolta a bazalis fajdalomkiiszobot (39.66+1.340, n=5, p>
0.05, 37. abra, 42. abra) illetve a CFA kezelés utan 48 doraval bekovetkez6 gyulladasos
kiiszobcsokkenés mértékét sem (2.52+1.59, n=5, p> 0.05). Az intrathecalis
sokezelésnek nem volt hatasa a fajdalomkiiszobre (21.24+1.51, n=10, p> 0.05), de a
PSB-0739 szignifikans antiallodynias hatassal birt ebben a kisérletben (28.48+1.830,
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n=5, p <0.05). Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a PSB-0739 az antiallodynias hatasat
nem a szimpatikus efferens rostokon keresztiil fejti ki.

Az a7 nikotinos acetilkolin receptor (a7nAChR) aktivacidja egy masik lehetséges gatlo
mechanizmusa a gyulladasos és neuropatias hiperszenzitivitdsnak (Loram és
munkatarsai, 2012; Medhurst és munkatarsai, 2008), ezért megvizsgaltuk a P2Y3;
receptorantagonista PSB-0739 hatasat az a7nAChR antagonista MLA (3 mg/kg)
jelenlétében. A CFA kezelést kovetden 48 oraval az allatok intraperitonedlis MLA,
illetve sokezelést kaptak, melynek a hatasat 45 perccel késobb mértilk meg. Az MLA
kezelés onmagaban nem befolyasolta a csokkent végtagelrantasi kiiszobértékeket (37.
abra, 42. abra, 15.86+0.95, n=10, p> 0.05) és az MLA kezelés felfliggesztette a P2Y 1,
receptorantagonista PSB-0739 antihyperalgézias hatasat (16.62+1.70, n=5, p> 0.05). A
fajdalomtesztet kovetden mintat vettiink a periférias gyulladt szovetbdl és megmértiik az
IL-1B és TNF-a szinteket ezekben a szovetekben. Az MLA kezelés hatasara a P2Y;
receptorantagonista PSB-0739 nem befolyasolta a gyulladasos citokinek szintjét, tehat a
citokin szintek a végtagelrantasi kiiszobértékekkel parhuzamosan valtoztak. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy az altalunk alkalmazott centralis adagolasu potens és

szelektiv antagonista a hatasat kolinerg efferens rostokon keresztiil fejti ki.

A farmakologiai anti-kolinerg terapia soran tapasztalt jelenség megerdsitése céljabol
megvizsgaltuk a subdiaphragmaticus vagotomia hatasat a PSB-0739 altal kivaltott
végtagelrantdsi  kiiszobemelkedésre  az  altalunk  alkalmazott  gyulladasos
fajdalommodellben. A bolygoideg efferens hatasarol szakirodalmi adatok is
rendelkezésiinkre 4lltak. Borovikova és munkatéarsai illetve Pavlov és munkatarsai
leirtdk mar a periférias gyulladt szovet citokin szintjének a disztalis vagus ideg
elektromos ingerlésére bekdvetkezd valtozasat (Borovikova és munkatarsai, 2000;
Pavlov és munkatarsai, 2003). A végtagelrantasi kiiszobértéket felmértiik a vagotomia
elétt, valamint 10 nappal a miitétet kovetden és nem tapasztaltunk valtozast a PWT
értékekben, tehat a vagotémia onalléan nem befolyasolja a fajdalomkiiszob értékét (38.
abra, 42. abra, 38.6+0.8 g, n = 10 illetve 37.66+1.75 g, n=10, p> 0.05 cikk abra). A
mitétet kovetd tizedik napon, a gyulladasos modellben leirtak szerint CFA-t, illetve
fiziologias so6oldatot injektaltunk az éllatok jobb hétsé lababa, aminek hatisara 48
oraval késObb a végtagelrantasi kiiszobérték robosztus csokkenését tapasztaltuk a CFA

kezelt csoportban (16.48+2.05, n=10, p <0.001). Az intrathecalisan adagolt fiziologias
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sooldatnak, illetve a P2Y1, receptorantagonista PSB-0739-nek nem volt anti-allodynias
hatdsa a vagotomizalt allatokon (sokezelt csoport: 19.93+£1.56, n=4, p> 0.05 CFA
értékhez viszonyitva; PSB kezelt allatok: 14.57+1.67, n=6, p> 0.05 a CFA kezelt

csoport értékhez viszonyitva).
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37. abra Efferens farmakologiai blokad hatasa a P2Yj, receptor szelektiv
antagonista PSB-0739 antiallodynias hatasara. A méréseket a kezelés elott (pre),
illetve 48 éraval a CFA kezelést kovetoen végeztiik el. A PSB-0739-et 15 perccel a
mérés elott intrathecalisan adagoltuk 5 pl-es térfogatban 0.3 mg/mL-es dézisban,
6-OHDA, MLA, illetve kontrollként s6 el6kezelést kovetéen. ***p <0.001, *p <0.05

szignifikans eltérés a CFA kezelés elotti értékhez viszonyitva. N=5-10/csoport
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38. abra Subdiaphragmaticus vagotomia (VGX) hatasa a P2Y 1, receptor szelektiv
antagonista PSB-0739 antiallodynias hatasara. A vagotémia onallo, esetleges
nocifenziv viselkedést befolyasolé hatasat felmértiik miitét elotti (pre) és vagotomia
utani (VGX) méréssel. A CFA hatasat 48 oraval az intraplantaris CFA kezelést
kovetden mértiik meg (CFA). A PSB-0739 illetve a fiziolégias sooldatot 15 perccel a
mérés el6tt intrathecalisan adagoltuk 5 pL-es térfogatban 0.3 mg/ml-es doézisban.
***p <0.001, ns. p> 0.05 szignifikans eltérés a CFA Kkezelés elotti értékhez

viszonyitva. N=5-10/csoport.

5.4. Mellékhatas vizsgalatok

Az in vitro vizsgalatok, illetve a fajdalomteszteket kdvetd hatdasmechanizmus keresés
utan megvizsgaltuk a cangrelor és a PSB-0739 mozgaskoordinaciora, illetve trombocita
aggregaciora gyakorolt lehetséges hatdsait. Mindkét antagonista esetében a
fajdalomtesztekben hatékonynak bizonyuldé dozist és adagolasi modot valasztottuk

(cangrelor 3 mg/kg intraperitonealisan, PSB-0739 0.3 mg/kg intrathecalisan).
5.4.1. Mozgas koordinacios teszt (Rotarod)

A cangrelort a kisérlet elott 30 perccel adtuk az allatoknak, a PSB-0739-nél az
intrathecalis adagolas miatt ez az id6 15 perc volt. A tesztperiodus 300 masodperc volt,
az altalunk vizsgalt antagonistdk koziil egyik sem befolyasolta a leesési latencia
értékeket (39. abra, fiziologias sé intraperitonealis adagolassal: 262.70+£24.9, n=10;
cangrelor: 263.10+22.80 s, n=10; fizioldgias sé intrathecalis adagolassal: 259.0+21.23,
n=9; PSB-0739: 258.0+ 20.63 s, n=9; p> 0.05).
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39. abra A cangrelor (ip. 3 mg/kg) és a PSB-0739 (it. 0.3 mg/kg) hatasa a rotarod
tesztben. A cangrelort 30 perccel a vizsgalat el6tt injektaltuk ip. a kisérleti
allatokba (n=10, p> 0.05 a socsoporthoz viszonyitva). A PSB-0739-t 15 perccel a
vizsgalat elott injektaltuk it. a kisérleti allatokba (n=9, p> 0.05 a s6 csoporthoz

viszonyitva).

5.4.2. Trombocita aggregacié vizsgalata ex vivo

Az ex vivo trombocita aggregacio gatlas mérésekor a cangrelort és a PSB-0739-t
vizsgaltuk meg az analgesia kisérletekben hatékonynak bizonyuld dozisban és adagolasi
moddal. Kisérleteinkben ADP-vel indukaltunk trombocita aggregiciot, az aggregacio
mértékének kifejezésére a maximalis aggregacid mértekét (Amax) vettiik figyelembe (40.

abra)

Naiv allatokban az ADP (5-10 uM) koncentraciotdl fliggden indukélta a trombocita
aggregaciot (40. abra). 10 uM ADP-vel indukalt maximalis trombocita aggregaciod
49.5+2.96% (n=4) volt, melyhez hasonld eredményt tapasztaltunk fiziologias sooldat
intraperitonealis adagolasat kovetéen 30 perccel (45.78+5.00 %, n=9). A cangrelor 3
mg/kg intraperitonedlis dozisa szignifikansan csokkentette az Apmax mértékét
(18.83+£5.28, n=12 p <0.01, 41. abra). A PSB-0739 (0.3 mg/kg it.) szignifikansan

fokozta a trombocita aggregacid mértékét az intrathecalisan adagolt séoldathoz
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viszonyitva (51.00+£2,86, n=4, p <0.01, 32. abra), melynek oka lehet példaul az, hogy
az antagonista nem jutott be a szisztémas keringésbe. A cangrelorral kapott eredmények
korreldlnak a P2Y12R antagonistdk antiaggregans hatdsait bemutaté kozlemények
adataival (Schumacher ¢és munkatarsai, 2007), ami Kkardiovaszkularis riziko

szempontjabol inkabb elényds hatasq.
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40. abra A trombocita aggregacié gorbe jellemzoé paraméterei. Kisérleteinkben az
aggregacio mértékénél a maximalis aggregacio mértékét (Anax) vettiik figyelembe
(fels6 gorbe). Az ADP (5-10 pM) altal Kkivaltott trombocita aggregacié naiv

patkany vérmintan. Eredeti regisztratum az aggregométerbol.
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41. abra A cangrelor és a PSB-0739 hatasa az ex vivo ADP (10 uM) altal kivaltott
trombocita aggregaciora. A kisérleti allatokat fizioldgias intraperitonealis illetve
intrathecalis fiziologias séoldattal, valamint cangrelorral (3 mg/kg, ip.) és PSB-

0739-el (0.3 mg/kg it.) kezeltiik. n=4-9/ csoport, **p <0.01).
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6. Megbeszélés

A fijdalom csillapitdsa szakteriilettdl fiiggetleniill alapvetd fontossagin az
orvostudomanyban. Ebben a tanulmanyban a P2Yj, receptor fijdalomban betdltott
szerepét Osszetett modon, molekularis bioldgiai és in vivo viselkedésfarmakologiai
technikak segitségével deritettiilk fel. Eredményeink igazoltdk a P2Yj, receptor
részvételét kiilonboz6 tipustt fajdalmakban és a vizsgalt antagonistik lehetséges

hatasmodja is kérvonalazodott a kisérleteink soran.

6.1. P2Y;; antagonistak hatasanak vizsgalata  kiillonb6z6 ragcsalé

fajdalommodellekben

Az in vivo viselkedésfarmakologiai vizsgalatok soran az altalunk tesztelt antagonistak
dozis-hatas gorbéit vettiik fel és hasonlitottuk egymashoz akut termdlis fajdalom,
neuropatias fajdalom és CFA altal indukalt gyulladasos fajdalommodellben, mely
modelleket a laboratéoriumban korabban mar beallitottunk. A  kiilonbdzo

fajdalommodellekben eltérden hatottak a kiilonbdzd antagonistak.

Az emelkedd homérsékletli hot plate tesztben az altalunk vizsgalt hatéanyagok koziil
négy Vegylilet volt hatékony. A PSB-0739 dozis fiiggetlen hatassal birt, a tobbi harom
vegyiilet esetén dozisfiiggést tapasztaltunk. A reactive blue 2 és a cangrelor nem voltak
hatékonyak ebben a fajdalom modellben. Az akut fajdalomteszt eredményeivel
kapcsolatban érdemes megjegyezni, hogy ez a tipust fajdalom elsGsorban szoveti
sériiléseket kovetden jelentkezik, enyhitése fontos, de teljes megsziintetése nem

célszer.

A neuropatias fajdalommodellben az til6ideg részleges lekotését végeztiik el az egyik
oldali végtagon. A végtagelrantési kiiszobértéket a beavatkozas el6tt, illetve egy héttel a
mitétet kovetden mértiik. Ekkor mértik meg a vegyiiletek hatasat is. Ebben a
modellben &t antagonistanak volt szignifikans hatasa a miitétet kovetd csokkent
végtagelrantasi kiiszobértékre. A dozis-hatas gorbék kisebb meredekséget mutattak. Ez
alol a ticlopidine kivétel, ami jelentds hatassal birt az altalunk legnagyobb vizsgalt

dozisban. A reactive blue 2 hatastalannak bizonyult.
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A CFA altal kivaltott gyulladasos fajdalommodellben az altalunk vizsgalt Osszes
antagonista szignifikans hatasa volt. A leghatékonyabb a P2Y3, receptorszelektiv
antagonista PSB-0739 és a P2Y 1,13 antagonista cangrelor voltak. Ebben a modellben
felmértiik az 6déma mértékét, illetve az antagonistak 6démara gyakorolt hatasat is. Az
altalunk vizsgalt hatéanyagok koziil egyediil a ticlopidine-nek volt hatdsa az 6déma

térfogatara.

A PSB-0739-r6l azt az informdaciot kaptuk a gyartotol, hogy szerkezeti sajatsaganak
koszonhetden nem képes atjutni a vér-agy gaton, ezért kétféle adagolassal,
intraperitonedlis ¢és intrathecalis adagoldssal is megmértik az antagonista hatdsat.
Valoban, intraperitonealis adagolaskor nem tapasztaltunk fajdalomesillapité hatast, mig
intrathecalisan az altalunk vizsgalt antagonistak koziil a PSB-0739 bizonyult a

leghatékonyabbnak mindharom fajdalommodellben.

1. tablazat P2Y12 receptorantagonistak hatasa kiilonb6zo fajdalommodellekben

Fajdalom . _— . reactive PSB-
MRS2 iclopidin lopi rel ngrelor

modell S2395 ticlopidine clopidogre blue 2 cangrelo 0739

Akut e TSP e e Dézis
fajdalom Dozisfliggd Dozisfliggd Dozisfliggd - - fiiggetlen
RN Drisfiggs  Dézisfiiggs Dozisfiiggs Dozisfiiggs Dozisfiiggs ~ Dozisfiggd
fajdalom 99 99 99 99 99 99
Neuropatias . i riggs  Dozisfiiggs Dézisfiiggd : Dézisfiiggé ~ Dézisfiiggd

fajdalom

2. tablazat P2Y12 receptorantagonistik hataserésségi sorrendje a minimalis
hatékony dozis alapjan

Fajdalom 3
modell Rangsor (mED alapjan)
Akut PSB-0739 it. > MRS2395> clopidogrel> ticlopidine
fajdalom . pleey p

Gyulladasos

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

Neuropatias

fajdalom PSB-0739 it.= cangrelor> MRS2395> clopidogrel> ticlopidine
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A szakirodalomban ugyan mar megtalalhatoak a P2Y3, receptor és fajdalom
kapcsolataval foglalkozo tanulmanyok, melyek neuropatias és akut fajdalommodellben
vizsgaltak a P2Y 1, receptor részvételét (Kobayashi és munkatarsai, 2006; Kobayashi és
munkatarsai, 2008; Tozaki-Saitoh és munkatarsai, 2008). Ismert volt, hogy az iil6ideg
részleges lekotését kovetden patkany gerincveldi mikroglia sejteken fokozodik a P2Yq;
receptor mRNS expresszi6. Ebben a modellben megvizsgaltak az MRS2395, illetve
P2Y15R antiszensz oligonukleotid fajdalomcsillapito hatasat. Ezen tilmenden a termalis

hiperalgéziara gyakorolt hatasat is leirtak (Kobayashi és munkatarsai, 2008).

A korabbi kisérletes adatokat attekintve célunk egy olyan dsszehasonlité farmakoldgiai
vizsgalat elvégzése volt, melynek soran kiillonbozd specificitdsu illetve affinitast
antagonistakat vizsgalunk meg tobbféle fajdalommodellben. Kiemelten fontos volt,
hogy a P2Y 1, receptor gyulladasos fajdalomban betoltott szerepét megvizsgaljuk, mert

erre vonatkozo szakirodalmi adat korabban nem allt rendelkezésre.

A vegyliletek in vitro és in vivo hatasa kisérleteink soran egymassal szorosan korrelalt,
eredményeink szerint a P2Yj;; receptor farmakologiai gatlasa in vivo
fajdalomesillapitashoz vezet neuropatids, akut termalis és CFA altal indukalt
gyulladédsos fajdalom esetén egyarant. A kiillonbozd szelektivitast és affinitastt P2Y;
receptor antagonistak eltérd hatékonysagtiak voltak az altalunk vizsgélt modellekben, de
a P2Y ;R potens ¢€s szelektiv antagonista PSB-0739 nemcsak hatékony, de az dsszes
antagonista koziil a leghatékonyabb volt, ami azt a feltételezésiinket erdsiti, hogy a
P2Y 1, receptornak fontos szerepe van a fajdalomban. A CFA altal indukalt gyulladasos
fajdalommodellben a nocifenziv viselkedés mellett egy masik fizikai paramétert, a
gyulladt végtag térfogatat is megmértiik. A végtag térfogatara egyediil a klinikumban
széles korben hasznalt ticlopidine volt hatassal. Az a jelenség, hogy az 6déma térfogatat
nem befolyasoltdk azok a hatdanyagok, amik az allodyniat/hiperalgéziat jelentds
mértékben csokkentették, arra utal, hogy a fajdalomcsillapito hatas a gyulladasos
oedemat csokkentd hatastol fiiggetleniil jelentkezett az altalunk vizsgalt tesztekben. Egy
masik lehetséges magyarazat, hogy az altalunk hasznalt modszer, a plethysmometria
nem kellden érzékeny és csak nagyobb mértékii 6déma csokkenésre mutat szignifikans
valtozast. A gyulladdsos citokinek mennyiségi elemzése, kiilondsen a
proinflammatorikus IL-1P szintek ugyanakkor ugy tiinik, hogy szorosan korrelalnak a

fajdalmi reakcioval.
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A P2Y;; receptor fajdalomban betoltott szerepét egy masik tanulmanyunkban is
vizsgaltuk, ahol CFA éltal indukalt kronikus gyulladas soran fellépd mechanikus
hiperalgéziat, a gyulladt végtag térfogatanak novekedését, neutrofil mieloperoxidaz
aktivitast és a gyulladéasos citokinszintek valtozasat figyeltiikk meg vad tipust és P2Y1,
receptor génkilitott egereken. A PSB-0739 szignifikdns fajdalomcsillapitd hatdssal birt
CFA altal indukalt kronikus gyulladas esetén is (Beko és munkatarsai, 2017).

A farmakologiai vizsgélataink soran kapott - a P2Yi, receptor kiilonb6dzo tipust
fajdalmakban betoltott szerepét igazold - eredményeket megerdsitendd génkiiitott
egereken is elvégeztik mindharom fajdalomtesztet. A hot plate tesztben magasabb
hémérsékleti értéket tirtek a P2Yq, -/- allatok a vad tipusu tarsaikhoz viszonyitva. A
CFA altal kivaltott gyulladasos fajdalommodellben mindkét csoportban (WT és KO)
CFA hatasara a fajdalomkiiszob szignifikans csokkenését tapasztaltuk, de a génkiiitott
egerek enyhébb fijdalmi reakciot mutattak, mint vad tipusu tarsaik. A neuropatias
fajdalommodellben is hasonld kiilonbségeket fedeztiink fel a csoportok kozott. A
mitétet kovetd hetedik napon mindkét csoport a végtagelrantasi kiiszobérték
szignifikans csokkenését mutatta, de a vad tipusu és génkiiitott egerek PWT értéke
kozotti eltérés szignifikans volt. A farmakolodgiai vizsgalatokhoz hasonldan, génkiiitott
egereknél is megmértiik a megfeleld gerincvel6i szegmensek és a gyulladt talp citokin
szintjeit a CFA indukalt gyulladdsos fajdalommodellben. A  gerincveldi
proinflammatoérikus IL-1p szint CFA hatasara bekdvetkezd valtozasa csak a vad tipust
allatokban volt tapasztalhato, ez elmaradt a génkiiitott egerekben. A gyulladt talp IL-1p
szintje genotipustol fliggetleniil megemelkedett CFA kezelés hatasara (Beko és
munkatarsai, 2017). A génkiiitott allatok akut neuropatias fajdalmi reakcioban
megmutatkozo kiilonbségeir6l a szakirodalom mar beszamolt (Tozaki-Saitoh és

munkatarsai, 2008), de P2Y1, receptor deficiens egerek gyulladasos fajdalommodellben

crer

A farmakologiai vizsgalatokkal egybevagd eredményeket tapasztaltunk génkiiitott
egerek esetében is, amely azt a hipotézisiinket erdsiti, hogy a P2Y, receptorgatlasa in
vivo fajdalomcsillapitashoz vezet. A gyulladasos fajdalommodellben a fajdalmi
reakcioval parhuzamosan valtozik a proinflammatoérikus citokin szint farmakologiai

blokad és génkiiités esetén egyarant, ami azt mutatja, hogy a gerincveldi gyulladasos
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citokin szintek csokkenése — melyeknek fajdalomkelté hatasa jol ismert — minden

bizonnyal a fajdalomcsillapitd hatés kdzvetitd mechanizmusa.

6.2. P2Y 1, antagonistak 2-MeSADP altal gatolt cAMP szintre gyakorolt hatasanak

vizsgalata

Transzfektalt sejtvonalakon P2Y1, receptor antagonistak farmakologiai vizsgélatait
végeztiik el. A kisérletek soran meghataroztuk a kiilonb6zé hatéanyagok IC50, pA2,
pKB ¢és Kb értékeit huméan rekombinans P2Y;, receptoron. A kisérletekben suramin,
reactive blue 2, PSB-0739, MRS2395 és cangrelor farmakologiai aktivitasat vizsgaltuk,
P2Y1, receptoragonista 2-MeSADP ellenében, az isoproterenol (10nM), illetve
forskolin (10 uM) altal kivaltott cAMP szint emelkedésre. Isoproterenol esetén 1321N1
sejteket, forskolinnal torténd indukcid esetében pedig CHO sejtvonalat hasznaltunk. Az
altalunk vizsgalt antagonistdk koziil a PSB-0739 potens és szelektiv vegyiilet. A
suramin nem szelektiv és alacsony affinitdsu purinreceptor blokkold. A reactive blue 2
viszonylag potens, de kevésbé szelektiv antagonista. A cangrelor potens vegyiilet, mely
P2Y 1213 szelektivitdst mutat. A szakirodalmi eredmények kozott gyakran megjelend
MRS2395 nem valédi human P2Y 1, receptorantagonista, nativ patkany trombocitakon
mért hatasa kozvetett kisérletes adatokon alapult (Xu és munkatarsai, 2002). Kutatasi
eredményeink és korabban publikalt in vivo fajdalomcsillapitdo hatasa elképzelhetd,
hogy nem P2Y, receptormedialt folyamatok eredménye (Ando és munkatarsai, 2010;
Horvath és munkatarsai, 2014). A ticlopidine és clopidogrel pro drog-ok, ezért ebben a
rendszerben nem voltak vizsgalhatdéak. Az altalunk vizsgalt antagonistak koziil az
affinitds ¢és szelektivitds alapjan is a legkedvezObb tulajdonsagii antagonistakat
valasztottuk ki a késObbi hatasmechanizmus vizsgalatokhoz, ezért a tanulmany masodik
felét képezo vizsgalatok soran a PSB-0739- és a cangrelor hatdsat tanulmanyoztuk. Az

egyes antagonistak hataserdsségiik alapjan az alabbi sorrendbe tehetdek:
PSB0739> cangrelor> reactive blue 2> suramin
Az affinitdson til meghataroztuk az egyes ligandok P2Y 1, receptorszelektivitasat is:

PSB0739 > > cangrelor> reactive blue 2 > suramin
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3. tablazat P2Y receptorantagonistak affinitasi adatai human P2Y receptor
szubtipusokra

Vegyﬁlet P2Y1 P2Y2 P2Y4 P2Y6 P2Y11 P2Y12 P2Y13 P2Y14
reactive 58 53¢ <4l 6ah <50 7 4P 5 700
blue 2 ' ' ' '
suramin | 55° 45° <35% <45%" 5.7° 5.6
9.2 e
| \1/80%97],
cangrelor 88(; (10 nM)
nem
kompetitiv
antagonista,
MRS2395 emeli a
CAMP
szintet
- - - - - " -
PSB-0739 | (320 (320 (>20 (20 (520 99'89 ooy EL
nM) nM) nM) nM) nM) ' nM)

a

pKs

" pA;

¢ ~log(ICs0)

9 hatastalan alacsonyabb koncentraciokban

® Communi et al. 1996 Eur J Pharmacol 317:383-389
f Communi et al. 1999 Br J Pharmacol 1,8 :1199-,,06
9 Marteau et al. 2003 Mol Pharmacol 64 :104-1,

" Robaye et al. 1997 Eur J Pharmacol 329 :231-236

' Charlton et al. 1996 Br J Pharmacol 119 :1301-1303
I Takasaki et al., 2001 Mol Pharmacol. 60, 432-9.
*Vasiljev et al. 2003 Neuropharmacology. 45:145-54.
' Hoffmann et al., 2008 Biochem Pharmacol 76, 1,01-1,13.
™ Bagi et al., 2009 J Med Chem 52:3784-3793.
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6.3. A P2Y 1, receptorgatlas okozta fajdalomcsillapito hatas hattérmechanizmusa

Célunk volt a P2Y3, receptorgatlasaval okozott antinociceptiv hatasok lehetséges
hattérmechanizmusainak a felderitése is. Mivel a szakirodalom neuropatias €s akut
fajdalommal mar foglalkozott, elsésorban a gyulladasos fajdalommodellben vizsgaltuk
a lehetséges hattérmechanizmust. CFA indukdlt gyulladasos kisérleteink sordn
megvizsgaltuk €és Osszehasonlitottuk a periférias gyulladt szovet, valamint a kozponti
idegrendszer megfelelé szegmenseinek a P2Y 1, receptor mRNS és gyulladasos citokin
tartalmat (4. tablazat). 48 o6raval a CFA injekciot kovetden az 6démas talpban P2Y 2R
mRNS mennyiségének jelentds emelkedését, ezzel parhuzamosan az IL-1B
overexpresszidjat tapasztaltuk. A lumbalis L4-6 gerincvel6i szegmensekben citokin-
illetve P2Y, receptor mRNS szintekben bekovetkezd jelentds valtozasokat csak
kés6bb, mintegy 96 oOraval az intraplantaris kezelést kovetéen tapasztaltuk, ami azt
sugallja, hogy a P2Yi, receptor medialt gyulladas id6fliggd, késleltetett lefutasu a
kozponti idegrendszerben (4. tablazat). Az altalunk kivalasztott szelektiv antagonistak,
a cangrelor és a PSB-0739 csokkentette a gerincveldi proinflammatérikus IL-18
szinteket. Hasonl6 eredményeket tapasztaltunk a P2Y, receptor génkiiitott allatokon
végzett vizsgalatok sordn is. Az akut fazis valasz elemeként ismert IL-1B fontos
szerepet jatszik a kozponti szenzitizdcio folyamataiban, amelynek soran a gerincveld
lamina Il-ben spontan excitatoros posztszinaptikus aramok (sEPSC) gyarapodasa és
ezzel parhuzamosan a gatld posztszinaptikus aramok (sIPSC) csokkenése figyelhetd
meg. E hatasok mellett ismert még az IL-1p CREB (CAMP response element-binding
protein) foszforilaciora és a nociceptiv neuronok plaszticitasara gyakorolt hatasa is
(Kawasaki ¢és munkatarsai, 2008). Az altalunk tesztelt antagonistak hatasanak
magyardzata lehet a gerincveldi IL-1p produkciét csokkentd hatds, ami azonban nem
tekinthet6 kizarélagosnak, mert az antagonista kezelés in vivo fajdalomcsillapito hatasu
volt mar az intraplantaris CFA injekciot kovetd 48. draban, amikor a gerincvelében még

nem tapasztalhat6 I1L-1p emelkedés.

A PSB-0739 szintén hatassal volt az 6démas talp citokin termelésére (4. tablazat). A
CFA hatdsara emelkedést mutatd gyulladt szoveti IL-1B-, TNF-a-, IL-6- és IL-10
szinteket intrathecalisan adagolt PSB-0739 jelent6és mértékben csokkentette. Cangrelor
ilyen jellegli hatasat csak a TNF-a- és az IL-10 esetében tapasztaltuk. A periférias
citokinek és a fajdalomérzet kapcsolata jol dokumentalt (Ren, Dubner, 2010; Scholz,
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Woolf, 2007), ezért okkal feltételezhetd, hogy periférias citokinek (IL-1p, TNF-a és az
IL-6) altal is kdzvetitett a PSB-0739 hatasa.

4. tablazat P2Y12 farmakolégiai és genetikai blokadjanak a hatisa a gyulladt
végtag és a gerincveld citokinszintjeire

Cangrelor  PSB-0739  Cangrelor PSB-0739

IL-1pB - ! I !
TNFa ! | ; )
IL-10 ! l - ;
IL-6 - ! - -

Intraplantaris CFA kezelés hatasa

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

IL-1p 1 1 1 -

A P2Y 1, receptor gyulladdsos végtagban mért emelkedett expresszidja, illetve az ezzel
parhuzamosan mért citokin szintek valtozasa is ezt a feltételezést tamasztja ala. A P2Y 1,
receptor egyéb P2 receptor altipusokkal egylitt a periférias szenzoros terminalisok
mellett keratinocitakon és dendritikus sejteken is expresszalodik, amik szintén fontos
mediatorai lehetnek a citokin felszabadulasnak mint lokalis gyulladasos folyamatnak
(Malin, Molliver, 2010).

A centralis adagolasa PSB-0739 periférias citokin szintet befolyasold hatasa még
tovabbi magyardzatokra és bizonyitdsra szorul. Nem zarhat6 ki teljes mértékben az a

lehetdség, hogy a kdzponti adagolasu PSB-0739 valamilyen modon eléri a perifériat.
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Szakirodalmi adatok 3-5 nappal a CFA adasat kovetden irjak le a vér-agy gat fokozott
permeabilitasat, illetve az intrathecalis adagoldsnal is elképzelhetd, hogy bizonyos
mennyiségli hatdoanyag a perifériara illetve a hatsé gyoki ganglionba kertl
(Raghavendra és munkatarsai, 2004). Ennck ellenére ez a hatas kevésbé valdszinil,
mivel azonos dozisu intraperitonealis adagolasi PSB-0739 hatastalan volt az altalunk

vizsgalt fajdalommodellekben, ami a hatéanyag primér centralis hatasara utal.

A potens ¢€s szelektiv antagonista lehetséges hatasmodjat farmakologiai €s kisérletes
mitéti beavatkozassal deritettiik fel. Eldszor a P2Yj; receptort expresszalo,
gerincveldbdl kilépd szimpatikus posztganglionaris rostok farmakolédgiai blokadjanak a
hatasat vizsgaltuk meg Lechner és munkatarsai altal k6zolt tanulmany alapjan (Lechner
és munkatarsai, 2004; Sandkuhler, 2009). A szisztémas 6-OHDA kezelés nem
befolyasolta a PSB-0739 gyulladasos fajdalommodellben kordbban tapasztalt

fajdalomcsillapit6 hatasat, ami mas efferens mechanizmust sejtet.

Ezzel ellentétben a szisztémasan adagolt a7 nikotinos acetilkolin receptorantagonista
MLA felfiiggesztette a PSB-0739 fijdalomcsillapité hatasat. Ezt megerdsitendd
subdiaphragmaticus vagotomiat kovetden végzett fajdalomkisérleteink sordn azt
tapasztaltuk, hogy a vagotomia kivédte a potens ¢és szelektiv P2Y 1, receptorantagonista
PSB-0739 antinociceptiv hatasat, tehat gy tlinik, hogy a centrdlis P2Y1, receptor
blokkolas fajdalomcsillapitd efferens mechanizmusat paraszimpatikus, kolinerg rostok

valositjak meg.

Szisztémas anti kolinerg kezelés nemcsak a PSB-0739 anti nocifenziv hatasat
figgesztette fel, de ezzel parhuzamosan a PSB-0739 gyulladasos citokineket
befolyasolo hatasat is. Az a7 nikotinos acetilkolin receptorantagonista MLA kdzponti
idegrendszeri penetracidja elhanyagolhato mértékli ezért a kisérletes adataink arra
engednek kovetkeztetni, hogy a bolygoideg kozvetiti a centrdlisan adagolt PSB-0739
periférias hatasat (Medhurst és munkatarsai, 2008; Turek és munkatarsai, 1995) az
a7nACh receptoron keresztiil. Ez egybevag a bolygoideg ismert, citokin szintet
befolyasold hatasaval és a a7nACh periférids immunsejteken torténd expressziojaval
(Borovikova és munkatarsai, 2000; Pavlov és munkatarsai, 2003). Az a7nACh receptor
aktivacié hatdsara bekdvetkezd gyulladdsos és neuropatias fajdalom csokkenése jol

ismert folyamat (Loram ¢és munkatarsai, 2012; Medhurst és munkatarsai, 2008).
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Feltételezhetd, hogy a periférian a gyulladas helyére toborzott immunsejteken levd
nikotinos acetilkolin receptor endogén aktivacidja okozza a fajdalomcsillapitd hatast.
Emellett a gyulladasos valasz egyéb korai mediatorai, példaul kemokinek, vagy egyéb
supraspinalis mechanizmusok is szerepet jatszhatnak a centralis P21, receptoraktivacio
periférias citokin valaszra gyakorolt hatasaban (Kiguchi és munkatarsai, 2012;
Ransohoff, 2009). A szakirodalomban tobb olyan forras is van, ami P2Y;, receptor
aktivaciojara bekovetkez6 mikroglia kemotaxisrél illetve neuron-microglia interakciorol

szamol be (Honda és munkatarsai, 2001; Maeda és munkatarsai, 2010).
6.4. Mellékhatas vizsgalatok

Bér a gyakorld orvos szaméra a fajdalomcsillapitok egész arzenalja all rendelkezésre, a
klinikai gyakorlatban a neuropatias és gyulladasos fajdalom a mai napig kihivast jelent,
mert a forgalomban 1évé szerek erds fijdalom esetén gyakran hatastalanok, vagy a

terapias dozistartomanyban nem kivant mellékhatdsokkal birnak.

A Rotarod teszt soran felmértiik a P2Y 1, receptorantagonista PSB-0739 illetve P2Y 1213
receptorantagonista cangrelor motoros koordinaciora gyakorolt hatasat. A teszt lehetové
teszi, hogy koordinaciot, motoros tanulast, intoxikaciot, szedaciot és erdsséget mérjiink
egereken illetve patkanyokon. Az altalunk tesztelt szelektiv P2Y 1, receptorantagonista

PSB-0739 esetében nem tapasztaltunk akut mozgaskoordinaciora gyakorolt hatast.

Masrészrol szamolni kell a P2Y;, receptor antagonistak trombocita aggregaciot gatlo
hatasaval a fajdalomcsillapité dozistartomanyban, hiszen a P2Y 1, receptor a vérlemezke
ADP receptora. Az intraperitonealisan adagolt cangrelor ex Vvivo aggregacid gatlasat
tapasztaltuk, ezzel szemben az intrathecalisan adagolt PSB-0739 esetében éppen
ellenkezd hatast tapasztaltunk. Feltételezhetd, hogy a kiilonb6zé P2Y1i
receptorantagonistak erdsebb fajdalomcsillapitd hatissal birndnak, ha képesek lennének

atjutni a vér-agy gaton.
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7. Kovetkeztetések

Eredményeink &sszefoglalasa és az azokbol adodo kovetkeztetések a kérdésfelvetésekre

reflektalva az aldbbiak:
7.1. P2Y1; receptorgatlas vizsgalata fajdalom Kkiilonb6zo allatmodelljeiben.

Ezekben a vizsgalatokban hat vegyiilet hatisat vizsgaltuk meg Osszesen harom
fajdalommodellben. Az inkremental6 hot plate tesztben dsszesen négy antagonista volt
hatékony, a neuropatias fajdalommodell esetén 6t, a CFA altal indukalt gyulladasos
fajdalommodellben pedig az Osszes altalunk vizsgalt antagonista hatasosnak bizonyult.
A potens és szelektiv P2Y, receptorantagonista PSB-0739, illetve a P2Y1213 receptoron
hato 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 modon, a végtag térfogatat mér6 tesztben egyediil a

ticlopidine-nek volt szignifikans hatésa.

A P2Yi; receptor fajdalomban betoltdtt szerepe maér ismert volt, dm elséként

szamoltunk be a P2Y 1, receptor gyulladasos fajdalomban betoltott szerepérol.

Génkilitott egereken fajdalmi reakcioit is megvizsgaltuk, azok megfeleld kontrolljaival
(vad tipusu alomtarsaik) egyiitt. Az akut fajdalomtesztben magasabb homérsékleten
mutattdk a fajdalmi reakciot a KO allatok. Neuropatids fajdalom esetén az iildideg
részleges lekotését kovetden a végtagelrantasi kiiszobértékek lecsokkentek mindkét
genotipusnal, de a fajdalmi reakcid egy enyhébb formaja jelent meg KO allatok esetén.
Ehhez hasonlo eredményt kaptunk a gyulladdsos fajdalommodellben is: génkiiitott

allatok enyhébb foku fajdalomkiiszob csokkenést mutattak, mint vad tipust tarsaik.

Az interleukin-1 béta értékek a fajdalmi reakcioval parhuzamosan valtoznak
gyulladasos fajdalom esetén. Intraplantaris CFA kezelést kovetden az IL-1p szint
megemelkedik, P2Y 1, blokad hatasara a citokin szintje csokken. Génkiiitott egerekben a

gerincveldi IL-1 béta szint véaltozatlan maradt CFA kezelést kdvetden.

A P2Y; receptorgatlasa csokkentette a fajdalmat az altalunk hasznalt allatmodellekben.

Az in vivo adatok szorosan korrelalnak az in vitro adatokkal.
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7.2. P2Y 1, receptor antagonistak farmakolégiai aktivitasanak felmérése

A transzfektalt sejtvonalakon torténd vizsgalatok soran P2Y, antagonistak 2-MeSADP
altal gatolt cAMP szintre gyakorolt hatasat mértiik ¢és meghataroztuk a Kb, pA2 és pKB
értekeket.

A PSB-0739 potens és szelektiv P2Y1, receptorantagonista. A cangrelor P2Y 1213

receptor szelektivitast mutat, affinitdsa a PSB-0739-hez hasonlo.

A kutatasban széles korben hasznalt MRS2395-r61 kideriilt, hogy nem valédi human

P2Y 1, receptorantagonista.
A prodrog vegyiiletek (clopidogrel és ticlopidine) ebben a tesztben nem vizsgalhatoak.

A vizsgalt antagonistak koziil a PSB-0739 potens és szelektiv antagonistdja a human
P2Y1, receptornak. 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 kiillonbozd 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.

7.3. A P2Y1, receptor galassal okozott hatasok hattérmechanizmusainak

felderitése.

A vizsgalataink elsé részében kapott hatasok lehetséges mechanizmusait molekularis

bioldgiai technikdk alkalmazasaval deritettiik fel.

7.3.1: Kvantitativ Real-Time PCR-rel vizsgaltuk a P2Y;, 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 kdzponti

idegrendszerben egyarant.
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7.3.2: Farmakologiai blokad és mitéti denervaciot kovetden a citokin szintek valtozasat
vizsgaltuk, hogy a P2Yj, receptor gyulladdsos folyamatokban betoltott szerepét

tisztazzuk.

Idofiiggd, késleltetett lefutast P2Y1, mRNS szintli overexpressziot tapasztaltunk a
gyulladt talpban és a gerincveld L4-6 szakaszon CFA kezelést kdvetden.

A potens és szelektiv antagonista PSB-0739 intrathecalis adagoldssal csokkentette a
periférias és centralis emelkedett gyulladasos citokin szinteket. A szimpatikus
posztganglionaris rostok farmakologiai blokadja nem fliggesztette fel a PSB-0739
hatasat, ezzel szemben a szisztémasan adagolt nAchRa7 antagonista MLA
felfiiggesztette a PSB-0739 fajdalomcsillapitd-, valamint a gyullad4sos citokinek
szintjére gyakorolt hatasat. A subdiaphragmaticus vagotémia is kivédte a PSB-0739
fajdalomesillapitd hatasat. Eredményeinket Osszegezve arra kdvetkeztethetlink, hogy a

potens ¢és szelektiv antagonista PSB-0739 gyulladasos fajdalomra gyakorolt hatasa

crer
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42. abra A gyulladasos fajdalom modellben alkalmazott P2Y;, receptorantagonista
PSB-0739 feltételezett hatasmechanizmusa: intraplantaris CFA (Complete’s
Freund Adjuvant) injekciot kovetéen a talpban gyulladasos folyamatok indulnak
meg. A primér afferens rost a gerincvelé hatsé szarvban talalhaté projekcios
illetve interneuronokhoz kapcsolédik tovabbitva az ingeriiletet felsébb agyi
struktarak felé. A gerincvelébe injektalt PSB-0739 kozponti fajdalomcsillapito
hatasat kozvetleniil neuronon és aktivalt mikroglian fejti ki, indirekt médon
azonban képes a periférias gyulladasos citokinszintet is befolyasolni. Szisztémas 6-
hidroxidopamin kezelés nem befolyasolta a PSB-0739 hatasat. Szubdiafragmatikus
vagotomia, illetve szisztémas antikolinerg kezelés (MLA, metil-akonitin) azonban
felfiiggesztette a P2Y; receptor szelektiv antagonista PSB-0739 hatasat, ezért
vélhetoleg a PSB efferens hatasa paraszimpatikus, kolinerg rostok kozvetitésével

torténik.
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7.4. Az altalunk hasznalt P2Y1, receptor antagonistak esetleges mellékhatasainak

vizsgalata.

Kisérleteinkben megvizsgaltuk az altalunk hasznalt antagonistak 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
hatéassal az allatok mozgaskoordinacidjara. Az ex vivo trombocita aggregacios vizsgalat
eredménye szerint a cangrelor gatolja a trombocita aggregéciot, ezzel szemben a PSB-
0739 ellenkezd hatastinak bizonyult. Az eredmények alapjan azt feltételezziik, hogy a

kiilonb6z6 antagonistak a vér-agy gaton atjutva erdsebb hatasuak is lehetnek.

Megallapitottuk, hogy a PSB-0739 valédi human P2Yj, receptorantagonista, amely
fajdalom kiilonb6z6 allatmodelleiben hatékony antinociceptiv vegyiilet. P2Y;, receptor
génkiiitott egerek a fajdalmat jobban tolerdltdk vad tipusu alomtarsaikhoz képest. A
P2Y1, antagonista befolyasolta a periférids és centralis gyulladasos citokin szinteket,
valamint ezzel parhuzamosan a nocifenziv viselkedés megjelenését egyarant. A P2Y;
receptorantagonista hatasat felfliggesztette a vagotomia és a szisztémas antikolinerg
terapia. A P2Y; receptor tehat egy igéretes terapids célpont lehet gyulladasos fajdalom

esetén, mely hatas efferens kolinerg rostok kozremiikodésével valosul meg.

A thyenopyridinek koziil a ticlopidine (Ticlid, Aclotine, Aplatic, Ipaton), a clopidogrel
(Atrombin, ClopidEP, Clopidogrel, Clopidogrel-Q, Egitromb, Kardogrel, Kerberan,
Lofradyk, Lopigalel, Plagrel, Plavix) a prasugrel (Efient), valamint a cangrelor
(Kengreal) jelenleg is klinikai forgalomban levé és széles korben alkalmazott
antiaggregans szerek, melyeknek mellékhatasairol, dozis-hatds Osszefliggéseirdl,
biztonsadgossdgukrol human adat is béven rendelkezésre all. Kisérleteink sordn egy 1j
indikécioban, kiilonboz6 fajdalommodellekben vizsgaltuk meg a P2Y 1, receptoron hato
szereket. Kisérleteink eredményeit Osszegezve ugy tlinik, hogy a P2Y1, receptor
antagonistak megfeleld hatasuak, és mivel az altalunk elvégzett mellékhatasvizsgalatok
mellett klinikai informacié is rendelkezésre 4all, biztonsdgosan alkalmazhaték a
gyogyaszatban, ezért idedlis terdpias lehetdségként tekintiink rdjuk a fajdalom
medikacioban. Fontos azonban megjegyezni azt is, hogy az antiaggregans terdpia
targetjeként szolgald vérlemezkéken torténd hatdsrol vannak humén adatok, a

fajdalomesillapitasra  pedig elsOsorban mikroglidn expresszalodd receptorokat
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targetalunk. Mindemellett az alapkutatas és a gyogyszerfejlesztés kozos alapvetd
kérdéskoreként ismert transzlacios kihivasok szempontjabol az altalunk vizsgélt P2Y 1,

receptor igéretes célpontnak tiinik.
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8. Osszefoglalis

A purin nukleotidok fontos extracellularis szabalyozoémolekulak, melyek jelentds
hatassal birnak kiilonb6zd kornyéki- és kozponti idegrendszeri folyamatokra is, ezért
szerepiiket tisztdzandd intenziv kutatdmunka zajlik. A P2Y3, receptor fajdalomban
betoltott szerepérdl az utobbi iddben jelentek meg kisérletes adatok. Eredményeink
szerint a P2Yi, receptor farmakologiai gatlasa képes enyhiteni a gyulladasos és
neuropatids fajdalmat, valamint hatdssal van az akut termalis fijdalomra is. A P2Y;;
receptor potens €s szelektiv antagonista PSB-0739 volt a leghatékonyabb az altalunk
vizsgalt antagonistdk koziil. A farmakologiai blokad fajdalomcsillapitdé hatasat
megerdsitették génkiiitott egereken végzett kisérleteink. A gerincvel6i/kozponti P2Y 1,
receptorgatlas szignifikansan csokkentette a gyulladdsos citokinek mennyiségét a
gerincvelOben, valamint a gyulladt talpban, az altalunk alkalmazott CFA indukalt
gyulladasos fajdalommodellben. A hatasmechanizmus vizsgalat szerint a P2Y 1, receptor

blokad fajdalomcsillapito- és citokinszintet befolyasold hatasat a7-nikotinos acetilkolin

IC& PSB-0739

receptor kozvetitésével fejtette ki (42. abra).

(
—
2ot

Vagotomia

Paraszimpatikus rost

Szimpatikus posztgangliondris rost

42. abra A gyulladasos fajdalom modellben alkalmazott P2Y, receptorantagonista
PSB-0739 feltételezett hatasmechanizmusa: A gerincvelébe injektalt PSB-0739
kozponti fajdalomcsillapité hatasat szubdiafragmatikus vagotémia, illetve
szisztémas antikolinerg kezelés felfiiggesztette ezért vélhetoleg a PSB efferens

hatasa paraszimpatikus, kolinerg rostok kozvetitésével torténik.
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9. Summary

Purine nucleotides are key extracellular modulators playing role in processes of
peripheral and central nervous system, respectively. Intensive research is going on in
order to clarify the roles of these molecules. P2Y, receptors contribution has been
implicated in pathological pain recently. Based on our results pharmacological blockade
of P2Y, receptors attenuated not just neuropathic pain but inflammatory pain and acute
thermal nociception also. Based on our results, pharmacological inhibition of P2Y;
receptor can alleviate inflammatory and neuropathic pain and can affect acute thermal
nociception respectively. Potent and selective P2Y ;, antagonist PSB-0739 was found to
be the most effective among the compounds we had tested. The analgesic action of
pharmacological blockade was confirmed by experiments on mice lacking P2Y,
receptor. Central inhibition of P2Y, receptor significantly decreased the amount of
inflammatory cytokines in the spinal cord and in the inflamed hindpaw, respectively in
the CFA induced inflammatory pain model. P2Y 1, receptor blockade had its action on
nocifensive behaviour and on cytokine production via a7-nicotinic acetylcholine

receptor (Figure 42).

y\ PSB-0739

Vagotémia

Figure 42. Mechanism of action of P2Y;, receptor antagonist PSB-0739 in the
inflammatory pain model: Centrally injected PSB-0739 analgesic action was
inhibited by subdiaphragmatic vagotomy and systemic anticholinergic therapy
therefore we assume that the efferent mechanism of PSB is mediated by

parasympathetic, cholinergic fibers.
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