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1. BEVEZETES

1.1. A nociceptorok altalanos jellemzéi és fajtai

A fajdalomingerek felfogasara specializalodott periférias idegvegz6dések a
nociceptorok, amelyek az elsédleges érzéneuronok egy kulonalld — nociceptiv —
populacidjat képezb idegsejtek periférias terminalisai. Ezen idegsejtek sejttestei — a
nem nociceptiv, azaz a nem fajdalmas ingerekre reagaldé szenzoros neuronokhoz
hasonléan — a gerincvel6 hatsé gyoki ganglionjaiban, illetve az agyi idegek
érzéducaiban talalhatok. A nociceptorok altalanos jellegzetessége, hogy fizioldgias
koralmények kozott olyan er6sségl mechanikai, hé, illetve kémiai ingerek aktivaljak
Oket, amelyek intenzitasa elég nagy ahhoz, hogy tartos expozicidé esetén
szovetkarosodast okozzanak (a patologias allapotokban kialakulé hiperalgéziak
esetében kisebb intenzitasu ingerek is fajdalomkelték lehetnek). A nociceptorok
aktivaciéjan azt értjuk, hogy a fent emlitett ingerek hatasara az idegvégzddés
membranja depolarizalodik, és ennek kovetkeztében az axon terminalis részén
akcids potencialok jonnek létre, amelyek a kdzponti idegrendszerbe vezetédnek.

A nociceptorok tobb szempont szerint osztalyozhatdk (6sszefoglaloként lasd
Lynn, 1994; Woolf és Ma, 2007). A mielinhavely hianya vagy megléte alapjan
beszélhetiink nem mielinizalt C rostokrdl és vékony mielinhivellyel rendelkezé Ad
rostokrol. A nociceptorok masik felosztasa azon alapul, hogy milyen tipusu ingerekkel
aktivalhatok. A fent emlitett aktivalé ingereknek megfeleléen beszélhetlink mechano-,
termo-, illetve kemonociceptorokrél. Amennyiben csak egyféle inger aktivalja a
nociceceptorokat, akkor azokat unimodalisaknak nevezzik. Erre példa a magas
kliszObli mechanoreceptorok populacidja, amelyik csak mechanikai ingerekkel
aktivalhaté. Mind a C, mind az Ad nociceptorokon belll létezik egy jelentds
populacié, amelynek tagjai forr6, mechanikai és kémiai (kapszaicin, bradikinin,
alacsony pH stb.) ingerekkel egyarant aktivalhatok, ezeket polimodalis
nociceptoroknak hivjuk. A polimodalis nociceptorok — kuldndsen a nagy szamban
eléfordulé C polimodalis nociceptorok — szerepe a forrd ingerek felfogasaban szinte
kizardlagos, mivel nem ismeretes mas jelentés elemszamu rostpopulacié, amely
ilyen ingerekkel aktivalhaté. A C polimodalis nociceptorok nem keverend6k ossze a C

rostok egy melegérzékeny csoportjaval, amelyek a normalis, nem szdvetkarositd



melegérzetért felelések. Ezek mar 30 °C korlli hédmérsékletnél aktivalodnak,
aktivaciéjuk mértéke azonban csak kb. 47 °C-ig n6é, ennél magasabb
hémérseékleteknél mar csokken, mutatva, hogy nem alkalmasak a forr6 ingerek
intenzitasanak kodolasara.

A polimodalis nociceptorok tovabbi jellegzetessége, hogy membranjukban
megtalalhat6 a paprika csip6s anyaganak, a kapszaicinnek a farmakolégiai receptora
(az un. TRPV1-receptor, részletesen lasd késdbb). A primer afferens neuronok
farmakologiai értelemben vett osztalyozasa kapszaicin-érzékeny és kapszaicin-
inszenzitiv csoportokra tdbb mint husz évre tekint vissza: kapszaicin intraarterialis
vagy fellleti alkalmazasa bér—ideg preparatumon izgatta a C és Ad polimodalis
nociceptorokat, de az alacsony vagy magas kuszobl C mechanoreceptorokban, C
vagy Ad hidegreceptorokban, illetve a gyorsan és lassan adaptalédd
mechanoreceptorokban nem volt kimutathatd excitacié (Szolcsanyi, 1987a). Ezen az
alapon beszélink a primer afferens neuronok kapszaicin-érzékeny populaciojarol,
amelyik Iényegében a polimodalis nociceptorok csoportjaval azonos. Ezeknek az
idegelemeknek van egy jelentds alcsoportja, amelyik neuropeptideket, mint P-anyag
(,substance P”, SP), neurokinin A (NKA), calcitonin ,gén-rokon” peptid (CGRP),
szomatosztatin tartalmaz (6sszefoglaloként lasd Holzer, 1991; Maggi, 1995;
Szolcsanyi, 1996; Szallasi és Blumberg, 1999). Ezen peptiderg nociceptorok —
hasonléan a tdbbi afferensekhez - inger hatasara aktivalédnak, ennek soran
depolarizalodnak és akciés potencial formajaban informaciot kozvetitenek a kézponti
idegrendszer felé, ez a klasszikus afferens funkciojuk. Emellett aktivalodasuk soran a
tarolt neuropeptidek exocytosis révén felszabadulnak az idegvégz6désbdl, és
parakrin mediatorként hatva a kornyez6 szdveti strukturakon efferens hatasokat
valtanak ki, amely lehet értagulat, plazma-extravasatio, simaizom-kontrakcié vagy
-relaxacio. A kapszaicin-érzékeny, peptiderg polimodalis nociceptorok tehat kettds,
afferens—efferens funkciéval birnak, és ez utdbbi a felel6s a neurogén gyulladas és
szamos mas nem-adrenerg nem-kolinerg (NANC) szoveti valasz létrehozasaért
(Jancso és mtsai, 1967; 1968; Maggi, 1995; Szolcsanyi, 1996).



1.2. A h6érzékeny ioncsatornak

A kapszaicin hatasait kdzvetité farmakoldgiai receptor létezését szerkezet—
hatas 0Osszeflggésének analizise alapjan mar tobb mint harminc évvel ezelbtt
felvetették (Szolcsanyi és Jancsé-Gabor, 1975). A 80-as évektdl kezdve egyértelmi
bizonyitékok gylltek 6ssze a kapszaicinreceptor, illetve egy kapszaicin-vezérelt
kationcsatorna |étezésére vonatkozéan (Bevan és Szolcsanyi, 1990; Szallasi és
mtsai, 1993; 1995), és végul 1997-ben molekularis klonozas révén azonositottak a
kapszaicinreceptort (Caterina és mtsai, 1997). A polimodalis nociceptorok
expresszaljak ezt a fehérjét, amely e neuronok kapszaicinérzékenységéért felelds.
Specialis sajatossaga e receptornak, hogy forré (= 43 °C) ingerek, illetve szamos
egyéb kémiai agens (lasd lejjebb) hatasara is aktivalodik. A Drosophilaban mar régen
azonositott tranziens receptor potencial (TRP) tipusu kationcsatornakkal valé
szerkezeti hasonlésag miatt ezt a receptort tranziens receptor potencial vanilloid 1
(TRPV1) receptornak nevezik, mivel az elséként leirt kémiai aktivatora, a kapszaicin
vanilloid szerkezetli vegyulet. Régebbi ndmenklatura alapjan vanilloid receptor 1
(VR1) néven emlitették e strukturat, amely tehat a kapszaicin farmakologiai receptora
€s egyben az elséként felfedezett hével aktivalhatdé ioncsatorna. A TRPV1-receptor
hat, a sejtmembrant atszel6 alegységbdl all, amelyek kozul az 5. és 6. domén
ioncsatornat (porust) képez (1. abra). Funkciojat tekintve a TRPV1-receptor
ligandum-vezérelt kationcsatorna, amely aktivalt allapotaban Na*, K* és Ca?* ionokat
egyarant atenged, és a dominalé Na*-aram révén depolarizalédik a sejtmembran.

A TRPV1-receptor nemcsak hével és kapszaicinnel, hanem mas kémiai
ingerekkel is aktivalhatd. A resiniferatoxin (RTX) szintén novényi eredetl irritans,
amely nagysagrendekkel potensebb, mint a kapszaicin (6sszefoglaloként lasd
Szolcsanyi és mtsai, 1990; Szallasi és Blumberg, 1999). Szamos endogén, azaz a
testben el6fordulé anyagrél (protonok [alacsony pH], bradykinin, ATP, anandamid,
lipoxigenaz-termékek stb.) kimutattak, hogy képes aktivalni a TRPV1-receptort
(6sszefoglaloként lasd Pingle és mtsai, 2007). Mindezek alapjan ez a
membranfehérje fizikai és kémiai nociceptiv ingerek molekularis integratoraként
funkcional (Tominaga és mtsai, 1998). Bar a TRPV1-receptor forré ingerekkel
aktivalhatd, meglepd modon TRPV1-receptor-génhianyos (,knockout”) egerekben

nem karosodik a forr6 ingerek detektalasa, de elmarad a gyulladasos reakcié soran



kifejl6édd termalis hiperalgézia (Caterina és mtsai, 2000; Davis és mtsai, 2000;

Woodbury és mtsai, 2004; Bolcskei és mtsai, 2005; Zimmermann és mtsai, 2005).
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1. abra. A TRPV1 kapszaicinreceptor szerkezete és funkcionalis modellje. EC:
extracellularis tér, IC: intracellularis tér, A: ankyrin domének, a szamok aminosavakat

Jeleznek (Tominaga és Tominaga, 2005 munkajabdl).

A TRPV1-receptor-agonistak néhany képviseldje (kapszaicin, RTX)
egyedulallé abban a tekintetben, hogy a kezdeti izgatdé hatast kdvetéen egy tartos
refrakter allapotot hoz létre, amelyet szenzoros deszenzibilizacionak nevezink
(Jancso, 1959; dsszefoglaloként lasd Holzer, 1991; Szolcsanyi, 1993; 2003; Szallasi
és Blumberg, 1999). A magasabb dozisban vagy hosszabb ideig adagolt kapszaicin
vagy RTX csokkent valaszkészséget okoz hd, mechanikai és kémiai ingerekkel
szemben egyarant. Ez nem receptordeszenzibilizacio, vagyis nemcsak a TRPV1-
receptoron hatd agensek iranti valaszkészség csokken, hanem a TRPV1-receptort
expresszald nociceptiv idegvégz6dés egészének funkciécsokkenéserdl van szo,
melynek hatterében dozistdl fuggden ultrastrukturalis vagy markansabb morfoldgiai
eltérések 4allnak (Szolcsanyi és mtsai, 1975; Szallasi és mtsai, 1989;

Osszefoglaloként lasd Szolcsanyi, 2003).



A TRPV1-receptoron haté antagonistak is ismeretesek. Ezek kozul a
capsazepin a kapszaicin vagy az RTX hatasat kompetitive gatlé szer, mig a ruténium
voros a TRPV1-receptor ioncsatorna részét blokkol6 agens. A jod-resiniferatoxin (I-
RTX) egy ujabban szintetizalt TRPV1-receptor-antagonista, amely hasonlé
mechanizmussal hat, mint a capsazepin, de joval potensebb annal (Wahl és mtsai,
2001; Rigoni és mtsai, 2003). Tovabbi TRPV1-receptor-antagonistak is ismeretesek
(6sszefoglaloként lasd Szallasi, 2006).

A TRPV1-receptor felfedezését kovetben tovabbi Ot, hasonlé szerkezetl
membranfehérjét azonositottak molekularis klénozassal, igy a TRPV-receptorcsalad
— azaz a TRP-receptorcsalad vanilloid alcsoportja — hat tagbdl (TRPV1-6, 1. tablazat)
all, amelyek koziul a TRPV2, TRPV3 és TRPV4 bizonyult még héérzékenynek eltéré
aktivacios kuszobokkel (0sszefoglaloként lasd Benham és mtsai, 2003, Dhaka és
mtsai, 2006). Ezek szintén nem-szelektiv kationcsatornak, de érdekes médon nem
aktivalhatok kapszaicinnel, viszont a TRPV1-hez hasonléan gatolhatok ruténium
vordssel. Erdekes, hogy a hiivés és hideg ingerekkel aktivalhaté ioncsatornak a TRP-
csalad mas alosztalyaiba tartozo fehérjék, a 25-28 °C kuszobi TRPM8 és a
hidegebb ingerekkel (< 17 °C) aktivalhato, feltehetéen a hideg-fajdalomeért felelds,
TRPV1-gyel kolokalizalt TRPA1 a (részleteket illetéen lasd Dhaka és mtsai, 2006).



Hivatalos | Korabbi | El6fordulas Aktivator Gatlo

név név

TRPV1 VR1 primer afferens kapszaicin capsazepin
neuronok, agy, resiniferatoxin | jod-resiniferatoxin
hagyholyag, anandamid ruténium voros
keratinocytak T2 43°C

pH<6

TRPV2 VRL-1 primer afferens T2 52 °C ruténium voros
neuronok, agy,
gerincveld, lép,
tidé

TRPV3 VRL-3 | primer afferens T2 33°C ruténium voros
neuronok,
keratinocytak

TRPV4 VRL-2 | keratinocytak, agy, | T= 25°C ruténium voros
maj, vese, sziv, csokkent
zsirszovet, herék ozmolaritas

1. tablazat. A héérzékeny TRPV-csatornak fontosabb jellegzetességei.

1.3. A termonocicepcid és a termalis hiperalgézia jellegzetességei

Allatkisérletekben szigoru értelemben véve sem fajdalom, sem analgetikus
gyoégyszerhatasok nem mérheték, mivel nem tudjuk, hogy az allatok mit éreznek. Ez
utobbira indirekt modon az allat viselkedésébdl lehet kovetkeztetni: ha egy olyan
ingerre, amelyik intenzitdsa alapjan emberben fajdalomkeltd, az allat elkeruld,
elharitdé vagy menekll§ magatartasi valaszt (un. nocifenziv reakcié) mutat vagy
vokalizaciéval reagal, joggal kdvetkeztethetlink arra, hogy az allat is fajdalmat érez.
llyen kisérleti korulmények ko6zott a nocicepcid kifejezés helyettesiti szemantikailag a
fajdalmat. A kivaltd inger természete alapjan beszélink termo-, mechano-, illetve
kemonocicepciorél. A nocicepcid kémiai agenssel vagy fizikai eljarassal torténé

csOkkentése esetén antinociceptiv hatasrdl beszélunk. Ha az allat vagy ember egy



fajdalomkelté ingerre fokozott reakciot mutat, hiperalgéziardl van szo6. A kivaltd inger
alapjan ez lehet termalis, mechanikai vagy kémiai hiperalgézia. Amennyiben a
szervezet érzékenysége annyira fokozodik egy inger irant, hogy normal korilmények
kozott nem fajdalomkeltd inger is nocifenziot, illetve fajdalmat valt ki, allodyniardl
beszéllnk. A hiperalgéziat vagy allodyniat csokkentd hatasokat
antihiperalgetikusnak, illetve antiallodyniasnak nevezzuk. Az antinociceptiv hatas
magaba foglalja a nem érzékenyitett allapotban a fajdalomingerrel kivaltott reakcio
csOkkentését éppugy, mint a hiperalgézia vagy allodynia mérséklését, vagyis az
antihiperalgetikus és az antiallodynias hatast.

A fajdalmas héinger intenzitdsa és az arra adott valaszreakcid nagysaga
kozotti relaciot szemlélteti a 2. abra. Ebben az 6sszeflggésben a valaszt tagan
értelmezhetjuk: lehet egy nociceptor in vitro vagy in vivo mért tuzelési frekvenciaja
éppugy, mint egy nocifenziv magatartasi reakcid intenzitdsa. A relaciot harom
paraméterrel jellemezhetjuk: (i) az ingerkiiszdb az a legkisebb ingerintenzitas, amely
mar képes az adott modellben mérheté valaszt kivaltani; (i) a maximalis
valaszreakcid az a szintje a valasznak, amelyiknél nagyobbat az ingerintenzitas
tovabbi novelésével mar nem lehet kivaltani; (iii) az ingerintenzitas—valasz fuggvény

meredeksége az ingerintenzitas kédolasanak az erdsitése (un. ,gain”).

>
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2. abra. A héinger intenzitasa és a kivaltott valasz nagysaga kézotti 6sszefliggés es

ennek karakterisztikus megvaltozasa szenzibilizacié soran.
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A patolégias korulmények kozott kifejlédd termalis hiperalgézia (amelynek a
nociceptorok szintjén a termalis szenzibilizaci6 a megfelel6je) kapcsan tipusos
esetben mindharom emlitett paraméter karakterisztikusan megvaltozik: a hékuszob

csokken, a maximalis valaszintenzitas és az erfsités né.

1.4. A termonocicepcié klasszikus vizsgalomodszerei

A termonocicepciot vizsgald hagyomanyos méddszerek, mint pl. a forré lap
(,hot plate”), a farok- (,tail flick”) illetve labvisszahuzasos (,paw withdrawal” vagy
.plantar”) tesztek hasonld elven alapulnak (6sszefoglaloként lasd Le Bars és mitsai,
2001). Egy allando, kuszobfeletti hdingert alkalmaznak az allat egy vagy tobb
testrészére, és az ezzel Kkivaltott elharitd, nocifenziv magatartasi reakcid
latenciaidejét mérik. Tehat egy konstans hémérsékletet allitanak be akar a forrd
lapon, akar a vizfurdében, illetve egy koncentralt h6sugarzast iranyitanak az allat
farkara vagy labara, és azt az id6t mérik, amig az allat nocifenziv magatartast nem
mutat (ez lehet a lab felemelése, megnyalasa, razasa, ugras, illetve a lab vagy a
farok forro vizfurdébél valé kirantasa). Adott kisérletben altalaban elére eldontik,
hogy mely magatartasformat tekintik végpontnak. A farok vagy lab kirantasa
spindlisan szervezdd6 flexor-reflex, mig a lab megnyalasa kozépagyi szinten
integralédé magatartasforma.

A fent emlitett tesztek egyik potencialis hatranya, hogy ismételt méréseknél a
latenciaid6 modosulhat: csokkenhet (az el6z6leg alkalmazott kuszobfeletti ingerek
érzékenyit6 hatasa miatt) vagy néhet (a korabbi ingerlések részleges deszenzibilizald
hatasa kovetkeztében). Ezért a latenciaidé reprodukalhatésaga korlatozott,
kldndsen rovid ido6kdzonként ismételt tesztelés soran (Groves és Thompson, 1970;
Gamble és Milne, 1989; Milne és Gamble, 1989; Carstens és Wilson, 1993; Plone és
mtsai, 1996; Sandkuhler és mtsai, 1996). Egyértelm( hatranya ezen modszereknek,
hogy a mért latenciaidé nem vethetd 6ssze az elektrofizioldgiai egyrost-elvezetéses
vagy .patch-clamp” kisérletek eredményeivel, ugyanis ezekben (ritka kivételtél
eltekintve) nem latenciaid6t, hanem aktivacios kiuszobhémérsékletet (hokiszdbot)
hataroznak meg. Emberen végzett kisérletekben szintén a hékuszobot szoktak
meghatarozni (Hardy és mtsai,1950; Szolcsanyi, 1977; Mayer és Campbell, 1981; La
Motte és mtsai, 1982; Sycha és mtsai, 2003).
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Belathatd, hogy a latenciaidd Iényegében a konstans, kiiszdbfeletti héingerre
adott valasz intenzitasat tikroz6 paraméter (lasd 2. abra). Kézenfekvd lenne a masik
termonocicepcidés paraméter, a nociceptiv h6kuszob meérésén alapuldé mddszerek
alkalmazasa, mar csak azért is, mert a mechanonocicepcié vizsgalatdban a
nociceptiv kliiszob meghatarozasa széles kérben alkalmazott eljaras, pl. a Randall-
Selitto teszt esetében. Nem elhanyagolandé szempont az sem, hogy a héklszdb
mérése kisebb mértékl szenvedést okoz az allatoknak, mint a latenciaid6-méres.
Meglep6 modon a szakirodalomban csak elvétve talalunk olyan allatkisérletes
kozleményeket, amelyek hdékliszobmérési paradigmaval nyert eredményeken
alapulnak. Az els6é dokumentalt probalkozas Szolcsanyi nevéhez flizédik, aki a
vizfurdében alkalmazott labvisszahuzasos tesztet mddositotta a nociceptiv hdkiszob
mérésére (Szolcsanyi, 1985; 1987b). A latenciaid6 mérésénél alkalmazott 50 °C
hémérsékletl helyett az allatok hatsé labat el6szor 42 °C-os vizfurd6be helyezte.
Amennyiben az allat nem rantotta ki a labat, megismételte a mérést 1 °C-kal
magasabb hdémérsékletre elémelegitett vizflirdében. Azt a vizhémérsékletet,
amelynél az allat kirantotta a labat, a nociceptiv kiszobnek tekintette. Az eljarast
addig folytatta, amig az utolsé vizsgalt allat is ki nem rantotta a labat. A héklszob
mérésének ez az egyszerl, de nehézkes moddszere értelemszerien 1 °C-nal
pontosabb kuszobértéket nem tudott szolgaltatni. Hunskaar és munkatarsai a ,hot
plate” modszert modositottak, kifejlesztve az emelkedé hémérsékletli forrd lapot,
amely szobahémeérsékletrél az allat labanak megnyalasaig folyamatosan emelkedé
hémérsékletével lehetévé tette a nociceptiv hdkliszob pontos mérését (Hunskaar és
mtsai, 1986). Ez a modszer eléggé érzékenynek bizonyult a morfin, paracetamol és
acetilszalicilsav antinociceptiv hatasanak kimutatasara, de a kapszaicin vagy mas
TRPV1-receptor-agonista hatasait nem vizsgaltak ezzel a médszerrel. Tovabba, jelen
ismereteink szerint hiperalgézia-modellt nem dolgoztak ki az emelkedé hémérsékleti
forr6 lapra. A moddszer lényegében feledésbe merllt, és nem terjedt el a
termonocicepcié vizsgalatara.

Osszességében elmondhatd, hogy bér térténtek probalkozasok a nociceptiv
héklszob mérésén alapuld allatkisérletes modellek kifejlesztésére, egyetlen eljaras
sem valt a termonocicepcio vizsgalatanak standard moddszerévé. Ennek egyik
lehetséges oka az lehet, hogy a hémérséklet pontos mérése technikailag sokkal
nehezebb, mint a latenciaid6é. Utébbi automatizalt mérése ugyanakkor kivaloan

alkalmas gyari keretek kozott folyd nagy volumen( vizsgalatokhoz. A masik ok az
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lehet, hogy nem fejlesztettek ki hiperalgéziamodelleket a hékliszobmérésre
vonatkozdan. Ismert, hogy az analgetikumok antihiperalgetikus hatasat nagyobb
érzékenységgel lehet kimutatni, mint a nem érzékenyitett alapreakcié gatlasara

vonatkozo hatasukat (Le Bars és mtsai, 2001).

A fentiek alapjan a nociceptiv h6kiszdb mérésének igényét a kdvetkez6 tényezbk
indokoltak:

a. Az utébbi idében az elektrofizioldgiai vizsgalatok, koztik a ,patch-clamp”
kisérletek rutinszerlvé valtak, amelyekben meghatarozzak egy idegvégzédeés
vagy ioncsatorna aktivaciés hoékuszobét. Ezek az elektrofizioldgiai
eredmények nem vethetdk 6ssze a magatartasi vizsgalatokban meghatarozott
latenciaidével.

b. A latenciaidd mérésének hatranya a nem optimalis reprodukalhatésag, ezért
igény mutatkozott a reprodukalhatéosag javitasara, a mérési modszer
stabilitdsanak fokozasara.

c. Az allatok védelme szempontjabdl kivanatos, hogy alacsonyabb intenzitasu
héingereket alkalmazzunk, amelyek a vizsgalt allatok szamara kevésbé vagy

egyaltalan nem szovetkarosité hatasuak.
Mindezek figyelembevételével érdemesnek tint a nociceptiv hékuszob meérésén

alapulé  allatkisérletes paradigmak kidolgozasa és azok farmakolégiai

modulacidjanak vizsgalata.
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2. CELKITUZESEK

Az értekezésben ismertetett munka soran célunk a termonocicepcié vizsgalata
volt a magatartasi nociceptiv hékliszob mérésével. Tekintettel arra, hogy munkank
kezdetén nem volt kaphat6 olyan készulék, amellyel e paraméter meérheté lett volna,
egy helyi ipari egyuttmikodés keretében uUjonnan kifejlesztett emelkedé
hémérsékletl forrd lapot hasznaltunk. Kisérleteink elsé sorozatainak célja az volt,
hogy e készuléket biolégiai szempontbdl validaljuk. Ennek részeként az
antinociceptiv gyogyszerhatasok mérésére alkalmas Uj hiperalgézia-modellek
kidolgozasat is célul tlztuk ki. Az emelked6 h&meérsékletli forré lap biologiai

validalasanak keretében az alabbiakat vizsgaltuk:

a. A h6kuszob reprodukalhatésaga: milyen meértékben valtozik ismételt mérések
esetén a hokuszob kezeletlen allatokban?

b. Referencia-analgetikumok hatasa a h6ékuszobre: milyen mértékben alkalmas e
modszer a direkt termalis antinociceptiv hatas kimutatasara?

c. HoékuszobcsoOkkenésen alapuld hiperalgézia-modellek kidolgozasa: milyen
mértékben képesek a TRPV1-receptor-agonistdk a nociceptiv hékuszob
csokkentésére?

d. Referencia-analgetikumok termalis antihiperalgetikus hatasanak vizsgalata:
hogyan befolyasoljak a TRPV1-receptor-agonistaval kivaltott hdéklszob-
csokkenést a konvencionalis analgetikumok?

e. Kimutathaté-e a TRPV1-receptor-agonistak szenzoros deszenzibilizalé hatasa

az emelkedd hémérsékleti forrd lappal?

Tovabbi kisérleteink soran — szintén az emelkedé hémérsékletli forrd lap
segitségével — lipid jellegli vegyuletek nociceptiv hékiszébre gyakorolt hatasait
tanuimanyoztuk. Ezen belul a az alabbi zsirsavamidokat vizsgaltuk: a TRPV1-
receptor nemrég azonositott agonistajat, az N-oleoil-dopamint (OLDA), az OLDA két
ujonnan szintetizalt metilalt szarmazeékat, a 3-metil-N-oleoil-dopamint (3-MOLDA) és
a 4-metil-N-oleoil-dopamint (4-MOLDA), valamint az N-oleoil-etanolamidot (OEA).
Tovabbi célunk volt a kettés, CB4 cannabinoid/TRPV1-receptor-agonista anandamid

hatasainak tanulmanyozasa.
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A fent emlitett agensek hdklszobre kifejtett akut hatasainak tanulmanyozasa
utan arra a kérdésre kerestik a valaszt, hogy a carrageninnel kivaltott szubakut

gyulladas allapotaban is lecsokken-e a nociceptiv hdkuszob.
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3. MODSZEREK

3.1. Eszkozok

Tekintettel arra, hogy kisérleteink megkezdésekor nem volt kaphaté olyan
midszer, amellyel mérhet6 lett volna a nociceptiv héklszob, egy uj fejlesztés,
szamitogéppel vezérelt emelked6 hémérsékletl forrd lapot hasznaltunk, amelyet a
pécsi Supertech Kft. épitett intézetlinkkel torténé egyuttmikodés keretében. Ez a
készulek harom részbdl all: egy 20x15 cm-es fémlemezbdl (az alatta elhelyezked6
futérendszerrel és a rajta levé plexilveg megfigyeld kamraval), a fltést szabalyozé
vezeérlbegységbdl, illetve a szamitogépbdl (3. abra). A fitérendszer szamitdgép-
szoftver altal szabalyozott, ami lehet6évé teszi a f(ités elinditasat, megallitasat, illetve
kulonboz6 fltési sebességek beallitasat. Méréseink szerint a fités soran a lemez

hémérsékletének emelkedése kozel linearis, és a hdmérsékletkulonbség a lemez

kilénb6zé pontjai kozo6tt nem haladja meg a 0,5 °C-t.

3. abra. Az emelked6 hémeérsékletti forro lap (Supertech Kft., Pécs) kezelbegysége a
szamitogéppel (bal oldalon), illetve a fiitbegységgel egybeépitett fémlemez a

megfigyel6 kamraval, elbtérben a hiitéshez hasznalatos fémlap (jobb oldalon).
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2003-ban kereskedelemi forgalomba kerllt egy un. ,incremental hot plate”
készulék (IITC Inc. Life Science, Woodland Hills, CA, USA), amely az emelkedd
hémérsékletli Uzemmdd mellett hagyomanyos, allandé hémérsékletli forrd lap
izemmadot is lehetévé tesz (4. abra). Ujabb vizsgalatainkat (3. sajat kdzlemény)
ezzel a készulékkel végeztik, melynek elényei a még egyenletesebb fiités, a lap
kulonboz6 teruleteinek kisebb hdmeérsékletvariabilitasa és a gyorsabb visszahités. A
készulék lehetévé teszi, hogy ugyanazon allatokban és ugyanazon a fémfellleten
nemcsak a nociceptiv h6kuszobot, hanem a konstans hémérsékletl forrd ingerrel
kivaltott nocifenziv reakcié latenciaidejét is meghatarozzuk. Ez a készulék egy
integralt egységbdl all, amely tartalmazza a beallitd és kezel6 gombokat, a kijelz6t, a
fémlemezt, amelynek flitésérdl és hitésérdl specidlis Peltier-elemek gondoskodnak,
illetve a plexiuvegbdl készult megfigyel6 kamrat. A mérés ,cut-off” h6meérsékleteként

mindkét hokiszobméro készulék esetén 50 °C volt beallitva.

4. abra. Az ,incremental hot plate” késziilék (IITC Inc. Life Science, Woodland Hills,

CA, USA) kbézponti egysége a fltérendszerrel, kezel6szervekkel és a megfigyel
kamraval (bal oldalon), illetve a megfigyel6 kamraban a melegitett lapra helyezett

allat labemelési reakcioja (jobb oldalon).
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3.2. Kisérleti allatok

A kisérleteket 140-200 grammos néstény Wistar patkanyokon (Charles River
Kft., Isaszeg) végeztuk. Az allatokat a kisérlet el6tti napon szallitottuk le a
laboratériumba, ahol standard ketrecben biztositottuk szabad mozgasukat,
élelemhez és vizhez valdé hozzajutasukat. Korlatozott szamban 28-42 grammos
néstény vad tipusu (*/*) C57BL6 egereken, illetve ezek TRPV1-receptor-génhianyos
(,knockout”, /") parjain is végeztink hékuszobmeéréseket. Az egerek tenyészparjait
dr. John B. Davis (Glaxo SmithKline, Harlow, UK) bocsatotta rendelkezéstinkre.

Kisérleti médszereinket, amelyeket az IASP (International Association for the
Study of Pain) etikai utmutatasa (Zimmermann, 1983) szerint terveztunk, a Pécsi

Tudomanyegyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsaga jovahagyta.

3.3. A nociceptiv hokliszob mérése

A kisérleteket ndstény patkanyokon végeztuk, mivel himek esetében a lappal
érintkez6 herezacskd melegitésével kivaltott nocifenziv reakci6 megzavarta volna a
lab nocifenziv reakcidjara iranyuld medfigyeléseket. Kisérleteinket zaj-mentes és
Iégkondicionalt laboratériumban végeztik. Minden allat csak egy mérési sorozatban
vett részt. A mérések el6tt minden allatot kondicionaltunk. A kondicionalas, azaz a
mérési metddushoz vald szoktatas azt jelenti, hogy egy hékuszobmeérést vegeztink,
amelynek eredményét nem vontunk be az analizisbe. A kiszobmérés soran az
allatot a megfigyel6 kamraba a fémlapra helyeztik, melynek hémérsékletét 30 °C-ra
allitottuk. Ezt kovetdéen a lemezt melegiteni kezdtik 6 °C/perc sebességgel, amig az
allat valamelyik végtagjat érint6 nocifenziv magatartast nem mutatott. A jellegzetes
valasz valamelyik hatsd lab nyaldsa volt, labemelést vagy -razast nagyon ritkan
tapasztaltunk. A nocifenziv reakcié megjelenésekor a flitést azonnal leallitottuk, és az
allatot eltavolitottuk a laprél. Azt a lemezhémérsékletet, amelynél a nocifenziv
reakcidé megjelent, az allat nociceptiv hékluszobeként értelmeztik. A nociceptiv
héklszOb leolvasasat kovetéen a lapot egy jégen tartott fémlemez rahelyezésével
leh(tottik 30 °C ala. 30 perc mulva ujra megmértuk a hdklszobot, és a két érték

atlaga szolgalt az allat kontroll héklszobeként.
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Azokban a kisérletsorozatokban, amelyekben héklszobcsokkentd hatasu szer
egyoldali intraplantaris adasara kerult sor, a patkany egyik hatsé labanak hékuszobét
hataroztuk meg 15 °C kiindulasi laphémérséletet és 12 °C/perc flitési sebességet
alkalmazva (ezt a hiperalgéziat kivaltd szerek massziv hékuszobcsokkent hatasa és
annak rovid tartama indokolta, a részleteket lasd az Eredmények fejezetben). Az elsé
mérési sorozat alkalmaval a lap flitését addig folytattuk, amig az allat valamelyik
hatsé végtagjan meg nem jelent a nocifenziv reakcio. 30 perccel késébb a masodik
mérésnél a ftést folyamatosan fenntartottuk, amig az a lab nem mutatott reakciot,
amelyiknek a héklszobét az el6zd mérés soran meghataroztuk, tekintet nélkul arra,
hogy a masik végtagon megjelent-e elébb nocifenziv reakcié vagy sem. A két érték

atlaga szolgalt a vizsgalt hatso végtag kontroll h6kuszobekeént.

3.4. Anyagok, feloldasuk és beadasuk maédja

Az alabbi szereket hasznaltuk. Az RTX-t (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO,
USA) etanolban oldottuk, majd a tdérzsoldatot (1 mg/ml) fiziolégias s6oldattal tovabb
higitottuk 0,48 uM koncentraciora. A I-RTX-t (Tocris Cookson Ltd, UK) hasonléan
oldottuk és higitottuk a végsé 10, illetve 1 yM koncentraciéig. A morfint (Ph. Hg. VII.
gyoégyszerészeti tisztasagu) és a diclofenacot (Research Biochemicals International,
Natick, MA, USA) fiziolégias séoldatban oldottuk. A paracetamolt (Ph. Hg. VII.
gyogyszerészeti tisztasagu) 12,5% 1,2-propandiolban oldottuk (el6szoér egy rész
tiszta 1,2-propandiolban rovid melegitéssel, majd 7 rész fiziolégias sooldat
hozzaadasaval). Az o,p-metilén-ATP-t és a piridoxalfoszfat-6-azofenil-2'4’-
diszulfonsavat (mindkett6 Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) fizioldgias
séoldatban oldottuk fel. A kapszaicint (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) és
az OLDA-t (Tocris Cookson Ltd, UK) 10% etanolban, 10% TWEEN 80-ban és 80%
fizioldgias sdoldatban oldottuk, majd a nyert 10 mM-os tdrzsoldatot fiziolégias séval
higitottuk tovabb. A 3-MOLDA és a 4-MOLDA szintézise a Magyar Tudomanyos
Akadémia Kémiai Kutatokdzpontjaban, Budapesten tortént. A 3-MOLDA, 4-MOLDA
és az OEA (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) 10 mM-os torzsoldatat
DMSO-val készitettik, majd megfelel6 pufferekkel higitottuk. Az OEA oldatait minden
kisérlet el6tt frissen készitettuk.
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A vegylletek illetve szolvenseik szisztémas hatasait intraperitonealis (i.p.)
injekciot (0,3 ml/100 g térfogatban) kdvetben vizsgaltuk. A lokalis hatasokat a hatso
végtag talpbdre ala adott 50 vagy 100 pl térfogatu intraplantaris (i.pl.) injekcioval
hoztuk létre. A szerek hatasait mindig szolvensukkel 6sszehasonlitva vizsgaltuk. A
héklszobmérést végz6 személy nem tudta, hogy aktiv kezelés vagy szolvens adasa

elbézte-e meg a mérést.

3.5. Adatfeldolgozas, statisztikai eljarasok

A kisérletekben nyert adatokat atlag + SEM (,standard error of mean”)
formaban mutatom be. Az aldbbi statisztikai eljarasokat alkalmaztuk. A Student-féle
egymintas t-probat hasznaltuk akkor, amikor ugyanazon allatokban a gydgyszeres
kezelés el6tti és utani értékeket hasonlitottuk 6ssze. A Student-féle kétmintas t-
probaval a szerek hatasait vetettik 0ssze a szolvenseik altal kifejtett valtozasokkal.
Tobb alkalommal ismételt mérések soran az egy-szempontos varianciaanalizist
(ANOVA) kovet6 Newman-Keuls post hoc teszttel vizsgaltuk a szignifikanciat. A

kilénbségeket P<0,05 esetén tekintettik statisztikailag szignifikansnak.

Az egyes kisérletsorozatok tovabbi metodikai részleteit a konnyebb attekinthetéség

érdekében az Eredmények fejezet megfeleld pontjaiban irom le.
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4. EREDMENYEK

4.1. A nociceptiv hokiiszob meghatarozasa és direkt farmakoldgiai
modulacidja (1. sajat kdzlemeny)

4.1.1. A nociceptiv hékiiszob reprodukalhatésaga

Az emelkedd hémérsékleti forré Ilap validalasanak elsé |épéseként
meghataroztuk a kezeletlen allatok héklszobét (30 °C kiindulasi laphémérsékletet és
6 °Cl/perc fltési sebességet alkalmazva), amely 45,3+0,3 °C-nak adddott (n=36).
Annak érdekében, hogy az allatpopulaciéon Dbellli hékuszob-variabilitast
megbecsuljuk, ugyanazon allatokban ismételt méréseket végeztink 5, 30 perc és 24
Ora intervallumokban. Az 5 percenként ismételt mérések esetében 12 °C/perc flitési
sebességet alkalmaztunk a meérés id6igényének csokkentése és igy az 5 perces
intervallum tarthatésaga érdekében. Ezekben a kisérletekben az allat mindkét hatsé
labara vonatkozéan meghataroztuk a hokuszobot, azaz az egyik hatsé végtagon
megjelend nocifenziv reakciét kovetéen a flitést folytattuk, amig a masik hatso
végtagon is meg nem jelent az elharitd reakcid. A h6kuszobok alakulasaban jelentds
eltéréseket nem talaltunk, azaz igen nagyfoku reprodukalhatésagot tapasztaltunk (5.

abra). Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kuldnbséget:

1. ugyanazon lab kulonb6z6 id6épontokban mért hékuszobei kozott (egy-
szempontos ANOVA utani Newman-Keuls teszt);

2. az Adllat kulonb6zd idépontokban meghatarozott hékuszobei (a két lab
hékliszobe kozll az alacsonyabb érték) kézott (ANOVA utani Newman-Keuls
teszt);

3. adott idépontban mérve az allat jobb és bal ldban meért hékuszob kozott

(kétmintas t-préba).

Altalanossagban elmondhaté, hogy a kiildnbézé kisérletsorozatokban
hasznalt allatcsoportokban mért h6kliszobok sem mutattak jelentés eltéréseket (erre
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vonatkozoan statisztikai analizist nem végeztink) jelezve, hogy a populaciok kdzotti

hékuszob-variabilitasok szintén nem tul nagyok.
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5. abra. A nociceptiv hékiisz6b reprodukalhatosaga ismételt mérések soran harom
kilénb6zb kezeletlen patkanycsoportban. Az allat hékiszbbe a két vegtag
hékiiszbbe kéziil az alacsonyabb érték (fekete oszlopok). Az adatok atlagértékek +
SEM (n=12 minden csoportban). A fiitési sebesség 12 °C/perc volt az elsé
csoportban (felsé panel) és 6 °C/perc a masodik és harmadik csoportban (k6zépsé
és alsé panel). A statisztikai analizis nem mutatott szignifikans eltérést az allat
azonos labanak hékiiszbbei, illetve az allat hoékiszébei kbzbtt kilénb6zé
idépontokban mérve (ANOVA utani Newman—-Keuls teszt), valamint a bal és jobb lab
kiiszbbe kbzott egy adott idépontban mérve (kétmintas t-proba).
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41.2. A morfin, diclofenac és paracetamol hatasa a nociceptiv
hoékliszobre

A morfin, paracetamol és diclofenac hékliszdbre gyakorolt hatasainak
mérésekor a kontroll h6kuszob meghatarozasat (30 °C kezd6hémeérseéklet, 6 °C/perc
futési sebesség) kovetben az allatcsoportok egyik felét a vizsgalt szerrel, a masikat
annak szolvensével kezeltlk intraperitonealis (i.p.) injekcié (0,3 ml/100 g térfogatban)
formajaban. A hékiszdbmérést 30 perc mulva megismételtik.

Mindharom szer a patkanyok nociceptiv hékuszobének megemelkedését
okozta doézisfuggd modon (6. abra), mig szolvenseik nem okoztak szignifikans
eltérést (az adatokat nem mutatom be). A morfin, diclofenac és paracetamol
szignifikans héklszobemelkedést okozé minimalis effektiv dézisai rendre 3, 10 és
200 mg/kg voltak.
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6. abra. A morfin, diclofenac és paracetamol elbkezelés (i.p., 30 min) hatasa a
nociceptiv hékliszébre. A hbkiiszéb-emelkedés a szer adasa utani és az az el6tti
(kontroll) érték kiilbnbségét jelenti. Az adatok atlagértékek £+ SEM (n=12). Csillag
Jeléli a kontrollhoz képest statisztikailag szignifikans valtozasokat (P<0,05, egymintas
t-proba).
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4.2. A resiniferatoxin (RTX) hatasa a hodkiuszobre és annak
farmakologiai modulacidja (1. sajat kdzlemény)

s

jaré termalis hiperalgézia-modell kidolgozasa

Célunk egy olyan termalis hiperalgézia-modell kidolgozasa volt, amelyben
kémiai agenssel a nociceptiv h6kuszob csokkenését idézzuk elé. Kézenfekvd volt a
kapszaicin mint TRPV1-receptor-agonista alkalmazasa, mivel ennek az agensnek a
termalis hiperalgéziat okoz6 hatasat mar szamos modellben igazoltak (Szolcsanyi
1977; Simone és mtsai, 1987; Gilchrist és mtsai, 1996; Yeomans és mtsai, 1996).
Vizsgalatainkat kapszaicin intraplantaris (i.pl.) adasaval kezdtuk. A markans
nocifenziv reakcio (lab emelése, razogatasa) ideje alatt kiszobmérést nem tudtunk
végezni, a nocifenziv reakcid6 megsziinése utan viszont nem tapasztaltunk
héklszobcsOkkenést. Hasonld volt a helyzet a talp bérének kapszaicines
ecsetelésével. Ezen Kkisérletek soran megallapitottuk, hogy a kapszaicin nem
alkalmas hékuszobcsokkenésen alapuld hiperalgézia-modell kialakitasara.

Tovabbi  kisérleteinkben egy masik agenssel probaltunk  meg
héklszobcsOkkenést kivaltani, amelyik egy marokkdi kaktusz-szerli ndévény
(Euphorbia resinifera) tejnedvében fordul el6, és kulondsen irritald hatasu. Egészen
1975-ig az irritalo tulajdonsagért felelés vegyulletet nem sikerult azonositani, ekkor
Hecker izolalta, majd resiniferatoxinnak (RTX) nevezték el (Hergenhahn és mtsai,
1974), azonban 1989-ig nem tételezték fel, hogy az RTX hasonlé mechanizmussal
hat, mint a kapszaicin (Szallasi és Blumberg, 1989). Az RTX egy diterpénvegylilet,
mely homovanillinsav-észtert tartalmaz, ami a kapszaicin strukturalis jellegzetessége
(7. dbra). Az RTX a kapszaicin olyan analégja, amelynek TRPV1-receptor iranti
affinitasa igen nagy (K = 43 pM); ezen az alapon nevezik ultrapotens TRPV1-
receptor-agonistanak. Az RTX egyesiti a természetes irritansok két osztalyanak, a
forbolésztereknek és a vanilloidoknak a sajatossagait. Bar az RTX kapcsolodik a
protein-kindz C-hez, de csak kis affinitassal, és ez az alacsony affinitds nem
magyarazza extrém csip6sségét, mivel a protein-kindz C aktivalasahoz joval
magasabb koncentracié szukséges, mint a csip6sség kivaltasahoz. Az RTX
nagymértékben szelektiv a TRPV1-receptorra, ezért széleskorlien hasznalt agens a

TRPV1-receptorok vizsgalatara. Hasonldéan a kapszaicinhez, az RTX el6szor izgatja
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a TRPV1-receptort expresszalé polimodalis nociceptorokat, majd ezt az excitacios
fazist ezeknek az idegi strukturaknak egy tartésan karosodott allapota koveti, amelyet
szenzoros deszenzibilizacionak nevezunk (lasd korabban). Az RTX kulondsen
potens a szenzoros deszenzibilizalé hatas szempontjabdl, ezért allatkisérletes

modellekben gyakran mint deszenzibilizal6 agenst szoktak alkalmazni.

OH

OCH

7. abra. A kapszaicin (bal oldalon) és a resiniferatoxin (RTX, jobb oldalon) szerkezeti

képlete.

Megvizsgaltuk az RTX egyoldali i.pl. injekcidjanak hatasat a hékuszobre
patkanyokban. Az RTX-adagolas el6tt meghataroztuk az allat egyik hatsé labanak
hékluszobét, amihez 15 °C kiindulasi laphémérséletet és 12 °Cl/perc fltési
sebességet alkalmaztunk. Ezt az RTX héklszdbcsdkkenté hatasanak nagy mértéke
és rovid tartama indokolta (lasd késébb). Az elsé mérési sorozat alkalmaval a lap
fitését addig folytattuk, amig az allat valamelyik hatsé végtagjan meg nem jelent a
nocifenziv reakcio. 30 perccel kés6ébb a masodik mérésnél a fltést folyamatosan
fenntartottuk, amig az a lab nem mutatott reakciot, amelyiknek a hékiszobét az el6zé
meérés soran meghataroztuk, tekintet nélkul arra, hogy a masik végtagon megjelent-e
elébb nocifenziv reakcio vagy sem. A két érték atlaga szolgalt a vizsgalt hatso végtag
kontroll hékuszobeként. RTX-et (0,048 nmol) vagy ennek olddszerét (0,03% etanol
fiziologias séoldatban) adtuk be a hatso lab talpbére ala 100 pl-es térfogatban. Egy
mérési sorozatban (n=12) mind a kezelt, mind a kezeletlen végtag hoékiszobét
meghataroztuk 5, 10, 15, 20 és 25 perccel az RTX beadasa utan. Az RTX
oldészerének alkalmazasa semmilyen nocifenziv reakciét nem valtott ki, és nem

valtoztatta meg a h6kliszobdt (az adatokat nem mutatom be).
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Az i.pl. RTX-injekciét kdvetéen akut nocifenziv reakciét figyeltink meg, ami a
kezelt lab nyalasaban, ragasaban és emelésében nyilvanult meg. Ezek a reakciok
kevesebb mint 5 percen belul lezajlottak, bar ritka esetben némelyik reakcio 5 perc
utan is fellépett. Amikor az RTX-szel kezelt allatokat az emelkedd hémérsékleti forrd
lapon vizsgaltuk, az els6 megfigyelt reakcié majdnem minden alkalommal a kezelt |ab
emelése volt, amit szinte soha nem tapasztaltunk kontroll korulmények kozott.
Néhany esetben kb. 1 masodpercig tartd fazikus emelést, mig mas esetekben tartos
emelést tapasztaltunk. A lab emelése az alacsonyabb hémérsékleti tartomanyban
(34-41 °C) jelent meg, mig a lab nyalasa 41 °C-nal magasabb hémérsékleten
jelentkezett (8. abra). A kettdé kozott atlagosan 4—6 °C kuldnbség adddott. A kiiszob
mindkét reakciora nézve az 5. percben volt a legalacsonyabb, és fokozatos

visszatérést mutatott, 25 perc mulva térve vissza a kontroll értékre.

l.pl. RTX (0,048 nmol) Bl Emelés (kezelt 14D)
[ Nyalas (kezelt lab)
] Nyalas (nem kezelt lab)
48 -
1 o e = T T —
44 4 *
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24 1

20

Kontroll 5 10 15 20 25 perc

8. abra. Az RTX (0,048 nmol) egyoldali intraplantaris (i.pl.) injekciéjanak hatasa a
nociceptiv hékuszdbre. Az adatok atlagéertékek + SEM (n=12). Az 5 percenként
ismetelt mérések soran a lab emelése, majd nyalasa, vegil a nem kezelt lab nyalasa
Jjelent megq. Csillag jelzi a szignifikans eltéréseket a kezelt lab kontroll hbklisz6béhez
képest (P<0,05, egy-szempontos ANOVA, Newman-Keuls post hoc teszt).
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Az RTX okozta nagyfoku és rovid ideig tartdé hdkiszobcsokkenés érthetbvé teszi,
miért vettlk le a kezd6 laphémérsékletet 15 °C-ra és emeltlik a fitési sebességet 6-
rél 12 °Cl/percre. Az el6bbi tette lehetévé az alacsony hékiuszobok kimeérését, utdbbi
pedig a rovidebb mérési idéket, ami megengedte a gyakori, 5 percenkénti h6klszob-

meghatarozasokat.

4.2.2. Morfin, diclofenac és paracetamol hatasa az RTX-szel kivaltott
hékiuszobcsokkenésre

Ebben a sorozatban szisztémasan adott referencia-analgetikumok hatasat
vizsgaltuk olyan Aallatokban, melyek egyik hatsé lababan i.pl. RTX-injekcié
segitségével hékiuszdbcsdkkenést valtottunk ki. A morfin, diclofenac és paracetamol
RTX-indukalta hékuszobcsokkenésre gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a megfelel6
oldészerkontrollt hasznaltuk, vagyis az allatcsoport egyik fele 25 perccel az RTX
beadasa el6tt analgetikumot kapott i.p., mig a masik felét annak szolvensével
kezeltuk el6. Ez a protokoll biztositotta, hogy a kulonb6zd allatpopulacidkban az
RTX-indukalta hékuszobcsOkkenés nagysaganak variabilitisa ne befolyasolja a
vizsgalatot. A lap kiindulasi hémérsékletét 15 °C-ra, mig a fltési sebességet 12
°Cl/percre allitottuk. A hékiuszdbdket csak a kezelt labon hataroztuk meg 5, 10, 15 és
20 perccel az RTX-injekcié beadasat kovetbéen, csak a hamarabb bekovetkezd
labemelési reakciéra vonatkozdéan. A statisztikai analizis soran minden mérési
idépontra vonatkozoan a szerrel, illetve a szolvenssel el6kezelt csoportban a kontroll
héklszObhoz viszonyitott csOkkenést a kétmintas t-probaval vetettlik 6ssze. Az
analgetikumok hokuszobcsokkeneést gatlé hatasanak mértékét a kovetkez6 keéplettel
szamoltuk: (CsOkKszo - CSOkKszer) / CsOkKszonw X 100, ahol a CsOkkszon €S CsOkKszer az
RTX-szel kivaltott hGkuszobcsokkenések atlagara vonatkozik a szolvenssel, illetve a
szerrel kezelt csoportban. Az eredmények analiziséhez egyrészt az 5. percben mért
héklszobcsOkkenést, masrészt globalis mutatéként az 5., 10., 15. és 20. percben
mert kiiszobcsOkkenések 0sszegét vettuk alapul.

A morfin, a diclofenac és a paracetamol el6kezelés dézisfuggé modon gatolta
az RTX-okozta hékuszdbcsokkenést. A mérési eredményekbdl dozis—hatas gorbét
vettink fel, és a gydgyszeres kezelés gatld hatdsat az RTX-indukalta

hékluszobcsOkkenésre %-ban kifejezve adtuk meg (9. abra).
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9. abra. A morfin, diclofenac és paracetamol el6kezelas gatlé hatasa az RTX-szel
kivaltott hékiiszébcsbkkenesre (n=10-12 minden csoportban). A folyamatos vonal
mutatjia az 5. percben mért kiliszObcsbkkenések atlagaibol szamolt szazalékos
alapjan meghatarozott gatlast. Csillag jelzi a szignifikans eltéréseket a szolvenshez
képest (P<0,05, kétmintas t-proba) mindkét paraméterre vonatkozoban.

[] oldészer i.p. + RTX i.pl.
Il Diclofenac 1 mg/kg i.p. + RTX i.pl.

p<0,05

Hékiiszob (°C)

N
©
[ A
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2
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20
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10. abra. 1 mg/kg i.p. adott diclofenac hatasa a 25 perccel késébb i.pl. adott 0,048
nmol RTX-szel kivaltott héklisz6bcsbkkenésre (labemelési reakcio). Az adatok
atlagértéekek + SEM (n=12 mindkét csoportban, kétmintas t-proba).
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Egy konkrét kisérlet eredményét mutatia a 10. abra, melyben 1 mg/kg
diclofenac hatasat vizsgaltuk. Ennek az igen alacsony dozisnak a gatlé hatasa csak
az 5. percben volt szignifikans.

A morfin, diclofenac és paracetamol az RTX hokuszobcsokkentd hatasat 1, 1
illetve 100 mg/kg minimalis effektiv dézisban gatolta. A 2. tablazatban tintettem fel a
vizsgalt referencia-analgetikumok termalis antinociceptiv hatasaira vonatkozé
farmakodinamiai mutatokat mind a kontroll h6kiszob megemelésére, mind az RTX

okozta h6kuszdbcsdkkenés gatlasara vonatkozoan.

Morfin Diclofenac Paracetamol
Minimalis ED Minimalis ED Minimalis ED
Hékiszob emelkedése | effektiv dozis (mg ;k;) effektiv dozis (mg /1kgC:]) effektiv dozis (mg ;k;)
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg)
3 4.5 10 40 200 160
RTX-indukalta Minimalis ED Minimalis ED Minimalis ED
hékiiszobcsokkenés | effektiv dozis (m /io ) effektiv dozis (m /io ) effektiv dozis (m /io )
gatlasa (mg/kg) 9/kg (mg/kg) 9’kg (mg/kg) 9/kg
5. perc 1 0,8 1 0,7 100 120
Szumma 1 0,5 1 0,6 100 115

2. tablazat. Referencia-analgetikumok termalis antinociceptiv hatasa. Minimalis
effektiv dozis: az alkalmazott legkisebb dozis, amely a hbklisz6b szignifikans
emelkedését, illetve az RTX-indukalta hékiisz6bcsbkkenés szignifikans gatlasat
okozta. ED+c: az a dozis, amely a h6kiiszéb 1 °C-os emelkedését okozta. EDsy: az a
dozis, amelyik az RTX-indukalta hékiiszébcsbkkenés maximalis gatlasanak 50%-at
valtotta ki. A tablazat utolsé soraban talalhato értékek az 5., 10., 15. és 20. percben
meért kiiszébcsbkkenések 6sszegére vonatkoznak.
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42.3. A TRPV1-receptor-antagonista jod-resiniferatoxin (I-RTX)
vizsgalata az emelkedd hémérsékleti forré lappal
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11. abra. A jod-resiniferatoxin (I-RTX) szerkezeti képlete.

A jod-resiniferatoxin (I-RTX) egy ujabban kifejlesztett TRPV1-receptor-
antagonista (Wahl és mtsai, 2001), amely joval potensebbnek bizonyult in vitro, mint
a capsazepin. Kisérleteink elvégzéseének idejéig az I-RTX in vivo TRPV1-receptor-
antagonista hatasarol csak kevés adat allt rendelkezésre (Wahl és mtsai, 2001;
Undem és Kollarik, 2002).

Az elsé sorozatban azt vizsgaltuk, hogy az o©onmagaban adott I-RTX
befolyasolja-e a h6kuszobdt, vagyis a TRPV1-receptornak van-e kimutathato szerepe
a forré ingerek detektalasaban. I-RTX-et (0,1 és 1 nmol/100 ul végtagonként, n=8-8)
adagoltunk mindkét hatsd végtagba, a lap kezdeti hémérsékletét 15 °C-ra, mig a
fitési sebességet 12 °C/percre allitottuk. A kétoldali kezelésre azért volt szlikség,
hogy az I-RTX esetleges h6kuszobemel§ hatasanak kimutatasat ne zavarja meg a
nem kezelt 1ab nocifenziv reakcidja, amelynek fellépése allatvédelmi szempontbdl
sem lett volna kivanatos. A hékiszdb-meghatarozasokat 5, 10, 15, 20, 30, 40 és 50
perccel az I-RTX beadasat kdvetben végeztuk, illetve 1, 2, 4 és 6 6ra mulva a nap
folyaman, valamint 5§ tovabbi napon at naponta egyszer. A héklszobot az elsé
reagalé vegtag nyalasi reakcidja alapjan hataroztuk meg. Az I-RTX egyik ddzisban
sem valtott ki nocifenziv reakciét vagy hékuszdbvaltozast a vizsgalt rovid és hosszu

tavu idészakban (az adatokat nem mutatom be).
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A masodik mérési sorozatban azt vizsgaltuk, hogy az I-RTX képes-e gatolni az
RTX hékuszobcsokkentd hatasat, illetve hogy hatasa szelektiv-e a TRPV1-
receptorra. Utdbbi kapcsan azt teszteltuk, hogy az I-RTX befolyasolja-e egy nem a
TRPV1-receptoron hatd, de hdkluszObcsOkkenést okozdé agens hatasat. llyen
hatasunak talaltuk az o,B-metilén-ATP-t, amely egy metabolikusan stabil ATP-
analdg. I-RTX-et (0,05 nmol/50 pl végtagonként) vagy ennek oldoszerét (0,03%
etanol fiziolégias séoldatban) adagoltuk 5 perccel az RTX (0,048 nmol/100 pl) illetve
az a,p-metilén-ATP (0,3 umol/100 ul) ugyanabba a végtagba torténé beadasa el6tt.
Csak a kezelt hats6 végtag hékliszobének meghatarozasat végeztik 5, 10, 15 és 20
perccel az RTX, illetve o,B-metilén-ATP adagolasat kovetéen. Az |-RTX-szel vagy
annak szolvensével elbkezelt allatcsoportokban az RTX, illetve az o,B-metilén-ATP
hékuszobcsOkkentd hatasat ugyanolyan mddon hasonlitottuk dssze statisztikailag,
vonatkozoan az |-RTX-szel, illetve a szolvenssel el6kezelt csoportban a kontroll
héklszobhoz viszonyitott csokkenést kétmintas t-probaval vetettik ossze. A
héklszobcsOkkenés gatlasanak mértékét kifejezd szazalékos mutatot az alabbi
képlettel szamoltuk ki: (CsOkKszoy — CSOKKszer) / CsOkKszon X 100, ahol a CsOkkszon, €S
CsOkkszer az 5. percben mért, illetve a négy mérési idépontban regisztralt
héklszobcsOkkenés(ek) Osszegének atlaga a szolvenssel, illetve az I-RTX-szel
el6kezelt csoportban.

Az |-RTX-el6kezelés szignifikansan mérsékelte az RTX altal indukalt
héklszObcsOkkenést (12. abra), az 5. percben mért gatlé hatas 51%-nak, mig az
Osszesitett h6kuszobcsokkenések tekintetében (szummalt érték) a gatlas 64%-nak
adodott. Az o,B-metilén-ATP szintén csokkentette a h6kuszobot 39,5+1,2 °C-ra az 5.
percben és 42,0+0,9 °C-ig a 10. percben mig a késébbi mérési idépontokban mar
nem okozott mérhet6 kiszdbvaltozast (a szolvense hatastalan volt). Az emelkedd
hémérseékletl forrd lapon megfigyelt elsé nocifenziv reakcio itt is a lab emelése volt.
Az o,p-metilén-ATP  hatasat megmeértuk a P2-purinergreceptor-antagonista
piridoxalfoszfat-6-azofenil-2'4’-diszulfonsav (PPADS, 0,15 pmol/50 pl) vagy annak
szolvensével végzett 5 perces i.pl. elbkezelést kovetben is. A PPADS az «,B-metilén-
ATP hékuszobcsoOkkentd hatasanak 83%-os gatlasat eredményezte az 5. percben
(n=8, P<0,01). Az I-RTX-el6kezelés nem gatolta az o,B-metilén-ATP-okozta

héklszobcsoOkkenést (12. abra).
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12. abra. Az I-RTX (0,06 nmol) hatasa szolvensével 6sszehasonlitva az RTX (0,048
nmol) illetve az a,B-metilén-ATP (meATP, 0,3 umol) indukalta h6klisz6bcsbkkenésre.
Az abra felsé részén az 5. percben mért hékiisz6bcsbkkenés, az alsé részén a
hékiisz6bcsbkkenések 6sszege lathaté (n=8 csoportonként). A csillagok a szolvens-
elb6kezeléshez viszonyitott szignifikans kilbnbségeket mutatjak (P<0,05, kétmintas t-

proba).
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4.2.4. Az RTX hosszu tavu hatasa a nociceptiv hékluiszobre

A fentiekben emlités tortént arrdl, hogy a TRPV1-receptoron haté agonistak
egy része, pl. a kapszaicin vagy az RTX, a kezdeti izgatdé hatast kdvetéen egy tartos
refrakter allapotot hoznak létre, amelyet szenzoros deszenzibilizacidonak nevezink
(Jancso, 1959; dsszefoglaloként lasd Holzer, 1991; Szolcsanyi, 1993; 2003; Szallasi
és Blumberg, 1999). Ennek soran a polimodalis idegvégz6dés mindenfajta ingerrel
(h6, mechanikai, kémiai) szemben érzéketlenné valik. Az emelkedé hémérsékleti
forrd lap validalasanak részeként megvizsgaltuk, hogy a TRPV1-receptor-agonistak
jol ismert, hdével szembeni deszenzibilizaciét okozd hatasa kimérhetd-e ezzel az
eszkozzel, vagyis az RTX okoz-e tartdos hékuszob-emelkedést.

Az allatok mindkét hatsé végtagjat i.pl. kezeltuk RTX-szel (0,048 nmol/100 pl
végtagonként, n=12), illetve annak szolvensével (0,03% etanol fizioldgias
sboldatban, n=6), hogy elkerlljik a nem kezelt lab nocifenziv reakciojanak zavaré
hatasat. A bilateralis kezelés etikailag is indokolt, mivel csak az egyik lab kezelésével
az allatot kitettik volna annak, hogy a nem kezelt 1ab fajdalmat elviselje mindaddig,
amig a kezelt 1ab nocifenziv reakciét nem mutat. A fémlapot 30 °C-r6l 6 °C/perc
fitési sebességgel melegitettiik, amig valamelyik labon elharité reakcid nem
jelentkezett. A hékluszob-meghatarozasokat az RTX beadasat kovetd 5, 10, 15 és 20
percben végeztuk, illetve 1, 2, 4 és 6 6ra mulva, majd naponta 1 héten at. A
héklszOb-meghatarozas alapjaként az elséként reagalé végtag szolgalt. Ha a ,cut-
off” hédmérsékletet elértik, az allatot azonnal eltavolitottuk a lemezrdl, és 50 °C-t
tekintettUk a mérés eredményének.

A kétoldali RTX-kezelés hatasara a hokuszob mar a beadast kovet6 elsé 6ra
végén megnétt, tobb napig emelkedett szinten maradt (az emelkedés maximuma kb.
3 °C volt), majd a kezelést kdvetd 6. napra tért vissza a kiindulasi tartomanyba (13.
abra). Az RTX-okozta nocifenziv reakcié és az atmeneti (a beadas utani elsé 20
percben észlelhetf) h6kliszobcsOkkenés természetesen itt is kimutathato volt, de azt
nem tuntettem fel, mivel a 4.2.1. pontban mar részletesen bemutattam. A hékiszob-
emelkedés fazisaban az emelkedé hémérsékletl forré lapon megfigyelhetd reakcid
valamelyik hatsé lab nyalasa volt, hasonl6an a kezelés elétti allapothoz. Az RTX
szolvense nem okozott szignifikans hdkuszobvaltozast a hosszu tavu mérések soran

sem (az adatokat nem mutatom be).
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Nociceptiv hékiiszob (°C)
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13. abra. Az RTX (0,048 nmol/lab) kétoldali i.pl. injekcidjanak hosszutavu hatasa a
nociceptiv hékiiszébre. Az adatok atlagértékek + SEM (n=12). A csillagok
szignifikans eltérést jeleznek a kontrollhoz képest (P<0,05, egy-szempontos ANOVA

utani Newman-Keuls teszt).

4.3. A TRPV1-receptor-génhianyos (,,knockout”) és vad tipusu
egerek nociceptiv hoékuszobének oOsszehasonlitasa (1. sajat
kozlemény)

A bevezetésben emlités tortént arrdl, hogy részben elektrofizioldgiai, részben
latenciaid6-mérésen alapuld termonociceptiv tesztek alkalmazasaval
O0sszehasonlitottak a vad tipusu és a TRPV1-receptor-génhianyos egerekben a forrd
ingerekre adott valaszt. Arra a meglep6 eredmeényre jutottak, hogy TRPV1-receptor-
génhianyos (,knockout”) egerekben — legalabbis 48-50 °C-ig — nem karosodik a forro
ingerek detektalasa (Caterina és mtsai, 2000; Davis és mtsai, 2000; Woodbury és
mtsai, 2004; Zimmermann és mtsai, 2005). Mindezek fényében érdemesnek tlnt

annak vizsgalata, hogy a nociceptiv h6klszobat illetéen kimutathaté-e kulonbség a
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vad tipusu és a TRPV1-,knockout” egerek kozott. Ennek érdekében 28—42 grammos
néstény vad tipusu (*/*) C57BL6 egereken, illetve ezek TRPV1-receptor-génhianyos
(,knockout”, /) parjain végeztink hékuszobmeéréseket. A hékuszob-meghatarozast
ugyanugy vegeztuk, mint a patkanyoknal (30 °C kiindulasi laphémérséklet, 6 °C/perc
ftési sebesség), a tipikus végpont valamelyik hatsé végtag nyalasa vagy razasa volt.

Nem talaltunk statisztikailag szignifikans kulonbséget a két egérpopulacio
(n=10-10) nociceptiv hékluszobe kozott (vad tipusu: 45,2+0,4 °C, TRPV1 ,knockout™
45,6+0,5 °C, P=0,76, kétmintas t-préba).
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4.4. Lipid jellegii vegyuletek nociceptiv hdékuszobre gyakorolt
hatasanak vizsgalata

44.1. Az N-oleoil-dopamin (OLDA) hékiiszobre gyakorolt hatasanak
vizsgalata (2. sajat kozlemény)

14. abra. Az N-oleoil-dopamin (OLDA) szerkezeti képlete.

Bar szamos agensrél ismert, hogy képes aktivalni a TRPV1-receptort
(6sszefoglaloként Iasd Pingle és mtsai, 2007), nem tisztazott, hogy mely vegyulet(ek)
e receptor endogén liganduma(i). Bizonyos adatok felvetették annak lehet6ségét,
hogy esetleg az endocannabinoid anandamid vagy a lipoxigenaz-termeék 12-(S)-
hidroperoxi-eikozatetraénsav (12-HPETE) lennének ilyen funkcioju vegyuletek
(Zygmunt és mtsai, 1999; Hwang és mtsai, 2000). Egy ujabb jeldlt kertlt
reflektorfénybe 2003-ban, amikor leirtak egy, a kdzponti idegrendszerben eléforduld
lipidet, az N-oleoil-dopamint (OLDA, 14. abra), amely szerkezetileg hasonldé a
kapszaicinhez, és képes Ca®'-bearamlast kivaltani TRPV1-transzfektalt ,human
embryo kidney” (HEK) sejteken (Chu és mtsai, 2003). Ezen tulmenden e vegyllet
i.pl. adas utan nocifenziv reakciét valtott ki, és a ,plantar’ tesztben csdkkentette a
héingerrel kivaltott labvisszahuzas latenciaidejét, azaz termalis hiperalgéziat okozott.
Mindezen valaszokat I-RTX-szel antagonizalni lehetett, mutatva a TRPV1-receptor
kozvetitd szerepét (Chu és mtsai, 2003).

Kisérleteink célja az volt, hogy tovabb vizsgaljuk az OLDA TRPV1-receptorra
kifejtett hatasait. Az in vitro kisérleteket intézetink masik munkacsoportja végezte:
egyrészt radioaktiv “°Ca®" cellularis felvételét mérték a patkany TRPV1-receptort
stabilan kifejez6 HT5-1 sejtvonalon (Sandor és mtsai, 2005), masrészt tenyésztett
trigeminalis  szenzoros neuronokban az intracellularis  Ca®*-koncentracid

monitorozasa tortént fura-2 festékkel torténd el6kezelés utan mikrofluorimetriaval.
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Ezen kisérletek eredményeire vonatkozdéan abrat nem mutatok, viszont rovid
szOveges leirasukat megadom az in vivo adatokkal valé Osszevetés céljabdl. Az
OLDA koncentraciofiiggd médon *°Ca**-felvételt valtott ki a TRPV1-transzfektalt
sejtekben; a kapszaicinhez képest hatékonysaga 60% volt, azaz parcialis
agonistaként viselkedett, az ECs érték alapjan megitélt hataseréssége pedig 50-szer
kisebb volt. Az OLDA a tenyésztett trigeminalis neuronokban is ndvelte az
intracellularis Ca®*-szintet, és ez a valasz ismételt adagolas soran tachyphylaxiat
mutatott.

Az altalam végzett in vivo kisérletekben azt vizsgaltuk, hogy képes-e az OLDA
csOkkenteni a nociceptiv hdékiszobot, illetve, hogy nocifenziv hatasanak mi a
receptorialis hattere. A kiszobmeéréshez a Supertech Kft. altal készitett emelkedd
hémérsékletl forré lapot hasznaltuk. A kisérletben az allatok egyik hatsé lababa 5
nmol OLDA-t adtunk. Az OLDA beadasat az allatok egyik csoportjaban az I-RTX
szolvensének, mig masik felében 0,05 nmol I-RTX i.pl. beadasa el6zte meg. Az I-
RTX szolvensével elékezelt csoportban az OLDA beadasat kévetd elsé tiz percben a
heves nocifenziv reakcid (a lab emelése és nyalasa) miatt a h6kiuszobot nem tudtuk
megmeérni. Ezt kdvetbéen az emelkeddé hémérsékletl forrd lappal mérve (15 °C
kiindulasi hémérséklet és 12 °Cl/perc fltési sebesség) azt tapasztaltuk, hogy az
OLDA az RTX-hez hasonléan jelentds, 5-8 °C-os hdékiszdbcsdkkenést okozott (15.
abra), ami a beadas utani 60. percre megszint (egy-szempontos ANOVA utani
Newman-Keuls teszttel vizsgalva). Az emelkedd hémérsékleti forré lapon megfigyelt
elsé nocifenziv reakcio az OLDA esetében is a kezelt |lab emelése volt. Mivel az |-
RTX szolvensérdl korabban kimutattuk, hogy nem okoz hékliszdbvaltozast (lasd
4.2.3. pont), a nyert adatok az OLDA hokuszobcsokkentd hatasat torzitas nélkil
mutattak. Kulon kisérletsorozatban kimutattuk, hogy az OLDA szolvense sem
nocifenziv, sem hdéklszobdét modositd hatast nem valtott ki (az adatokat nem
mutatom be). Az OLDA hdkiszobcsokkentd hatasat az i.pl. I-RTX-el6kezelés az
OLDA beadasa utani 10-30. percben szignifikansan gatolta (15. abra). Az |-RTX-
szel, illetve annak szolvensével el6kezelt allatcsoportokban az OLDA
héklszobcsOkkenté hatasat ugyanolyan mdédon hasonlitottuk dssze statisztikailag,
vonatkoz6an a szerrel, illetve a szolvenssel el6kezelt csoportban a kontroll

hékuszobhoz viszonyitott csokkenést kétmintas t-prébaval vetettuk dssze.

37



10 - [] oldészer 50 uli.pl. + OLDA 5 nmol i.pl.
—" Bl 1-RTX 0,05 nmol i.pl. + OLDA 5 nmol i.pl.
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15. abra. Az i.pl. adott N-oleoil-dopamin (OLDA) hékiisz6bcsbkkenté hatasa az I-
RTX-szel vagy annak szolvensével végzett el6kezelés utan. Az adatok atlagértékek +
SEM, (n=8, csoportonként). Csillag jelzi az I|-RTX szolvenséhez viszonyitott

szignifikans eltéréseket (P<0,05, kétmintas t-proba).

A tovabbiakban megvizsgaltuk az OLDA (50 nmol i.pl.) nocifenziv reakciét
okozo hatasat 30—41 grammos néstény vad tipusu (*/*) C57BL6 és TRPV1-receptor-
génhianyos (,knockout”, /) egerekben. A mérés soran az injekcié beadasat kdvetben
mértik a lab emelésének és nyalasanak id6tartamat. Egerekben a patkanyokhoz
hasonldan az i.pl. adott OLDA azonnali és heves nocifenziv reakciét valtott ki (a lab
emelése, razogatasa és nyalasa), amely a TRPV1-génhianyos egerekben
szignifikansan rovidebb id6 alatt lezajlott, mint vad tipusu parjaikban (16. abra).
Azonban a génhianyos egerekben az OLDA még mindig képes volt nocifenziv

reakcioét kivaltani, ellentétben a szolvenssel, ami praktikusan hatastalan volt.
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16. abra. Az ipl. adott N-oleoil-dopamin (OLDA) akut nocifenziv hatasanak
id6tartama vad tipusu (WT) és TRPV1-receptor ,knockout” (KO) egerekben
szolvensével 6sszehasonlitva. Az adatok atlagértékek + SEM, (n=12). Csillag jeldli a

szignifikans eltéréseket (P<0,05, kétmintas t-proba).

4.4.2. A 3-metil-N-oleoil-dopamin (3-MOLDA), 4-metil-N-oleoil-dopamin (4-
MOLDA) és az N-oleoil-etanolamid (OEA) TRPV1-receptorra gyakorolt
hatasainak vizsgalata (3. sajat kozlemény)

A TRPV1-receptor-agonistanak bizonyult OLDA-val végzett kisérleteink
folytatasaként megvizsgaltuk az OLDA két metilalt szarmazékanak, a 3-metil-N-
oleoil-dopaminnak (3-MOLDA, 17. abra) és a 4-metil-N-oleoil-dopaminnak (4-
MOLDA, 17. abra) a TRPV1-receptorra kifejtett in vivo hatasait, elsGsorban a

nociceptiv h6kiszob mérésével. A 3-MOLDA és 4-MOLDA szintézisének — ami a
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Magyar Tudomanyos Akadémia Kémiai Kutatdintézetében tortént — elméleti alapja az
volt, hogy feltételeztiik, hogy az endogén OLDA esetleg metilalédik a szimpatikus
neurotranszmisszi®é mediatorat, a noradrenalint metabolizalé katekol-O-metil-
transzferaz (COMT) révén, és ezaltal nagyobb affinitasu (és emiatt potensebb)
endogén TRPV1-receptor-agonista keletkezik. EQy rokon zsirsavamidrol, az N-oleoil-
etanolamidrol (OEA, 17. abra) kimutattak, hogy a TRPV1-receptor aktivalasaval
képes az els6dleges érzéneuronok izgatasara, illetve hiperalgézia kivaltasara (Ahern,
2003; Wang és mtsai, 2005; LoVerme és mtsai, 2006). Ezzel ellentétben az OEA
antinociceptiv hatast mutatott egy visceralis fajdalommodellben egérben és egy
gyulladasos modellben patkanyban (Suardiaz és mtsai, 2007).

Vizsgalataink célja egyrészt az volt, hogy a két ujonnan szintetizalt OLDA-
szarmazék (3-MOLDA és 4-MOLDA) TRPV1-receptorra kifejtett esetleges hatasait
kimutassuk. Masrészt, — az OEA-val nyert ellentmondasos irodalmi adatok fényében

— az OEA TRPV1-receptorra gyakorolt hatasanak analizise is célszerlinek latszott.

R3
1 H
NW/\/\/\/
R1 O
R2 OLDA 3-MOLDA 4-MOLDA OEA
R1=0H R1=0H R1=OCH3 R3=0H

R2=OH  R2=0CH;  R2=OH

17. abra. Az N-oleoil-dopamin (OLDA), 3-metil-N-oleoil-dopamin (3-MOLDA), 4-metil-
N-oleoil-dopamin (4-MOLDA) és az N-oleoil-etanolamid (OEA) kémiai szerkezete.

Az in vitro kisérleteket ezen agensekkel is intézetink masik munkacsoportja
végezte ugyanazon moddszerekkel, mint az OLDA esetében: egyrészt *°Ca?*
cellularis felvételét mérték a patkany TRPV1-receptort stabilan kifejez6 HT5-1
sejtvonalon (Sandor és mtsai, 2005), masrészt tenyésztett trigeminalis szenzoros
neuronokban az intracellularis Ca**-koncentraciét monitoroztak mikrofluorimetriaval.

Ezen Kkisérletek eredményeire vonatkozéan sem mutatok abrat, de rdviden
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megemlitem &6ket az in vivo adatokkal val6 Osszevetés céljabdl. Az in vitro
kisérletekben a 3-MOLDA a 0,1-100 pM-os koncentraciétartomanyban vizsgalva
koncentraciofiiggéen *°Ca* -felvételt indukalt a TRPV1-receptort stabilan expresszald
sejtekben. A 3-MOLDA hatékonysaga (maximalis hatasa) 70%-a volt a
kapszaicinének, mig az ECsp érték alapjan megitélt hataser6ssége korulbelul 500-
szor  kisebbnek  bizonyult a kapszaicinéhez  viszonyitva. A  fenti
koncentraciétartomanyban vizsgalt 4-MOLDA és OEA 6nmagaban adva nem valtott
ki mérhetd “°Ca**-felvételt, de mindkét vegyiilet koncentraciéfiiggéen csokkentette a
100 nM kapszaicin *°Ca®*-felvételt indukald hatasat. A tenyésztett trigeminalis
érzéneuronokban a 3-MOLDA novelte az intracellularis Ca”—koncentréciét, mig a 4-
MOLDA és az OEA hatastalan volt. Ezen eredmények alapjan valdszindsithetd volt,
hogy az in vitro kisérletekben a 3-MOLDA a TRPV1-receptor parcidlis agonistajaként,
mig a 4-MOLDA és az OEA TRPV1-receptor-antagonistaként viselkedett.

Az in vivo Kkisérletekben az esetleges TRPV1-receptor-agonista hatas
vizsgalata soran a kontroll h6kiiszdb mérése (,incremental hot plate”, IITC Inc. Life
Science, 15 °C kiindulasi hdmérséklet, 12 °C/perc fltési sebesség) utan a patkanyok
egyik hatso lababa 3-MOLDA, 4-MOLDA vagy OEA oldatat adtuk 100 pl térfogatban
i.pl. (egy masik csoportot a megfelel6 szolvenssel kezeltink el), majd ezt kovetden
5 percenként hékliszObmérést végeztink (azonos paraméterekkel, mint a
kontrollmérésnél). A TRPV1-receptor-antagonista hatas kimutatasahoz a korabban
bemutatott RTX hiperalgézia/allodynia tesztet alkalmaztuk (lasd 4.2.1. pont). Kontroll
kiszObmeérés utan i.pl. el6kezelést végeztink a vizsgaland6 vegyulet oldataval,
illetve a megfelel szolvenssel 100 pl térfogatban. 5 perccel késébb RTX-et (0,05
nmol) adtunk ugyanabba a labba, majd hdékiszobmérést végeztink 5, 10, 15 és 20
perccel késébb (15 °C kiindulasi hémeérséklet, 12 °C/perc futési sebesség). A
szolvenssel vagy szerrel elbkezelt allatcsoportban az RTX hdéklszobcsdkkentd
hatasat ugyanolyan moédon hasonlitottuk 0ssze, mint ahogy azt a korabbiakban
szolvenssel el6kezelt csoportban a kontroll hékliszobhoz viszonyitott csokkenést a
kétmintas t-prébaval vetettik O0ssze. A hékuszdbcsdkkenés gatlasanak mértékét
kifejez6 Osszesitett szazalékos mutatét az alabbi képlettel szamoltuk ki: (Csdkkszon —
CsOkkszer) / CsOkKszony X 100, ahol a CsOkkszon €s CsOkkszer @ Négy mérési idépontban
regisztralt hékiuszobcsokkenés Osszegének atlaga a szolvenssel, illetve a szerrel

elékezelt csoportban.
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Az in vitro kisérletekben TRPV1-receptor-agonistaként viselkedé 3-MOLDA
i.pl. injekcidja (5 nmol) azonnali nocifenziv reakciét (a lab nyalasa és emelése) valtott
ki, amely 10 percen belul megszint. Ezt kovetéen az emelked6 hémérsékletl forrd
lappal mérve azt tapasztaltuk, hogy a 3-MOLDA ezen doézisa szignifikansan
csOkkentette a héklszobot (18. abra), és a hatas maximuma a beadast kéveté 10—
15. percben volt (egy-szempontos ANOVA utani Newman-Keuls teszttel vizsgalva).
Az emelked6 hémérsékleti forrd lapon megfigyelt elsé nocifenziv reakcid itt is a lab
emelése volt. A 3-MOLDA szolvense nem valtott ki nocifenziv reakciét vagy
héklszobvaltozast (az adatokat nem mutatom be). A 3-MOLDA hdékuszébcsokkentd
hatasat gatolni lehetett a TRPV1-receptor-antagonista [|-RTX-szel torténd
el6kezeléssel (0,05 nmol i.pl. 5 perccel a 3-MOLDA adasa el6tt). A 18. abra tanusaga
szerint az |I-RTX-szel kezelt csoportban minden mérési pontban magasabb volt a
héklszob, mint az I-RTX szolvensével el6kezeltben. A 3-MOLDA-val ellentétben a 4-
MOLDA és az OEA nem valtott ki semmilyen nocifenziv reakciét és nem valtoztatta a

hékliszobot az i.pl. adott 5 nmol dézisban (az adatokat nem mutatom be).
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18. abra. A 3-metil-N-oleoil-dopamin (3-MOLDA) hatasa a hékliszébre I-RTX-szel
vagy annak szolvensével végzett elbkezelés utan. Az adatok atlagértékek + SEM
(n=8, csoportonkeént). Csillag jeléli a szignifikans eltéréseket az I-RTX szolvenséhez

viszonyitva (P<0,05, kétmintas t-proba).
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Mivel a 4-MOLDA és az OEA az in vitro kisérletekben TRPV1-receptor-
antagonistakeént viselkedett, €s nmagaban adva nem valtott ki valaszt a magatartasi
vizsgalatokban, a tovabbiakban esetleges in vivo TRPV1-receptor-antagonista
hatasukat teszteltik. A patkanyok egyik hats6 lababa adott 4-MOLDA kdzepes (1,5
nmol) és legmagasabb doézisa (5 nmol) szignifikdnsan csdkkentette az 5 perccel
kés6bb ugyanabba a labba adott RTX (0,05 nmol) hékliszdbcsdkkentd hatasat a
idépontban mért hékliszobcsOkkenés dsszege alapjan szamitott szazalékos gatlas a
legmagasabb 4-MOLDA-d6zis esetében kisebb (34,2%) volt, mint a kdzépsé dozis
esetében (49,7%), jelezve, hogy a 4-MOLDA gatlé hatasa kb. 50%-nal elérte a
maximumat. Magasabb ddézisokat nem vizsgaltunk az anyag kicsapddasanak
veszélye miatt. Egyértelm{ dozis—hatas Osszefuggés hianyaban nem hataroztuk meg
a 4-MOLDA IDsg értékét (az RTX-hatast 50%-ban gatlé dozis).

% gatlas [ ] szolvens
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19. abra. A 4-metil-N-oleoil-dopamin (4-MOLDA) hatasa az RTX-indukalta
hékiiszébcsbkkenésre. Az adatok atlagértékek + SEM, (n=8, csoportonként). Csillag
jeldéli a 4-MOLDA szolvenséhez viszonyitott szignifikans eltéréseket (P<O0,095,
kétmintas t-proba). A szazalékos gatlasokat a négy idépontban meért

héklisz6bcsbkkenés 6sszege alapjan szamitottuk.
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Hasonlé paradigma szerint vizsgalva az OEA kozépsé (1,5 nmol) és
legnagyobb doézisa (5 nmol) is gatolta az RTX kiszobcsokkentd hatasat a
szolvenséhez képest (20. abra). Ennél a szernél egyertelmli doézis—hatas
Osszefuggést talaltunk, a négy idépontban mért hékiszdbcsdokkenés dsszege alapjan
szamitott szazalékos gatlas 2,6-t61 84,2%-ig terjedt, és az OEA IDsy értéke 1,4

nmolnak adodott.

% gatlas [] szolvens
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20. abra. Az N-oleoil-etanolamid (OEA)  hatasa az RTX-indukalta
hékiiszébcsbkkenésre. Az adatok atlagértékek + SEM, (n=8, csoportonként). Csillag
Jeldli az OEA szolvenséhez viszonyitott szignifikans eltéréseket (P<0,05, kétmintas t-
proba). A szazalékos gatlasokat a negy idbépontban mért hdéklisz6bcsbkkenés

6sszege alapjan szamitottuk.
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4.4.3. Az anandamid hatasa a nociceptiv hékliszobre (3. sajat kdzlemény)

)
F&-MJ'H\'N'JHF'GH
H
{\,:.ﬁx_,:.-w

21. abra. Az anandamid (arachidonil-etanolamid) szerkezeti képlete.

Egy masik zsirsavamid, az anandamid vagy mas néven arachidonil-
etanolamid (21. abra) a cannabinoidreceptorok — elsésorban a CB+-receptor és jéval
kisebb affinitassal a CBy-receptor — endogén ligandja (6sszefoglaléként lasd
Pertwee, 2001). A CBs-receptorok megtalalhatok a kézponti idegrendszerben és a
periférian egyarant, és aktivaciojuk révén az anandamid gatolja a depolarizacio
hatédsara torténé neurotranszmitter-felszabadulast (Vaughan és mtsai, 2000). Az
anandamid szamos in vivo allatkisérletes modellben antinociceptiv hatasunak
bizonyult, mivel CBi-receptorok aktivalasaval csdkkentette a gyulladasos hé- és
mechanikai hiperalgéziat (Calignano és mtsai, 1998; Jaggar és mtsai, 1998;
Richardson és mtsai, 1998; Farquhar-Smith és mtsai, 2002). Tovabbi adatok szerint
az anandamid a TRPV1-receptorokat is képes aktivalni in vitro (Zygmunt és mtsai,
1999; Smart és mtsai, 2000), bar lényegesen magasabb koncentracidoban, mint
amely a cannabinoidreceptorok stimulaciéjahoz szukséges (Németh és mtsai, 2003;
Ahluwalia és mtsai, 2003). Mindezek alapjan ma az anandamidot kettés,
cannabinoid/TRPV1-receptor-agonistaként szoktak emliteni. Az anandamiddal
kapcsolatos sokat vitatott kérdés, hogy funkcionalhat-e mint a TRPV1-receptor
endogén, fizioloégias agonistaja (Szolcsanyi, 2000; Di Marzo és mtsai, 2001).
Kisérleteink célja az volt, hogy sajat in vivo kisérleti modellinkben megvizsgaljuk ezt
a lehet6séget. Amennyiben az anandamid TRPV1-receptor-agonistaként viselkedik,
csOkkentenie kell a h6kiuszdbot (az RTX-hez hasonléan), mig CB+-receptor-agonista
hatas érvényesulésekor inkabb antinociceptiv hatasa varhato, amely elméletileg az
RTX-okozta hékuszdbcsokkenés gatlasaban nyilvanulhat meg.

Az i.pl. adott anandamid (0,03-0,3 nmol) nem valtott ki nocifenziv reakciot, és

nem befolyasolta az ,incremental hot plate” (IITC Inc. Life Science) készllékkel mért
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héklszobot sem (az adatokat nem mutatom be). A tovabbbiakban az anandamiddal
vegzett 5 perces i.pl. el6kezelés hatasat vizsgaltuk az RTX-szel kivaltott
hékuszobcsOkkenésre. Az anandamiddal vagy  szolvensével  elGkezelt
allatcsoportban az RTX hékiuszdbcsokkentd hatasat ugyanolyan modon hasonlitottuk
O0ssze, mint ahogy azt a korabbiakban leirtam (4.2.2. pont): minden mérési idépontra
vonatkozban az anandamiddal, illetve a szolvenssel el6kezelt csoportban a kontroll
héklszObhoz viszonyitott csOkkenést a kétmintas t-probaval vetettuk dssze. Az i.pl.
adott anandamid (0,03 nmol) szignifikansan gatolta az 5 perccel kés6ébb ugyanazon
labba adott RTX (0,05 nmol i.pl.) hékliszdbcsdkkenté hatasat mind a négy mérési
idépontban (22. abra). A szelektiv CB-receptor-antagonista SR141716A (0,18 nmol
i.pl.) az anandamiddal val6 egyuttes adas esetén teljesen kivédte az anandamid

gatlé hatasat az RTX-okozta h6kuszobcsokkenésre (22. abra).

[ oldészer 50 pli.pl. + RTX 0,05 nmol i.pl.
ANA 0,03 nmol  + RTX 0,05 nmol i.pl.

BE® SR141716A 0,18 nmol + ANA 0,03 nmol + RTX 0,05 nmol i.pl.
10 1
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22. abra. Az anandamid (ANA) hatasa az RTX-okozta h6kiiszébcsbkkenésre a CB;-
receptor-antagonista SR141716A hianyaban és jelenlétében. Az adatok atlagértékek
+ SEM (n=8, csoportonként). Csillag jeldli a szignifikans kilénbségeket az
anandamid szolvenséhez viszonyitva (P<0,05, kétmintas t-proba).
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4.5. A carrageninnel kivaltott szubakut gyulladas hatasa a
nociceptiv hokluszobre (még nem kdzolt eredmények)

A korabbiakban targyalt kisérleteink egyértelmien mutatjak, hogy szamos
agens képes csokkenteni a nociceptiv hékiszobot. Az RTX, az OLDA és a 3-
MOLDA, illetve az o,B-metilén-ATP egyarant fazikus kiuszdbcsdkkenést valtott ki,
vagyis a valasz rovid latencia utan jelentkezett és 10-60 percen belul megszint. A
fenti agensek olyan receptorokon (TRPV1 és Pux3) hatnak, amelyek aktivacioja akut
neurogén gyulladas kifejlédését eredményezi. A TRPV1- és a P2xs-receptor
aktivaciéja a hagyomanyos latenciaidé-mérésen alapulé médszerekkel is kimutathaté
termalis hiperalgéziat valt ki (Gilchrist és mtsai, 1996; Yeomans és mtsai, 1996;
Hamilton és mtsai, 1999). Vagyis az ezen agensek okozta akut termalis hiperalgézia
magaba foglalja mind a latenciaid6 megrovidulését, mind a nociceptiv hékuszob
csOkkenését. Felvetédik a kérdés, hogy a termalis hiperalgézia ezen két paramétere
(lasd 2. abra) mindig egyutt valtozik-e? Ennek vizsgalata érdekében egy szubakut
gyulladasos modellt valasztottunk, amelyben carragenin i.pl. injekci6javal valtottunk
ki tobb oran at fennalld gyulladasos reakciét a kezelt talpban. Irodalmi adatok
egyértelmien mutatjdk, hogy ezen agens a hagyomanyos termonociceptiv
tesztekben latenciarévidulést okoz (lasd pl. Hargreaves és mtsai, 1988). Kihasznalva
az ,incremental hot plate” (IITC Inc. Life Science) azon elényét, hogy segitségével
emelked6 hémérsékleti Uzemmodban hokuszobot Ilehet mérni, konstans
hémérsékletiiben pedig latenciaid6t, kisérleteinkben parhuzamosan vizsgaltuk
ugyanabban az allatcsoportban a carragenin hatasat a nociceptiv hékiszdbre, illetve
a kuszobfeletti héingerre adott nocifenziv reakcié latenciaidejére.

A carragenin adasa el6tt ugyanazon allatokban meghataroztuk az egyik hatso
végtagra vonatkozdéan mind a héklszobot (30 °C kiindulasi laphémérséklet, 6 vagy
12 °C/perc fltési sebesség), mind pedig az 50 °C-os konstans laphémérsékletnél a
lab megnyalasaig eltelt latenciaidét (mindkét esetben 2-2 mérés tértént 30 perc
kalonbséggel, ezek atlaga szolgalt kontrollként). Ezutan carragenint (3%, fiziologias
sbéoldatban diszpergalva, 100 ul térfogatban) adtunk i.pl. abba a labba, amelyre
nézve a kontroll értékeket el6zetesen meghataroztuk. A carragenin mar egy éraval a
kezelés utan a patkanyok hatsoé végtagjan gyulladasos reakciot valtott ki (a kezelt lab

Kipirult, jelentésen megduzzadt), amely 3—4 oran at fennmaradt. Az ,incremental hot
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plate” készllékkel emelkedé hémérsékleti Uzemmddban mérve a carragenin
meglepé mdédon nem okozott hékiszobcsdkkenést a kontrollhoz képest (23. abra, A
rész). Ugyanakkor ezeknél a carrageninnel kezelt allatoknal a készulék allando
hémérseékletli Uzemmaodjaban, 50 °C-os hémérsékletet alkalmazva a kezelt lab
megnyalasaig eltelt latenciaidé szignifikansan lecsdkkent a kontrollhoz képest a

kezelés utani 1-3. éraban (23. abra, B rész).

A. Emelked6 homérsékletii forré lap 12 °C/perc

Carragenin 3% 0,1 ml i.pl.
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23. abra. A rész: a carragenin hatasa a nociceptiv hékiiszébre. B-rész: a carragenin
hatasa az 50 °C-os allandé hémeérseékleti forré lapon meghatarozott nyalasi reakcio
latenciaidejére. Az adatok atlagértékek + SEM (n=16, mindkét tesztben ugyanazon
allatok vettek részt). Csillag jelzi a szignifikans eltéréseket a kontrollhoz képest

(P<0,05, egy-szempontos ANOVA utani Newman—-Keuls teszt).
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5. MEGBESZELES

Az ujonnan kifejlesztett emelked6 hémérsékleti forré lap megbizhato
eszkdznek bizonyult a nociceptiv hékliszob meghatarozasara, valamint gydgyszerek
termalis antinociceptiv és antihiperalgetikus hatasainak mérésére éber, szabadon
mozgo patkanyokban. Az emelkedd hémeérsékletl forrd lapon a tipusos nocifenziv
reakcio valamelyik hatsé lab megnyalasa volt, hasonléan a hagyomanyos, allandé
hémérsékletl forré laphoz. A patkanyok magatartasi nociceptiv héklszobe 45 °C
koruli  értéknek adodott, amely hasonldé a polimodalis nociceptorok
elektrofiziologiailag meghatarozott aktivacios kiszobéhez, illetve az emberben mért
fajdalmas hékuszobhoz (Szolcsanyi, 1977; Mayer és Campbell, 1981; La Motte és
mtsai, 1982; Reeh, 1988; Sycha és mtsai, 2003). Az emelkedd hémérsékletl forrd
lap Iényeges tulajdonsaga, hogy a hékuszob nagyon jol reprodukalhatéan mérhetd. A
nociceptiv h6kuszob — 5 perctél egy napig terjedd intervallumban — ismételt mérések
soran allandonak (minimalisan variabilisnak) mutatkozott. Ezzel ellentétben a
klasszikus, allandé hdémérsékletli forré lapon meghatarozott latenciaidé ismételt
mérések soran modosulhat (Groves és Thompson, 1970; Gambe és Milne, 1989;
Milne és Gamble, 1989; Carstens és Wilson, 1993; Plone és mtsai, 1996; Sandkuhler
és mitsai, 1996). Az ismételt hdkluszObmérések sordan sem szenzibilizaciot
(h6klszdbcsokkenés), sem  deszenzibilizaciot  (hékiszob-emelkedés) nem
tapasztaltunk. Ennek az lehet az oka, hogy az alkalmazott héstimulus joval kisebb
nociceptor-izgalmat valt ki, mint a kiszobfeletti h6ingerek, melyeket a hagyomanyos
standard hémérsékletii forr6 lapon alkalmaznak. A moddszer tovabbi elénye a
hagyomanyos forré laphoz képest, hogy a valddi nociceptiv hékuszdbdt méri. Ez
azért hangsulyozandd, mert sokszor a kdzleményekben a latenciaid6t hékluszobként
ertelmezik. A kisérleteink soran mért h6kuszob valodi abban az értelemben is, hogy
az emelkedd hémérsékletl forrd lap tizedfok pontossaggal képes mérni, szemben a
korabbi, intézetinkben alkalmazott moédszerrel — ahol az allatok hatsé végtagjat
konszekutiv moédon 1 °C-onként emelkedd, allandé hémérséklet(l flirdébe martottak
—, amellyel csak egy hozzavetdleges, 1 °C-nal nem pontosabb hdékliszoboét lehetett
meghatarozni (Szolcsanyi, 1985; 1987b).

Vizsgalataink soran kiderult, hogy a morfin mellett a nem-szteroid

gyulladascsokkenté diclofenac és a nem-opioid analgetikum paracetamol is képes
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megemelni a nociceptiv hdklszobot dézisfiggd modon. Ezek az eredmények
egybevagnak Hunskaar és mtsai (1986) megfigyeléseivel, akik a morfin, az
acetilszalicilsav (aszpirin) és a paracetamol h6kuszobemel6 hatasat irtak le az altaluk
kifejlesztett, de azota ,feledésbe merult” emelkedd hémérsékletli forrd lap
alkalmazasaval. A morfin minimalis effektiv dozisat hasonlénak talaltuk, mint a
klasszikus (allandé hémérsékletii) forré lapon meghatarozott minimalis latenciaidét
megnyu;jté dozis (lasd Vogel és Vogel, 1997; Le Bars és mtsai, 2001). Széles korben
elfogadott, hogy a klasszikus standard hémeérsékletl forré lap csak az opioidok
antinociceptiv hatasat képes kimutatni, és nagyban érzéketlen a ciklooxigenaz-gatlok
irant (lasd Vogel és mtsai, 1997; Le Bars és mtsai, 2001). A diclofenacot (100 mg/kg
i.p. dozisig) hatastalannak talaltak a klasszikus forré lapot alkalmazo vizsgalatokban
(Bjorkman és mtsai, 1990; Engelhardt és mtsai, 1995; Santos és mtsai, 1998), mig a
paracetamolrdl ellentmondasos adatokat k6zoltek (Pini és mtsai, 1996; Amabeoku és
mtsai, 2000; Kouadio és mtsai, 2000; Sandrini és mtsai, 2001). EImondhaté tehat,
hogy a latenciaid6-méréssel ellentétben a nociceptiv hékliszob mérésével a
diclofenac és a paracetamol direkt (nem érzékenyitett allapotban mert) termalis
antinociceptiv hatasa jol kimutathato.

Az i.pl. adott RTX-szel kapcsolatos kisérleteink mutattak ki elséként egy
TRPV1-receptoron haté agens tényleges nociceptiv hékuszobcsokkentd hatasat
éber, mozgasukban nem korlatozott allatokban. Erdekes médon az RTX egy, a
kezeletlen allatoknal ritkan latott reakciot valtott ki az emelked6 hémérsékletl forrd
lapon. Az RTX-szel kezelt allatokban a lab emelése volt az elsé nocifenziv valasz,
amit a lab nyalasa kovetett magasabb hoémérsékletnél. Ugyanezt tapasztaltuk a
szintén hdékuszdbcsokkenést kivaltani képes a,p-metilén-ATP, OLDA és 3-MOLDA
esetében is (ezek hatasainak megbeszélését lasd lejjebb). Az els6ként megjelend
nocifenziv reakcié alapelvét kdvetve a hoékuszdb-meghatarozas végpontjaként az
RTX (a,pB-metilén-ATP, OLDA, illetve 3-MOLDA) adasat kovetéen a lab emelését,
mig nem kezelt allatokban a lab nyalasat tekintettik. Az RTX altal okozott
hékuszdbcsOkkenés rendkivil markans volt: a kiiszob 34-41 °C k6zé csokkent, ami
nem artalmas hémérseéklet, emiatt termalis allodyniaként is értelmezhetjuk. Mivel az
allodynia fogalmat egyes szerz6k a nem-nociceptiv (AB) rostok altal kozvetitett
fajdalomra tartjak fenn, az RTX hékuszobcsokkentd hatasat termalis hiperalgézianak

is nevezhetjuk. Tekintettel arra, hogy a TRPV1-receptor-antagonista I-RTX gatolta az
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RTX hatasat, a TRPV1-receptor kozvetitd szerepét direkt mdédon tudtuk igazolni.
Meglep6 modon az ,arany standard” TRPV1-receptor-agonista kapszaicinnel nem
tudtunk hékiszobcsOkkenést kimutatni, dacara annak, hogy a kapszaicin szamos
modellben termalis szenzibilizalot okozott. Emberben a béron alkalmazott fellleti
kapszaicinkezelés (Szolcsanyi, 1977), illetve intradermalis injekcié (Simone és mtsai,
1987) eredményezett termalis hiperalgéziat. Kapszaicin alkalmazasa fellleti vagy
intradermalis formaban termalis hiperalgéziat valtott ki patkanyokban is, melyet a
labvisszahuzas latenciaidejének rovidulésével lehetett igazolni ,plantar” tesztben
(Gilchrist és mtsai, 1996; Yeomans és mtsai, 1996). A kapszaicin termalis
szenzibilizalé hatasat ,patch-clamp” és egyrost-elvezetéses kisérletekben is sikerult
bizonyitani (Kirschtein és mtsai, 1997; Gunther és mtsai, 1999; Vyklicky és mitsai,
1999). A jelen vizsgalatsorozat eredményei jOl illeszkednek ezekhez az adatokhoz,
jelezve, hogy az RTX — mint egy masik, ultrapotens TRPV1-receptor-agonista —
markans hoéklszobcsokkenést okoz egészen az artalmatlan hémérsékleti
tartomanyig.

A morfin, diclofenac és paracetamol mar nagyon alacsony dozisban gatolta az
RTX-szel  kivaltott  hdkluszObcsOkkenést, vagyis termalis antiallodynias/
antihiperalgetikus hatast fejtett ki. Ennek a hatasnak a kvantifikalasara két paramétert
is alkalmaztunk: egyrészt az 5. percben meért hdkluszobcsOkkenésnek, mint a
maximalis RTX-hatasnak a csokkentését, masrészt a négy id6épontban mért
héklszObcsOkkenés 0Osszegének, mint az RTX-hatas integrativ mutatéjanak a
csOkkentését. A kétféle szamitassal nyert egybevagd eredmények azt jelzik, hogy
mindkét paraméter egyforman alkalmas a gyogyszerek termalis antihiperalgetikus
hatasanak mérésére az altalunk vizsgalt modellben. Erdekes, hogy mig a morfin és a
paracetamol esetében a hékuszdbcsdkkenést gatld hatas dozisfuggd volt és elérte a
100%-ot, a diclofenac gatl6 hatdsa nem mutatott egyértelml dozis—hatas
Osszefliggést, és nem érte el az 50%-ot sem. A morfin, diclofenac és paracetamol
RTX-allodyniat/hiperalgéziat gatlo minimalis effektiv dozisai kisebbnek bizonyultak,
mint a harom szer hékuszob-emelkedést kivaltdé minimalis effektiv dozisai. Mindez
O0sszhangban van azzal az Aaltalanos nézettel, hogy az analgetikumok
antihiperalgetikus hatasat nagyobb érzékenységgel lehet kimutatni, mint a nem
erzékenyitett alapreakcio gatlasara vonatkozé hatasukat (lasd Le Bars és mitsai,
2001). Az RTX gyors hatasbeadllasa és a hokuszobcsokkenés rovid, 20 perces

hatastartama valdszin(tlenné teszi, hogy az RTX-indukalta termalis hiperalgéziaban
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szignifikdns  gyulladasos komponens érvényesiilion. igy a nem-szteroid
gyulladascsokkenté diclofenac kimutatott antiallodynias/antihiperalgetikus aktivitasa
els6sorban nem gyulladascsokkentd hatas kovetkezménye, hanem valdszinileg
tisztan antinociceptiv effektus. Ezzel ellentétben szamos altalanosan hasznalt
hiperalgéziatesztben, mint amelyben pl. carragenint vagy Freund-adjuvanst
hasznalnak, jelentds gyulladasos reakcié alakul ki, melynek vizsgalata soran igen
nehéz a gyogyszerek antinociceptiv és gyulladascsokkentd hatasanak elkulonitése
(lasd Vogel és Vogel, 1997). Osszefoglaléan megallapithatd, hogy az RTX-szel
kivaltott hdklszobcsokkenés mérése emelkedé hémérsékletl forrd lap segitségével
egy Uj hiperalgézia-modell, amely igen nagy érzékenységet mutat a klasszikus
referencia-analgetikumok irant.

A TRPV1-receptor-agonistdk néhany képvisel6je (kapszaicin, RTX)
egyedulallé abban a tekintetben, hogy a kezdeti izgatd hatast kdvetéen egy tartos
refrakter allapotot hoz létre, melyet szenzoros deszenzibilizacidnak nevezink
(Jancso, 1959; Osszefoglaloként lasd Holzer, 1991; Szolcsanyi, 1993; Szallasi és
Blumberg, 1999). Nagyobb ddézisban és/vagy hosszabb idén keresztul adagolva e
szerek csokkent valaszkészséget okoznak h6, mechanikai és kémiai ingerekkel
szemben egyarant. Modelliinkben az RTX alkalmazasat kdvetéen egy éra mulva mar
kimutathato volt a hékiszdb emelkedése, amely néhany napig valtozatlanul fennallt,
majd a 6. napon a hékuszob visszatért a kiindulasi értékre. A hékuszob emelkedése
nem magyarazhaté a TRPV1-receptor deszenzibilizaciojaval, mert TRPV1-receptor-
génhianyos (,knockout”) egereken végzett vizsgalatok kimutattdk, hogy nem-
kondicionalt allapotban a forré ingerek detektalasaban (legalabbis 48—-50 °C-ig) nem
jatszik szerepet ez az ioncsatorna (Caterina és mtsai, 2000; Davis és mtsai, 2000;
Woodbury és mtsai, 2004; Zimmermann és mtsai, 2005). Ezzel 6sszhangban sajat
kisérleteinkben a TRPV1-receptor-antagonista I-RTX nem befolyasolta a patkanyok
kontroll héklszobét, és a TRPV1-receptor-génhianyos (,knockout”) egerek
hékuszobe sem kilonbozott vad tipusu tarsaikétol. Tehat fizioldgias korulmények
kozott a periférias nociceptorok TRPV1-receptorai nem vesznek részt a nociceptiv
hékliszOb meghatarozasaban. Valoszinlleg egyéb héérzékeny csatornak
(6sszefoglaloként lasd Benham és mtsai, 2003; Dhaka és mtsai, 2006) felelések a
nociceptiv hékuszob ,beadllitasaért”. Az RTX tartdés hokuszobemeld hatasaert sokkal
inkadbb a kapszaicin-érzékeny idegvégzédések ultrastrukturalis karosodasan alapuld

szenzoros deszenzibilizacio felelés (Szolcsanyi és mtsai, 1975; Szallasi és mitsai,
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1989; Szolcsanyi, 2003). Elmondhatd, hogy az emelkedd hémérsékletl forrd lappal
sikerult kimutatni az RTX hosszu tavu, de meég reverzibilis szenzoros deszenzibilizalo
hatasat, hasonléan a kapszaicin emelkedd hémérsékletl vizfurddvel tortént korabbi
vizsgalatahoz (Szolcsanyi, 1985; 1987b). Mindezek alapjan elmondhatd, hogy az
emelkedé hémeérsékletl forrd lap nemcsak akut, hanem hosszabb tavu mérésekre is
alkalmas, feltehetéen a hékiuszdb nagyfoku stabilitasa miatt (is).

Az |-RTX egy ujabban kifejlesztett TRPV1-receptor-antagonista, amely in vitro
jéval potensebbnek bizonyult, mint a capsazepin (Wahl és mtsai, 2001; Undem és
Kollarik, 2002; Rigoni és mtsai, 2003). Az I-RTX dejodinacié révén RTX-szé valo
alakulasanak lehetésége in vivo korulmények kozott nem zarhatd ki. Egy ilyen
atalakulas eredményezhetné az I-RTX TRPV1-receptor-antagonista tulajdonsaganak
és a keletkez6 RTX TRPV1-receptor-agonista hatdsanak a keveredését.
Eredményeink azt mutatjak, hogy az I-RTX-nek nincs mérhet6 parcialis agonista
hatasa, mivel 6nmagaban adva nem csodkkentette a hékiszdbot és nem valtott ki
nocifenziv reakciét, ezért RTX-szé val6 atalakulasa — legalabbis szamottevd
mértékben — in vivo nem valoszinisithet6. Az |-RTX igen kis dozisban gatolta az
RTX-szel kivaltott hékuszobcsokkenést, de nem befolyasolta az o,3-metilén-ATP
héklszobcsokkentd hatasat. Ennek alapjan elmondhatd, hogy az I-RTX potens és
szelektiv TRPV1-receptor-antagonistaként viselkedett modellinkben. Az a,p-metilén-
ATP hékuszobcsoOkkentd hatasa kisebb és rovidebb volt, mint az RTX-¢, és a P2
purinerg receptor kdzvetité szerepét a receptorspecifikus antagonista PPADS gatlo
hatasa alapjan ki tudtuk mutatni. Eredményeink 0sszhangban vannak azokkal az
irodalmi adatokkal, amelyek a latenciamérésen alapul6 ,plantar” teszttel igazoltak az
ATP termalis hiperalgéziat okozo6 hatasat (Hamilton és mtsai, 1999).

A lipid jellegi vegyulletek, kozelebbrdl a zsirsavamidok hdkulszobre kifejtett
hatasanak vizsgalata soran kimutattuk, hogy az OLDA - az RTX-hez és az a,f3-
metilén-ATP-hez hasonléan - i.pl. adas esetén nocifenziv reakciét valt ki és
lecsOkkenti a nociceptiv héklszobot, azaz termalis hiperalgéziat okoz. Ez utébbi
hatast a TRPV1-receptor aktivaciojaval hozza létre, amint azt az |-RTX-el6kezelés
gatld hatasa egyértelmien mutatja. Mivel az I-RTX az alkalmazott dozisban szelektiv
a TRPVA1-receptorra (lasd feljebb) megallapithatd, hogy az OLDA
héklszobcsokkentd hatasat a TRPV1-receptor aktivalasaval fejti ki. Az OLDA 100-

szor nagyobb dozisban valtott ki hasonld héklszobcsokkentd hatast, mint az RTX,
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megerdsitve az RTX ultrapotens jellegét. Az i.pl. adott OLDA egerekben is nocifenziv
reakciét valtott ki, amelynek idétartama kisebb volt a TRPV1-receptor-génhianyos
allatokban, mint vad tipusu tarsaikban, mutatva a TRPV1-receptor kozvetit
szerepét. Erdekes médon az OLDA a TRPV1 ,knockout” egerekben is okozott némi
nocifenziv valaszt. Tekintettel arra, hogy a szolvense teljesen hatastalan volt a
.knockout” allatokban, arra kdvetkeztethetiink, hogy az OLDA nocifenziv hatasaban a
TRPV1-receptor aktivacidja és egy ettdl fuggetlen, nem azonositott mechanizmus
egyarant szerepet jatszik. Osszességében elmondhatd, hogy eredményeink
egybevagnak az OLDA korabban leirt hatasaival (Chu és mtsai, 2003), és
elképzelhetévé teszik, hogy az OLDA egy lehetséges endogén liganduma a TRPV1-
receptornak. Az intézetunkben mas munkacsoport altal végzett in vitro kisérletek is
alatamasztjak ezt a feltételezést, mivel az OLDA Ca®'-bedramlast okozott mind
TRPV1-génnel transzfektalt sejteken, mind tenyésztett trigeminalis neuronokon. Az
OLDA endogén TRPV1-receptor ligandum hipotézisének a bizonyitasahoz vagy
esetleges elvetéséhez tovabbi kisérletek szukségesek, mindenekelbtt arra
vonatkozoan, hogy az OLDA kimutathato-e a nociceptiv primer afferens neuronok
periférias (esetleg centralis) végzddései kdrnyezetében.

Az OLDA metilalt szarmazékai TRPV1-receptorra kifejtett hatasainak
vizsgalata soran kimutattuk, hogy a 3-MOLDA i.pl. adva nocifenziv reakciot kovetéen
hékluszObcsOkkenést okozott, amelynek mértéke hasonlé volt, mint az RTX
esetében. Ez utdbbi valaszt a korabbi kisérleteinkben validalt TRPV1-receptor-
antagonista I-RTX gatolta. Ennek alapjan a 3-MOLDA-t TRPV1-receptor-agonistanak
minésithetjuk modellinkben. Ezt a kovetkeztetést alatamasztjagk a masik
munkacsoport altal veégzett in vitro Kkisérletek is, amelyekben a 3-MOLDA
intracellularis Ca**-akkumulaciét okozott mind a TRPV1-génnel transzfektalt
sejtekben, mind trigeminalis szenzoros neuronokban. Reményeinkkel ellentétben a
3-MOLDA nem bizonyult potensebb TRPV1-receptor-agonistanak, mint az OLDA, s6t
az in vitro kisérletekben az ECsy értéke kb. tizszer nagyobb volt. A 3-MOLDA-val
ellentétben a 4-MOLDA és az OEA nem valtott ki sem nocifenziv magatartast, sem
héklszobvaltozast. Ugyanakkor mindkét szer gatolta az RTX hdékuszdbcsdkkentd
hatasat. Az OEA RTX-antagonista hatasa egyértelm( dozis—hatas 6sszefliggést
mutatott, lehetbvé téve az IDsy érték meghatarozasat, viszont a 4-MOLDA esetében
a doézis—hatas Osszeflggés hianyzott, és a gatlas 50% korul elérte maximumat.

Figyelembe véve, hogy az in vitro kisérletekben sem a 4-MOLDA, sem az OEA nem
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valtott ki Ca**-akkumulaciét, de mindkét szer gatolta a kapszaicin Ca**-akkumulaciot
okoz6 hatasat, a 4-MOLDA és az OEA egyarant TRPV1-receptor-antagonistanak
mindsithetd. Az antagonizmus mechanizmusa nem allapithatd meg a kisérleti
eredmények alapjan: a TRPV1-receptoron hat6 OLDA-val valé szerkezeti
hasonlésag miatt kézenfekvének tlnik a kompetitiv antagonizmus, de a TRPV1-
receptor ioncsatorna részének gatlasa (csatornablokk) sem zarhatd ki. A kétféle
MOLDA-val nyert eredményeink meger6sitik a farmakologia régi alaptételét,
miszerint egy vegyulet szerkezetének minimalis megvaltoztatasa jelentésen
modosithatja a hatast, illetve ugyanannak a szubsztituensnek eltéré pozicidban
torténd elhelyezése a molekulan belll képes ellentétes — agonista illetve antagonista
— tulajdonsagokat eléidézni.

Az OEA-val nyert eredmények kompatibilisek azokkal a korabbi vizsgalatokkal,
amelyekben az OEA antinociceptiv hatdsunak mutatkozott az ecetsavval kivaltott
~writhing” tesztben egérben, illetve a formalintesztben mind egérben mind
patkanyban (Suardiaz és mtsai, 2007). Masfelél azonban az OEA a TRPV1-receptor
aktivalasa réveén izgatta az egér vagalis szenzoros neuronjait, €s zsigeri nocicepciot
valtott ki (Wang és mtsai, 2005). Szintén egérben, az OEA i.pl. injekcidja nocefenziv
reakciot valtott ki, bar 6-30-szor magasabb dobézisban, mint amelyeket sajat
vizsgalatainkban alkalmaztunk (LoVerme és mtsai, 2006). Bar ezen ellentmondasos
adatok hatterében az alkalmazott allatfajok (egér versus patkany) és Kkisérleti
elrendezések kulonbozbésége is allhat, kinalkozik egy masfajta magyarazat is.
Eszerint az OEA egy gyenge parcialis TRPV1-receptor-agonista, amelyik kompetitive
gatolhatja a nagyobb hatékonysagu agonistak hatasat. Ennek megfeleléen az OEA
alacsonyabb dozisban agonistaként hatastalan lehet, de gatolhatja egy hatékonyabb
ligand (pl. a teljes agonista kapszaicin vagy RTX) hatasat (mint a sajat
vizsgalatainkban), magasabb doézisban viszont érvényre juthat agonista jellege
(Wang és mtsai, 2005; LoVerme és mtsai, 2006). Ezt a hipotézist (amely elvileg a 4-
MOLDA-ra is érvényes lehet) alatamasztja az a vizsgalat is, amelyben az OEA
parcialis agonistaként viselkedett a human TRPV1-génnel transzfektalt sejtekben
(Movahed és mtsai, 2005).

Az anandamid vizsgalata soran arra a kérdésre kerestuk a valaszt, hogy ez a
szer a cannabinoid CB¢- vagy a TRPV1-receptorok aktivatora-e az altalunk vizsgalt
modellben. Szamos irodalmi adat tamasztja ald mindkét hipotézist (Zygmunt és

mtsai, 1999; Smart és mtsai, 2000; Pertwee, 2001). Mivel az anandamid magasabb
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doézisban sem tudott nocifenziv reakciot vagy hékiszobcsokkenést kivaltani, TRPV1-
receptor-agonista hatasat nem tudtuk igazolni. Ugyanakkor mar alacsony adagban
gatolta az RTX hékluszobcsOkkentd hatasat, és ez utdbbi valaszt CBs-receptor-
antagonistaval teljesen meg lehetett szlntetni, ezért arra kdvetkeztethetink, hogy
antihiperalgetikus hatasat CBs-receptor-agonistaként fejtette ki. Ha az anandamidra
vonatkozoan is feltételeziink egy gyenge parcialis TRPV1-receptor-agonista hatast
(az OEA-hoz hasonloéan), elméleteileg meg lehetne magyarazni mind a
héklszobcsOkkentd hatas hianyat, mind pedig — kompeticié révén — az RTX-
antagonista hatast. Azonban az a tény, hogy a CB;-receptor-antagonista 100%-ban
kivédte az antihiperalgetikus hatasat, amellett szél, hogy kizarélag a CB4-receptorok
aktivalasa felelés a hatasaért. A CBi-receptorokat kimutattak a primer afferens
neuronok periférias végzédésein, és az opioid receptorokéhoz hasonlo jelatviteli
folyamataik (pl. K'-csatorndak megnyitasa miatti membran-hiperpolarizacio)
magyarazhatjak a nociceptorok excitabilitasanak csokkentését és ebbdl kovetkezben
a periférias antihiperalgetikus hatast. Eredményeink 6sszhangban vannak azzal a
nézettel, hogy az anandamid esetében magasabb koncentraciok szikségesek a
TRPV1-receptor aktivalasahoz, mint a CBi-receptor izgatasahoz (Németh és mtsai,
2003; Ahluwalia és mtsai, 2003).

A szubakut gyulladast kivaltd carragenin vizsgalata soran azt tapasztaltuk,
hogy az emelked6 hoémérsékleti forrd lappal nem sikerllt hékuszobcsokkenést
kimutatnunk, dacara annak, hogy jelentés labodéma fejl6dott ki, mutatva a kezelés
gyulladaskelté voltat. Masrészt ugyanazzal a készullékkel, de allandé hémérsékletl
uzemmaodban mérve, ugyanazon kezelt allatok kiszobfeletti hdingerre (50 °C) adott
elharitd reakciojanak (lab nyalasa) latenciaideje szignifikansan lecsokkent. Az i.pl.
adott carragenin latenciaid6t rovidité hatasa az irodalombdl jol ismert (lasd példaul
Hargreaves és mtsai, 1988). Mindezek alapjan arra lehet kovetkeztetni, hogy a
termalis hiperalgézia két komponense — a kuszdbfeletti ingerre adott nocifenziv
reakcio latenciaidejének csokkenése és a nociceptiv h6kuszob csokkenése (lasd 2.
abra) — nem feltétlenll egyuttjaré6 jelenségek, ami eltér6 patofizioldgiai
szabalyozasukra utal. Erdemes megjegyezni, hogy in vitro egyrost-elvezetéses
kisérletekben membranpermeabilis cAMP-analogokkal hasonlé eredményt kaptak:
fokozodott a C polimodalis nociceptorok héingerre adott akcios potencialjainak
szama, de a rostok aktivacidés hdkuszobe (az a legalacsonyabb hémérséklet, amely

kisllés-sorozatot valt ki) nem valtozott meg (GuUnther és mtsai, 1999). A
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prosztaglandinok koézll a PGEy/l,-re vonatkozoan is leirtak hasonl6é diszkrepanciat
(Derow és mtsai, 2007). Ezeknek a jelenségeknek egy lehetséges magyarazata,
hogy az adott kisérleti elrendezésben szenzibilizalédnak pl. a fesziiltségfliggé Na'-
csatornak, és ezdltal n6 a hdingerre adott valasz nagysaga (ez tukroz6dik a
latenciaidd megrovidiulésében), de a hdklszobét meghatarozé ioncsatornak nem
facilitalédnak. Hangsulyozandd azonban, hogy az altalunk kimutatott, a TRPV1- vagy
a purinerg P2-receptor izgatasaval kivaltott akut hékiuszobcsokkenéshez — irodalmi
adatok szerint (Iasd feljebb) — a kiiszdbfeletti h6ingerre adott reakcio latenciaidejének
csOkkenése tarsul. Tehat a kivaltdé agenstél fugg, hogy a termalis hiperalgézia két
paramétere egyuttesen valtozik-e vagy sem. A fentiek fényében célszerlinek latszik
tovabbi, f6leg kronikus gyulladasmodellek vizsgalata a hékuszob vonatkozasaban.
Végul, de nem utolsésorban, fontosnak tartom annak hangsulyozasat, hogy
bar a nociceptiv h6kiszob mérése az emelkedé hémérsékleti forrd lappal szamos
gyakorlati és elméleti kérdés vizsgalatara igen alkalmasnak bizonyult, tovabbi
vizsgalatok szukségesek a hékuszobmeérés eldényeinek és korlatainak pontosabb
megismeréseéhez. A régdta vagyott uj tipusu és hatasmdédu analgetikumok
kifejlesztéséhez minden bizonnyal a hagyomanyos, latenciaidé-mérésen alapuld és a
héklszOb-meghatarozast alkalmazé moddszerek egylttes alkalmazasara egyarant

szukség lesz.
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6. OSSZEFOGLALAS

Legfontosabb kdvetkeztetéseinket az alabbi pontok tartalmazzak.

1. A magatartasi nociceptiv. hékiszdb megbizhatéan és nagyon jol

reprodukalhatéan mérhetd az emelkedd hémérsékletl forrd lappal.

2. A TRPV1-receptor nem jatszik szerepet a magatartasi nociceptiv hdkuszob

meghatarozasaban.

3. A nociceptiv héklszoéb megemelkedésének mérésével kimutathaté a morfin,

diclofenac és paracetamol direkt termalis antinociceptiv hatasa.

4. A hokuszobméréssel a TRPV1-receptoron hatdé agonistak akut, termalis
hiperalgéziat okozé (RTX, OLDA, 3-MOLDA) és krénikus, szenzoros
deszenzibilizacion alapuldé termalis antinociceptiv hatasa (RTX) egyarant jol

kimutathato.

5. Az ipl. adott RTX-szel kivaltott, hdkluszobcsOkkenésen alapuld termalis
hiperalgézia/allodynia modell alkalmas standard analgetikumok (morfin,
diclofenac és paracetamol), TRPV1-receptoron haté antagonistak (I-RTX, 4-
MOLDA, OEA) és CBs-cannabinoidreceptor-agonista (anandamid) vizsgalatara

egyarant.

6. A carrageninnel kivaltott szubakut gyulladasos modell vizsgalataval kimutattuk,
hogy a termalis hiperalgézia két komponense — a hékliszob csdkkenése és a
kiszdbfeletti h6ingerre adott nocifenziv reakcio latenciaidejének megrovidilése —,
nem feltétlenul egyuttjard jelenségek, ami eltéré patofizioldgiai szabalyozasukra
utal.
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Halas koszOnetemet fejezem ki és tisztelettel tartozom gyermekeimnek
szeretetukért, feleségemnek, illetve csaladom minden tagjanak a hosszu évek soran
tanusitott turelmukért és tolerancigjukért, valamint Kedvesemnek, barataimnak

odaadasukért, szeretetikért, lelkesitésikért és biztatasukeért.
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