EGYETEMI DOKTORI (Ph.D.) ERTEKEZES

SUBSTANCE P ES NEUROKININ-1 RECEPTOR INTERAKCIO
VIZSGALATA KOMBINALT ELEKTROFIZIOLOGIAI ES MORFOLOGIAI
MODSZEREKKEL PATKANY HATSO GYOKI GANGLIONBAN ES
GERINCVELOBEN

Dr. Sziics Péter

Témavezeto: Prof. Dr. Antal Miklos

DEBRECENI EGYETEM
ORVOS- ES EGESZSEGTUDOMANYI CENTRUM
ANATOMIA, SZOVET- ES FEJLODESTANI INTEZET
DEBRECEN, 2003



TARTALOMJEGYZEK

ROVIDITESEK

1.

2

O 0 3 N

BEVEZETES
Célkituzések

. IRODALMI ATTEKINTES

2.1. Eml6s tachykininek €s bioszintézisiik

2.2. Emlds tachykininek el6forduldsa a szervezetben

2.3. A SP mint neurotranszmitter

2.4. Eml6s tachykinin receptorok strukturdlis és funkciondlis jellemzo6i
2.5. NK1 receptorok a kozponti idegrendszerben

2.6. NK1 receptorok a gerincveldben

. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Preparatumok
3.2. Immunhisztokémiai €s morfologiai kiértékelés
3.3. Elektrofiziol6giai mérések, farmakoldgia és adatanalizis

. EREDMENYEK

4.1. Hatso gyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

4.2. NK1 receptor eloszlésa fiatal patkdny gerincvelében

4.3. Az V-VI-o0s lamina és intermedier sziirkedllomdny neuronjainak
fiziologiai és morfoldgiai vizsgalata

4.4. Intermedier sziirkeadllomany neuronjaira érkezd szinaptikus
bemenetek SP moduléacidja

. MEGBESZELES

5.1. Hatsé gyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

5.2. NK1 receptor immunoreaktivitas fiatal patkanyok lumbalis
gerincveldjében

5.3. Az intermedier sziirkeallomdnyban és az V-VI-os lamindban
talalhaté neuronok fizioldgiai €s morfologiai karakterizalasa

5.4. Intermedier sziirkeadllomanybeli neuronok SP érzékenysége

. OSSZEFOGLALAS

. IRODALOMIJEGYZEK

. KOSZONETNYILVANITAS
. FUGGELEK

W =W

10
11
12
14

18
19
21

25
29

33
41
45
46
47
49
52
54

72
73



ROVIDITESEK

ABC
AHP
AMPA
AP
DAB
DIC
DRG
EPSP
HPLC
ISI
NGS
NK
NMDA
PB
PKC
PTX
SK
SP
TB
TPBS
TTX

avidin-biotyn complex

utéhyperpolarizicié (afterhyperpolarisation)
o-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole proprionic acid
akcids potencial

diamino benzidin

differencia interferencia contrast

dorsal root ganglion

excitatorikus posztszinaptikus potencidl
high pressure liquid chromatography
inter-stimulus intervallum

normal goat serum

neurokinin

N-methyl-D-aszpartét

phosphate buffer

protein kindz-C

pertussistoxin

substance K

substance P

tris buffer

tris-phosphate buffer saline

tetrodotoxin



1. BEVEZETES

A tachykinin csalddba tartozé 11 aminosavbdl 4ll6 substance P (SP) fontos
szerepet tolt be a fdjdalom informécié gerincveldi szintli feldolgozdsaban (Maggi et
al, 1993, Otsuka and Yoshioka, 1993). Az Ad- és C- tipust primér afferensek pl.
periférias fijdalomingerre bekovetkezd aktivacidjakor azok centrélis termindlisaibol
SP szabadul fel (Jessell és mtsai., 1979, Barbut és mtsai., 1981, McCarthy and
Lawson 1989). A felszabadul6 SP a gerincveld hétsé szarvdban aktivdlja az itt
talalhatd neuronokat, az elsOsorban az I-es, III-a és IV-es Rexed féle laminakban
expresszalt specifikus neurokinin (NK) receptoron keresztiil. Kréonikus fajdalom (pl.
gyulladds) esetén a nagy mennyiségben felszabadul6 SP ezen sejtek tartds
aktivacidjaval hozza létre az Un. centrdlis szenzitizacid jelenségét. Az NK
receptoroknak a mai napig hirom fajtdja ismert, ezek koziil a SP legnagyobb
affinitassal a G-protein kapcsolt NK1 receptorhoz (Yokota és mtsai., 1989) kotodik.
Az NKI1 receptorok aktivdldsa a mdésodlagos érz6 neuronokon hosszantartd
depolarizéciot eredményez (Urban és Randic, 1984).

A gerincvel6l neuronok mellett a SP kozvetleniil képes aktivalni a primér
afferensek egy részét is, amint azt felndtt patkdnyok (Dray és Pinnock, 1982) és
tengerimalacok (Spiegelman és Puil, 1990) hatsé gyoki ganglionsejtjein (DRG)
végzett kisérletek igazoltak.

Az NK1 receptorok és a SP eloszlasét, az 6ket expresszalo, illetve tartalmazé
neuronok morfologidjat kiterjedten vizsgaltak felndtt 4llatok gerincveldjében,
ugyanakkor viszonylag kevés adat 4ll rendelkezésiinkre arra vonatkozolag, hogy fiatal
allatok idegrendszerének e teriiletein milyen ezen receptor és ligandjanak megoszlasa.
A kérdés vizsgalatit megkonnyiti, hogy az elmult 2 évtizedben a neurobioldgiai
kutatdsokban egyre nagyobb teret nyertek a kiilonboz6 elektrofiziol6giai mddszerek,
koztik a vizualizalt tdlélé agyszelet prepardtumon végzett kisérletek. A
szeletprepardtumok készitéséhez foleg fiatal 4llatok haszndlhaték fel, mivel az
1ddsebb dllatokban, a fejlddés sordn, az egyre elérehaladottabb myelinizacié miatt a
szokdsos DIC optikdval torténd vizsgdlat, €s maga a prepardtum készitése is

nehezebbé valik.



Célkitiizéseink a kovetkezok voltak:

1.

Fizioldgiai, morfoldgiai és farmakoldgiai mddszerekkel tanulmanyozni kivantuk
fiatal patkdanyok hatsé gyoki ganglion sejtjeinek NK1 receptor expresszidjat €s a
receptorok aktivalhatésagat SP-vel. Meg kivantuk hatdrozni, hogy reagilnak-e a
DRG sejtek SP hatdsdra és azt, hogy vannak-e eltérések a kiillonbozé DRG

sejtpopuldcidk SP-re adott valaszdban.

Immunhisztokémiai moddszerek alkalmazdsdval meg kivantuk vizsgdlni, hogy
fiatal patkdnyok lumbadlis gerincveldszakaszan milyen médon helyezkednek el az
NKI1 receptorok, mennyiben egyezik meg ez a mintdzat a felndtt allatokban
leirtakkal, azaz a fiatal allatokon végzett kisérletek eredményei mennyire

illeszkednek be a felndtt allatokon kapott adatok kozé?

Kordbbi irodalmi adatok (Brown és mtsai., 1995) és az NKI receptor
immunreaktivitds eloszldsdnak vizsgalatit célz6 sajat kisérleteink egyarant arra
utaltak, hogy a mélyebb lamindk, igy koztilk az intermedier sziirkedllomany
bizonyos sejtjei sejttestjeiken NKI1 receptort expresszdlnak. Ezek a sejtek
kozvetleniil nem vesznek részt a fdjdalominformacio feldolgozdsaban, ugyanakkor
lokélis posztszinaptikus célsejtjei lehetnek a nociceptiv ingerfeldolgozas
elsévonalbeli sejtjeinek. Célszerlinek latszott ezért az ezen a teriileteken
elhelyezkedd sejtek kombindlt morfoldgiai és fiziolégiai mddszerekkel torténd
vizsgédlata, hogy tovabbi adatokat gyQjtsiink a lokdlis interneuronhdlézatokat

felépitd idegsejtek Osszekottetéseirdl.

Meg kivantuk vizsgdlni, hogy van-e direkt vagy indirekt hatisa a SP-nek a
mélyebb gerincveldi lamindkban, az irodalom 4ltal mar kordbban leirt és a mi
kisérleteinkben is igazolt NK1 receptorokon, illetve azt, hogy befolyasolja-e a SP

a fajdalominformacio feldolgozdsaban kozvetleniil részt nem vevo sejteket is?



2. IRODALMI ATTEKINTES

A tachykinin SP 1931-ben tortént elsd, von Euler és Gaddum nevéhez {(iz6do
leirasa, majd neurotranszmitter funkcidjdnak 1953-ban Lembeck altali felismerése
utdn 1970-ig, a peptid izoldlasdig (Chang és Leeman, 1970; Chang és mtsai., 1971)
nem sok, a peptid funkcidjdnak megismerését célzé eldrelépés tortént. Az 1970 6ta
eltelt 1d0 alatt virdgzdsnak indult a tachykininek kutatisa, aminek eredményeként
emlosokben 1983-ban izolaltdk a Neurokinin-A-t, majd a Neurokinin-B-t, ugyanakkor
azonositottak hdrom tachykinin receptor altipust (NKI1, NK2 ¢&s NK3).
Megallapitottdk, hogy a tachykinineknek szdmos fontos szerep tulajdonithaté mind
fiziol6gids mind patholdgids folyamatokban. Neuroprotektiv és neurodegenerativ

folyamatokban betdltott szerepiik ugyancsak vizsgalatok targyat képezi.

2.1. Emlos tachykininek és bioszintézisiik

Napjainkig emlds szovetbdl harom tachykinint izoldltak: a SP-t (Chang és
Leeman, 1970; Chang és mtsai., 1971) szarvasmarha hypothalamusbdl, az NKA-t
(neuromendin L, neurokinin, susbtance k; Kimura és mtsai., 1983) és az NKB-t
(neurokinin és neuromendin k; Kangawa és mtsai., 1983), utébbi két peptidet disznd
gerincvel0bol. A NKA-nak létezik két hosszabb aminosavszekvencidju formdja, a
neuropeptid K (Tatemoto €s mtsai., 1985) és a neuropeptid-y (Kage és mtsai., 1988).

Az emlOs tachykininek két preprotachykinin (PPT) gén termékei. A PPT-A
gén a SP, NKA, neuropeptid K és a neuropeptid-y szekvencidjat kodolja, mig a PPT-B
gén az NKB kodolaséért felelds (Nawa és mtsai.,, 1983; Kotani és mtsai., 1986;
Bonner és mtsai., 1987; Krause €s mtsai., 1987).

A tachykininek prekurzorokbdl torténd felszabaduldsaért specifikus proteazok
feleldsek. A hasitas tipikus pontjai a Lys-Arg, Arg-Arg és Arg-Lys aminosavparok, a
hasitast pedig konvertizoknak nevezett proteolitikus enzimek végzik, amelyek 6
kiilonbozd csoportba sorolhatéak (Chertien és mtsai., 1989; Steiner és mtsai., 1992;
Seidah és mtsai., 1993).

Hasonldéan az ismert neurotranszmitterekhez, a tachykininek is kalcium-
dependens mechanizmussal szabadulnak fel az idegvégzddésekbdl, vilaszul a

megfeleld fizioldgids, vagy mesterséges ingerlésre (elektromos ingerlés, kalium-



illetve capsaicin-indukalt depolarizacio; Maggi és mtsai., 1993). A tachykinin
felszabaduldssal kapcsolatban két dolog tiinik bizonyosnak. Egyrészt a neuropeptidek,
amik ,,]Jasst” transzmittereknek illetve neuromodulatoroknak szamitanak, lassan €és kis
mennyiségben szabadulnak fel. Masrészt napjainkra altaldnosan elfogadott tény, hogy
a neuropeptidek, kiilondsen az agyban €s a vegetativ idegrendszerben, nem 6nall6an,
hanem mads neurotranszmitterekkel egyiitt szabadulnak fel (Hokfelt és mtsai., 1986).
Miutdn felszabadultak, a tachykinineket szdmos proteolitikus enzim
inaktivalja, melyeknek a kiilonboz6 tachykininekkel szemben eltérd az affinitdsuk. A
legsériilékenyebb koziiliik a SP, amelynek proteolitikus hasitdsdban harom enzim
jatszik f6 szerepet: dipeptidyl-amino peptiddz, posztprolil endopeptiddz és a

cathepszin D (Regoli és mtsai., 1994).

2.2. Emlos tachykininek eléforduldsa a szervezetben

Amellett, hogy a tachykininek igen kiterjedten vannak jelen a centralis és
periférids idegrendszeri struktirdkban, ahol neurotranszmitter és neuromoduldtor
funkciét toltenek be, megtaldlhaték nem neurondlis szovetekben is ahol funkci6juk

inkédbb autokrin-, parakrin- és endokrin szabalyozas.

2.2.1. Nem-neuronalis lokalizacio

Nem neurondlis eredetll emlds szovetek kozil a SP megtaldlhatd
(szerotoninnal egyiitt) a chromaffin sejtek egyik populdciéjdban. Eml6sok
plazmdjaban ugyancsak kimutattak SP-t. Elképzelhetd, hogy ez a SP elsOsorban a bél
mucosdjanak SP tartalmud sejtjeibdl szdrmazik. Ennek a feltételezések alapja az a
megfigyelés, hogy macskdk intestindlis ereinek lekotése €s a bél eltdvolitasa
szignifikdnsan lecsokkentette a plazma SP szintjét (Gamse €s mtsai., 1978) valamint
az a tény, hogy a portdlis vér hozzavetdlegesen 4-szer tobb SP-t tartalmaz mint a
periférias vér (Pernow, 1983).

Carcionid tumorok tanulményozdsa sordn nyert eredmények arra utalnak, hogy
a béltraktus és egyéb szervek tumorainak epithél- és mds nem neurondlis eredetii

sejtjei képesek expresszdlni és tarolni mind SP-t, mind mds tachykinineket, példaul



NKA-t és moédosult valtozatat, a neuropeptid-K-t (Creutzfeldt, 1996; Bishop és mtsai.,
1989; Gamse és mtsai., 1981).

2.2.2. Neuronalis lokalizacio

A tachykininek legjelentdsebb el6fordulési helye emldsdkben az idegszovet. A
tachykininek elhelyezkedésérdl a kozponti- és periférids idegrendszerben HPLC,
radioimmunoassay €és immunhisztokémiai moddszerek kombindldsdval nyertek
adatokat (Hokfelt és mtsai., 1975; Pernow, 1983; Maggio, 1985).

Az immunhisztokémiai vizsgdlatokban leggyakrabban hasznalt antiszérumok a
tachykininek C-termindlis régidja ellen voltak termeltetve, ami nem volt szerencsés
koriilmény a kiilonb6z6 tachykininek megkiilonboztetésekor (Maggio, 1988). J6
néhany antisz€rum alacsony specificitdsa és az eltérd szovet extrakcids eljardsok
(Lindefors és mtsai., 1985; Brodin és mtsai., 1986) szolgdlhatnak magyardzatul arra a
szamos ellentmonddsra, ami az irodalomban a tachykininek emldsékbeni

lokaliz4cigjaval kapcsolatban megtaldlhato.

2.2.2.1. Kozponti idegrendszer

A tachykininek kozponti idegrendszerben val6é eloszldsat legrészletesebben
patkdnyon tanulmanyoztdk (pl. Otsuka és Yoshioka, 1993). A SP altaldban NKA-val
egylitt szintetizalédik, tarolodik és szekretdlodik. A SP immunoreaktivitds emlds
kozponti idegrendszerben az aldbbi helyeken a leggyakoribb: amygdala, nucelus
caudatus, globus pallidus, septum, hypothalamus, substantia nigra, periaqueductélis
sziirkedlloméany (PAG), locus caeruleus, gerincveld hatsé €s mellsé szarv (Kanazawa
és Jessel, 1976; Douglas és mtsai., 1982).

Patkanyokban a SP denzitds és a SP tartalmi neuronok eloszldsa a
sziiletéskoriili és a sziiletés utdni periédusban intenziven valtozik. A SP pozitiv sejtek
€s rostok szdma a maximumdat az 5. €s 15. posztnatdlis nap kozott éri el, ezutan
csokkeni kezd (Inagaki és mtsai., 1982; Sakanaka és mtsai., 1982).

Az emberi agyban leggazdagabb SP immunoreaktivitdst mutatd teriiletek:
amygdala, nucleus caudatus, putamen, globus pallidus, hypothalamus, substantia
nigra, locus caeruleus (Gale és mtsai., 1978; Emson és mtsai., 1980; Cooper és mtsai.,

1981).



2.2.2.2. Bélrendszer

A bélrendszerben taldlhaté neuronalis eredetli tachykininek el6fordulési helyei
a kovetkezOk: a plexus myentericus €s submucosus intrinsic neuronjai (Holzer és
Holzer-Petsche, 1997a, 1997b) valamint az itt végzddd primér afferens rostok. Ez
utobbi rostok DRG neuronokbdl szarmaznak €s vegetativ idegek kozvetitésével jutnak

el a perifériara.

2.2.2.3. Légzotraktus, erek, bér, immunrendszer

A trachedban és a bronchusokban taldlhat6 simaizomrétegben és a
ganglionsejtek koriil SP immunoreaktiv rostokat mutattak ki. Mig a bronchusfaban
jelenlevd rostok kizardlag vagus eredetliek, addig a tiidé parenchymédban megtalalhaté
rostok részben vagus, részben thoracalis gerincveldi eredetiiek (Manzini és mitsai.,
1989).

SP pozitiv idegrostokat irtak le kiilonb6z6 erek (pl. macska agyi erek)
adventitidjaban és médidjaban (Liu Chen és mtsai., 1986).

Capsaicin kezelés hatdsdra a hugyhdlyag faldbodl teljesen eltinik a SP
pozitivitds, ami arra utal, hogy az itt taldlhatd SP nagyrészt szenzoros rostokban
heyezkedik el (Maggi és Meli, 1988).

Emberi ujjbegy dermadlis papilldinak szabad idegvégzddéseiben SP
immunoreaktivitds figyelhetd meg (Bjorklund és mtsai., 1986). Capsaicin kezelés
hatdsara patkany bor kiilonbozd teriiletein mintegy 70%-al csokkent a SP
immunoreaktivitds, ami arra utal, hogy a SP féleg C-tipusu primér afferensekben van
jelen (Holzer, 1991).

Tachykinint tartalmazo capsaicin-szenzitiv primér afferensek
nyirokszervekben (thymus, 1ép, nyirokcsomd, tiidé és bél nyirokaggregitumai) is
megtaldlhatok. Eloszlasuk itt jellegzetesen perivaszkuldris, de alkalmanként a

folliculusok kozepébe is behatolnak.



2.3. A SP mint neurotranszmitter

A SP, ahogyan azt szdmos kisérleti eredmény aldtdmasztja, megfelel a
neurotranszmitterekkel szemben tamasztott kovetelméyeknek. Miutdn a SP
szintetizdlodik a kis atmérdjii ganglionsejtekben (Harmar és mtsai., 1981), azok
centrdlis és periférids termindlisaiba transzportidlédik (Holton, 1959; Brimijoin és
mtsai., 1980). Ezt tamasztjdk ald azok a megfigyelések, hogy szinaptikus
vezikuldkban (Cuello és mtsai., 1977) és erek koriili idegvégzddésekben (Barber és
mtsai., 1979) megfigyelhet6 volt SP immunoreaktivitds. Periférids idegrostok
stimuldcidja SP immunoreaktivitds megjelenését okozta a periférian (Olgart €s mtsai.,
1977) és a kozponti idegrendszerben egyarant (Otsuka és Konishi, 1976). Gerincveldi
motoneuronokon (Otsuka és Konishi, 1976), nucleus tractus spinalis nervi trigemini
madsodrendli szenzoros neuronjain (Andersen és mtsai., 1978) és szimpatikus
posztgangliondris neuronokon (Dun és Karczmar., 1979) az exogén SP serkentd

hatasat figyelték meg, ami szintén a neurotranszisszioban betoltott szerepre utal.
2.3.1. A SP hatasai a posztszinaptikus membranon

Gerincvel6i és agytorzsi neuronok sejttenyészeteiben SP perfizié fokozza a
sejtek ingerelhetdségét azdltal, hogy csokkenti a membrdan K" konduktanciajat
(Nowak és Macdonald, 1982; Stansfield és mtsai., 1985). A SP K" konduktancidra
kifejtett hatdsdaban valdsziniileg egy PTX rezisztens G proteinnek is szerepe lehet
(Nakajima és mtsai., 1988). A ganglia mesenterica inferiores neuronjaiban a K*
konduktancia csokkenéshez egy SP dltal okozott Na“ konduktancia emelkedés is
tarsul (Minota és mtsai., 1981). Gerincveld hatsé szarvi neuronokban a SP egy olyan
inward dramot indukdl, amelyik Ca’* csatorna blokkoldkkal, pl. Co’"-tal szelektiven
blokkolhaté (Murase és mtsai., 1986; Murase és mtsai., 1989). A SP ugyanakkor a
Ca®* influxtél fiiggetleniil is képes megemelni az intracelluléris Ca” koncentréci6t,
oly médon, hogy Ca**-ot szabadit fel az intracelluldris raktdrakb6l (Womack és

mtsai., 1988).

10



2.3.2. A SP hatasa szenzoros neuronokon

Intracellularis elvezetéseket végezve ganglion trigeminale szeletek neuronjain
azt tapasztaltdk, hogy a vizsgélt neuronok kozel 75%-a depolarizacidval védlaszolt SP
(néhdny mikromol) addsdra (Spiegelman és Puil, 1990). A ganglion trigeminale
neuronok SP-re adott, TTX-inszenzitiv valaszai a membran bemeneti ellenallasanak
csokkenésével hozhatdk Osszefiiggésbe. Emogott valdszintileg Na* és Mg2+ influx
allhat, mivel az ezen ionoktél mentes mediumokban a SP kivaltotta valasz szinte
teljesen hidnyzott. A megemelkedett inward konduktancidk mellé egy egyidejii K*
konduktancia csokkenés is tarsul. Ezen adatok alapjan Spiegelman és Puil (1990) a SP
kivéltotta ganglion trigeminale neuron serkentés mechanizmusdra a kovetkezo
elképzelést dolgoztdk ki: a SP receptorok aktivacidja egy nem-szelektiv kation
konduktancidt indukdl, ami az ily médon megndvekedett intracelluldris Mg
koncentracié révén a K' konduktancia gétldsiat eredményezi. A SP indukélta
depolarizicidhoz a feltételezés szerint hozzdjarul tovdabbd a CI kidramldsa is, egy

eddig nem tisztdzott mechanizmus révén.

2.4. Emlos tachykinin receptorok strukturalis és funkcionalis jellemzo6i

Farmakolégiai és ligandkotési kisérletek eredményei alapjan dgy tlinik, hogy
legalabb harom jol elkiilonithetd tachykinin receptor létezik, amelyek tachykinin
peptid affinitdsa egymastol eltérd (Quirion, 1985; Buck és Burcher, 1986). Ily médon
az eltér6 tachykininek és a tobbféle tachykinin receptor interakcidinak varidcidi
alakitjak ki az emlds tachykininek nagymértékt funkciondlis diverzitasat.

Mindhédrom tachykinin receptorban 7, nagymértékben konzervativ (Shigemoto
és mtsai.,, 1990; Nakanishi és mtsai.,, 1990) transzmembran domain talalhaté és
tartalmaznak egy, a G-protein kapcsolt receptorokkal kozos szekvencidt is (O’Dowd
€s mtsai., 1989; Bonner, 1989), mely sajatossagok a klasszikus kismolekuldju
neurotranszmitter receptorokhoz (acetylcholin, catecholamin) teszik hasonlatossa a
tachykinin receptorokat. A 7 transzmembrdn domain és az ezekhez kapcsolddd
citoplazmatikus rész szekvencidja 54-66%-ban megegyezik a muszkarinerg és
adrenerg receptorok hasonl6 szakaszaival (Shigemoto és mtsai., 1990).

A harmadik citoplazmatikus hurokban és az ugyancsak citoplazmatikus C-

terminalis szakaszban taldlhaté szerin és threonin oldallancok szama és eloszlasa
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eltér6 a 3 receptorban. Irodalmi adatok alapjan valdszinlinek latszik, hogy ez az
eltérés és az ebbdl adédd eltérd foszforilacio felelés a kiilonb6zd tachykinin
receptorok mértékében és sebességében eltérd formdju deszenzitizicigjaért. A
legnagyobb mértékii deszenzitizcié a SP receptornal (NK1), mig a legkisebb mértékii
a substance K (NK3) receptorndl figyelhetd meg (Harada és mtsai., 1987; Shigemoto
és mtsai., 1990).

A hdrom tachykinin receptor masodlagos hirvive rendszere hasonld;
mindegyik az inozitol-trifoszfat produkcidjanak fokozasdval emeli az cytoplazmatikus
Ca’* szintet (Nakanishi és mtsai., 1990).

Ligand-affinitdsukban azonban eltéréek a receptorok. Mig az NKI1 receptor
legnagyobb affinitassal a SP-t koti (SP>SK>neuromendin K), addig az NK2 receptor
az NK-t (neuromendin K>SK>SP), az NK3 receptor pedig a SK-t (SK>neuromendin
K>SP) (Nakanishi, 1991).

A receptorok el6forduldsa a periférids és az idegszovetben nem egyforma. Az
NK1 és NK2 receptor egyarint megtaldlhatd a periféridn és a kozponti
idegrendszerben, az NK3 receptort viszont —annak ellenére, hogy az idegrendszerben
SK immunoreaktivitds kimutathaté (Nawa és mtsai., 1984; Kawaguchi és mitsai.,

1986)- csak a periférids szovetekben sikeriilt kimutatni (Sasai és Nakanishi, 1989).

2.5. NK1 receptorok a kozponti idegrendszerben

Autoradiografidval (Wolf és mtsai., 1985) és immunhisztokémiai
vizsgélatokkal (Nakaya €és mtsai., 1994) szamottevO NKI1 receptor pozitivitdst
mutattak ki az idegrendszer szdmos teriiletén: striatum, nucleus accumbens,
hippocampus, habenula, nucleus tractus solitarii, raphe magvak, medulla oblongata
(Otsuka és Yoshioka, 1993). Ez a mintazat a kiilonb6z0 életkord allatokban eltérd
lehet, hiszen az NK1 receptort kddol6 mRNS expresszidja a posztnatdlis fejlodés
soran szamottevOen valtozik (Taoka és mtsai., 1996).

Az immunhisztokémiai vizsgalatokkal kapott SP és NK1 receptor eloszlas
kozott nincs tokéletes atfedés: vannak teriiletek, ahol a SP immunoreaktivitas ellenére
NKI1 receptor nem, vagy alig mutathaté ki (pl. substantia nigra pars reticulata) és
akadnak olyan részek, ahol a jelenlévd NKI1 receptorok kornyékén nem mutathat6 ki

SP innervécié (pl. a gyrus dentatus hilusa). A latszélagos ellentmondds azonban
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konnyen feloldhatd, ha figyelembe vessziik, hogy az egyes tachykinin receptorok -bar

kisebb affinitdssal- de aktivdlhatok mds tachykininek 4ltal is.

2.5.1. Az NK1 receptor szerepe osszetett idegrendszeri miikodésekben

Az NKI1 receptor agonistdkkal és antagonistdkkal végzett kisérletek sordn a
kutatok bizonyos Osszetett viselkedési mintdzatok megvaltozasat tapasztaltak. Ezek a
valtozdsok és hatdsok fiiggnek a fajt6l és valdszinlileg kiillonbozd transzmitterek
fokozott felszabaditdsan keresztiil valésulnak meg (Eliott és mtsai., 1992). Az NK1
receptorok és a SP magasabb rendii idegrendszeri miikodésekben betoltott szerepét
tdmasztja ald indirekt modon az a megfigyelés is, hogy bizonyos pszichotrép szerek
megvdltoztatjak a tachykininek szintézisét, valamint az dket kdédold gének és az NK1
receptorok expresszidjat (Sivam €s mtsai., 1989).

A basalis ganglionok kiilondsen gazdag tachykinin tartalma és tachykinin
receptor expresszidja felveti szerepiiket a mozgasmintazatok kialakitdsaban és a
Parkinson koér pathomechanismusaban (Whitty és mtsai., 1995).

A fenti megfigyeléseknek ellentmondani litszik az a tény, hogy az eddigi
kisérletes adatok alapjan az NKI1 receptor akut blokkoldsa nem okoz radikalis
viselkedésbeni véltozast a kisérleti dllatokban. Hasonlé kovetkeztetések vonhatdk le
az NKI1 receptor knockout egértdrzzsel végzett vizsgédlatokbdl, ahol szintén nem
tapasztaltak jelentds eltérést az dllatok viselkedésmintdzataiban (Herrero és mtsai.,

1997).

2.5.2. Neuronalis degeneracié és protektiv hatasok

Az idegsejtek fejlodésére és tilélésére a SP trofikus hatdst gyakorol in vitro
(Narumi és Fujita, 1978). Ezeket a trofikus és protektiv hatdsokat a SP valdsziniileg
NKI1 receptoron keresztiil fejti ki és lehetséges, hogy ezek a patkany agy és gerincveld

fejlodése soran is szerepet jatszanak (Heath €s mtsai., 1995).

2.5.3. Astrocytak NK1 receptorai

Astrocyta-tenyészetekben megfigyeltek NK1 receptor expressziot, ezeknek a

receptoroknak az ingerlése foszfolipdz-C aktivaciét indukdlt (Torrens és mtsai.,
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1989), membranpotencial valtozast idézett el6 (Wienrich és mtsai., 1989) valamint
megemelte az intracelluldris Ca®* szintet (Martin és mtsai., 1992). Ezek a hatasok
mind funkciondlis NK1 receptor jelenétére utalnak, az azonban nem ismert, hogy
normdl, azaz ,nem stimuldlt” astrocytdk a kozponti idegrendszerben, in vivo

expresszalnak-e NK1 receptorokat.

2.6. NK1 receptorok a gerincvel6ben

2.6.1. NK1 receptor eloszlas és plaszticitas a gerincvel6ben

Immunhisztokémiai és autoradiografidss modszerekkel az NKI1 receptor
jelenlétét a gerincveld bizonyos teriiletein (hatsé szarv, thoracalis gerincveld
intermediolaterdlis magja, mellsé szarv bizonyos teriiletei) kordbban mar kimutattak
(Nakaya és mtsai., 1994). NKI1 receptor agonistdkkal végzett kisérletek
demonstréltik, hogy mig a Ill-as és IV-es lamindban taldlhaté neuronok kozel fele
aktivalhatoé volt az agonistaval, addig a II-es lamina sejtjeinek csak mintegy 10%
reagalt valamilyen médon az NKI1 receptor aktivaciora (Bleazard €s mtsai., 1994).
Ezek alapjan ugy tiinik, hogy a latszélag a II-es lamindban végzddo stiri SP pozitiv
rostkdteg tulajdonképpen dthalad a Il-es lamindn és azon kiviil esé neuronok
sejttestjein végzddik. Utdbbi feltételezést tdmasztjak ald azok a kisérletek, amelyek
soran immunhisztokémiai mddszerekkel demonstraltdk az NK1 receptor expresszidjat
az l-es, Ill-as és IV-es laminakban, de nem taldltak immunoreaktivitast a Il-es
lamindban (Littlewood és mtsai., 1995; Polgar és mtsai., 1999). Az NKI1 receptort
expresszald sejtek nagy tobbsége GABA és glycin negativ volt, ami azt sejteti, hogy a
gerincveldben az NKI1 receptort foleg a serkentd sejtek expresszédljak. Az NK1
immunopozitiv neuronok egy része a tractus spinothalamicus eredd sejtjei kozé
tartozott az I-es, III-as és IV-es lamindban (Marshall és mtsai., 1996). Ma és mtsai.
(1996) megfigyelései alapjan az un. ,,nociceptive-specific” neuronok szignifikdnsan
tobb SP immunoreaktiv rostkontaktust fogadtak, mint a f4jdalominformacié
feldolgozasaban részt nem vevo sejtek.

Primér afferensek atvagasat kovetden a hatsé szarv bizonyos teriiletein NK1
receptor up-regulacié volt megfigyelhetd. Ez az adat arra utal, hogy az NK1 receptort
expresszald gerincveldi sejtek egy populdcidjat primér afferens neuronok innervéaljak

(Croul és mtsai., 1995). Akut és kronikus gyulladdsos modellekben kimutattdk, hogy a
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SP kotédés mennyisége kétfazisu valtozast mutat a gyulladds indukcidjat kovetden.
Az els6 6 oOrdban nagymértékii SP kotddés csokkenés figyelhetd meg amit egy
erdteljes novekedés kovet az elsé nap végére. Ezt kdvetden még 4-8 napig emelkedett
marad a SP kotddés mennyisége (Stucky és mtsai., 1994). Immuhisztokémiai
modszerekkel az NKI1 receptor expresszidjanak emelkedését ugyancsak sikeriilt
kimutatni szdmos gyulladdsos modellben (Abbadie és mtsai., 1996).

Az NKI1 receptor plaszticitdsat akut fajdalmas ingerek alkalmazésdval is
vizsgaltdk. Kimutattdk, hogy a patkdny talpan alkalmazott fajdalmas hdinger a SP
kotédés gyors csokenését (<1 perc) idézi eld a lumbadlis gerincveloben, ami
valészindleg az endogén ligand NKI1 receptorhoz torténd kotddésének a
kovetkezménye (Yashpal €s mtsai.,, 1994). Ezt a feltevést tdmasztja ald az az
eredmény is, hogy fdjdalmas inger azonnali NK1 receptor internalizéciot vélt ki a
gerincveld hatsé szarvdnak I-es lamindjaban (Mantyh és mtsai., 1995). Ezek alapan
ugy tlinik, hogy a SP kotédés és az NKI1 receptor expresszio kezdeti csokkenése a
receptor deszenzitizdcidjdnak és/vagy internalizicidjanak eredménye, mig a SP
kotddés és NK1 receptor expresszid elnyujtott novekedésében a receptor szintézisének

€s membranba kihelyezddésének aktivitasfiiggd fokozddasa jatszik szerepet.

2.6.2. Az NKI1 receptor a szinaptikus transzmissziéban - gerincvel6i reflexek

Az NKI1 receptor antagonista CP96345 intrathecalisan alkalmazva meggatolta
mind a SP adagoldsdval, mind a bdrben taldlhaté C tipusu afferensek ingerlésével
kivaltott flexor reflex facilitilé hatdst, de nem befolydsolta az NKA és NMDA
adagolédsdval kivaltott flexor reflex facilitdciot (Xu és mtsai., 1992a). Azt is
kimutattak, hogy a CP96345 és az MK801 (NMDA antagonista) egyiittes adagoldsa a
nociceptiv reflex szupra-additiv gatlasat eredményezte, ami arra utal, hogy az NK1 és
NMDA receptorok egyiittmiitkddnek a fajdalom valasz kialakitdsdban (Xu és mitsai.,
1992b).

A fent targyalt eredmények alapjan kialakult egy elképzelés, miszerint a nem-
tachykinin transzmisszié felelds a nociceptiv primér afferens input gyors
komponenséért, mig a tachykinin input az NK1 receptorokon keresztiil egy facilitalo
komponenst alkot, amelynek jelentdssége megnd szovetkdrosodds / gyulladas

esetében.
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Természetesen a hatsé szarv dltal feldolgozott fijdalominformacié valahogy el
kell hogy jusson a mellsé szarvi motoros appardtushoz, hogy védekezésképpen az
allat az érintett testrészt eltavolitsa a fajdalom forrasatol. Szdmos kisérletes adat szdl
amellett a feltételezé€s mellett, hogy az NKI1 receptorok szerepet jitszanak a primér
afferensek mechanikai, kémiai és elektromos stimuldcidja altal kivaltott melsd szarvi
potencidlok kialakitdsaban (Hosoki és mtsai., 1994; Nagy és mtsai., 1993; Nagy és
mtsai., 1994). Az NKI1 receptorok hozzdjarulasdnak ardnya szignifikdnsan
megemelkedik kisérletesen eldidézett periférids sériilést (pl. végtag UV irradidcidja)
kovetden (Thompson és mtsai., 1994).

Patkdny lumbadlis gerincveld motoneuronjaibol intracelluléris elvezetéseket
végezve kideriilt, hogy az NKI1 receptorok részt vesznek hatsé gyokér-rostok
stimulédcidjaval kivéltott gyors és lassi excitatorikus posztszinaptikus potencidlok
késéi komponensének kialakitdsaban (Baranauskas és mtsai., 1995). Ugyanez a
kutatécsoport kimutatta, hogy az NK1 receptor antagonista SR140333 csokkentette a
lumbélis motoneuronokon hatségyokér stimuldcidéval kivélthat6 kumulativ

depolarizécio felszallé szdrdnak meredekségét (Baranauskas és Nistri, 1996).

2.6.3. Serkent6 aminosavak és tachykininek ko-transzmisszidja

A SP és a serkentd aminosavak (EAA) egyiittes jelenlétére a gerincveld hétso
szarvaban végzddd primér afferensek termindlisaiban szdmos anatomiai bizonyiték
szolgédl (pl. Battaglia és Rustioni, 1988). A serkentd aminosavak a nociceptiv
transzmisszi6 gyors komponensének kialakitasdért, mig a tachykininek ennek a
transzmisszionak a lassd, elnydjtott szinaptikus eseményeken keresztiil lezajlo
facilitaciojaért feleldsek.

Korai kisérletek soran kimutattdk, hogy a SP alkalmazdsa megnovelte a hatsé
szarvi neuronokban a serkentd aminosavak altak létrehozott dramokat (Randic és
mtsai., 1990). Azt is demonstréltidk, hogy a SP ezen modulidciés hatidsa mind az
AMPA, mind az NMDA receptorokra érvényes, és a peptid kimosdsat kovetden még
hosszu ideig kimutathatd. Ez felvetette annak a lehetdségét, hogy a SP ezen hatdsaban
az NMDA receptor/ioncsatorna proteinkindz C (PKC) éltali foszforildcidjanak lehet

szerepe (Ruskin és mtsai., 1993).
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2.6.4. Gerincveloi NKI1 receptorok szerepe a fajdalominformacio

transzmisszidjaban

Az elsd kisérletes bizonyitékot arra, hogy a SP moduldtor/mediétor szereppel
bir a fijdalomban, Fred Lembeck eredményei szolgéltattdk, aki a gerincveld hatsé
részében nagy koncentracidji SP-szerli anyagot taldlt (Lembeck, 1953). Az ezt kovetd
kisérletek sordn intrathecdlisan alkalmazott SP, valamint tachykinin agonistdk
alkalmazasaval olyan viselkedési mintdzatok voltak kivalthatok az 4llatokban
(karmolds, harapds), amelyek fajdalmas ingereket kovetéen normadlisan is
megfigyelhetok (Hylden és Wilcox, 1981; Piercey és mtsai., 1981).

A korai tachykinin antagonistik —egyéb hibdik mellett- neurotoxikusnak
bizonyultak, igy csak a nem-peptid antagonistik felfedezése utdn littak napvilagot
olyan adatok, amelyek az NKI receptor anatgonistdk lehetséges enyhe
fajdalomcsillapitd hatdsat valdszintsitették bizonyos hdé-, mechanikai- és kémiai
stimulussal kivaltott akut fijdalommodellekben. Ez a hatds azonban szamszerlien igen
csekélynek, sok esetben elhanyagolhatonak bizonyult (Lecci €s mtsai., 1991;
Yamamoto és Yaksh, 1991).

Tovabb szinesiti a képet az a tény, hogy néhdany NKI1 receptor antagonistdnak
(pl. CP96345) viszonylag kicsi az affinitdsa a két leggyakrabban hasznalt kisérleti
allat, a patkdny és az egér NK1 receptordhoz. Az is igazolt tény, hogy az ezekben a
fajokban expresszalt receptorokhoz nagy affinitdssal kotddo antagonistdk (pl. RP
67580) eldszeretettel kotddnek mads molekularis célpontokhoz is (pl. kdlcium és
natrium csatorndk), ami onmagdban is eredményezhet analgetikus hatdst, az NKI1
receptor kozremiikodése nélkiil.

A fent targyalt megfigyelések, miszerint az NKI1 receptor gatlasdval csak
kismértékli analgetikus hatds vélthaté ki, arra utalnak, hogy a fijdalom informacié
transzmiszidjdban serkentd0 aminosavak jatszanak fO szerepet, mig a tachykinin

rendszer féleg moduldlé hatdssal bir.
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3. ANYAGOK ES MODSZEREK

3.1. Preparatumok

Hadtsogyoki ganglion

Az enflurdnnal altatott 14 napos Wistar patkdnyok L4-es DRG-it ventralis
feltarasbol, jéghideg, 95%/5% aranyi O,/CO, keverékkel oxygenizalt mesterséges
agy-gerincveldi folyadékban (ACSF), 10-13 mm periférids ideggel és a hozzatartoz6
hats6 gyokérrel egyiitt eltavolitottuk. Az ACSF Osszetétele a kovetkezo volt (mmol/1):
NaCl, 130; KCl, 3,5; NaH,POy, 1,25; NaHCO3, 24; CaCl,, 1,2; MgCl, 1,2, gliikéz 10
(pH: 7,4). A preparatumot ezutidn fixdléba vagy plexibdl késziilt elektrofiziolégiai

mérokadba helyeztiik, ahol szobahémérsékleten ACSF-el aramoltattuk at.

Gerincvelo immunhisztokémiai kisérletekhez

Enflurdnnal végzett mély altatdsban 14 napos Wistar patkdnyokat
transzkardidlisan perfundédltunk fiziol6gids séoldattal, majd ezt kovetden 4%-o0s
paraformaldehiddel (0,1mol/l foszfat pufferben (PB; pH: 7,4). Ezutdn eltavolitottuk a

lumbdlis gerincveldt (L1-L6) és ugyanebben a fixdléban tovabbi 4 6ran 4t fixaltuk.

Gerincveldi szeletprepardtum

A szeletpreparatumok készitéséhez tjsziilott és fiatal Wistar patkdnyokat
(posztnatélis 0-8 nap) hasznaltunk. Mély isofluran altatdsban az éllatokat dekapitéltuk,
majd ezt kovetéen vagy dorsalis feltardsbol eltavolitottuk a lumbdlis
gerincveldszakaszt vagy pedig a sacrum felett ejtett bemetszésen keresztiil a
gerinccsatorndba illesztett fecskenddvel kiftjtuk a teljes gerincveldt. A prepardlds
minden 1épése jéghideg, 95%/5% O,/CO, gazkeverékkel folyamatosan dtdramoltatott
ACSFben (pH: 7,4) zajlott, melynek Osszetétele a kovetkezd volt (mmol/l): NaCl,
130; NaHCOs;, 24; KCl, 3,5; NaH,PO,, 1,25; CaCl,, 1; MgSOy, 3; glikkéz, 10. Az
esetlegesen a gerincveldn maradt burkok eltdvolitisa utdin az L14-5-0s

szegmentumokat kimetszettiilk, agarba dgyaztuk és Vibratome segitségével 3-400
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mikrométer vastag szeleteket készitettiink beldliik. A szeleteket ezutan 1 Ordig

szobahOn inkubdltuk oxigenizalt ACSF-ben.

3.2. Immunhisztokémia és morfoldgiai kiértékelés

NKI1 receptor - DRG

A paraformaldehid fixdlast (4% paraformaldehid 0,1mol/l PB-ben, pH: 7,4)
kovetéen a DRG-kat 0,1 mol/l PB-ben tobbszor dtmostuk, majd 0,1mol/l PB ben oldott
20%-o0s szacharézban tartottuk, amig a DRG-k le nem siillyedtek. Fagyaszté
mikortémmal 50 mikrométer vastag szeleteket készitettiink amelyeket 0,1mol/l PB-
vel mostunk. Ezt kdvetden a metszeteket 50%-os alkohollal tartuk fel 45 percig, amit
djra 0,1mol/l PB-vel valé mosas kovetett. Az endogén peroxiddz aktivitds csokkentését
0,01% H,0,-dal végzetiink, melyet tobbszoros 0,01mol/l Tris-foszfat-fizioldgids
pufferben (TPBS, pH:7,4) val6 mosds kovetett. A blokkoldst 50 percen keresztiil
végeztilk 1%-os normél kecske szérummal (NGS, Vector). Ezutdn metszeteinket 72
oran 4t inkubdltuk poliklondlis, nydlban termelt anti-NK1 receptor antitesttel
(#11886-5, Dr. S. Vigna ajandéka, 1:40000). Az antiszérum specificitdsat korabban
alaposan tanulmdnyoztdk (Vigna és mtsai., 1994). A metszeteket ezutdn 3 Ordn
keresztiil biotinildlt nyudl ellenes kecske szérumban (biot-GAR, Vector, 1:200)
inkubdltuk, amit 1 6rds avidin-biotin peroxiddz komplexben torténd kezelés kovetett
(ABC, Vector, 1:100). Az egyes antitestekkel torténd kezelések kozott a metszeteket
0,0lmol/l TPBS+1% NGS oldattal tobbszor dtmostuk. Az inkubdlds ideje alatt a
metszeteket folyamatosan gyengéd razasnak tettiik ki, hogy biztositsuk az oldatokkal
val6 minél jobb és egyenletesebb érintkezésiiket. Minden inkubdlds
szobahdmérsékleten tortént. Az immunreakcidt nikkel intenzifikélt diamino-benzidin
kromogén reakcidval tettiik lathatova (0,05%-s DAB és 0,01%-os H,O, 0,05mol/l Tris
pufferben, pH: 7,4). A metszeteket ezutdn zselatinos targylemezre szedtiik fel és
levegdn megszaritottuk. Szdaradds utdn a metszeteket krezil ibolydval halvanyan
hattérfestettiik, vizetlenitettiik és szintetikus lefedd anyaggal (DPX, Fluka, Buchs,
Svijc) fedtiik.

A kontroll kisérletekben a primér antitestet 1%-os NGS-el helyetesitettiik.

Ezekben a metszetekben specifikus jelol0dést nem kaptunk.
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A jelolodott  sejteket camera lucida segitségével tanulmanyoztuk.
Véletlenszertien vélasztott 3 dllat ganglionjdnak 5-5 véletlenszertien kivélasztott
metszetén kirajzoltuk és megszamoltuk az NK1 receptor elleni antitesttel jel610dott, €s
nem jelolddott neuronokat. A kirajzolt sejtek legnagyobb atmérdjét ezutdn a

NeuroBuild szamitégépes szoftverrel mértiik meg.

NK1 receptor — gerincvelo

A gerincvel6 esetében az [4-es szakasz kimetszése utdn hasonldan jartunk el,
mint a DRG esetében. Az immunopozitiv neuronok karakterizdldsa egy 40x-es
objektivvel felszerelt Leica mikroszképpal tortént. Az immunopozitiv perikaryonok
eloszldsanak tanulmdnyozdsahoz a jelolt sejteket allatonként harom véletlenszeriien
valasztott metszetbdl camera lucida segitségével kirajzoltuk. Az immunopozitiv sejtek
ardnydnak szamszerii meghatdrozasdhoz 14 napos patkdny gerincveld Nissl-festett

hardntmetszetbdl szarmazé sejtszamot hasznéltunk.

Biocytin - gerincvelo szelet

A gerincvelOi szeletpreparatumbdl torténd regisztralas utan a szeleteket két
szlir6papir korong (Millipore Corporation, Bedford, MA, USA) kozé helyeztiik, hogy
megakaddlyozzuk a szelet deformélédasat és gylrddését. Ezutdn az ily mddon
kialakitott "szendvicset" jéghideg fixdléba (4% paraformaldehid, 1,25% glutaraldehid
€s 0,2% pikrinsav 0.1mol/l PB-ben) raktuk 1-4 napra, majd a szeletekbdl 60
mikrométer vastag metszeteket készitettink Vibratome segitségével. Az
elektrofiziolégiai regisztralds soran a regisztrald elkektrédaban taldlhat6 és a vizsgalt
neuronba diffunddlé biocytin kimutatisdhoz a metszeteinket avidin-biotin
tormaperoxiddz mddszerrel kezeltiik (Extravidin, 1:1000, Vector, Burlingame, CA,
USA) és a hisztokémiai reakciét DAB (Sigma, St. Louis, MO, USA) chromogén
reakcioval tettiik lathatova. A metszeteket ezt kovetden toluidin kékkel hattérfestettiik,
hogy megkonnyitsiik a lamindk szerinti elrendez6dés megallapitasat, majd dehidraltuk
és DPX (Fluka, Buchs, Svijc) segitségével lefedtiik Oket.

A vizsgélt és megtoltdtt neuron sejttestjét, dendritjeit és axonjat ezutdn
Neurolucida (Microbrightfield Inc., Villiston, VT, USA) segitségével hdrom

dimenzidban rekonstrudltuk az egymast kovetd metszetekbdl. A sejtek Rexed lamindk
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szerinti elhelyezkedésének meghatarozasakor egy, a fiatal patkdny gerincveld
lumbélis szakaszdhoz készitett lamina beosztidsi sémat hasznaltunk (Kjaerulff és
mtsai., 1994). A sejttestek legnagyobb és legkisebb dtmérdit a szoftver segitégével
megmértilk majd meghatdaroztuk a két érték hdnyadosét, ami a sejt alakjara jellemzd
értéket adott. A rekonstrudlt neuronok dendrogramjat megszerkesztve meghataroztuk
a f0 dendritek szamét €s a dendrit oszlaspontok szdmat a szomatdl vald tavolsag

fiiggvényében.

3.3. Elektrofiziologiai mérések, farmakologia és adatanalizis

Extra- és intracelluldris elvezetések - DRG

Az elektrofizioldgiai mérésekre haszndlt DRG-kat egy oxigenizalt ACSF-el
folyamatosan 4ataramoltatott (1,5ml/min), szobahOmérsékletli, Sylgarddal bélelt
mérokadba tliztiikk. A hitsé gyokeret regisztrald, a periférids ideget stimuldlé szivo
elektroddba huztuk. A prepardtumon a regisztracié elott 60-90 percig ACSF-et
aramoltattunk at. Az extraelluldris potencidlok erdsitésére Axoclamp 2A erdsitot
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) hasznaltunk és ennek jeleit Cyberamp
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) jelkondiciondléval erdsitettiik illetve
szlrtiik tovabb. Az adatokat vonalirdval rogzitettiik (Graphtec) €s analizdltuk. A
DRG-kon 30 mésodpercig dramoltattunk 4t SP-t (1pumol/l, Sigma). Alapos kimosast
kovetden egy NKI1 receptor szelektiv nem-peptid antagonista, az RP67580 (1umol/l,
Rhone Poulenc Rorer Inc., Franciaorszag) 15 percig torténd perftizidja utin
megismételtiik a SP applikaciot a prepardatumon.

Az intracelluldris mérésekhez a fentiekben ismertetetthez hasonld
prepardtumokat hasznéltunk. Ebben az esetben a DRG-kat az elektrofiziologiai mérés
eldtt 60-90 percig ACSF-el dramoltattuk 4t és 5 percig kollagendzzal kezeltiik, hogy
eltavolitsuk a gangliont borité capsulat. A periférids ideget szivéelektréddba hizva a
DRG sejteket egyes impulzusokkal (0-100V, 20-200us, ST-02 stimulator,
Experimetria, Budapest) ingereltiik. Az intracellularis mérésekhez kalium-acetattal
(2mol/1) toltott boroszilikat mikroelektrodakat (60-80M€) hasznaltunk. A
fesziiltségjelek erdsitéséhez Axoclamp 2A (Axon Instruments, Union City, CA, USA)
er0sitot alkalmaztunk. A felerdsitett jeleket Gould oszcilloszkép, IBM kompatibilis
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PC, valamint Graphtec vonalir6 segitségével jelenitettik meg és analizdltuk. A
vezetési sebesség kiszamitdsakor a stimuldlé és a regisztrdlé elektroda kozotti
tdvolsdgot a stimuldlé artefaktum és az akcids potencidl kezdete kozott eltelt iddvel
osztottuk el. Csak stabil, -50mV-ndl negativabb nyugalmi membranpotencidlu
neuronokon mértiik a SP hatdsat.

Mind az extracelluldris, mind az intracelluldris mérések sordan legaldbb 15
perces sziineteket tartottunk a SP alkalmazdsok kozott. A SP-t és az RP67580-at az
ACSF-ben torténo feloldds eldtt acet-ecetsavban (20pumol/l) oldva, -20°C-on taroltuk.

Az intracelluldris mérések eredményeit a ,,Whole Cell Program” nevil szoftver
segitségével (Dr. Dempster, Strachlyde University, Glasgow, Egyesiilt Kirdlysag) egy
IBM kompatibilis szamitogépen analizaltuk. A numerikus adatokat ,,atlag + standard
hiba” formdban fejeztiik ki, a feldolgozott adatok statisztikai elemzését ANOVA-val

végeztik.

Teljes sejt patch clamp elvezetések - gerincveldi szelet

A gerincvel0i szeleteket egy oxigenizdlt ACSF-el folyamatosan ataramoltatott
mérokadba helyeztiik, ami egy Zeiss Axioskop FS fix targyasztali mikroszkop
targyasztaldnak helyére volt erdsitve. A vizsgalni kivant sejteket egy 40x-es nagyitasu
vizimmerzids, DIC filterrel elldtott objektiv segitségével, egy videomonitorhoz kotott
infravords tartomédnyban érzékeny CCD kamera (Hamamatsu, Japan) biztositotta
vizudlis kontroll mellett valasztottuk ki. Konvenciondlis teljes-sejt patch-clamp
elvezetéseket végeztiink current-clamp iizemmodban, 4-7MQ ellendlldsu boroszilikat
kapillarisbol hizott elektroddkkal Axopatch 1D, Axopacth 200B illetve Axoclamp 2B
(Axon Instruments, Union City, CA, USA) erdsitdk segitségével. Az elektroddk
megtoltésére haszndlt Un. intracelluléris oldat az aldbbiakat tartalmazta (mmol/l): K-
glukonét, 126; KCl, 4; ATP, 4; GTP, 0,3; foszfokreatin, 10; HEPES, 10 és 0.5%
biocytin (Sigma, St. Louis, MO, USA) (pH:7,2). A szeletpreparatumokban
megszokott, hogy a membran atszakitdsat kovetd néhdny percben a neuron spontian
tiizel. Ennek kikiiszobolésére dllandd hyperpolarizal6 dramot (0-100pA) injektaltunk a
sejtbe, azokban az esetekben amikor erre sziikség volt. Ha a -60mV koriili
membranpotencidlon tartdshoz sziikséges dram mennyisége a kisérlet sordn a

megadott értékhatéar folé emelkedett, a sejtet kizartuk az adatelemzésbdl. A sejtek un.
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tiizelési mintdzatdit 800ms hosszd, egyre novekvd (-30pA-100pA) amplitidoja
aramimpulzusok alkalmazasdval hatdroztuk meg. A neuronok kapacitisat és soros
ellendlldsat nem kompenzéltuk. Az elvezetések szobahomérsékleten torténtek.

A neuronok SP érzékenységének vizsgalata soran alkalmazott minden
farmakoldgiai dgenst az datdramoltatott ACSF-hez adtuk hozzd, amit vagy egy
perisztaltikus pumpa, vagy pedig gravitacids perfiizids rendszer segitségével juttattuk
a mérokadba (1,5-2 ml/min). A kissérletek sordn felhaszndlt drogok a kovetkezdk
voltak: SP (Sigma), SR140333 (Sanofi) szelektiv NK1 receptor antagonista (Oury-
Donat és mtsai., 1994), [Sar9,Met(O,)11]-SP (Sigma) szelektiv NKI1 receptor
agonista, TTX (Sigma). A SP ismételt alkalmazdsai illetve az agonistival és
antagonistdval végzett kisérletek esetében az applikaciok k6zé 7-10 perces mosdsokat
iktattunk be.

Az adatokat SkHz-en sziirve egy Digidata 1320 A/D é&talakité és a pClamp 8.0
szoftver (Axon Instruments, Union City, CA, USA) segitségével digitalizaltuk IBM
kompaitibilis PC-n. Az adatokat ezutdn a Clampfit 8.0, Origin (Microcal Software,
Northampton, MA, USA), Whole Cell Program valamint az Electrophysiology Data
Recorder (Dr. J. Dempster, University of Strachlyde, Glasgow, Egyesiilt Kirdlysag)
szoftverek segitségével analizdltuk. A kiiszobfeletti depolarizaciét okozd
aramimpulzussal kivaltott tiizelési mintdzaatokbol az alabbi paramétereket hatdroztuk
meg: akcids potencidl (AP) frekvencia, AP-ok kozotti iddintervallum (interspike
intrervals = ISI), az els6 és utolsé AP amplitiddja kozotti ardny.

A membran idéédllandéjanak meghatdrozdsahoz (1) a sejten kis amplitidéja
negativ 4dramimpulzussal (-10pA, 800ms) kivaltott fesziiltségvéltozas kezdeti
szakaszara illesztettiink exponencialis fiiggvényt. Az aram-fesziiltség (I-V) gorbék
abrazoléasakor a kiiszobalatti &ramimpulzusok amplitiddjanak fiiggvényében tiintettiik
fel a neuronon kialakulo fesziiltségvéltozds amplitidéjat. Az AP-k és
utéhyperpolarizacidk (afterhyperpolarization = AHP) amplitidéjat az AP
kiiszobértékétdl mértiik. Az AP félszélesség értékének meghatarozasidhoz a kiiszobtol
szamitott AP amplitidé felét haszndltuk. Az AP kiiszobértékének, az AHP
amplitiddjanak valamint alakjdnak vizsgélatdhoz a legalacsonyabb, mar AP-t kivaltd
dramimpulzus sordn regisztrilt fesziiltségvaltozas-gorbét hasznédltuk (Ruscheweyh és
Sandkiihler, 2002).

A SP moduldciés hatdsat célzo kisérletek sordn a neuronokbdl elvezetett

spontdn excitatorikus posztszinaptikus potencidlokat (EPSP) a regisztratumokbdl
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utdlag ,,off-line” detektaltuk majd meghataroztuk az igy kiszirt és a felszall6 szakasz
kezdeti pontjara igazitott EPSP-k amplitidgjat, idotartamat, valamint meredekségét.
Ugyancsak meghatdroztuk az EPSP-k frekvencidjat és az inter-EPSP intervallumokat,
azaz a két egymast kovetd EPSP kozott eltelt idoket.

A gorbék illesztését a Clampfit 8.0 szoftver (Axon Instruments, Union City,
CA, USA) beépitett, iterativ Levenberg-Marquadt algoritmusanak segitségével
végeztiik el. Minden numerikus adatot "4tlag + standard hiba" formdban fejeztiink ki.

Az adatok statisztikai analiziséhez Student féle 7-probat hasznaltunk.
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4. EREDMENYEK

4.1. Hats6 gyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

4.1.1. NK1 receptor immunhisztokémia hdtsé gyoki ganglionokban

A véletlenszerlien vélasztott DRG metszetek mindegyikén, a metszetek teljes
mélységében, egyenletes eloszlasban meg volt figyelhetd NKI1 receptor
immunpozitivitds. A jelolt neuronok nem mutattak semmilyen szembedtld
elrendezddést, bar esetenként tobb jelolt sejt kisebb csoportokba rendezdédott. Az
immunopozitiv sejtek dltaldban membranjukon jelolddtek, leggyakrabban szakaszos
jelleggel. Alkalmanként a sejttesten beliil is megfigyelhetd volt jelolés és néhany
sejten a szomabol kiindulé immunopozitiv nytivanyok is lathatéak voltak. Az epi-,
peri- és endoneurium teriiletén néhany apré ovalis sejt ugyancsak immunopozitivnak
tlint. A kontroll kisérletekben nem kaptunk jelolést a metszetekben (1. dbra).

A véletlenszerlien kivélasztott metszeteken kirajzolt ganglionsejtek
tanulmanyozdasa és megszamldldsa utdn a ganglionsejtek 32 + 1,5%-a (22,2-37,6%)
bizonyult immunopozitivnek. A pozitiv sejtek tobbsége a kis-kozepes
atmérétartomanyba  tartozott (10-30um). Az NKI receptor immunopozitiv

ganglionsejt populdcié atmérdjének atlaga 28 + 0,3 um (n=799) volt (2. dbra).

4.1.2. Extracelluldris elvezetések DRG sejtekbol

A DRG-kon a 30 mdésodpercen at tarté SP (1umol/l) perfazié egy
hosszantartd, elnyujtott deplarizaciét véltott ki, amelynek atlagos amplitidéja 320 +
49,71V (200-600uV), 4tlag idGtartama (az alapvonalhoz valé visszatérésig) pedig 248
+ 9,7s (162-297s) volt (n=18). A kisérletek soran az ismétlédo SP alkalmazasok nem
okoztak a prepardatumban nyilvanvaléan megfigyelheté deszenzitizaciét. Az RP 67580
(1umol/l), nem-peptid NKI1 receptor antagonista, a SP daltal kivaltott vélasz
amplitidgjat csak kismértékben csokkentette (3. dbra). Az antagonista magasabb
koncentraciokban sem okozott nagyobb mértékii csokkenést. Az amplitid6 atlagos

csokkenése 23 + 2,5% volt (n=4).
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1. abra Neurokinin-1 (NK1)
receptor immunoreaktivitas
hats6 gyoki ganglion (DRG)
neuronokban. (A) NK-1 receptor
immunopozitiv és -negativ DRG
neuronokrdl késziilt kis nagyitdsd
kép. Kalibracié: 40um. (B) Nagy
nagyitdsi kép egy NK-1 receptor
immunopozitiv DRG neuronrdl. J6l
lathat6 az immunopozitiv
unipoldris nyudlvany-kezdet (nyil).
Kalibracié: 15um. (C) Kis
nagyitdsi  kép egy  kontroll
kisérletbdl szdrmazé DRG
metszetrdl. A primér szérumot
normdl szérummal helyettesitettiik.
Ezekben a metszetekben NK-1
receptor immunopozitiv neuron
nem volt lathaté. Kalibracio:
100pum

2. abra A teljes sejtpopuldci6 (iires
oszlopok) és az NKI1 receptor
immunopozitiv sejtek (telt
oszlopok) legnagyobb atmérdjének
szdza-lékos megoszlasa killonbozd
allatok 3-3 DRG metszetében. NK-
1 receptor pozitiv sejtek a teljes
mérettartomdny-skdldn  megtaldl-
hatok, de a tobbségiik a kozepes
mérettartomdnyba tartozott.



4.1.3. Intracelluldris elvezetések DRG sejtekbdl

A SP hatdsdnak tanulmédnyozésdsra alkalmas stabil elvezetéseket 29 neuronbdl
sikeriilt nyerniink. A DRG neuronok karakterizdlasara az ideg-impulzusok vezetési
sebességét hasznaltuk. A sejteket 2,6m/s feletti rostvezetési sebesség esetén Ao/f-
csoportba, 0,8-2,6 m/s kozotti vezetési sebesség esetén az Ad-, mig 0,8 m/s alatti
értékek esetében a C-tipusba soroltuk (Nagy és mtsai., 1993; Fulton és mtsai., 1987).
Ezen kritériumok alapjan szétvdlasztva, 10 Aa/B-, 11 Ad- és 8 C-tipusd sejt SP
érzékenységét vizsgéltuk. A vizsgalt neuronok aktiv- és passziv membranparaméterei
(1. tdblazat) megfeleltek az adott DRG neuron tipusnak és arra jellemzdek voltak

(Nagy és mtsai., 1993; Fulton és mtsai., 1987).

Ao/ Ad C
Nyugalmi membran potencidl (mV) -64,4 + 1,38 -61,9 +1,33 -60 + 3,16
Intracelluldris ingerlési kiiszob (nA) 0,7+0,19 1,91 £0,95 1,19+ 0,42
Extracelluldris ingerlési kiiszob (V*us) 5185 + 2067 7761 £ 1753 15210 £ 5384
Vezetési sebesség (m/s) 4,68 + 0,54 1,93 +0,1 0,69 + 0,04
AP amplitidé (mV) 64,23 +7,28 75,68 5,24 81,43 £ 11,12
AP szélesség (ms) 2,88 £0,41 3,4+0,46 4,16 0,83
Felszallasi id6 (ms) 0,85 +0,1 0,74 £ 0,06 1,1 £0,15
n 10 11 8

1. tablazat Hatso gyoki ganglion (DRG) neuronok membranparaméterei 14 napos patkanyban

Az alkalmazott SP (1umol/l)

nem volt

hatéassal

Ao/P sejtek

membranparamétereire (n=10), ugyanakkor a 11-bél 4 Ad neuron- és a 8-bdl 2 C-
tipusi DRG neuron esetében reverzibilis depolarizicidt, illetve tiizelést okozott (4.
abra). A depolarizicié atlagos amplitidéja 5,6 + 1,3 mV (n=4), atlagos iddétartama
158 + 3,9s (n=4) volt.
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3. abra A szelektiv nem-peptid NK-1 receptor
antagonista RP 67580 a DRG-n a SP Altal
kivaltott  valasz  amplitid6jan  okozott
kismértékli csokkenést. Az egyes elvezetések
a SP-re adott, hits6 gyokérrdl elvezetett
védlaszt mutatjdk (a) kontroll kisérletben, (b)
RP 67580 jelenlétében, (c) az antagonista
kimosdasat kdvetoen.

4. abra SP hatasa hatsé gyoki ganglion
(DRG) neuronokra. A periférids idegen
keresztiil kivaltott AP késési idejének és
paramétereinek megéllapitdsa utdn a DRG-
kon SP-t (Ipumol/l) dramoltattunk at. A SP
applikéci6é depolarizaciét okozott 2 Ad—és 2
C-tipust sejtben, 2 Ad neuron esetében pedig
depolarizdciét és tiizelést. (A) Egy Ad-tipust
neuron valasza. A felsd regisztritumon a
periférids ideg stimuldldsdra (30V/100us)
kialakul6 AP lithaté. Alul a SP perfuzié
kozben megjelend reverizbilis depolarizacid
és AP-ok lathaték. (B) C tipusi neuronbdl
tortént  elvezetés sordn periférids ideg
stimuldldsdval (50V/200us) kivaltott AP
(felsd regisztratum) és SP (1umol/l) hatdsara
kialakult reverzibilis depolarizacié (alul).



4.2. NK1 receptor eloszlasa fiatal patkany gerincvel6ben

Az NKI1 receptor immunopozitivitdist mutatd neuronok szdmszer(

Osszefoglaldsa a 2. tdblazatban lathato.

Lamina Teljes sejtszdm  Sejt tipus NKI receptor NK1 receptor
/ 40um metszet immunopozitiv immunopozitiv
sejtek abszoltit sejtek relativ szdma
szama
LI 221 £ 28 Osszes 23+24 10,4%
Multipolaris 43+0,3 18,7%
Fusiformis 175+2,3 76,1%
Pyramidalis 1,2+0,2 5,2%
LII 341 Osszes 825+1,7 2.4%
Islet 0,8 +0,2 9,7%
Stalked 6,7+0,9 81,2%
Cajal-féle ,,transverseoux” 0,28 £ 0,07 3,4%
Beal-féle centralis 0,47 £ 0,09 5,7%
LI 446 Osszes 19,7+ 1,8 4.4%
Centralis 174 +1,5 88.,3%
Antenna 2,3+0,7 11,7%
LIV 228 Osszes 10,7+ 1,3 4,7%
Centralis 72+1,3 67,3%
Antenna 3,5+0,9 32,7%

2. tablazat NK1 receptor imunopozitiv sejtek abszolit és relativ szama fiatal patkany gerincvel6i
hatsé szarv Kiilonb6zé laminaiban

A legerésebb immunoreaktivitds az I-es lamindban volt megfigyelhetd (5.
abra). Sejttestek €s rostok egyarant intenziven jelolddtek ezen a teriileten (6a, b, d, e,
f. 4bra). A lamindra jellemzdek voltak a sziirkedllomany dorsalis szélével
parhuzamosan futé vastag dendritek. Ebben a lamindban a jelolt sejtek nagy tobbsége
két sejttipusba tartozott. A kis kerek sejttestli neuronok (76,1%) a "fusiform" sejtek
csoportjdba (Lima and Coimbra, 1986), mig koriilbeliill 20%-a a jelolt sejteknek a
hosszu, a fehér-/sziirkedllomdny hatdrral parhuzamos denritekkel bir6 (6a. és 6¢. dbra)
multipoldris sejtek csoportjdba tartozott.

A TII-es lamindban az immunreakcié nem mutatott homogén eloszlast. Mig a
lamina laterdlis része praktikusan iires volt, addig a kozépsd/medidlis rész enyhe
jelolédést mutatott (5. dbra, 6d-f.dbra). A lamina neuronjainak 0sszességében 2-3%-a
jelolédott és ezen sejtek 80%-a kis, elnydjtott sejt volt. Ezek a sejtek morfoldgiai

jegyeik alapjan (dorsalisan és ventralisan kiindulé dendritek) "stalked" sejteknek
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feleltek meg (Gobel, 1978; Schoenen, 1982; Todd and Lewis, 1986; Willis and
Coggeshall, 1991). A pozitiv neuronok 10%-a "islet" sejtekre emlékeztetd sejt volt,
kicsi kerek sejttesttel amik a transzverzdlis sikban nem rendelkeztek dendritekkel (6f.
abra). A fentmarad6 immunopozitiv sejtek szama alacsony volt, de jellemzdek voltak
a Il-es lamindra. Ezek a neuronok nagy multipoldris sejttesttel birtak, dendritjeik
altaldban a sejttestdl messzire is kovethetdk voltak és az I-es, a Ill-as vagy a IV-es
lamindk felé tartottak, morfoldgiai jellegzetességeik miatt Cajal "transverseoux"
sejtjeinek illetve Beal nagy centrélis setjeinek feleltek meg (Ramén y Cajal, 1909;
Beal, 1983). A Ill-as és IV-es lamina gazdag immunopozitiv rost hélézatot
tartalmazott , legsiiribben a IV-es lamina medidlis részében (5. dbra). A Ill-as lamina
sejtjeinek 4%-a, mig a [V-es lamina
neuronjainak 5%-a volt
immunopozitiv és a jelolt sejtek két
fo sejttipushoz tartoztak. A Ill-as
lamina pozitiv sejtjeinek 90%-a
kerek vagy multipoléris sejtmaggal
birt és dendritjeik nem Iléptek be
feliiletesebb lamindkba, bar arrafelé
indultak. Ezen ismérvek alapjén
centrdlis sejteknek kategorizaltuk
Oket (Réthelyi and Szentdgothai,
1969, 1973; Brown, 1981; Maxwell,
1985). A fenmaradé 10% az
immunopozitiv Ill-as lamina beli

sejtek kozill antenna sejt volt,

multipoldris sejttesttel és dorsdlis

5. abra A lumbilis 4-es (L4) szegmentumban jrgnyba hiz6do, a Il-es és I-es
megfigyelheté NK1 receptor immunoreaktivitas,
transzverzalis gerincveldi metszeten. A leger6sebb  lamindt mindig elér6 dendritekkel

immunopozitivitas az I-es lamindban figyelheté meg. , . , .
Kalibraci6: 200um. (Réthelyi and Szentdgothai, 1969,

1973; Brown, 1981; Maxwell, 1985).
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6. abra NKI1 receptor immunoreaktiv sejtek (nyilhegyek) a kiilonbozé laminakban, patkany
lumbalis gerincvelé transzverzalis metszetén. (a,b) Multipoldris sejtek az I-es lamidban, (c)
"fusiform" neuron az I-es lamindban, (d) nagy centrdlis sejt a II-es lamindban, (e) "stalked"-, (f) "islet"-
, (g) és centrdlis neuron a II-es lamina teriiletén. A sejttestek és a rostok egyarant intenziven jelolddtek
és a hétsé felszinnel parhuzmosan futé vastag dendritek is jellemzdek voltak erre a teriiletre (a, b, d-f).
Antenna sejtek a IV-es lamindban (h, i). Kalibracié: 50um.
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A IV-es lamindban a centrdlis sejtek 65%-o0s, mig az antennasejtek 35%-os
ardnyban képviseltették magukat a jelolt sejtek kozott. Az V-VII lamindk
immunoreaktivitidsa egységes és relative gyenge volt (5. dbra). Az V-0s lamindban
immunopozitiv sejteket a lamina medidlis és laterdlis részében csoprotokba
rendezddve taldltunk, a VI-os lamindban elszortan helyezkedett el néhany pozitiv
sejttest, mig a VII-es lamindban a canalis centralistdl laterdlisan, nagy immunopozitiv
sejteket tartalmazd sejtcsoportot figyeltiink meg. Ezek a pozitiv sejtek altaldban
multipolarisak voltak, a VII-es lamina medidlis részén taldlhaté sejtek kifejezetten
nagy szomaval rendelkeztek, dendritjeik pedig mediolateralisan orientdciét mutattak
(7a. és 7b. abra).

A VIII-as lamina mutatta a leggyengébb immunoreaktivitast, itt alig taldltunk
NKI1 receptor ellenes antitesttel jelolt sejttesteket (5. dbra).

Habar a IX-es lamina sejtjei koriil erds immunpozitiv rosthédlézatot taldltunk,
ami a lamindnak erdsebben jel616dott megjelenést biztositott, maguk a sejttestek csak
halvanyan és elszortan mutattak pozitivitést..

A canalis centrdlis koriil elhelyezkedd X-es lamina halvdnyan jelolt
neuronokat és erds immunoreaktivitist mutatd rostokat tartalmazott, amelyek sirii
halézatot formdltak a canalis centrdlis koriil (7b-c. dbra). Az immunopozitiv sejttestek
kicsik, multipoldrisak vagy fusiformisak voltak és zommel a canalis centralistol

dorsdlisan helyezkedtek el.

7. abra Multipolaris immunopozitiv sejttestek (nyilhegyek) az V-VII laminakban (a, b) és a
canalis ventralis koriil (c). Figyelemremélté a gazdag immunoreaktiv rosteligazédas a canalis
centralis koriil (b, ¢). Kalibracié: 5S0um.
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4.3. Az V-VI-o0s lamina és intermedier sziirkeallomany neuronjainak fiziologiai

és morfologiai vizsgalata

Kisérleteink soran mintegy 70 neuronbdl sikeriilt stabil fiziol6giai méréseket
végezniink. Néhdny szeletben egyidejiileg tobb sejtbdl is regisztraltunk, de egy
szeletben haromnadl tobb sejtet nem vezettiink el, mivel ez megnehezitette volna a
késObbi morfologiai azonositast. Az elvezetett szeletek koziil 47 esetben volt az
elektrofizioldgiai regisztralds mellett a biocytin jelolés is sikeres. A regisztralt sejtek
atlagos membranpotencidlja -51,71 £ 1,52 mV volt. A kiiszobfeletti depolarizaciot
okoz6 dramimpulzusokkal kivaltott tiizelési mintdzataik alapjan a neuronokat a
kovetkezd négy csoportba soroltuk: (i) ,,phasic” sejtek (n=10); (ii) ,repetitive”
neuronok (n=15); (iii) ,,single” sejtek (n=9); €s ,,slow” neuronok (n=8). A fentmarad6
5 neuron esetében a tiizelési mintdzat egyik csoportba sem illett bele maradéktalanul,
mivel ezeknél a sejteknél mind a ,,phasic”, mind pedig a ,repetitive” csoport

tiizelésére jellemzo tulajdonsdgok megfigyelhetdk voltak .

4.3.1. Tiizelési mintazatok

A ,,phasic” neuronok a hosszantarté kiiszobfeletti depolarizdlé impulzusokra
folyamatos AP sorozattal valaszoltak (8a. dbra). Emellett kifejezett AP amplitid6
akkomodaciot mutattak, és egy markdns AP kozotti idOtartam megnyulds is
megfigyelhetd volt a 800ms hosszi dramimpulzus idétartama alatt (8b. dbra). Az elsé
€s az utols6 AP amplitiddja kozotti ardny dtlaga 5,56 + 0,72 volt, mig ez az ardny az
elso €s utols6 két AP kozott eltelt idok esetében (ISI) 0,44 + 0,03-nak bizonyult. Az
AP-k utan rovid monofézisos utdhiperpolarizaciok (AHP) voltak megfigyelhetok.

A ,phasic” sejtekhez hasonldan, a ,repetitive” neuronok is folyamatos AP
sorozattal reagéltak a depolarizdlé aramimpulzusra (8a. dbra). Ugyanakkor, a ,,phasic”
csoport sejtjeivel ellentétben, sem az AP-k amplitidéjaban, sem pedig
frekvencidjukban nem volt akkomodacié megfigyelhetd (8b. dbra). Az AP-kat ebben a
csoportban mindig lassu, kifejezett monofazisos AHP kovette (8c. dbra).

A tobbi sejttipussal ellentétben a ,,single” neuronok csak egy (néhany esetben
maximum kettd) AP-t tiizeltek a kiiszobfeletti depolarizdciét eredményezd

négyszogimpulzus ideje alatt. (8a. dbra). Tovadbbi AP-ok csak a nyugalmi
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membranpotencidlra val6 visszatérérs utan voltak kivalthatéak. Ezeknél a neuronknal
az AP-ok utédn csak egy kismértékiit AHP-t figyeltiink meg (8c. dbra).

A ,repetitive” csoporthoz hasonléan a ,,slow” sejtek is akkomoddciét nem
mutatd, folyamatos AP sorozattal vdlaszoltak a depolarizacié sordn. (8a-b. dbra). Az
AP-okat kifejezett, elnyujtott, monofazisos AHP kovette (8b-c. dbra). Ugyanakkor az
AP-ok frekvencidja (8,9 £ 0,6 Hz) szignifikdnsan alacsonyabb volt mint a ,,repetitive”

sejtek esetében (21,83 + 1,5 Hz; P<0.001).

4.3.2. Aktiv és passziv membrdnparaméterek

Statisztikai analizis sordn a nyugalmi membrénpotencidl, a bemeneti
iddallandd, az AP tillovése és félszélessége esetében nem taldltunk szignifikdns
eltérést a csoprotok kozott, habar a fent emlitett paraméterek koziil az elsé kettd
(nyugalmi membran potencidl és bemeneti id6allando) a ,,slow” €s ,,single”” neuronok
esetében alacsonyabbnak bizonyult mint a ,repetitive” és ,,phasic” sejteknél. A
legkisebb atlagos bementi idddllandét a ,,single” csoportban mértiik (26,6 + 8,82 ms).
Ezen kiviil a ,,phasic” és ,,single” sejtek esetében nagyobb -bar nem szignifikansan
eltér6- AP félszélesség értékek voltak megfigyelhetok mint a masik két tiizelési
mintdzat csoportndl (3. tadbl4zat). Ugyanakkor a ,,single” és ,,slow” neuronok bizonyos
paraméterei elkiilonitették ezt a két csoportot a tobbitdl €s egymastdl is. A ,,single”
csoport neuronjai rendelkeztek a legalacsonyabb AP amplitidéval (54,44 + 4,14 mV)
és tallovéssel (16,84 + 6,16 mV), ugyanakkor a legmagasabb kiiszobértékkel is (-
40,94 + 5,95 mV) az 6sszes elvezetett neuron koziil. A kiiszobértékek kozel azonosak
voltak a ,repetitive” és ,,phasic” neuronokndl, a legalacsonyabb értékekkel a ,,slow”
csoport sejtjeiben taldlkoztunk (-45,2 + 1,47 mV). A ,single” csoport esetében az
AHP éatlagos amplitddéja szintén a legalacsonyabb volt a vizsgélt neuronok koziil (3.

tablazat).

34



i,

50mV

Mms

| | | 100pA

' I

50mV

PHASIC

25mv

25ms

25mv

REPETITIVE

L j=200ms
|

‘ | 100pA ’ 25ms

50mV
200ms

25mv

SINGLE

50mV
~ 200ms
25mv
100pA ’ 50ms

8. abra Az V-VII lamiakban regisztralt négyféle tiizelési mintazat (A oszlop). Az clvezetések az
alattuk bemutatott &ramimpulzusokra adott membranpotencidl véltozasokat dbrdzoljak. A B oszlopban
az egymadst kovetd AP amplitidok ardnydnak szemléletesebb bemutatdsa lathat6. J6l latszik, hogy a
"phasic" csoport neuronjai kifejezett amplitidé akkomodiciét és az egymdst kovetdAP-ok kozotti
id6tartam rovidiilést mutatnak. A "repetitive" és a "slow" csoport neuronjai dllandé amplitidéji AP-
okkal, mig a "single" csoport sejtjei csak egyetlen egy AP-al vélaszoltak a kiiszobfeletti depolarizdcidt
kivalté aramimpulzusra. (C oszlop) Az elsé AP-ok kinagyitott képe. A nyilhegytek az AP-t kovetd
AHP-t mutatjdk.
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9. abra Az V-VII laminaban regisztralt
neuronok aram-fesziiltség gorbéi. A diagram
a membranpotencidl véltozas értékét mutatja az

Az aram-fesziiltség gorbék
vizsgalatakor kitlint, hogy a legkevésbé
meredek gorbe a ,,slow” csoport neuronjait
jellemzi, de a ,single” neuronok is
alacsonyabb értékekkel rendelkeztek mint
a maradék két csoport sejtjei (9. 4bra).
Ennek megfelel6en a ,,slow” sejteknek volt
a legkisebb az atlagos bemeneti ellenallasa

(3. tdblazat).

alkalmazott  dramimpulzus  amplitiddjanak
fliggvényében
PHA REP SLO SIN Szignifikancia
(n=9) (n=14) (n=7) (n=8) (Student-féle t-proba)

Nyugalmi 5142 -53,6 £2,54 -49 £2,79 -47 £3,97 N.Sz.

membran-

potencidl (mV)

Bemeneti 50,83 +7,74 41,8154 32,36 +4,42 26,6 + 8,82 N.Sz.

idéallandé (ms)

Bemeneti 994 + 197 822 + 151 304 + 59 643 + 166 PHA vs. SLO, P<0,01;

ellnallas (MQ) REP vs. SLO, P<0,01;
PHA vs. SIN, P<0,05.

AP kiiszob -438+2,05 -43,77+3,17 -452+147 -4094+595 N.Sz.

(mV)

AP amplitid6 69 +4.48 65,79 +£2,57 69,03+£23 54,44 + 4,14  PHA vs. SIN, P<0,05;

(mV) REP vs. SIN, P<0,05;
SLO vs. SIN, P<0,01.

AP tdllovés 25,15+£5.28 23,97+395 23,42+4,06 16,84 £ 6,16  N.Sz.

(mV)

AP félszélesség 1,41 £0,17 1,08 £ 0,08 1,1 £0,07 1,52+0,2 N.Sz.

(ms)

AHP amplitid6 13,26 +249 1698 +2,3 14,79 +2,16 8,91 + 1,35 REP vs. SIN, P<0,01;
SLO vs. SIN, P<0,05.

Atlagos tiizelési N.E. 21,83+1,5 8,9 0,6 N.E. REP vs. SLO,

frekvencia (Hz) P<0,001.

3. tablazat Neuronok passziv és aktiv membranparaméterei az V-VII laminakban. PHA, ,,phasic”;
REP, ,repetitive”; SL/O, »slow”; SIN, ,,single”; AP, akcids potencidl, AHP, utéhyperpolarizacidé; N.Sz.,
nem szignifikdns; N.E., nem értelmezhetd.
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4.3.3. Lamindk szerinti megoszlds és morfometriai paraméterek

A 47 sikeres biocytin-jelolt és rekonstruélt neuronbdl 13 az V-VI laminaban,
mig 34 a VIl-es lamindban, azaz az intermedier sziirkedllomanyban volt megtaldlhato.
A membran paraméterekhez hasonldan, a ,,phasic” és ,,repetitive” neuronok eloszlasa
€s morfoldgiai jellemzdik hasonléak voltak egymashoz, viszont a ,,single” és ,,slow”
sejtek csak rajuk jellemzd karakterisztikus jegyeket mutattak. A legtobb ,,phasic” (10-

<00

bdl 8) és ,repetitiv’ (15-b6l 13) neuron multipoldris sejttesttel, 4-6 torzsdendrittel
rendelkezett €s az V-VII lamindkban egyenletesen oszlottak el (10. dbra). A kilenc
,single” neuron koziil 7 darab az V-VI-os lamina lateralis részén volt megtaldlhaté.
Ezekben a neuronokban a kis kerek sejtetstbdl 3-5 torzsdendrit indult ki, amelyek
hosszi, de szegényesen 0szl6, dorso-ventrdlis orientdciéji dendritfat alkottak. Ot
esetben az axon ugyancsak megjelolodott. Az axon —miutdn kilépett a sejttestbol-
ventrdlisan haladt és a ventrélis sziirkedllomany teriiletén végzddott (10. dbra). A
vizsgélt sejtek koziil a ,,slow” tiizelési mintdzattal rendelkez6 neuronoknak volt a
legnagyobb és legelnydjtottabb szémdja. A 8-bdl 6 esetben a ,,slow” sejtek 6-8
torzsdendrittel birtak, amelyek két csoportba rendezddve a sejt két atellenes polusan
eredtek és egy gazdagon oszl6 dendritfat alakitottak ki. A tobbi sejttel ellentétben a
»slow” neuronok kizdr6lag a VIl-es lamina ventromedidlis részén voltak
megtaldlhatéak. Hét esetben az axon szintén megjelolodott, €s vagy a kozépvonal felé,
vagy laterdlis irdnyba tartott. Az 5 medidlis orintdci6ji axon kozill 4 atlépte a
kozépvonalat a comissura anteriorban és a contralateralis ventrélis sziirkealloméanyban
végzOdott. A laterdlis irdnyba indul6 axonok a laterdlis motoros oszlop felé tartottak

(10. abra).

37



PHASIC REPETITIVE

SINGLE | sLOwW

P

10. abra A négy tiizelési mintazat csoportba tartozé reprezentativ neuronok mikrofotoi és
Neurolucida rekonstrukcidi. A sejttest és a dendritek feketével, az axon sziirkével van dbrdzolva. A
gericnveld hardntmetszeti sémdkon a fekete pontok az adott csoportba tartozé neuronok
elhelyezkedését mutatjdk. A gerincveld sziirke- és fehérdllomdnya kozti hatart szaggatott-, mig a
Rexed lamindk kozti hatart folyamatos sziirke vonal jelzi. D = dorsédlis, M = medidlis. Kalibraci6:

100pm.
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A rekonstrudlt neuronok szémadinak teriiletét, leghosszabb- és legrévidebb

atméroit vizsgélva szintén a ,,slow” csoport sejtjei bizonyultak eltéronek a masik

harom -ezen paraméterekben egymashoz meglehetdsen hasonl6- csoporthoz képest (4.

tdblazat), amennyiben az ebbe a csoportba tartoz6 sejtek rendelkeztek a legnagyobb és

legelnyujtottabb széméaval.

PHA REP SLO SIN Szignifikancia

(n=10) (n=15) (n=8) (n=9) (Student-féle t-proba)
Atlagos 209 £+ 19,69 268,55 + 376,49 + 209,32 £26,34 PHA vs. SLO, P<0,01;
maximalis 30,72 37,61 REP vs. SLO, P<0,05;
keresztmetszeti SIN vs. SLO, P<0,01.
teriilet (Lm?)
maximum 2457 +2,63 2742+245 358+391 21,26+ 1,4 N.Sz.
atmérd (Um)
Minimum 13,38 0,77 1585+1,09 17,47+0,84 14,08 £0,79  N.Sz.
atmérd (Um)
max. / min. 1,84 £ 0,16 1,81 £0,22 2,11 +£0,3 1,51 £0,07 N.Sz.
atméro

4. tablazat Biocytin jelolt neuronok morfometriai paraméterei az V-VII laminakban. PHA,

,,phasic”; REP, ,repetitive”; SLO, ,,slow”; SIN, ,,single”’; N.Sz., nem szignifikdns.

A dendritfa oszldspontjainak megoszlasat vizsgalva kideriilt, hogy a ,,phasic”,

»repetitive” és ,.single” csoportok neuronjainak &tlagos dendriteldgazddasi pont

hisztogramjai egymdashoz nagyon hasonléak. Ugyanakkor ezen paraméter esetében is

eltérOnek bizonyultak a ,,slow” csoport neuronjai. Amig az els6 hirom csoportba

tartozo sejtek dendritjei kevés szamu eldgazdsi ponttal rendelkeztek és ezek zommel a

sejttest kozvetlen kornyezetében voltak megtaldlhatéak, addig a ,,slow” csoport

neuronjainak dendritjei gazdag eldgazasrendszerrel birtak, ami a szématol tavolabb is

magasabb dendrit oszldspont szamban mutatkozott meg és bokorszerli megjelenést

kolcsonzott ezeknek a sejteknek (11. dbra)
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11. abra Az V-VII laminaban regisztralt neuronok dendritelagazodasi mintazatai. (A oszlop)
Atlagos dendriteloszldsi pont hisztogrammok a négy kiilonbozé tiizelési mintdzatd csoportban. Az
50um-re es6 dendrit oszldspontok szdma a szomatdl val6 tivolsdg fiiggvényében van feltiintetve. (B és
C oszlop) A hiaromdimenziéban rekonstruélt neuronok dendritfdjanak oszldsi mintdzata (dendrogram)
és egy reprezentativ sejt Neurolucida rekonstrukcidja mind a négy csoprotbdl. Megfigyelhetd, hogy
amig a “phasic”, “repetitive” és “single” csoport sejtjeinek dendritjei féleg a sejttest kdzelében (100-
150um) oszlanak leggyakrabban, addig a “slow” tiizelési mintdzatd neuronok dendritjei a szématdl
tavolabb is folyamatosan oszlanak. Kalibracié: 100um.
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4.4. Intermedier sziirkeallomany neuronjaira érkezé szinaptikus bemenetek SP

modulacidja

4.4.1. SP hatdsa a preszinaptikus bemenetekre

A SP intermedier sziirkedllomédny neuronjainak preszinaptikus bemeneteire
gyakorolt moduldciés hatdsdnak vizsgidlata sordn 34 neuronbdl sikeriilt stabil
elvezetéseket végezniink, és ezzel egyidOben kielégitd mindségli biocytin-toltést
kapnunk. A kordbbi immunhisztokémiai reakciok alapjan —amelyek szomatikus NK1
receptor jelolodést mutattak- a hatsészarvi neuronokhoz és a DRG sejtekhez
hasonléan lassu depolariziciot vartunk fiziologiai valaszként a regisztralt sejtekben.
Néhany esetben ez megfigyelhetd volt, de a tipikus és markans vdlaszreakcié nem ez,
hanem (11-b6l 7 sejt esetében) a sejtmembanon regisztrdlt EPSP-k szdmdénak,
kifejezett emelkedése volt (12. dbra). Az ismételt SP applikacié hasonld, de kisebb
mértéklt EPSP szam novekedést valtott ki. A SP 4ltal kivéltott valasz kialakuldsa 2-3

perccel a drog bemosasdnak kezdete utdn volt megfigyelhetd (12. dbra).

SP (1uM) SP (1uM)

IS
)

o
|

EPSP-k kozotti
idotartam (ms)

EPSP-k szama (n)

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46
1d3 (min)

12. abra SP hatasa intermedier sziirkeidllomanyi neuronok membranjin regisztralt EPSP-k
frekvenciajara. Az dbra fels6 részén az egymast koveté EPSP-k kozott eltelt id6, mig az alsé részén az
adott idéegységre es6 EPSP-k szdma van feltiintetve az id6 fiiggvényében. J6l megfigyelheté az EPSP-
k szamanak nagymértékli névekedése a SP (1umol/l) applikacié sordn. A sziirke oszlopok azokat az
idészakaszokat jelzik, amikor a regisztrdlt neuron tiizelési mintdzatit és membridnparamétereit
allapitottuk meg.

A megfigyelt SP hatast az SR140333 (10nmol/l) nem-petid NK1 receptor
antagonista effektiven blokkolta 11-bdl 7 esetben. Az antagonista jelenétében a SP
EPSP-szam novekedést nem volt képes kivaltani. Az antagonista kimosdsat kovetden

a SP ismételt, ekkor mar onéllé alkalmazasa éltaldban nem jart markdns EPSP szdm
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novekedéssel (13. dbra). Elképzelhetd, hogy az NK1 receptor deszenzitizacidjat ebben
az esetben a nem-peptid antagonista kapcsolddésa is kivéltja és ez a mechanizmus
felelos a SP hatas elmaraddsaért.

A [Sar9,Met(O,)11]-SP (50-200nmol/l1) potens NKI1 receptor agonistaval
végzett kisérletek sordn a SP hatdsdhoz nagyon hasonld, nagymértékii EPSP-szam
novekedés volt megfigyelheté mind a 9 vizsgalt sejt esetében (14. dbra).

Ezek utdn azt akartuk megvizsgélni, hogy a megnovekedett EPSP szam
hatterében a spontdn szinaptikus transzmisszobol ad6dé EPSPk szamédnak novekedése
all, vagyis a SP a preszinaptikus neuronok tiizelésési frekvencidjat noveli-e meg,
avagy az akciés potencidl fliggetlen transzmitterfelszabadulds novekszik meg és
ebben az esetben az un. mini-EPSP-k szdménak novekedése all a nett6 EPSP
frekvencia emelkedés hatterében. A kérdés megvalaszoldsa érdekében megismételtiik
a SP (1umol/l) applikdciét 500nmol/l TTX jelenlétében. A TTX bemosdsat kovetden

a kezdeti EPSP-szdm lecsokkent és azt a SP (1umol/l) applikdcié nem befolyasolta
(15. abra).

P (1uM
SP (1uM) SP (1uM)

35 - . * SR 140333 (10nM)
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13. abra Az SR140333 kodjelii specifikus nem-peptid antagonista effektiven gatolta a SP kivaltott
EPSP-szam novekedést. Az dbra fels6 részén az egymast kovetd EPSP-k kozott eltelt id6, mig az alsé
részén az adott idéegységre es6 EPSP-k szdma van feltiintetve az id6 fiiggvényében. Lithatd, hogy az
SR140333 jelenlétében a SP (1uM) nem valtja ki a kordbban megfigyelt EPSP-szdm novekedést. A
sziirke oszlopok azokat az iddszakaszokat jelzik, amikor a regisztrdlt neuron tiizelési mintdzatat és
membranparamétereit dllapitottuk meg.
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[Sar9Met(02)11]-SP
(50-200nM)
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14. abra Az NKI1 receptor szelektiv agonistaja a SP-hez hasonlé EPSP gyakorisag-novekedést
idéz elé intermedier sziirkeallomanybeli neuronokon. Az dbra felsé részén az egymadst kovetd
EPSP-k kozott eltelt id6, mig az alsé részén az adott idéegységre esé EPSP-k szdma van feltiintetve az
id6 fiiggvényében. Az agonista markdns hatdsa nem volt kimoshaté a 10 perces idGtartam alatt. A
sziirke oszlopok azokat az iddszakaszokat jelzik, amikor a regisztrdlt neuron tiizelési mintdzatat és
membranparamétereit dllapitottuk meg.

SP (1uM)

TTX (500nM1)

EPSP amplitido (mV)

EPSP-k kbzotti
id&tartam {ms)

EPSP-k szdma (n)

a 2 4 & 8 10 12 14 18 18 20 22 24 28 28 30 3z 34 36 38 40 42
ldé {min}

15. abra A SP (1pmol/l) okozta EPSP szam novekedés elmaradt TTX (500nmol/l) jelnlétében.
Feliil az EPSP-k amplitidédja, az dbra kdz€psd részén az egymadst kdvetd EPSP-k kozott eltelt id6, mig
az alsé részén az adott iddegységre es6 EPSP-k szdma van feltiintetve az id6 fliggvényében. A sziirke
oszlopok azokat az iddszakaszokat jelzik, amikor a regisztrdlt neuron tiizelési mintdzatit és
membranparamétereit allapitottuk meg.
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4.4.2. SP  hatisa az intermedier  sziirkedllomdny neuronjainak
membrdnparamétereire

Azutédn, hogy a SP preszinaptikus hatdsa igazolddott, megprobaltuk kideriteni,
hogy a posztszinaptikus membranon immunhisztokémidval igazoltan expresszalt NK1
receptorokon van-e hatdsa a SP-nek, befolydsolja-e a regisztralt neuronok valmilyen
membranparaméterét. Neuronjainkat a korabbi kisérleteink sordn megfigyelt tiizelési
mintdzat csoportokra osztottuk. A 11 vizsgdlt neuron koziil az 1uM SP applikéciéd
soran mindhdrom megfigyelt tiizelési mintazat csoportba tartoz6 neuronok bemeneti
ellendlldsa lecsokkent. Legmarkdnsabb a ,repetitive” csoportba tartozé sejtek
esetében volt ez a csokkenés, ahol kovetkezményesen a tiizelési mintdzat is valtozott;
az AP frekvencia nagymértékben csokkent véltozatlan amplitidéja depolarizald
dramimpulzus sordn. Mig a ,,phasic” és ,,slow” csoportban ez a hatds reverzibilisnek
bizonyult, addig a ,repetitive” csoport neuronjainak ellendlldsa irreverzibilisen

megvaltozott a SP alkalmazasat kovetden (16. dbra).
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16. abra SP (ImM) hatasa a Kiilonbo6zo tiizelési mintazat csoportokba tartozé neuronok
membranparamétereire. REP: A “repetitive” csoportba tartozé sejtek SP applikici6
eredményeképpen egyre kisebb szamui AP-t produkaltak adott amplitid6ji dramimpulzusra 800ms alatt
(feliil). A sejtek bemeneti ellendllisa SP hatdsdsra irreverzibilisen csokkent (kozépen). Ennek
megfelelden a tiizelési kiiszob eléréséhez sziikséges dramimpulzus amplitidéja (alul) novekedett.
PHA, SLO: A “phasic” és “slow” csoportba tartozé neuronok tiizelési frekvencidjaban (feliil),
bemeneti ellenalldsdban (kozépen) és a tiizelési kiiszob eléréséhez sziikséges 4dramimpulzus
amplitidéjaban (alul) csak kismértékii reverzibilis véltozds volt megfigyelhetdé a SP applikacié
kovetkeztében. Az 4bra legfelsd részén az adott sejtcsoportra jellemzd tiizelési mintdzat lathato.



5. MEGBESZELES

5.1. Hatsogyoki ganglionsejtek SP érzékenysége

Az értekezésben bemutatott eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy
fiatal patkdnyok DRG neuronjainak egy szub-populdciéja funkciondlis NKI1
receptorokat expresszdl. Mivel immunhisztokémiai eredményeink fiatal allatokbol
szarmaztak €s korabbi in vitro DRG preparatumokon végzett elektrofizioldgiai
kisérletek eredménye alapjan az intracelluldris elvezetések is stabilabbak fiatal
allatokbdl szarmazé prepardtumokon (Nagy és mitsai., 1993; Nagy és mtsai., 1996),
ezért a kisérletsorozatot kizardlag fiatal patkanyokon végeztiik.

A jelen kisérletekben haszndlt NKI1 receptor ellenes antitest a
receptormolekula C-termindlisdnak 15 aminosavnyi szekvencidjara specifikus (Vigna
€s mtsai., 1994). Ezt az antitestet alkalmaztdk kordbban gerincvelOben, nucleus
trigeminalis caudalis-ban (Zhu és mtsai., 1986), felndtt patkdny DRG-ban illetve
periférids idegben (Carlton és mtsai., 1996; Brown és mtsai., 1995; Littlewood és
mtsai., 1995; Szucs és mtsai., 1995). Annak ellenére, hogy a gerincvelOben
nagyszamu NK1 receptort mutattak ki az antitesttel, felnétt patkiny DRG-ben nem
taldltak imunoreaktivitast (Brown és mtsai., 1995). A Brown és mtsai (1995) és a mi
adataink kozotti eltérés tobbféleképpen magyardzhat6. A DRG neuronok NKI1
receptor expresszidja a posztnatdlis fejlédés sordn csokkenhet, mint ahogy azt szamos
-koztiik az NK1- receptor esetében megfigyelték (Kar és Quirion, 1995). A DRG-n
beliili immunoreaktivitds csokkenést a receptornak a fejlddés sordn a szoméardl a
periférias €s centralis termindlisokba valo transzlokacioja is eredményezheti.

Kisérleteinkben a teljes DRG sejtpopulacié 1/3-a mutatott NK1 receptor
immunopozitivitast, mig intracelluléris elvezetéssel a neuronok 1/5-e bizonyult SP-vel
aktivalhatonak. Immunhisztokémiai eredményeink j6 Osszhangban vannak a korabbi
leirasok tobbségével, amik szerint a DRG neuronok 30-40%-a érzékeny SP-re (Dray
és mtsai., 1982; Kumazawa és mtsai., 1979; Li és mtsai., 1998; Bowie és mtsai.,
1994).

Vizsgalatainkban az NKI1 receptor immunopozitiv neuronok tobbsége a
kozepes-kis mérettartomanyba esett. Osszehasonlité morfolégai és fiziolégiai

vizsgdlatok alapjan a kozepes- és kis DRG neuronok Ad- és C- tipusiak (Harper és
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Lawson, 1985; Cameron és mtsai., 1986; Lawson és Waddel, 1991; Lee és mtsai.,
1986). Kisérleteinkben mi is Ad- és C- tipusi neuronokban figyeltiink meg
depolarizaciot illetve tiizelést SP hatdsara.

A szelektiv és hatékony NK1 receptor antagonista RP67580 (Garret és mtsai.,
1991; Fardin és mtsai., 1993) csak mintegy 25%-kal csokkentette a hits6 gyokéren
SP-vel kiviltott depolarizacié amplitidéjat. Ujabb irodalmi adatok szerint ugyanakkor
a DRG neuronok egy szub-populdcidja az osszes NK receptor tipuson keresztiil
aktivalhaté (Brechenmacher és mtsai., 1998). Bar a SP legnagyobb affinitdssal az
NKI1 receptorhoz kotddik, képes aktivalni az NK2 és NK3 receptorokat is (Maggi €s
mtsai., 1993). Ennek megfelelden elképzelhetd, hogy a SP kivéltotta valasz RP67580
nagy koncentricidja dltal sem befolydsolt részéért a DRG sejtek NK2 és NK3
receptorok révén megvaldsulo aktivacidja felelds. Lehetséges azonban az is, hogy az
RP67580 hatékonyabb a kozponti- mint a periférids idegrendszerben.

A funkcionélis NK1 receptorok jelenléte a DRG neuronokon sziikségszertien
felveti élettani jelentOségiik kérdését. Az egyik lehetdség, hogy a szenzoros
ganglionokon beliil expresszdlodd6 NKI1 receptorok magukban a ganglionokban
jatszanak szerepet a szenzoros informdécidfeldolgozdsban. Madsrészt elképzelhetd,
hogy ezen receptorok csak adtmenetileg, a periférids illetve a centrélis termindlisokba
valé transzportdldst megel6zden expresszdlédnak a neuronok szémdjan. Brown és
mtsai (1995) kordbban nem taldltak NKI1 receptor immunoreaktivitist a primér
afferenseken a gerincvelében. A mi eredményeink szerint Ad- és C- karakterisztikdval
bir6 DRG neuronok funkciondlis NK1 receptorokat expresszdlnak. Az a tény, hogy
ezen rosttipusok zome az gerincvel6i I-es lamindban végzddik, ahol a legnagyobb
NKI1 receptor immunopozitivitds figyelheté meg (Littlewood és mtsai., 1995; Sziics

€s mtsai., 1995), tovabbi vizsgalatok igényét veti fel.

5.2. NK1 receptor immunoreaktivitas fiatal patkanyok lumbalis gerincvel6jében
Az NKI1 receptorral végzett kisérletek célja az volt, hogy jellemezziik az NK1

receptor immunoreaktivitds eloszldsat fiatal patkdnyok lumbdlis gerincveldjében.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy az altalunk taldlt immunopozitivitdsi mintdzat

szinte mindenben azonosnak bizonyult a kordabban felndtt allatokban leirttal
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(Moussaoui és mtsai., 1992; Bleazard és mtsai., 1994; Nakaya és mtsai., 1994; Brown
és mtsai., 1995; Todd és mtsai., 1998).

Az NKI receptor pozitiv és a Nissl-festett sejttestek szamabol meghatarozott
relativ immunopozitiv sejtszam a mi esetiinkben koriilbeliil a felndtt allatban hasonlo
vizsgélati eljardssal tapasztalt érték (Brown és mtsai., 1995) kétszeresének bizonyult
fénymikroszkopos szinten vizsgdlva. Ez alapjan fiatal patkdnyokban vagy az NK1
receptort expresszald neuronok relativ szdma nagyobb, vagy pedig az NKI1 receptor
expresszio szintje tobb neuronban éri el a detektdlhatdsag szintjét. Ez a fokozott NK1
receptor expresszid6 jol egybeesik azokkal az autoradiografids eredményekkel,
amelyek fiatal allatok lumbalis gerincveldjében 50%-al tobb SP kotéhelyet mutattak
ki mint a felndtt patkdnyokéban (Kar és Quirion, 1995).

A fiatal patkdnyokban taldlt immunopozitiv neuronok tobbsége ugyanazokba a
csoportokba tartozik mint a felndtt dllatokban megfigyeltek, bar néhany laminaban
akadtak kisebb eltérések (Bleazard és mtsai., 1994; Brown és mtsai., 1995; Littlewood
és mtsai., 1995).

Erdekes eredmény, hogy a mélyebb hitsé szarv és az intermedier
sziirkedllomédny bizonyos teriiletein is megfigyelhetOk voltak halvanyan, de
hatdrozottan immunopozitiv sejttestek. Kordbbi irodalmi adatok hasonlé jellegii, foleg
neuronok sejttestjein megtaldlhaté NK1 receptor immunopozitivitasrl szaimolnak be
felnott patkdny gerincvelon (Moussaoui és mtsai., 1992), valamint emberi Gjsziilott és
felnétt gerincvelOben egyarant (Ding €s mtsai., 1999). Mivel az ezeken a neuronkon
elhelyezkedd NK1 receptorok funkciéjarél nem sokat tudunk, célul tiiztiik ki tovabbi
kisérleteinkben az intermedier sziirkedllomanyban és az V-VI-os lamindkban taldlhat6
neuronok fizioldgiai és morfologiai karakterizalasat, valamint a rajtuk megtalalhaté

NKI1 receptorok esetleges szerepének tisztazasat.

5.3. Az intermedier sziirkeillomanyban és az V-VI-os laminiban talalhato

neuronok fiziolégiai és morfologiai karakterizalasa

Altaldnosan elfogadott tény, hogy az intermedier sziirkedllomany és a mellsd
szarv sejtjei, melyek egy jelentds része a gerincvel6i motoros appardtus részének
tekinthetd, szamos gerincveldi- és felsobb szintli kdozpontbdl szdrmazd szinaptikus
bemenetet fogadnak és integrdlnak. Kisérleteinkkel az itt taldlhatd neuronok

membransajatsdgainak €s morfologidjanak megismerésével tovabbi adatokat
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kivantunk szolgéltatni az ezekbdl a paraméterekbdl adddo integrativ képesség és a
neuronok lokalis neurondlis hdlézatokban betoltott szerepének megértéséhez.

Eredményeink arra utalnak, hogy az intermedier sziirkeallomédny neuronjai
morfoldgiai és elektrofizioldgiai paramétereik alapjan heterogén populaciét alkotnak.
Tiizelési mintazataik alapjan négy csoprotot kiilonboztettiink meg. Korabbi riodalmi
adatok mar beszamoltak ,,phasic”, ,repetititive” és ,,single” tiizelési mintdzatokrol a
gerincveld felszines- és mély hatsé szarvaban (Hochman €s mtsai., 1997; Prescott és
Koninck, 2002), valamint héts6 szarvi neurontenyészeteken (Jo és mtsai., 1998). Az
altalunk megfigyelt ,,slow” mintdzat ugyanakkor legjobb tudomdsunk szerint eddig
még nem kertilt leirdsra.

Természetesen felmeriil a kérdés, hogy mennyiben a neuronok intrinsic
sajatossdga az altaluk kiiszobfeletti depolarizalé dramimpulzusokra adott AP sorozat,
€s mennyiben fiigg ez a vélasz a szeletprepardtumokban 4ltalunk is megfigyelt,
hogy neuron-kulturakon -ahol ilyen komplex neuronhélézatok kialakuldsa nem, vagy
csak hosszu 1d6 utdn valdszinii- ugyanezeket a tiizelési mintdzatokat figyelték meg (Jo
€s mtsai., 1998), akkor valdszinii, hogy a mintdzatok kialakitdsaért elsdsorban a
neuronok membransajatsagai és ioncsatorna dsszetétele felelosek.

A ,phasic” és ,repetitive” neuronok sem morfologidjukat, sem
membrinparamétereiket, sem eloszlasukat tekintve nem kiilonithetdk el olyan élesen
az V-VII lamindkban, mint a gerincvel6 més teriiletein. Erre utal az a tény is, hogy 5
neuront nem tudtunk sem egyik, sem masik kategéridba sorolni, mivel mind a
,phasic”, mind a ,repetitive” neuronok karakterisztikus jegyeit mutattdk, mintegy
dtmenetet képzeve a két csoport kozott. Igy lehet, hogy ez a két tiizelési mintdzat egy
heterogén sejtpopulacié két szélsoséges megjelenési formajat képviseli. E két, a
gerincvelOben mindeniitt megtaldlhat6 tiizelési mintdzatot mutaté neuronpopuldciét
vizsgalva Prescott és Koninck (2002) arra a kovetkeztetésre jutottak, hogy lassu
szinaptikus potencidlvaltozdsaikkal és alacsony membran iddédllanddjukkal ezek a
neuronok kiilonosen alkalmasak a szinaptikus bemenetek idobeni szummacidjara és
integracidjara valamint a stimulus inteznitdsdnak megfelel valaszra.

Fentiekkel szemben a ,single” sejtek képtelenek a fogadott stimulus
erOsségének €s idotartamdnak a tiizelési frekvencidn keresztiili koddlasara, de
alkalmasak arra, hogy nagy frekvencidja (pl. ,,burst”-616 neuronok) vagy ritmikus

bemeneteket kovessenek valaszaikkal (Thomson és mtsai., 1989). Ennek megfeleléen
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alkalmasak lehetnek szinaptikus bemenetek aktivitdsanak detektdldsara (Ruscheweyh
€s Sandkiihler, 2002). Vizsgdlatainkban a ,,single” neuronok tobbségét az V-VI
lamindkban talaltuk meg. Hasonl6 tiizelési mintdzati neuronokat a feliiletes és mély
hatsé szarvban, kiilonboz0 tipusti primér afferensek végzddési zondjaban (Fytfe,
1984) mar korabban is leirtak (Hochman €s mtsai., 1997; Prescott és Koninck, 2002).
Ez a tény megengedi a feltételezést, hogy a ,single” neuronok szinaptikus
bemeneteinek egy része primér szenzoros neuronokbdl is szdrmazhat. Ezt tdmasztja
ald az is, hogy az la tipusi gitl6 interneuronok erds beidegzést kapnak primér
afferensektdl (Jankowska, 1992), valamint az, hogy ezek az la neuronok macska
gerincvelOben szintén ,single” tiizelési mintdzatot mutattak (Jankowska, 2001).
Immunhisztokémiai kisérleteink sordn az V-VI-os lamindkban mi is taldltunk NKI1
receptor immunopozitiv sejttesteket.

Az altalunk leirt ,slow” tiizelési mintdzatd sejtek jol -elkiiloniild
membranparaméterekkel (pl. igen alacsony bemeneti ellendllds, kis tiizelési
frekvencia) rendelkeztek €s sajatos morfoldgiai jegyeket is mutattak (nagy sejttest,
igen kiterjedt és gazdagon eldgazd dendritfa), ugyanakkor jellegzetes mddon az
intermedier sziirkedllomany ventromedidlis részén helyezkedtek el, ott, ahol hasonld
morfol6gidji neuronok szémdin hatdrozott NKI1 receptor immunoreaktivitast
figyeltiink meg kordbban. Elhelyezkedésiik alapjan ugy gondoljuk, hogy a ,,slow”
neuronok fontos részét képezhetik a gerincveld ritmus- illetve mintdzat generdld
hal6zatainak, valamint comissurdlis axon-kollaterélisaikkal részt vehetnek a jobb-bal,

illetve flexor-extensor alternacio kialakitasaban is.

5.4. Intermedier sziirkeallomanybeli neuronok SP érzékenysége

Az a tény, hogy az intermedier sziirkedllomanyban nem regisztraltunk ,,single”
tiizelési mintdzatd neuront, jol megfelel kordbbi eredményeinknek, miszerint ezek a
sejtek inkdbb az V-VI-os lamindkban taldlhatok meg.

Az NKI receptorok jelenlétének vizsgélatardl és szerepérdl az intermedier
sziirkedllomdnyban nem sok irodalmi adat all rendelkezésre. Kozel egy évtizeddel
ezeldtt néhany kozlemény foglalkozott azzal a megfigyeléssel, hogy mellsd gyokér
regisztratumokon illetve motoneuronokon végzett intracellularis elvezetésekben hatsé
gyokér vagy primér afferens stimuldcié eredményeképpen kialakulé depolarizacid

gitolhaté NK1 receptor antagonistdkkal (pl. SR140333, Baranauskas és mtsai., 1995;
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RP67580, Hosoki és mtsai., 1994). Ez a megallapitds indirekt utalds volt funkcionélis
NKI1 receptorok jelenétére a mellsé szarv sejtjein, koztiik a motoneuronokon.

Ugyanakkor néhany kozlemény beszamolt arrdl, hogy SP pozitiv termindlisok
stirl halozata talalhaté bizonyos intermedier sziirkeallomédny neuronok koriil patkdny
L2-4-es szegmentumaiban (Oldfield és mtsai., 1985), illetve SP tartalmi neuronokat
és termindlisokat frtak le ezen a teriileten patkdnyban, valamint emberi és majom
gerincveldben (Uda és mtsai., 1985; de Lanerolle és mtsai., 1982).

Eziddig azonban igen kevés kozvetlen bizonyiték &ll rendelkezésre az
intermedier sziirkedllomdnyban NKI1 receptor immunoreaktivitist eredményezd
funkciondlis NKI1 receptorokrél. Bemutatott eredményeink harom fontos
kovetkeztetést engednek meg:

1. Az intermedier sziirkedllomdny neuronjai nagy mennyiségli bemenetet kapnak
SP érzékeny neuronoktol, igy azok aktivitdsianak fokozdsa SP-vel az intermedier
sziirkedllomédny neuronok membranjan regisztrdlt EPSP-k szamdnak nagymértékii
megnovekedését idézi eld. Ez a hatds valosziniileg elsdsorban NKI1 receptoron
keresztiil valésul meg, mivel az NKI1 receptor specifikus antagonistdja effektiven
gatolta, mig egy hatékony agonista reprodukélta a SP altal kivaltott valaszt. A SP-
aktivalt preszinaptikus neuronok elhelyezkedésének tisztazdsa tovabbi vizsgéalatokat
igényel. Lehetséges lokalizdcioként felmeriil a hétsé szarv, valamint maga az
intermedier sziirkedllomény.

2. A TTX-nal végzett kisérletek eredményei alapjan kizarhatd, hogy AP
fiiggetlen transzmitterfelszabadulds (mini EPSP) dllna a megnovekedett EPSP szdm
hatterében,. Bar a vizsgdlt neuronokon végzddd termindlisokon talalhatd
preszinaptikus NK1 receptor 1éte nem zarhaté ki, az immunhisztokémiai jelolések
sordn ebben a lamindban domindnsan sejttestes jelolést kaptunk és nem lattunk
rostvégzddéseket.

3. A SP applikaci6 a hdrom regisztralt tiizelési mintdzat csoportba tartozo
neuronok koziil legnagyobb mértékben a ,repetitive” sejtek bemeneti ellenélldsat és
tiizelési frekvencidjat valtoztatta meg. Ez a tény igazolni latszik a funkciondlis NK1
receptorok jelenlétét az intermedier sziirkedllominy neuronjainak egy részében.
Annak a kérdésnek a tisztdzdsa, hogy vajon a funkciondlis NK1 receptort expresszald
sejtek  egybeesnek-e a  ,repetitive” csoport  neuronjaival, tovabbi

immunhisztokémidval kombindlt elektrofizioldgiai kisérletek elvégzését igényli.
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Tovabbi vizsgélatokat igényel az a megfigyelés is, hogy ritkdn tapasztaltuk a hétsé

szarvi, és DRG neuronok SP-aktivacidjara jellemzd elnyujtott depolarizaciot.

Mindezeket egybevetve elmondhatd, hogy a SP ,klasszikus” nociceptiv
informdciéfeldolgozdsban betoltott szerepe mellett nagy hatdssal van a gerincveld
egyéb neurondlis hdldzatainak miikodésére is, igy valdszinlileg a nociceptiv
informécidnak a gerincveld egyéb funkcidiba valo integrdldsaban is részt vehet. Ezt a
feltételezést tdmasztja ald az az irodalmi adat, hogy a C-tipusi primér afferensek
ingerlésével, illetve SP adagoldsaval kivalthaté flexor reflex érzékenység-fokozdodas
effektiven gitolhaté NK1 receptor antagonistdval (Wiesenfeld-Hallin és mtsai., 1991).

Eddigi eredményeink ol beleilleszthetoek a fent idézett megéllapitasok rendszerébe.
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6. OSSZEFOGLALO

Az értekezésben bemutatott kisérletekben igazoltuk, hogy fiatal patkany
lumbdlis DRG neuronjainak egy szub-populdcidja funkciondlis NKI1 receptorokat
expresszdl. Ez a megfigyelés jo egyezést mutat a DRG neuronok egy részének
kordbban mar leirt SP érzékenységével. Az NK1 receptor immunopozitiv neuronok a
kis-kozepes mérettartomanyba tartoznak, amely sejtek kordbbi adatok alapjan Ad és C
tipusu rostokkal rendelkeznek. Igazolt tény, hogy ezen rostok zéme a gerincveld I-es
lamindjédban végzodik. Immunhisztokémiai eldrdssal megvizsgalva az NKI1 receptor
expresszid megoszlasat fiatal patkdnyok lumbadlis gerincveld szakaszain, a felszines
lamindkban, féleg az I-es teriiletén a fentiekkel Osszhangban intezniv rost- és
sejtjelolodést kaptunk. Az NKI1 receptor immunoreaktivitds megoszldsa megfelelt a
felnott dllatban kordbban leirt eloszlasnak.

A lumbdlis gerincveld V-VI-os lamindiban és intermedier sziirkedllomanyaban
NK1 receptor immunoreaktiv sejttestekkel rendelkezd, nagyméretli neuronokat
talaltunk, amelyeknek karakterizalasit kombinalt morfoldgiai-elektrofizioldgiai
modszerekkel végeztiik el. Tiizelési mintdzataik alapjan az itt taldlhat6 neuronokat
négy csoportba soroltuk, melyek koziil harmat kordbban a gerincvelé mads teriiletein
mar megfigyeltek. Kisérleteinkben leirtunk egy negyedik, tn. ,slow” tiizelési
mintdzatot, amit eziddig a gerincveldben mdashol nem emlitettek. A ,,slow” sejtek
mind jellegzetes morfoldgidjuk, mind eloszlasuk alapjan elkiiloniiltek a teriilet tobbi
sejtjétol.

Az intermedier sziirkedllomdny neuronjain taldlhat6 NKI1 receptorok
funkciéjanak vizsgédlatakor nagymértéki EPSP szam novekedést figyeltiink meg SP
alkalmazasit kovetden. Az ily médon igazolt preszinaptikus hatds mellett azonban
egyes sejtek esetében a membrdn bizonyos paramétereinek (bemeneti ellendllas,
tiizelési kiiszob) megvaltozasat is megfigyeltiik, ami a sejten funkciondlis NKI1
receptorok jelenlétére utalhat.

Fenti eredmények hozzdjarulhatnak a tachykininek fédjdalominforicio-

feldolgozasban és nociceptiv reflexekben betoltott szerepének jobb megértéséhez.
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Combined electrophysiological and morphological investigation of substance P
(SP) — neurokinin 1 (NK1) receptor interaction in the spinal cord and dorsal root
ganglia of the rat

Péter Sziics, Dr. Department of Anatomy, Histology and Embryology

University of Debrecen, Medical and Health Science Centre, Debrecen, Hungary

The results of the present theses demonstrate that a sub-population of DRG
neurons expresses functional NK1 receptors in young rats. These neurons belong to
the small and medium size cell populations, that previously have been shown to
posess type C and AJ fibers, majority of which are terminating in lamina I of the
spinal dorsal horn.

We used immunohistochelmical methods to investigate the distribution of
NKI1 receptor immunorceativity in the spinal cord of young rats. We found strong
immunolabelling in the superficial laminae, especially in lamina I where mainly fibers
appeared to be immnunopsitive. This distribution pattern was similar to that reported
in older animals. We found NK1 receptor immunopostitve cell bodies in laminae V-
VI and in the intermedier gray matter of the lumbar spinal cord. We applied both
morphological and electrophysiological techniques in order to characterize these
neurons.

Upon the basis of their firing pattern (response to 800ms long suprathreshold
depolarising current steps) we distinguished four groups of the recorded neurons,
three of which have been previously reported in different areas of the spinal cord. In
our experiments we described a fourth group of neurons with a so-called "slow" firing
pattern, characteristic morphological features and specific laminar distirbution. To our
best knowledge this is the first time that "slow" firing neurons have been reported in
the spinal cord.

We observed a large increase in the number of EPSPs reaching the neurons of
the intermedier gray matter during SP application suggesting a presynaptic effect of
SP. In certain cells we documented changes in the membrane resistance and friring
threshold that are likely to be connected to the presence of fiunctional NK1 receptors.

We hope that our results provide more data for a better understanding of the

role of tachykinins in nociceptiv information processing and reflexes.

53



7. IRODALOMJEGYZEK

7.1. Hivatkozott kozlemények

Abbadie,C., Brown,J.L., Mantyh,P.W. & Basbaum,A.I. (1996) Spinal cord substance
P receptor immunoreactivity increases in both inflammatory and nerve injury models

of persistent pain. Neuroscience, 70, 201-209.

Andersen,R.K., Lund,J.P. & PuilLE. (1978) Enkephalin and substance P effects related
to trigeminal pain. Can.J Physiol Pharmacol, 56, 216-222.

Baranauskas,G., Traversa,U., Rosati,A.M. & Nistri,A. (1995) An NK1 receptor-
dependent component of the slow excitation recorded intracellularly from rat

motoneurons following dorsal root stimulation. Eur.J Neurosci, 7, 2409-2417.

Baranauskas,G. & Nistri,A. (1996) NMDA receptor-independent mechanisms
responsible for the rate of rise of cumulative depolarization evoked by trains of dorsal

root stimuli on rat spinal motoneurones. Brain Res, 738, 329-332.

Barber,R.P., Vaughn,J.E., Slemmon,J.R., Salvaterra,P.M., Roberts,E. & Leeman,S.E.
(1979) The origin, distribution and synaptic relationships of substance P axons in rat

spinal cord. J Comp Neurol., 184, 331-351.

Barbut,D., Polak,J.M. & Wall,P.D. (1981) Substance P in spinal cord dorsal horn
decreases following peripheral nerve injury. Brain Res, 205, 289-298.

Battaglia,G. & Rustioni,A. (1988) Coexistence of glutamate and substance P in dorsal

root ganglion neurons of the rat and monkey. J Comp Neurol., 277, 302-312.

Beal,J.A. (1983) Identification of presumptive long axon neurons in the substantia

gelatinosa of the rat lumbosacral spinal cord: a Golgi study. Neurosci Lett., 41, 9-14.

54



Bishop,A.E., Hamid,Q.A., Adams,C., Bretherton-Watt,D., Jones,P.M., Denny,P.,
Stamp,G.W., Hurt,R.L., Grimelius,L., Harmar,A.J. & . (1989) Expression of
tachykinins by ileal and lung carcinoid tumors assessed by combined in situ

hybridization, immunocytochemistry, and radioimmunoassay. Cancer, 63, 1129-1137.

Bjorklund,H., Dalsgaard,C.J., Jonsson,C.E. & Hermansson,A. (1986) Sensory and
autonomic innervation of non-hairy and hairy human skin. An immunohistochemical

study. Cell Tissue Res, 243, 51-57.

Bleazard,L., HillLR.G. & Morris,R. (1994) The correlation between the distribution of
the NK1 receptor and the actions of tachykinin agonists in the dorsal horn of the rat
indicates that substance P does not have a functional role on substantia gelatinosa

(lamina II) neurons. J Neurosci, 14, 7655-7664.

Bonner,T.I., Affolter,H.U., Young,A.C. & Young,W.S., IlT (1987) A cDNA encoding
the precursor of the rat neuropeptide, neurokinin B. Brain Res, 388, 243-249.

Bonner,T.I. (1989) The molecular basis of muscarinic receptor diversity. Trends

Neurosci., 12, 148-151.

Bowie,D., Feltz,P. & Schlichter,R. (1994) Subpopulations of neonatal rat sensory
neurons express functional neurotransmitter receptors which elevate intracellular

calcium. Neuroscience, 58, 141-149.

Brechenmacher,C., Larmet,Y., Feltz,P. & Rodeau,J.L. (1998) Cultured rat sensory
neurones express functional tachykinin receptor subtypes 1, 2 and 3. Neurosci Lett.,

241, 159-162.

Brimijoin,S., Lundberg,J.M., Brodin,E., Hokfelt,T. & Nilsson,G. (1980) Axonal
transport of substance P in the vagus and sciatic nerves of the guinea pig. Brain Res,

191, 443-457.

Brodin,E., Lindefors,N., Dalsgaard,C.J., Theodorsson-Norheim,E. & Rosell,S. (1986)
Tachykinin multiplicity in rat central nervous system as studied using antisera raised

against substance P and neurokinin A. Regul.Pept., 13, 253-272.

55



Brown,A.G. (1981) Organisation of the Spinal Cord. The Anatomy and Physiology of
Identified Neurons Springer, New York.

Brown,J.L., Liu,H., Maggio,J.E., Vigna,S.R., Mantyh,P.W. & Basbaum,A.I. (1995)
Morphological characterization of substance P receptor-immunoreactive neurons in

the rat spinal cord and trigeminal nucleus caudalis. J Comp Neurol., 356, 327-344.

Buck,S.H. & Burcher,E. (1986) The tachykinins: a family of peptides with a brood of

'receptors'. Trends in Pharmacological Sciences, 7, 65-68.

Cameron,A.A., Leah,J.D. & Snow,P.J. (1986) The electrophysiological and

morphological characteristics of feline dorsal root ganglion cells. Brain Res, 362, 1-6.

Carlton,S.M., Zhou,S. & Coggeshall,R.E. (1996) Localization and activation of
substance P receptors in unmyelinated axons of rat glabrous skin. Brain Res, 734,

103-108.

Chang, M.M. & Leeman,S.E. (1970) Isolation of a sialogogic peptide from bovine
hypothalamic tissue and its characterization as substance P. J Biol. Chem., 245, 4784-

4790.

Chang M.M., Leeman,S.E. & Niall,LH.D. (1971) Amino-acid sequence of substance P.
Nat.New Biol., 232 , 86-87.

Chertien,M., Sikstrom,R., Lazure,C., Mbikay,M., Nasiannet,S., Marcinkiewicz,M. &
Seida,N. (1989) Expression of the diversity of neuronal and hormonal peptides in the
cleavage of precursor molecules. In Martinex,J. (ed), Peptide Hormones as

Prohormones. Ellis Horwood, London, pp. 1-24.

Cooper,P.E., Fernstrom,M.H., Rorstad,O.P., Leeman,S.E. & Martin,J.B. (1981) The
regional distribution of somatostatin, substance P and neurotensin in human brain.

Brain Res, 218, 219-232.

Creutzfeldt,W. (1996) Carcinoid tumors: development of our knowledge. World J
Surg., 20, 126-131.

56



Croul,S., Sverstiuk,A., Radzievsky,A. & Murray,M. (1995) Modulation of
neurotransmitter receptors following unilateral L1-S2 deafferentation: NK1, NK3,

NMDA, and 5HT1a receptor binding autoradiography. J Comp Neurol., 361, 633-644.

Cuello,A.C., Jessell, T.M., Kanazawa,l. & Iversen,L.L. (1977) Substance P:
localization in synaptic vesicles in rat central nervous system. J Neurochem., 29, 7477-

751.

de Lanerolle,N.C. & LaMotte,C.C. (1982) The morphological relationships between
substance P immunoreactive processes and ventral horn neurons in the human and

monkey spinal cord. J Comp Neurol, 207, 305-13.

Ding,Y.Q., Zheng,H.X., Wang,D.S., Xu,J.Q., Gong,L.W., Lu,Y., Qin,B.Z., Shi,J.,
Li,H.L., Li,J.S., Shigemoto,R., Kaneko,T. & Mizuno,N. (1999) The distribution of
substance P receptor (NK1)-like immunoreactive neurons in the newborn and adult

human spinal cord. Neurosci Lett, 266, 133-6.

Douglas,F.L., Palkovits,M. & Brownstein,M.J. (1982) Regional distribution of
substance P-like immunoreactivity in the lower brainstem of the rat. Brain Res, 245,

376-378.

Dray,A. & Pinnock,R.D. (1982) Effects of substance P on adult rat sensory ganglion

neurones in vitro. Neurosci.Lett., 33, 61-66.

Dun,N.J. & Minota,S. (1981) Effects of substance P on neurones of the inferior

mesenteric ganglia of the guinea-pig. J Physiol, 321, 259-271.

Elliott,P.J., Mason,G.S., Graham,E.A., Turpin,M.P. & Hagan,R.M. (1992)
Modulation of the rat mesolimbic dopamine pathway by neurokinins. Behav.Brain

Res, 51, 77-82.

Emson,P.C., Arregui,A., Clement-Jones,V., Sandberg,B.E. & Rossor,M. (1980)
Regional distribution of methionine-enkephalin and substance P-like

immunoreactivity in normal human brain and in Huntington's disease. Brain Res, 199,

147-160.

57



Fardin,V., Foucault,F., Bock, M.D., Jolly,A., Flamand,O., Clerc,F. & Garret,C. (1993)
Variations in affinities for the NK1 receptor: differences between the non-peptide
substance P antagonists RP 67580 and CP-96,345 and the agonist septide.
Regul.Pept., 46, 300-303.

Fulton,B.P. (1987) Postnatal changes in conduction velocity and soma action potential

parameters of rat dorsal root ganglion neurones. Neurosci Lett., 73, 125-130.

Fyffe,R.E.W. (1984) Afferent fibres. In Davidoff,R.A. (ed), Handbook of the Spinal
Cord. MArcel Dekker Inc., New York, pp. 79-136.

Gale,J.S., Bird,E.D., Spoke,E.G., Ivejsen,L.L. & Jessel, T. (1978) Human brain
substance P: distribution in controls and Huntington's chorea. J Neurochem., 30, 633-

634.

Gamse,R., Mroz,E., Leeman,S. & Lembeck,F. The intestine as source of

immunoreactive substance P in plasma of the cat.

Gamse,R., Saria,A., Bucsics,A. & Lembeck,F. (1981) Substance P in tumors:
pheochromocytoma and carcinoid. Peptides, 2 Suppl 2, 275-280.

Garret,C., Carruette,A., Fardin,V., Moussaoui,S., Peyronel,J.F., Blanchard,J.C. &
Laduron,P.M. (1991) Pharmacological properties of a potent and selective nonpeptide
substance P antagonist. Proc Natl.Acad Sci U.S.A, 88, 10208-10212.

Gobel,S. (1978) Golgi studies of the neurons in layer II of the dorsal horn of the
medulla (trigeminal nucleus caudalis). J Comp Neurol., 180, 395-413.

Harada,Y ., Takahashi,T., Kuno,M., Nakayama,K., Masu,Y. & Nakanishi,S.
Expression of two different tachykinin receptors in Xenopus oocytes by exogenous

mRNAsS.

Harmar,A., Schofield,J.G. & Keen,P. (1981) Substance P biosynthesis in dorsal root
ganglia: an immunochemical study of [35S]methionine and [3H]proline incorporation

in vitro. Neuroscience, 6, 1917-1922.

Harper,A.A. & Lawson,S.N. (1985) Electrical properties of rat dorsal root ganglion

neurones with different peripheral nerve conduction velocities. J Physiol, 359, 47-63.

58



Heath,M.J., Lints,T.J., Lee,C.J. & Dodd,J. (1995) Functional expression of the
tachykinin NK1 receptor by floor plate cells in the embryonic rat spinal cord and

brainstem. J Physiol, 486 ( Pt 1), 139-148.

Herrero, JF, Laird, JIMA, De Felipe, C, Smith, AJ, Hunt, SP, and Cervero, F. Lack of
wind up of somatic nociceptive reflexes and persistence of visceral nociception in
NKI1 receptor knockout mice. Soc Neurosci Abst 23, 2354. 1997.

Ref Type: Abstract

Hochman,S., Garraway,S.M. & Pockett,S. (1997) Membrane properties of deep dorsal

horn neurons from neonatal rat spinal cord in vitro. Brain Res, 767, 214-219.

Hokfelt,T., Holets,V.R., Staines,W., Meister,B., Melander,T., Schalling,M.,
Schultzberg,M., Freedman,J., Bjorklund,H., Olson,L. & . Coexistence of neuronal

messengers--an overview.

Hokfelt,T., Kellerth,J.O., Nilsson,G. & Pernow,B. (1975) Substance p: localization in
the central nervous system and in some primary sensory neurons. Science, 190, 889-

890.

Holton,P. (1959) Further observations on substance P in degenerating nerve. J

Physiol, 149, 35.

Holzer,P. (1991) Capsaicin: cellular targets, mechanisms of action, and selectivity for

thin sensory neurons. Pharmacol Rev. , 43, 143-201.

Holzer,P. & Holzer-Petsche,U. (1997) Tachykinins in the gut. Part II. Roles in neural

excitation, secretion and inflammation. Pharmacol Ther., 73, 219-263.

Holzer,P. & Holzer-Petsche,U. (1997) Tachykinins in the gut. Part I. Expression,

release and motor function. Pharmacol Ther. , 73, 173-217.

Hosoki,R., Yanagisawa,M., Guo,J.Z., Yoshioka,K., Maehara,T. & Otsuka,M. (1994)
Effects of RP 67580, a tachykinin NK1 receptor antagonist, on a primary afferent-
evoked response of ventral roots in the neonatal rat spinal cord. Br.J Pharmacol, 113,

1141-1146.

59



Hylden,J.L. & Wilcox,G.L. (1981) Intrathecal substance P elicits a caudally-directed
biting and scratching behavior in mice. Brain Res, 217, 212-215.

Inagaki,S., Sakanaka,M., Shiosaka,S., Senba,E., Takatsuki,K., Takagi,H., Kawai,Y.,
Minagawa,H. & Tohyama,M. (1982) Ontogeny of substance P-containing neuron
system of the rat: immunohistochemical analysis--1. Forebrain and upper brain stem.

Neuroscience, 7, 251-277.

Jankowska,E. (1992) Interneuronal relay in spinal pathways from proprioceptors.

Prog.Neurobiol., 38, 335-378.

Jankowska,E. (2001) Spinal interneuronal systems: identification, multifunctional

character and reconfigurations in mammals. J Physiol, 533, 31-40.

Jessell, T., Tsunoo,A., Kanazawa,l. & Otsuka,M. (1979) Substance P: depletion in
the dorsal horn of rat spinal cord after section of the peripheral processes of
primary sensory neurons. Brain Res, 168, 247-259.

Jo,Y.H., StoeckelLM.E. & Schlichter,R. (1998) Electrophysiological properties of
cultured neonatal rat dorsal horn neurons containing GABA and met-enkephalin-like

immunoreactivity. J Neurophysiol., 79, 1583-1586.

Kage,R., McGregor,G.P., Thim,L. & Conlon,J.M. (1988) Neuropeptide-gamma: a
peptide isolated from rabbit intestine that is derived from gamma-preprotachykinin. J

Neurochem., 50, 1412-1417.

Kanazawa,l. & Jessell,T. (1976) Post mortem changes and regional distribution of

substance P in the rat and mouse nervous system. Brain Res, 117, 362-367.

Kangawa,K., Minamino,N., Fukuda,A. & Matsuo,H. (1983) Neuromedin K: a novel
mammalian tachykinin identified in porcine spinal cord. Biochem.Biophys.Res

Commun., 114, 533-540.

Kar,S. & Quirion,R. (1995) Neuropeptide receptors in developing and adult rat spinal
cord: an in vitro quantitative autoradiography study of calcitonin gene-related peptide,
neurokinins, mu-opioid, galanin, somatostatin, neurotensin and vasoactive intestinal

polypeptide receptors. J Comp Neurol., 354, 253-281.

60



Kawaguchi, Y., Hoshimaru,M., Nawa,H. & Nakanishi,S. (1986) Sequence analysis of
cloned cDNA for rat substance P precursor: existence of a third substance P precursor.

Biochem.Biophys.Res Commun., 139, 1040-1046.

Kimura,S., Okada,M., Sugita,Y., Kanazawa,l. & Munekata E (1983) Novel
neuropeptides, neurokinin a and b, isolated from porcine spinal cord. Proc Jpn Acad

B, 59, 101-104.

Kjaerulff,O., Barajon,l. & Kiehn,O. Sulphorhodamine-labelled cells in the neonatal

rat spinal cord following chemically induced locomotor activity in vitro.

Kotani,H., Hoshimaru,M., Nawa,H. & Nakanishi,S. (1986) Structure and gene
organization of bovine neuromedin K precursor. Proc Natl.Acad Sci.U.S.A, 83, 7074-

7078.

Krause,J.E., Chirgwin,J.M., Carter,M.S., Xu,Z.S. & Hershey,A.D. (1987) Three rat
preprotachykinin mRNAs encode the neuropeptides substance P and neurokinin A.

Proc Natl.Acad Sci.U.S.A, 84, 881-885.

Kumazawa,T. & Mizumura,K. (1979) Effects of synthetic substance P on unit-
discharges of testicular nociceptors of dogs. Brain Res, 170, 553-557.

Lawson,S.N. & Waddell,P.J. (1991) Soma neurofilament immunoreactivity is related
to cell size and fibre conduction velocity in rat primary sensory neurons. J Physiol,

435, 41-63.

Lecci,A., Giuliani,S., Patacchini,R., Viti,G. & Maggi,C.A. (1991) Role of NK1
tachykinin receptors in thermonociception: effect of (+/-)- CP 96,345, a non-peptide

substance P antagonist, on the hot plate test in mice. Neurosci Lett., 129, 299-302.

Lee,K.H., Chung K., Chung,J.M. & Coggeshall,R.E. (1986) Correlation of cell body
size, axon size, and signal conduction velocity for individually labelled dorsal root

ganglion cells in the cat. J Comp Neurol., 243, 335-346.

Lembeck,F. (1953) Zur Frage der zentralen Ubertragung afferenter Impulse III.
Mitteilung. Das Vorkommen und die Bedeutung der Substanz P in den dorsalen

Wurzeln des Ruckenmarks. Arch Exp Pathol Pharmakol, 219, 197-213.

61



Li,H.S. & Zhao,Z.Q. (1998) Small sensory neurons in the rat dorsal root ganglia
express functional NK-1 tachykinin receptor. Eur.J Neurosci, 10, 1292-1299.

Lima,D. & Coimbra,A. (1986) A Golgi study of the neuronal population of the
marginal zone (lamina I) of the rat spinal cord. J Comp Neurol., 244, 53-71.

Lindefors,N., Brodin,E., Theodorsson-Norheim,E. & Ungerstedt,U. (1985) Regional
distribution and in vivo release of tachykinin-like immunoreactivities in rat brain:

evidence for regional differences in relative proportions of tachykinins. Regul.Pept.,

10, 217-230.

Littlewood,N.K., Todd,A.J., Spike,R.C., Watt,C. & Shehab,S.A. (1995) The types of
neuron in spinal dorsal horn which possess neurokinin-1 receptors. Neuroscience, 66,

597-608.

Liu-Chen,L.Y ., Liszczak,T.M., King,J.C. & Moskowitz,M.A. (1986) Immunoelectron
microscopic study of substance P-containing fibers in feline cerebral arteries. Brain

Res, 369, 12-20.

Ma,W., Ribeiro-Da-Silva,A., De Koninck,Y., Radhakrishnan,V., Henry,J.L. &
Cuello,A.C. (1996) Quantitative analysis of substance P-immunoreactive boutons on

physiologically characterized dorsal horn neurons in the cat lumbar spinal cord. J

Comp Neurol., 376, 45-64.

Maggi,C.A. & Meli,A. The sensory-efferent function of capsaicin-sensitive sensory

neurons.

Maggi,C., Patacchini,R., Rovero,P. & Giazchetti,A. (1993) Tachykinin receptors and

tachykinin receptor antagonists. J Autonom Pharmacol, 13, 23-93.

Maggio,J.E. (1985) "Kassinin" in mammals: the newest tachykinins. Peptides, 6
Suppl 3, 237-243.

Maggio,J.E. (1988) Tachykinins. Annu.Rev.Neurosci., 11, 13-28.

62



Mantyh,P.W., DeMaster,E., Malhotra,A., Ghilardi,J.R., Rogers,S.D., Mantyh,C.R.,
Liu,H., Basbaum,A.I., Vigna,S.R., Maggio,J.E. & . (1995) Receptor endocytosis and
dendrite reshaping in spinal neurons after somatosensory stimulation. Science, 268,

1629-1632.

Manzini,S., Conti,S., Maggi,C.A., Abelli,L., Somma,V., Del Bianco,E. & Geppetti,P.
(1989) Regional differences in the motor and inflammatory responses to capsaicin in
guinea pig airways. Correlation with content and release of substance P-like

immunoreactivity. Am.Rev.Respir.Dis., 140, 936-941.

Marshall,G.E., Shehab,S.A., Spike,R.C. & Todd,A.J. (1996) Neurokinin-1 receptors

on lumbar spinothalamic neurons in the rat. Neuroscience, 72, 255-263.

Martin,F.C., Charles,A.C., Sanderson,M.J. & Merrill,J.E. (1992) Substance P
stimulates IL-1 production by astrocytes via intracellular calcium. Brain Res, 599, 13-

18.

Maxwell,D.J. (1985) Combined light and electron microscopy of Golgi-labelled
neurons in lamina III of the feline spinal cord. J Anat., 141, 155-169.

McCarthy,P.W. & Lawson,S.N. (1989) Cell type and conduction velocity of rat

primary sensory neurons with substance P-like immunoreactivity. Neuroscience , 28,

745-753.

Minota,S., Dun,N.J. & Karczmar,A.G. (1981) Substance P-induced depolarization in

sympathetic neurons: not simple K- inactivation. Brain Res, 216, 224-228.

Moussaoui,S.M., Hermans,E., Mathieu,A.M., Bonici,B., Clerc,F., Guinet,F., Garret,C.
& Laduron,P.M. (1992) Polyclonal antibodies against the rat NK1 receptor:

characterization and localization in the spinal cord. Neuroreport, 3, 1073-1076.

Murase, K., Ryu,P.D. & Randic,M. (1986) Substance P augments a persistent slow
inward calcium-sensitive current in voltage-clamped spinal dorsal horn neurons of the

rat. Brain Res, 365, 369-376.

63



Murase, K., Ryu,P.D. & Randic,M. (1989) Tachykinins modulate multiple ionic
conductances in voltage-clamped rat spinal dorsal horn neurons. J Neurophysiol., 61,

854-865.

Nagy,l., Urban,L. & Woolf,C.J. (1993) Morphological and membrane properties of
young rat lumbar and thoracic dorsal root ganglion cells with unmyelinated axons.

Brain Res, 609, 193-200.

Nagy,l., Maggi,C.A., Dray,A., Woolf,C.J. & Urban,L. (1993) The role of neurokinin
and N-methyl-D-aspartate receptors in synaptic transmission from capsaicin-sensitive

primary afferents in the rat spinal cord in vitro. Neuroscience, 52, 1029-1037.

Nagy,l., Miller,B.A. & Woolf,C.J. (1994) NK1 and NK2 receptors contribute to C-
fibre evoked slow potentials in the spinal cord. Neuroreport, 5, 2105-2108.

Nagy,l., Dray,A. & Urban,L. (1995) Possible branching of myelinated primary
afferent fibres in the dorsal root of the rat. Brain Research, 703, 223-226.

Nakajima,Y., Nakajima,S. & Inoue,M. (1988) Pertussis toxin-insensitive G protein
mediates substance P-induced inhibition of potassium channels in brain neurons. Proc

Natl.Acad Sci U.S.A, 85, 3643-3647.

Nakanishi,S., Ohkubo,H., Kakizuka,A., Yokota,Y., Shigemoto,R., Sasai,Y. &
Takumi, T. (1990) Molecular characterization of mammalian tachykinin receptors and

a possible epithelial potassium channel. Recent Prog.Horm.Res, 46, 59-83.

Nakanishi,S. (1991) Mammalian tachykinin receptors. Annu.Rev.Neurosci., 14, 123-
136.

Nakaya,Y., Kaneko,T., Shigemoto,R., Nakanishi,S. & Mizuno,N. (1994)
Immunohistochemical localization of substance P receptor in the central nervous

system of the adult rat. J Comp Neurol., 347, 249-274.

Narumi,S. & Fujita,T. (1978) Stimulatory effects of substance P and nerve growth
factor (NGF) on neurite outgrowth in embryonic chick dorsal root ganglia.

Neuropharmacology, 17, 73-76.

64



Nawa,H., Hirose,T., Takashima,H., Inayama,S. & Nakanishi,S. (1983) Nucleotide
sequences of cloned cDNAs for two types of bovine brain substance P precursor.

Nature, 306, 32-36.

Nawa,H., Doteuchi,M., Igano,K., Inouye,K. & Nakanishi,S. (1984) Substance K: a
novel mammalian tachykinin that differs from substance P in its pharmacological

profile. Life Sci, 34, 1153-1160.

Nowak,L.M. & Macdonald,R.L. (1982) Substance P: ionic basis for depolarizing

responses of mouse spinal cord neurons in cell culture. J Neurosci., 2, 1119-1128.

O'Dowd,B.F., Letkowitz,R.J. & Caron,M.G. (1989) Structure of the adrenergic and

related receptors. Annu.Rev.Neurosci., 12, 67-83.

Oldfield,B.J., Sheppard,A. & Nilaver,G. (1985) A study of the substance P
innervation of the intermediate zone of the thoracolumbar spinal cord. J Comp

Neurol, 236, 127-40.

Olgart,L., Gazelius,B., Brodin,E. & Nilsson,G. (1977) Release of substance P-like
immunoreactivity from the dental pulp. Acta Physiol Scand., 101, 510-512.

Otsuka,M. & Konishi,S. (1976) Substance P and excitatory transmitter of primary
sensory neurons. Cold Spring Harb.Symp.Quant.Biol., 40, 135-143.

Otsuka,M. & Yoshioka,K. (1993) Neurotransmitter functions of mammalian

tachykinins. Physiol Rev., 73, 229-308.

Oury-Donat,F., Lefevre,l.A., Thurneyssen,O., Gauthier,T., Bordey,A., Feltz,P.,
Emonds-Alt,X., Le Fur,G. & Soubrie,P. (1994) SR 140333, a novel, selective, and
potent nonpeptide antagonist of the NK1 tachykinin receptor: characterization on the

U373MG cell line. J Neurochem., 62, 1399-1407.
Pernow,B. (1983) Substance P. Pharmacol Rev. , 35, 85-141.

Piercey,M.F., Dobry,P.J., Schroeder,L..A. & Einspahr,F.J. (1981) Behavioral evidence
that substance P may be a spinal cord sensory neurotransmitter. Brain Res, 210, 407-

412.

65



Polgar,E., Szucs,P., Urban,L., Matesz,K. & Nagy,l. (1999) Immunohistochemical
localization of neurokinin-1 receptor in the lumbar spinal cord of young rats:

morphology and distribution. Somatosens.Mot.Res , 16, 361-368.

Prescott,S.A. & De Koninck,Y. (2002) Four cell types with distinctive membrane
properties and morphologies in lamina I of the spinal dorsal horn of the adult rat. J

Physiol, 539, 817-836.

Quirion,R. (1985) Multiple tachykinin receptors. Trends in Neurosciences, 8, 183-
185.

Ramén y Cajal,S. (1909) Histologie du Systéme Nerveux de 'Homme et des Vertébrés

Maloine, Paris.

Randic,M., Hecimovic,H. & Ryu,P.D. (1990) Substance P modulates glutamate-
induced currents in acutely isolated rat spinal dorsal horn neurones. Neurosci Lett.,

117, 74-80.

Regoli,D., Nguyen,Q. & Jukic,D. (1994) Neurokinin receptor subtypes characterized
by biological assays. Life Sci, 54, 2035-2047.

Rethelyi,M. & Szentagothai,J. (1969) The large synaptic complexes of the substantia
gelatinosa. Exp Brain Res, 7, 258-274.

Rethelyi,M. & Szentagothai,J. (1973) Distribution and connections of afferent fibers

in the spinal cord. In Iggo,A. (ed), Handbook of Sensory Physiology Vol. II. Springer,
New York, pp. 207-252.

Ruscheweyh,R. & Sandkuhler,J. Lamina-specific membrane and discharge properties

of rat spinal dorsal horn neurones in vitro.

Rusin,K.I., Bleakman,D., Chard,P.S., Randic,M. & Miller,R.J. (1993) Tachykinins
potentiate N-methyl-D-aspartate responses in acutely isolated neurons from the dorsal

horn. J Neurochem., 60, 952-960.

66



Sakanaka,M., Inagaki,S., Shiosaka,S., Senba,E., Takagi,H., Takatsuki,K., Kawai,Y.,
lida,H., Hara,Y. & Tohyama,M. (1982) Ontogeny of substance P-containing neuron
system of the rat: immunohistochemical analysis--II. Lower brain stem. Neuroscience,

7, 1097-1126.

Sasai,Y. & Nakanishi,S. (1989) Molecular characterization of rat substance K
receptor and its mMRNAs. Biochem.Biophys.Res Commun., 165, 695-702.

Schoenen,J. (1982) The dendritic organization of the human spinal cord: the dorsal

horn. Neuroscience, 7, 2057-2087.

Seidah,N., Day,R., Marcinkiewicz,M. & Chretien,M. (1993) Mammalian paired basic
amino acid convertases of prohormones and proproteins. Ann N Y Acad Sci, 680, 135-

146.

Shigemoto,R., Yokota,Y., Tsuchida,K. & Nakanishi,S. (1990) Cloning and expression
of a rat neuromedin K receptor cDNA. J Biol. Chem., 265, 623-628.

Sivam,S.P., Krause,J.E., Takeuchi,K., Li,S., McGinty,J.F. & Hong,J.S. (1989)
Lithium increases rat striatal beta- and gamma-preprotachykinin messenger RNAs. J

Pharmacol Exp.Ther., 248, 1297-1301.

Spigelman,l. & Puil,E. (1990) Ionic mechanism of substance P actions on neurons in

trigeminal root ganglia. J Neurophysiol., 64, 273-281.

Stanfield,P.R., Nakajima,Y. & Yamaguchi,K. (1985) Substance P raises neuronal

membrane excitability by reducing inward rectification. Nature, 315, 498-501.

Steiner,D.F., Smeekens,S.P., Ohagi,S. & Chan,S.J. (1992) The new enzymology of
precursor processing endoproteases. J Biol. Chem., 267, 23435-23438.

Stucky,C.L., Galeazza, M.T. & Seybold,V.S. (1993) Time-dependent changes in
Bolton-Hunter-labeled 125I-substance P binding in rat spinal cord following unilateral

adjuvant-induced peripheral inflammation. Neuroscience, 57, 397-409.

67



Szucs, P., Polgar, E., Urban, L., Jeftinija, J., and Nagy, I. Spinal cord neurons in
which interaction between N-methyl-D-aspartate and neurokinin-1 receptors may
occur. Soc Neurosci Abst 21, 379. 1995.

Ref Type: Abstract

Taoka,M., Song,S.Y., Kubota,M., Minegishi,A., Yamakuni,T. & Konishi,S. (1996)
Increased level of neurokinin-1 tachykinin receptor gene expression during early

postnatal development of rat brain. Neuroscience, 74, 845-853.

Tatemoto,K., Lundberg,J.M., Jornvall,LH. & Mutt,V. (1985) Neuropeptide K:
isolation, structure and biological activities of a novel brain tachykinin.

Biochem.Biophys.Res Commun., 128, 947-953.

Thompson,S.W., Dray,A. & Urban,L. (1994) Injury-induced plasticity of spinal reflex
activity: NK1 neurokinin receptor activation and enhanced A- and C-fiber mediated

responses in the rat spinal cord in vitro. J Neurosci, 14, 3672-3687.

Thomson,A.M., West,D.C. & Headley,P.M. (1989) Membrane Characteristics and
Synaptic Responsiveness of Superficial Dorsal Horn Neurons in a Slice Preparation of

Adult Rat Spinal Cord. Eur.J Neurosci, 1, 479-488.

Todd,A.J. & Lewis,S.G. (1986) The morphology of Golgi-stained neurons in lamina
IT of the rat spinal cord. J Anat., 149, 113-119.

Todd,A.J., Spike,R.C. & Polgar,E. (1998) A quantitative study of neurons which
express neurokinin-1 or somatostatin sst2a receptor in rat spinal dorsal horn.

Neuroscience, 85, 459-473.

Torrens,Y ., Daguet De Montety,M.C., el Etr,M., Beaujouan,J.C. & Glowinski,J.
(1989) Tachykinin receptors of the NK1 type (substance P) coupled positively to
phospholipase C on cortical astrocytes from the newborn mouse in primary culture. J

Neurochem., 52, 1913-1918.

Uda,K., Okamura,H. & Ibata,Y. (1985) Immunocytochemical localization of
substance P in the rat spinal cord with special reference to fibers within the ventral

column of the rostral lumbar segments. Neurosci Lett, 57, 185-90.

68



Urban,L. & Randic,M. (1984) Slow excitatory transmission in rat dorsal horn:

possible mediation by peptides. Brain Res, 290, 336-341.

Vigna,S.R., Bowden,J.J., McDonald,D.M., Fisher,J., Okamoto,A., McVey,D.C.,
Payan,D.G. & Bunnett,N.W. (1994) Characterization of antibodies to the rat
substance P (NK-1) receptor and to a chimeric substance P receptor expressed in

mammalian cells. J Neurosci, 14, 834-845.

Whitty,C.J., Walker,P.D., Goebel,D.J., Poosch,M.S. & Bannon,M.J. (1995)
Quantitation, cellular localization and regulation of neurokinin receptor gene

expression within the rat substantia nigra. Neuroscience, 64, 419-425.

Wienrich,M. & Kettenmann,H. (1989) Activation of substance P receptors leads to

membrane potential responses in cultured astrocytes. Glia, 2, 155-160.

Wiesenfeld-Hallin,Z., Xu,X.J., Hakanson,R., Feng,D.M. & Folkers,K. (1991)
Tachykinins mediate changes in spinal reflexes after activation of unmyelinated

muscle afferents in the rat. Acta Physiol Scand., 141, 57-61.

Willis,W.D. & Coggeshall,R.E. (1991) Sensory Mechanism of the Spinal Cord

Plenum, London.

Wolf,S.S., Moody, T.W., Quirion,R. & O'Donohue,T.L. (1985) Biochemical
characterization and autoradiographic localization of central substance P receptors

using [1251]physalaemin. Brain Res, 332,299-307.

Womack,M.D., MacDermott,A.B. & Jessell, T.M. (1988) Sensory transmitters

regulate intracellular calcium in dorsal horn neurons. Nature, 334, 351-353.

Xu,X.J., Dalsgaard,C.J. & Wiesenfeld-Hallin,Z. Intrathecal CP-96,345 blocks reflex

facilitation induced in rats by substance P and C-fiber-conditioning stimulation.

Xu,X.J., Dalsgaard,C.J. & Wiesenfeld-Hallin,Z. (1992) Spinal substance P and N-
methyl-D-aspartate receptors are coactivated in the induction of central sensitization

of the nociceptive flexor reflex. Neuroscience, 51, 641-648.

69



Yamamoto,T. & Yaksh,T.L. (1991) Stereospecific effects of a nonpeptidic NK1
selective antagonist, CP- 96,345: antinociception in the absence of motor dysfunction.

Life Sci, 49, 1955-1963.

Yashpal K., Kar,S., Quirion,R., Hui-Chan,C.W. & Henry,J.L. (1994) Noxious
stimulation decreases substance P binding in rat spinal dorsal horn: competition by

endogenous ligand? Neuroreport, S,2101-2104.

Yokota,Y., Sasai,Y., Tanaka,K., Fujiwara,T., Tsuchida,K., Shigemoto,R.,
Kakizuka,A., Ohkubo,H. & Nakanishi,S. (1989) Molecular characterization of a
functional cDNA for rat substance P receptor. J Biol. Chem., 264, 17649-17652.

Zhu,P.C., Thureson-Klein,A. & Klein,R.L. (1986) Exocytosis from large dense cored
vesicles outside the active synaptic zones of terminals within the trigeminal
subnucleus caudalis: a possible mechanism for neuropeptide release. Neuroscience,

19, 43-54.

70



7.2. Az értekezéshez felhasznalt sajat kozlemények

1. P. Szucs, E. Polgar, 1. Spiegelman, R. Porszasz and I. Nagy: Neurokinin 1 receptor

expression on young rat dorsal root ganglion neurons. J. Periph. Nerv. Sys., 4:
270-278, 1999. [1F:1.038]

2. E. Polgar, P. Szucs, L. Urban, K. Matesz and I. Nagy: Immunohistochemical
localization of neurokinin-1 receptor in the lumbar spinal cord of young rats:

morphology and distribution. Somatosensory & Motor Research, 16(4): 361-
368, 1999. [IF: 0.931]

3. P. Szucs, F. Odeh, K. Szokol and M. Antal: Neurons with distinctive firing
patterns, morphology and distribution in laminae V-VII of the neonatal rat
lumbar spinal cord. Eur. J. Neurosci., 17, 537-544, 2003. [IF: 3.919]

71



8. KOSZONETNYILVANITAS

A kisérletekek a DEOEC Anatémia, Szovet- és Fejlodéstani Intézetében és a
strasbourgi Louis Pasteur egyetem UMR 7519 szdmu laboratériuméban végeztem.

Koszonettel tartozom témavezetdmnek, Dr. Antal Miklés intézetigazgaténak
amiért lehetdvé tette, hogy az intézetben dolgozhassak.

Koszonettel tartozom tovabba Dr. Nagy Istvdannak, kordbbi témavezetomnek
aki még egyetemi €veim alatt tudomanyos didkkori munkdm irdnyitasdval erdsitette
meg bennem az elhatdrozast, hogy a kutatémunkat valasszam. Magas szinti elméleti
€s gyakorlati tudasanak, valamint mindenkori timogaté magatartdsanak nagyon sokat
koszonhetek szakmailag és emberileg egyarant.

Koszonet illeti az intézet minden egykori €s jelenlegi munkatdrsat akik
tandcsaikkal segitették munkdmat az intézetben. Kiilon koszonet illeti Dr. Matesz
Kléarat, Dr. Polgar Erikat, Dr. Francis Odeh-t, Szokol Karolindt, Bakk Erzsébetet
tdmogatasukért és baratsagukért.

Ugyanekkora haldval tartozom Somogyi Péternek, Gianmaria Maccaferrinek,
Naoki Kogo-nak Oxfordbdl és Dr. Pierrick Poisbeau-nak Strasbourgbdl, akiktdl a
morfolégiai és patch-clamp technikdkon til a tudomény szeretetét €s olyan
szemléletmddot tanultam, ami tovabbi munkam sordn remélhetdleg végig fog kisérni.

Koszonet illeti 0sszes szerzOtarsamat akik a kozleményeinkben bemutatott
munkdkban segitségemre voltak és amiért elfogadtak az én szerény hozzajaruldsomat.

Nem utolsé sorban koOszonet illeti csaladomat: sziileimet, testvéremet €s
feleségemet amiért tdmogattak, lehetdové tették és elviselték tanulmanyaimat,

munkdmat €s a sokszor ezzel jaré elkeriilhetetlen nehézségeket.

72



9. FUGGELEK

Egyéb kozlemények

1. A. Kulik, E. Polgar, C. Matesz, P. Szucs, S. Kothalawala and I. Nagy: Sub-
population of capsaicin sensitive primary afferent neurons in thoracic, lumbar,

and sacral dorsal root ganglion in young rats revealed by stimulated cobalt
uptake. Acta Biol. Hung., 47 (1-4): 385-394, 1996. [IF: 0.291]

2. 1. Nagy, J. Croxford, E. Polgar, P. Szucs, A. Dray and L. Urban: GAP-43
immunoreactivity is enhanced after UV irradiation in the peripheral nervous
system of the rat. Primary Sensory Neuron, 2:43-63, 1997. [1F:-]

3. E. Polgar, P. Szucs, L. Urban and I. Nagy: Substance P immunoreactivity in rat
spinal dorsal horn after ultra violet irradiation induced hind paw inflammation.
Brain Res., 786: 248-251, 1998. [IF: 2.526]

4. G. Maccaferri, J. D. B. Roberts, P. Szucs, C. A. Cottingham, P. Somogyi: Cell
surface domain specific postsynaptic currents evoked by identified GABAergic
neurones in rat hippocampus in vitro. J. Physiol., 524: 91-116, 2000. [IF: 4.45]

5. P. Ganter, P. Sziics, O. Paulsen and P. Somogyi: Properties of horizontal axo-
axonic cells in stratum oriens of the hippocampal CA1 area of rats in vitro.
Hippocampus, 2003 (in press) [IF: 4.33]

6. 1. V. Melnick, S. Santos, P. Szilics and B. V. Safronov: Ionic basis of tonic firing in
spinal substantia gelatinosa neurons of rat. J Neurophysiol, 2003 (submitted).

Eléadasok, absztraktok

1. P. Szucs, E. Polgar, I. Nagy: Activation of dorsal root ganglion cells with
Substance P. Worldwide Hungarian Medical Academy, Pécs, Hungary, July 4-6,
1996.

2. P. Szucs, E. Polgar, 1. Nagy: NK1 receptor expresssion in dorsal root ganglion cells
of young rats. MAT IX., Szeged, Hungary, April 4-6, 1997.

3. P. Szucs, E. Polgar, L. Urban, S. Jeftinija and I. Nagy: Spinal cord neurons in
which interaction between N-methyl-D-aspartate and neurokinin-1 receptors
may occur. Soc. Neurosci. 156.5 (1995).

4. 1. Nagy, E. Polgar, P. Szucs, L. Urban and J.N. Wood Plastic changes in
neurokinin-1 receptor expression of spinal cord neurons in inflammatory
hyperalgesia. Soc. Neurosci. 44.7 (1995).

5. 1. Nagy, E. Polgar, P. Szucs, A. Matisz and L. Urban: Neurokinin 1 receptor
expression by dorsal root ganglion neurons in young rats. IASP Publications,
Congress Abstracts, 121 (1996).

6. P. Szucs, E. Polgar and 1. Nagy: Spinal cord neurons in which interaction between
N-methyl-D-aspartate and neurokinin-1 receptors may occur. Neurobiology, 4
(1996) 281-282.

73



7. P. Szucs, E. Polgar, 1. Spiegelman, R. Porszasz, 1. Nagy: Dorsal root ganglion cells
expressing the NK1 receptor in young rats. Neurobiology, 5 (1997).

8. E. Polgar, P. Szucs, K. Matesz, L.A. Campbell, L. Urban and 1. Nagy: Locally
injected nerve growth factor increases substance P synthesis in dorsal root

ganglion neurons in all segments. European Neuropeptide Club, Abstracts, P10
(1997)

9. P. Somogyi, P. Ganter, N. Kogo, G.M. Maccaferri, C. Paspalas, O. Paulsen, J.D.
Roberts, R. Shigemoto, P. Szucs: Compartmentalisation and properties of
synapses and receptors in a feedback circuit of the cerebral cortex. J. Physiol.
(1999), 518P, pp. 22S Proceedings of the scientific meeting held at UCL, 20-22
April, 1999

10. P. Szucs, F. Odeh, K. Szokol and M. Antal: Electrophysiological and
morphological characteristics of neurons in the intermediate gray matter
(laminae V-VII) of the neonatal rat lumbar spinal cord in vitro. IBRO CEER,
Neurobiology (in press, 2002)

11. P. Szucs, F. Odeh, K. Szokol, M. Antal: Electrophysiological and morphological
characteristics of neurones in the intermediate gray matter (laminae V-VII) of
the neonatal rat lumbar spinal cord in vitro. FENS, July 2002, Paris.

12. P. Szucs, M. Antal, K. Szokol, F. Odeh, P. Poisbeau: Modulation of neuronal
excitability by substance-P in laminae V-VII of the neonatal rat lumbar spinal
cord. MITT, January 2003, Balatonfured, HUNGARY

74



