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BEVEZETES

Az antraciklin szarmazékok sulyos mellékhatasaik ellenére a mai napig széles
korben alkalmazott citosztatikumok. Az adriamycin legsulyosabb ¢és terapias
hasznalatat limitalo mellékhatdsa a dilatativ kardiomiopatia formdjédban jelentkezd
kronikus szivizom karosodas, mely a kezelt betegek 1.7-6.8 %-aban alakul ki. Az
antraciklinek  altal  kivaltott  kardiomiopatia sokszor haldlos  kimenetelli
szivelégtelenséghez vezet, melynek el6fordulasi gyakorisaga a  gyodgyszer
0sszdozisaval nd. Az antraciklinek altal okozott szivkarosodas patomechanizmusa
Osszetett, melyben tobbek kozott szabadgyok képzoédés és lipid peroxidacio, a
szivizomsejtek kalcium- és vas homeosztazisainak megvaltozasa, illetve mitokondrialis
zavarok szerepe igazolodott. A témardl szO0ld szamtalan tanulmany ellenére az
antraciklinek szivkarositd hatdsanak még szamos részlete tisztdzasra var. A sziv
peptiderg érz6 idegeinek védd szerepe iszkémia-reperfuzidés karosodasokban mar
bizonyitast nyert. [zolalt patkdnysziven végzett kisérletek igazoltak, hogy az iszkémids
prekondiciondlas védd hatdsat jelentésen csokkentette a sziv szenzoros peptiderg
beidegzésének kapszaicinnel 1étrehozott szelektiv kemodenervacioja. Az is ismertté
valt tovabba, hogy az iszkémiai-reperfiiziés modellben a védd hatast nagymértékben a
tranziens receptor potencidl vanilloid 1 (TRPVI1) tipusi receptort kifejezd
kemoszenzitiv idegekbdl felszabaduld kalcitonin-gén-rokon peptid (CGRP) kozvetiti.
Bar a sziv érz6 beidegzésének anatomiai és ¢€lettani sajatossagait szdmos tanulmany
targyalta, a szenzoros idegek korélettani szerepe a sziv szdmos korallapotaban még
mindig ismeretlen. Ezért vizsgalatainkban adriamycinnel el6idézett kardiomiopatia
kisérletes modelljében tanulméanyoztuk a szenzoros idegek lehetséges korélettani
szerepét az antraciklin 4ltal okozott szivizomkarosodas kialakuldsaban. A
kardiomiopatia kialakulasat és progresszidjat az adriamycin kezelés utan végzett
iIsmételt echokardiografias vizsgalatokkal kovettiik intakt és kapszaicinnel eldkezelt
patkanyokban. Tekintettel arra, hogy korabbi vizsgalataink szerint az érz6 idegek
fontos szerepet jatszanak az iszkémias prekondicionalds kardioprotektiv
mechanizmusaiban, felmeriilt annak a lehet6sége, hogy az adriamycinnel el6idézett

kardiomiopatia kialakulasahoz az adriamycin direkt idegkarositdé hatasa is



hozzajarulhat. Ezért tovabbi kisérleteink soran megvizsgaltuk az adriamycin
kemoszenzitiv afferens idegek mikodésére kifejtett hatasat is. Tanulmanyoztuk, hogy
az adriamycin kezelés hogyan befolyasolja a szenzoros idegek klasszikus afferens,
nociceptiv miikodését, illetve a vazoaktiv €s gyulldsos neuropeptidek felszabadulasa
altal kozvetitett szenzoros efferens, lokalis vaszkularis szabalyozo funkcioit. Mivel a
zsigeri és kutan afferensek nagyfoku funkcionalis és neurokémiai hasonlosagot
mutatnak, kisérleteinkben az adriamycin szenzoros idegek miikodésére kifejtett
afferenseken  tanulmanyoztuk. Kisérleteink  kiterjedtek az  ¢érz6  idegek
morfologiai/neurokémiai jellemzdinek, a kutdn afferensek ingerlésével kivaltott
nociceptiv ~ viselkedési reakciok ¢és a neurogén gyulladasos érreakciok

tanulmanyozasara.

Jelen tézis célkituzései a kovetkezok voltak:

1. A szivet beidegz6 peptiderg érzé idegek lehetséges kardioprotektiv szerepének
feltdrdsa az adriamycinnel eléidézett kardiomiopatia kisérletes modelljében. A
szivmiikddés echocardiografias paramétereinek nyomonkdvetése €s Osszehasonlitidsa
adriamycinnel kivaltott kardiomiopatidban kontroll &llatokban és kapszaicinnel
elokezelt, szelektiv szenzoros kemodenervacion atesett patkanyokban.

2. Az adriamycin neurotoxikus hatdsanak tanulmanyozasa a kutan érzé idegek
szenzoros nociceptiv és efferens vazoregulatorikus mikodésére: az adriamycin dozis-
¢és 1d6-fiiggd hatasainak vizsgalata a patkany bér szenzoros idegei altal kozvetitett
véraramlas fokozodasra ¢s 6déma képzddésre (neurogén gyulladas), a karrageninnel
kivaltott kisérletes hiperalgéziara, illetve a periférias idegrostok kapszaicinnel in vitro
kivaltott CGRP felszabadulasara.

3. Az adriamycin kezelésnek a bor beidegzésére kifejtett hatasainak vizsgalata

kavantitativ morfometriai és immunhisztokémiai modszerekkel.



ANYAG ES MODSZER

Szisztémds adriamycin  kezelés és szisztémds kapszaicin-elokezeléssel kivaltott
Szelektiv szenzoros kemodenervdcio

Kisérleteinket 250 + 30 g stlya him Wistar patkanyokon végeztiik. Az allatok
15 mg/kg 6sszdozisu adriamycint kaptak szisztémasan, két hét alatt 6 alkalommal,
alkalmanként 2.5 mg/kg doéziban Tong és mtsai modszere szerint. A méréseket az
echokardiografia kivételével 2-7 nappal az utolsé kezelést kdvetden végeztiik.

Az allatok egy csoportja az adriamycin kezelés megkezdése el6tt 2 héttel
szisztémas nagydozisi kapszaicin elOkekezelést kapott. A kapszaicin eldkezelés
denervacios hatdsanak sikerességét bizonyitotta a sziv CGRP tartalmu beidegzésének

teljes eltiinése.

A szivfunkcio echokardiografias vizsgalata

Ismételt echokardiografias vizsgalatokat végeztiink a szivfunkcio valtozésainak
megitélésére a szisztémas kapszaicin- és adriamycin kezelések el6tt, illetve azokat
kovetden Schwarz és munkatarsai leirasa alapjan. Az allatokat elaltattuk és hanyatt
fekvO helyzetben rogzitettiikk. A bal kamrat (LV) a mitralis billentyli magassagaban
parasternalis  hosszmetszetben, illetve a papillaris izmok magassagaban
keresztmetszetben vizsgaltuk. A bal kamrai atméréket M-modd echokardiografiaval
mértiik az endokardialis hatarok kozott. A legszélesebb atmérd a végdiasztolés atmérd
(LVDD) és a legkeskenyebb a végszisztolés (LVSD). A rovidiilési hanyadost (FS) a
LV atmérokbol szamoltuk (LVDD-LVSD)/LVDD) és %-ban fejeztiik ki. A bal pitvari
atmérdt (LAD) és aorta atmérdt (AOD) a leghosszabb LAD értéknél mértiik és a kettd
hanyadosat (LAD/AOD) kiszamoltuk. Az értékeket atlag = SEM-ben adtuk meg. A
perikardialis és pleuralis folyadékokat az epi- és perikardium, illetve a fali és zsigeri

pleura rétegek kozott kétdimenzios €s M-mod mérésekkel detektaltuk.



A sziv érzo idegeinek immunhisztokémiai vizsgdlata

Az immunhisztokémiai vizsgalatokhoz kontroll, adriamycin-, illetve kapszaicin
+ adriamycin- kezelt allatokat hasznaltunk fel, az adriamycin kezelés befejezése utan
két héttel. A kamrak falabol Zamboni fixalast kovetéen 20 um-es keresztmetszeteket
keészitettlink ¢€s indirekt immunfluoreszcencids modszerrel megfestettiik: nyulban
termeltetett anti-PGP 9.5 (protein gén termék 9.5), mint panneuronalis marker
segitségével az Osszes idegrostot tettiik lathatova, illetve egér eredetii anti-CGRP

alkalmazaséaval a peptiderg idegeket vizualizaltuk.

Kémiai irritansokkal kivaltott neurogén vaszkularis vdlaszok vizsgalata patkdany

bérében

Az allatokat kloralhidrattal altattuk, testhOmérsékletiiket stabilan tartottuk. A
kémiai irritdnsok 4ltal kivaltott neurogén vazodilaticidé vizsgéalata soran a hatso
labfejek boérének véraramlasat (CUBF) Lézer Doppler véraramlas monitor segitségével
mértiik. Stabil alaparamlas elérését kovetden a bor felszinére juttatott mustarolaj (0.2
¢és 1%) ¢és kapszaicin (1%) altal kivaltott relativ véraramlas fokozodast vizsgaltuk. Az
eredményeket mérések atlaga + S.D. formajaban, %-ban fejeztiik ki.

A kémiai irritansok altal kivaltott plazma extravazacid vizsgalatat a Jancso és
munkatarsai altal leirt Evans-kék technikaval végeztiik. Evans kék oldat i.v. adasat
kovetéen az allatok hatso labfejét 5% mustarolaj oldattal, vagy 1%-0s kapszaicin
oldattal ecseteltiik, majd 20 perc elteltével az allatokat elvéreztettiik, az érintett
borteriileteket eltavolitottuk, nedves sulyukat lemértilk. Az irritdnsok hatasara
ateresztové valo ereken keresztil a szovetekbe diffundalt festéket formamid
segitségével kivontuk ¢és mennyiségét fotometridval meghataroztuk. A szoveti
festékkoncentraciot 1 g szovetre vonatkoztatva (atlag = S.D.) formaban fejeztiik ki. A
kozvetleniil az erekre hatd hisztamin, bradikinin és P anyag (SP) vaszkularis
permeabilitast fokozd hatasat hasonlé méddszerrel mértiik a has boérén.

Szelektiv TRPAI, illetve TRPV1 antagonistak (HC-030031 és kapszazepin) lokalis
alkalmazasaval igazoltuk a mustarolajjal és a kapszaicinnal kivaltot vazodilataciot,

illetve plazma fehérje extravazaciot kozvetitd receptorok identitdsat.



Kapszaicinnel és kaliummal kivaltott CGRP felszabadulds mérése periférids
idegekbdl in vitro

Az allatokat kloralhidrattal elaltattuk, dekapitaltuk, majd mindkét oldalon
kimetszettiik a n. ischiadicus-t. Az epineurimot 6vatosan eltavolitottuk, és a mintakat
karbogén gazzal atdramoltatott, stabil hémérsékletli, pH=7.4-es szintetikus
intersticialis folyadékban (SIF) 30 percig atmostuk. Ezutan az idegeket szérum
albuminnal és tiorfannal kiegészitett SIF oldatban 10 percig inkubaltuk a bazalis
CGRP felszabadulds meghatdrozasa céljabol. Ezt kovetden a folyadékot 10 puM
kapszaicint vagy 60 mM KCl-ot tartalmazé oldatokra cseréltilk a TRPV1 aktivacio,
illetve a membran depolarizacio altal kivaltott CGRP felszabadulas méréséhez. A
kapszaicin szelektiv hatasat kapszazepin eldkezeléssel ellendriztiik. Az inkubald oldat
mintakat -70 °C-on fagyasztva tartottuk a felszabadult CGRP mennyiségének gyari
ELISA kittel torténd meghatarozasaig. Az eredményeket a bazdlis peptid

felszabadulashoz viszonyitott %-os emelkedések (atlag + S.D.) formajaban adtuk meg

Karrageninnel kivaltott gyulladdsos hiperalgézia vizsgdlata patkdnyban

A hé fajdalomkiiszob mérését a Hargreaves moddszerrel, a mechanikai
fajdalomkiisz6bot pedig egy reprodukalhatdé mechanikai ingert kivaltd automatizalt
rendszerrel (dynamic plantar aesthesiometer) hataroztuk meg. A gyulladasos
fajdalomkiiszob csokkenést (hiperalgéziat) karrageninnel kivaltott gyulladédsos
modellen (3 mg s.c. a talp bérébe) tanulmanyoztuk. A fajdalomkiisz6bok csékkenését
a 3 d6raval a karragenin injektaldsa utan mért értékeknek az alapértékekhez viszonyitott
%-0s valtozasaval (atlag = S.D.) jellemeztiik kontroll- és adriamycinnel kezelt

allatokban.

A szomatomotoros funkciok vizsgalata kinematikus lokomotor analizissel

Az adrimicinnel kezelt allatok motoros funkciodinak vizsgalatait Nogradi és
munkatarsai altal kifejlesztett modszerrel, az allatok plexi kifuton torténd mozgasarol
késziilt videofelvételek kinematikai elemzésével, VirtualDub program alkalmazasaval

végeztilk. Az analizis soran 9 paraméter (Iépéshossz, boka-és térd emelése,



oldalmozgas, boka- és térdhajlitas, labujjak terpesztése, tarsus Off- és metatarsus-
felszin szogek) tekintetében hasonlitottuk Ossze az adriamycin kezelésben részesiilt

allatokat a kontroll csoporttal.

A bor beidegzésének és strukturdjanak vizsgalata immunhisztokémia és kvantitativ

morfometria segitségével

Az immunhisztokémiai vizsgélatokhoz 4%-os formaldehid oldattal fixalt hatso
1ab talpbOrbdl készitett 25 pm-es kriosztat metszeteket haszndltunk. Az Osszes
epidermalis idegrost megjelenitéséhez B-tubulin ellenes egérben termeltetett
monoklondlis antitesteket, ¢s a TRPV1-et expresszaldé populécié kimutatdsidhoz
nyulban termeltetett poliklonalis anti-TRPV1 antitesteket hasznéltunk indirekt
fluoreszcens immunhisztokémiai technika alkalmazasaval. A kvantitativ morfometriai
vizsgalathoz metszeteinkr6l Zeiss LSM 700 konfokalis pasztazo 1ézer mikroszkoppal
vertikalis (Z stack) optikai sorozatmetszeteket készitettiink. A felvételek alapjan
Gokhale és munkatarsai altal kidolgozott sztereologiai modszerrel (vastag szelet
projekcio) meghataroztuk az egységnyi térfogatra esO intracpidermalis idegrost
denzitast. Az epidermisz vastagsagat a bor felszinére merdlegesen mértilk meg 6-6
random mintaban adriamycin-kezelt és kontroll allatok talpbér metszeteibdl. Az

eredményeket atlag + S.D. formdjaban fejeztiik ki.

Statisztikai modszerek

Az echokardiografias vizsgalatok, neurogén vaszkularis valaszok és a motoros
tesztek eredményeinek statisztikai elemzéséhez ANOVA teszteket és Bonferroni féle
post-hoc analizist hasznaltunk, p <0.05 értéket tekintettiink szignifikansnak. A
karrageninnel kivaltott gyulladdsos modellben a kiiszobvaltozéasokat, illetve a CGRP
felszabadulas valtozéasait és a morfoldgiai vizsgalatok eredményeit Student-féle t-
probaval elemeztiikk, p<0.05 szignifikancia szintet valasztva. Az analiziseket
megelézoen a csoportok normalitasarol a Shapiro-Wilk teszt segitségével és a

varianciak homogenitasarol a Levene teszt alkalmazasaval gy6zddtiink meg.



EREDMENYEK

Az adriamycin kezelés hatdasa a sziv echokardiordfias paramétereire kapszaicinnel

kemodenervalt és intakt Szenzoros beidegzéssel rendelkezo dllatokban

A kontroll allatokban mért rovidiilési hanyados (FS) a vizsgalatok kezdetén
25.3 £ 1.5% volt és nem mutatott szignifikans valtozast a kisérletek soran. A csak
kapszaicinnel kezelt allatok echkardiografias értékei nem kiilonboztek a kontroll
csoporttdl, igy ezt a két csoportot az analizis sordn Osszevontuk. A kizardlag
adriamycinnel kezelt allatokban az LV atmérék koziil a LVSD értékek 3-4 héttel az
adriamycin kezelés befejezése utan szignifikdnsan magasabbak voltak, mig a LVDD
nem valtozott szignifikdnsan. A LAD/AOD hanyados pedig mar a kezelés vége utan 1
héttel szignifikansan megemelkedett. A kapszaicin el6kezelésben, majd adriamycin
kezelésben 1is részesiilt allatok LVSD érteke és LAD/OAD héanyadosa mar az
adriamcin kezelés vége utan 1 héttel szignifikansan nagyobb volt, és a 3. héten mind a
LVSD, mind a LVDD szignifikdnsan emelkedett értékeket mutatott. Az FS értéke az
adriamycin kezelés hatasara progressziven csokkent a 2. héttél kezdve, jelezve a
szivizom fokozatosan csokkend kontraktilitdsat, &m szignifikans kiilonbség csak a 4.
héten mutatkozott. A kapszaicinnel elékezelt allatok FS értéke ezzel szemben mar az
adriamycin kezelés vége utan 1 héttel szignifikansan csokkent, és a 4. hét kivételével
minden héten szignifikansan alacsonyabb volt nemcsak a kontroll, hanem a csak
adrimaicinnel kezelt csoporthoz viszonyitva is. A mellkas és a has ultrahangos
vizsgalata kimutatta, hogy az adriamycin kezelés hatasara a kezelés utan 3 héttel a
szivburokban ¢és a hasiiregben folyadék jelent meg és az allatok boncoldsa sordn a

sziviiregek tdgulata és a szeptum elvékonyodésa is nyilvanvalo volt.

Adriamycin és/vagy kapszaicin dltal okozott valtozdsok a sziv beidegzésében:
immunhisztokémiai vizsgadlatok

Kontroll 4llatokban a PGP 9.5 panneuralis markerrel jelolédd stirti diffaz
idegrost halozat figyelhetd meg a bal és a jobb kamrai szivizomban. Az egyes rostok

nagy aranyban mutattak CGRP immunreaktivitast is. Az adriamycin kezelés



onmagaban nem okozott dramai valtozast az idegrost halézat morfologidjaban. A

crcr

Szenzoros neurogén vaszkularis valaszok kivaltasa kémiai irritansokkal

Kontroll allatokban mind 0.2% ¢€s 1% mustarolaj, mind 1% kapszaicin epikutan
alkalmazasa lokalis véraramlds fokozodast okozott a CuBF szignifikans
emelkedésével. A specifikus TRPAI ¢s TRPV1 antagonistak eldzetes s.c. injektalasa
szignifikansan csokkentette a mustarola;j, illetdleg kapszaicin altal kivaltott értagulatot.
Az 1%-o0s mustéarolaj altal okozott CuBF emelkedés 121.80 + 24.19% volt, mig a
TRPAL1 antagonsita HC-030031 el6kezelés estén ez az emelkedés csak 14.47 +
10.44% volt (p<0.01, n=6/csoport). Kapszaicin (1% epikutan) hatasara a CuBF 167.23
+ 53.36%-kal emelkedett, mely hatast a TRPV1 antagonista kapszazepin elékezelés
szignifikansan gatolta: 27.94 + 8.95% (p<0.01, n=6/csoport). A 7.5 mg/kg kumulativ
dozist adriamycinnel kezelt allatokban a kezelés befejezése utan két nappal mért 1%
mustarolajjal és 1% kapszaicinnel okozott CuBF emelkedések a kontrollhoz képest
51%-kal (p<0.01, n=10), illetve 64%-.kal (p<0.01, n=6) csokkentek, mig a 0.2%
mustarolaj hatdsa nem valtozott szignifikansan (n.s., n=10). A teljes dozisu (15 mg/kg)
adriamycin kezelés utan viszont a 0.2% és 1% mustarolaj, illetve az 1% kapszaicin
altal kivaltott CuBF emelkedés szignifikdnsan lecsokkent, a kontroll értékekhez képest
sorban 57, 71 és 71%-kal, (p<0.01, n=6-10/csoport).

A kémiai irritdnsokkal kivaltott plazma protein extravazaciét az Evans-kék
technikaval vizsgaltuk. Kontroll allatokban a bdr ecsetelése mind 5% mustérolajjal,
mind 1% kapszaicinnel jelentds festékkidramlast okozott az érintett teriileteken,
melynek eredményeképpen 180 £ 68 pg/g, illetve 205.50 £ 60.90 pg/g szdveti
festéktartalmakat mértiink. A specifikus TRPA1 ¢és TRPV1 antagonista (HC-030031,
illetve capszazepin) elokezelés ezeket az értékeket szignifikansan (32.67 £ 17.98 ng/g,
illetleg 32.73 + 19.75 pg/g), lecsdokkentette (p<0.01, n=6-10/csoport). 7.5 mg/kg
kumulativ dézisa adriamycin kezelés hatasara a mustarolajjal és kapszaicinnel
kivaltott plazma extravazacid szignifikansan csokkent 72.85 + 20.84, illetve 109.93 +
38.16 pg/g értékre, mig 15 mg/kg kumulativ dozisti adriamycin kezelés hatasara a
neurogén permeabilitds fokozodas minimalis volt 24.95 = 10.84 és 51.08 + 17.43 ng/g;
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p<0.01, n=8-10/csoport. A kozvetleniil az erekre hatdé permeabilitast fokozé anyagok,
igy a bradikinin, hisztamin és SP hatasdban nem latszott kiilonbség a kontroll és

adriamycinnel kezelt allatok kdzott.

Adriamycin kezelés hatasa a periféridas ideg kapszaicinnel kivialtott axondlis CGRP

felszabadulasara

A neurogén vazodilaciot az kemoszenzitiv afferensekbdl az irritdnsok hatisara
TRPV1/TRPAL receptor aktivacio kovetkeztében felszabadult CGRP kozvetiti. A
kapszaicin altal kivaltott CGRP felszabadulas vizsgélata széles korben elfogadott
modszer a peptiderg nociceptorok TRPV1 receptor altal kozvetitett efferens
milkodésének tanulmanyozasara. A peptiderg afferensek TRPV1-fiiggd (kapszaicin) és
TRPV1-fiiggetlen (KCl) ingerlésével a n. ischiadicus-bol kivaltott ex vivo CGRP
felszabadulast meghatarozva azt tapasztaltuk, hogy adriamycin kezelés (15 mg/ kg
kumulativ dézis) hatdsara a kapszaicin altal kivaltott peptid felszabadulas
szignifikansan csokkent, mig a KCI-dal kivaltott depolarizaciot kovetd peptid
felszabadulas jelent6sen nem valtozott. Kontroll allatokban a 10 uM kapszaicin a
bazalis peptid kiaramlast 325 + 110%-ra emelte, mely érték adriamycinnel kezelt
allatokban szignifikansan alacsonyabb: 164 + 71% volt. Ezzel szemben a 60 mM KCI
altal okozott CGRP felszabadulds 327 + 77% ¢és 303 + 55%-at tette ki a bazalis
kiaramlasnak kontroll, illetve kezelt allatokban. Kontroll kisérletekben teszteltiik a
kapszaicin specifikus TRPV1-hatasat kapszazepin alkalmazasaval, melynek soran azt
tapasztaltuk, hogy 0.1, 1 és 10 uM kapszaicin CGRP felszabadité hatasat 10 uM
kapszazepin szignifikansan, sorban 69.5%, 54.02% ¢s 23.26 %-kal csokkentette.

Adriamycin kezelés hatisa a karrageninnel kiviltott ho- és mechanikai
hiperalgéziara

Mivel a nociceptiv ioncsatorndk alapvetd szerepet jatszanak a gyulladdsos
hiperalgézia kialakulasaban, €s a szenzoros efferens funkcidk vizsgalata a TRPV1 és
TRPA1 receptorok 4ltal kozvetitett folyamatok jelentdés karosoddsdt mutatta
adriamcinnel kezelt patkanyokban, ezért a nociceptiv afferens funkciok teszteléséhez a
karrageninnel kivaltott gyulladdsos modellt alkalmaztuk. Kontroll allatokban a
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karragenin oldat talpba injektalasa 3 ora elteltével jelentds hiperalgéziat okozott,
aminek kovetkeztében az érintett labon a hd fajdalomkiiszob 63.2 + 2.0%-kal, €s a
mechanikai fijdalomkiiszob 61.6 =+ 10.5%-kal csokkent (p<0.05, n=5) az
alapértékekhez viszonyitva. Adriamycin-kezelt allatokban a karragenin adésa utan a ho
fajdalomkiisz6b szinte egyaltalan nem kiilonbozott az alapértékektdl (-16.5 + 11.6%),

¢s a mechanikai fajdalomkiiszob sem valtozott szignifikdnsan (-19.4 £ 7.0%).

Adriamycin kezelés hatasa a motoros miikodésekre

A kezelt allatok jarasa szemmel lathatoan hasonl6 volt a kontroll tarsaikéhoz. A
videofelvételek kinematikai analizise alapjan a hats6 labakon mért 1épéshosszban,
boka- és térd emelésben, oldals6 mozgasban, boka flexidban és a labujjak
terpesztésében a 7.5 mg/kg és a 15 mg/kg kumulativ doézisu adriamycin kezelés sem
okozott szignifikans valtozast. A térd flexio, illetve a tarsus off és metatarsus-felszin
szogek tekintetében mérsékelt, de szignifikans kiilonbség mutatkozott (p<0.05, n=5)

mindkét kezelt csoportban a kontroll csoporthoz képest.

Adriamycin kezelés hatdsa a bor beidegzésére és szerkezetére

A kontroll bérmintakban tubulin immunfestés segitségével szubepidermalis
idegkotegek és beldliik elagazd epidermalis idegrostok abrazolodtak, melyek szinte
mind TRPV1-immunpozitivitast is mutattak. A tubulin- és TRPV 1-pozitiv idegrostok
denzitasa 1075 + 120 mm/mm?, illetve 1065 + 116 mm/mm?® volt. Adriamycin kezelést
(kumulativ dozis: 15 mg/kg) kovetéen az epidermalis idegrostok denzitasa jelentésen
csokkent; tubulin immunreaktiv idegrostok: 503 + 76 mm/mm®, TRPV1-immunreaktiv
rostok: 417 + 80 mm/mm® (p<0.01; n=5), mig a szubepidermalis idegrostkétegek
denzitasa nem mutatott valtozast. Az adriamycin kezelést kovetéen az epidermisz
jelentésen elvékonyodott (kontroll: 70.41 + 7.52 um; adriamycin kezelt: 47.47 + 6.75
um; p<0.01; n=5).
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KOVETKEZTETESEK

A jelen tézisben Osszefoglalt kisérletek dilatativ kardiomiopatia experimentalis
modelljében bizonyitottak az érz6 idegek kardioprotektiv szerepét. Az irodalmi
adatokkal Osszhangban 2 hetes adriamycin kezelés feln6tt patkdnyokban dilatativ
kardiomiopatia kialakulasahoz vezetett. Kimutattuk, hogy a kapszaicin el6kezeléssel
l1étrehozott szelektiv szenzoros kemodenervacio jelentdsen sulyosbitotta és fel is
gyorsitotta az adriamycin szivfunkcidt karosité hatasat: a kapszaicinnel el6kezelt
allatokban az adriamycin altal okozott kongesztiv szivelégtelenség jelei sulyosabbak
voltak, és hamarabb jelentkeztek. Kapszaicinnel eldkezelt allatokban mar egy, illetve
két héttel az adriamycin kezelés befejezése utan mérhetové valtak a szisztolés funkcio
karosodasanak jelei és a sziviiregek tagulata. Ezek az eltérések az FS csokkenésében,
illetve a LAD/AOD hanyodos szignifikans ndvekedésében nyilvanultak meg, amelyek
nemcsak az alapértékektdl, hanem a csak adriamycinnel kezelt csoport értékeitdl is
szignifikansan kiilonboztek. Feltételezésiink szerint az adriamycin kezeléssel kivaltott
szivfunkcio-romlds kemodenervalt allatokban megfigyelt fokozddasnak és gyorsabb
progressziojanak legvaldszinibb oka a CGRP kemoszenzitiv afferens idegekbdl
torténd deplécidja, és ilymodon egy fontos kardioprotektiv mechanizmus karosodasa.
Ezt alatamasztjak azok a korabbi megfigyelések is, amelyek igazoltak a CGRP-t
tartalmaz6 peptiderg idegek alapvetd szerepét az iszkémias prekondicionalas
jelenségében kisérletes iszkémia-reperfuziés modellben. Megfigyeléseink arra utalnak,
hogy a TRPV1 receptort kifejez6 kemoszenzitiv afferensek diszfunkcidja és/vagy
CGRP tartalmanak megvaltozasa jelent6sen befolyasolja az adriamycin kardiotoxikus
hatasat. Ezen uj ismeretek Iehetoséget nyujthatnak a szivizom karosodasok
megeldzésére illetve csokkentésére irdnyul6 alternativ terapids stratégidk kialakitasara.

Megfigyeléseink felvetették annak a lehetdségét is, hogy az adriamycin
neurotoxikus hatdsa az érzé idegek karositdsa révén hozzajarulhat a szivmiikodés
antraciklin-okozta romlasahoz. Ezért tovabbi kisérleteinkben megvizsgaltuk az
adriamycin  szenzoros (nociceptiv) idegekre kifejtett neurotoxikus hatasat.
Vizsgalatainkat a morfoldgiai, neurokémiai ¢és funkciondlis szempontbol

legalaposabban jellemzett, a zsigeri kemoszenzitiv idegekhez sok tekintetben hasonlo
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bérafferenseken végeztiik. Bizonyitottuk, hogy a kardiotoxikus dozisban alkalmazott
adriamycin kezelés szignifikansan csokkentette a capsaicin és a mustarolaj kivaltotta
szenzoros neurogén vazodilataciot és plazma extravazaciot, azaz a neurogén
gyulladdsos valaszt. Ezeket az érreakciokat a sok esetben azonos érzd idegrostokban
kifejez6d6 TRPV1 és TRPAL receptorok kozvetitik, amelyek aktivalasa vazoaktiv
peptidek, CGRP ¢és SP felszabadulasat valtja ki az ¢rzé idegvégzddesekbol. A
neurogén Szenzoros vazodilatacido az érzd idegek funkciondlis allapotanak érzékeny
indikatora; mar egyetlen afferens axon aktivalasa mérheté valtozasokat okoz a bor
vérataramlasaban. Emberben az axon-reflex flare valasz mérése (amely a patkanyban
megfigyelhetd Sszenzoros neurogén vazodilaticid human megfeleldje) a bor C-rost
afferenseinek funkcionalis tesztelésre alkalmas diagnosztikai modszer. Kisérleteink
soran kimutattuk, hogy a bérre juttatott kapszaicin vagy mustarolaj a lokalis CuBF
atmeneti, dozisfliggd emelkedését valtja ki, amelyet a szisztémas adriamycin
elokezelés, szintén dozisfliggd modon, jelentdsen csokkentett. Az adriamycin kezelés
igen kifejezetten csokkentette a neurogén plazma extravazacidt is. A kozvetleniil a
posztkapillaris venulakra hato, érpermabilitast fokozo kémiai anyagok hatasa viszont
nem valtozott, ami arra utal, hogy az adriamycin kezelés nem az erek (endothelium)
valaszkészségét, hanem a szenzoros idegek funkcioit karositja. A szenzoros neurogén
érreakciok karosodasanak egyik lehetséges magyarazata a TRPV1 (és valodsziniileg
hasonlé moédon a TRPAL) receptorok megvaltozott aktivacidja/valaszkészsége, hiszen
izolalt periférias idegekben a kapszaicinnel kivaltott TRPV1-medialt CGRP
felszabadulas jelentésen csokkent adriamycin kezelés kovetkeztében, mig a magas
felszabadulas mértéke valtozatlan maradt.

A nociceptiv bor afferensek altal kozvetitett gyulladdsos hiperalgéziat a
karrageninnel kivaltott gyulladas modelljén vizsgaltuk. Eredményeink itt is a TRPV1
receptort expresszaldo kemoszenzitiv afferens idegek funkciézavarara utalnak: a
nociceptiv magatartasi valaszok emelkedett kiiszobértékei elsésorban az adriamycin
nociceptiv afferensekre kifejtett toxikus hatasaval magyarazhatd; az adriamycinnel
kezelt allatok lokomotoros funkcidéi nem kiillonboztek szignifikdnsan a kontroll

csoporttol.
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A bor beidegzésének immunhisztokémiai vizsgalata és kvantitativ morfometriai
elemzése az epidermalis kemoszenzitiv idegvégzddések denzitdsanak jelentOs
csOkkenését igazolta. Az adriamycin kezelés jelentdsen csokkentette az epidermisz
vastagsagat IS. Ez feltehetéen az adriamycin antiproliferativ hatasanak tulajdonithato,
de neuralis folyamatok szerepe sem zarhato ki: irodalomi adatok szerint a bor
szenzoros denervacidja az epidermisz elvékonyodasahoz vezet patkanyban.

A TRPV1 és TRPAI1 receptorokat kifejezd kemoszenzitiv afferens idegek
klasszikus nociceptiv afferens és lokalis szabalyozo, szenzoros efferens miikodésének
nocicepcidban, a gyulladasos hyperalgézia mechanizmusaban, valamint a szenzoros
neurogén vazodilatacio6 ¢és plazma extravazacid kivaltdsaban az epidermalis
kemoszenzitiv nociceptiv idegrostok jatszanak alapvetd szerepet. Az epidermalis
idegrostok szelektiv karosodasa kovetkeztében fellépd kutan érzészavarok jellemzdek
egy¢b kisérletes toxikus neuropatiakban (vincristin, paclitaxel) €s, érdekes mdédon egy
humaén bakterialis megbetegedésben, a lepraban is.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy kisérleteink soran sikeriilt bizonyitanunk a
szivet beidegz6, TRPV1 receptort kifejez6 afferensek kardioprotektiv szerepét az
adriamycin stlyos, klinikai szempontbdl igen jelentds, irreverzibilis dilatativ
kardiomiopatiahoz vezeté szivkarositd hatasaval szemben. Vizsgalatainkban
bizonyitottuk, hogy a sziv peptiderg, CGRP-tartalmu kemoszenzitiv idegrostjai
alapvet6 védo szerepet toltenek be az adriamycin szivkarositd hatidsaval szemben. A
kemoszenzitiv afferens idegek kapszaicinnel torténd szelektiv kemodenervacidja
szignifikansan sulyosbitja a kardiomiopatias elvaltozasok progressziojat és lefolyasat.

Vizsgalatainkban elséként mutattuk ki, hogy patkanyban az adriamycin
neurotoxikus hatast fejt ki a bor TRPV1 és TRPAI1 receptorokat kifejezo
kemoszenzitiv nociceptiv érzo idegrostjaira, ami sulyos karosodasokat okoz a bor
alapvetd élettani és korélettani mikddéseiben, a fajdalomérzésben és a bér szenzoros
peptiderg idegei altal kozvetitett vaszkularis reakcidkban. Eredményeink alapjan
felmeriil annak lehetésége, hogy az adriamycin kezelés altal okozott szivfunkcid
karosodasok kialakuldsdhoz — egy jelentds kardioprotektiv mechanizmus karositasa

révén — hozzajarulhat a kemoszenzitiv idegekre kifejtett neurotoxikus hatas is. Fontos
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kiemelniink, hogy megfigyeléseink szerint a bdr szenzoros beidegzését érintd
karosodasok idoben megeldzték a szivfunkcid karosodasat, ami felveti a C-rost
specifikus kvantitativ szenzoros tesztek, példaul a neurogén vazodilataci6 human
megfeleldjének, a flare valasz mérésének diagnosztikus szerepét az adriamycin-

kardiotoxicitas rizikdjanak eldrejelzésében.
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