A palyazati munkatervnek megfeleléen szamos szenzoros neuropeptid és receptora, mint a
szomatosztatin 4 receptor (ssts4), tachykinin NK1 receptor, a hipofizis adenilat ciklaz-aktivalo
polipeptid (PACAP-38), valamint a tachykininek szerepét vizsgaltuk kiilfoldi
kollaboracidinkon  keresztiill — beszerzett  génhianyos egerek  segitségével 1éguti
gyulladdsmodellekben. Harom modellrendszerben végeztiik kisérleteinket:

- Endotoxinnal Kkivaltott neutrofil-dominalt intersticialis gyulladas, amely széles
korben hasznalt, jol definidlt mechanizmus-modell. E modellben kordbban az érzdideg-
végzddések, a TRPV1 ioncsatorndk €s a neuro-immun interakciok szerepét bizonyitottuk.
Szamos génhianyos egértdrzs integrativ, komplex vizsgalatat, szintetikus ssty; receptor
agonistak hatdstani elemzését ¢€s az ssty receptor expresszids analizisét végeztik.
Eredményeinket tobb eredeti kozleményben, dsszefoglaloban és kdnyvfejezetben publikaltuk.

- Ovalbuminnal Kkivaltott kronikus allergias asztma modellben a szintetikus sst4
receptor agonistak vizsgalatat végeztiik, eredményeinket eredeti kozleményben publikaltuk.
Mivel e modell kizarolag SPF koriilmények kozott tartott ndstény Balb/c egerekben miikodik,
a C57Bl/6, illetve CD1 tdrzsekbdl 1étrehozott génhidnyos egereken ezt nem tudtuk kivitelezni.
Bar az eredeti munkatervben nem szerepelt, annak érdekében, hogy eozinofil-dominanciaja
allergias léguti gyulladasban is vizsgalni tudjuk génhidnyos egereinkkel a szamunkra érdekes
neuropeptidek szerepét, harom egyéb allergénnel eldidézett léguti gyulladasmodellt is
teszteltiink. Ascaris sum, hazipor-atka és parlagfii antigénnel végzett kisérleteink eredményei
bizonyitottdk, hogy az Ascaris antigén (amelyet kordbban egérben még nem alkalmaztak) 10
nap alatt jol reprodukalhatd, jelentds hiperreaktivitdssal jard gyulladast okoz. Tovabbi
kisérleteinkban ezt fogjuk alkalmazni.

- A dohanyfiisttel kivaltott kronikus bronchitisz prediktiv egérmodelljét a palyazat
alatt allitottunk be, a kivaltasahoz sziikséges fiistexpoziciés késziiléket 2008. végén
vasaroltuk. 2009-ben a modell kidolgozasa tortént, 1-4 honapon keresztiil analizaltuk a
naponta kétszer alkalmazott teljes-test flistexpozicid légzésfunkcids hatdsait. 2010-2012
kozott a génhianyos egértorzseket is megvizsgaltuk. Eredményeinkbol 2010. juliusdban a
World Pharma konferencian és 2012. majuséban a British Pharmacological Society Focused
Meeting on Neuropeptides konferencian meghivott eldaddsokat tartottam. Az absztraktok
folyodiratokban megjelentek (Basic and Clinical Pharmacology and Toxicology 107: p. 96, p.
267., 2010; Neuropeptides, in press 2012). Mivel azonban e kronikus kisérletek nagyon
iddigényesek, egy kisérletsorozat a hdrgé-mosofolyadék és a szovetmintak analizisével egyiitt
kozel fél évet vesz igénybe, a két eredeti kozlemény Osszeallitdsara és kozlésre elkiildésére
csak most kertilt sor.

A 1éguti gyulladds modellrendszereit, technikai problémadit, elényeit és hatranyait egy idei
konyvfejezetben foglatuk Ossze. A palyazat ideje alatt Osszesen 35 eredeti kozleményt
publikaltunk, ebbdl 10 kapcsolddik kozvetleniil a témahoz. Harom konyvfejezet és két review
sziiletett, témavezetésemmel harman szerezteck PhD mindsitést, 2010. oktdberében
megvédtem MTA doktori disszertaciomat, melynek egyik f6 fejezete e projekthez kothetd.

A publikalt eredményeinket csak roviden ismertetem, a kozlésre elkiildott adatokbol néhany
reprezetativ eredményt abrakon is demonstralok.



Eredményeink részletezve:

1.) Eredményeink az endotoxinnal (lipopoliszacharid: LPS) kivaltott tiidégyulladas
modellben:

a.) A kapszaicin-érzékeny afferenseken lokalizalod6 TRPV1 receptor hidnya, valamint az sst4
receptor hidnya fokozza a léguti gyulladast a szemikvantitativ szovettani értékelés, az
akkumulalodott granulocitdk ¢és makrofagok szamaval aranyos mieloperoxidaz (MPO)
aktivitas (spektrofotometria), a TNF-alfa és IL-1beta mennyiségének (ELISA), valamint a
bronchoalveoldris moso6folyadékbol (BALF) nyert gyulladdsos sejtek és citokinek (flow
citometria) meghatarozasa alapjan. Ezekben az egércsoportokban fokozddott tovabba a 1éguti
hiperreaktivitas (Buxco teljes test pletizmograffal a bronchokonstrikciéval egyenesen ardnyos
enhanced pause: Penh paramétert hataroztuk meg éber egerekben). Korabbi eredményeink
alapjan ¢és ezen adatok alapjan a tiid6 kapszaicin-érzékeny afferenseibdl TRPV1 receptor
aktivacioval felszabadulé szomatosztatin gyulladast €s hiperreaktivitast gatlé hatasa
valdsziniileg az ssty receptorok aktivacidjaval valosul meg (Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
106(31):13088-13093, 2009).

b.) PACAP génhianyos egerekben fokozott Iléguti hiperreaktivitast ¢s gyulladasos
paramétereket (MPO aktivitds, gyulladasos citokinek, szdvettani pontozas) tapasztaltunk
(Peptides 32:1439-46, 2011). Ezeket az eredményeket alatamasztjak izolalt patkany trachean
nyert adataink, amelyek a PACAP-38, valamint hasonloképpen a szamos modellben
antagonistaként szdmon tartott PACAP6-38 koncentracid-fiiggd gatld hatdsat bizonyitjak a
gyulladas- és fajdalomkeltd szenzoros neuropeptidek felszabadulasara (J. Mol. Neurosci.
36:270-278, 2008). A PACAP-38 érzdideg-végzddéseken kifejtett gatld hatasa magyarazza a
szamos egy¢b gyulladasmodellben tapasztalt gyulladdscsokkentd és antinociceptiv hatést is
(J. Mol. Neurosci. 42:443-449, 2010; Pain 141:143-150, 2009). Ezzel szemben a PACAP
génhidnyos egerekben csokkent nocifenziv reakcidt €s mechanikai hiperalgéziat tapasztaltunk
szamos fajdalom-modellben, azonban a termalis hiperalgézia fokozodott. Eredményeink e
neuropeptid centralis pro-nociceptiv, azonban periférias anti-nociceptiv hatésait bizonyitjak
(Neuropeptides 44:363-371, 2010; Neurobiol. Dis. 45:633-644, 2012). A PACAP
figyelemreméltd centralis pronociceptiv szerepe, valamint periférids analgetikus ¢és
gyulladasgatlo hatasai alapjan érdekes mediator gyogyszerfejlesztési szempontbol is, azonban
a tovabblépéshez a célpontok azonositasa és szintetikus agonistdk/antagonistak széleskorii

vizsgalata sziikséges.

¢.) A P-anyagot ¢s neurokinin A-t kodolo preprotachykinin A (TAC1) génhidnyos egerek
segitségével bizonyitottuk, hogy a P-anyag fokozza az endotoxinnal kivéaltott granulocita-
akkumulaciét ¢és gyulladdsos citokintermelést, azonban a kovetkezményes 1éguti
hiperreaktivitisban az NK2 tachykinin receptoroknak van meghatdroz6 szerepe Ezzel
szemben az NKI1 receptor hidnya nem befolyédsolta a szovettani elvaltozasokat, az
mieloperoxidaz (MPO) aktivitast és a valaszkészség-fokozodast, azonban a gyulladasos
citokinek tiidébeli koncentracioja kb. kétszeresére emelkedett. A kettds, TAC1+NKI receptor
génhidnyos egerekben a TACI1 knockoutokhoz hasonld eredményeket kaptunk, amely arra
utal, hogy a NKA jatszik dont6 szerepet a 1€guti gyulladasban az NK2 receptorok aktivaciojan
keresztiil (Neuropeptides 44:399-406; 2010). TAC4 gén-kodolt, els6sorban gyulladasos és
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immunsejtekben expresszal6do tachykinin, a hemokinin 1, ugyancsak fontos gyulladaskelto
mediatornak bizonyult, bar a 1éguti valaszkészség-fokozodasban nem jatszik szerepet. TAC4
génhidnyos egerekben az endotoxin-indukalta tiidébeli MPO aktivitas szignifikansan csokkent
¢s a jellegzetes hisztopatoldgiai paraméterek is jelentésen enyhébbnek bizonyultak.
Mindemellett érdekes, hogy a bronchusokhoz/erekhez asszocialtan kifejezett, denz, tiiszészerti
limfoid gylilemeket tapasztaltunk hemokinin 1 hidnyaban, amely e peptid normal
immunvalaszt ¢és limfocita-funkciokat szabalyoz6 szerepére utal (eredmények kozlésre
elokészitve; absztraktok: Neuropeptides, in press 2012; J. Clin. Investigation, in press 2012).

2.) Eredményeink allergias asztma modellben:

a.) Mivel az ovalbuminnal kivaltott kronikus allergias asztma modell kizarélag SPF
koriilmények kozott tartott ndstény Balb/c egerekben miikddik, a C57Bl/6, illetve CD1 alapon
létrehozott génhidnyos egértorzseken technikailag nem tudtuk ezt kivitelezni, azonban a
szintetikus ssts receptor agonistak vizsgalatat e modellben is elvégeztiik. A heptapeptid TT-
232 ¢és a peptidomimetikum J-2156 hatékonyan gatoltdk mind az endotoxinnal kivaltott akut,
mind az ovalbumin-indukalta kronikus 1éguti gyulladast és kovetkezményes hiperreaktivitast
Eur. J. Pharmacol. 578:313-322, 2008).

b) Az Ascaris, haziporatka (house dust mite HDM) ¢és a parlagfii allergénekkel kivaltott 1¢guti
gyulladéds modellekben a bronchidlis hiperreaktivitds mindharom esetben kialakult, azonban
jelentds eozinofiliat csak az Ascaris és a HDM eredményeztek, elsdsorban néstany egerekben.
A 10 napos Ascaris modellt korabban csak juhokban, macskakban és kutyakban alkalmaztak,
els6ként mi dolgoztuk ki egérre. Az eredményeket kozlésre elokészitettiik.

3.) Eredményeink dohanyfiisttel kivaltott kronikus bronchitisz modellben:

2008. novemberében az eredetileg beiitemezett munkatervnek megfeleléen megvasaroltuk a
Teague Enterprises kisallat-dohanyoztatd késziiléket és az ebben alkalmazand6 cigarettat
(Kentucky Research Cigarettes). Az elmult harom év soran az irodalmi adatokbdl kiindulva
beallitottuk egerekben a dohanyfiisttel kivaltott krénikus obstruktiv léguti gyulladas
(COPD) prediktiv modelljét. Az allatok 1, 2, 3, illetve 4 honapig kapjak a dohanyfiist
expoziciot napi 3-szor, alkalmanként 45 percen keresztil. CD1 és C57Bl/6 torzsekben,
valamint him és ndstény egerekben kialakult reakciok kozott nem talaltunk szignifikdns
kiilonbségeket.

a.) Mar 1 hénap alatt perivaszkularis és peribronchidlis 6déma, neutrofil- és makrofag-
infiltracid, kezdddo epitehelsejt-metaplazia és nyaktermelés-fokozodas figyelhetd meg, ami 2,
3, illetve hoénap expozicido utan jelentésen sulyosbodik. A 2.-3. hoénapra a limfocitak
beszlirddése, az erek és a bronchusok koriili hiivelyszert felhalmozddasa, tobbmagva, aktivalt
makrofagok megjelenése, atelektazias €s emfizémas teriiletek egyre nagyobb kiterjedése
lathatd. A 4. hénapra az alveolusok szétszakadozasa, egyre nagyobb atelektdzids teriiletek, és
limfocitagyiilemek tapasztalhatok (e jellegzetes szdvettani elvaltozasokat az aldbbiakban
bemutatom).
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A gyulladas klalakulasat a szOvettani vizsgalatokon kivill a tidéhomogenizatumban mért
MPO aktivitas és citokin-koncentraciok, valamint a BALF citologiai/citokin analizise is
igazolta. A léguti hiperreaktivitas azonban csak a 3. honaptol alakul ki, ami 6sszhangban 4ll a
klinikai adatokkal: COPD-s betegekben relative kis szazalékdban és késon alakul ki

bronchialis gyulladasos valaszkészség-fokozodas.



b.) Bar C57Bl/6 vad tipusu egerekben csak késon és csekély hiperreaktivitas alakul ki,
TRPV1 ¢és ssty génhianyos torzsekben (TRPVI'/', sst4'/') mar a 4. héttdl szignifikdns
véalaszkészség-fokozddast tapasztaltunk. Ezzel szemben a SP és NKA, valamint az NKI
receptor hianyaban nincs kiilonbség a vad tipushoz viszonyitva (1. dbra). A gyulladdsos
reakcio intenzitdsa (szovettani paraméterek, MPO, citokinek, BALF analizis) 6sszhangban all
a valaszkészséggel, a TRPV1 és az ssty receptor aktivacioja egyértelmiien protektiv, a
tachykinineknek nincs dontd jelentésége e folyamatban. Az ssts és a TRPV1 receptor
génhianyos egerek eredményeit az alabbi dbrakban mutatom be:
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c.) Dohényfiisttel kivaltott kronikus bronchitisz ¢és endotoxinnal kivaltott szubakut
pneumonitisz egérmodelljeiben, valamint dohdnyzashoz kapcsolt kronikus bronchitiszben
emberben Western blot és immunhisztokémia modszerekkel — jelentds sst; receptor
expresszio-fokozodast tapasztaltunk, els6sorban az intenziv makrofag-bearamlasnak
koszonhetéen (J Histochem Cytochem. 57:1127-37, 2009).

4. A palyazati munkatervben eredetileg nem szerepld, de azzal kozvetlen dsszefiiggésbe
hozhato kisérleti eredményeink:

a.) Bizonyitottuk, hogy szeptikus betegekben, valamint tiidémiitétek ¢és iziiletet érintd
operaciok soran a plazma szomatosztatin koncentracidja szignifikansan emelkedik.
Eredményeink megerdsitik azt a szdmos allatkisérletiink alapjan alkotott koncepciot, hogy az
aktivalt érzéideg-végzddésekbdl keringésbe jutd szomatosztatin szisztémas gyulladasgatlo és
analgetikus hatasokat kozvetit (Peptides 31: 1208-12, 2010).

a.) A TRPVI receptor génhidnyos egerek és a TRPVI receptor antagonista SB366791
segitségével Dbizonyitottuk a kapszaicin-érzékeny érzdideg-végzddések ¢és a TRPVI
receptorok szerepét a kisérleti modellekben gyakran alkalmazott irritans, a xilol, valamint a
proteaz-aktivalt receptor 2 (PAR2) gyulladas- és fajdalomkelté hatasaiban (Neurosci. Lett.
451:204-207, 2009; Eur. J. Pain 14: 351-358, 2010). TRPV1 receptor génianyos egerekkel
igazoltuk, hogy a TRPVI1 ioncsatorna aktivicidja a tiidébe és az iziiletben tapasztalt



gyulladaskelté hatdshoz hasonloan fokozza a dextran-szulfattal kivaltott bélgyulladas klinikai
tiineteit, a szovettani karosodas sulyossagat, valamint a neutrofil-akkumulaciot jelzé
mieloperoxidaz aktivitast (J. Mol. Neurosci. 42:80-88, 2010). A TACI1 gén-kodolt
tachykininek e bélgyulladds modellben ugyancsak pro-inflammatorikus hatést kozvetitenek
absztrakt: Acta Physiol. Hung. 97:139-140, 2010).

Els6ként mutattuk ki a plazmamembranok lipid raftjai és a TRPV1 receptor-aktivacié kozotti
Osszefiiggést izolalt patkany trigeminus ganglionsejtecken és TRPV1 receptort stabilan
expresszalo CHO sejteken. A kiilonb6z6 agonistak okozta TRPV1 aktivacidban eltérd szerepe
van a lipid raftoknak, és a hatas fligg a receptorok mikrokdrnyezetétdl is. Eredményeink a
TRPV1 kiilonféle alloszterikus koétéhelyeinek 1étezését is igazoltak (Eur. J. Pharmacol.
628:67-74, 2010).

b.) Tomegspektometrids modszerrel elsdként mutattuk ki a PACAP-38 jelenlétét emberi
plazmaban és az anyatejben, valamint radioimmunassay modszerrel megmértiik e peptid
kortol, nemt6l, étkezéstdl fliggetlen (300-400 fmol/ml). Szoptatés alatt enyhe, de szignifikans
emelkedést mutat, az anyatejben azonban 15-30-szor magasabb koncentracioban mérhetd
(Borzsei et al. Eur. J. Endocrinol. 2009).
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