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BEVEZETES

1. A tranziens receptor potencial ankyrin 1 (TRPAL) és vanilloid 1 (TRPV1) receptorok
A TRPA1 és TRPV1 ioncsatornahoz kotott receptorok, amelyek a vékony mielinhiivelyes (Ad)
¢s a mielinhiively nélkiili (C-) érz6 rostokkal rendelkez6 neuronok sejttestein és végzddésein
kiviil a hatso gyoki és trigeminus ganglionokban [1,2], illetve nem neurélis sejteken is
funkcionalisan expresszalodnak [3]. A receptorok polimodalis szenzor funkcioval
rendelkeznek, hiszen kémiai irritansok, endogén mediatorok és fizikai ingerek is képesek
stimulalni. A TRPA1-et tobbek kozott taplalékban is megtalalhato csipés vegytiletek (pl. allil-
izotiocianat, allicin, fahéjaldehid, mentol), reaktiv oxigén gyokok (ROS), szemikarbazid-
szenzitiv amin oxidaz (SSAO) termékek (pl. formaldehid, metilglioxal, hidrogén-peroxid) és
az alacsony homérséklet (<17°C), a TRPV1-et novényi eredeti vanilloidok (pl. kapszaicin,
reziniferatoxin, piperin, zingeron, eugenol), protonok (pH<6), arachidonsav metabolitok (pl.
anandamid, 12-hidroperoxi-eikozatetraénsav: 12-HPETE, N-oleoildopamin) és a fajdalmas
héinger (>43°C) aktivalja [3,4]. Emellett még szamos proinflammatorikus mediator (pl.
bradikinin, prosztaglandinok, proteazok, szerotonin) is szenzitizalja a receptorokat [5,6].

A TRPAT1 és TRPV1 receptorokat expresszalo érzdideg végzodeések a polimodalis nociceptorok
egy sajatos alcsoportjat képezik. Ezek az Un. peptiderg, kapszaicin-érzékeny érzéideg
végzodések, amelyek az Ad- és a C-rostok 40-50%-at teszik ki [7]. Kiilonlegességiik, hogy
egyediilalld médon harmas funkcidval rendelkeznek. Az afferens miikddés soran részt vesznek
a fajdalom inger érzékelésében és tovabbitasaban, a lokalis efferens funkcid révén neurogén
gyulladast hoznak 1étre gyulladaskelté neuropeptidek felszabadulasat (pl. kalcitonin gén-rokon
peptid: CGRP, P-anyag: SP, neurokinin A és B: NKA, NKB) kdvetden, a szisztémas efferens
funkcio kovetkeztében pedig szisztémds hatdsokkal rendelkezé gyulladasgatld és
fajdalomcsillapité neuropeptidek keriilnek a keringésbe (pl. Szomatosztatin) [8,9]. A neurogén
gyulladas szamos gyulladasos betegségben jatszik fontos szerepet (pl. reumatoid artritisz,
asztma, pszoriazis, ekcéma, kontakt dermatitisz, migrén, gyulladasos bélbetegségek), azonban
jelenleg egyetlen gydgyszercsoport sem all rendelkezésiinkre, amely hatékonyan gatolna az
emlitett betegségeknek ezt a komponensét [10]. Ezért oriasi sziikség van patomechanizmusuk
alaposabb megértésére €s 1) terapids célpontok azonositasara. Ilyen 10j, potencidlis gyogyszer

tamadaspontok lehetnek a TRPAL1 és TRPV1 receptorok is.



2. A szemikarbazid-szenzitiv amin oxidaz (SSAQ) szerepe gyulladasban és fajdalomban,
kapcsolata TRPA1 és TRPV1 receptorokkal

Az SSAQ vagy mas néven vaszkularis adhézios protein-1 (VAP-1) az amin oxidazok csaladjaba
tartozo réztartalmu enzim, ami a primér aminok oxidativ dezaminaciojat végzi a szervezetben.
A reakcidé soran megfeleld aldehid, hidrogén-peroxid és ammonia keletkezik [11]. A
szervezetben plazmaban oldott vagy membranhoz kotott formaban fordul eld, széles kort
szoveti eloszlast mutat, azonban elsdsorban az endotél sejtekben, a vaszkularis simaizomban és
az adipocitakban expresszalodik [12]. Az endogén (pl. metilamin, aminoaceton) és exogén (pl.
allilamin) aminok lebontasa mellett szerepe van a leukocita adhézioban és extravazacioban,
illetve az angiogenezisben is [13,14]. Ezzel magyarazhatdé, hogy szamos gyulladasos
komponenssel is rendelkezé patofiziologiai allapotban (pl. gyulladasos maj-, izom- és
szembetegségekben, cukorbetegséghen, pangasos szivelégtelenségben, ateroszklerozisban,
strokeban, elhizasban, kronikus vesebetegségben, pszoriazisban, szklerézis multiplexben,
Alzheimer-korban) detektaltak szignifikansan emelkedett SSAO aktivitast, ami felveti
biomarkerként valo alkalmazhatosagat ezekben a korképekben [15]. Szamos kis molekulaju
SSAO-inhibitorral és anti-SSAO antitesttel végzett tanulmany igazolta, hogy az SSAO-
gatloknak gyulladast és ériijdonképzodést csokkentd hatasuk miatt terapids értéke is lehet [16-
20]. Kutatocsoportunk emellett felvetette potencialis fajdalomesillapité hatasukat is, amelyet
az endogén ¢€s exogén aminok lebontdsa soran képzddott ismert TRPA1 aktivatorok (hidrogén-
peroxid, formaldehid, metilglioxal, akrolein) cs6kkent termelddésére alapoztunk.

Szamos kis molekulaju, elsdsorban hidrazin és allilamin szerkezeti SSAO-inhibitort
fejlesztettek ki az elmult 15 évben terapias céllal, azonban ezek kisérleti vagy klinikai
alkalmazasat sok tényezO, pl. nem megfeleld szelektivitas vagy kedvezétlen fizikokémiai
tulajdonsagok megakadalyoztak [21]. Munkacsoportunk ezzel szemben egy uj oxim vegyiiletet
szabadalmaztatott, az SzV-1287-et (3-(4,5-dipheyl-1,3-oxazol-2-yl) propanal oxim), amely az
ismert ciklooxigenaz (COX)-inhibitor oxaprozin oxim analdgja [22,23]. Az SzV-1287 egy
innovativ, metabolizmus-aktivalt tobb tamadasponti vegyiilet, amely az SSAO-gatld hatas
mellett metabolitja (oxaprozin) révén COX-gatl6 hatassal, illetve az alaphatastol fiiggetleniil az
érz6 neuronokon, valamint az érzéideg végzédéseken TRPA1 és TRPV 1-antagonista hatassal
is rendelkezik [24,25]. Utobbi eredmény potencialis fajdalomcsillapitod hatasat tamasztotta ala,

amit még egyetlen SSAO-gatlo vegyiilettel kapcsolatban sem bizonyitottak.



3. Az iziileti gyulladas, kezelési lehet6ségei és nehézségei

A gyulladasos iziileti betegségek (artritiszek) a reumatoldgiai korképek egyik legnagyobb
csoportjat képezik, Magyarorszagon kb. 130-150 ezer beteget érintenek [26]. Infekciozus és
nem infekciozus korképekre oszthatok. Utobbiak koziil gyakorisagat €s sulyossagat tekintve
kiemelkedik a reumatoid artritisz (RA), amely egy ismeretlen eredetii, kronikus, progressziv,
sokiziileti gyulladassal és destrukcidval jaré szisztémas autoimmun korkép. Vilagszerte a
lakossag kb. 1%-at, Magyarorszagon 0,3-0,5%-4at érinti, a nékben haromszor gyakrabban fordul
el6, leggyakrabban a negyedik-6todik évtizedben kezdddik [27,28]. Nemcsak az életmindséget
rontja jelentésen, hanem a varhatd élettartamot is megroviditi 3-10 évvel, ezért jelentds
népegészségiigyi problémanak tekinthetd.

RA gyogyszeres kezelésében tiineti és oki terdpiat kiilonboztetiink meg. Tiineti szerek kozott
szteroid és nem szteroid gyulladascsokkentéket (NSAID), mig oki terapiaként a szintetikus és
biologiai betegségmodosito szereket (disease-modifying antirheumatic drug: DMARD), illletve
szintén a szteroidokat emlithetjik [29]. Mindegyik szer esetén gyakran kell szamulnunk
hatastalansaggal, a hosszu tava alkalmazas soran pedig stlyos mellékhatasokkal [30-32]. Bar a
biologiai szerek, koziiliik is elsésorban a tumor nekrozis faktor (TNF)-a gatlok a struktaralis
progresszid jelentds lassitasaval forradalmasitottdk RA kezelését, azonban a betegek
¢letmindségét jelentdsen rontd iziileti fijdalomra alig hatnak. Ezért Oriasi sziikség van a
patomechanizmus immunolégiai aspektusa mellett az iziiletet gazdagon innervaléd kapszaicin-
érzékeny érzdideg végzOdések altal kozvetitett neurogén komponens, illetve a neuro-immun €s
neuro-vaszkularis interakciok pontos feltérképezésére és ezaltal 10 terdpids célpontok
azonositasara. Lokalizacidjuk és funkciondlis tulajdonsagaik alapjan 0j gyulladas- és
fajdalomcsillapitok tamadaspontjai lehetnek a TRPA1 és TRPV1 receptorok, illetve az SSAO

is.

4. A neuropatias fajdalom mechanizmusai, terapias kihivasok

A neuropatias fajdalom a szomatoszenzoros rendszer karosoddsanak vagy betegségének
kovetkeztében kialakuld fajdalomallapot [33]. Prevalenciajat illetéen nem allnak
rendelkezésiinkre pontos epidemiologiai adatok, a Nyugat-Europai populacionak kb. 7-8%-at
érintheti [34]. A neuropatias fajdalmat okozo betegségek kozott az idegkarosodas anatomiai
lokalizacidja és etiologiaja alapjan  periférids traumds neuropatiakat, periférias

polineuropatiakat (lehet metabolikus, gyulladasos, tumoros vagy toxikus eredetil), centralis



fajdalom szindromékat (pl. posztstroke fajdalom) és egyéb kevert komplex fajdalom
szindromakat (pl. komplex regionalis fajdalom szindroma) kiilonboztetiink meg.

Kezelése hatalmas kihivasok elé allitja az orvosokat, hiszen patomechanizmusa mind a mai
napig nem teljesen ismert, igy célzott terapiaval sem rendelkeziink. Terapiaja elsésorban
gyogyszeres, amely soran a konvencionalis fajdalomcsillapitok hatastalansaga, illetve limitalt
hatékonysaga miatt elsdsorban un. adjuvans analgetikumokat (bizonyos antiepileptikumokat,
triciklikus antidepresszansokat, helyi érzéstelenitoket, kapszaicin tapaszt) hasznalnak [35]. A
betegek felében azonban ezekkel sem sikeriil megfeleld fajdalomcsokkenést elérni, mig a
terapiara reagald betegek esetében a sulyos, gyakori mellékhatdsok miatt nem lehet hosszatava
alkalmazasukkal szdmolni. Megoldatlan terapiaja miatt fontos a kialakulasaban szerepet jatszo
periférias és centralis mechanizmusok alaposabb megértése és ezaltal 0j terapias célpontok
feltérképezése. Utobbiak kozé tartozhat a neuropatias fajdalomallapotokban is fontos szerepet
jatszo TRPALI receptor, illetve az endogén agonistait termeld SSAO. Szerepiiket a periférias
traumds és a kronikus iziileti gyulladas kés6i fazisdhoz kapcsolddd neuropatias fajdalom

egérmodelljeiben vizsgaltuk.

CELKITUZESEK

A neuropatias fajdalom csillapitasa jelenti az egyik legnagyobb kihivast a hétkdoznapi orvosi
gyakorlatban, hiszen a rendelkezésre all6 fajdalomcsillapitd gyogyszerek altalaban
hatastalanok, illetve hosszan tarté alkalmazas soran stilyos mellékhatasokat okozhatnak. Orisi
sziikkség lenne stlyos mellékhatasoktél mentes, 1j hatdsmechanizmust, hatékony
fajdalomcsillapitdo szerek Kifejlesztésére, ezért iziileti gyulladas és traumas idegsériilés
egérmodelljeiben igyezkeztiink a fajdalom pontos mechanizmusat €és a neuro-immun
interakcidk szerepét feltarni, 01j terdpias célpontokat azonositani, illetve egy 0 gyogyszerjelolt
vegyiilet hatasat és hatdasmechanizmusat vizsgalni.
Munkam altalanos célkitizései a kovetkezok voltak:
1. A TRPAIl ¢és TRPVI1 receptorok szerepének vizsgalata akut és kronikus iziileti
gyulladas és fajdalom modelljeiben génhianyos egerek segitségével.
2. Az SSAO szerepének vizsgalata szérum transzfer- és adjuvans-indukalt krénikus
artritisz egérmodellekben SSAO-gatl6 vegyiiletek segitségével.
3. A TRPAI1, TRPVI és az SSAO kapcsolata akut kemonocifenziv, szérum transzfer-
indukalt kronikus artritisz €s traumas idegsériilés egérmodellekben génhianyos egerek

¢s SSAO-gatl6 vegyiiletek segitségével.

5



KISERLETI MODELLEK ES VIZSGALATI MODSZEREK

1. Kisérleti allatok

Kisérleteinkben 20-30 g sulya, 8-15 hetes him TRPV1 (TRPV17) és TRPA1 génhianyos
(TRPA1") egereket, illetve vad tipusu pérjaikat (C57BL/6] és TRPA1**) hasznaltuk. Az
SSAO-gitlo vegyiiletek hatasait azonos kora, 20-30 g sulya him C57BL/6J és 30-40 g sulyu
him CD1 egereken vizsgaltuk. TRPV17" egereket intézetiink homozigéta torzsként vette (The
Jackson Laboratory) és tenyészti. Mivel eredeti sziiléparjait C57BL/6J torzsb6l szarmazd
egerekkel visszakeresztezték, ezért ezt a torzset hasznéltuk vad tipustt (WT) kontrollként. A
homozigota TRPA17 és TRPA1** egereket a Prof. Pierangelo Geppetti (Firenzei Egyetem)

1" egerekbél

altal, kollaboracid keretein beliil rendelkezésiinkre bocsatott heterozigéta TRPA
szarmaztattuk, majd kiilon vonalon tenyészettiik 6ket. Az utddok genotipusit polimerdz
lancreakcioval (PCR) hataroztuk meg. Az allatok tenyésztése és tartasuk a vonatkozo
standardoknak megfeleléen a Pécsi Tudomanyegyetem Altalanos Orvostudomanyi Kar (PTE
AOK), Farmakolégiai és Farmakoterapiai Intézetének allathazédban tortént. Az allatokat
standard méretti (160x137x330 mm) miianyag ketrecekben (5-10 egér/ketrec), 24-25°C-on, 12-

12 oras sotét-vilagos ciklusban tartottuk, a taplalékhoz és az ivovizhez korlatlanul hozzafértek.

2. Etikai vonatkozasok

Minden kisérleti eljaras és vizsgalat eleget tett az allatok védelmérdl és kiméletérdl sz61o 1998.
évi XXVIIL. torvény ¢és az allatkisérletek végzésérdl szolo 40/2013 (11.14.) szamu
kormanyrendelet eldirasainak, illetve az FEuropai Parlament és Tanacs 2010/63/EU
iranyelvének és Nemzetkozi Fajdalom Tarsasadg (IASP) ajanlasainak. A kisérleti protokollokat
a PTE allatkisérletekkel foglakozo Etikai Bizottsaga engedélyezte (engedélyszam: BA02/2000-
25/2011, BA 02/2000-2/2012).

3. Kisérleti modellek

3.1. CFA-indukalt kronikus artritisz modell

A krénikus iziileti gyulladast CD1 egerekben 20-20, TRPAL** és TRPA17 egerekben 50-50
ul komplett Freund adjuvans (CFA, 1 mg/ml hével elolt Mycobacterium tuberculosis
paraffinolajos szuszpenzioja, Sigma Aldrich) jobb talpba és faroktdbe vald szubkutan (s.cC.)
injekcidjaval valtottuk ki. A szisztémas hatas fokozasa érdekében a faroktobe adast kovetkezo

napon megismételtiik, ezt tekintettiik a kisérlet 1. napjanak [36]. A 21 napos kisérleti periddus



soran mechanonociceptiv kiiszob, labtérfogat, termonociceptiv kiiszob, hidegérzékenyég,
neutrofil mieloperoxidaz (MPO) aktivitas és plazmafehérje extravazacié meghatarozasa tortént.
3.2. K/BxN szérum-transzfer artritisz modell

A tranziens sokiziileti gyulladast CD1 egerekben artritogén K/BXN szérum egyszeri (300 ul 0.
nap), C57BL/6J, TRPV1”, TRPAL** és TRPAL egerekben ismételt (150-150 pl 0. és 3. nap)
intraperitonealis (i.p.) adasaval valtottuk ki. A kontroll allatok nem-artritogén BxN szérumot
kaptak ugyanezt a paradigmat kovetve [37,38]. A 14, illetve 21 napos kisérleti periddus soran
mechanonociceptiv kiiszobot, labtérfogatot, artritisz Klinikai stlyossagat, iziileti funkciot,
neutrofil MPO aktivitast és plazmafehérje extravazaciot mértiink.

3.3. Traumas mononeuropatia modell

Az idegkarosodast nervus ischiadicus 1/3-anak részleges lekotésével valtottuk ki (Seltzer
miitét) ketamin/Xylazin altatasban (Calypsol/Sedaxylan, 100/5 mg/kg i.p.) C57BL/6J, TRPV1
 TRPAL1** és TRPAL™’ egerekben [39,40]. Posztoperativ 7. napon mechanikai
fajdalomkiiszob mérést végeztiink.

3.4. Karragenin-indukalt akut gyulladas modell

Az akut gyulladast 50 ul 3%-0s karragenin-oldat (Sigma Aldrich) intraplantaris (i.pl.) adasaval
valtottuk ki TRPA1** és TRPAI1™ egerekben. A kontrollként szolgilo ellenoldali talpba
karrageninnel megegyez6 volumeni 0,9%-os fiziologias sdoldatot injektaltunk [41]. A 24 oras
kisérleti periodus sordn mechanonociceptiv €s termonociceptiv kiiszob, labtérfogat és
hidegérzékenység meghatarozasa tortént.

3.5. CFA-indukalt akut gyulladas modell

Akut izileti gyulladast 20 pl CFA (Sigma Aldrich) jobb térdiziiletbe vald injekcidjaval
valtottuk ki TRPA1*"* és TRPA 17" egerekben, a kontrollként szolgal6 bal térdiziiletbe CFA-val
megegyezO volumenii 0,9%-os fiziologias sooldatot injektaltunk [42]. A 24 oras kisérleti
periddus soran mechanonociceptiv kiiszob és térdatméré meghatarozasa tortént.

3.6. Akut kemonocifenziv modellek

3.6.1. TRPV1 aktivacio-indukalt akut termalis és mechanikai hiperalgézia modell

A kapszaicin-érzékeny ¢érzoideg végzodések direkt aktivaciojat az ultrapotens, szelektiv
TRPV1 agonista reziniferatoxin (RTX, Sigma Aldrich; 20 pl, 0,03 pg/ml) jobb talpba vald
injektalasaval valtottuk ki C57BL/6J egerekben. Az RTX injekcio utan 10 perccel 20 percen
keresztiil 5 perces idOkiilonbséggel termonociceptiv kiiszobot, 2, 4, 6 €s 24 oranal pedig

mechanonociceptiv kiiszobot detektaltunk [43].



3.6.2. TRPA1 aktivacié-indukalt akut nocifenziv reakcié és mechanikai hiperalgézia
modell

A TRPAl-et is expresszalo érzdideg végzddések direkt aktivaciojat TRPA1 agonista formalin
(20 ul, 2,5%) jobb talpba val6 injekcidjaval valtottuk ki C57BL/6J egerekben. Formalin-adast
kovetden az elharitd reakcid iddtartamat 2 fazisban mértiik, 0-5 perc kozott a formalin direkt
kemonociceptiv hatdsat, mig 20-45 perc kozott a formalin-indukalt gyulladasos reakciot

detektaltuk. 2 és 4 6ranal mechanonociceptiv kiiszob mérés tortént [41].

4. Farmakologiai médszerek

4.1. SzV-1287 és LJP-1207 Kkezelés

CFA-indukalt és K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben SzV-1287-ct és a referencia
SSAO-gatlé LJIP-1207-et (N’(2-fenil-allil)-hidrazin hidroklorid) naponta i.p. 20 mg/kg
dodzisban, traumds mononeuropatia modellben SzV-1287-et egyszeri 20 perces eldkezelésként
i.p. 2, 5, 10 és 20 mg/kg dozisban, tartds elokezelésként i.p. 20 mg/kg dozisban, LIP-1207-et
egyszeri 20 perces clékezelésként i.p. 20 mg/kg dozisban alkalmaztuk. Akut neurogén
gyulladds modellekben a vegyiileteket az RTX- és formalin injekcid elétt 20 perccel
alkalmaztuk i.p. 20 mg/kg-os dozisban. LIP-1207-et desztillalt vizben, SzV-1287-et kezdetben
2% Tween 80-at (polietilén-glikol-szorbitan-monooleat), 2% etanolt és 96% desztillalt vizet,
késébb 20% Kolliphor HS 15-6t (polietilén-glikol-15-hidroxiszteraat) és 80% desztillalt vizet
frissen, kozvetleniil a beadas eldtt készitettiik. Kontrollként minden esetben a megfeleld
oldoszerrel kezelt allatok szolgaltak.

4.2. Oxaprozin és diklofenak kezelés

Traumas mononeuropatia modellben az SzV-1287 metabolit oxaprozin és a nem szteroid
gyulladasgatld diklofenak SzV-1287 referencia vegyiileteiként szolgaltak. SzV-1287-hez
hasonloan a vegylileteket egyszeri 20 perces elokezelésként i.p. 20 mg/kg-os dozisban
alkalmaztuk C57BL/6J egerekben.

5. Vizsgalati médszerek

5.1. Mechanonociceptiv kiiszobmérés

A mechanonociceptiv kiiszobot a hatso labakon dinamikus plantaris eszteziométerrel (DPA,
Ugo Basile 37400) hataroztuk meg. A mechanikai fajdalomkiiszob csokkenés (hiperalgézia)

mértékét a kisérlet eltt mért kontrollértékekhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg [36].



5.2. Labtérfogat mérés

A labtérfogat mérését a kozlekeddedények elve alapjan mikodd pletizmométerrel végeztiik
(Ugo Basile Plethysmometer 7140). A labtérfogat valtozas mértékét a kisérlet elott mért
kontrollértékekhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg [36].

5.3. Térdatméro mérés

A térdek anteroposzterior és mediolateralis atmérdit digitalis mikrométerrel (Mitutoyo
Corporation) hataroztuk meg. A térdatméré valtozds mértékét a kisérlet elott mért
kontrollértékekhez viszonyitva, szazalékban adtuk meg [44].

5.4. Termonociceptiv kiiszobmérés

A termonociceptiv kiiszobot a hatsé labon emelkedé homérsékletii forrod lappal (IITC Life
Science Woodland Hills) hataroztuk meg. A termalis hiperalgézia mértékét a kisérlet elott mért
kontrollértékekhez viszonyitva, °C-ban adtuk meg [43].

5.5. Hidegérzékenység meghatarozasa

A hidegérzékenységet a hatso labak 0°C-0s jeges vizfiirddbe meritését kovetden az elharitd
reakcio latenciaidejének mérésével hataroztuk meg. Az elharit6 reakcié latencia idejét a kisérlet
el6tt mért kontrollértékekhez viszonyitva, masodpercben adtuk meg [45].

5.6. Iziileti gyulladas stlyossaganak meghatarozasa

Az iziileti gyulladas sulyossagat K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben naponta
szemikvantitativ pontozassal hatdroztuk meg egy 0-t6l 10-ig tart6 skala segitségével az 6déma
¢s a pirossag mértéke alapjan [37].

5.7. Iziileti funkcié megitélése

Az allatok iziileti funkciojat jelzé kapaszkodasi képességet un. grid teszttel hataroztuk meg
K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben. Az allatok racson toltott idejét egy fejjel lefelé
forditott vizszintes racson detektaltuk 20 masodpereces maximalis idével. A vizsgalat soran
mért eredményeket a kisérlet el6tt mért kontrollértékekkel dsszehasonlitva meghatarozhattuk
az iziileti funkciéromlas mértékét [37].

5.8. In vivo neutrofil MPO aktivitas és plazmafehérje extravazacio mérés

Az artritisz patomechanizmusaban fontos szerepet betoltd neutrofil MPO aktivitasat
lumineszcens, a plazmafehérje extravazacié mértékét fluoreszcens in vivo képalkotassal, IVIS
Lumina Il (PerkinElmer) késziilék segitségével vizsgaltuk [46].

5.9. Szovettani vizsgalat

CFA-indukalt artritisz modellben natrium-pentobarbitallal (Euthanimal 100 mg/kg i.p.) térténé
talaltatast kovetéen 10. napon TRPA1** és TRPA1”, 21. napon CD1 egerek tibiotarzalis

iziileteit tavolitottuk el szovettani feldolgozas céljabol. A metszeteket hematoxilin-eozinnal
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festettiik, majd elére meghatarozott paraméterek alapjan pontoztuk. Az értékelés végén az
egyes paraméterekhez tartozd pontszamokat dsszeadtuk, igy az egyes metszetekhez, és ezéltal
az egyes allatcsoportokhoz tartozo Osszetett artritisz pontszamot kaptunk [36].

5.10. Gyulladasos citokin koncentracié meghatarozasa

CFA-indukalt és K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben mély natrium-pentobarbital
(Euthanimal, 100 mg/kg i.p.) altatasban a 4. napon CD1 egerektdl sziv punkcioval vérmintat
vettiink, illetve a tibiotarzalis iziileteiket kimetszettiikk citokin koncentracié meghatarozasa
céljabol. A vérmintak centrifugalasat és az iziiletek homogenizalasat kovet6en interleukin (IL)-
1B, IL-6, keratinocita kemoattraktans (KC), makrofag gyulladasos protein-2 (MIP-2) és TNF-
Egér Citokin/Kemokin Magneses Gyongy Panel (Merck Millipore) felhasznalasaval [47]. Az
eredményeket az iziileti homogenizatumok esetén szovetsulyra vonatkoztatva, pg/mg-ban, a
vérplazmak esetén pg/ml-ben fejeztiik ki.

5.11. Sejttenyésztés és a porcképzédés mértékének fénymikroszkopos detektalasa

A porcosodd ,,micromass” mezenchimalis sejtkultarakat 10 uM SzV-1287-tel ¢s LIP-1207-tel
kezeltiikk 6. és 8. tenyésztési naptol kezdve. Kontrollként az oldoszerrel kezelt sejtkultirak
szolgaltak. 10. tenyésztési napon a 0,1%-os dimetilmetilénkékkel metakromaziasan fest6do
porcmatrix mennyiségét 0,1%-0s toluidinkék (TK) festést kovetéen microplate leolvaso
(Chameleon, Hidex Kft.) segitségével hataroztuk meg [48].

5.12. Statisztikai analizis

A mechanikai hiperalgézia (kivéve a traumas mononeuropatia modellben), a 1ab- €s térd iziileti
duzzadas, a termalis hiperalgazia, a hidegérzékenység, az artritisz stlyossagi pontszam ¢és az
iziileti funkciovesztés esetén Bonferroni modositott posztteszttel kiegészitett két utas variancia
analizist (ANOVA), a neuropatias hiperalgézia, az in vivo optikai képalkotas, a citokin
koncentracié mérés és a szovettani szemikvantitativ pontszamok esetén Bonferroni mddositott
posztteszttel kiegészitett egy utas ANOVA-t, a formalin-indukalt elharito reakcio és a TK-val
festett porcmatrix mennyiségének szemikvantitativ értékelése esetén Student-féle kétmintas t-
tesztet alkalmaztunk. Az eredmények Osszehasonlitasakor azokat a valtozésokat tekintettiik

szignifikansnak, ahol p<0,05 volt.
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EREDMENYEK

1. A TRPA1 és TRPV1 receptorok szerepe iziileti gyulladas és fajdalom egérmodelljeiben
1.1. A CFA-indukalt mechanikai hiperalgézia és labduzzadas kisebb TRPA1 receptor

hianya esetén

TRPAL""* egerekben jelentds mechanikai hiperalgézia és 1abduzzadas alakult ki a CFA adasat
kovetden, ami 3. (65%) és 14. napra (83%) érte el maximumat. TRPA1” csoportban a
mechanikai hiperalgézia a 2., az 6déma mar az 1. naptdl kezdve szignifikansan kisebb volt a
vad csoporthoz képest. Termalis hiperalgézia egyik csoportban sem volt megfigyelhetd, mig a
hidegtolerancia mindkét egértérzsben hasonld mértékben csokkent a kisérlet soran a
gyulladastol fiiggetlentil.

1.2. CFA-indukalt artritisz korai fazisaban a neutrofil MPO aktivitas, késoi fazisaban a
plazmafehérje kiaramlas kisebb TRPA1”- csoportban

CFA-indukalt artritisz korai fazisaban (2. napon) a neutrofil MPO aktivitast indirekt jelzo
luminol adasat kovetéen a TRPAL** és a TRPA17" csoportban is jelentds aktivitas fokozodast
tapasztaltunk az artritiszes bokaiziiletekben, azonban ez a TRPA 17" allatokban szignifikdnsan
kisebbnek bizonyult. A vaszkularis permeabilitas fokozodast jelzo fluoreszceencia is jelentésen
megemelkedett korai fazisban mindkét csoportban, azonban kiilonbséget nem tapasztaltunk
kozottik. Ezzel szemben a késoi fazisban (7. napon), amikor a plazmafehérje kidramlas mar
csokkend tendenciat mutatott, szignifikans kiilonbséget detektaltunk TRPA1™ egerekben.

1.3. A CFA-indukalt szovettani karosodas mértéke kisebb volt TRPA1” egerek
tibiotarzalis iziileteiben

A TRPA1** és a TRPA1” egerek intakt iziileti mintdiban szovettani eltérést nem talaltunk. A
CFA adast kdvetd 10. napon, amikor a gyulladas elérte a maximumat, a TRPA1** egerek
tibiotarzalis iziileteiben jelentds mononuklearis sejt infiltraciot és szinovidlis hiperplaziat,
illetve minimalis porcdestrukcidt észleltiink csonterdzié nélkiil. Ezzel szemben TRPAL™
egerek esetén a szinoviumban kisebb mértékii gyulladasos sejt infiltraciot €s enyhe szinovialis
hiperplaziat lattunk, mig porcdestrukcid és csonterdzid egyaltalan nem fordult el6. Az emlitett
hisztopatolégiai paraméterek szemikvantitativ értékelése soran a TRPAI” csoportban
szignifikansan Kisebb Osszetett artritisz pontszam volt megfigyelhetd a TRPA** csoporthoz

képest.
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1.4. A K/BxN szérum-indukalt késéi mechanikai hiperalgézia kisebb, az 6déma nagyobb
TRPV1 receptor hianya esetén

WT és TRPA1*"* egerekben is jelentds mechanikai hiperalgézia és labduzzadas jott létre az
artritogén szérum adasat kovetden, ami 9. (25-31%) és 7-9. napra (50%) érte el maximumat.
TRPV1' csoportban az 5. és 9. nap kozott szignifikansan nagyobb labduzzadast, mig a
gyulladas lezajlasat kovetden, a 17. naptol kezdve szignifikansan kisebb mechanikai
hiperalgéziat tapasztaltunk a WT csoporthoz képest. A TRPA1*" és TRPA1” csoportot
Osszehasonlitva nem talaltunk szignifikans kiilonbséget egyik esetben sem.

1.5. TRPA1 és TRPVI1 receptor hidnya nem befolydsolta a neutrofil MPO aktivitas
mértékét K/BxN szérum-transzfer artritiszben

A neutrofil granulocitak MPO aktivitasat indirekt médon jelzé biolumineszcencia, amely a
szérum adast kovetd 2. nap érte el maximumat, hasonldé mértékii volt az artritiszes vad tipusq,
TRPV1' és TRPA1™ egerek bokaiziileteiben.

1.6. K/BxN szérum-transzfer artritisz modellben TRPV 1" egerek bokaiziileteiben kisebb,
TRPA1" csoportban nagyobb plazmafehérje kiaramlas detektalhaté

Artritisz kés6i fazisdban (6. és 9. nap), amikor a boka- és a 1ab kisiziileteiben a vaszkularis
permeabilitas mértéke a legnagyobb, TRPV1” csoportban szignifikansan kisebb, TRPA1”
csoportban szignifikdnsan nagyobb plazmafehérje kidramlast tapasztaltunk.

1.7. A karragenin-indukalt mechanikai hiperalgézia, labduzzadas, termalis hiperalgézia
és hidegérzékenység nem kiilonbozott TRPA1** és TRPA17- egerek kozott

Mind a TRPA1**, mind a TRPA1" csoportban jelentés mechanikai és termalis hiperalgézia,
labtérfogat novekedés, illetve hidegérzékenység alakult karragenin i.pl. adasat kovetden,
azonban szignifikans kiilonbséget nem talaltunk a két csoport kdzott.

1.8. TRPA1"* é TRPA1” egerekben hasonlé mértékii CFA-indukalt mechanikai
hiperalgézia és térdiziileti 6déma figyelheté meg

Intraartikularis (i.a.) CFA adast kovetden a TRPA1* és TRPAI™ csoportban is hasonld
mérték{i mechanikai hiperalgézia és térdiziileti duzzadas alakult ki, szignifikans kiilonbséget

nem tapasztaltunk a két csoport kdzott.

2. Az SSAO szerepe iziileti gyulladas és fajdalom egérmodelljeiben

2.1. Az SSAO-gatlo vegyiiletek csokkentik a K/BxXxN szérum-indukalt mechanikai
hiperalgéziat és iziileti gyulladast
Az oldoszerrel kezelt artritiszes egereknél 20%-0s mechanikai hiperalgéziat és 35%-0S

labtérfogat ndvekedést figyeltiink meg 5 nappal a K/BxN szérum adéasat kdvetéen. A naponta
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SSAO-gatlé (i.p. 20 mgl/kg SzV-1287 és LJP-1207) kezelésben részesiilé artritiszes
csoportoknal hasonld mértékii €s szignifikansan kisebb mechanikai hiperalgéziat, 1abduzzadast
¢s artritisz sulyossagi pontszamot detektaltunk a kisérlet soran. Az artirtisz kivaltasat kdvetden
csokkent az iziileti funkciot jelzé racson toltott ido, de ezt a paramétert egyik vegyiilet sem
javitotta.

2.2. LIP-1207 csokkenti a neutrofil MPO aktivitast K/BxN szérum-transzfer artritisz
korai fazisaban

A luminol segitségével vizualizalhat6 neutrofil MPO aktivitas az oldoszerrel és az SSAO-gatlo
vegyiiletekkel kezelt artritiszes egyedek bokaiziileteiben is fokozddott 2 nappal a K/BxN
szérum adast kovetden, azonban ezt csak az LIP-1207 csokkentette szignifikansan.

2.3. LIP-1207 a korai és a kés6i, mig SzV-1287 csak a korai plazmafehérje extravazaciot
csokkenti K/BxN szérum-transzfer artritiszben

K/BxN artritisz korai fazisdban (2. nap) mindkét SSAO-gatld vegyiilet szignifikansan
csokkentette az IR-676 fluoreszcens festékkel kimutathatd ér ateresztOképességet, mig késoi
fazisban (6. nap), amikor a plazmafehérje kiaramlas elérte a maximumat, csak az LJP-1207-tel
kezelt csoportban figyeltiink meg szignifikans csokkenést.

2.4. Az SSAO-gatlo vegyiiletek csokkentik a CFA-indukalt mechanikai hiperalgéziat és
odémat

Az oldoszerrel, SzV-1287-tel és LJP-1207-tel kezelt egereknél is jelentés mechanikai
hiperalgéziat és labduzzadast tapasztaltunk CFA i.pl. adasat kovetden, amelyet LIP-1207 és
SzV-1287 is szignifikansan csokkentett.

2.5. Egyik SSAO-gatlo vegyiilet sem befolyasolta a CFA-indukalt neutrofil MPO aktivitas
és plazmafehérje extravazacio mértékét

Az oldoszerrel, az SzV-1287-tel és az LIP-1207-tel kezelt allatok tibiotarzalis iziileteiben is
jelentds neutrofil MPO aktivitds és érpermeabilitds fokozddas volt lathatdé CFA adasat
kovetden, azonban szignifikans kiilonbséget nem tapasztaltunk az egyes csoportok kozott egyik
esetben sem.

2.6. Az SSAO-gatlok kizarélag KC szintjét csokkentették a vizsgalt proinflammatorikus
citokinek koziil az artritiszes tibiotarzalis iziiletekben

K/BXN szérum adasat kovetden csak KC és MIP-2, CFA adasat kovetéen IL-6, KC, MIP-2 és
TNF-a koncentracidja is szignifikansan megemelkedett a kisérlet 4. napjan az oldoszerrel
kezelt artritiszes CD1 egerek iziileti homogenizatumaiban a kontroll allatokhoz képest. Az
SSAO-gatlok (K/BxN szérum-transzfer artritiszben SzV-1287, CFA-modellben LJP-1207)

crer
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citokinek plazmakoncentracidja, illetve az IL-1B iziileti homogenizatumban mért
koncentracioja nem emelkedett szignifikdnsan az artritiszes allatokban.

2.7. SzV-1287 csokkenti CFA-indukalt artritiszben a szévettani karosodas mértékét

CFA az oldoszerrel kezelt allatok bal tibiotarzalis iziileteiben artritiszre jellemzd szovettani
elvaltozasokat (szinovialis hiperplaziat, mononuklearis sejt infiltracidt, porcdestrukciot)
eredményezett. Ezek koziil SzV-1287 a gyulladasos sejt bearamlas és a porckarosodas mértékét
is jelent6sen csokkentette, mig LIP-1207 a Kisebb szinovidlis mononuklearis sejt infiltracio
mellett stlyosabb porcdestrukciot ¢és szinovialis hiperplaziat okozott. Az emlitett
hisztopatologiai paraméterek szemikvantitativ értékelése soran csak az SzV-1287-tel kezelt
csoportban talaltunk szignifikdnsan kisebb Osszetett artritisz pontszamot az olddszerrel kezelt
csoporthoz képest.

2.8. LJP-1207 csokkenti a metakromazidasan fest6dé porcmatrix mennyiségét
»micromass” sejtkultiraban

Az in vivo eredményeinkkel Osszhangban, SzV-1287 nem, mig LJP-1207 szignifikansan
csOkkentette a metakromdazidsan festddd porcmatrix mennyiségét a porcosodd mezenchimalis

sejtkultarakban in vitro.

3. A TRPA1 és TRPV1 receptorok és az SSAO kapcsolata iziileti gyulladas és fajdalom

egérmodelljeiben

3.1. SzV-1287 csokkenti a TRPV1 aktivacio-indukalt akut termalis é mechanikai

hiperalgéziat

Szelektiv TRPV1 agonista RTX i.pl. adasat kovetden jelentds, kb. 8°C fokos termalis és kb.
45%-0s mechanikai hiperalgézia alakult ki az oldoszerrel kezelt csoportban. Az akut termalis
hiperalgéziat csak SzV-1287, mig a centralis szenzitizaciés mechanizmusoknak is kdszonhetd
mechanikai hiperalgéziat LJP-1207 is szignifikansan csokkentette.

3.2. SzV-1287 csokkenti a TRPA1 aktivacié-indukalt akut nocifenziv reakcidé és
mechanikai hiperalgézia mértékeét

A TRPAL agonista formalin i.pl. adasa altal kivaltott elharito reakcid id6tartama Korai fazisban
(0-5 perc) kizardlag SzV-1287-tel kezelt csoportban volt szignifikansan révidebb, mig a késoi
fazisban (20-45 perc) nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az SSAO-gatloval és az
oldészerrel kezelt csoportok kozott. 2 draval a formalin adasa utan 35%-0s mechanikai
hiperalgézia jott 1étre az oldoszerrel kezelt csoportban, amelyet mindkét SSAO-gatld vegyiilet

szignifikansan csokkentett.
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3.3. SzV-1287 csokkenti a kronikus mechanikai hiperalgéziat és 6démat artritiszes WT és
TRPAL1’ egerekben

Az oldoszerrel kezelt WT csoportban a kisérlet 5. napjara kb. 25-30%-0s mechanikai
hiperalgézia, a 9. napra pedig kb. 50%-os labtérfogat novekedés alakult ki. A naponta
alkalmazott i.p. 20 mg/kg SzV-1287 WT és TRPA1” csoportban szignifikansan csokkentette,
mig TRPV1™ egerekben nem befolyasolta a K/BxN szérum-indukalt mechanikai hiperalgéziat
¢s labduzzadast.

3.4. SzVV-1287 csokkenti a korai neutrofil MPO aktivitast az artritiszes WT és TRPV1™
egerek bokaiziileteiben

WT és TRPV1™' csoport artritiszes bokaiziileteiben a fokozott neutrofil MPO aktivitast
demonstrald intenziv biolumineszcenciat SzV-1287 kezelés korai fazisban szignifikansan
csokkentette, mig TRPA1”" csoportban nem volt ilyen jellegii hatasa.

3.5. SzV-1287 egyik egértorzsben sem befolydsolta a K/BxN szérum-indukalt
plazmafehérje kiaramlas mértékét

A vaszkularis permeabilitds fokozddast jelzd fluoreszcens jelintenzitds 2. naptol kezdve
fokozatosan emelkedett mindegyik artritiszes torzsben, majd a 9. napon elérte a maximumat,
az SzV-1287 kezelés azonban egyik csoportban sem befolyasolta ezt a paramétert.

3.6. SzV-1287 csokkenti a neuropatias mechanikai hiperalgéziat

Traumas mononeuropatia modell 7. napjan csak SzV-1287 ¢és LJIP-1207 csokkentette
szignifikansan a mechanikai hiperalgéziat az oldoszerrel kezelt csoporttal sszehasonlitva, mig
SzV-1287 aktiv metabolitja (oxaprozin) €s a referencia NSAID (diklofendk) nem befolyasolta
ezt. SzV-1287 5, 10 és 20 mg/kg dozisban is hasonld mértéki, kb. 50-60%-0s antihiperalgézias
hatast valtott ki, csak 2 mg/kg dbézisban nem eredményezett szignifikdns fajdalomkiiszob
csokkenést. WT csoporttal ellentétben TRPV17 és TRPA17 csoportokban SzV-1287 nem

csokkentette a neuropatias mechanikai hiperalgéziat.
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MEGBESZELES, KOVETKEZTETESEK

Munkank elsé részében bizonyitottuk a TRPA1 receptor szabalyozo szerepét adjuvans-, a
TRPV1-ét szérum transzfer-indukalt kronikus artritiszben. TRPV1 receptor jelentdsége a
gyulladasban és a fajdalomtranszmisszidban mar régota ismert [1], azonban TRPA1 receptorral
kapcsolatban joval kevesebb informaci6 all rendelkezésiinkre. Kiilondsen igaz ez krénikus
izlileti gyulladasban és fajdalomban jatszott szerepével kapcsolatban. Féleg génhianyos
egerekkel végeztek e tekintetben kevés kisérletet, ezért munkank soran megprobaltuk pétolni
ezeket a hidnyossagokat.

CFA-indukalt kronikus artritisz modelliinkben az irodalmi adatokhoz hasonldan szignifikansan
kisebb mechanikai hiperalgéziat talaltunk TRPA1” egerekben [42,49]. Az eddigi
eredményekkel ellentétben ugyanezt a kiilonbséget tapasztaltuk iziileti duzzadas és szovettani
karosodas tekintetében is, mig a TRPAL adjuvéans-indukalt neutrofil aktivacidban és vaszkularis
permeabilitas fokozodasban jatszott szabalyozd szerepérdl elsdként kozoltiink adatokat az
irodalomban. Az iziileti duzzadassal és szovettani elvaltozasokkal kapcsolatos latszolag
ellentmond6 eredményeket valdsziniileg az alkalmazott modellek és modszerek kozotti
eltérések okozhatjak [42]. Eredményeinket egy szelektiv TRPA1-blokkoloval (HC-030031)
végzett kisérlet is megerdsiti [50]. A TRPAL1” egerekkel kapott funkcionélis és szovettani
eredményeink teljesen megegyeznek a korabban TRPV1” egerekkel végzett kisérletiink
eredményeivel [36], ami alatdmasztja a két receptor hasonl6 funkcionalis tulajdonsagairé6l szolo
adatokat [51]. A human betegséghez hasonloan nem alakult ki szamottevo termalis hiperalgézia
egyik egértorzsben sem CFA-val kivaltott artritiszben, ami megerdsiti azokat a korabbi
megfigyeléseket, amely szerint a TRPA1 nem jatszik szerepet a fajdalmas ho érzékelésében
[6,52]. Ezzel szemben TRPA1 hidegérzékelésben jatszott szerepe kdztudott [2,50,52], azonban
a mi kisérleti paradigméankban nem talaltunk kiilsnbséget TRPAL1** és TRPA 17 csoport kozott
e tekintetben. A hidegtolerancia a gyulladas sulyossagatol fiiggetleniil mindkét torzsben
csokkent CFA adéasat kovetden, ami alapjan azt feltételezhetjilk, hogy a fokozott
hidegérzékenységet az ismételt mérések okozhattak. Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy az
altalunk alkalmazott vizsgéalati mdédszer nem alkalmas a hidegérzékenység vizsgélatara ebben
a modellben.

Az aktiv immunizaciés mechanizmusokat magaba foglalé CFA-modellel ellentétben az
autoantitesteket ¢és citokineket tartalmazd szérum passziv transzferén alapulé K/BxN-
modellben a mechanikai hiperalgézia, a 1abduzzadas és a neutrofil MPO aktivitas mértéke is

hasonlé volt a TRPA1** és a TRPA17 csoportban. TRPA1-nek mindossze a késéi vaszkularis
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permeabilitas fokozodas mérséklésében feltételezhetjiik részleges szerepét ebben a modellben,
mivel 6. nap szignifikinsan nagyobb plazmafehérje kiaramlast tapasztaltunk a TRPA1™
csoportban. Ezzel szemben TRPV17 egerekben szignifikansan kisebb K/BxN szérum-indukalt
mechanikai hiperalgéziat és plazmafehérje extravazaciot, illetve sulyosabb gyulladasos
tiineteket tapasztaltunk, mig a ROS termelés mértékét nem befolyéasolta a receptor hianya.
Korabban a kapszaicin-érzékeny érzdideg végzddések deszenzibilizaciojanak hatasat vizsgalva
ugyanebben a modellben munkacsoportunk ezzel megegyez6 funkcionalis eredményeket
kapott, és a deszenzibilizaciot kovetd sulyosabb gyulladasos tiineteket az antiinflammatorikus
hatasti szomatosztatin csokkent felszabadulasaval magyarazta [38].

Karragenin-indukalt akut gyulladds modelliinkben az irodalmi adatokkal ellentétben nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget a TRPA1"* és a TRPAI™ egércsoport kozott sem
labduzzadas, sem mechanikai, sem termalis hiperalgézia tekintetében. Mas kutatdcsoportok
ezzel szemben TRPAL szerepét igazoltak szelektiv antagonista (HC-030031) és génhidnyos
egerek segitségével a karragenin-indukalt mechanikai hiperalgéziaban, illetve labduzzadasban
[53,54]. A kiilonbségeket valosziniileg a kiilonboz6 fajok (patkany vs. egér), mérési idédpontok
és vizsgalati modszerek okozhatjadk. Mivel TRPA1 funkciondlis egységet képez TRPV1
receptorral az érzéideg végzddéseken [51], ezért fontos megjegyezni, hogy korabban
ugyanezekkel a modszerekkel TRPV17 és WT egerek kozott sem talaltunk kiilonbséget a
karragenin-indukalt mechanikai hiperalgézia ¢és labduzzadas vonatkozasaban [41]. A
karragenin-modellhez hasonloan TRPA1 receptor hianya, az irodalmi adatokkal 6sszhangban,
nem befolyasolta az akut mechanikai hiperalgézia és térdiziileti duzzadas kialakulasat egyik
mérési idopontban sem a 24 6ras kisérleti periodus soran az i.a. CFA-val indukalt gyulladas
modelliinkben [42,55].

Az éaltalunk alkalmazott négy modellben a TRPA1 funkcidjaval kapcsolatban kapott eltérd
eredményeket a TRPA1 széles szoveti eloszlasaval magyarazhatjuk [3]. Szamos adat
bizonyitja, hogy a gyulladas soran lokalisan keletkezd endogén TRPA1 agonistik kiilonbozd
modon képesek befolyasolni a receptor mitkodését az érzdideg végzodéseken €s a nem neuralis
sejteken, ami a gyulladasos kaszkad aktivalasat vagy épp gatlasat eredményezheti [56,57].
Eredményeink alapjan TRPA1 és TRPV 1 is fontos szabalyozo szerepet tlt be kronikus artritisz
patomechanizmusaban, ezért igéretes tdmadaspontjai lehetnek 1j hatdsmechanizmust
gyulladas- és fajdalomcsillapito szereknek.

Munkénk masodik részében elsdként szolgaltattunk adatokat az SSAO-gatlds analgetikus
hatasaval kapcsolatban kronikus iziileti gyulladas és fajdalom egérmodelljeiben. Az SSAO
gyulladasban jatszott kozponti szerepe ¢és az SSAO-gatld vegyiiletek gyulladascsokkentd
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hatasa, tobbek kozott iziileti gyulladas modellekben, mar régéta ismert [13,16,17]. Azonban
nocicepcidban betoltott esetleges funkcidjaval és az enzimgatld vegyiiletek esetleges
fajdalomcsillapit6 hatasaval kapcsolatban nem alltak rendelkezésiinkre adatok.

Kisérleteink kozéppontjaban azonban nemcsak az SSAO-gatlas fajdalomcsillapitd hatasanak
vizsgalata, hanem egy Uj, komplex hatdsmechanizmusi, munkacsoportunk 4ltal
szabadalmaztatott SSAO-gatldo vegyiilet tanulmanyozasa is allt. SzV-1287 a referencia
vegyiilethez hasonléan két kiillonboz6 mechanizmustt kronikus artritisz modellben is
hatékonynak bizonyult. Mindkét vegyiilet szignifikdnsan csokkentette a K/BxN szérum- ¢és
CFA-indukalt mechanikai hiperalgéziat és 1abduzzadast, illetve a K/BxN szérum-indukalt korai
plazmafehérje extravazéaciot. K/BxN szérum-indukalt artritisz modellben a késéi plazmafehérje
kidramlast csak a referencia vegyiilet csokkentette szignifikansan, a neutrofil MPO aktivitast
egyik vegyiilet sem befolyasolta, hasonléan a CFA-indukalt neutrofil aktivacidhoz és
vaszkulrdis  permeabilitds  fokozodashoz. Az  alkalmazott  artritisz  modellek
patomechanizmusaban fontos szerepet jatszo, 6t jellegzetes gyulladasos citokin koéziil (IL-1f3,
IL-6, KC, MIP-2, TNF-a) az SSAO-inhibitorok kizardlag a makrofagok, endotél sejtek,
szinoviocitak altal termelt, neutrofil kemoattraktans KC szintjét csokkentették szignifikdnsan
az artritiszes iziilleti homogenizatumokban. K/BxN szérum-indukalt artritiszben SzV-1287,
CFA-modellben LIP-1207 csokkentette szignifikansan az emlitett citokin szintjét. Ebbol arra
kovetkeztethetlink, hogy az SSAO-gatlok gyulladas- és fajdalomesillapitd hatdsa nem
elssorban a citokin termelés gatlasabol fakad.

Bar SzV-1287 ¢s a referencia vegylilet LJP-1207 adéasat kovetden hasonld mértéki,
szignifikdnsan kisebb mechanikai hiperalgeziat €s ldbduzzadast figyeltiink meg az olddszerrel
kezelt csoporthoz képest, a CFA-indukalt szovettani karosodds vonatkozédsiban jelentds
kiilonbséget tapasztaltunk. Mig SzV-1287 szignifikdansan csokkentette a szovettani
elvaltozasok koziil a szinovialis mononuklerais sejtinfiltracié és a porckarosodds mértékét,
addig a kronikus LJP-1207 kezelés jelentés porcdestrukciot eredményezett. In vivo
megfigyelésiinket in vitro is sikeriilt megerdsiteni, hiszen a két vegyiilet koziil csak LIP-1207
csokkentette szignifikdnsan a metakromaziasan festddé porcmatrix mennyiségét kondrocita
sejtkultaraban. LJP-1207 porckdrosito hatdsa valdszinlileg nem az SSAO-gitld hatés
kovetkezménye, mivel egy masik munkacsoport nem olyan régen SSAO-gatl6 alkalmazasa
mellett a kondrocita differenciacidé késleltetését tapasztalta a porcsejtek életképességének
befolyasolasa nélkiil in vitro [58]. Az emlitett nem kivant hatas hatterében LIP-1207 kémiai
szerkezete allhat, hiszen allilhidrazin derivatum révén potencidlisan toxikus vegyiiletnek szamit
[21]. SzV-1287 kisebbb mértékii porckarosoditd hatasat az in vitro megfigyelt TRPAL/TRPV1
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antagonista hatdsa magyarazhatja, hiszen egy szintén nemrég kozolt publikacioban TRPAL
hianya protektiv tényezonek bizonyult monojod-acetat (MIA)-indukalt porckarosodasban [49].
Amellett, hogy elsoként szolgaltattunk adatokat az SSAO-gatlas fajdalomcsillapit6é hatasarol,
1uj SSAO-gatld vegyiiletiink (SzV-1287) artritiszes tiineteket csokkentd és porcvédd hatasat is
igazoltuk. Utobbi eredmények alapjan SzV-1287 igéretes vegyiilet lehet gyogyszerfejlesztés
szempontjabol.

Munkank harmadik részében TRPAL és TRPVI1 receptorok funkciojat tisztaztuk SzV-1287
hatasmechanizmusaban. Korabban munkacsoportunk vetette fel elészor a gyulladasban és a
fajdalom kozvetitésében is fontos TRPA1 és az endogén agonistait is termeld SSAO lehetséges
kapcsolatat, majd in vitro igazolta Gjonnan szabadalmaztatott SSAO-gatlo vegyiiletiink, SzV-
1287 kozvetlen TRPA1 és TRPV1 antagonista hatasat érzé neuronokon ¢€s idegvégzddéseken
is [25]. In vivo SzV-1287 szignifikansan csokkentette a gyorsan kialakulé, TRPV1 és TRPA1
aktivacio-indukalt akut termalis hiperalgéziat és elharito reakciot, illetve a lassan kialakulo
mechanikai hiperalgéziat is, mig a referencia vegytilet LJP-1207 csak a centralis szenzitizacios
mechanizmusoknak koszonheté mechanikai hiperalgéziat csokkentette mindkét modellben.
Ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a vegyiiletek mechanikai hiperalgéziat csokkentd hatasat
az SSAO gatlas eredményezheti, mig SzV-1287 direkt TRPAL/TRPV1 blokkol6 hatasanak az
érzOideg végzddések gyors periférias szenzitizacidjanak gatlasiban lehet szerepe.

A K/BxN szérum ismételt injekciojaval kivaltott autoimmun artritisz modelliinkben SzV-1287
TRPV1' egerekben nem csokkentette a kronikus, neuropatias jellegii mechanikai hiperalgéziat,
TRPA1" és TRPV1' egerekben az 6démat, TRPA17 egerekben pedig a neutrofil MPO
aktivitast, ezért ebbdl arra kovetkeztethetiink, hogy SzV-1287 antihiperalgézias hatasa
valdszinlileg TRPV1, 6démagatldo hatdsa TRPV1- és TRPAI1, mig neutrofil aktivacid gatlo
hatdsa TRPA1-fliggd folyamat. A tisztadn neuropatids mechanizmust traumas idegkarosodas
modellben szintén igazoltuk SzV-1287 fajdalomcsillapito hatasat, ugyanis 20 mg/kg dozisban
egyszeri adast kovetden kb. 65%-os fajdalomkiiszob csokkenést eredményezett az oldoszerrel
kezelt vad tipusu csoporthoz képest. A 7 napos ismételt adagolas esetén sem fokozodott a
vegylilet hatdsa, ami arra utal, hogy vegyiiletliink akut fajdalomcsillapité hatassal rendelkezik,
és nem befolyasolja a neuropétias fajdalom kialakuldsat. SzV-1287 sem TRPV1™, sem TRPAL
I csoportban nem csdkkentette a neuropatias mechanikai hiperalgéziat, ami arra utalhat, hogy
SzV-1287 antihiperalgézias hatasat mindkét, érzéideg végzddésen funkcionalis egységet
képezb receptor kozvetiti. SzV-1287 és LIP-1207 antihiperalgézias hatasa kozott ebben a
modellben sem taldltunk szignifikdns kiilonbséget, tehat SzV-1287 fajdalomcsillapito
hatasaban valosziniileg az SSAO-gatlo hatas jatssza a kulcsszerepet. A referencia vegyiiletek
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koziil diklofenak és az aktiv metabolit oxaprozin iS hatastalannak bizonyult a modellben,
amibdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a COX gatlas nem jatszik szerepet a SzV-1287 neuropatias
fajdalmat csokkentd hatdsaban.

Osszefoglalasként elmondhatjuk, hogy SzV-1287 gyulladdsgatld hatasatol részben fliggetleniil,
potens fajdalomcsillapité hatassal rendelkezik neuropatias mechanizmusu, kronikus fajdalom
modellekben is, amely TRPV1-medialt immun-medialt artritiszben, mig TRPV1/TRPA1-
medidlt traumas mononeuropatidban. Eredményeink kivalé alapot szolgaltattak egy uj
gyogyszerjelolt preklinikai fejlesztésének elinditasahoz, amelyet az ,,Uj, tobb tamadaspontt
innovativ fajdalomcsillapitd fejlesztése: hatastani, preklinikai és human fazis 1. vizsgalatok™
cimi GINOP-2.2.1-15-2016-00020 palyazat keretén belill kivanunk megvalositani. A
preklinikai dosszié lezarasa 2019 végére varhatd, majd ezt kovetden indulhatnak a huméan fazis
I. vizsgalatok, amelynek befejezését 2020-ra tervezziik. Reményeink szerint SzV-1287 a

jovOben attorést hozhat az idegi eredetii (neuropatias) fajdalomallapotok kezelésben.

UJ EREDMENYEK OSSZEFOGLALASA

1. Eredményeink alapjan TRPA1 és TRPV1 is fontos szabalyozé szerepet tolt be kronikus
artritisz  patomechanizmusdban, ezért igéretes tamadaspontjai lehetnek 1

hatdsmechanizmusu gyulladas- és fjdalomcsillapito szereknek.

2. Elsoként szolgaltattunk adatokat az SSAO-gatlas fajdalomcsillapito hatasarol, illetve 1,
komplex hatasmechanizmusu SSAO-gétld vegyiiletiink, SzV-1287 artritiszes tiineteket

csOkkentd és porcvédd hatasarol.

3. SzV-1287 gyulladasgatld hatasatdl részben fiiggetleniil, potens fajdalomcsillapitd
hatassal rendelkezik neuropatids mechanizmusu, kronikus fajdalom modellekben is,
amely TRPV1-medialt immun-medialt artritiszben, mig TRPV1/TRPA1-medialt

traumas mononeuropatidban.
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0001 azonosito szamu ,, Nemzeti Kivalosag Program-Hazai hallgatoi, illetve kutatoi személyi
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