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1. BEVEZETES

1.1. Alapfogalmak a fajjdalommal kapcsolatban

A jelen értekezés a fajdalom allatkisérletes vizsgalata sordn nyert eredményeken alapul.
A fajdalom erdsen szubjektiv és kellemetlen érzéskvalitas, jelentds emocionalis komponenssel,
amelyet (potencidlisan) szovetkarositd ingerek valtanak ki. E definiciobdl adoddan allatkisérletes
koriilmények kozott nem beszeélhetiink fajdalomrol, megfeleldje a nocicepcio, vagyis a
(potencidlisan) szovetkarositdo ingerek altal kivaltott elkeriil, nocifenziv magatartasi reakcio,
amely alapjan feltételezhetd, hogy az allat hasonlo érzetet €l 4t, mint fajdalom esetén az ember.
Az elkeriild reakcio lehet az ingerelt testrész (pl. végtag, farok) elhizésa, nyaldsa, rdzdsa. A
fajdalmat/nocicepciot kivaltd ingerek lehetnek termalis (forr6 vagy fajdalmasan hideg),
mechanikai ¢és kémiai jelleglieck, ennek megfelelden beszélhetiink termo-, mechano- és
kemonocicepciorol. A fajdalmat kivaltd ingerek felfogasara specializdlodott idegvégzodések a
nociceptorok. Ezek primer afferens (elsédleges érz6-) neuronok borben és a nyalkahartyakban
levé periférias végzodései, amelyek sejtteste (szoma) az ¢érz0 duacokban (ganglion
intervertebrale-k sorozata, ganglion trigeminale, ganglion jugulare ¢s ganglion nodosum) van.
Ezeknek a pszeudounipolaris neuronoknak — amelyek a fajdalompalya elsd neuronjat jelentik — a
sejttestébdl kiinduld axon elagazik, a periférias nyilvany az innervalt szovetbe fut, a centralis
pedig a hats6 gyokerekben haladva a gerincveld hatso szarvi sziirkeallomanyéaban (trigeminalis,
illetve vagalis nociceptorok esetén agyi magvakban) levd centralis terminalisban végzodik.
Elfogadott az a terminolégia is, mely szerint a nociceptor fogalmaba nemcsak a periférias
idegvégzddést, hanem az ahhoz kapcsolodd periférids axont, sét akar az egész nociceptiv
érzoneuront beleértik. A fajdalompalya masodik neuronjat azok a projekcids neuronok képezik,
amelyek a primer afferensek centralis végzodésétdl kapjak az informaciot, amelyet a thalamusba
vezetnek. A harmadik neuron pedig a thalamusbol a szenzoros cortexbe szallitja az informaciot
(a fajdalompalydk egyéb formai is léteznek, ezek ismertetésétdl eltekintiink). A hipoalgézia,
analgézia a fijdalmas ingerek altal kivaltott csokkent fajdalomérzetet, illetve a fajdalomérzet
hianyéat jelenti, mig a hiperalgézia az enyhe fijdalmas ingerek 4ltal kivaltott fokozott
fajdalomérzetet; a tesztingernek megfeleléen lehet termalis, mechanikai vagy kémiai. Az
allodynia — egészséges szervezetben — nem-fajdalmas ingerekkel kivaltott fajdalomérzet, amely

szintén lehet termalis, mechanikai, illetve kémiai.
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1.2. A nociceptorok fajtai, kiilonos tekintettel a termonociceptorokra

A nociceptorok morfologiai és funkciondlis tulajdonsagait részletesen tanulmanyoztak
patkdnyban, egérben, nytlban, majomban és emberben (Brown ¢€s Iggo, 1967; Burgess és Perl,
1967; Bessou és Perl, 1969; Reeh, 1986; Meyer et al., 1991; Leem et al., 1993; Lynn, 1994;
Koltzenburg et al, 1997; Cain et al, 2001). Az aktivdld inger fajtija alapjan
megkiilonboztethetOk nagy intenzitdsi mechanikai ingerrel aktivalhat6 mechanonociceptorok,
forr6 vagy fajdalmasan hideg ingerrel aktivalhatdo termonociceptorok ¢és kémai agensekkel
akivalhat6 kemonociceptorok. Léteznek veldhiively nélkiili, az akcids potencidlt lassan (0,5-1
m/s) vezetd, C nociceptorok és vékony vel6hiivellyel bird, vastagabb, gyorsabban (2—20 m/s)
vezetd Ad nociceptorok. Az unimodalis nociceptorok csak egy fajta ingerrel aktivalhatok,
ilyenek pl. a magas kiiszobli C és Ad mechanonociceptorok. Jelentds populaciot képeznek a —
C vagy Ao rostokkal bir6 — ,,mechano—heat-sensitive” (C-MH, A-MH) nociceptorok, amelyek
neviiket onnan kaptak, hogy er6s mechanikai és forrd ingerekkel aktivalhatok. Kideriilt, hogy
ezek szamos kémiai 4genssel is miikddésbe hozhatok, igy ezek valojaban polimodalis
nociceptorok a harom fajta aktivald ingeriik alapjan. A polimodalis nociceptorok jelentdségét —
egyebek mellett (lasd az 1.5. pontban) — egyrészt magas ardnyuk (a patkany borében az Osszes
afferens C rost kb. felét teszik ki) adja, masrészt az a tény, hogy kiemelt szerepiik van mind a
forr6 ingerek, mind a kémiai agensek detektalasdban (ugyanis nincs olyan jelentds mas csoportja
az afferenseknek, amelyik ezen ingerekkel aktivalhato). A nociceptiv C afferensek specialis
csoportjat képezik az tn. alvo (,,silent”, ,,sleeping”) nociceptorok, amelyek intakt szovetben nem
aktivalhatok mechanikai ingerekkel (egy résziik forr6 ingerrel sem), (C-MiH, C-M;H; rostok), de
gyulladdsos mediatorok vagy exogén kémiai agensek hatdsara aktivaldédnak, majd ezt kdovetden
mechano- (€s termo-) szenzitivvé valnak. Az Gn. C melegreceptorok mar alacsonyabb, nem
fajdalmasan meleg hOmérsékletek hatasara aktivalodnak; ezek nem nociceptorok, mert nem
képesek kodolni az ingerintenzitast a forrd tartomanyban.

Ember ¢s majom szOros borén végzett analizis alapjan a forré ingerrel aktivalhato
nociceptorok harom alcsoportba oszthatok. Az I-es tipusu A-MH rostok hdkiiszobe 53 °C,
maximalis tiizelési frekvencidjuk elérésének latenciaideje hosszu (21 s). A II-es tipusu A-MH
rostok és a C-MH rostok hokiiszobe 46, illetve 41 °C, a maximalis tiizelési frekvenciat 1-3
masodpercen beliil elérik (Campbell és LaMotte, 1983; Treede et al, 1995). Patkdnyban ¢s
egérben is kimutattdk, hogy a C polimodalis nociceptorok hdkiiszobe szignifikdnsan
alacsonyabb, mint az AJ tipustiaké (Leem ef al., 1993; Koltzenburg et al., 1997). Ember
végtagjanak felszinére iranyitott fazikus forrd6 (vagy mechanikai) inger érzékelésénél

megkiilonboztethetd az Gn. elsd és masodik fajdalom (a hivatkozasokat illetden lasd Campbell és
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LaMotte, 1983; Treede et al., 1995). Elobbi jelenti a gyorsan vezetd, Ad nociceptorok altal
kivaltott korai érzetet, amelynek jellemz6i a rovid latencia €s iddtartam. Az elsé fajdalom
kiiszobe az alkar volaris felszinén 43—45 °C, a kézhaton 47 °C. A mésodik fajdalom latenciaideje
¢s tartama hosszabb, égo jellegli, és a lassan vezetd, veldtlen C nociceptorok aktivacioja valtja
ki. A hovel kivaltott elsé fajdalomért a Il-es tipusi A-MH rostok feleldsek; ezek a rostok a
szOrtelen bOrteriileten hidnyoznak, ezzel dsszhangban itt hidnyzik az els6 fijdalom. A masodik
fajdalom neuronalis korrelatumat a C-MH rostok képezik. A forr6é ingerrel kivaltott ionaramot
részletesen vizsgaltdk primer szenzoros neuronok sejttestén (Cesare €s McNaughton, 1996;
Kirschtein et al., 1997; Nagy ¢€s Rang, 1999a; 1999b). A kis—kdzepes méretii (potencidlisan
nociceptiv) neuronok mintegy fele aktivalhato forr6é ingerekkel. Nagy és Rang (1999a) adatai
szerint a hdre nem reagald szenzoros neuronok (43%) kapszaicinre sem reagalnak. A héérzékeny
neuronok 57%-a alacsony aktivacios kiiszobu (45 °C), kis—kozepes méreti és €s
kapszaicinérzékeny, mig a maradék 43% magas (51 °C) aktivacios kiiszobii, nagy méreti €s
kapszaicinre nem reagald. Altalanosan elfogadott, hogy az alacsony kiiszobii neuronok C-MH és
II-es tipust A-MH rostokat adnak, hdvéalaszuk a TRPV1-csatorna (lasd 1.4.1. pont) révén jon
létre, mig a magas kiiszobii neuronok I-es tipusit A-MH rostokkal rendelkeznek és a hdvéalaszuk
TRPV2-fiiggd (lasd 1.4.2. pont).

Neurokémiai alapon a C polimodalis nociceptorok két alcsoportba oszthatok (Nagy €s
Hunt, 1982; a tovabbi referencidkat illetéen lasd Stucky és Lewin, 1999; Dirajlal et al., 2003).
Az egyik alpopulacid neuronjainak kifejlddéséhez és normalis mitkodéséhez idegndvekedési
faktor (,,nerve growth factor”, NGF) sziikséges, jelentds mennyiségben tartalmaznak
neuropeptideket (pl. substance P [SP], neurokinin A és B [NKA, NKB], kalcitoningén-rokon
peptid [CGRP], szomatosztatin [SOM], ,pituitary adenylate cyclase activating peptide”). A
masik alcsoportba tartozd nociceptorok fejlddéséhez ¢s adekvat mikdodésehez ,glial cell line-
derived neurotrophic factor” sziikséges, peptidtartalmuk minimalis, és membranjukban talalhat6
egy szénhidratcsoport, amely képes kotni egy ndovényi lektint, az izolektin-Bs-et (IB4). Mind az
[B4-negativ (peptiderg), mind az IB4-pozitiv (praktikusan nem-peptiderg) nociceptiv neuronok
tartalmaznak glutamatot, mint neurotranszmittert, és aktivalhatok forré ingerekkel. A peptiderg
nociceptorok kiilonleges funkcidkkal rendelkeznek (a részleteket lasd az 1.5 pontban).

A fajdalmas hideggel aktivalhaté nociceptorok két f6 csoportjat a ,,mechano—cold-
sensitive” Ao ¢s C nociceptorok (A-MC ¢és C-MC), valamint azok a polimodalis nociceptorok
képezik, amelyek — a fent emlitett ingerek mellett — fajdalmas hideggel is aktivalhatok (C-MHC
¢s A-MHC; Burgess ¢s Perl, 1967; Bessou ¢s Perl, 1969; Cain et al., 2001; Leem et al., 1993;
Campero et al, 1996; Simone ¢és Kajander, 1996). A fijdalmas hidegre érzékeny Ao rostok

6
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kiiszobe a 0 — -12 °C-os taromanyban van, a C rostoké a 12 — -6 °C-osban. A primer szenzoros
neuronokban nem fajdalmas intenzitasu (16—18 °C-ig terjedd) hidegingerrel kivaltott iondramot
azonositottak, amely mentollal is akivalhat6 volt, és kozvetitéje a TRPMS8-csatorna (lasd 1.4.7.
pont, Reid et al., 2002). Erdsebb hiités kapcsan (12 °C-ig) egy alacsonyabb kiiszobli aramot is
azonositottak mentol-érzéketlen neuronokban; ennek ioncsatorna-hattere nem tisztazott (Babes et

al., 2004).

1.3. A termonocicepcio vizsgalomodszerei
1.3.1. A termonocicepcio vizsgalomodszereinek elméleti hattere

Az aladbbiakban csak a forré ingerrel kivaltott nocicepcid/fajdalom mérésére alkalmas
moddszereket targyaljuk. A tagabb értelemben vett termonocicepcid vizsgalatara szdmos méodszer
ismert. Lehetéség van forré ingerrel kivaltott membran-ionaramok, Ca’ -akkumulacio
formajaban torténd idegi aktivacid mérésére szenzoros neuronok sejttestén in vitro. Klasszikus
moddszer az idegi aktivitas (akcids potencidl) elvezetése nociceptiv szenzoros rostokrol (egyrost-
elvezetés) in vitro vagy in vivo. A peptiderg nociceptorok aktivacioja kdvethetd a neuropeptid-
felszabadulds mérésével, szintén in vitro vagy in vivo. Szintén klasszikus eljards a nociceptiv
magatartasi tesztek végzése ¢ber allatokon, amely sordn hdingerekkel kivaltott nocifenziv
(fajdalomelkeriilé) reakciokat vizsgalnak kiilonféle elrendezésekben. Erdekesség, hogy a hével
kivaltott fajdalomreakciot legeldszor Hardy és munkatarsai (1940) emberben vizsgaltak, majd
Ercoli és Lewis 1945-ben patkanyokban (Ercoli és Lewis, 1945). Ezekben a korai kisérletekben
lampa sugarzé hdjét irdnyitottdk az emberi alkarra, illetve patkanyok hatara, majd a
fajdalomérzet jelentkezéséig, illetve az elkeriild reakcioig eltelt id6t mérték.

A termonocicepcid vizsgalatdra haszndlatos modszerek elméleti hatterét az 1. abra
mutatja. Az alkalmazott termalis inger intenzitasa (praktikusan a homérseklet) és a kivaltott
valasz nagysdga kozotti Osszefliggés egy hipotetikus fliggvénnyel (kék vonal) irhatd le. E
figgvény jellegzetes pontja az aktivacios kiiszob, vagyis az a legalacsonyabb (forrd)
hémérséklet, amelyik valaszt képes kivaltani. Valasz alatt a kisérleti paradigmatol fliggéen
érthetiink ionaramot, akciés potencialt vagy nocifenziv magatartasi reakciot. Ertelemszertien
minden kiiszobfeletti hémérséklethez tartozik a valaszreakcid egy adott nagysaga. Az
allatkisérletes magatartasi vizsgalatokban tipusosan mért latenciaidé (az elkeriild, nocifenziv
reakcio kivaltasaig eltelt 1d6) a valaszintenzitas 4ltal valamilyen moédon meghatarozott, indirekt
paramétere a fliggvénynek. A nocifenziv reakcid bekovetkeztéig eltelt id6 mérése technikailag
sokkal egyszerlibb, mint a kiiszobhdmeérseklet valds idejli mérése, raadasul a nocifenziv reakcio

bekovetkeztének megallapitasa konnyen automatizalhatd (pl. fénykapu segitségével), ami
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érthetdvé teszi a latenciaidé-méréses modszerek kiterjedt gyodgyszergyari alkalmazasat az
analgetikumok preklinikai tesztelése soran. Amennyiben a hdéérzékeny nociceptorok
érzékenyitddése jon létre (termalis nociceptor-szenzibilizacio, illetve az egész szervezet szintjén
termalis hiperalgézia/allodynia), a fliggvény képe karakterisztikusan megvaltozik (bordd vonal).
Tipusos esetben az aktivacios kiiszob lecsokken, azaz alacsonyabb homérséklet is képes valasz
kivaltasara, mint ami alaphelyzetben sziikséges volt ehhez, illetve a kiiszobfeletti ingerek
nagyobb vélaszokat valtanak ki, ezaltal lecsokken a latenciaidd; mindezek kovetkezményeként a

gorbe balra tolodik, €s fliggdleges iranyban megnyulik.
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1. abra. Hipotetikus ingerintenzitas—hatas Osszefliggés a nociceptorok termalis aktivacidjara ¢€s annak
szenzibilizacidjara vonatkozdan. A részleteket lasd a szovegben.

1.3.2. Latenciaid6-mérésen alapulé allatkisérletes magatartasi tesztek a termonocicepcio
vizsgalatara

Ezeknél a modszereknél kiiszobfeletti intenzitdsti hdingert iranyitanak az allat adott
testrészére (tipusosan farok, végtagok), és az elkeriild, nocifenziv reakcido bekodvetkeztéig eltelt
latenciaid6t mérik (1. abra). Lézeres hdstimulator — amely kevesebb mint 250 ms alatt noveli a
homérsékletet a beallitott értékre — alkalmazasaval kimutattak, hogy minél magasabb az ingerlési
homérséklet a 40-51 °C-os tartomanyban, annal rovidebb a fajdalomérzet kialakulasanak
latenciaideje (Campbell és LaMotte, 1983).

Standard modszer a ,tail-flick” teszt, amelynek soran sugarzé hdt iranyitanak a kézben
tartott vagy mas médon mozgéasaban akadélyozott allat (patkany, egér) farkara, és a farok

elrantasaig eltelt 1d6t mérik (D’Amour és Smith, 1941; Smith et al., 1943). Fontos, hogy a

8



dc_1446 17

sugarzd ho hatdsara viszonylag lassan, az 1d6 négyzetgyokével aranyosan nd a besugarzott bor
hémérséklete (2. abra, A panel; Buettner, 1951). Emiatt van id6 arra, hogy el6szor a C tipust
melegreceptorok aktivalodjanak atmeneti jelleggel, majd ezzel atfedésben a C polimodalis
nociceptorok, ez utobbiakkal atfedésben az Ad polimodalis nociceptorok, végiil a polimodalis
nociceptorok mellett paradox mdédon az — amiagy nem fajdalmas hidegre érzékeny — Ad
hidegreceptorok €és az Ad magas kiiszobli mechanonociceptorok (2. abra, D panel). A ,tail-
flick” reakcid spinalis reflex eredménye (Irwin ef al., 1951; Bonnycastle ef al., 1953; Sinclair et
al., 1988). A latenciaid6 fiigg a farok borének — dominansan a farok perfizidja €s az aktualis
kornyezeti homérséklet altal meghatarozott — kiinduldsi hdmérsékletétdl: alacsonyabb

boérhdmérseklet hosszabb latenciaid6t eredményez és forditva (Berge et al., 1988;
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Eide ¢és Tjolsen, 1988). Hangsulyozando, hogy a farok fontos szerepet jatszik a patkany €s egér
hdszabalyozasdban, emiatt a farokbér hdmérséklete jelentdsen ingadozhat, mé€g termoneutralis
kornyezetben is jelentds fluktuacid detektalhatod (El Bitar ef al., 2014). Egyes analgetikumok, pl.
a morfin vazokonstrikciot okoz a farokban, ami a latenciaidd megnyulasat eredményezi, zavart
okozva a szer termalis antinociceptiv hatasanak megitélésében (E1 Bitar et al., 2016). Emberben
is kimutattdk, hogy a bdérhdmérséklet emelkedése lecsokkenti a sugarzo hdvel kivaltott
fajdalomérzet latenciaidejét, ellenben a termalis fajdalomkiiszob valtozatlan marad (Pertovaara
et al.,, 1996). Az aktudlis kornyezeti hdmérséklet jelentds latenciaido-befolyasold hatasat Gjabb,
korszerli metodikat alkalmazd vizsgalatok is megerdsitették mind patkanyban, mind egérben
(Benoist et al., 2008; Pincedé¢ et al., 2012). Kimutattak azt is, hogy a latenciaidd fligg a
borteriilet pigmentacidjatdl, a sugarzas intenzitasatol, a stimuldlt borfeliilet nagysagatol, valamint
a stimuldcio farkon beliili poziciojatol (Winder et al., 1946; Caroll, 1959; Kawakita ¢€s
Funakoshi, 1987; Ness ef al., 1987). A , tail-flick” teszt tovabbi hatranya, hogy ismételt kivaltasa
esetén habituaciot (latenciaidé-megnytlast) mutat, amelynek mértéke nagyobb, ha erdsebb ingert
¢s kisebb idokozzel ismételnek (Groves €s Thompson, 1970; Carstens ¢és Wilson, 1993).
Analgetikus hatasu szerek vizsgalata sordn sziikséges egy un. ,,cut-off” (maximalis besugarzasi)
1d6 bedllitasa a szoveti karosodas elkeriilése érdekében. A ,tail-flick” modszerrel az erds opioid
agonistak hatdsat megbizhatoan lehet mérni, a gyenge agonistak és a nem-szteroid
gyulladdsgatlo analgetikumok (NSAID-ok) vizsgalata problematikus (a részleteket illetden lasd
Le Bars et al., 2001).

A Ltail-flick” teszt egyik varidnsa, amikor a kézben tartott egér vagy patkdny farkat
konstans hdmérsékleti forrd vizbe martjak, €s a farok kirantasaig eltelt latenciaidét mérik (,,tail
immersion” vagy farokbemeritéses teszt, Ben-Bassat et al., 1959). Ebben az esetben nagy
feliiletet ¢ér a hdinger, €s gyorsan emelkedik a bor hémérséklete, emiatt a valaszt az Ad
polimodalis nociceptorok és — paradox moédon — az Ad hidegreceptorok, illetve Ao magas
kiiszobli mechanonociceptorok aktivacidoja dominalja (2. abra, C és D panel). Lehetdség van
kiilonb6zé hdmérsékletii (tipusosan 48—56 °C) vizfiirdok alkalmazéasara, amelyek értelemszeriien
eltéré latenciaidoket eredményeznek: alacsonyabb hdmérsékletnél hosszabb a latenciaidd ¢€s
forditva. Alacsonyabb vizhdmérséklet alkalmazidsa noveli az érzékenységet a kisebb
hatékonysagu analgetikumok (gyenge opioid agonistadk, NSAD-ok) irant (Sewell és Spencer,
1976; Luttinger, 1985). Egy madsik varidans esetében az egyik hatsdé végtagot meritik allando
hémérsékletii forro vizbe (,,paw immersion” vagy labbemeritéses teszt).

A Hargreaves-féle ,paw withdrawal” vagy ,plantar” teszt (plantarteszt) elvében

hasonld a ,tail-flick” teszthez, de ebben az esetben az 4tlatszé plexilapon szabadon mozgd
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patkdny vagy egér talpara irdnyitanak hdsugarzast, és a lab elemeléséig eltelt id6t mérik
(Hargreaves et al., 1988). Elonye, hogy a termoregulacioban fontos szerepet jatszo farok helyett
a hatsd végtag reakcidjat méri. Mindazonaltal patkdnyban kimutattak, hogy a kiindulasi
borhdmérseéklet — ami fiigg az aktudlis kornyezeti homérséklettdl — ennél a tesztnél is
befolyésolja a latenciaiddt, és még termoneutralis kdrnyezetben is jelentds periodikus fluktuacio
mutathaté ki a hatsé végtag borének hémérsékletében (El Bitar et al., 2014; Vitkova et al,
2015). A kornyezeti homérséklet csekély, 2—4 °C-os valtozdsa mar szignifikdns eltérést
eredményez a latenciaidében (nemcsak a hats6 végtagon, hanem a mellsé végtagon €s a farkon
1s). A modszer tovabbi hatranya, hogy az allat talpa nem mindig egyforma mértékben simul
hozz4 az aljzathoz.

A ,,hot plate” (forr6 lap) teszt (Woolfe és Mac-Donald, 1944) esetében az egér vagy
patkany szabadon mozog egy fémfeliileten, amelynek hdmérsékletét allandd értéken (48-56 °C)
tarjak; gyakran hasznalt hdmérseklet az 52 vagy 55 °C. A tipusos nocifenziv reakcié valamelyik
végtag nyalasa, illetve az allat ugrasa, de egyéb magatartasformak is eléfordulhatnak. Ezek a
reakciok szupraspinalisan integraldd6d magatartasformak. A teszt esetében valosziniisithetd, hogy
a borhomérséklet ugyaniugy linearisan valtozik az idével, mint a termdd (lasd 1.3.4. pont)
esetében. A teszt ismétlésekor tanuldsi folyamat figyelheté meg, ami a latenciaidé rovidiiléséhez
vezet (Knoll et al., 1955). A moddszer esetében jelentds a kiindulasi (kontroll) latenciaidd
allatcsoportok kozotti variabilitdsa, ami abban nyilvanul meg, hogy ugyanazon laboratériumban
kiilonb6zd vizsgalatok keretében végzett mérések eltérd latenciaidOket mutatnak (Vierck é€s
Cooper, 1984). A forro lap modszerrel elsdsorban a nagy hatékonysagu opioid agonistak hatasat
lehet megbizhat6an mérni, a gyenge agonistdk és az NSAID szerek vizsgalata nehézkes (Le Bars
et al.,, 2001). Ez utobbiaknal 50 °C-nal alacsonyabb laphémérseklet alkalmazasa eldsegitheti az
antinociceptiv hatas kimutatasat (Ankier, 1974).

Altalanosan elfogadott, hogy az allatkisérletekben tipusosan hasznélt, latenciaidémérésen
alapul6 termonociceptiv tesztek esetében alaphelyzetben a nocifenziv reakciot Ad nociceptorok
altal szallitott impulzusok valtjak ki. Mas azonban a helyzet gyulladdsos hiperalgézia esetében,
mivel a képz6dd mediatorok hatasara a C polimodalis nociceptorok nagyobb mértékben képesek
szenzibilizdlodni a hdingerekkel szemben, mint az AJd nociceptorok (ennek részeként
hokiiszobiik lecsokken), és a szamuk is nagyobb, mint az Ad rostoké. Ezen tulmenden az alvd
(,,silent”) C nociceptorok (C-M;H;) is aktivalodnak gyulladdsos kornyezetben. Mindez azt jelenti,
hogy gyulladas esetén a jelentds mértékben szenzibilizdlodott C rostok alacsony hdkiiszobiik
miatt a kisebb vezetési sebességiik ellenére hamarabb bejuttatjdk az informacidt a kdzponti

idegrendszerbe, €s ezaltal aktivaciojuk felelds a nocifenziv reakcio kivaltasaért.
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1.3.3. A latenciaid6-mérésen alapulé termonociceptiv magatartasi tesztek hatranyai

A termonocicepcid latenciaid6-mérésen alapuld allatkisérletes vizsgalatanak —
elterjedtsége ellenére — szamos hatranya van. Attol fliggden, hogy milyen intenzitasu forr6 ingert
alkalmaznak, valtozik a latenciaid. A forr6 lap, farok- €s labbemeritéses tesztek esetében az
alkalmazott kiiszobfeletti ingerintenzitas °C-ban egzakt modon megadhatd, de a sugarzd hot
alkalmaz¢ ,.tail-flick” és a plantarteszt esetében ez tobbnyire csak indirekt moédon (energia
formajaban vagy relativ skdla segitségével) jellemezhet6. Ez utobbi tesztek esetében a
modszernek mas készilékre valdo ,transzportidlhatosdga” rendkiviill problémas, ami
megnehezitheti vagy akar lehetetlenné teheti a kiilonb6zd ingerintenzitdsokra beallitott
késziilékekkel nyert eredmények Osszevetését. A latenciaidd fligg az ingerelt testrész(ek)
borének a teszt végzésének idején fennalld aktudlis hdmérsékletétdl, ami viszont a bor perfiizidja
altal meghatarozott (lasd 1.3.2. pont). A latenciaidé nem vethetd Ossze az in vivo vagy in vitro
elektrofiziologiai kisérletekben, féleg az egyrost-elvezetést, illetve a ,,patch-clamp” technikat
alkalmazdkban rutinszerien meghatéarozott aktivacios kiiszobbel, vagyis azzal a legalacsonyabb
forr6 homérséklettel, amely a nociceptiv rost receptiv teriiletére alkalmazva akcids
potencial(oka)t, illetve a ,,patch-clamp” kisérletben ionaramot valt ki. Hasonloképpen human
vizsgalatokban is a hOkiiszobot, a termalis fajdalomkiisz6bot mérik, amely megint csak nem
vethetd Ossze a latenciaidOvel. A latenciamérés elvébdl kovetkezOen ezzel a moddszerrel a
klinikailag relevans termalis allodynia nem vizsgalhatd, hiszen ez utdbbi per definitionem a
hokiiszob csokkenését jelenti, mig a latenciaidé mérése mindig kiiszobfeletti ingerrel torténik.

Megjegyzendd, hogy a mechanonocicepcid vizsgalataban alkalmazott standard
allatkisérletes modszerek (von Frey filamentumok, Randall-Selitto-modszer) esetében is az

aktivacios kiiszobot (azt a legkisebb erdt, amely nocicfenziv reakciot valt ki) hatarozzak meg.

1.3.4. A termalis fajdalomkiiszob mérésén alapulé magatartasi tesztek

Ezeknél a modszereknél nem-fajdalmas (kiiszob alatti) kiinduldsi homérsékletrdl indulva
fokozatosan novekvd intenzitdst (emelkedd hdmérsékletil) hdingert iranyitanak az ember (vagy
allat) adott testrészére, €s azt a legalacsonyabb forré hdmérsékletet hatarozzak meg, amelynél
emberben fajdalomérzet jelentkezik (termalis fajdalomkiiszob), illetve allatban bekovetkezik az
elkeriild, nocifenziv reakci6 (nociceptiv hokiiszob, lasd 1. abra). A termalis fajdalomkiiszob
mérése emberben mar régota alkalmazott modszer a pszichofizikai és elektrofiziologiai
vizsgalatokban egyarant (Hardy et al., 1950; Meyer és Campbell, 1981; LaMotte et al., 1982;
Sycha et al., 2003). Tipusosan emberben alkalmazott médszer a kontakthd haszndlata, amikor

termodot (Peltier-elemet) helyeznek a borre (Kenshalo és Bergen, 1975; Fruhstorfer et al., 1976),
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aminek hatasara a borhdmérseklet kozel linedrisan n6 az idével (2. abra, B panel). Ilyen esetben
a kiilonb6zo termoszenzitiv rostfajtdk ugyanolyan sorrendben aktivalodnak, mint a sugarzo ho
esetében (lasd 1.3.2. pont). A termdd hatranya, hogy mechanikai ingerlést is okoz, ami
szegmentalis antinociceptiv hatést kivaltva torzithatja az eredményt. A Peltier-elem segitségével
Iépcsdzetesen vagy folyamatosan lehet ndvelni a borhdmérsekletet, ami lehetdvé teszi a °C-ban
megadott termalis fajdalomkiisz6b meghatarozasat.

Emberben kimutattdk, hogy fokozatosan emelkedd intenzitast (,ramp-like”) hdinger
alkalmazasa esetén a borhdmérséklet kozel linearisan novekszik. A melegitési sebesség
novelésének harom jellegzetes kdvetkezménye van. (1) Gyorsabb litemii hdstimulacioé esetében a
termalis fajdalomkiiszob elméletileg alacsonyabb, hiszen gyorsabb hdmérséklet-emelkedés
esetében a nociceptorok tlizelési frekvencidja nagyobb (Yarnitsky és Ochoa 1990; Yarnitsky et
al., 1992; Tillman et al, 1995a), ezéltal a fajdalomérzet kivaltdsahoz sziikséges
kiiszobfrekvenciat hamarabb lehet elérni. Hangsulyozando, hogy alacsony frekvenciaji
nociceptor-kisiilések nem eredményeznek termalis fajdalomérzetet (Van Hees és Gybels, 1981;
Bromm et al., 1984). Tehat a fajdalom percepcidjahoz temporalis szummaciora van sziikség,
azaz egy bizonyos minimalis frekvencidju aktivitas kell a termonociceptorokban ahhoz, hogy
fajdalomérzet jojjon létre. (i1) A magatartasi vizsgalatok esetében figyelembe kell venni a
reakcioidét is, amely magaba foglalja az impulzusok kézponti idegrendszerbe valo terjedésének,
a centralis feldolgozasnak és az efferentacidnak az iddsziikségletét. A valodi fajdalomkiiszob
elérésekor még nem ad a reakcidt a vizsgalati alany, hiszen a periférias nociceptorban kivaltott
impulzusnak be kell jutnia az agyba, és feldolgozasa utan ki kell valtania a sziikséges magatartasi
reakciot (kar vagy gomb lenyomésa). Mire mindez lezajlik, a bérhdmérséklet — a melegitési
iitemmel aranyosan — mar ,talfut”, azaz az igazi fajdalomkiiszobnél magasabb lesz. Tehat egy
mérési artefakt I€ép fel, amelynek nagysdga annal nagyobb, minél nagyobb a melegités litem. (iii)
Gyorsabb iitemii melegités esetén a bor mélyebb rétegeiben, ahol a nociceptorok talalhatok
(epidermis als6 része, dermis), alacsonyabb a hdmérséklet, mint a felszinen (Tillmann et al.,
1995b). Ennek oka a szovetek termalis tehetetlensége, amely miatt a rétegek kozotti
hémérsékleti kiegyenlitddés elhuzodik, a mélyebb rétegek homérseklete ,késik” a felszinéhez
viszonyitva. Lassabb flités esetén ugyanakkor tobb id6 all rendelkezésre a kiegyenlitOdésre,
ezaltal kisebb a ,,késés”. A bOron beliili hdmérsékleteloszlast modellezve sikeriilt igazolni, hogy
minél magasabb a melegitési rata, anndl inkabb elmarad a mélyebb rétegekben mért homeérséklet
a felszinihez képest. Ezzel a mechanizmussal magyarazhatd, hogy gyorsabb iitemii melegités
esetén a borfelszinen mérve az egyes C polimodalis nociceptorok aktivacios kiiszobe

magasabbnak bizonyult (39,6-r61 41,7 °C-ra nétt), mint lassabb melegitéskor (Tillman ef al,
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1995a; 1995b). Hasonld kiiszobemelkedést eredményezett — Iépésenként emelt stimulacios
homérseklet esetén — a hdinger tartamanak, illetve a kiindulasi bdrhdmérsékletnek a csokkentése.
E két utobbi valtozas is jol magyardzhatd a szovetek termalis inercidjaval. A harom tényezd
egylittes hatasa szabja meg egy adott kisérleti paradigméban, hogy a melegitési litem novelésével
valtozik-e a termalis f4jdalomkiiszdb, €s ha igen, melyik iranyba.

Patkany hats6 labanak labhati részére iranyitott sugarzd hdingerrel kapcsolatban
kimutattdk, hogy alland6 intenzitdsu stimulacid esetén a borhdmérséklet az 1d6 logaritmusaval
aranyosan nott, a subcutis homérseklete viszont linearisan emelkedett (Yeomans és Proudfit,
1994). Az ingerlési intenzitds novelésével az atlagos fiitési sebesség a 0,9-6,5 °C/s tartomanyban
valtozott. Kimutattak, hogy lassabb iitemii melegités (0,9 °C/s) esetén hosszabb a latenciaido,
alacsonyabb a borhdmérseklet, és csak C polimodalis nociceptorok aktivalodnak, ellenben ha
nagyobb intenzitdsti sugarzassal gyors iitemben (6,5 °C/s) novelik a ldbhat borének
hémérsékletét, a latenciaidd lerovidiil, a bor hdmérséklete magas lesz, ezért mind az Ad, mind a
C polimodalis nociceptorok aktivalodnak (Yeomans €s Proudfit, 1994; Yeomans és Proudfit,
1996; Yeomans et al., 1996). Ha lassabb a melegités, azon id6 alatt, amig a hdmérséklet a C
rostok kiiszobérdl az Ad rostok — kb. 5 °C-kal magasabb — kiiszobéig nd, a C rostok aktivalodasa
kivalthatja a valaszreakciot, vagyis csak a C rostok kozvetitik a hdvalaszt anélkiil, hogy az Ad
rostok aktivalodndnak. Ellenben gyorsabb melegités esetében olyan hamar emelkedik a
hémérséklet a C rostok kiiszobérdl az Ad rostokéra, hogy utdbbiak gyorsabb vezetési sebességiik
miatt hamarabb juttatjak az informaciot a kdozponti idegrendszerbe, mint a C rostok: a nocifenziv

reakci6 kivaltasaért az Ad nociceptorok feleldsek.

1.3.5. Korabbi probalkozasok a nociceptiv hokiiszob mérésére allatban

Kisérleti allat nociceptiv hokiiszobének mérésére tett elsd dokumentalt probalkozas Oden
¢s Oden nevéhez fiizédik (1982), akik egy emelkedé hémérsékletii forré lapot fejlesztettek ki,
amelynek a homérsekletét egyenletesen tudtdk ndvelni kiilonboz6 (2 °C/perc és 1 °C/s kozott)
sebességgel mindaddig, amig a patkdny nocifenziv reakciot (valamelyik végtag megnyaldsa)
nem mutatott. Az ekkor mért laphdmérsékletet tekintették nociceptiv hokiiszobnek. Egy specialis
titralasos modszert alkalmazva a nociceptiv hokiiszobot 41,5 °C koriili értéknek talaltak, és 6
mg/kg i.p. adott morfin hékiiszObemeld hatdsat mutattdk ki patkanyban. Ezzel a mddszerrel
végzett tovabbi kisérletekrdl nincs adat a szakirodalomban.

A masik korai probalkozas Szolcsanyi (1985; 1987b) neveéhez flizédik, aki egy emelked6
homérsékletii vizfiirdét alkalmazott. Kisérletei soran €ber patkany egyik hats6 1abat allando

hémérsékletii vizfiirdébe martotta oly modon, hogy a vizfiirdé hdmérsékletét 1 °C-os 1épésekben
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novelte mindaddig, amig az allat a 1abat ki nem rantotta a vizbdl. Ezzel a mdodszerrel kozelitéleg
tudta mérni a 1ab nociceptiv hokiiszobét, vagyis azt a legalacsonyabb forré hdmérsékletet, amely
a hatso labon elharitd, nocifenziv reakcidét okoz: az allatok 50%-aban reakciot kivaltod
hémérséklet interpolacioval 46,5 °C-nak adodott. Ezen (1) megkdzelitéssel lehetdveé valt egyrészt
100 mg/kg aszpirin hokiiszobemeld hatasanak kimutatdsa, masrészt a markans deszenzibilizaciot
(lasd 1.4.1.5. pont) kivalté magas dozisu kapszaicin dozisfiiggd termadlis antinociceptiv
hatasdnak demonstralasa (Szolcsanyi, 1985; 1987b). Ez utobbi a hagyomdnyos, latenciaido-
mérésen alapuld modszerekkel korabban nem sikeriilt egyértelmien.

Hole ¢és munkatarsai egy szamitégép-vezérelt emelkedé hémérsékletii forré lapot
fejlesztettek ki, amelynek a hdmérsékletét egyenletesen tudtak ndvelni 42 °C-rél 1-6 °C/perc
sebességgel mindaddig, amig a patkdny vagy egér nocifenziv reakciot (tipusosan valamelyik
hatso végtag megnyalasa) nem mutatott (Hunskaar et al., 1986; Tjolsen et al., 1991). Az ekkor
mért laphdmérsékletet tekintették nociceptiv hokiiszobnek. A flitési sebességtdl fiiggden a
nociceptiv hOkiiszob a 44 és 46 °C kozotti tartomanyban volt mind patkdnyban, mind egérben (a
gyorsabb flités magasabb kiiszobot eredményezett). Ezzel a késziilékkel az i.p. adott morfin (4 €s
8 mg/kg) és paracetamol (200 ¢és 400 mg/kg) hokiiszobemeld hatasat tudtdk kimutatni
patkdnyban ¢és egérben egyarant. Néhany tovabbi, szerotonerg ligandum hatésait leiré publikacio
megjelenése utan ez a metodikai megkozelités is ,.kihalt™.

Szintén tiszaviragéletli (egyetlen kozleményt eredményezd) probalkozds volt a
farokbemeritéses teszt modositdsa a nociceptiv hokiiszob mérésére (Farré et al, 1989). A
,maximum tolerated temperature of the rat tail” mérése soran a kézben tartott patkany farkat
vizflirddbe martottdk, amelynek hdmérsekletét 37 °C-rél 2,1 °C/perc iitemben ndvelték a farok
kirantasaig. Ezzel a modszerrel a kiiszobhdmérséklet 46,2 °C-nak adddott. A modszerrel sikertilt
kimutatni nemcsak opioidok (morfin: 2,5-5 mg/kg), hanem egyes NSAID-ok, koztiik az aszpirin
(320-640 mg/kg) hokiiszobemeld hatasat i.p. injekcidt kovetden.

1.4. A termalis ingerekkel aktivalhato ioncsatornak
1.4.1. TRPV1
1.4.1.1. A TRPV1-receptor altalanos jellemz6i

A csipOs paprikdban talalhatd kapszaicin régota ismert irritdns, amely a borre vagy
nyalkahartyara adva intenziv, €g6 fijdalmat képes kivaltani. A kapszaicin hatdsa nagymértékben
szelektiv a C és Ad polimodalis nociceptorokra (Szolcsanyi, 1987a; 1987b; Szolcsanyi et al.,
1988; LaMotte et al., 1992). Ezenkiviil féemldsokben a kapszaicin képes aktivalni az Un. ,,alvo”

C nociceptorokat (C-M;H, C-M;H;) is (Schmelz et al., 2000). Kapszaicinanalogok szerkezet—
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hatés Osszefliggésének vizsgélata alapjan Szolcsanyi mar 1975-ben felvetette, hogy a kapszaicin
specifikus farmakoldgiai receptor aktivalasa révén hat (Szolcsanyi és Jancso-Gabor, 1975).

FRFW

MNs* and Ca®*

H* —— =

aulracelular

cetl membrane cell membrane

infracaiuar

Capsaicin F
gt S
we s MatandCa®*
3. abra. A TRPV1-receptor szerkezete.

Ezt a feltételezett receptort 1997-ben klonoztdk (Caterina et al, 1997). Eldszor ,,Vanilloid
Receptor-17-nek (VRI1) nevezték (a kapszaicin vanilloid struktardja alapjan), késObb
atkeresztelték a ,, Tranziens Receptor Potencidl Vanilloid-1” névre (TRPV1). E receptor (3. abra)
6 transzmembran doménbdl épiil fel (a human ortolég 839 aminosavbdl all), aktivacidjakor
megnyilik az a kationcsatorna, amelyet négy TRPVI-fehérjelanc képez homotetramer
formacioban (a TRPVI1-re vonatkozo referencidkat illetden ldsd Szolcsanyi €s Pintér, 2013;
Nilius és Szallasi, 2014; Mickle et al., 2015) . A nem-szelektiv kationcsatorna leginkabb Ca*"-ra
permeabilis, kisebb mértékben Na' és K™ ionokat is atenged. Az aktivacidjakor fellépd
dominans, befelé iranyulé Na* és Ca®" ionaram a membran depolarizacijat véaltja ki. A TRPV1 a
kapszaicinen kiviil szamos mas novényi eredeti irritdnssal (resiniferatoxin [RTX], olvanil,
piperin, gingerol, zingeron, kamfor, allicin), alacsony extracellularis pH-val (5 és 6 kozott),
valamint specialis modon fizikai ingerrel, 43 °C-nal magasabb homérseklettel is aktivalhato. A
tobbnyire lipidoldékony kémiai aktivatorok zome a sejtmembranon athaladva a receptort az
intracellularis oldal fel6l aktivalja, mig a protonok tdmadaspontja extracellularis. Ma mar ismert,
hogy a peptidlanc mely aminosavai felelosek az agonistak, az alacsony pH és a hd hatasaért (a
részleteket illetben lasd Szolcsdnyi €s Sandor, 2012). Ezen talmenden kimutattdk, hogy a
TRPVI1-et képes koOzvetleniil aktivalni szdmos zsirsavszdrmazek, mint az N-arachidonil-

etanolamid (més néven anandamid, ami a kannabinoid CB; receptor endogén liganduma), N-
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arachidonil-dopamin, N-oleoil-dopamin, N-oleoil-etanolamin, egyes lipoxigenaz-termékek (pl.
leukotrién B4), valamint az etanol és a propofol is. Egyes gyulladasos mediatorok, mint pl. a
bradikinin, PGE,, szerotonin, ATP, NGF ugyan nem koétédnek TRPV1-hez, azonban sajat
receptoruk izgatdsaval olyan jelatviteli folyamatokat inditanak el, amelyek a TRPVI
foszforilaciojdhoz ¢és ezaltal annak szenzibilizacidjahoz/aktivacidjahoz vezetnek. Mindezek
alapjan a TRPV1 nagyszamu exogén ¢s endogén fajdalomkelté kémiai dgens, valamint a forrd
ingerek egyfajta molekularis integratoranak tekinthetd.

A TRPV1 expresszidjat kis és kdzepes méretii, azaz nociceptiv neuronokban mutattak ki
hatsogyokér-ganglionokban (,,dorsal root ganglia”, DRG), valamint trigemindlis €s szenzoros
vagalis ganglionokban. E neuronok C és Ad rostokat képeznek. A TRPV1 a polimodalis
nociceptoroknak mind a peptiderg, mind a nem-peptiderg alcsoportjaban kifejezédik. A TRPV1
megtalalhatd a gerincveld hatsd szarvaban (elsdsorban a nociceptiv afferensek centralis
terminalisain), az agytorzsben és a hypothalamusban is. Van bizonyiték a TRPV1 expressziojara

nem-neuronalis sejtekben (keratinocytak, érfal, higyholyag stb.) is.

1.4.1.2. A TRPV1-receptor foszforilacios statuszanak szerepe a receptor valaszkészségének
meghatarozasaban

A TRPV1-receptor agonistak iranti érzékenységének szabdlyozasaban lényeges szerepet
jatszik a receptorfehérje foszforilacidja, ami érzékenyiti a receptort, mig a defoszforilacid
deszenzibilizal6 hatasu. TRPV1-gyel transzfektalt nem-neuronalis sejtekben, illetve patkany €s
egér primer afferens neuronjaiban szdmos gyulladdasos mediator (bradikinin, szerotonin, ATP,
IL-1B) képes a protein-kindz C (PKC) aktivalasa révén foszforilalni és igy érzékenyiteni a
TRPVI1-et (Cesare és McNaughton, 1996; Cesare et al., 1999; Premkumar és Ahern, 2000;
Vellani et al,, 2001; Tominaga et al., 2001; Zhou et al, 2001; Sugiura et al., 2002, 2004;
Crandall ef al., 2002; Numazaki et al., 2002; Obreja et al., 2002; Bhave et al., 2003; Premkumar
et al., 2004; Amadesi et al., 2004; Mandadi et al., 2004). Hasonloképpen szenzibilizald hatastiak
in vitro a prosztaglandinok, a forskolin, szerotonin, anandamid és glutamat a protein-kinaz A
(PKA) aktivalasa révén (Hingtgen ef al., 1995; Lopshire €s Nicol, 1998; De Petrocellis ef al.,
2001; Rathee et al., 2002; Hu et al., 2002; Bhave et al., 2002; Gu et al., 2003; Mohapatra ¢€s
Nau, 2003; 2005; Sugiura et al., 2004). Ujabb adatok szerint a kalcium—kalmodulin-kinaz I is
képes foszforilacio révén érzékenyiteni a TRPV1-et (Jung ef al., 2004).

Figyelembe véve, hogy a nociceptiv primer afferens neuronok sejtteste és periférids
végzddése strukturalis €s funkcionalis szempontbol jelentds kiilonbségeket mutat (lasd 2. pont), a

fenti nagy szdmu, sejttesten végzett in vitro vizsgalat jelentdsége a nocicepcid szempontjabol
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megerdsitésre szorul. Ugyancsak kevés az olyan vizsgélat, amelyben a PKC- és PKA-aktivacid
szenzibilizdld hat4sat ugyanabban a kisérletes modellben hasonlitottak 6ssze (Hu et al., 2002;
Mohapatra és Nau, 2003; Sugiura et al., 2004), lehetévé téve a két enzim funkciondlis
jelentéségének Osszevetését. Szamos esetben ellentmondod erdmények sziilettek: pl. az NGF
facilitalo hatasa PKA-fiiggd volt patkdny szenzoros neuronokon, de PKC-fliggdnek mutatkozott
egér hasonl6 sejtjein (Shu és Mendell, 2001; Bonnington ¢s McNaughton, 2003). Relative kevés
informacié 4ll rendelkezésre arra vonatkozoan, hogy a TRPV1 nem-stimulalt, bazilis
érzékenységének beallitasaban mi a kétféle protein-kinaz enzim egymashoz viszonyitott szerepe:
a PKC gatlasa egyes vizsgalatokban csokkentette a kapszaicin hatdsat TRPV 1-gyel transzfektalt
nem-neuronalis sejtekben és primer afferens neuronokban in vitro, viszont a PKA gatlasa nem
befolyésolta azt (Jerman et al., 2000; Zhou et al., 2001; Amadesi ef al., 2004; Shu ¢s Mendell,
2001; Hu et al., 2002; Bonnington ¢s McNaughton, 2003).

1.4.1.3. TRPV1-antagonistak, mint potencialis, periférias tamadasponti analgetikumok

A ruténiumvords és a capsazepin voltak az elsdként kifejlesztett kapszaicin- (mai
ismereteink szerint TRPV1-) antagonistdk, amelyeket korai kisérletekben munkacsoportunk is
vizsgalt (Pethd €s Szolcsanyi, 1990; Szolcsanyi et al., 1991). Elébbi az ionotrop receptor
kationcsatorna-részét blokkolja (Amann és Maggi, 1991), mig utobbi (€s a jod-resiniferatoxin, I-
RTX) kompetitive gatolja a kapszaicin kotddését a TRPV1-hez (Urban és Dray, 1991; Bevan et
al., 1992; Wahl et al., 2001; Seabrook et al., 2002; Undem ¢és Kollarik, 2002). Hangstllyozando,
hogy egyik agens sem szelektiv a TRPV1-re: a ruténiumvords a TRPV2—4 receptorokat (lasd
késObb) is blokkolja, mig a capsazepin a TRPMS8-csatornat (lasd késdbb) ¢€s a fesziiltségfiiggd
Ca’’-csatorndkat is gatolja (a referenciakat illetéen lasd Trevisani és Gatti, 2013).

Amint arra mar koradbban (1.4.1.1. pont) utalas tortént, a TRPV I-receptort szamos olyan
endogén mediator képes aktivalni, amelyek gyulladas, szovetkarosodas, idegsériilés soran
szintetizalddnak vagy szabadulnak fel. Ez a tény vetette fel el6szor annak lehetdségét, hogy a
TRPV1 farmakologiai blokkolasa a fenti allapotokban fajdalomcesillapitd hatast eredményezhet.
2000-ben hozzaférhetdvé valtak TRPVI1-génhianyos (,,Knock-Out”, KO) egerek, amelyek
vizsgalata soran kiderilt, hogy a TRPV1 hidanya gyulladasos modellekben a termalis
hiperalgéziat szinte teljesen kivédte (Caterina et al., 2000; Davis et al, 2000). Minthogy a
termalis hiperalgézia dontden periférids szenzibilizacid6 eredménye (Treede ef al, 1992),
val6szinlisithetd volt a periférids nociceptorokban expresszalod6 TRPV1 domindns szerepe a
hiperalgézidban. Gyulladdsos modellekben a TRPV1 fokozott expresszidjat sikeriilt kimutatni.

Mindez szamos gyogyszergyarnak nagy lendiiletet adott TRPV 1-receptor-antagonistak, mint 0j
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tipust, periférias tdmadaspontu analgetikumok fejlesztéséhez. Ennek eredményeképpen tobb
mint 20 vegylilet keriilt preklinikai vizsgalatra (Trevisani és Gatti, 2013; Tabrizi et al., 2017).
Allatkisérletes vizsgalatokban megerdsitették hatékonysagukat nemcsak termélis, hanem
mechanikai hiperalgézia-modellekben is. Kideriilt, az is, hogy a szerek nemcsak gyulladésos,
hanem egyes neuropatias, illetve daganatos fajdalommodellekben is antihiperalgetikus hatastak.

Az igéretes preklinikai vizsgéalatok utdn szdmos TRPV1-antagonista keriilt a klinikai
kiprobalas stddiumaba: 2013-ban 15 vegyiilet allt klinikai kiprobalas alatt 1-es vagy 2-es
fazisban. A legtobb szer k6zos tulajdonsdga, hogy egyardnt gatolja a kapszaicin, az alacsony pH
¢s forr6 ingerek TRPVI1-aktivalo hatasat (Gn. elsé generaciés TRPV1-antagonistdk). Ezek a
vegyliletek klinikai hatékonysdgot mutattak fogfajdalomban ¢&s osteoarthritishez tarsuld
fajdalomban. Azonban két nem vart mellékhatdsukra deriilt fény. Az egyik a testhdmérséklet
megemelkedése (hipertermia, pl. az AMG-517, ABT-102, AZD-1386 esetében), amely
esetenként jelent0s volt, bar a szer ismételt addsa soran mérséklodstt. A hipertermia pontos
mechanizmusa maig nem tisztazott, fontos azonban, hogy Iéteznek olyan — masodik
generdciosnak nevezett — TRPV1-antagonistak (pl. AMG-8562, BCTP), amelyek gatoljak a
kapszaicin TRPV1-aktivalé hatdsat, de nem az alacsony pH-ét (Gn. modalitasspecifikus
antagonizmus), ¢s amelyek nem okoznak hipertermiat. A masik nem vart probléma a termalis
fajdalomkiiszob megemelkedése volt (emellett a kiiszobfeletti hdingerek detektalasa is
karosodast mutatott), ami forrazasos sériilésekhez vezetett pl. zuhanyozas vagy meleg italok
fogyasztasa kapcsan (SB705498, MK-2295, AZD-1386 esetében). Amint arrdl a 1.4.1.4. pontban
részletesen sz0 lesz, patkanyban és egérben a TRPV1 genetikai hidnya vagy farmakologiai
blokkoldsa nem emelte meg a nociceptiv hokiiszobdt (bar az intenziv, masszivan kiiszobfeletti
héingerek detektalasat karositotta). A hokiiszObemeld hatas tehat speciesfiiggének tiinik, €és —
ellentétben a hipertermidval — nem csokken ismételt adas soran. Méra jelentdsen lecsokkent az
optimizmus annak tekintetében, hogy a TRPVI-antagonistakbol lesz-e analgetikum.
Mindazonaltal ¢l az a farmakologiailag megalapozott remény, hogy olyan modalitasspecifikus
antagonistak, amelyek nem gatoljak a TRPVI1 hdvel vald aktivalhatosagat, de csokkentik az

agonistak izgato hatasat, nem fogjak karositani az alaphelyzeti termonocicepciot.

1.4.1.4. A TRPV1 szerepe a forro ingerek detektalasaban

Ismert, hogy a TRPV1-csatorna aktivacios kiiszobe 43°C (Caterina et al., 1997). Ez az
érték hasonld az izolalt primer afferens neuronok, a polimodalis nociceptorok aktivacios
kiiszobéhez, valamint az ember borén mért termalis fajdalomkiiszobhoz (Nagy és Rang, 1999a;

Perl, 1996; Yarnitsky és Ochoa, 1990). Mindezek alapjan jogosnak tiint a feltételezés, hogy a
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nociceptiv hOkiiszobot a TRPV 1-csatorna hatarozza meg. Meglepé médon a TRPV1-génhianyos
egereken végzett vizsgéalatok ezt nem tamasztjadk ala.
termonociceptiv magatartdsi modszerekkel az alacsonyabb (kiiszobkozeli) ingerintenzitasok

esetén nem sikerilt eltérést kimutatni sem a farkon, sem a talpon; ugyanakkor magasabb

A latenciaid6-mérésen alapul6d

ingerlési intenzitasok/hdmérsekletek esetén a latenciaidd megnyulasat tapasztaltak (1. tablazat).

1. tablazat: A TRPVI-receptor szerepe a bazalis nociceptiv hokiiszob meghatarozasaban

TRPVI-génhianyos egerek latenciaido-mérésen alapulo termonociceptiv viselkedési tesztekben

torténo vizsgalata alapjan.

Vizsgalati médszer

TRPV1-génhianyos egérben mért
latenciaid6-valtozas a vad tipushoz
képest

Hivatkozas

Farokimmerzios teszt

46 °C, 48 °C: nincs kllénbség

50 °C, 52 °C: latencia-megnyulas

Caterina et al., 2000

48 °C: nincs kulénbség
50 °C, 52 °C, 54 °C, 56 °C: latencia-
megnyulas

Park et al., 2011

46 °C, 48 °C: nincs kllénbség

50 °C, 52 °C: latencia-megnyuilas

Marics et al., 2014

Forré lap médszer

50 °C: nincs kulénbség
52,5 °C, 55 °C, 58 °C: latencia-megnyulas

Caterina et al., 2000

50 °C, 52,5 °C: nincs kulénbség

Davis et al., 2000

52,5 °C, 55 °C, 58 °C: latencia-megnyulas

Park et al., 2011

48 °C, 50 °C: nincs kilénbség

52 °C, 55 °C: latencia-megnyuilas

Marics et al., 2014

Hargreaves-féle

plantarteszt

6,5, 7,5, 8-as intenzitas: nincs kiilénbség
8,5-0s intenzitas: latencia-megnyulas

Caterina et al., 2000

nem kozolt intenzitas: nincs kilénbség

Davis et al., 2000

6,5, 8-as intenzitas: nincs kulénbség

9-es intenzitas: latencia-megnyulas

Hoffmann et al., 2013

nem kozolt intenzitas: nincs kilénbség

Pogatzki-Zahn et al., 2005

nem kozolt intenzitas: nincs kilénbség

Banik és Brennan, 2009

nem kozolt intenzitas: latencia-

megnyulas

Wang et al., 2008
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Hasonlo adatokat nyertek TRPV1-antagonistdk alkalmazasaval egérben és patkanyban (2.

tablazat).
2. tablazat:

A TRPVI-receptor-antagonistik hatasa a

late

termonociceptiv viselkedési tesztekben egerekben és patkdanyokban.

nciaido-mérésen  alapulo

Antagonista Paradigma Referencia TRPV1 szerepe

DD161515 forrd lap (52 °C), egér -~ :

DD191515 farokimmerzio (52 °C), eger | Carcia-Martinez et al, 2002 *
IBTU tail-flick (52 °C) egér, Tang et al., 2007 +
A-425619 forro lap (85 °C) eger Honore et al., 2005 _

plantarteszt, patkany

AMGO0347 plantarteszt, patkany Wu et al., 2008 -
BCTC plantarteszt, patkany Pomonis et al., 2003 -
ABT-102 plantarteszt, patkany Honore et al., 2009 -
JNJ-17203212 | farokimmerzié (50 °C), egér Huang et al., 2011 +
SB366791 plantarteszt, egér Chen et al., 2011 -

Ezzel szemben a TRPVI-antagonistak emberben torténd tesztelése

fajdalomkiiszob megemelkedését

karosodasaval egyiitt (3. tablazat).

tapasztaltdk a kiiszobfeletti

soran a termalis

hdéingerek detektalasanak

3. tdablazat: TRPVI-receptor-antagonistak hatisa az emberi boéron mért termalis
fajdalomkiiszébre.
Antagonista Paradigma Referencia TRPV1 szerepe
SB-705498 hékiszobmérés a  béron | Chizh et al., 2007 +
komputer-vezérelt Peltier-
elemmel
ABT-102 hévalasz mérése a boéron | Schaffler et al., 2013 +
kiszobfeletti  hdingert ado
széndioxid-lézer és vizualis
analdg skala alkalmazasaval
ABT-102 hékiszob és hévalasz mérése | Rowbotham et al., 2011 +
béron és szajnyalkahartyan
MK-2295 hékuszébmérés a béron Eid, 2009 +
AZD-1386 hékuszébmérés a béron Chizh et al., 2009 +
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Emlitésre mélto, hogy a génhidnyos egerek periférias idegeiben (n. saphenus, n. tibialis) futé C
polimodalis nociceptorok aktivacios hdkiiszobe nem kiilonbozik a vad tipustiakétol (Caterina et
al., 2000; Woodbury et al., 2004; Zimmermann et al., 2005; Banik ¢s Brennan, 2009; Hoffmann
et al, 2013). A TRPVI-4-receptorok ioncsatorna részét blokkoldo ruténiumvorés nem
befolyésolta az izolalt patkanybdér C polimodélis nociceptoraiban sem a hdkiiszobot, sem a

hévalasz nagysagat (St. Pierre et al., 2009).

1.4.1.5. A TRPV1-receptor altal kozvetitett szenzoros deszenzibilizacio

Kapszaicin vagy mas TRPVl-receptor-agonista, mint pl. RTX magasabb
koncentracidban és/vagy hosszabb ideig €s/vagy ismételten torténd alkalmazasa esetén a kezdeti
izgato, fajdalomkeltd hatas lecsengése utan egy masodlagos effektus, a csokkent valaszkészség
formajaban manifesztaldédd Un. deszenzibilizaci6 alakul ki (Szolcsanyi, 1987a; 1987b;
Szolcsanyi, 1993). Ennek a deszenzibilizacionak két formdja, illetve stadiuma kiilonboztethetd
meg. Alacsonyabb agonistakoncentracidk és rovidebb expozicidos idok mellett csak maga a
TRPV1-receptor deszenzibilizalodik, vagyis a TRPV1-et expresszald nociceptiv idegvégzddes
csak azon ingerekkel szemben mutat csokkent valaszkészséget, amelyek a TRPV1-en hatnak (pl.
kapszaicin, RTX). Ennek a — homoldg deszenzibilizacioként — értelmezhetd jelenségnek a
hatterében a TRPV1 defoszforilacidja all: a TRPV1-en keresztiil bearamlé nagyobb mennyiségii
Ca’" a kalmodulinnal komplexet képezve aktivalja a kalcineurint (= protein-foszfataz-2B), amely
defoszforilalja a TRPVI1-et, csokkentve annak valaszkészségét (Cholewinski et al., 1993;
Docherty et al., 1996; Koplas et al, 1997, Mohapatra és Nau, 2005). E mechanizmusnak
megfelelden fehérjefoszforildlo enzimek, pl. a PKA aktivalasa képes csokkenteni a TRPV1
deszenzibilizacidjat (Mohapatra és Nau, 2003).

Magasabb agonistakoncentracidknal ¢s hosszabb expozicids idoknél idegvégzodés-
szintlii deszenzibilizacié jon létre: hd, mechanikai €s kémiai ingerekkel szemben egyarant
csokken a polimodalis nociceptorok reaktivitdsa (heterolég deszenzibilizacid). Szolcsanyi
onkisérletben igazolta, hogy a nyelv 1%-0s kapszaicinoldatba torténd bemartdsa kivédte a
kapszaicin, a mustarolaj és a zingeron fijdalomkelté hatasat, de nem befolyasolta a taktilis €s
hideg ingerek hatasat, valamint az izérzést (Szolcsanyi, 1977). Emberi alkar borén a ,blister
base” elOkezelése 1%-os kapszaicinoldattal gatolta a kapszaicin, bradikinin, acetilkolin
fajdalomkeltd hatidsat, de nem a kalium-kloridét (Szolcsanyi, 1977). Elektrofiziologiai
kisérletekben a C polimodalis nociceptorok receptiv teriiletének deszenzibilizacidja csokkentette
a veégzOdés valaszat forré €s mechanikai ingerre, valamint kapszaicinre, bradikininre €s xilolra

(Szolcsanyi, 1987a). Az idegveégzddés-szintli deszenzibilizacio részeként gatlodik a peptiderg
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4. abra (Anand és Bley, 2011). A kapszaicinnel kivaltott idegvégzddés-szintli deszenzibilizacié feltételezett
mechanizmusai. A részleteket lasd a szovegben. A nociceptiv idegvégzddésben az endoplazmas retikulum szerepe
kizarhato, de analog funkcioju, kevésbé organizalt intracellularis Ca raktaré feltételezheto.

neuronok lokalis efferens funkcidja (pl. a neurogén gyulladés, lasd 1.5. pont) is, jelezve, hogy
hatterében a nociceptiv idegvégzdés funkcionalis/morfologiai karosodasa all. Ezt a TRPV1-en
keresztiil bearamlé nagy mennyiségii Ca’” és Na” inditja el, és mértéke az perceken—orakon beliil
kialakulo és rovid ideig tartd, reverzibilis funkcidcsokkenéstél (pl. a fesziiltségfiiggd Na'- és
Ca’’-csatorndk gatlasa) az idegvégzGdés tobb nap alatt kialakuld, és annak tartos karosodasat
Nolano et al, 1999; Liu et al., 2001; Wu et al., 2005). Ebben szerepet jatszhat proteazok
aktivalédasa, ozmotikus duzzadas, a mikrotubulusok depolimerizaciéja miatt az axonalis
transzport gatldsa, a mitokondriumok funkcidjanak karosodasa (4. abra). Szisztémasan adott
kapszaicinnel kivaltott deszenzibilizacid esetén karakterisztikus valtozas a DRG és trigeminalis
neuronok  sejttestében  kimutathatd  mitokondrialis duzzadas, amely a cornealis
idegvégzddésekben is 1étrejon lokalis kapszaicinkezelés utan (Joo et al., 1969; Szolcsanyi et al.,
1975). A kovetkezményes energiatermelési zavar magyarazhatja a degeneracié hidnyaban

kialakuld funkcionalis karosodast.

1.4.2. TRPV2

A ma TRPV2-nek nevezett ioncsatornat vanilloid-receptor-like protein 1 (VRL-1) néven
irtak le 1999-ben, mint a TRPV1 (akkori nevén VR1) szerkezeti analogjat (Caterina et al., 1999).
A TRPV2 is hat transzmembran doménbdl épiil fel, és homo- vagy TRPVI1-gyel képzett
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heterotetramerként funkcional mint nem-szelektiv kationcsatorna. Transzfektalt sejtekben 53 °C
feletti hdingerrel, illetve 2-amino-etoxidifenilborattal aktivalhatod, de kapszaicinnel, RTX-szel,
alacsony pH-val nem. A ruténiumvords blokkolja, de a capsazepin nem. Expressziojat a kdzepes
¢s nagy méreti DRG neuronok egy alcsoportjdban mutattdk ki, a TRPV1-gyel, SP-vel és 1B4-
gyel nem mutatott kolokalizaciot. A gerincveld hatsé szarvaban, valamint nem neuronalis
sejtekben, pl. immunsejtekben is igazoltdk jelenlétét. Aktivacios kiiszobe ¢s DRG-beli cellularis
lokalizacidja alapjan valosziniisithetd, hogy a TRPV2 felelds a tenyésztett primer afferens
neuronokban forrd ingerrel kivaltott ionaram magas kiiszobti formajaért (Caterina et al., 1999;
Ahluwalia et al., 2002). Szintén feltételezik, hogy ezeknek a TRPV2-t expresszald neuronoknak
a periférias végzddései a hovel és mechanikai ingerrel aktivalhato Ad nociceptorok magas
hokiiszobli csoportjanak (I-es tipusi AMH) felelnek meg (Ahluwalia ef al., 2002). A
szakirodalom egyetért abban, hogy a TRPV2 nem jatszik szerepet a nociceptiv hdkiiszob
beallitdsdban, nemcsak magas aktivacios kiiszobe, hanem a TRPV2-génhidnyos egerekben
tapasztalt fenotipus miatt sem: sem a farokimmerzids, sem a forrd lap, sem a Hargreaves-féle
plantartesztben nem volt kiilonbség a génhianyos €s a vad tipust allatok latenciaideje kozott,
még 54-58 °C-on végzett stimulacio esetén sem (Park er al, 2011). Ez utobbi adat arra utal,
hogy az I-es tipust AMH nociceptorok magas hokiiszobének beallitasdban sem jatszik szerepet a
TRPV2. A TRPVI/TRPV2 kettés KO egerek reakcidja a fenti tesztekben azonos volt a TRPV1-
génhidnyos allatokéval, ami kizarja azt a lehetdséget, hogy a TRPV1 jelenléte maszkirozta volna
a TRPV2 hianyanak a kovetkezményét. A TRPV2 hidnya nem befolyéasolta a komplett Freund-
adjuvanssal kivaltott gyulladasos, illetve a spindlisideg-lekotéssel keltett neuropatids termalis
hiperalgéziat sem. Egy masik vizsgalatban azt talaltdk, hogy a TRPV1-génhianyos egerekben a
forrd ingerrel aktivalhatd neuronok 82%-a nem expresszalta a TRPV2-t, ami szintén e csatorna
szerepének hianyara utal (Woodbury et al., 2004). Osszefoglaléan elmondhatd, hogy nagy
valoszinliséggel a TRPV2 nem jatszik szerepet a forr6 ingerrel kivaltott magatartasi reakcidkban

sem fizioldgias, sem hiperalgézias allapotban.

1.4.3. TRPV3

A TRPV3-csatorndt — a korabban ismert TRPV-csatorndk szekvencidinak analizise
alapjan — humén szenzoros neuronokbol és ragcsalok keratinocytaibol klonoztak (Peier et al.,
2002a; 2002b; Xu et al, 2002). A szintén tetramer formacidban, nem-szelektiv
kationcsatornaként mikodo struktara termalis aktivacios kiiszobe 33 °C koriil van, tehat mar a
nem fajdalmas meleg is aktivalja. A homérséklet fijdalmas tartomanyba valo emelésével a

csatorna altal kozvetitett aram intenzitdsa nd. Mas aktivalo stimulusai koziil a kdmfor, az eugenol
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¢s a 2-amino-etoxidifenilborat emelendd ki. Expresszids mintdzata speciesfiiggd: egérben
keratinocytdkban expresszalodik, de a primer szenzoros neuronokban nem (Peier ef al., 2002b);
ellenben emberben szenzoros neuronokban koexpresszalodik a TRPV1-gyel, és megtaldlhato a
keratinocytdkban is (Xu et al., 2002; Smith et al., 2002; Gopinath et al., 2005). Osszhangban a
csatorna 33 °C kortiili aktivacios kiiszobével TRPV3-génhianyos egerekben a pozitiv termotaxis
(35 °C iranyaba) részleges csokkenését figyelték meg (Mogqrich et al., 2005). A termonocicepcio
vizsgalata soran a TRPV3-génhianyos egerekben latenciamegnyulast tapasztaltak a
farokimmerzios teszt és a forrd lap esetében is, de csak a masszivan kiiszobfeletti stimulacids
hémérsékleteknél (50, illetve 55 °C), a 4548 °C-os tartomanyban nem. Komplett Freund-
adjuvanssal vagy bradikininnel kivaltott termalis hiperalgézidban (plantarteszttel vizsgalva) nem

talaltak fenotipus-valtozast a TRPV3-génhianyos egerekben.

1.4.4. TRPV4

A TRPV4-ioncsatorndt eldszor mint hipoozmotikus kozeggel aktivalhatd, azaz
mechanoszenzitiv nem-szelektiv kationcsatornat azonositottak. Késobb deriilt ki, hogy a korabbi
adatokkal ellentétében transzfektalt sejtekben, illetve egér keratinocytakban hdingerekkel is
aktivalhatd, kiiszobe az expresszids rendszertdl fiiggden 25-34 °C (Giiler ef al., 2002; Watanabe
et al., 2002; Chung et al., 2003). Ellentétben a TRPV3-mal, magasabb hdmérséklet (forrd inger)
hatdsadra a csatorna mitkodése gatlodik. Kémiai aktivatoraihoz tartozik az anandamid és a
forbolészterek. A TRPV4 expresszidjat leirtak a vese disztalis tubulusaiban, a hypothalamusban,
bor keratinocytaiban, ugyanakkor a primer afferens neuronokban valo eldforduldsat illetden
ellentmondasosak az adatok (lasd Dhaka et al., 2006). A TRPV4-génhianyos egerekben mind a
hipo-, mind a hiperozmotikus ingerre adott valasz karosodik, hasonloan a fajdalmas mechanikai
ingerek detektdlasdhoz, de ezen allatok a forrdé lapon (45-50 °C), vagy a plantartesztben
vizsgalva nem mutattak fenotipusos eltérést a termonocicepciot illetéen (Liedtke és Friedman,
2003; Suzuki et al., 2003; Todaka et al.,, 2004). Ezzel ellentétben a farokimmerzios tesztben —
noha a 47-50 °C-os tartomanyban nem volt kiilonbség a TRPV4-KO allatokban — 45 ¢s 46 °C-
on vizsgalva a génhianyos allatokban hosszabb latenciaid6t mértek, mint a vad tipustiakban (Lee
et al., 2005). Szintén ellentmonddsosak az adatok a TRPV4 termalis hiperalgézidban jatszott
szerepét illetden: egy vizsgdlatban a carrageninnel, illetve kapszaicinnel kivaltott hiperalgézia
jelentds gatlasat tapasztaltdk TRPV4-génhianyos allatokban a vad tipushoz képest, mig egy
masik esetben a komplett Freund-adjuvanssal keltett gyulladas nem eredményezett eltérést a két

genotipus kozott a termalis gradiens tesztben (Todaka ef al., 2004; Lee et al., 2005).
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5. abra. A héérzékeny TRP-csatornak aktivatorai és termalis ingerre adott valaszanak jellege (Mickle et al., 2015).

Egy ismételt, alapos analizisben (Huang ef al., 2011) kétfajta genetikai alapon (C57BL6
¢s 129S6) konstrualt torzseket felhaszndlva vizsgaltadk TRPV3-génhidnyos, valamint kettds
(TRPV3 és TRPV4) KO egerek nociceptiv magatartdsi valaszkészségét a farokimmerzios
tesztben (48-52 °C), a forro6 lapon (52,5 és 55 °C) ¢€s a plantartesztben. Nem talaltak szignifikans
kiilonbséget a vad tipushoz képest egyik esetben sem (kivéve a kettds KO-t a plantarteszt
esetében, amelynél enyhe latenciamegnytlas volt mérhetd), még TRPV 1-antagonistaval végzett
elokezelés ¢és/vagy komplett Freund-adjuvanssal kivaltott €s plantarteszttel mért termalis
hiperalgézia esetében sem. Az Osszes rendelkezésre 4llo adat fényében valoszinlisithetd, hogy
bar a TRPV3 és/vagy a TRPV4 marginalis szerepe egérben a magatartasi tesztekkel vizsgalt
termonocicepcidoban nem zarhatod ki, de ezen ioncsatorndk nagy valdszinliséggel nem vesznek

részt a nociceptiv hokiiszob beallitasaban.

1.4.5. TRPM3

A TRP melastatin-3 (TRPM3) csatornat kezdetben elsGsorban az emberi vesében, kisebb
mértékben az agyban, herében és gerincveldben expresszalodd, hipoozmotikus kornyezettel
aktivalhato nem-szelektiv, de domindnsan Ca’’-permeabilis kationcsatornaként azonositottak.
Kimutattak azt is, hogy a TRPM3 mRNS-e megtalalhatd a primer afferens neuronokban, és a

csatorna kémiai aktivatora, a pregnenolon-szulfat egérben fajdalomkelté (Nealen et al., 2003;
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Lechner et al., 2009; Staaf et al., 2010; Ueda et al,, 2001). A csatorna termonocicepcioban
jatszott szerepével kapcsolatban Vriens és munkatarsai (2011) végeztek uttér6é munkat.
Funkcionalis TRPM3-csatorndk expressziojat igazoltdk egér szenzoros (DRG és trigeminalis)
neuronjaiban a TRPV1-gyel és TRPAl-gyel (lasd 1.4.8. pont) kolokalizacioban, valamint
TRPM3-génhidnyos allatok segitségével megerdsitették a pregnenolon-szulfat TRPM3-aktivalo
hatasat mind in vitro, mind in vivo. Azt is kimutattak, hogy a csatorna hével (> 30 °C) is
aktivalhat6. TRPM3-génhianyos egerekben a farokimmerzios tesztben a 45-57 °C-os
tartomanyban a latenciaidé megnyult, mig a forrd lapon 50 °C-on nem, de az 5258 °C-on volt
latenciaid6-megnytlas a vad tipushoz képest. Végiil, de nem utolsésorban a komplett Freund-
adjuvanssal kivaltott ¢és forrd lappal mért termalis hiperalgézia teljes mértékben hianyzott a
TRPM3-génhianyos egerekben. Mindezek alapjan elmondhato, hogy a TRPM3 szerepet jatszik a
termonocicepcidban, mind alapéallapotban, mind a hiperalgéziaban; ez utobbi szerepének mértéke
a TRPV1-ével 6sszemérhetd (Caterina et al.,, 2000; Davis et al., 2000). Emlitésre méltd, hogy
TRPM3-génhianyos allatok szenzoros neuronjainak egy része TRPV 1-antagonista jelenlétében is
reagalt forr6 ingerekre. A TRPM3 novényi eredetii potens és szelektiv gatloi is ismertté valtak,
amelyek a forr6 lapon 52 °C-on megnyujtottak a nocifenziv reakcio latenciaidejét i.p. elékezelést
kovetden, igazolva a csatorna szerepét a forrd ingerek detektalasaban (Straub ef al., 2013a,

2013b).

1.4.6. Anoktamin 1

Ezt az joncsatornat harom munkacsoport azonositotta egymastol fiiggetleniil Ca’'-
aktivalta Cl'-csatornaként (Caputo et al, 2008; Schroeder et al., 2008; Yang et al., 2008). Az
intracellularis Ca**-koncentracié novelésével kivaltott, befelé iranyuld ClI-aram mar korabban is
ismert volt, de a kozvetitd ioncsatorna(k) egyértelmii molekularis azonositdsa még nem tortént
meg. Az anoktamin 1 (ANOI1) 2008 elétt TMEMI16-ként volt ismert, mint azonositatlan
funkcioval rendelkezd transzmembran fehérje. Az anoktamin 1 név arra utal, hogy 8
transzmembran doménnel rendelkezik, €s ezen szokatlan struktura révén az ioncsatornak egy
teljesen 0j csaladjanak elsé ismert tagja (Yang et al., 2008). Expressziojat mirigyek szekrécios
epithelsejteiben, a retindban €s szenzoros neuronokban mutattdk ki. Utobbiakat illetden azt
talaltak, hogy 78%-ban kolokalizalédik a TRPV1-gyel, mutatva, hogy az ANO1 dominéansan a
nociceptiv DRG neuronokban expresszalodik, azon beliil pedig nagyobbrészt a nem peptiderg,
kisebb részben a peptiderg alpopuldcioban (Cho ef al., 2012).

Ezt kovetden kideriilt, hogy az ANOI transzfektalt sejtekben hével is aktivalhato, 44 °C-
os kiiszobhdmérseklettel befelé¢ iranyuld Cl-dramot kozvetit (Cho er al., 2012). TRPVI1
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génhianyos (TRPV1™) egerekbsl szarmazd tenyésztett DRG neuronokban a hdingerlés
depolarizaciot és Cl-aramot valtott ki 44 °C-os aktivacios kiiszobbel, akkor is, ha a Ca®'-t
intracellularis kelat formajaban megkototték, mutatva, hogy a Cl'-dramot nem az intracellularis
Ca’" emelkedése valtotta ki. Ugyanakkor a héingerlés és az intracellularis Ca**-szint kozotti
facilitalé interakciot is sikeriilt kimutatni. Ennek részeként az intracellularis Ca®'-koncentracio
emelésekor az ANO1 termalis aktivacidos kiiszobe lecsokkent, akar a normal szoveti
homérsekletig. Ellenben az intracelluldris Cl-koncentracid csokkentése csaknem teljesen
legatolta a hdvel kivaltott Cl'-aramot. Mindez csak gy értelmezhetd, hogy a DRG neuronokban
expresszaldoddo ANOI1 aktivacidjakor a Cl'-ionok kifelé aramlanak, ezaltal okozva depolarizaciot.
Ezt az teszi lehetdvé, hogy e neuronokban magas intracellularis CI'-koncentraci6 jon létre a Na'—
K'—CI -kotranszporter fokozott expresszidja és miitkddése révén (Price et al., 2009). Gyulladasos
mediatorok, mint pl. hisztamin, szintén képesek kivaltani depolarizalé hatasu Cl-aramot a DRG
neuronokban, felvetve annak lehetdségét, hogy a jelatviteli folyamataik soran fellépd
intracellularis Ca®’-szignal aktivalja az ANOl-et. A Ca’'-aktivalta Cl-csatornak szerepe a
bradikinin hatdsaiban mint jelatviteli mechanizmus j6l1 dokumentalt, beleértve a bradikinin
fajdalomkeltd hatéasat is (a részleteket lasd Pethd és Reeh, 2012). Nemrég kimutattdk, hogy a
koexpresszalodd TRPV1 és ANOI1 kozott egy kozvetlen fizikai kapcsolat révén megvaldsuld
interakcid van: a TRPV1-en keresztiil bearamlo Ca’" aktivalja az ANOl-et (Takayama et al.,
2015). Ezzel magyarazhato, hogy a kapszaicinnel DRG neuronokban kivaltott
membrandepolarizacio, illetve akcids potencial két komponenssel bir: TRPV1-medialta kation-
bearamlas és ANOI-kozvetitette Cl-efflux. Mivel az egér talpaba adott kapszaicin algogén
hatasat lehetett gatolni ANO1-antagonistaval, ez az interakci6 in vivo is relevansnak tlinik.

A DRG neuronokban a forrd ingerrel kivaltott depolarizdlo iondramot a TRPVI1-et
blokkol6 capsazepin énmagaban csokkentette, a Ca’ -aktivalta CI'-aramot gatlé mefloquinnal
kombinalva kozel teljesen kivédte, jelezve, hogy a termonociceptorok sejttestén a TRPV1 mellett
az ANOI is részt vesz a forrd ingerek detektalasdban (Cho ef al., 2012). Az ANOI1 szelektiv
genetikai ablacioja egér DRG neuronokban (,,conditional” KO) a forr6 ingerek érzékelésének
zavarat okozta: a farokimmerzios tesztben az 50-54 °C-os tartomanyban, illetve a Hargreaves
féle plantartesztben alkalmazott magasabb ingerintenzitas esetében latenciaidé-megnyulast
tapasztaltak (Cho et al., 2012). Mindez azt mutatja, hogy az ANOI1 részt vesz a forrd ingerek
detektalasdban mind az egér farkan, mind a talpdn, de igazoltan csak a kiiszobfeletti hdingerek
esetében (kiiszobkezeli ingerekre vonatkoz6 adat hidnydban a nociceptiv kiiszobre vonatkozoan

nincs megbizhat6 informacio).
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Vad tipust egérben az ANOI1-et blokkolo mefloquin szisztémas addsa megnyujtotta a
Htail-flick” tesztben mért latenciaidot, és teljesen kivédte a talpba adott carrageninnel kivaltott €s
a plantarteszttel vizsgalt termalis hiperalgézidt (Cho et al., 2012). Az ANOI1 szelektiv
funkciondlis ablacidja egér DRG neuronjaiban a carrageninnel kivaltott, illetve neuropatias
modellben létrehozott termalis hiperalgéziat és mechanikai allodyniat egyarant gatolta (Lee et
al., 2014). Ezenkiviil a talpba adott bradikinin és formalin nocifenziv rakcidt kelté hatasat is
csokkentette. Mindezek jelzik, hogy — a TRPV1-hez és TRPM3-hoz hasonléan — az ANOI is
jelentds szerepet jatszik a gyulladasos €s neuropdtids termalis hiperalgézia, illetve mechanikai

allodynia kialakulasaban.

1.4.7. TRPMS

A TRPMS volt az elsdként azonositott hideggel aktivalhat6 TRP-csatorna (McKemy et
al., 2002; Peier et al., 2002a). Aktivacios kiiszobe 26 °C koriil van, a kivaltott iondram mind a
nem fajdalmas (15 °C-ig), mind a fajdalmas hidegtartomanyban (15-8 °C) ndvekszik. A hiisitd
kémiai agensek (mentol, eukaliptol, icilin) hatasos (dmde nem szelektiv) aktivatorai a TRPMS-
nak, hatasukra a csatorna aktivacidos kiiszobe emelkedik. A TRPMS8 szintén nem-szelektiv
kationcsatornat foglal magaba, és homotetramer formaban miikddik. Olyan primer afferens
neuronokban expresszalodik, amelyek Ao ¢és C rostokkal rendelkeznek. Bar a korédbbi
vizsgalatokban a TRPMS8 nem mutatott kolokalizaciot a TRPV1-gyel, 1B4-gyel vagy SP-vel,
ujabban a fentiekkel vald koexpressziot tamogatd adatok lattak napvilagot (Takashima et al.,
2007). Azt is kimutattak, hogy a mentolérzékeny DRG neuronok — amelyek egyben hiitéssel is
aktivalhatok — kozel fele kapszaicinnel is aktivalhaté (Xing et al, 2006). A TRPMS8-at
expresszald DRG neuronok tehat két alcsoportra oszthatok: a mentol- és kapszaicinérzékeny
(azaz TRPMS-at ¢és TRPVI1-et egyarant kifejez0) neuronok nociceptivek, a csak mentollal
aktivalhatok (csak a TRPMS-at kifejezd) nem-nociceptiv természetiiek.

A TRPMS-génhianyos egerekben sulyosan kéarosodik a nem fajdalmas hidegingerek
detektalasa, €s elmarad a hiitéssel kivaltott antinociceptiv hatds; a fajdalmas hidegingerekkel
szembeni valaszkészség is csokken (bar egy vizsgalat ezt nem erdsitette meg), de nem szilinik
meg teljesen, jelezve a TRPMS8 nem kizarolagos szerepét a fajdalmas hidegingerek felfogasaban
(Bautista ef al., 2007; Colburn et al., 2007; Dhaka et al., 2007, Gentry et al., 2010; Knowlton e?
al., 2013; Pogorzala et al., 2013). A komplett Freund-adjuvanssal keltett gyulladdsos és az
ideglekotéssel kivaltott neuropatids hidegallodynia is lecsokken a TRPMS8 hidnyaban (Knowlton

et al., 2010). Ugyanakkor — az elvarasnak megfeleléen — a forr6 ingerek detektildsaban nem
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talaltak eltérést a TRPMS&-génhidnyos egerekben sem a forrdé lapon (48-52 °C), sem a
plantartesztben (Colburn et al., 2007; Knowlton et al., 2013).

1.4.8. TRPA1

A TRPA alcsalad jellemzdje és a névadd betli eredete a nagyszdmui ,ankyrin repeat
domain”. A TRPAIl-et eldszor human fibroblastokbdl klonoztdk, majd késébb egér DRG
neuronjaibdl (Story et al., 2003). A csatorna aktivacios kiiszobe 17 °C, amely mar kézel van a
fajdalmas hideg tartomanyahoz (< 15 °C) (Story et al., 2003; Bandell ef al., 2004). A TRPA1
jelenlétét a TRPV1-et expresszald DRG neuronok egy 30%-os alpopulacidjaban mutattak ki. A
TRPAT-et kifejezd neuronok dontd tobbsége TRPV1-et €és CGRP-t is expresszal, de TRPMS8-cal
nem mutat koexpressziot (lasd még Pogorzala ef al., 2013). A TRPAI-et trigeminalis €s vagalis
szenzoros neuronokban, valamint a primer afferens neuronok centralis végzddésén (a gerincveld
hatso szarvaban) is kimutattdk. Ezen tulmenden megtalalhatd a belsd fiilben, az endothelben, a
pancreasban is. A TRPA1 funkcionalis jellemzéje a viszonylag nagy Ca® -konduktivitas. Szamos
aktivalo ingerét azonositottak (a referenciakat illetden lasd Nilius €s Szallasi, 2014; Mickle et al.,
2015): izotiocianatok (a mustar, torma csipds anyagai), allicin (fokhagymaban), akrolein
(kipufogdgaz irritdns anyaga), formaldehid, reaktiv oxigéntermékek (pl. H»O;), nitrogén-
monoxid, hidrogén-szulfid, szén-dioxid, propofol, isofluran, desfluran, lidokain (magas
koncentracioban), morfin, egyes alkoholok, a delta’-tetrahidrokannabinol és mas
fitokannabinoidok.

Bar a TRPAl-et mint fijdalmas hideggel aktivalhat6 ioncsatorndt irtak le (Story et al.,
2003; Bandell et al, 2004; Sawada et al,, 2007), késobbi vizsgalatokban nem sikeriilt hideg
ingerrel aktivalni a heterolog expresszioju TRPA1-et (Jordt et al., 2004; Nagata et al., 2005). A
hidegérzékelésben betdltott szerepére vonatkozoan is ellentmondasos adatok allnak
rendelkezésre. Ezt jol illusztraljdk a TRPAI-génhianyos egereken végzett vizsgalatok: ot
munkacsoport nem talalt eltérést a hideg ingerekkel kivaltott magatartasi reakciokban, illetve
egyrost-aktivitasban a vad tipushoz képest (20 — -10 °C-os, illetve 5 °C-os fémlapon, valamint a
32-2 °C tartomanyban) (Bautista et al., 2006; del Camino et al., 2010; Zhao et al., 2012,
Knowlton et al., 2010; Kwan et al, 2009), masik harom viszont igen (0, illetve 10 °C-os
fémlapon) (Kwan et al., 2006; Karashima et al., 2009; Gentry et al., 2010). Ezzel ellentétben a
vagalis szenzoros neuronokban sikeriilt igazolni a TRPA1 — nem kizarolagos — szerepét a
fajdalmas intenzitasu hidegingerek detektdlasdban mind patkédnyban, mind egérben (Fajardo et
al., 2008). Mindez mutatja, hogy a hidegingerek transzdukcidja eltéré a szomatikus és a

viszceralis szenzoros neuronokban. Emlitésre méltdo, hogy 5 °C-os hidegstimulacidval
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aktivalhatd6 DRG neuronok 34%-a reagélt mentolra, 18%-a mustarolajra; igy feltételezhetd, hogy
a neuronok kozel felében a TRPMS8-on és TRPA1-en kiviili mas ioncsatorna felelds a fajdalmas
hideg detektalasaért (Munns et al., 2007).

Bar 0jabb adatok szerint a TRPAI nem-fajdalmas meleg ingerekkel is aktivalhato a 22—
40 °C-os tartomanyban (Moparthi et al, 2016), a forrd ingerek detektalasaban nem talaltak
eltérést a TRPAI-génhianyos egerekben a vad tipushoz képest sem a Hargreaves-féle
plantartesztben, sem a forr6 (50-55 °C) lapon (Bautista et al, 2006; Kwan et al, 2006).
Szelektiv TRPAl-antagonista nem befolydsolta a patkanyban forré lappal (52 °C), egérben
plantarteszttel vizsgalt alaphelyzeti termonocicepciodt (Petrus et al., 2007; Eid et al., 2008; Chen
et al, 2011). Egy ujabb tanulmany azonban meglepd adatokat szolgéltatott: a TRPAI-
génhidnyos egerekben a n. saphenusrodl tortént egyrost-elvezetéses kisérletekben a C polimodalis
nociceptorok csokkent hdvalaszat detektaltak a rostok aktivacios kiiszobének megemelkedésével,
illetve magas ingerlési intenzitds esetén a Hargreaves-teszttel mért latenciaidd is megnyult
(Hoffmann ef al., 2013). Felvetddott a TRPA1 szerepe a mechanikai ingerek transzdukcidjaban
is, bar az adatok ellentmondasosak (Kwan et al., 2006; 2009; Kerstein ef al., 2009; Hoffmann et
al., 2013). A TRPAI1 szerepét kiilonféle hiperalgézia-folyamatokban is igazoltdk génhianyos
egerek, , knock-down” patkanyok, illetve szelektiv antagonista hasznalataval. fgy pl. aktivacidja
hozzajarul a komplett Freund-adjuvanssal, oxaliplatinnal, paclitaxellel, sebészi bemetszéssel, L5-
0s spindlis ideg lekotésével kivaltott hideg-hiperalgéziahoz (Obata ef al., 2005, Katsura et al.,
2006; Petrus et al., 2007; del Camino et al., 2010; Chen et al., 2011; Zhao et al., 2012; Urata et
al., 2015), illetve a komplett Freund-adjuvanssal, L5-0s spindlis ideg lekotésével, paclitaxellel,
carrageninnel, sebészi incizidval keltett mechanikai hiperalgéziahoz (Petrus et al., 2007; Eid et
al., 2008; Chen et al., 2011; Wei et al., 2012; Lennertz et al., 2012; Bonet ef al., 2013; Urata et
al., 2015). Meglep6 mdédon a TRPAI1 szerepét néhany olyan modellben is sikeriilt igazolni,
amelyekben forrd ingerrel szembeni hiperalgézia, illetve szenzibilizacidé alakult ki bradikinin,
paclitaxel, sebészi incizi6 hatasara (Bautista ef al.,, 2006; Chen ef al., 2011; Urata et al., 2015).
Mindezen adatok alapjan felmeriilt a TRPA1 blokkolasa mint 0j gyogyszerfejlesztési irany

periférias hatasmodu analgetikumként.

1.4.9. TRPCS

A TRPCS5 (C mint ,,canonical”) csatorna enyhe hiités hatdsara aktivalodik a 37-25 °C
taromanyban (Zimmermann et al., 2011). Egérben a DRG neuronok kb. egyharmadaban
expresszalddik, mentol nem aktivalja. Hidnyaban (KO egérben) sem a nem-fajdalmas, sem a

fajdalmas hideg ingerek detektalasa nem karosodik.
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1.5. A peptiderg polimodalis nociceptorok harmas funkcidja

A kiilonb6z6 neuropeptideket expresszald polimodalis nociceptorok periférias végzddései
— a nem-peptiderg primer szenzoros neuronok terminalisaithoz hasonléoan — rendelkeznek
afferens funkcioval: adekvat inger hatasara membranjukban lokalis depolarizacio
(receptorpotencial) alakul ki, amely, ha eléri a fesziiltségfiiggd Na'-csatornak aktivicids
kiiszobét, tovaterjedd akcids potencialokat valt ki. Az inger intenzitasara vonatkozd informacié
frekvenciakod forméjaban tovabbitodik a kdzponti idegrendszerbe.

A jérulékos neuropeptid-tartalom tobbletfunkciokat biztosit a peptiderg érzon euronoknak
(6. abra; a referencidkat illetéen lasd Szolcsanyi, 2014). Adekvat inger vagy antidrémos
elektromos ingerlés hatasdra — a fent emlitett afferens funkcidval parhuzamosan — a
vezikuldkban téarolt neuropeptidek exocytosis révén felszabadulnak az extracellularis térbe.
Ennek a folyamatnak a kivéltasahoz az intracellularis Ca’"-szint megemelkedése sziikséges. A
felszabaduld neuropeptidek parakrin mediatorokként hatva az idegvégzddés kozelében kiilonféle
szoveti valaszokat hoznak létre: az SP foleg plazma-extravazaciot, a CGRP vazodilataciot, az
NKA a nem vaszkuldris simaizomzat kontrakcidjat, a CGRP annak relaxacidjat; mindezen
hatasok egyiittesen képezik az idegveégzodés lokalis, efferens funkcigjat. Az els6 két valasz
egylittesen a neurogén gyulladas fogalmaval foglalhaté 6ssze, mig az utdbbiak a nem-adrenerg,
nem kolinerg (NANC) visceromotoros valaszok egyik altipusat képviselik. Erdekes, hogy
antidromos elektromos ingerlés esetén a neuropeptid-felszabaduldshoz alacsonyabb frekvencia
sziikséges, mint ahhoz, hogy fdjdalomérzet alakuljon ki. Ez arra utal, hogy e funkcio ¢élettanileg
legalabb annyira relevans, mint az afferens. A neuropeptid-felszabadulds radio- vagy
enzimimmunessz¢ segitségével torténd meérése érzékeny moddszer a peptiderg nociceptiv
idegvégzddések aktivitasanak vizsgalatara.

A peptiderg nociceptorok harmadik funkcidja egy tavoli, szisztémas hatas, amelyet
Pintér és Szolcsanyi irt le kiilonféle kisérletes elrendezésekben. Altatott patkanyokban ¢€s
tengerimalacokban a hatsé gyokerek, a n. ischiadicus vagy a n. vagus antidromos elektromos
ingerlése, illetve a bor nociceptorainak fajdalomkelt6 irritdnsokkal valéo kémiai ingerlése gatolta
a test tavoli teriiletein a mustarolajjal, dextrannal vagy carrageninnel kivaltott gyulladasos
reakciot (a referencidkat illetéen lasd Pintér ef al., 2006; Szolcsanyi et al., 2011). Ezeket a tavoli
gyulladasgatldo hatasokat csokkentette a szomatosztatin receptorantagonistdja, depletalé agense
vagy az ellene termelt poliklonalis antitest. A tavoli gyulladdsgatld hatds a plazma
szomatosztatinszintjének emelkedésével jart egyiitt. Tovabbd azt is kimutattadk, hogy a
kapszaicin képes szomatosztatint felszabaditani patkany izolalt trachedjabol (Németh ef al.,

1998). Mindezek alapjan arra lehetett kovetkeztetni, hogy a tavoli gyulladdsgétld hatast a
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periférias nociceptorokbdl felszabaduld és a szisztémds keringésbe bejutd szomatosztatin
kozvetiti (Szolcsanyi et al., 2004; 2011). Az érz0 neuronokbol szarmazd szomatosztatin
szisztémas, hormonszerli miikkddése alapjan javasolta Szolcsanyi (2004) a harmadik funkcio
elnevezéseként a ,,szenzokrin” jelzot. Hisztokémiai adatok arra utalnak, hogy a szomatosztatin —
ellentétben a tobbi szenzoros neuropeptiddel — patkdny €s ember bdorében mélyebben, az
epidermis alatti érplexus koriil levd rostokban talalhaté (Dalsgaard et al., 1989; Dux et al.,
1999). Ez magyarazhatja, hogy miért csak ez a neuropeptid szivodik fel olyan mértékben a

keringésbe, hogy tavoli hatdsokat tudjon kifejteni.

Lokalis, efferens

Afferens funkcié
funkcio pl. neurogén gyulladas
4 4 4
(::) : SP CGRP
Akcios potencial 1 1 It
: ger
@ I o—0@—©
! N
Gerincveld som  Szovet

Szisztémas //

Tavoli funkcié < T
keringés

gyulladasgatlé hatas

6. abra. A peptiderg polimodalis nociceptorok harmas funkcidjanak sémaja. A roviditések magyarazatat lasd a
szovegben.

1.6. Bradikinin és prosztaglandinok: a polimodalis nociceptorokat hovel

szemben szenzibilizal6 gyulladasos mediatorok prototipusai

Szamos endogén mediator képes a polimodalis nociceptorokat aktivalni, illetve
szenzibilizalni: bradikinin, prosztaglandinok (PGE,, PGIL,), lipoxigenaz-termékek (LTB4, LTDy,),
szerotonin, ATP, adenozin, citokinek (pl. IL-13, TNF-a), nitrogén-monoxid stb. (Dray, 1994;
Pethd ¢és Reeh, 2012). Aktivacion az értend6, hogy a nociceptiv idegvégzddésben a
receptorpotencialok térbeli €s idobeli szummacioja alapjan olyan mértékii depolarizacié jon létre,
amely a fesziltségfiiged Na'-csatornak aktivacios kiiszobét meghaladva tovaterjedd
akciospotencial-sorozat kialakulasat eredményezi. A nociceptorok szenzibilizacidja azt jelenti,

hogy egy adott kémiai vagy fizikai (pl. termalis) inger fokozza az idegvégzddésnek egy masik
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ingerrel szembeni valaszkészségét. A sok endogén agens koziil a legrészletesebben a bradikinint
¢s a prosztaglandinokat vizsgaltdk a nociceptorok hdvel szembeni szenzibilizacidjanak
vonatkozasdban mind in vitro, mind in vivo (Kumazawa et al, 1991; Khan et al., 1992;
Koltzenburg et al., 1992a; Cesare és McNaughton, 1996; Vyklicky et al., 1999; a tovabbi
részleteket illetden lasd Pethd és Reeh, 2012).

A bradikinin tartés vagy ismételt alkalmazdsa esetén a nociceptor-aktivald hatésa
jelentds tachyphylaxidt mutat, ami megkérddjelezi ezen hatéds jelentdségét a gyulladasos
fajdalom fenntartdsdban (Kumazawa et al., 1987; Lang et al., 1990; Liang et al. 2001). Ezzel
ellentétben a bradikinin hdszenzibilizalé hatdsa mentesnek mutatkozott a tachyphylaxiatol a
patkdnybdr—n. saphenus preparatumban, in vitro (Liang et al., 2001), felértékelve ezt a hatéast a
gyulladdsos fijdalom szempontjabol. A bradikinin jelatviteli folyamatai igen sokrétliek, de
konszenzus van abban a tekintetben, hogy a G4-protein—PLCB-DAG-PKC tengely aktivalasa
kozponti szerepet jatszik (a részleteket illetéen lasd Pethd ¢és Reeh, 2012). Az egyéb
mechanizmusok koziil — szdmos hatds esetében — bizonyitottan fontos a PLA; aktivalasa, ezaltal
eikozanoidok, koztiik prosztaglandinok képzddése.

A prosztaglandinok (PG-ok) szdmos bradikininhatas kozvetitésében vesznek részt (Dray
et al., 1992; Rueff és Dray, 1993; Schuligoi ef al., 1994; Weinreich et al., 1995; Guo et al., 1999;
Maubach ¢és Grundy, 1999). A PGE,; ¢és PGI, régota ismert gyulladasos medidtorok, amelyek az
akut gyulladdasos reakcid vaszkularis (értagulat, plazma-extravazacid) ¢és neuralis
komponenseinek (hé-, mechanikai és kémiai hiperalgézia) kialakitasdban fontos szerepet
jatszanak. Nociceptor-szenzibilizald tulajdonsdgukat szamos in vitro és in vivo modellben
dokumentaltdk (Mizumura et al., 1987; 1993a; Schaible és Schmidt, 1988; Taiwo €s Levine,
1990; Birrell et al, 1993; Rueff ¢és Dray, 1993). A szenzibilizaciot kozvetité f6
szignaltranszdukciods Ut a Ge-protein—adenil-ciklaz—cAMP—-PKA tengely aktivalasa (Mizumura
et al., 1993b; Cui és Nicol, 1995; Hingtgen et al., 1995; Kress et al., 1996; Lopshire és Nicol,
1998; Smith et al., 2000). A PGE, ¢és PGI, képesek hdvel szemben szenzibilizalni a periférias
nociceptorokat (Mizumura et al., 1987; 1993a; Rueff és Dray, 1993; Evans ef al., 1999).

E két mediatort 0sszekapcsolja az a jellegzetes tulajdonsag is, hogy mindkettd képes a
TRPV1 aktivalasara anélkiil, hogy kapcsolédna ahhoz (Sugiura et al.,, 2002; Moriyama et al.,
2005). Amint arrol az 1.4.1.2. pontokban sz6 volt, a bradikinin, illetve a prosztaglandinok fent
emlitett jelatviteli folyamatai soran aktivaloéddo PKC, illetve a PKA foszforilacido révén
szenzibilizalja/aktivalja a TRPV1-et. Ezen mechanizmus alapjan e mediatorok — tobb mashoz

hasonldéan — a TRPV1-receptor ,,indirekt agonistainak”™ tekinthetdk.
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2. ELOZMENYEK, ALTALANOS CELKITUZESEK, AZ ERTEKEZES
LOGIKAI STRUKTURAJA

Kutatoi palyam kezdetétdl fogva a primer afferens neuronok periférias végzddéseinek
¢lettani €s farmakologiai aspektusaival foglalkoztam Szolcsanyi professzor munkacsoportjaban,
ily modon a nocicepcid periférids mechanizmusainak vizsgalata ,,imprinting”-szertien
meghatarozta kutatoi attitidomet. A nociceptiv elsddleges érzd neuronok periférias végzdédései
fajdalomkeltd ingerek hat4sara aktivalodnak; ennek megfeleléen funkcidjuk megismerése
nélkiilozhetetlen a fajdalomkutatds szamara. Azonban ezek a termindlisok kicsiny méretiiknél
fogva nem vizsgalhatok kdzvetlen modon sem biokémiailag, sem elektrofiziologiailag. Emiatt a
nociceptorokban  végbemend  jelatviteli  folyamatok, illetve  membran-ionaramok
(receptorpotencial) kozvetleniil nem analizalhatok. Ennek a problémanak a kikiiszobdlésére a
nociceptiv elsddleges €érzé neuronok sejttestén végeznek vizsgalatokat abbol a hallgatolagos
feltételezésbdl kiindulva, hogy az itt zajlo elektrofiziologiai €és biokémiai folyamatok azonosak
azokkal, amelyek a periférids végzddésben zajlanak. Azonban ma mar tudjuk, hogy a sejttest
nem tokéletes modellje a periférids végzddésnek: pl. utobbiban nincs endoplazmas retikulum,;
vagyis a sejttestben kimutatott, IP;-mal kivaltott Ca®'-felszabadulds nem relevans a periférias
terminalisra vonatkozoan. Korabbi, szisztémasan adott kapszaicinnel végzett vizsgalataink
szerint a periférias terminalis a centralissal egyenrangt tdmadéspont, ellenben az axonnal (Pethd
€s Szolcsanyi, 1996). Ennek ellenére ma is a kémiai mediatorok, illetve fizikai (pl. termalis)
ingerek szenzoros neuronra kifejtett hatasairdl szerzett informécionk zomét a sejttesten, €s nem a
periférias végzddésen nyert adatok képezik. Ezt némiképp kompenzalandd, a ,,Physiological
Reviews” c. folyoirat szdmara irt felkért kozleményiinkben — amelyben Osszefoglaltuk a
bradikinin, prosztanoidok, leukotriének és nitrogén-monoxid hatasait a nociceptorokra —,
tudomasunk szerint els6 alkalommal emeltiik ki azokat a receptorokat ¢és jelatviteli
mechanizmusokat, amelyek mikodésére a nociceptiv szenzoros neuronok periférids
végzddésében (is) van bizonyiték, ¢€s amelyek igy periféridn hatd analgetikum fejlesztése
szempontjabol igéretesek (Pethd és Reeh, 2012).

Némiképp hasonld a helyzet a rendelkezésre allo fajdalomcsillapitdinkkal: a szerek vagy
a kozponti idegrendszerben hatnak (6pioidok) vagy a periférias szovetekben, illetve a
gerincveldben gatoljak a nociceptiv elsddleges érzé neuronokat érzékenyitd prosztaglandinok
szintézisét (NSAID-ok). Nincs azonban olyan szisztémasan adott fdjdalomcsillapitonk, amelyik a
legkézenfekvobb hatdsmodnak megfelelden a periférias nociceptorokat blokkolna. 2009 ota

hasznalatos azonban a 8% kapszaicint tartalmaz6é dermalis tapasz, amelyik 60 perces
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kontaktusidd utan periféridsan, az epidermalis €s dermalis nociceptiv terminalisokra hatva fejt ki
honapokig tartdé analgetikus hatast szamottevd mellékhatasok nélkiil a neuropatias fajdalom
kiilonb6z6 formaiban, amelyek patogenezis€ben dominansan kozponti idegrendszeri
mechanizmusokat tételeznek fel. Eklatans példa e készitmény hatékonysaga fantomfajdalomban
(Privitera et al., 2017), amelynél a dontden centralis patogenezis kézenfekvd. Mindezek a tények
felértékelik azokat a vizsgalatokat, amelyek a periférids nociceptorok funkciojarol adnak
informaciot. Ilyen az akcids potenciadlok elvezetése nociceptiv afferensekrdl, a nociceptorokbol
felszabaduld neuropeptidek mérése periférias szovetekben vagy magatartasi kisérletekben a
nociceptorkdzeli modon (pl. intraplantarisan) adott tesztagensekkel nyert valaszok analizise. A
jelen értekezés alapjat képezd kozlemények zome ilyen moddszerekkel nyert eredményeken
alapul.

Kisérleteink elsddleges célja a termonocicepcid vizsgalata volt annak érdekében, hogy
olyan célpontokat és mechanizmusokat azonositsunk a periférids nociceptorokban, amelyek
farmakologiai befolyasoldasa 1) tipusu, periférias tamadasponti ¢és ezaltal kevesebb
mellékhatassal bird analgetikumok kifejlesztéséhez vezethet. A jelen disszertacio alapjat képezd
16 kozlemény harom logikai egységbe sorolhatd. Az elsébe 4 olyan vizsgalat tartozik, amelyek
célja az volt, hogy in vitro rendszerben vizsgéaljam a periférids nociceptorok forrd ingerre adott
valaszat, illetve annak szenzibilizdciojat. Az egyrost-elvezetéses elektrofiziologiai és a
neuropeptid-felszabadulas mérését alkalmazd neurokémiai kisérletek egyik célja a bradikinin és
a prosztaglandinok termalis nociceptor-szenzibilizald hatasdnak analizise volt. A masik cél a
TRPV1 szerepének vizsgalata volt a forrd ingerel kivaltott borbeli neuropeptid-felszabadulasban.
A masodik egységbe 5 olyan kdzlemény anyaga keriilt, amelyek célja egy komplex metodikai
fejlesztés volt: az (elfeledett) magatartasi nociceptiv hokiiszobot éber patkanyban, illetve egérben
mérd késziilekek kifejlesztése és az azokra kidolgozott allodynia-modellek validalasa, ennek
részeként konvencionalis €s 1, periférids tdmadaspontu, potencialis analgetikumok vizsgélata. A
harmadik egységbe (7 kozlemény) olyan in vivo kisérletek keriiltek, amelyek célja a
termonocicepcid mechanizmusanak vizsgalata volt normal, szenzibilizalt €s deszenzibilizalt

allapotban a hokiiszobmérés mint érzékeny modszer alkalmazasaval.
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3. IN VITRO VIZSGALATOK A NOCICEPTOROK FORRO INGERRE
ADOTT VALASZAVAL ES ANNAK SZENZIBILIZACIOJAVAL
KAPCSOLATBAN

3.1. Modszerek
Egyrost-elvezetés (,,single-unit recording”) C polimodalis nociceptorokrol patkany labhati bor—
n. saphenus prepardtumon in vitro

240-350 grammos him Wistar patkanyokat 100% szén-dioxidot tartalmazo légtérbe
helyezve eloltiink, majd a hats6 végtag labhati részérdl a bort levalasztottuk a n. saphenussal
egylitt. A borlebenyt szervfiirdébe (Reeh, 1986) helyeztiik az irharéteggel folfele, és 32 °C-on
szintetikus intersticialis folyadékkal (SIF, Bretag, 1969) szuperfundaltuk (16 ml/perc) carbogen
gazkererékkel (95% O,, 5% CO;) torténd buborékoltatas mellett, ami 7,38-as pH-t
eredményezett. Az idegtorzset egy lyukon keresztiil athuiztuk a szomszédos elvezetd kamraba,
ahol egy tiikorfeliilettel ellatott vizszintes platformra helyeztiik €s paraffinolajjal fedtiik le. Az
idegtorzsrdl visszahuzassal eltavolitottuk a perineuriumot, majd hegyesitett orascsipesszel
vékony filamentumokra osztottuk. A filamentumot aranyhuzalbol késziilt elvezetd elektrodra
helyeztiik, ¢és az idegi aktivitdst AC-erdsitd, utderdsitd alkalmazéasaval oszcilloszképon
(Tektronix TDA 210) jelenitettiik meg, valamint hangszordra is kivezettik. Az idegtorzson
tiielektrodot vezettiink at, amelynek cstcsat a szervfiirdd fenekébe rogzitettiikk. Ezen keresztiili
elektromos ingerlést alkalmaztunk annak eldontésére, hogy nulla, egy vagy annal tobb
mitkoddképes idegrost van a filamentumban. A filamentum részekre torténd szeparalasat
mindaddig folytattuk, amig csak — idedlisan egy vagy — maximum harom miikoddképes axon
nem maradt benne. Tompa végili iivegrudat hasznaltunk a ,unit”-ok receptiv teriiletének
azonositasdra. A vezetési sebesség meghatirozasdhoz teflonbevonati mikroneurografias
acélelektrodot (5—10 um atmérdji) illesztettiink a receptiv teriilet kozepébe.

A receptiv teriilet mechanikai ingerlésére von Frey-szalakat haszndltunk (1-256 mN). A
forr6, a hideg ¢s a kémiai aktivalhatosag tesztelése eldtt fémhengert helyeztiink a receptiv
teriiletre, amelyik kiemelkedett a szuperfundalo folyadékbol. Ezutan tiivel ellatott fecskendd
sgitségével a hengerbdl kiszivtuk a folyadékot. A forr6 ingerrel vald tesztelés soran az atlatszo
szervfiirdd alatt levo halogén ég6 fényét fokuszaltuk a receptiv teriileten levé henger kozepére,
amelynek segitségével a bor corium feldli oldalan a hdmérsékletet 20 s alatt 32-r6l 46 °C-ra
noveltiik, ami az epidermalis oldalon 32-r6l 52 °C-ra valo felmelegitésnek felel meg (Reeh,

1986). A hideggel torténd ingerléshez 4 °C-os SIF-fel toltottiik meg a hengert, ami 7 °C-os
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hémérsékletet eredményezett a bor corialis felszinén. A kémiai ingerléshez az evakualt hengert

az adott vegyiilet 32 °C-os oldataval perfundaltuk (3 ml/perc).

Az elektrofiziologiai adatok feldolgozasa

Az elektroddal elvezetett elektromos jelet 12-bites AD-konverterrel digitalizaltuk, és
DAP 1200-as interfész-kartyan (Microstar, Redmond, USA) keresztiil szamitdégépbe vezettiik. A
Spike/Spidi szoftver (Forster ¢s Handwerker, 1990) segitségével tortént az akcids potencidlok
megkiilonboztetése és off-line analizise. A vezetési sebességet az idegtdrzsben levd ingerld
elektréddal kivaltott akcios potencidl receptiv teriiletben torténd megjelenésének késése €s a két
hely tavolsdga alapjan szdmitottuk. Forrd ingerre érzékenynek akkor mindsitettiik a rostot, ha a
termalis ingerlésre legalabb két akcids potenciallal valaszolt; hdkiiszobnek a masodik akcids
potencial idején fenndlld coriumhdmérsékletet tekintettiik. A hdvalasz nagysagat a 20
masodperces ingerlési periodus alatt kialakuld akcids potencidlok szamaval jellemeztiik. Az
esetleges spontan aktivitast kivontuk ebbdl az értékbdl. A bradikinin hdvalaszt fokozd hatasat az
alabbi képlet segitségével adtuk meg szazalékosan: [100 x (SHB — SH) / SH], ahol SH a
héingerléssel kivaltott akcids potencidlok szama a bardikinin adas eldtt, SHB pedig ezen érték az

utan.

Az immunreaktiv CGRP felszabadulasanak mérése patkany vagy egér labhati borébol
enzimimmunesszé segitsegével

Kisérleteink el6tt nem sokkal dolgoztak ki egy in vitro modellt, amelyben a forro
ingerekkel kivaltott immunoreaktiv (1) CGRP-felszabadulast lehet mérni izolalt patkanybdrbol
enzimimmunessz¢ (EIA) segitségével (Kessler et al, 1999). 40-100 grammos him Wistar
patkdnyokat 100% szén-dioxidot tartalmazo légtérbe helyezve eldltiink, majd mindkét hatso
végtag labhati részérdl térdtél lefelé a bort levalasztottuk a nagyobb erek ¢és idegek
megkimélésével. A nyert bérlebenyeket (0,13-0,35 g) 6 mm atmérdjii miianyag rudakra tekertiik
r4 a corium fel6li résszel kifelé, 3.0-4s fonallal rogzitettiik, majd a radon levé bérlebenyt 95%
oxigént és 5% szén-dioxidot tartalmazo gézkeverékkel buborékoltatott SIF-ben mostuk 32 °C
hémérsékleten 30 percen at. Ot iivegesé mindegyikébe 1,3 ml SIF-et mértiink, és ezeket 32 °C-
on temperalt razofiirdobe helyeztiik. A kisérleti protokoll azzal kezd6dott, hogy a bdrlebenyt
hordozé tlivegrudat az elsd iivegesobe tettilk 5 percre. Ezutdn attettiik a 2-es csdbe, szintén 5
percre, majd ezt igy folytattuk a masik harom csé esetében is. HOstimulacio céljabol a harmadik
csovet egy masik temperalt vizfiirddben 45 vagy 47 °C-on tartottuk 5 percig. Az alacsony pH-val

(5,7) torténd izgatas szintén a harmadik periddusban tortént olyan mddositott SIF-fel, amelyben
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a bikarbonatot foszfatpufferre cseréltilk carbogénes buborékoltatas mellett (Steen et al., 1992,
szintén a 3. csOben alkalmaztunk. A flurbiprofent mar a kimosasi periodusban (30 perc) és mind
az Ot S5-perces periddusban alkalmaztuk. A kiilonféle szerek hatasat intraindividualisan
vizsgaltuk: a 2., 3, és 4. periodusban a jobb végtagokbdl szarmazd borlebenyeket a vizsgalt
szerrel kezeltiik, mig a bal végtagokbol valokat SIF-fel. Limitalt szdmu kisérletben vad tipust €s
TRPV1-génhidnyos (a tenyészparokat John B. Davis, GlaxoSmithKline, Harlow, UK
ajandékozta) egerek hatsd labanak bdrlebenyeit hasznaltuk, azzal a kiilonbséggel, hogy a
preparatum kisebb mérete miatt a csovek csak 1 ml folyadékot tartalmaztak. Minden eludtumbol
200 pl-t azonnal Osszekevertiink 50 pl 5-szordsen koncentralt CGRP EIA pufferrel, amely
Franciaorszag 4altal forgalmazott) ¢és mikrolemez-olvasé (Dynatech, USA) segitségével
hataroztuk meg. Az inkubacids folyadékban meghatarozott iCGRP mennyiségét elosztottuk a
borlebeny nedves tomegével, €s normalizalt forméaban, pg/g egységben adtuk meg. A stimulalt
1CGRP felszabadulast befolyasolo szerek hatasdnak analiziséhez egy kumulativ érteket (,,kvazi-
AUC”) szamitottunk a 3. és 4. periodusra vonatkozéan a bazalis felszabadulas értékével
korrigalva az alabbi képlet segitségével: (S; + S4) —2 x S, , ahol S az adott szdm mintadban levo

1ICGRP mennyiségét jelenti.

Anyagok

A bradikinint (Sigma, Németorszag), mindkét flurbiprofen enantiomert (Prof. G.
Geisslinger, University of Frankfurt/Main ajandéka) és a PGI-t (Biomol, Németorszag)
desztillalt vizben, a PGE,-t (Biomol) 1,4% etanolt tartalmazé desztillalt vizben oldottuk fel 1
mM-os torzsoldatként. A racém flurbiprofent (Prof. G. Geisslinger, University of Frankfurt/Main
ajandéka) desztillalt vizben oldottuk fel 1 mM-os torzsoldat formajaban. A forskolint (Tocris,
UK) és a forbol-12-mirisztat-13-acetatot (PMA, Calbiochem, Bad Soden, Németorszag) 98%-os
etanolban oldottuk (10 mM-os tdrzsoldatok). Az ionomycint (Sigma/Aldrich, Németorszag)
dimetil-szulfoxidban (DMSO, 1 mM-os torzsoldat) oldottuk fel. A kapszaicint (Sigma/Aldrich)
98%-0s etanolban oldottuk fel 1 mM-os torzsoldatot képezve. A ruténiumvordset
(Sigma/Aldrich) SIF-ben oldottuk 1 mM-os térzsoldatként. A capsazepint (Sigma/Aldrich) 98%-
os etanolban oldottuk ultrahangos razast kovetden 10 mM-os torzsoldatot képezve. Minden
modositott SIF-et hasznaltunk: a KCl-koncentraciot 60 mM-ra noveltiik, és az ozmolaritas

szinten tartdsahoz a szacharozt elhagytuk, valamint a NaCl-koncentréaciot lecsokkentettiik.
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3.2. A ciklooxigenaz-termékek szerepe a bradikinin hdoszenzibilizalo

hatasaban izolalt patkanybor polimodalis nociceptoraiban

3.2.1. Elozmények és célkitiizés

Ismert, hogy a prosztaglandinok szamos bradikininhatas kozvetitésében vesznek részt
(Dray et al., 1992; Rueff és Dray, 1993; Weinreich et al., 1995; Guo et al., 1999; Maubach ¢s
Grundy, 1999). Példa erre, hogy a bradikinin termalis hiperalgéziat kivaltd hatasat a
szisztémasan adott ciklooxigendz (COX) -inhibitor indomethacin gatolta, felvetve a
prosztaglandinok medidtor szerepét a periférids nociceptor-szenzibilizdcioban (Schuligoi et al.,
1994). Azonban a COX-gatlok antinociceptiv hatdsainal a centralis (pl. spinalis) komponens nem
zéarhatoé ki (Malmberg és Yaksh, 1994; McCormack, 1994; Geisslinger et al.,, 2000), és az is
ismert, hogy szamos NSAID a COX-gatlason kiviil egyéb antinociceptiv hatasmechanizmussal is
rendelkezik (Brune et al., 1991; Geisslinger et al., 1993; Malmberg ¢s Yaksh, 1994; Geisslinger
et al.,, 2000). Mindezek alapjan a prosztaglandinok szerepe a bradikinin periférids, termalis
nociceptor-szenzibilizalod hatasaban valdsziniisithetd, de nem igazolt.

Célunk annak eldontése volt, hogy a bradikinin termalis nociceptor-szenzibilizald
hatasaban szerepet jatszanak-e COX-termékek (elsOsorban prosztaglandinok) az izolalt
patkanybdr—n. saphenus preparatumban vizsgalva. Ehhez a flurbiprofen — egy kiralis szerkezetd,
a COX-1-et és COX-2-t egyarant gatld NSAID — két enantiomerjét hasznaltuk, amelyek koziil az
S(+)-flurbiprofen kb. 500-szor potensebb, mint az R(-)-flurbiprofen (Brune et al., 1991; Peskar
et al., 1991; Geisslinger et al., 2000), jelezve hogy ez az aktiv izomer a COX-gatlas
szempontjabol. Patkdnyban a flurbiprofen racemizalodasa kisebb, mint 2% (Knihinicki et al.,
1989; Menzel-Soglowek et al,, 1992). A szert ezen tulajdonsagai kiilondsen alkalmassa teszik

annak eldontésére, hogy egy adott hatdsban a COX-termékek szerepet jatszanak-e.

3.2.2. Eredmények

A vizsgalt rostpopulacio jellegzetességei

A kisérletekben csak C polimodalis (C-MH) nociceptorokat vizsgaltunk, amelyek
vezetési sebessége kisebb volt 1 m/s-nal, reagaltak mechanikai ingerre (ez alapjan tortént a
receptiv teriilet azonositasa), forrd ingerre, de nem a hidegingerlésre. Osszesen 38 olyan C-MH
rostot vizsgaltunk, amelyek bradikinin hatasara legalabb 50%-o0s hdévalasz-ndvekedést mutattak.
Ezek mindegyikében a bradikinin tiizelést okozott alkalmazasanak ideje alatt (217+33 akcios

potencial per 5 min). A vezetési sebességek 0,2 ¢és 0,95 m/s kdzott voltak, a mechanikai kiiszob
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16 és 256 mN kozott mozgott. A hokiiszob 37,1 és 45,6 °C kozotti érték volt. Egyetlen vizsgalt

rost sem reagalt hideg ingerre.

Az ismételt bradikinin-expozicio hatdsa a rostok hovalaszara

Bar egy korabbi vizsgélat (Liang ef al., 2001) ugyanezen a preparatumon kimutatta, hogy
a bradikinin hészenzibilizal6é hatasa rovid ideig tart és nem mutat tachyphylaxiat, 6 roston ujra
megvizsgaltuk ezeket a — jelen analizis szempontjabol kritikus fontossagl — jellegzetességeket: a
bradikininexpozici6 elott és utan hdingerlést végeztiink, 10 percig tarté SIF-adds utan mindezt
megismételtiik. Az elsd és a 10 perc mulva ismételt bradikininadas (10 uM, 5 perc) eldtti
hévalasz nagysdga nem mutatott szignifikans eltérést (9,7+4,1 versus 11,2+4,5 akcios potencial),
jelezve, hogy a szenzibilizacid 10 percen beliil teljesen lezajlik. Az els6 bradikininadas hat4sara
a hovalasz 138+37%-kal ndtt, mig a 10 perc milva ismételt expozicid hatdsara 127+59%-kal; a
két novekmény kozotti eltérés nem szignifikans (12. abra, jobb oldali panel), jelezve a

tachyphylaxia hidnyat.

Az S(+)-flurbiprofen hatisa a bradikininnel kivaltott hoszenzibilizaciora és a kiviilrol adott
prosztaglandinok hatasa az S(+)-flurbiprofen gatlo hatasara

Az S(+)-flurbiprofen hatésat 18 roston vizsgaltuk. A szer adasat megelézden a bradikinin
(10 uM, 5 perc) jelentds hdszenzibilizaciot valtott ki: szignifikansan megndvelte a hdingerléssel
kivaltott akcids potencidlok szamat (22,3+4,6-r6l 68,6+11,7-re, p<0,01, Wilcoxon-teszt ¢€s
Student-féle egymintds t-proba), és ugyancsak szignifikdnsan lecsokkentette az aktivacios
hokiiszobot (39,940,7-r61 34,3+0,7 °C-ra, p<0,01, Wilcoxon-teszt és Student-féle egymintas t-
proba) (7. abra). A bradikinin szenzibilizald hatdsa a rostok atlagolt hdvalasza alapjan is
egyértelmii: a hdstimulus minden masodpercében magasabb volt a tliskekisiilések szama és a
maximalis kisiilési frekvencia is szignifikdnsan megndtt (8. abra, felsé panel). A receptiv teriilet
S(+)-flurbiprofennel torténd szupertiizidja (1 pM, 10 perc) kivédte a bradikinin hdszenzibilizalo
hatasat: a peptid sem a hdvalasz nagysdgat nem tudta szignifikdnsan megnovelni (27,9+5,2
versus 32,6+5,6), sem pedig a hokiiszobot nem tudta szignifikdnsan lecsokkenteni (40,2+0,8
versus 38,8+0,9). (7. abra). A szenzibilizacié hidnya a rostok atlagolt hdvalasza alapjan is
egyértelmli volt (8. abra, als6 panel). Az S(+)-flurbiprofen kozel komplett gatlé hatasa jol
demonstralhaté a hdvalasz bradikinin okozta ndvekedésének szdzalékos értékével is (275+45%
versus 32+14%, p<0,01, Wilcoxon-teszt €s Student-féle egymintas t-proba) (12. abra, bal oldali
panel). Hasonl6 tendencia volt megfigyelheté a hokiiszobcsokkenés vonatkozasaban is: 5,6+0,8

versus 1,4+0,8 °C (p<0,01, Wilcoxon-teszt €s Student-féle egymintés t-proba). Megjegyzendo,
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7. abra. Az S(+)-flurbiprofen [S(+)-flu, 1 uM] hatasa a bradikininnel (BK, 10 uM) kivaltott hdszenzibilizaciora. A
nyilak hdingerlést jelentenek, az oszlopok atlagtSEM. A fekete oszlopok a hdéingerléssel kivaltott akcids
potencialok szamat jelentik (bal oldali fiiggdleges tengely), az iires oszlopok a hdkiiszobot mutatjak (jobb oldali
fliggbleges tengely); a kapcsos zardjelek a statisztikai Osszehasonlitdsokat (Wilcoxon-teszt és Student-féle
egymintas t-proba) mutatjak, és egyarant vonatkoznak mindkét (fekete és iires) oszlopparra. NS: statisztikailag nem

szignifikans.
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8. abra. A C-MH rostok atlagolt
hoévalasza bradikinin (BK, 10 uM, 5 perc)
adasa elott (fekete oszlopok) és utan ( iires
oszlopok) az S(+)-flurbiprofen [S(+)-flu, 1
uM, 15 perc] hianyaban és jelenlétében.
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hogy a nem szenzibilizalt hdvalaszt nem gatolta az S(+)-flurbiprofen: az elsé és az S(+)-
flurbiprofen-szuperfuziot kovetdé masodik bradikininadds el6tti hdvalasz kozott nem volt
statisztikailag szignifikéns kiilonbség sem az akcids potencidlok szamaban, sem a hdokiiszobben
(7. abra).

A kiviilrél adott prosztaglandinok hatdsat az S(+)-flurbiprofen okozta gatlasra 9 roston
vizsgaltuk. Az S(+)-flurbiprofen ebben a rostpopuldcioban is blokkolta a bradikinin
hdszenzibilizald hatdsat mind a hdvalasz nagysaganak (szézalékos) novekedését (343+72 versus
20+19%), mind a hokiiszobcsokkenést (6+1,7 versus 0,3+1,7 °C) illetden (9. abra). A
bradikininnel egyiitt adott PGE, és PGI, keveréke (mindkettd 10 uM) részlegesen helyreallitotta
a bradikinin hdszenzibilizalé hatdsat (9. abra): az akcids potencidlok szaméanak novekedése
1414+38% volt, a kiiszobcsokkenés 3,4+1,2 °C. A fenti adatok alapjan a prosztaglandinok a
hovalasz-novekedést 43+12, a hokiiszobesokkenést 40+19%-ban tudtak helyreallitani (12. abra).
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9. abra. A kiviilrdl adott prosztaglandinok (PGs, PGE, és PGI,, mindkettd 10 uM) hatasa a bradikininnel (BK, 10
uM) kivaltott hészenzibilizacié S(+)-flurbiprofen [S(+)-flu, 1 uM] altali gatlasara. Az oszlopok atlag+SEM. A
fekete oszlopok a hdéingerléssel kivaltott akcids potencialok szaméanak szazalékos novekedését jelentik (bal oldali
fiiggbleges tengely), az iires oszlopok a hoékiiszobesokkenést mutatjak (jobb oldali fliggbleges tengely); a kapcsos
zardjelek a statisztikai 0sszehasonlitasokat (Wilcoxon-teszt és Student-féle egymintas t-proba) mutatjak, és egyarant
vonatkoznak mindkét (fekete és iires) oszlopparra.

Az R(=)-flurbiprofen hatdasa a bradikininnel kivaltott hoszenzibilizaciora
Az R(—)-flurbiprofen hatasat 14 roston vizsgaltuk. Az R(—)-flurbiprofen adasat
megelézden a bradikinin (10 uM, 5 perc) jelentés hdszenzibilizaciot valtott ki: szignifikansan

megnovelte a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok szamat (20,1+3,6-r61 48,1+6,9-re,
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p<0,01, Wilcoxon-teszt ¢és Student-féle egymintids t-proba) és ugyancsak szignifikdnsan
lecsokkentette a hdkiiszobot (40,1+1,1-r61 35,8+1,0 °C-ra, p<0,01, Wilcoxon-teszt és Student-
féle egymintas t-proba) (10. abra). A bradikinin szenzibilizal6 hatasa a rostok atlagolt hdvalasza
alapjan evidens: a hdstimulus minden masodpercében magasabb volt a tiiskekisiilések szama és a
maximalis kisiilési frekvencia is szignifikdnsan megnétt (11. abra, felsé panel).

bradikinin (10 pM, 5 perc) még képes volt szignifikans mértékii hdszenzibilizaciot kivaltani: a
hovel kivaltott akcids potencidlok szamat emelte (20,6+4,3-r61 38,7+7,6-re, p<0,01, Wilcoxon-
teszt és Student-féle egymintas t-proba), a hokiiszobot csokkentette (40,2+0,6-r61 37,2+1,0 °C-
ra, p<0,01, Wilcoxon-teszt és Student-féle egymintas t-proba) (10. abra). Ugyanakkor a rostok
atlagolt hdvalasza alapjan a szenzibilizdcid6 mértéke kisebbnek tiint (11. abra, als6 panel). A
hovalasz novekedésének szazalékos értéke alapjan az R(—)-flurbiprofen okozta gatlas (183+29-
rél 104+30%-ra, ami 33+21%-os csokkenésnek felel meg) nem érte el a statisztikai
szignifikancia szintjét (p=0,15 a Wilcoxon-teszttel, p=0,11 a Student-féle egymintas t-probaval)
(12. abra, kozépsoé panel). Ugyanez igaz a hokiiszobcsokkenés gatlasara is: 4,3+1,0 versus
3,0+0,7 °C (statisztikai adatokat nem kozliink). Hasonloan az S(+)-flurbiprofenhez, az R(-)-

flurbiprofen sem gétolta a nem szenzibilizalt hdvalaszt (10. abra).
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10. abra. Az R(+)-flurbiprofen [R(+)-flu, 1 uM] hatésa a bradikininnel (BK, 10 uM) kivaltott hészenzibilizaciora. A
nyilak hdingerlést jelentenek, az oszlopok atlagtSEM. A fekete oszlopok a hdéingerléssel kivaltott akcids
potencialok szamat jelentik (bal oldali fiigg6leges tengely), az iires oszlopok a hékiiszobot mutatjak (jobb oldali
fiiggbleges tengely); a kapcsos zardjelek a statisztikai Osszehasonlitdsokat (Wilcoxon-teszt és Student-féle
egymintas t-proba) mutatjak, és egyarant vonatkoznak mindkét (fekete és iires) oszlopparra. NS: statisztikailag nem
szignifikans.
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12. abra. Az S(+)-flurbiprofen (S), az S(+)-flurbiprofen plusz prosztaglandinok (PGs, PGE, és PGl,) és az R(-)-
flurbiprofen (R) bradikininnel (BK) kivaltott hdszenzibilizaciora kifejtett hatasanak Gsszehasonlitdsa. Az utolso két
oszlop kontrollként a flurbiprofen-el6kezelés nélkiil ismételt bradikininadas szenzibilizal6 hatdsat mutatja. Az
oszlopok (atlag+SEM) a hdingerléssel kivaltott akcios potencidlok szamanak szazalékos novekedését jelentik. A
BK+S és a BK+R kozotti kiilonbség statisztikailag szignifikans (p < 0,05, Mann—Whitney U-teszt and Student-féle
kétmintas t-proba). A szdgletes zardjelek Wilcoxon-teszttel és Student-féle egymintas t-probaval végzett statisztikai
Osszehasonlitasokat mutatnak. NS: statisztikailag nem szignifikans.
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3.2.3. Megbeszélés

Eredményeink arra engednek kovetkeztetni, hogy a bradikinin hdszenzibilizal6é hatdsa a
patkdny n. saphenusban futé C polimodélis nociceptorokra jelentés mértékben COX-fliggd
jelenség. Ezt a nézetet tdmogatja, hogy a hatast a nem-szelektiv COX-gatld flurbiprofen aktiv
enantiomere praktikusan megsziintette, mig a kevésbé aktiv izomer csak egy kisebb mérték,
statisztikailag nem szignifikans gatlast okozott. Az S(+)-flurbiprofen valosziniisithetden a COX-
gatlas révén védte ki a bradikinin szenzibilizal6 hatasat, hiszen (1) az R(—)-flurbiprofen hatastalan
volt; (i1) a szer hatdsa — legalabbis részben — felfliggesztheté volt kiviilr6l adott
prosztaglandinokkal (PGE, és PGI,); (ii1) a szert olyan koncentracidban adtuk, amelyben a racém
keveréek képes teljes mértékben gatolni a nyugalmi €s a bradikininnel stimulalt PGE;-szintézist a
patkdny borében (Sauer ef al., 1998). A kiviilrdl adott prosztaglandinok részleges hatékonysaga
az S(+)-flurbiprofen hatdsdnak felfliggesztésében azt is jelzi, hogy a szer COX-gatloként a
prosztaglandinszintézis csokkentése €s nem a leukotriénképzddés — arachidonsav-tulkinalat
miatti — fokozéasa (Randall ef al., 1980) révén hatott. Mindezzel 6sszecseng, hogy a kimutattak,
hogy a PGE, ¢és a PGI, képes szenzibilizalni a nociceptorokat hdvel szemben (Mizumura ef al.,
1987; 1993a; Rueff ¢és Dray, 1993; Evans et al, 1999). A prosztaglandin-szubsztiticio
hatékonysaganak részleges volta felveti annak lehetdségét, hogy a prosztaglandinokon kiviil mas
COX-termékek (pl. szabad gyokok) is hozzajarulnak a bardykinin hdszenzibilizald hatasdhoz.
Egy masik lehetdség, hogy bradikinin hatdsara a nociceptorokon beliil is képzddnek
prosztaglandinok, és a kiviilrél bevitt prosztaglandinok nem képesek teljes mértékben utanozni
az intraneuronalisan képzddott endogén dgenseknek a hatdsat. Emlitésre érdemes, hogy a COX-
1-et kimutattdk DRG neuronokban (Vasko et al., 1994; Chopra et al., 2000). A COX-termékek
forrasai elméletileg lehetnek maguk a nociceptiv idegvégzddések vagy mas, nem neuronalis (pl.
epidermalis, endothelialis) sejtek, hiszen a bradikininreceptorokat, — amelyek aktivalhatjak a
PLA,-t (Thayer et al., 1988; Burgess et al., 1989) — mindezen sejttipusokban kimutattak (Hall,
1997). Azonban a prosztaglandinok zome feltehetden nem-neuronalis eredetli, mivel a
patkdnybdér kronikus denervéacidja nem csokkentette a bardykininnel kivaltott PGE,-
felszabadulast (Sauer et al., 2000).

Az R(-)-flurbiprofen nem-szignifikdns, enyhe gatlo hatdsa a bradikininnel kivaltott
hészenzibilizacidra két dologgal magyardzhato. Az egyik lehetdség, hogy a hasznalt preparatum
— kis affinitdsa ellenére — gyenge COX-gatld hatassal rendelkezett az alkalmazott
koncentracioban. Minthogy az R(—)flurbiprofen racemizacidja nem valdszini a bdrben, a
preparatum korlatozott tisztasdga lehet a hattérben (az altalunk hasznalt R(-)-flurbiprofen-

preparatum 2% S(+)-flurbiprofent tartalmazott; Peskar et al., 1991). Egy masik lehetdség, hogy
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az R(—)-flurbiprofen szenzibiliz4ciot gatlo hatdsa fliggetlen a COX-gatlastol; ebben az esetben ez
a hataskomponens jarulékosan szerepet jatszhat az S(+)-flurbiprofen hatasaban is.

Az S(+)-flurbiprofen drasztikus gatld hatasa a bradikinin okozta hdszenzibilizaciora
Osszhangban 4ll korabbi in vivo adatokkal, miszerint a bradikinin intraplantaris injekciojaval
kivaltott termalis hiperalgézia géatolhatd volt szisztémasan adott indomethacinnal (Schuligoi et
al., 1994). A jelen eredmények fényében ez a gatld hatas ugy értelmezhetd, hogy a bradikinin
hatasara a bdrben képzddott COX-termékek, valoszinlileg prosztaglandinok kozvetitik a
hiperalgéziat. Jelen eredményeinket megerdsitette €s kibovitette egy tjabb vizsgalat is, amelyik
kimutatta, hogy az altalunk alkalmazott in vifro prepardtumban a bradikinin hdszenzibilizalo
hatasat mind a COX-1, mind a COX-2 szelektiv gatlasa képes csokkenteni, jelezve mindkét
izoenzim kozvetitd szerepét (Mayer et al., 2007).

Altalanosan elfogadott nézet, hogy a bradikinin hészenzibilizalo hatésat a PKC-aktivacio
kozvetiti, legaldbbis rovid expoziciok esetében (Mizumura ef al., 1997; Cesare and McNaughton,
1996; Cesare et al., 1999). A prosztaglandinok jelen vizsgalatban kimutatott dominans szerepe a
bradikinin hdszenzibilizaldé hatdsdban nem valdszinli, hogy PKC-mediadlt, mivel a
prosztaglandinok dontéen a cAMP-PKA jelatviteli uton fejtik ki szenzibilizalé hatasaikat
(Mizumura et al., 1993a; Mizumura et al., 1993b; Cui ¢és Nicol, 1995; Hingtgen et al., 1995;
England et al., 1996; Kress et al., 1996; Lopshire és Nicol, 1998; Evans et al., 1999). Egy
lehetséges feloldasa ennek az ellentmondasnak az a hipotézis, amely szerint a bradikinin
hészenzibilizald hatdsanak kezdeti, rovid szakaszdban a PKC szerepe a dominans, de a valasz
késobbi periodusdban — elsOsorban hosszabb bradikinin-expozicid esetéen — a COX-
prosztaglandin—PK A ttvonal veszi at a foszerepet.

A bradikininnel kivaltott hdszenzibilizaci6 molekularis mechanizmusanak végsé eleme
val6szintlileg a polimodalis nociceptorok membranjaban expresszalodd hdérzékeny ioncsatornak
(TRPV1 ¢és egyebek, lasd 1.4. pont) facilitaciéja. Mind a bradikinin (Chuang et al., 2001;
Sugiura et al., 2002; Fischer és Reeh, 2007; Kichko és Reeh, 2009), mind a prosztaglandinok
képesek a TRPV1 miikddésének serkentésére (Moriyama et al., 2005; Fischer és Reeh, 2007;
Schnizler et al., 2008). Elméletileg nem kizarhato, hogy a fesziiltségfiiggd Na -csatorndk, koztiik
a nociceptorokban expresszalodd Navl.8 facilitdcioja felelds a bradikinin, illetve a
prosztaglandinok hdszenzibilizdldo hatisaért, hiszen az emlitett Aagensek ezen csatornak
miikodését serkenteni tudjak (Gold ef al., 1998). Ez a lehetdség azonban valdsziniitlen, mivel a
bradikinin termalis szenzibilizal6 hatasdhoz a vizsgalt modellben nem kapcsolodik mechanikai

ingerrel szembeni szenzibilizacid (Lang et al, 1990; Koltzenburg et al., 1992a), marpedig a
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receptorpotencial akcids potencidlla valdé konverziojanak facilitdcidja minden ingermodalitassal

szemben fokozott érzékenységet kell, hogy okozzon.

3.3. A nociceptorok termalis szenzibilizacidja és aktivacioja kozotti kapcsolat

a bradikinin példajan: egy vonzo hipotézis

Ez a hipotézis az alabbi ellentmondas feloldasara sziiletett (a referenciakat illeten lasd
Reeh és Pethd, 2000). Az in vitro 1labhati bér—n. saphenus preparatumon patkdnyban a bradikinin
izgatd (akcios potencialt kivaltd) és hdszenzibilizald hatdsit dontden a B, bradikininreceptor
kozvetiti, amely hajlamos a deszenzibilizaciora. Ennek megfeleléen ismételt alkalmazas esetén a
bradikinin izgatd hatasa jelentOs tachyphylaxiat mutat, de a peptid termalis szenzibilizal6 hatasa
csOkkenés nélkiil ismételhetd, azaz nem mutat tachyphylaxiat (lasd 3.2. pont). Ismert volt az is,
hogy a kapszaicin, bradikinin a DRG neuronok, illetve TRPV1-gyel transzfektalt sejtek termalis
aktivacios kiiszobét 25-30 °C ala tudja csokkenteni (Cesare és McNaughton, 1996; Tominaga et
al., 1998; Vyklicky et al., 1999); illetve a receptiv teriilet hiitésével a kapszaicin vagy a
mustarolaj fajdalomkeltd, illetve akcidospotencial-generald hatasa gatolhatd (Szolcsanyi, 1977,
Reeh et al, 1986; Kilo et al., 1995). A fentiek alapjan hipotézisiink az volt, hogy a bradikinin
nem rendelkezik nociceptor-aktivald hatdssal, primer hatdsa a hdvel szembeni szenzibilizacid,
amely soran a nociceptorok aktivacios hokiiszobe az aktualis kornyezeti hOmérséklet ala csokken
(13. abra). Ennek hatdsidra a normal kornyezeti homérséklet hdingerként hat, és igy akcios
potencialok kistilését valtja ki, 1étrehozva a bradikinin (latszélagos) izgatod hatasaként értelmezett
valaszt. Feltételezéslink szerint a hokiiszobcsokkenés részleges deszenzibilizdcidt mutat: a
hokiiszob a bradikinin jelenlétében a legalacsonyabb kezdeti értékrdl gyorsan emelkedik, majd
stabilizalodik egy, a kornyezeti hOmérséklethez kozeli szinten. El6bbi magyardzza a nociceptor-
kisiilés csokkenését, mig utobbi lehetévé teszi, hogy a nociceptor hdére adott valasza
szenzibilizalt formaban tobbé-kevésbé allandd nagysdghi maradjon. Tehat a hdszenzibilizalo
hatas is mutatja a tachyphylaxia jelenségét a korai fazisban, de ennek kimutatasat
megakadalyozza a kezdeti folyamatos nociceptor-kistilés.

A hipotézist alatamasztd adatokat sikeriilt nyerni aktivan, 15-20 °C-ra lehiitott labhati
bSr—n. saphenus preparatumon, amelyben a bradikinin 10° M koncentraciéban — amely magas
frekvenciaja kisiiléseket okozott 32 °C-on — egyetlen akcids potencialt sem valtott ki. Ezen
talmenden a hiitott preparatumon sikertilt igazolni, hogy a bradikinin hatésara a hokiiszéb joval a
normal bérhdmérséklet (32 °C) ala, akar 20 °C-ig csokkenhet, majd egyértelmii visszatérést

mutat ugy, hogy 5-10 percig a hokiiszob 32 °C alatt marad (14. abra).
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13. abra. A bradikinin (BK) pronociceptiv hatasanak uj teéridja. A panel: Az in vitro izolalt patkanybor—n.
saphenus preparatumban vizsgalt C polimodalis (C-MH) nociceptor valasza (akcidés potencidlok szdma 12
masodperces intervallumokban) bradikininre (fekete oszlopok) és ismételt hoéingerlésekre (fehér oszlopok, a
héingerlések nyilakkal jelolve). A bradikinin akcidspotencialt kivaltd hatasa jelentds deszenzibilizaciot mutat,
ellenben a hészenzibilizalo hatds nagysaga az ismételt héstimulusok soran alig csokken. B panel: Az A panelben
mutatott jelenségek lehetséges magyarazata. A csillagok az A panelbdl szarmazo valos hokiiszobértékek, a
kérdgjellel jeloltek hipotetikus értékek, amelyeket nem lehetett megmérni a bradikinin okozta intenziv nociceptor-
kisiilés miatt. Az Osszekotd vonal szintén hipotetikus, és a bradikininnel kivaltott tiiskekisiilés hisztogramjanak
tikkorképeként lett megrajzolva.
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14. abra. A bradikinin (BK) hatasa 4 kiilonb6z6 C polimodalis nociceptor aktivacios hokiiszobére a 18-20 °C-ra
lehiitott patkanybér—n. saphenus preparatumban in vitro. A pontozott vonal a bérpreparatum normalis hdmérsékletét
(32 °C) jelzi. A sugarz6 hével végzett ingerlések ,,ramp”-formajuak (19-45 °C 40 s alatt) voltak, és a kiiszdb elérése
utan meg lettek szakitva annak érdekében, hogy a héstimulaciok gyakran ismételhetok legyenek.

Hipotézisiink megfogalmazasa 6ta tovabbi mediatorokrdl mutattadk ki, hogy a nociceptiv
hokiiszobot a mag- vagy akar a borhdmérséklet ala tudjak levinni: ATP, szerotonin, PGE,/PGI,
(Tominaga et al., 2001; Sugiura et al., 2004; Moriyama et al., 2005). Hipotézisiink segitségével
szamos jelenség jol magyarazhat6. A bradikinin hdészenzibilizalo hatdsa kifejezettebb azon
polimodalis nociceptorok esetében, amelyeket a peptid aktivalni is tud. Az is ismert, hogy a
bradikinin a belsé szervekben (ahol magasabb a hdmérséklet) a nociceptiv rostok nagyobb
hanyadat aktivalja, mint a 32 °C-os bérben. Kozismert, hogy a lokalis hiités akut gyulladasos (pl.
appendicitis vagy pulpitis esetében) vagy traumas fajdalom esetén analgetikus hatdsa. A
kapszaicintartalmi csipds paprikdval késziilt étel okozta ¢égd fajdalom a szajnyalkahartya

hiitésével (hideg folyadék ivasa révén) azonnal és teljesen kikapcsolhatd. A tedria arra a
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teleologikus kérdésfelvetésre is magyarazatot kinal, hogy miért innervaljak belsd szerveinket
(belek, ureter, dura mater) olyan polimodalis nociceptorok, amelyek hdkiiszobe 43 °C, ami az
¢lettel Osszeegyeztethetetlen. E nociceptorok valoszinii funkcidja a gyulladasos medidtorok
hatdsara torténd szenzibilizalédas lehet, amelynek részeként aktivacidos kiiszoblik a
maghdmérseklet (37 °C) ald csokken, lehetdvé téve, hogy az aktualis bels6 homérseklet
folyamatos hdingerként hatva tartds nociceptor-kisiilést tartson fenn. Mindez ,.felértékeli” a
termalis allodynidt ahhoz a hétkoznapi szinthez képest, hogy jelentdsége abban all, hogy meleg
vizzel vald kontaktus vagy meleg folyadék fogyasztdsa forrdzasos sériiléshez vezethet.
Feltételezhetd, hogy gyulladasos allapotokban jelentkezd ,.spontan” fajdalom — legaldbbis

részben — a termonociceptorok massziv hokiiszobcsokkenése kovetkezményeként jon 1étre.

3.4. A PGE, és PGI, hatasa a forro ingerrel kivaltott nociceptor-Kkisiilésre és

CGRP-felszabadulasra izolalt patkanyborben

3.4.1. El6zmények és célkitiizés

Korabbi kisérletsorozatunkban a polimodalis nociceptorok bradikininnel kivaltott
hészenzibilizacidjaban COX-termékek, foként prosztaglandinok (PGE, és/vagy PGI,) jelentds
kozvetitd szerepét tartuk fel az izolalt patkanybdrben (ldsd 3.2. pont). Amint arrdl a
bevezetésben (1.5. pont) emlités tortént, a peptiderg nociceptorok nemcsak afferens, azaz
akciospotencial-generald funkcioval birnak, hanem a neuropeptidek felszabadulasa révén
lokélis—efferens miikddéssel is rendelkeznek. Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk,
hogy a kiviilrl adott prosztaglandinok (PGE, és PGl,) tudjdk-e szenzibilizalni a periférias
nociceptorok forrd ingerrel kivaltott afferens és efferens funkcidjat az izolalt patkdnybdrben. A
két funkcidt polimodélis nociceptorokrol torténd akcidspotencidl-elvezetéssel, illetve az

immunreaktiv CGRP (1{CGRP) felszabadulasanak mérésével vizsgaltuk.

3.4.2. Eredmények

Elektrofiziologiai kisérletek: a PGE; és PGl hatdasa a C polimodalis nociceptorok hévalaszara
Osszesen 18 C polimodalis (C-MH) nociceptorrol tdrtént elvezetés, amelyek hé- és

mechanikai ingerre reagéltak, de hidegingerlésre nem. A rostok egyike sem reagalt

akciospotencial-kisiiléssel a receptiv teriiletre alkalmazott prosztaglandin(ok)ra. A 10 uM PGE,

vagy 10 uM PGI, nem fokozta a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok szamat, illetve nem

befolyésolta a rostok hdkiisziibét (n=6, adatokat nem mutatunk). A 100 uM PGE, hatdsara nem-

szignifikdns moédon megndtt a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok szama (22+8 versus
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38,5£10,6 tiiskekistilés, p=0,06, n=4, Wilcoxon-teszt), a két prosztaglandin kombinécioja (100
puM PGE,; plusz 100 uM PGI;) mar szignifikdns novekedést eredményezett (31£12.5 versus
76424 tiiskekisiilés, p<0,02, n=8, Wilcoxon-teszt). A két adatcsoport 6sszevonasa (n=12) szintén
szignifikans novekedést eredményezett (15. abra, A panel). A nociceptorok hdkiiszobe nem
mutatott szignifikans eltérést (az 6sszevont adatok alapjan 37,1+1,3 °C versus 35,7+0,8 °C,
n=12, Wilcoxon-teszt, 15. abra, A panel). A hévalasz nagysaganak novekedése és a hokiiszob

valtozasanak hidnya jol latszik a rostok atlagolt hdvalasza alapjan is (15. abra, B panel).

>
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15. abra. A prosztaglandin(ok) (PGs) hatasa a C polimodalis (C-MH) nociceptorok hdingerlésre adott valaszara az
izolalt patkanyborben. A PGE,-t dnmagaban (n=4) vagy PGI,-vel kombinacidoban (n=8, mindketté 100 uM) 5
percen at alkalmaztuk; az abra az Osszevont adatokat mutatja (n=12). A panel: a fekete oszlopok (bal oldali
ordinata) a hdingerlés révén kivaltott akcids potencialok szamat mutatja; az tires oszlopok (jobb oldali ordinata) a
hokiiszobot jelzi. Az oszlopok atlagtSEM. A statisztikai analizist Wilcoxon-teszttel végeztik. B panel: A 12
polimodalis rost atlagolt hdvalaszat mutatd hisztogram a prosztaglandin(ok) adésa el6tt és utan.

Neurokémiai kisérletek: a PGE, és PGl hatasa a hovel, illetve alacsony pH-val kivaltott
iCGRP-felszabaduldsra

A 47 °C-on torténd hostimulacido 7,6+0,9-szeresére novelte az iCGRP felszabadulasat a

32 °C-on mért masodik bazalis értékhez képest (S3/S,, n=60, p<0,05, Wilcoxon-teszt). Sem a 10
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uM PGE, (512+104 — 547+129 pg/g ,kvazi-AUC”, n=6), sem a 10 uM PGI, (585+131 —
690+163 pg/g ,.kvazi-AUC”, n=6) nem befolyasolta a hdingerlés peptidfelszabadité hatasat. A
kovetkezO sorozatban a 10 uM PGE, hatasat a COX-gatlo flurbiprofen jelenlétében vizsgaltuk,
annak kizarasara, hogy a szenzibilizalé6 hatds azért nem jon Iétre, mert az endogén
prosztaglandinok telitik receptoraikat, akadalyozva a kiviilrél bevittek kotdédését és hatasat
(okkluzié). A 1 uM flurbiprofent mar a kimosasi periddustol kezdve végig alkalmaztuk a kisérlet
soran. A 10 uM PGE; az endogén prosztaglandin-bioszintézis kikapcsolasa utan sem tudta
fokozni a hével kivaltott iCGRP-felszabadulast (690+61 — 543+132 pg/g ,.kvazi-AUC”, n=4).
A tizszer magasabb koncentracioban (100 uM) adott PGE, sem fokozta a hdinger hatasat, inkabb
egy nem-szignifikans gatlas volt megfigyelhetd (913+142 — 667+244 pg/g ,kvazi-AUC”, n=6).
Hasonlo volt a helyzet a 100 uM PGE; és 100 uM PGI, kombinacidjaval is (983+138 — 683+73
pg/g ,.kvazi-AUC”, n=18, 16. abra).

- 47°C
-e- 47 °C + PGE + PGy

5 10 15 20 25 min
| 100pMPGE2+100pMPG|2 |

16. abra. A PGE, és PGI, kombinaciojanak hatasa a 47 °C-os hdéingerléssel kivaltott iCGRP-felszabadulasra a
patkanylab bérében. Az adatok atlag+SEM. A kombinacié nem valtott ki szignifikans hatast a ,,kvazi-AUC”-értékek
(lasd 3.1. pont) statisztikai dsszehasonlitasa (Wilcoxon-teszt) alapjan.

Tekintettel arra, hogy a prosztaglandinok nem tudtak fokozni a hovel kivaltott iCGRP-
felszabadulast, pozitiv kontroll keresése céljabol megvizsgaltuk, hogy az alacsony pH-val
kivaltott valaszt képesek-e befolyasolni. A 3. inkubécios periodusban alkalmazott 5,7-es pH-ju
kozeg 1,8+0,2-szeresére (p<0,01, n=8, Wilcoxon-teszt) fokozta az iCGRP-felszabadulast a
masodik kontrollperiédushoz képest (17. abra). A 100 uM PGE; nem befolyasolta a bazalis
iICGRP-felszabadulast, de szignifikansan fokozta a protonnal kivaltott valaszt (62+20 — 167+57
pg/g ,.kvazi-AUC”, p<0,02, n=8, Wilcoxon-teszt; 17. abra).
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17. abra. A PGE, hatasa az alacsony pH-val (protonokkal) kivaltott iCGRP-felszabadulasra patkanylab bérében. Az
adatok atlag+SEM. A szer hatasa szignifikans volt a ,kvazi-AUC”-értékek (lasd 3.1. pont) statisztikai
Osszehasonlitasa (Wilcoxon-teszt) alapjan.

Neurokémiai kisérletek: kiilonbozo jelatviteli utak aktivatorainak hatasa a hovel kivaltott
iCGRP-felszabadulasra

Az adenil-ciklazt aktivald forskolin (10 uM) nem befolyasolta a 32 °C-on mért bazalis
iICGRP-felszabadulast, de szignifikansan fokozta a 47 °C-on végzett hdingerléssel kivaltott
valaszt (397+67 — 634+72 pg/g ,kvazi-AUC”, p<0,01, n=9, Wilcoxon-teszt, 18. abra, A
panel). Hasonloan viselkedett a PKC-t aktivalo 10 uM forbolészter PMA (350+£98 — 725+136
pg/g ,kvazi-AUC”, p<0,03, n=6, Wilcoxon-teszt, 18. abra, B panel). A PMA 10-szer
alacsonyabb koncentracidja (1 uM), amelyik nem fokozta a hdével kivaltott iCGRP-
felszabadulast, nem tudta képessé tenni a PGE,-t (10 uM) a hovalaszt fokozasara (927+123
versus 813+£97 pg/g ,kvazi-AUC”, n=6; abran nem szerepel). Mindezzel ellentétben az
intracellularis Ca*"-koncentraciét megnévelé ionomycin (10 pM) nem-szignifikdns mértékben
megndvelte a bazalis iICGRP-felszabadulast, de szignifikins modon csokkentette a hovel
kivaltott valaszt (829+202 to 350+44 pg/g ,.kvazi-AUC”, p<0,01, n=8, Wilcoxon-teszt, 18. abra,
C panel).

3.4.3. Megbeszélés

A PGE,/PGI; elektrofizioldgiai vizsgalatokban tapasztalt szenzibilizald hatdsa a C
polimodalis nociceptorok forré ingerrel kivaltott valaszara nem meglepd eredmény, hiszen
ugyanebben a modellben ezek az agensek — legalabbis részben — felfliggesztették a bradikinin

hészenzibilizald hatdsdnak a COX-inhibitor flurbiprofen altali gatlasat (lasd 3.2.2. pont). A két
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prosztaglandin csak magas koncentracidoban volt hatékony, ezzel szemben kutya testisének
polimodalis nociceptoraiban majdnem 10-szer kisebb koncentracié elég volt a termalis

szenzibilizacidhoz (Mizumura et al., 1987, 1993a).
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18. abra. A forskolin (A panel), PMA (B panel) és az ionomycin (C panel) hatasa a 47 °C-os hdingerléssel
kivaltott iCGRP-felszabadulasra patkanylab borében. Az adatok atlag+SEM. A forskolin és a PMA facilitalo,
valamint az ionomycin gatld hatdsa szignifikans volt a ,kvazi-AUC”-értékek (lasd 3.1. pont) statisztikai
Osszehasonlitasa (Wilcoxon-teszt) alapjan.
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Kiemelend6, hogy modelliinkben csak a kiiszobfeletti hdingerrel kivaltott akcios
potencialok szama fokozodott, a hokiiszob valtozatlan maradt. Ez egyrészt azt példazza, hogy —
legalabbis a termalis ingerek esetében — a kiiszobfeletti ingerre adott valasz nagysaga és a
hokiiszob szenzibilizalhatésag szempontjabol nem feltétleniil kapcsoltak. Masrészt 6sszhangban
van azzal, hogy membranpermeabilis, stabil cAMP-analogok hasonloképpen viselkedtek
ugyanebben a preparatumban (Kress et al., 1996). Emlékeztetiink arra, hogy a prosztaglandinok
kiilonbdz6 nociceptor-szenzibilizalo hatdsaiban a cAMP-PKA jelatviteli Gt a domindns
(Mizumura et al., 1993b; Cui €s Nicol, 1995; Hingtgen ef al., 1995; Kress et al., 1996; Lopshire
¢s Nicol, 1998; Smith et al, 2000; Gu et al, 2003). A prosztaglandinok hdszenzibilizalo
hatasdnak egyik lehetséges mechanizmusa, hogy facilitaldo hatast fejtenek ki a forrd ingerek
transzdukciojara a hdvel aktivilhatdo ioncsatorndk, elsésorban a TRPV1 serkentése révén
(Moriyama et al., 2005; Fischer és Reeh, 2007; Schnizler et al., 2008). A masik lehet0ség a
transzformdci6 — a receptorpotencidl tovaterjedd akcids potencidlla valé konverzidjanak —
serkentése. Ezzel kapcsolatban ismert, hogy a PGE, gatld hatast fejt ki az akcids potencialt
kovetd utd-hiperpolarizacid egy komponensére, €s ezaltal noveli a kisiilési frekvenciat (Fowler et
al., 1985; Gold et al.,, 1996b). Arra is van bizonyiték, hogy a PGE, facilital6 hatasu a Na,1.8
tetrodotoxinrezisztens fesziiltségfiiggd Na'-csatornara, amely specifikus a nociceptorokra (Gold
et al., 1996a; England ef al., 1996; Khasar ef al., 1998; Kwong és Lee, 2005). Hozza kell tenni,
hogy egér szenzoros neuronjain a PGE; nem fokozta sem a Na, 1.8, sem a Na,1.9 altal kdzvetitett
tetrodotoxinrezisztens Na'-dramot (Zheng et al., 2007), nyitva hagyva annak lehetségét, hogy a
PGE, patkanyban esetleg még hatékony lehet ebben a tekintetben.

A neurokémiai kisérletekben meglepve tapasztaltuk, hogy a 100 uM PGE, sem egyediil,
sem 100 uM PGI,-vel kombindlva nem fokozta a hdvel kivaltott iCGRP-felszabadulast, holott a
patkdnybdrben ndvelte a hdvel kivaltott nociceptor-kistilések szamat. Tekintettel arra, hogy a 47
°C-kal kivaltott iCGRP-felszabadulds csak kb. félmaximalis (Kessler et al, 1999), a
peptidfelszabadulds szaturdlodasa nem jatszhatott szerepet. Ugyancsak kizarhaté az endogén
prosztanoidok altal kivaltott okklizid lehetdsége is, hiszen a COX-gatloval tortént elokezelés
mellett is inaktiv maradt a kiviilrél adott prosztaglandin.

Az a tény, hogy mind az adenil-ciklaz aktivaldo forskolin (ami kovetkezményesen
aktivalja a PKA-t), mind a PKC-aktivator PMA fokozta a hdovel kivaltott iCGRP-felszabadulast,
jelzi, hogy a termalis szenzibilizacid6 mechanizmusai mikoddképesek voltak a modellben.
Ugyanebben a preparatumban a hdvel kivaltott iICGRP-felszabadulast kb. felére gatlodott a
TRPV1-génhianyos egerekben a vad tipushoz képest, jelezve a TRPV1 szerepét a vélaszban
(Zimmermann et al., 2005). Figyelembevéve, hogy mind a PKA, mind a PKC képes direkt
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foszforilacio révén facilitalni a TRPV1 mukodését (De Petrocellis e al., 2001; Rathee ef al,,
2002; Premkumar és Ahern, 2000; Numazaki et al, 2002, Moriyama et al, 2005), ez a
mechanizmus lehet felelds — legalabbis részben — a forskolin és PMA kisérleteinkben tapasztalt
hdszenzibilizald hatasaért. Az a tény, hogy a PMA 10-szer alacsonyabb koncentracidja, amelyik
nem fokozta a hdvel kivaltott iCGRP-felszabadulast, nem tette képessé a szintén kiiszobalatti
PGE,-t a hdvalasz fokozasara azt jelzi, hogy modelliinkben nem Iépett fel additiv vagy
potencirozo interakcid a PMA-val aktivalt PKC és a PGE,-vel aktivalt PKA kozott.

Az intracellularis Ca*"-koncentraciét noveld ionomycin gatlo hatisa a hével kivaltott
1CGRP-felszabadulasra tobb szempontbol is meglepd: (1) az exocytosis révén végbemend
neuropeptid-felszabadulas Ca® -fiiggé folyamat (Huang és Neher, 1996; Kessler ez al., 1999); (ii)
a szer a bazalis iICGRP-felszabadulast nem szignifikdns modon, de tendenciajaban fokozta; (ii1)
elektrofiziologiai vizsgalatokban az ionomycin hdszenzibilizaciot okozott DRG-neuronokban,
illetve periférias végzddeéseikben (Kress és Giinther, 1999). Amint fent emlitettiik, modelliinkben
a hovel kivaltott iCGRP-felszabadulas jelentds mértékben TRPV1-fliggd (Zimmermann et al.,
2005). Az ionomycin hdszenzibilizaciot gatld hatasanak lehetséges mechanizmusa, hogy az
altala kivaltott intracellularis Ca’'-szignal deszenzibilizalta a TRPVl-et a calcineurin
kozvetitette defoszforilacio révén (Cholewinski et al., 1993; Docherty et al., 1996; Koplas et al.,
1997; Mohapatra ¢és Nau, 2005). Az intracellularis Ca*"-koncentracio novekedésekor kezdetben a
peptidfelszabadulas atmeneti novekedése varhato, ennek csak abortiv formajat tapasztaltuk a
bazalis 1CGRP-felszabadulast nem-szignifikans fokozddasdban. A hdvel kivaltott valasz
atmeneti facilitacidjat valosziniileg azért nem lattuk, mert nem tortént mintavétel a hdingerlés 5
perces periddusanak valamely korai iddpontjaban.

Az a tény, hogy a PGE, fokozta az alacsony pH-val kivaltott iCGRP-felszabadulast
egyrészt pozitiv kontrollként jelzi, hogy a szer ,,mlikodéképes” volt a rendszeriinkben, masrészt
Osszhangban 4all azzal, hogy a PGE, patkany dura materében a protonnal kivaltott iCGRP-
felszabadulast potencirozta (Zimmermann et al., 2002). A protonnal kivaltott ionaram a DRG
neuronokban (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000), illetve az alacsony pH-val kivaltott
1ICGRP-felszabadulas az izolalt patkdnybdrben (nem kozolt megfigyelés) teljesen kiesett
TRPV1-génhianyos egerekben, jelezve a TRPV1 domindns szerepét a valaszban. Mivel a PGE,
fokozta a protonnal kivaltott iondramot TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben (Moriyama et al.,
2005), a fentiek alapjan valosziniisithetdé, hogy az alacsony pH a TRPV1 facilitdlasa révén
fokozta a hdvalaszt a kisérleteinkben.

Legérdekesebb eredménylink, hogy a prosztaglandin(ok) hdszenzibilizaciot okoztak az

egyrost-elvezetéses kisérletekben, de nem az i1CGRP-felszabadulds esetében, magyarazhato
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lenne azzal, hogy a kétféle valaszt kozvetitd idegvégzddés-populacié nem azonos. Figyelembe
véve, hogy az IBs-negativ peptiderg €s az IBs-pozitiv nem peptiderg C polimodalis nociceptorok
egyarant hdérzékenyek, elképzelhetd lenne, hogy a prosztaglandinok csak a nem peptiderg
terminalisokra fejtenek ki szenzibilizdlo hatast. Azonban ez ellen sz6l, hogy a PGE, fokozta az
alacsony pH-val kivaltott iCGRP-felszabadulést. A diszkrepancia valosziniisithetden inkabb arra
vezethetd vissza, hogy az akcios potencialok kialakuldsanak €és a neuropeptid-felszabadulasnak a
mechanizmusa — beleértve az ioncsatorna-hatteret — eltér6. Elobbi kialakulasahoz
nélkiilozhetetlenek a fesziiltségfiiggdé Na'-csatornak, ellenben az akciés potencidlok (és igy a
Na'-csatornak) szerepe elhanyagolhaté a peptidfelszabaduldsban (Brock et al., 1998; Gover et
al., 2003; Németh et al, 2003a). Ugyanakkor a neuropeptid-felszabadulas az extracellularis

térbSl torténé Ca* -bearamlas kovetkezménye (Huang és Neher, 1996; Kessler et al., 1999).

3.5. TRPV1-receptor-antagonistak hatasa a stimulalt CGRP-felszabadulasra
izolalt patkanyborben

3.5.1. El6zmények és célkitiizés

Mindkét klasszikus TRPVI1-antagonistarol, a kapszaicin kompetitiv antagonistajanak
tartott capsazepinrdl, valamint a TRPV1-receptor ioncsatorna részét blokkolo ruténiumvordsrol
kimutattdk, hogy nemcsak a kapszaicin, hanem a forr6 ingerek hatéasat is gatoljak TRPV1-gyel
transzfektalt sejtekben és nativ DRG neuronokban (Tominaga et al., 1998; Kirschstein et al.,
1999; Nagy ¢és Rang, 1999b; Savidge et al., 2001). Ez azt jelenti, hogy ezekben a modellekben a
TRPV1 szerepet jatszik a forr6 ingerek detektdldsaban, illetve a capsazepin nemcsak a
kapszaicin kotddését gatolja kompetitiv mdédon, hanem egyfajta funkcionalis gatld hatast fejt ki a
TRPV1-en beliil a hdingerek transzdukciojara. Ezzel 6sszhangban a forrd ingerek (43-55 °C)
semmiféle specifikus ionaramot nem valtottak ki TRPV1-génhianyos egérbdl szarmaz6 DRG
neuronokon (Caterina et al,, 2000; Davis et al., 2000; Zimmermann et al., 2005), jelezve a
TRPVI1 kulcsszerepét a forrd ingerek detektdldsaban a nociceptiv elsddleges €érzé neuronok
sejttestén. Ezekben a génhidnyos egerekben végzett egyrost-elvezetéses kisérletek azt mutattak,
hogy a héérzékeny periférias nociceptorok ardnya kisebb volt, és ezek hovalaszanak a nagysaga
lecsokkent, de a hokiiszob valtozatlan maradt (Caterina et al., 2000). Ezzel ellentétben TRPV1-
génhidnyos egéren végzett késObbi vizsgalatokban tobbségében nem taldltak fenotipus-eltérést
sem a hdkiiszob, sem a hdvalasz nagysaganak tekintetében (Woodbury et al., 2004;
Zimmermann et al., 2005; Banik és Brennan, 2009; Hoffmann et al., 2013). Hasonlé eredményt

kaptak a ruténiumvordssel kapcsolatban patkanybdr polimodalis nociceptoraiban (St. Pierre et
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al., 2009). A fenti adatok azt sugalljak, hogy a TRPV1 szerepe a forr6d ingerek detektalasaban
kizarolagosnak tlinikk a nociceptiv afferensek sejttestén, de csak minimalis a periférids
végzddésben. Kisérleteink célja az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a bdr periférids
nociceptoraib6l  torténd, hoével kivaltott 1CGRP-felszabadulast hogyan befolyasolja a
ruténiumvords és a capsazepin. Ezaltal kivantuk azt tisztazni, hogy ebben a modellben milyen

szerepet jatszik a TRPV1 a periférian a forr6 ingerek transzdukciojaban.

3.5.2. Eredmények

A bazélis iCGRP-felszabadulés az 5 perces iddszakban 32 °C-on 92,8+3,8 pg/g szdvet
volt (n=182), ami 45, illetve 47 °C-os stimulacidé hatdsara 4,1+0,5-, illetve 10,2+1,6-szeresére
(S3/S2) novekedett (p<0,01 mindkét hdmérsékletnél, Wilcoxon-teszt, 22—24. abra). A hévalasz
talnyult az ingerlési peridduson, kiterjedve az S4 peridodusra. Sem a ruténiumvords (10 €s 100
uM), sem 10 uM capsazepin nem befolyéasolta a 32 °C-on mért iCGRP-felszabadulast (20., 21.A
és B, 22., 23.A ¢s 24.A abra; szamszer( adatokat nem kozliink).
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19. abra. A capsazepin (CPZ) hatasa a bazilis iCGRP-felszabadulasra vad tipusu (TRPV1""), illetve TRPV1-
génhianyos (TRPV17") egerek bérében. Az adatok atlag+SEM. A capsazepin hatésa szignifikans volt a vad tipusban
(p<0,05), de nem a génhianyosban az S;/S, értékek (lasd szoveg) Wilcoxon-teszttel torténd 6sszehasonlitasa alapjan.

Ezzel szemben a 100 uM capsazepin 2,1+0,2-szeresére (S,/S;) ndvelte a 32 °C-on mért
1CGRP-felszabadulast (p<0,01, n=19, Wilcoxon-teszt, 20.B, 21.C, 23.B ¢és 24.B abra). Vad
tipust (TRPVIH ") egerekbdl szarmazd borpreparatumokon a 100 uM capsazepin 1,6+0,2-
szeresére (S3/S;) novelte a 32 °C-on mért iCGRP-felszabadulast (p<0,05, n=6, Wilcoxon-teszt),
ellenben a TRPV 1-génhianyos (TRPV17") allatoknél hatéstalan volt (19. abra). Mindez arra utal,

crcr

parcialis agonistaként viselkedik a TRPV 1-receptoron.
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20. dbra. 10 és 100 M ruténiumvords (RR, A panel) valamint 10 és 100 uM capsazepin (CPZ, B panel) hatasa az
1 uM kapszaicinnel (CAP) kivaltott iCGRP-felszabadulasra a patkanylab bdrében. Az adatok 4tlag+SEM. Mind a
ruténiumvords, mind a capsazepin gatlo hatasa szignifikans (p<0,01) volt mindkét koncentracioban a ,kvazi-AUC”-
értékek (lasd 3.1. pont) statisztikai Gsszehasonlitdsa (Mann—Whitney U-teszt) alapjan.

Mind a 10 uM ruténiumvoérds (716436 — 315+63 pg/g ,.kvazi-AUC”; p< 0,01; Mann—
Whitney U-teszt, a gatlas mértéke 56%), mind a 10 uM capsazepin (15294321 — 610+126 pg/g
,kvazi-AUC”; p<0,01; Mann—Whitney U-teszt, a gatlas mértéke 60%) gatolta az 1 puM
kapszaicinnel kivaltott iICGRP-felszabadulast (20. abra). A magasabb koncentracidban (100
uM) mindkét antagonista megsziintette a kapszaicin hatdsat, mutatva, hogy mindkét agens képes
erételjesen blokkolni a TRPV1-receptort az alkalmazott modellben. A 10 uM ruténiumvoros
(456+67 — 512458 pg/g ,.kvazi-AUC”; p=0,46; Mann—Whitney U-teszt, 21. abra, A panel) —
hasonldéan a 100 uM capsazepinhez (633+127 — 711+154 pg/g ,.kvazi-AUC”; p=0,25; Mann—
Whitney U-teszt, 21. abra, C panel) — nem befolyésolta szignifikdnsan a magas koncentracioja
K'-ion okozta membrandepolarizacidval kivéltott iCGRP-felszabadulast. Ezzel szemben a 100
UM ruténiumvords jelentdsen gatolta azt (364+51 — 182422 pg/g ,.kvazi-AUC”; p<0,01; Mann—
Whitney U-teszt) (21. abra, B panel).
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A ruténiumvords sem a 10 (615+72 — 483+35 pg/g ,kvazi-AUC”; p=0,17; Mann—
Whitney U-teszt, 22. abra, A panel), sem a 100 uM-os koncentracidban (949+197 — 638+98
pg/g ,kvazi-AUC”; p=0,29; Mann—Whitney U-teszt, 22. abra, B panel) nem tudta
szignifikdnsan csokkenteni a 47 °C-os hdstimulacioval kivaltott iCGRP-felszabadulast (22.
abra). A capsazepin hasonldan viselkedett: sema 10 (821+201 — 1414+341 pg/g ,.kvazi-AUC”;
p=0,25; Mann—Whitney U-teszt, 23. abra, A panel), sem a 100 uM-o0s koncentracidja nem volt
gatld hatast (1793+178 — 2953+492 pg/g ,kvazi-AUC”; p=0,08; Mann—Whitney U-teszt, 23.
abra, B panel), ecllenkezbleg, egy nem-szignifikans fokozddas volt megfigyelhetd. A
capsazepint megvizsgaltuk egy kisebb intenzitasu (45 °C) hdstimuldcid kapcsan is: a 10 uM
tovabbra is szignifikdns hatas nélkiili volt (281459 — 556+134 pg/g ,kvazi-AUC”; p=0,08;
Mann—Whitney U-teszt, 24. abra, A panel), de 100 uM esetén az i1CGRP-felszabadulas
fokozddéasa mar szignifikansnak bizonyult (539+68 — 15764319 pg/g ,.kvazi-AUC”; p<0,05;
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22. abra. 10 (A panel) és 100 pM ruténiumvords
(RR, B panel) hatasa a 47 °C-os hoingerléssel
kivaltott iCGRP-felszabaduldsra a patkanylab
boérében. Az adatok atlagtSEM. A ruténiumvoros
egyik koncentracidja sem valtott ki szignifikans
hatast a ,kvazi-AUC”-értékek (lasd 3.1. pont)
statisztikai Osszehasonlitasa (Mann—Whitney U-
teszt) alapjan.

23. abra. 10 (A panel) és 100 pM capsazepin
(CPZ, B panel) hatasa a 47 °C-os héingerléssel
kivaltott iCGRP-felszabadulasra a patkanylab
bérében. Az adatok atlagtSEM. A capsazepin
egyik koncentracidja sem valtott ki szignifikans
hatast a ,kvazi-AUC”-értékek (lasd 3.1. pont)
statisztikai Osszehasonlitdsa (Mann—Whitney U-
teszt) alapjan.
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Mann—Whitney U-teszt, 24. abra, B panel). Ez a fokozodas lathatdéan nagyobb volt, mint a
capsazepin sajat hatasanak (lasd fent) és a hdostimuldcod hatdsanak az 6sszege, mutatva, hogy a

capsazepin facilitald hatést fejtett ki a hovel kivaltott iCGRP-felszabadulasra.
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24, abra. 10 (A panel) és 100 uM capsazepin (CPZ, B panel) hatasa a 45 °C-os héingerléssel kivaltott iCGRP-
felszabadulasra a patkanylab bérében. Az adatok atlag+SEM. A 10 uM capsazepin hatasa nem volt szignifikans, de
a 100 uM-¢ igen (p<0,05) a ,.kvazi-AUC”-értékek (lasd 3.1. pont) statisztikai dsszehasonlitdsa (Mann—Whitney U-
teszt) alapjan.

3.5.3. Megbeszélés

Korabbi eredményeket (Kessler ef al., 1999) megerdsitve a 47, illetve 45 °C-on torténd
héstimulacio jelentds, illetve kdzepes mértékii iICGRP-felszabadulast valtott ki. Az elobbi valasz
alkalmasnak tiint a TRPV1-antagonistdk esetleges gatldo hatasdnak kimutatdsira. Azonban a
ruténiumvorés sem a kisebb (10 uM), sem a magasabb (100 uM) koncentracidban nem
csokkentette a 47 °C-on torténd hdstimulacid hatdsit, mindossze egy nem-szignifikans
csokkenés volt megfigyelhetd, amely a két koncentracional kozel azonos volt. Ez a két
koncentracié gatolta, illetve teljesen felfiiggesztette a kapszaicin iICGRP-felszabaditd hatésat,
jelezve, hogy a ruténiumvords képes erdteljesen blokkolni a TRPVl1-receptort a vizsgalt
modellben. A 10 uM ruténiumvords hatasa modelliinkben szelektivnek mondhatéo a TRPV1-

receptorra, hiszen a magas koncentracioji K'-ionnal kivaltott peptidfelszabaduldst nem

befolyasolta. Ez utobbi 4gens a membran depolarizacidja és a fesziiltségfiiggd Ca”'-csatornak
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megnyildsa révén okoz iCGRP-felszabadulast, emiatt alkalmas szelektivitasi kontrollnak. A
ruténiumvords magasabb koncentracidja (100 pM) mar nem tekinthetd szelektivnek, mivel a K'-
ion hatasat is gatolta. Ezzel 6sszhangban kimutattak, hogy 10 uM f616tti koncentracioban a szer
gatolja a fesziiltségfiiggd Ca®-csatornakat is (lasd Amann és Maggi, 1991). Mindezek fényében
meglepd, hogy a 100 uM-os koncentracidé nem csdkkentette szignifikansan a hdingerlés hatésat.
Ennek oka nem ismert, de az a lehet0ség kizarhato, hogy a ruténiumvords esetleg jarulékos
peptidfelszabadité hatassal bir, mivel a szer nem befolydsolta a 32 °C-on mért bazalis
felszabadulast.

Hasonl6an a ruténiumvordshoz, a capsazepin két koncentracioja (10 és 100 uM) géatolta,
illetve teljesen felfliggesztette a kapszaicin 1CGRP-felszabaditd hatasat, jelezve, hogy a
capsazepin is erbteljesen blokkolja a TRPVI1-receptort. A capsazepin — a ruténiumvordssel
ellentétben — fokozta a hdingerléssel kivaltott iCGRP-felszabadulast, azonban ez a tendencia
csak az alacsonyabb, 45 °C-os stimulacié és a magasabb capsazepinkoncentracid mellett valt
szignifikdnssa. Ez utobbi hatds és a 100 puM capsazepin 32 °C-on mért bazdlis iICGRP-
felszabadulast noveld hatdsa — amely kiesett a TRPV1-génhianyos egerek bormintai esetében —
amellett szol, hogy a capsazepin parcidlis agonistaként viselkedett modelliinkben a TRPV1-
receptoron. A ruténiumvordssel ellentétben a magasabb capsazepinkoncentracid is szelektiv
maradt a TRPV 1-re, mivel nem gatolta K'-ion hatasat. Emiatt kizarhat6, hogy valamilyen nem-
specifikus (pl. a fesziiltségfiiggé Ca’'-csatornak gatlasa révén; Docherty et al., 1997) médon
gatolnd az exocytoticus peptidfelszabadulast. Emiatt valoszintlisithetd, hogy a 100 uM hatésa 47
°C-on azért nem volt szignifikdns, mert okklizio lépett fel, nem hagyva teret a tovabbi
valaszfokozodasnak. Erdekes, hogy patkany soleus izomban a 30-100 uM capsazepin gatolta a
K'-ionnal kivaltott iCGRP-felszabadulast (Santicioli et al, 1993), jelezve, hogy a szer
szelektivitasa magasabb koncentracioknal szovetfiiggo.

A ruténumvordssel €s capsazepinnel nyert adataink egybevagnak egyrészt azzal, hogy
izolalt patkany n. ischiadicus preparatumon ezek a TRPVI1-antagonistdk szintén hatastalanok
voltak a forrd ingerrel kivaltott iCGRP-felszabadulassal szemben (Sauer ef al., 1999; 2001),
masrészt azzal a nézettel, hogy a forr6é ingerek periférias transzdukcidjaban a TRPV1 szerepe
minimalis, legaldbbis a patkdny és egér laban (lasd 1.4.1.4. pont). A capsazepin nem gatolta a
periférias nociceptorok termalis izgatdsaval kivaltott valaszt (Dickenson és Dray, 1991; Seno és
Dray, 1993). A ruténiumvords szintén nem gatolta a polimodalis nociceptorok hdvalaszat az
ujsziilott patkany gerincveld—farok preparatumban in vitro €s az izolalt 1abhati patkanybdrben,
noha a kapszaicin hatasat blokkolta (Dray et al., 1990; St. Pierre et al., 2009). Magatartasi
vizsgalatokban a TRPVI1-génhidnyos egerek hdvalasza intakt maradt egészen 50-52 °C-ig
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(Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Park et al., 2011; Marics et al., 2014). Mindez azonban
nem zarja ki a TRPVI esetleges jarulékos szerepét a neuropeptid-felszabadulashoz sziikséges
Ca*"-bearamlas létrehozasaban: a ruténiumvords kisérleteinkben megfigyelt tendenciozus, ambar
nem-szignifikans gatld hatdsa ezt tiikrozheti. Utobb végzett kisérletek valoban felvetették a
TRPV1 ilyen irdnyu szerepét (Zimmermann ef al., 2005).

Ugyanakkor eredményeink ¢les ellentétben allnak azzal, hogy 10 uM ruténiumvoros
vagy capsazepin a TRPVI1-altal kozvetitett hdvalaszt transzfektalt nem neurondlis sejtekben
er6sen (Tominaga et al., 1998), tenyésztett DRG neuronok forrd ingerrel kivaltott ionaramat
kisebb mértékben, de szignifikdnsan gatolta (Kirschstein et al., 1999; Nagy és Rang, 1999b;
Savidge et al., 2001). Utobbival egybevago adat, hogy a TRPV1-génhidnyos egerekbdl szarmazo
DRG neuronok hével kivaltott ionarama a 43-55 °C-os tartomanyban teljesen hianyzott
(Caterina et al., 2000; Davis ef al., 2000; Zimmermann et al., 2005).

Eredményeink — az irodalmi adatokkal egyetértésben — azt mutatjak, hogy a forr6 ingerek
transzdukciojdnak farmakoldgidja a TRPVI1-antagonistdk vonatkozasaban nagymértékben
kiilonbozik a periférias idegvégzddésekben és a TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, illetve
tenyésztett DRG neuronok sejttestén. Ennek egyik lehetséges magyardzata, hogy mig a forrd
ingerre adott valaszban a TRPV1 szerepe a nociceptiv primer afferens neuronok sejttestén
(kozel) kizardlagos, a periférias végzddésben csak minimalis. Ennek hatterében az allhat, hogy a
periférias nociceptorokban a TRPV1-en kiviil mas — ruténiumvordssel nem blokkolhatdo —
h6éérzékeny ioncsatorna vagy csatornak is expresszalodnak, amelyek redundans hdszenzorként
képesek atvenni a TRPV1 funkcijat annak farmakologiai blokkoldsa vagy genetikai hianya
esetén (a lehetséges jelolteket illeten lasd az 1.4.5 és 1.4.6. pontot).

3.6. Az in vitro kisérletek eredményei alapjan levonhato kovetkeztetések és

fontosabb megallapitasok

1./ A tartdsabb bradikininexpozicid hdszenzibilizald hatasa izolalt patkanybdr C polimodalis
nociceptorain COX-termékek altal kozvetitett jelenség.

2./ A PGE,/PGI; a szenzibilizaci6 fontos, de valosziniileg nem kizardlagos mediatorai.

3./ A flurbiprofen enantiomerei alkalmasak a COX-termékek mediatorszerepének kimutatasara.
4./ Valoszinlisithetd, hogy a bradikinin direkt akcidspotencial-generdld hatassal nem bir, az
annak tartott hatds extrém fokt hdokiiszobecsokkenés kovetkezménye, amely miatt a normal

kornyezeti hOmérséklet folyamatos hdingerként hat. Szamos mas kémiai agens (kapszaicin,
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bradikinin, ATP, szerotonin, prosztaglandinok) is képes a hokiiszobot a normal kornyezeti
homérseklet ala csokkenteni.

5./ A magas koncentracioban alkalmazott PGE,/PGI, fokozta a hdingerléssel kivaltott akcios
potenciadlok szamat az izolalt patkdnybér C polimodalis nociceptoraiban anélkiil, hogy azok
hokiiszobét megvaltoztatta volna.

6./ A PGE,/PGI, magas koncentracioban sem befolyasolta a forr6d ingerléssel (47 °C) kivaltott
1CGRP-felszabadulast izolalt patkanybdrben, ellenben az alacsony pH-val (protonokkal) kivaltott
valaszra facilitalo hatast fejtett ki.

7./ A PKA ¢és a PKC farmakologiai aktivalasa fokozta a forré ingerléssel kivaltott iCGRP-
felszabadulast, ellenben az intracellularis Ca**-koncentracié novelése gatlo hatast fejtett ki.

8./ A peptiderg polimodalis nociceptorok afferens (akcios potencialt generalo) €s lokalis efferens
(neuropeptid-felszabaditd) funkciojanak PGE,/PGI, altali szenzibilizalhatdsaga eltérd, ami a két
folyamat eltérd ionalis hatterével fligghet Ossze.

9./ Az izolalt patkanybdrben mért, forrd ingerekkel kivaltott iCGRP-felszabadulast nem gatolta
sem a ruténiumvords, sem a capsazepin. Ennek alapjan TRPV1-antagonistdk vonatkozasaban
nagymértékben kiilonbozik a forr6 ingerekre adott valasz a periférids peptiderg
idegvégzddésekben és a TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, illetve tenyésztett DRG neuronok
sejttestén.

10./ A capsazepin magasabb koncentracioban fokozta mind a bazalis, mind a hdvel kivaltott
1CGRP-felszabadulast, ami arra utal, hogy parcidlis agonistaként viselkedik a TRPVI-
receptoron.

11./ Eredményeink tamogatjak azt a nézetet, hogy a forrd ingerek transzdukcidjaban a nociceptiv
primer afferens neuronok sejttestén a TRPV1 szerepe kulcsfontossagu, ellenben a periférids

végzddésben (legalabbis a patkany €s egér 1aban) minimalis.
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4. A MAGATARTASI NOCICEPTIV HOKUSZOB MERESERE
ALKALMAS MUSZEREK ES HOKUSZOBCSOKKENESEN ALAPULO
TERMALIS ALLODYNIA-MODELLEK  KIFEJLESZTESE ES
VALIDALASA

4.1. Elozmények és célkitizés

A Dbevezetésben (1.3.2. pont) részletesen volt szo arrdl, hogy a termonocicepcid
allatkisérletes vizsgalatdban — szamos hatranyuk ellenére — domindlnak a latenciaidé mérésén
alapuldo modszerek (forro lap, ,tail-flick”, Hargreaves-féle plantarteszt). Bar torténtek
szorvanyos probalkozasok a nociceptiv hokiiszob mérésén alapuld paradigmék kifejlesztésére,
egyilk modszert sem alkalmaztidk hosszabb tdvon, igy a hokiiszobmérés nem valt a
fajdalomtesztek repertoarjdnak részévé. Ebben szerepet jatszhatott az a tény, hogy egyik
késziilékre sem fejlesztettek ki termdlis allodynia-modellt, azaz nem alkalmaztak olyan fizikai
vagy kémiai stimulust, amely a nociceptiv hokiiszobot lecsokkentette volna, termalis allodyniat
eredményezve. Ismert, hogy a hiperalgézia/allodynia allapotdban az analgetikumok alacsonyabb
doézisokban hatékonyak, mint a nem érzékenyitett alapallapotban. Munkacsoportunk latott
fantaziat a hokiiszObmérésben — elsésorban az elektrofiziologiailag meghatarozott hokiiszobbel
valé Osszevethetdség miatt — ¢és célul tlizte ki a hdokiiszOb mérésére alkalmas késziilékek
kifejlesztését, valamint a hokiiszob csokkenésén alapuld kiilonbdzd paradigmak kidolgozasat €s
validalasat.

Az ebbe a fejezetbe sorolt kisérleteknél szamos metodikai elem tulajdonképpen az
eredményekhez tartozik, emiatt leirdsuknal kissé rendhagyd beosztast alkalmaztam. Egyes
pontoknal — a konnyebb diszkutalhatdsag érdekében — az eredmények és a megbeszélés pontokat
Osszevontam, mashol azonban, ahol a konkluzié levonasa tobbféle eredmény Osszevetésén
alapul, meglriztem a hagyomanyos, elkiiloniilt , Eredmények™ és ,,Megbeszélés” pontokon

alapul6 strukturat.

4.2. A nociceptiv hokiiszob mérését alkalmazo patkanykisérletek kozos
metodikai elemei

A kisérleti protokollok megfeleltek a nemzetkozi etikai ttmutatdsoknak (Zimmermann,
1983), ¢és ezeket jovahagyta a Pécsi Tudomanyegyetem Etikai Bizottsaga. Kisérleteink zomét
140-200 g-os ndstény Wistar patkanyokon (Charles River Hungary Ltd, Budapest) végeztiik. Az

allatokat a Pécsi Tudomanyegyetem 4allathazaban tartottuk patogénmentes, légkondicionalt
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helyiségben 12 6ras megvilagitast és a taphoz, illetve ivovizhez ad libitum hozzaférést biztositva.
Az éllatok a kisérletet megel6z6 napon keriiltek a l1égkondicionalt laboratoriumba, ahol a tap és a
viz tovabbra is ad libitum rendelkezésiikre allt. A kisérletek folyaman mindig ugyanaz a személy
kezelte az allatokat. Ekkor egy kondiciondld hdkiiszobmérés (lasd lejjebb) tortént adaptacios
célbol, amelynek eredményét nem hasznaltuk fel az analizis sordn. A kisérlet napjan két
hokiiszObmérés tortént 30 perces 1dokozzel; ezek atlagat tekintettiik a kiindulasi, kontroll
nociceptiv hokiiszobnek.

Az analgetikumok vagy masfajta gatloszerek kiilonféle stimulussal (RTX-injekcio,
hétrauma vagy plantaris bemetszés) kivaltott hokiiszobesokkenésre kifejtett gatldo hatasanak
vizsgélata soran mindig aktualis szolvenskontrollt hasznaltunk: az allatcsoport egyik felét a
vizsgalt szerrel, a masik felét annak szolvensével kezeltiikk. Ez a metodus biztositotta, hogy a
stimulus (RTX, hotrauma, plantaris bemetszés) hdkiiszobcsokkentd hatasanak variabilitdsa a
kiilonb6z6é alkalmakkor hasznalt allatpopulaciokban a legkevésbé befolyasolja a szerek
hatasédnak vizsgalatat. A hokiiszobmérést végzé személy nem ismerte a kezelés fajtajat (aktiv
vagy szolvens). A szisztémas elokezelés mindig i.p. tortént (0,3 ml/100 g térfogatban), az
intraplantaris  (i.pl.) injekcidt 100 pl-es térfogatban adtuk. Az analgetikumok
hokiiszobesokkenést gatld hatisat szdzalékban adtuk meg kovetkezd képlet segitségével:
(Dropszoty — Dropger)/ Drops,ry x 100, ahol Drops,ry €s Drops,er az adott stimulussal (RTX,
hétrauma, plantaris bemetszés) kivaltott hokiiszobcsokkenés atlagat jelenti a szolvenssel, illetve
a szerrel kezelt allatokban egy adott idOpontban vagy kiilonbozé idépontokban mért
hokiiszobesokkenések 0sszegére vonatkozdan. A szazalékos gatlds alapjan dozis—hatas gorbéket
vettiink fel. Meghataroztuk a szerek minimalis haté¢kony dozisat (a legkisebb adott dozis, amely
szignifikdnsan gatolta a stimulus hokiiszobcsokkentd hatdsat) és EDsp-értékét (a szer maximalis
gatlo hatasanak a feléhez tartozo dozis).

A statisztikai analizis soran Student-féle egymintds (parositott) t-probat alkalmaztunk
azokban az esetekben, amikor egy szerrel tortént kezelés eldtti és utani hokiiszoboket
hasonlitottunk Ossze ugyanabban az allatpopulacidoban. Student-féle kétmintds (parositatlan) t-
probat hasznaltunk akkor, ha az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét annak
szolvensével kezeltiik, és a két csoportban — valamilyen, hokiiszobcsokkenést kivaltd agens
hatasara — egy adott id6pontban kialakuld hokiiszobcsokkenések Osszehasonlitdsa tortént.
Egyszempontos ANOVA utdni Newman—Keuls post hoc teszt alkalmazésara keriilt sor azokban
az esetekben, amikor ugyanabban az A4llatcsoportban kiilonb6z6 idépontokban mért
hokiiszoboket hasonlitottuk Ossze kezeletlen vagy a hdkiiszobesokkentd stimulusnak (RTX,

hétrauma, plantaris bemetszés) kitett allatokban. KétszempontosANOVA-t koveté Newman—
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Keuls post hoc tesztet hasznaltunk azokban az esetekben, amikor a szerrel, illetve annak
szolvensével kezelt két allatcsoportban a kiilonb6z6 idépontokban mért — kémiai vagy fizikai
stimulussal kivaltott — hokiiszobecsokkenéseket hasonlitottuk dssze.

A morfin-klorid (Ph. Hg. VII, PTE Egyetemi Gydgyszertar, Pécs), a diclofenac-natrium
(Research Biochemicals International, Natick, USA) és az ibuprofen-natrium (Sigma Chemical
Co., St. Louis, MO, USA) oldasa ¢és higitasa fiziologias sooldattal tortént. A paracetamolt (Ph.
Hg. VII, PTE Egyetemi Gyogyszertar) 12,5% 1,2-propandiolban oldottuk fel, és fiziologias
sooldattal higitottuk. Az RTX-et (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) ¢és az [-RTX-et
(Tocris Cookson, LTD, UK) etanolban oldottuk fel, és a 1 mg/ml-es torzsoldatot fiziologias
sooldattal higitottuk. Az a,B-metilén-ATP ¢és a piridoxal-foszfat-6-azofenil-2',4'-diszulfonat
(PPADS; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA) oldasa ¢s higitasa fiziologids sdoldattal
tortént. Az SB705498, a BCTC ¢és az AMG9810 szintézise a Richter Gedeon NyRT-ben tortént.
Mindharom vegylilet tisztasagi foka legalabb 99% wvolt. Minden doézis 5% Tween 80-at

tartalmazo fiziologids sdoldattal késziilt.

4.3. Az emelkedo homérsékleti forro lap és a resiniferatoxinnal Kkivaltott
hokiiszobcsokkenésen  alapulé  termalis  allodynia-modell  validalasa

patkanyban

4.3.1. Célkitiizés

Egy szamitogéppel vezérelt, emelkedd hdmérsékletli forrd lap kifejlesztését €s validalasat
tuztiikk ki célul. Ehhez a pécsi Supertech Kft. biztositotta a miiszaki-technikai tdmogatast. A
késziilék validalasa soran vizsgaltuk a hokiiszob reprodukalhatdsagat, referencia-analgetikumok

irant érzékenységét mind alapallapotban, mind hékiiszobesokkenéssel jarod termalis allodyniaban.

4.3.2. Modszerek

A nociceptiv hokiisz6b meérése az emelkedé homérsékletii forro lappal és a kontroll hékiiszob
Az emelkedd homérsékletti forrd lap harom részbdl allt: futdegység (20-szor 15 cm-es

fémlap), amely alatt volt a futdegység, felette pedig a plexibdl késziilt megfigyeldé kamra (25.

abra), vezérldegység, személyi szamitdgép. A specidlis célprogram lehetdvé tette a fémlap

futését kiilonbozo flitési sebességek megvalasztasaval. Ellendrzé mérések szerint a fiités kozel

egyenletes volt, és a fémlap kiilonb6zd pontjain termoelemmel egyidejiileg mért hdmérsékletek

eltérése kisebb volt, mint 0,5 °C. A ,,cut-off” homérséklet 50 °C volt.
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A hoOkiiszobmérés soran az allatokat a késziilék fémlapja feletti megtigyelé kamraba
helyeztiik 30 °C-os kiindulasi laphdmérséklet mellett. Ezutan a lapot szamitdogépes vezérlés
segitségével egyenletesen, 6 °C/perc sebességel flitottilk mindaddig, amig az 4llat valamely
végtagjan nocifenziv reakcio meg nem jelent. Ekkor az allatot azonnal kiemeltiik a kamrabol, a
fiitést megszakitottuk, majd a lapot jéghideg acélfedd rahelyezésével 30 °C ald hiitottiik. A
tipusos nociceptiv valaszreakcidé valamelyik hatsé 1ab nyalasa volt, a végtag razasa, megemelése,
vagy az allat felugrasa ritkdn volt megfigyelhetd. Azt a laphdmérsékletet, amelyik a fenti
reakciok barmelyikét kivaltotta barmely labon, tekintettiik a nociceptiv hdkiiszobnek. A
kiiszobmérést 30 perc mulva megismételtiik, és a két kiiszob atlaga adta a kiindulasi (kontroll
vagy alap) nociceptiv hékiiszobot. A hokiiszob reprodukalhatdosagat vizsgald, limitalt szamu
kisérletben mindkét hatsd6 végtag hokiiszobét meghatiroztuk: az egyik 1ldb nocifenziv
reakcidjanak bekovetkezése utan tovabb folytattuk a lap fiitését mindaddig, amig a masik 1ab is
reakcidt nem mutatott. Limitalt szamban 2842 g-os ndstény C57BL6 egereken (vad tipust,
illetve TRPV1-génhianyos) is végeztiink hokiiszobmérést. A vad tipusu egereket a Charles River
Hungary Ltd, Budapest szallitotta. A TRPV1 KO egereket dr. John B. Davis (GlaxoSmithKline,
Harlow, UK) ajandékként bocsatotta rendelkezésilinkre. A kiiszobmérés egérben hasonlé modon

tortént, mint a patkdnyoknal, a tipikus valaszreakcid valamely hatsé végtag nyalasa vagy razasa

volt.

25. abra. Az emelked6 hoémérsékleti
forr6 lap (Supertech Kft) futdfeliilete a
megfigyel6 kamraval és benne a tipusos

nocifenziv reakciot mutatd patkannyal.

Az analgetikumok alap hdkiiszobre kifejtett hatasainak vizsgélata soran a kontroll
hokiiszob meghatarozasa utan az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét annak
szolvensével kezeltiik 1.p. (0,3 ml/100 g). 30 perccel kés6bb megismételtiik a hokiiszobmérést. A
szerek hatasat a kezel€s utani €s eldtti hdkiiszobok statisztikai sszehasonlitasaval vizsgaltuk.
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Az RTX nociceptiv hokiiszobre kifejtett akut hatasanak, valamint e hatds farmakologiai

Ezekben a kisérletekben az egyik hatsd végtag nociceptiv kiiszobét mértiikk 15 °C-os
kiindulasi laphdmérséklet és 12 °C/perc fiitési sebesség alkalmazasaval (a mérési paraméterek
valtoztatasat az RTX massziv kiiszObcsokkentd hatasa tette sziikségess€). Az elsd mérés esetén a
lapot addig fiitottiikk, amig barmelyik hatsé végtag nocifenziv reakcidt nem mutatott. A 30
perccel késdbb megismételt mérés soran addig futottiik a lapot, amig annak a labnak a reakcidja
be nem kovetkezett, amelyik az els6 meéréskor mutatott reakciot. A két kiiszobérték atlaga
szolgéaltatta a vizsgalt 1ab kontroll hékiiszobét. Ezutan 0,048 nmol RTX-et vagy annak szolvensét
adtunk intraplantéris injekcid formajaban, majd 5, 10, 15, 20 és 25 perc mulva megismételtiik
mindkét hatso 1ab hokiiszobének mérését.

Az analgetikumok RTX-indukélta hékiiszobcsokkenésre kifejtett hatdsanak vizsgélata
soran mindig aktuadlis szolvenskontrollt hasznaltunk (lasd 4.2. pont): az RTX injekcioja elott 25
perccel az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét annak szolvensével kezeltiik.

Az RTX adésa utan 5, 10, 15 és 20 perccel megismételtiik a kezelt 1ab hokiiszobének mérését.

Az RTX nociceptiv hokiiszobre kifejtett hosszu tavu hatasanak vizsgalata

Az allatok mindkét hatsé lababa 0,048 nmol RTX-et vagy annak szolvensét adtunk
intraplantaris injekcio formajaban, majd 5, 10, 15, 20 és 25 perc mulva, valamint 1, 2, 4, 6 és 24
ora elteltével, majd naponként (1 héten at) megismételtiik a hdkiiszobmérést az elsOként reagalod
labra vonatkozdan. Ha elértiik a ,,cut-off” értéket, az allatot eltavolitottuk a laprol, és 50 °C-nak
vettiik a kiiszobot. A kétoldali kezelésre azért volt sziikség, hogy elkeriiljiik a nem kezelt lab
€gési sériilését, amely abbdl szarmazott volna, hogy az RTX hossza tava hatasként megemeli a

hokiiszobot.

A jod-resiniferatoxin (I-RTX) nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatasanak vizsgalata kontroll,
illetve szenzibilizalt allatokban

Az [-RTX akut és hossza tava hatasat vizsgald kisérletekben 0,1 illetve 1 nmol szer
kétoldali intraplantaris injekcidjat (100 pl) kovetéen ugyanazon idépontokban és ugyanazon
paraméterekkel tortént hokiiszobmérés az els6ként reagdld labra vonatkozdan, mint az RTX
esetében (lasd fent). Tovabbi kisérletekben azt vizsgéaltuk, hogy az I-RTX-szel tortént
intraplantaris eldkezelés (0,05 nmol, 50 pl) hogyan befolyasolja az 5 perccel késObb szintén
intraplantarisan adott RTX (0,048 nmol, 100 pl), illetve a,B-metilén-ATP (0,3 umoél, 100 pul)

hokuszobesokkentd hatasat.
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4.3.3. Eredmények és megbeszélés
Az emelkedo homérsékletii forro lappal mért nociceptiv hokiiszob reprodukadlhatosaga

A kezeletlen patkanyok hatsé laban mért nociceptiv hokiiszob 45,3+0,3 °C (n=36) volt. A
hokiiszobmérés adott allatcsoporton beliili variabilitdsanak vizsgalata soran 3 &llatcsoportban
(n=12-12) 5 percenként, 30 percenként, illetve naponként ismételtiik a hokiiszob mérését
mindkét hatsé végtagon 6-6 alkalommal (26. abra). Ezen eredmények statisztikai analizise
soran nem talaltunk szignifikdns kiilonbséget (i) ugyanazon 1ab kiilonb6z6é idépontokban mért
kiiszobei kozott; (i1) az allat kiilonboz6é idépontokban mért nociceptiv kiiszobértékei kozott (a két
lab kiiszobértéke koziil az alacsonyabbat tekintettiik az allat kiiszobének); (iii) a bal és jobb lab

egyazon idépontban mért kiiszobértékei kozott.
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A kiilonboz6 alkalmakkor hasznalt 4llatcsoportok kontroll kiiszobértékei sem mutattak
jelentds ingadozast (adatokat nem mutatunk), jelezve, hogy a nociceptiv hokiiszob allatcsoportok
kozotti  variabilitasa  szintén minimdlis. Mindez a nociceptiv  hokiiszobmérés  jo
reprodukalhatosagat jelzi. Megjegyzendd, hogy az allandé homérsékletii forrd lappal mért
latenciaidé rovidiil az ismételt mérések soran (Gamble és Milne, 1989; Plone et al., 1996;
Sandkiihler ef al, 1996). Ennek hatterében az allhat, hogy a kiiszobfeletti hdinger hatdsara a
nociceptiv idegvégzddések szenzibilizalodhatnak a forré ingerekkel szemben (Perl et al., 1976;
Meyer ¢és Campbell, 1981; Lyfenko er al., 2002). A hdkiiszob stabilitdsa annak lehet a
kovetkezménye, hogy a kiiszobingerek — szemben a kiiszob felettiekkel — kisebb mértékii
nociceptor-aktivaciot okoznak, amely nem valt ki olyan utéhatdst a nociceptorokban, ami az
ismételt ingerre adott valaszt modositand akar a szenzibilizdcio, akdr a deszenzibilizcio

iranyaba.

Referencia-analgetikumok hatasa a nociceptiv hokiiszobre

A szisztémasan adott morfin, diclofenac és paracetamol egyarant dozisfliggd modon
megemelte a nociceptiv hokiiszobot (27. abra). Mivel egyik vegyiilet olddszere sem okozott
szignifikans hokiiszobvaltozast (adatot nem mutatunk), a szerek hatdsainak statisztikai elemzése
soran a kezelés elotti €s utdni hokiiszoboket hasonlitottuk Ossze. A morfin bizonyult a

leghatékonyabbnak €s egyben a legpotensebbnek (mg alapon) is; a diclofenac €s a paracetamol
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27. abra. A morfin, diclofenac, illetve paracetamol hatasa a nociceptiv hokiiszobre i.p. adas utan 30 perccel mérve.
A hokiiszob-emelkedés a szer adasa utani és a kiindulasi (kontroll) kiiszob kozotti kiilonbséget jelenti. Az adatok
atlag+SEM értékek (n=12). Mivel egyik szer szer szolvense sem befolyasolta szignifikdnsan a hokiiszobot, a szer
adasa el6tti és utani hokiiszobot a Student-féle egymintas t-probaval hasonlitottuk 6ssze. A csillagok statisztikailag
szignifikans (p<0,05) eltéréseket jeleznek.
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hatékonysaga hasonlonak adodott, a diclofenac nagyobb hataserdssége mellett. A szerek
minimalis hatékony dozisat (a legkisebb adott dozis, amely szignifikans kiiszobemelkedést
okozott) ¢és az 1 °C-os kiiszobemelkedésnek megfeleld (szamitott) dozist az 4. tablazat
tartalmazza. A morfinnal és paracetamollal nyert eredményeink egybevagnak Hunskaar ¢€s
munkatarsai (1986) sajat fejlesztésti emelkedd homérsekletti forrod lapjaval mért adataival. A 10
mg/kg diclofenac szignifikans hokiiszobemeld hatasa figyelemreméltd, mivel a hagyomanyos
forr6 lappal 100 mg/kg dozisig egyetlen vizsgalatban sem tapasztaltak latenciamegnyulést
(Bjorkman et al., 1990; Engelhardt ef al., 1995; Santos ef al., 1998), mig a paracetamol esetében
ellentmondasos eredményeket kaptak (Pini et al., 1996; Amabeoku et al., 2000; Kouadio et al.,
2000; Sandrini et al., 2001). A morfin minimalis hatékony ddzisa hasonlonak adddott, mint az

allando hémérsékletii forrd lap esetében (lasd Vogel és Vogel, 1997; Le Bars et al., 2001).

Az RTX akut hatasa a nociceptiv hokiiszobre

Az RTX szolvensének (100 pl 0,03%-os etanol fiziologias so6oldatban) intraplantaris
injekcidja nem okozott semmiféle nocifenziv reakciot, az emelkedd homérsékletli forré lapon
pedig a szokasos nyaldsi reakcid6 volt megfigyelhet6 a kontrollhoz képest valtozatlan
hokiiszobértek mellett (adatokat nem mutatunk). Az RTX intraplantéris injekcioja (0,048 nmol)
tipusosan maximum 5 percig tartd nocifenziv reakciot valtott ki, amely a talp nyaldsaban,
harapdsaban, ritkdn annak emelésében nyilvanult meg. Ennek lezajldsa utan az emelkedd
homérsekletli forrd lapon tesztelve az elsd nocifenziv reakcio a 1ab emelése volt (ami nem kezelt
allatoknal nagyon ritkan fordult eld). Ez a valasz az esetek egy részében ismétlodd, fazikus
reakcid volt, maskor pedig folyamatos, tobb masodpercig tartd. A labemelési reakcid 3441 °C-
os laphdmérsékletnél kovetkezett be, majd 4—-6 °C-kal magasabb hdmérsékletnél jelent meg a 1ab
nyalasi reakcidja (28. abra). Mindkét reakciora nézve a hokiiszob 5 perccel az RTX adasa utan
volt a legalacsonyabb, €és fokozatosan tért vissza a kontroll értékre a 25. percre. A nem kezelt 1ab
csak a nyalasi reakciot mutatta, a kontrollhoz képest valtozatlan kiiszobérték mellett, jelezve,
hogy az RTX hatésa lokalis volt. Az I-RTX-szel tortént intraplantéris elékezelés (0,05 nmol, 5
perccel az RTX-injekcio eldtt) szignifikdnsan gatolta az RTX hdkiiszobecsokkentd hatasat,
igazolva a TRPV 1-receptor kdzvetitd szerepét (32. abra).

Elséként tudtuk kimutatni TRPV1-agonista nociceptiv hokiiszobot csokkentd hatasat éber
allatban. Az RTX massziv hokiiszobcsokkentd hatdsa 6sszecseng azzal, hogy a kapszaicin is ki
tud valtani termalis szenzibilizdciot. Emberben a bérre adva a nociceptiv hékiiszobot a 30-31

°C-os tartomanyba viszi le, és intradermalisan alkalmazva hiperalgéziat indukal (Szolcsanysi,
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1977, Simone et al., 1987). Patkdnyban intraplantiris vagy topikalis adas esetén a

labvisszahtzasi latencia rovidiilését valtja ki (Gilchrist et al., 1996; Yeomans ef al., 1996).
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28. abra. Az egyik oldali labba adott RTX (0,048 nmol) hatasa a nociceptiv hokiiszobre. Az adatok atlag+SEM
értékek (n=12). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeleznek a kezelt 1ab kontroll kiiszobéhez képest
(p<0,05, egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt). Az RTX szolvense (100 pl 0,03%-os etanol
fiziologias sooldatban) nem moddositotta a hokiiszobot, és csak a 1ab nyalédsi reakcidja volt megfigyelhet a
szolvenssel kezelt allatokban (adatot nem mutatunk).

Egyrost-elvezetéses, illetve izolalt szenzoros neuronokon végzett ,,patch-clamp” kisérletekben is
kimutattdk a kapszaicin termalis szenzibilizalo hatasat (Kirchstein et al., 1997; Gilinther et al.,
1999; Vyklicky et al., 1999).

Erdekes modon az RTX hatasa alatt az emelkedd hdmérsékletii forré lapon egy uj fajta
reakcid, a lab emelése volt az elsd nocifenziv valasz, amelyet magasabb hdmérsékletnél kovetett
az alaphelyzetben tipikus nyalasi reakcid. Az RTX okozta kiiszobecsokkenést hdallodyniaként
értelmezhetjiik, hiszen normal koriilmények kozott a 34-41 °C-os homérsékleti ingerek nem
valtanak ki nocifenziv reakciot. Valdjaban minden olyan modszernél, ahol a termalis,
mechanikai vagy kémiai nociceptiv kiiszob mérése torténik, az érzékenyitett allapot, amely a
kiiszob csokkenésével jar, allodyniaként értelmezendd. Ezzel szemben a latenciamérésen alapulo
modszereknél nem lehetséges a hiperalgézia és az allodynia megkiilonboztetése, hiszen mindig

kiiszobfeletti ingert alkalmaznak.

Referencia-analgetikumok hatasa az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenésre
A szisztémasan adott morfin, diclofenac és paracetamol egyardnt gatolta az RTX-szel

kivaltott nociceptiv hdkiiszobcsokkenést mind a négy mérési idépontban a szolvenssel
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Osszehasonlitva (29. abra). Az analgetikumok gatld hatasdnak jellemzésére két paramétert
hasznaltunk: az 5. percben mért hdkiiszobcsokkenés az RTX hatasanak maximumat jelenti, mig
az 5., 10., 15. és 20. percben mért hdkiiszobcsokkenések Osszege integrativ paraméterként a
teljes RTX-hatast tiikr6zi. A gatlast szazalékban adtuk meg a 4.2. pontban targyalt képlet

segitségével mindkét paraméterre. A 30. abra példaként mutatja az 1 mg/kg diclofenac hatasat.
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29. abra. Doézis—hatas Osszefliggés a morfin, diclofenac és paracetamol eldkezelés (i.p., 25 perccel az RTX adasa
el6tt) RTX-allodyniara (hékiiszobesokkenésre) kifejtett, szazalékban megadott gatlod hatasara vonatkozéan (n=10—12
mindegyik csoportban). A folyamatos vonal az 5. percben mért kiiszobcsokkenésre, a szaggatott vonal az 5., 10., 15.
és 20. percben mért kiiszobcsokkenések dsszegére vonatkozik. A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket
(p<0,05, Student-féle kétmintas t-proba) jeleznek a szolvenshez képest (minden szernél mindkét vonal pontjaira
vonatkoznak).

I saline i.p. + RTX i.pl.
B Diclofenac 1 mg kg 'i.p. + RTX i.pl

48 4
44 4
4 p<0.05
36 4
324

28 4

Heat threshold (°C)

24

20

Control 5 10 15 20
min
30. abra. A diclofenac-clékezelés (1 mg/kg i.p., 25 perccel az RTX adasa el6tt) hatasa az RTX-szel kivaltott
hokiiszobesokkenésre. Az adatok az RTX-szel kezelt 1ab kiiszobértékei atlag+SEM formaban (n=12 mindkét
csoportban). A diclofenac hatasa szignifikans (p<0,05, Student-féle kétmintas t-proba) volt a szolvenséhez képest
mind az 5. percben mért kiiszobcsokkenésre, mind az 5., 10., 15. és 20. percben mért kiiszobcsokkenések Osszegére
vonatkozoan.
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A kétféle paraméter alapjan nyert dozis—hatds gorbék hasonloak, azonos minimalis
hatékony dozissal mindhdrom szerre vonatkozéan. A morfin és a paracetamol gorbéje meredek,
100%-ot elérd gatlassal. Ezzel szemben a diclofenac maximalis gatlo hatdsa csak 40% koriili
érték, €s a gorbe relative lapos. A dozis—hatds gorbék alapjan meghatarozott minimalis hatékony
dozisokat és EDso-értékeket az 4. tdbldazat tartalmazza. Eszerint mindharom szer minimalis
hatékony dozisa az antiallodynids hatasra nézve joval alacsonyabb, mint a kontroll hdkiiszob
emelkedésére vonatkozoan. Emiatt az RTX-szel kivaltott hdkiiszobcsokkenés gatlasan alapulod
nociceptiv teszt érzékenyebb paradigma a morfin, diclofenac ¢és paracetamol termalis
antinociceptiv hatdsanak kimutatisara, mint a kontroll kiiszob megemelésén alapuld vizsgalat.
Hangstlyozandd, hogy a morfin ¢s a diclofenac minimalis hatékony antiallodynias dozisa kozel
van a klinikai gyakorlatban hasznalt huméan d6zisokhoz, ami szintén a paradigma farmakologiai

érzékenységét jelzi.

4. tablazat. A morfin, diclofenac és paracetamol hatékony dozisai a kontrol hokiiszo6b emelésére
és az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenés gatlasara vonatkozoan.

Morphine Diclofenac Paracetamol

Elevation of the Minimum ED,-c Minimum ED,¢ Minimum ED,.c
heat threshold effective dose (mgkg™") effective dose (mgkg™") effective dose (mgkg™")

(mgkg™") (mgkg™") (mgkg™")

3 4.5 10 40 200 160
Inhibition of the Minimum EDs, Minimum EDs, Minimum EDs,
RTX-induced effective dose (mgkg™) effective dose (mgkg™") effective dose (mgkg™)
threshold drop (mgkg™") (mgkg™") (mgkg™")

1 0.8 1 0.7 100 120

1 0.5 1 0.6 100 115

Minimalis hatékony dozis: a legkisebb adott dozis, amely szignifikansan novelte a kontroll hokiiszobét, illetve
szignifikdnsan gatolta az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenést. EDjoc: az 1 °C-os kiiszobemelkedésnek megfeleld
doézis. EDsy: az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenés maximuma 50%-os gatlasanak megfelelé doézis. Ez utdbbi
értékeket az 5. percben mért hokiiszobesokkenésre (felsé szam) vagy az 5., 10., 15. és 20. percben mért
hokiiszobesokkenések 0sszegére (alsd szam) vonatkozoan adtuk meg.

Az RTX hokiiszobcsokkentd hatasanak fazikus jellege (gyorsan kialakulo és rovid hatés)
valdszinlitlenné teszi, hogy a valasz soran szamottevé mértékii gyulladasos reakcio alakuljon ki.
Emiatt a diclofenac hatidsa primer antinociceptiv hatasként értékelendd, és nem tekinthetd a
gyulladasgatlo hatas kovetkezményének. EbboOl a szempontbol az RTX-hdallodynia-modell
elényds, mivel szdmos mas haszndlatos hiperalgézia-modellben (pl. carregenin, Freund-
adjuvans) jelentds gyulladasos komponenssel kell szamolni, ami akadalyozza a gyulladasgatlo €s

az antinociceptiv hatasok elkiilonitését.
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Az RTX hosszu tavu hatdsa a nociceptiv hokiiszobre

Az RTX szolvensének injekcioja mindkét hatso 1ab talpaba sem rovid tava (5-30 perc),
hosszu tava (1 ora—7 nap) valtozdst nem okozott a nociceptiv hdkiiszObben (adatokat nem
mutatunk), amely kivalo reprodukélhatosaga miatt naponkénti mérésekre is alkalmas (lasd 26.
abra, also panel). A szintén bilateralisan adott RTX (0,048 nmol/1ab) hatasara nocifenziv
reakcid lépett fel mindkét ldbon (kevesebb, mint 5 percig), majd ennek lecsengése utan a
nociceptiv hokiiszob 20 perces idOtartamra lecsokkent (a részleteket lasd feljebb, az egyoldali
RTX-injekci6 hatdsainak lefrasanal). Egy oraval az RTX-adas utdn szignifikans hokiiszob-
emelkedést mértiink, ami hasonl6 mértékben jelentkezett a 2., 4, 6. és 24. o6raban, majd ezt
kovetden az 5. napig (31. abra). Ezen teljes id0szakban a labemelési reakciot egyetlen esetben
sem tapasztaltuk, az allatok mindig valamely hatsé 1ab nyalasaval reagaltak a termalis ingerlésre.
A maximalis hokiiszob-emelkedés 3 °C koriili volt. Az 1 6ra utan mért tartds, de reverzibilis
hokiiszob-emelkedést az RTX idegvégzddés-szintli deszenzibilizald hatisaként értelmezhetjiik
(lasd 1.4.1.5. pont), mivel a bazélis nociceptiv hokiiszOb meghatarozasaban patkany talpan a
TRPV1-nek nincs szerepe (lasd lejjebb az I-RTX hatdsanak hianyat a hokiiszobre és a 4.6.3.
pontot). Hasonlo hatast irt le a kapszaicinre Szolcsanyi (1985; 1987b) az altala kifejlesztett
moddszerrel, amely csak a nociceptiv hdkiiszob hozzavetdleges meghatarozasat tette lehetdve

(lasd 1.3.5. pont). A hagyomanyos forrd lappal, illetve a ,.tail-flick” modszerrel vizsgalva egyes
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31. abra. A kétoldali intraplantaris RTX-injekcid (0,048 nmol/1ab) hosszu tava hatdsa a nociceptiv hokiiszobre. Az
adatok atlag+SEM értékek (n=12). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeleznek a kontroll kiiszobhoz
képest (p<0,05, egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt). Az RTX szintén bilateralisan adott szolvense
(100 pul 0,03%-0s etanol fizioldgias sdoldatban) nem befolyasolta szignifikdnsan a hokiiszobot (adatot nem
mutatunk).
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vizsgalatokban ki tudtak mutatni a kapszaicin termalis antinociceptiv hatasat, masokban azonban
nem (Szolcsanyi, 1976; 1985; Obal et al., 1979; Hayes és Tyers, 1980; Gamse, 1982; Bittner €s
Lahann, 1984), noha a szer deszenzibilizald hatésat elektrofiziologiai kisérletekben egyértelmiien
sikerlilt demonstralni (Szolcsanyi, 1987a; 1987b; Szolcsanyi, 1990). Mindezek alapjan
elmondhatd, hogy a nociceptiv hokiiszob mérése alkalmas a TRPVI1-agonistak szenzoros

deszenzibilizalo hatasanak in vivo vizsgalatara (a tovabbi kisérleteket lasd az 5.7. pontban).

Az I-RTX és az o, f-metilén-ATP hokiiszobbel kapcsolatos hatdsai

A TRPVl1-receptor-antagonista [-RTX (Wahl et al, 2001; Undem ¢és Kollarik, 2002)
intraplantaris injekcidja (0,1 és 1 nmol) nem valtott ki sem nocifenziv reakcidt, sem
hokiiszobvaltozast sem akutan, az 5-60. perc sordn, sem hosszi tdvon, 1-5 napig vizsgélva
(adatokat nem mutatunk). Az in vitro adatoknak (Wahl ef al.,, 2001; Undem ¢és Kollarik, 2002)
megfeleléen nem valoszinilisithetd, hogy az I-RTX parcidlis agonista lenne a TRPV1-receptoron,
hiszen nem valtott ki sem nocifenziv reakciot, sem akut hokiiszobcsokkenést. A TRPV1-agonista
RTX-szé vald szamottevo atalakulasa sem tételezhetd fel, mert hosszi tavon nem valtott ki
hokiiszob-emelkedést. Az [-RTX akut hokiiszobemeld hatdsanak hidnya arra utal, hogy a TRPV1
nem vesz részt a nociceptiv hokiiszob beallitdsaban a patkany talpan (hasonloan az egér
talpahoz, lasd lejjebb).

Az intraplantaris [-RTX-eldkezelés (0,05 nmol, 5 perccel az RTX el6tt) tobb mint 50%-
kal csokkentette a talpba adott RTX hdkiiszobcsokkentd hatdsat mind az 5 perces mérés, mind a
hokiiszobesokkenések Osszege alapjan (32. abra). Ez igazolja az I-RTX in vivo TRPVI-
antagonista hatasat. Az o,f-metilén-ATP intraplantaris injekcidja (0,3 pmol) szintén
hokiiszobesokkenést valtott ki az 5. percben 39,5+1,2 °C; a 10. percben 42,0+0,9 °C-os
kiiszobértéket eredményezve (n=8, p<0,05 mindkettdnél egyszempontos ANOVA utani
Newman—Keuls-teszttel vizsgalva). A P2-purinoceptorokat blokkolé PPADS (0,15 pmol i.pl. , 5
perccel kordbban) szignifikansan, 83%-kal gatolta az a,B-metilén-ATP hdkiiszobcsokkentod
hatasat az 5. percben a szolvenséhez képest (n=8, p<0,01, Student-féle kétmintas t-proba),
igazolva a P2-purinoceptorok kozvetitd szerepét. Az a,p-metilén-ATP hokiiszobesokkentd hatasa
O0sszhangban van az ATP és analdgjainak a plantarteszttel kimutatott termdlis hiperalgéziat
okoz6 hatasaval (Hamilton ef al., 1999). Mivel az I-RTX-el6kezelés nem befolyasolta az a,p-
metilén-ATP hokiiszobcsokkentd hatasat (32. abra), kizarhatd, hogy a TRPV1-receptorblokktol
fiiggetlen, pl. helyi érzéstelenité hatdsa lenne. Eredményeink alapjan elmondhat6, hogy az

emelkedd homérsékleti forrd lap az RTX-allodynia-modellel alkalmas nemcsak TRPV1-
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receptor-agonistak, hanem -antagonistak in vivo vizsgalatdra is (a TRPVI1-antagonistakkal

kapcsolatos tovabbi kisérleteink leirdsat 1asd a 4.6. pontban).
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32. abra. A jod-resiniferatoxin (I-RTX, 0,05 nmol/lab) hatasa az RTX-szel (0,048 nmol/lab) és az a-B-metilén-
ATP-vel (meATP, 0,3 mmol/1ab) kivaltott hokiiszobesokkenésre az 5. percben mért kiiszobcsokkenés (felsé panel),
illetve az 5., 10., 15. és 20. percben (RTX utan), valamint az 5. és 10. percben (meATP utan) mért
kiiszobcsokkenések Osszege (alsé panel) alapjan. Az adatok atlag+SEM értékek (n=8). A csillagok statisztikailag
szignifikans eltéréseket (p<0,05, Student-féle kétmintas t-proba) jeleznek a szolvenshez képest.

Vad tipusu és TRPV1-génhianyos egerek hokiiszobének osszehasonlitasa

Nem talaltunk szignifikans eltérést a TRPVI1-génhianyos és a vad tipusu egerek
nociceptiv hdkiiszobe kozott (45,6+0,5 versus 45,2+0,4 °C, n=10, p=0,76, Student-féle kétmintas
t-proba). Ez arra utal, hogy alaphelyzetben a TRPV 1-receptor nem jarul hozza egér hatso laban a
nociceptiv hdkiiszob beallitdsahoz. A helyzet hasonldé a patkdnytalp esetében is, hiszen a
TRPV1-antagonista [-RTX intraplantaris injekcidoja nem emelte meg a patkdnyok hatsd ldbanak
nociceptiv hokiiszobét (1asd feljebb). A TRPV1-nek a nociceptiv hékiiszobben jatszott szerepére

vonatkoz6 tovabbi kisérleteinket lasd a 4.6. €s az 5.6. pontban.
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4.4. Az emelked6é homérsékletii vizfiirdo és az enyhe hétraumaval Kivaltott
hokiiszobcsokkenésen  alapulé  termalis  allodynia-modell  validalasa

patkanyban

4.4.1. El6zmények és célkitiizés

Az emelkedd homérsékletii forrd lap modszerrel nyert eredményeink igazoltak, hogy a
nociceptiv hokiiszob mérése igéretes megkdzelités a termonocicepciod vizsgalatara. Ugyanakkor
a kifejlesztett késziilékkel kapcsolatban sorozatos meghibasodasok léptek fel, amelyek
korrekcioja nem sikertiilt kielégitd mértékben. Ezért alternativ megoldasként egy masik, szintén a
nociceptiv hokiiszob mérésére alkalmas késziilek kifejlesztését tartottuk célravezetOnek,
amelynek ,,0se” a korabbiakban mar bevalt. Amint arr6l fentebb emlités tortént, Szolcsanyi
Janos mar 1985-ben végzett olyan kisérleteket (Szolcsanyi, 1985; 1987b), amelyekben éber
patkany egyik hatso labat allanddé homérsékletli vizfiirdébe martotta oly modon, hogy a vizfiirdd
hémérsékletét 1 °C-os 1épésekben novelte mindaddig, amig az allat a labat ki nem rantotta a
vizb6l. Ezzel a mddszerrel kozelitéleg tudta mérni a nociceptiv hokiiszobot. Ebbdl kiindulva
kivantunk kifejleszteni — egy madasik miiszaki kooperacios partnerrel egyiittmiitkédve — olyan
emelkedd hémérsékletii vizfirdét, amely alkalmas a nociceptiv hdkiiszob pontos

meghatarozasara.

4.4.2. Modszerek
A nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedo homérsékletii vizfiirdovel

Az emelked6 homérsékletli vizfiirdot az Experimetria Kft-vel (Budapest) egyiittmikodve
fejlesztettiik ki. A késziilék két részbdl all: egy miianyag hengerbdl (12 cm belsé atmérd, 14 cm
magassag), amelynek az aljan talalhaté az elektromos flitdegység €s a vezérldegységbol,
amelynek segitségével a hengerben levd viz gyorsan és viszonylag egyenletesen felmelegithetd
(33. abra). A vezérléegység mutatja a vizflirdd aktualis hdmérsékletét, amelyet a flird kdzepén,
a vizfelszin alatt 35 mm-rel mér egy termoelem. A késziiléken bedllithato a flités kiindulési
hémérséklete (30 vagy 40 °C) és sebessége (6, 12 vagy 24 °C/perc). A fiités egy labkapcsoloval
megallithato, ilyenkor az aktudlis vizhOmérseklet fixalodik a kijelzOn. A viz visszahiitése oly
modon torténik, hogy egy pumpa hideg vezetékes vizet sziv be a vizflirdébe, ahonnan a talfolyo
viz elvezetddik. A vizhdmérseklet egyenletességét a felfiités soran egy adott rétegben oly médon
vizsgaltuk, hogy 5 termoelemet helyeztiink el 30 mm-re a kdzépponttdl egyenletesen a keriilet
mentén €s 35 mm-rel vizfelszin alatt, és ezeket egy tobbcsatornas hdmérsékletmérd késziilékhez

(Columbus Instruments, Columbus, Ohio, USA) csatlakoztattuk.
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33. abra. Az emelked6 homérsékletli vizflirdd (A panel) és a nociceptiv hokiiszob mérése éber patkanyban (B
panel).

A mérési helyeket ugy valasztottuk meg, hogy nagyjabol egybeessenek azokkal a poziciokkal,
ahova a patkany hatso laba kertilhet a kiiszobmérés soran. Hat egymas utani futési ciklus (30 °C-
os kiinduldsi hémérséklet és 24 °C/perc flitési sebesség) soran 4 masodpercenként mértik a
vizhomérsékletet egyidejiileg az 5 pontban. Nem talaltunk szignifikans kiillonbséget az 5 mérési
pont homérséklete kdzott egy adott idopontban (kétszempontos ANOV A utani Newman—Keuls-
teszttel), ami arra utal, hogy a fltés viszonylag egyenletes hdeloszlast biztosit egy adott
vizrétegben. A kiindulasi (kontroll) hékiiszob méréséhez 30 °C-os kiindulasi hoémérsékletet, 24
°C/perc flitési sebességet ¢s 53 °C ,,cut-off” homérsékletet allitottuk be. A patkanyt fliggdleges
testhelyzetben gyengéden kézbefogva az egyik hatso labat kb. 3—4 cm mélyen belemartottuk a
vizfirdébe. Ezutan elinditottuk a fitést. Amikor az allat kihuzta a labat a vizb6l, azonnal
leallitottuk a fitést, és a késziilék altal kijelzett hémérsékletet tekintettiik a 1ab nociceptiv
hékiiszobének. A kiiszobmérést 30 perc mulva megismételtiik ugyanazon a végtagon, és a két
kiiszob atlaga adta a kiindulasi nociceptiv hokiiszobot. A hokiiszob reprodukalhatosagat vizsgald
kisérletben mindkét hatsé végtag hokiiszobét meghataroztuk: eldszor az egyikét, majd 10 perc
mulva megismételtiik ugyanazon a labon a kiiszobmérést, egészen a 60. percig. Ezt kdvetden a

masik labon végeztiik el 10 percenként a méréseket.

Az enyhe hétrauma nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatasanak, valamint e hatas farmakologiai

A kiindulasi hokiisz6b mérése utan az allatokat dietiléter alkalmazasaval boditottuk, és az
egyik hatso labat 51 °C hémérsékletli vizbe martottuk 20 masodpercig. Az enyhe hétrauma ezen
paramétereit elkisérletekben valasztottuk oly modon, hogy az allatok ébredés utan nocifenziv

reakciot ne mutassanak, de jelentés hdkiiszobesokkenés jojjon létre. Az allatok felébredését
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kovetden a hdtrauma utan 0,5, 1, 1,5, 2, 4 és 24 oOraval tortént hokiiszObmérés a termalis
allodynia kinetikajanak vizsgalata céljabdl. A referencia-analgetikumok hatasanak vizsgalata
soran a hétrauma utan 10 és 20 perccel tortént hokiiszobmérés a termalis allodynia verifikalasa
céljabola (a 3 °C-nal kisebb kiiszobcsokkenést mutatd allatokat kizartuk a tovabbi vizsgalatbol).
Ezt kovetéen a szert vagy annak szolvensét adtuk ip. vagy intraplantdrisan a 20 perces
kiiszobmérés utan kozvetleniil. Ezutan a 40., 50. és 60. percben mértiik a hdkiiszobot

(intraplantaris adas esetén mar a 30. percben is).

4.4.3. Eredmények és megbeszélés

Az emelkedo homérsékletii vizfiirdovel mért nociceptiv hokiiszob reprodukalhatosaga és az enyhe
hotrauma hatasa a nociceptiv hokiiszobre

A kezeletlen patkanyok hatso laban az emelkedd homérsékletli vizfiirdovel mért
nociceptiv hokiiszob 43,5+0,4 °C volt (n=10). Tizpercenként ismételt kiiszObmérés soran nem
talaltunk szignifikans eltérést a bal vagy a jobb lab kiilonb6z6é idépontokban mért hokiiszobei
kozott (34. abra, egyszempontos ANOVA-t kdveté Newman—Keuls-teszt). Ez arra utal, hogy a
nociceptiv hokiiszob az emelkedé homérsékletii vizfirdovel ugyanolyan jol reprodukalhato

moédon mérhetd, mint az emelkedd hdmérsékletii forrd lappal.
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34. abra. Az emelkedd hémérsékletli vizfirdével meghatarozott nociceptiv hékiiszob reprodukalhatosaga ismételt
mérések soran ugyanazon allatcsoportban (n=8). Az adatok atlag+SEM értékek. Nem wvolt statisztikailag
szignifikans kiilonbség a bal vagy a jobb hatso 1ab kiilonbdz6 iddpontokban mért hdkiiszobei kdzott egyszempontos
ANOVA utani Newman—Keuls-teszttel vizsgalva.
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A hétrauma (51 °C, 20 s) utdn az allatok néhany percen beliil felébredtek az
¢ternarkozisbol. Ezt kovetden nocifenziv reakcid6 nem volt megfigyelhetd. A hétrauma utan fél
oraval 7-8 °C-kal lecsokkent a hdkiiszob, €s ez a termalis allodyniaként értékelhetd hatas a 2. 6ra
veégéig kozel allando mértékben fennallt (35. abra). 24 oraval a hétrauma utdn a hokiiszob
visszatért a kiindulasi értékre. Az éternarkdzis Onmagaban nem befolyasolta a nociceptiv

hokiiszobot, mivel a hotraumanak ki nem tett 1ab hokiiszobe nem mutatott semmiféle valtozast.

—u—injured paw (51 "C 20 s)
--- - uninjured paw

e
=S
L

e
L]
1

40 -

Noxious heat threshold ("C)

32 T T T T T 1 T
Control 0.5 1 1.5 2 4 24 h
after heat injury

35. abra. Enyhe hétrauma (51 °C-os vizbe martas 20 masodpercig) hatasa a hatsé 1ab nociceptiv hokiiszobére. Az
adatok atlag+SEM értékek (n=12). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeleznek a kiindulasi kontroll
értékhez képest (p<0,05, egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt).

Bar emberben pszichofizikai és elektrofizioldgiai vizsgdlatokban mar kimutattdk a
termalis fajdalomkiiszob csokkenését hétrauma hatasara (Meyer és Campbell, 1981, LaMotte et
al., 1982), illetve allatkisérletekben latenciaméréses modszerekkel detektaltak a hdtraumaval
kivaltott termalis hiperalgéziat (Coderre és Melzack, 1987; Nozaki-Taguchi és Yaksh, 1998), a
jelen munka az els6 dokumentalt kisérlet, amelyik a hétrauma hokiiszobesokkentd hatasat éber
allatban kimutatta. Az altalunk patkanyban mért, hétraumdval kivaltott hokiiszobcsokkenés
mértéke és kinetikaja hasonldo, mint a korabbi humdn vizsgalatokban tapasztalt (Meyer ¢és
Campbell, 1981, LaMotte ef al., 1982).

Kiemelendd, hogy a jelentés mértékii hokiiszobesokkenés nocifenziv reakcid nélkiil
alakult ki, A kisérleteinkben kimutatott hdkiiszObcsokkenést termalis allodyniaként
értékelhetjiik, amelynek kinetikaja hasonld, mint a latenciaméréses allatkisérletekben kimutatott,
szintén hétraumaval kivaltott termalis hiperalgéziaé (Coderre és Melzack, 1987; Nozaki-Taguchi

¢s Yaksh, 1998). Ugyanakkor eltérés, hogy Coderre ¢és Melzack (1987) kisérleteiben az
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ellenoldali labon is kialakult hiperalgézia, nalunk viszont csak a hétraumdnak kitett labon volt
kiiszobcsokkenés, ami talan azzal magyarazhat6, hogy mi enyhébb hétraumat alkalmaztunk. Az
enyhe hdétraumaval kivaltott termalis allodynia a klinikailag relevans elséfoka é€gési sériilés

allatkisérletes modelljének tekinthetd, emiatt transzlacios szempontbol is jelentos.

Referencia-analgetikumok hatasa az enyhe hotraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenésre

A szisztémasan adott morfin, diclofenac, ibuprofen és paracetamol egyardnt gétolta az
enyhe hétraumaval kivaltott hdkiiszobcsokkenést (36. abra). A 40., 50. és 60. percben mért
hokiiszobcsokkenés Osszege alapjan  szamitott szazalékos gatlasok (lasd 4.2. pont)
felhasznalasaval nyert dozis—hatas gorbéket a 37. abra mutatja. A morfin legnagyobb dozisa
kozel teljes gatlast okozott, de a masik harom szernél is 50% f6lott volt a maximalis gatlas. A
morfin, ibuprofen és a paracetamol esetében a gatlas dozisfiiggdnek mutatkozott, ellenben a

diclofenacnal ez nem volt egyértelm.

A morphine B diclofenac
—mu— solvent i.p.
heat injury: SIC20's —n— solvent i.p. heat injury: 51'C20's e 0.l mgkgip.
¥ h - o= | mg/kgip. -e- 0.3 mglkgip.
~vo 0.3 mg/kgip. - . l -w- 1 mg/kg i.p.
Q“' * * E“* 2 . Illmgu’kgil.p.
= $- -~ = *
g @ L EE2 [ * A
o A F e
Q treatment . ’f T § treatment e 1 .. oF i ,?
£ 40| 1 4 3 * i S40 e R *
= \ % o v - l e P
i z Y ] , A S
E 38+ ',“ lz’ g Ejﬁ- ) <‘_,_', * IE} Y
I I - —— 2 s :
£ 364 el - & 36- et ]
I = i E——
12 5 I — E
Z 3l &l 1

T
60 min
after heat injury

»ni ‘ r
Control 10 20 30 40 0 60 min

after heat injury

Control 10 20 30 40 50

C ibuprofen D paracetamol
—=— solvent i, i 1 —n— solvent i.
heat injury: 51°C20s il ?j“:;r';‘gl if.'-p. heat injury: 51"C 205 . 10 mg/kgpi-.p.
- A= 10 mg/kg ip. l --#- 30 mgkg i.p.
o -~ v- 30 mgkgip. o 41 ~v- 100 mg/kgip.
<
= * * = 4
= . =
[=] _!v_ — =
'aﬁa * % g 404
.1 W o 7 L. oA & )
- i = T 38 S
g # g B -
= . -7 w )
B S L i
y - y 3

60 min
after heat injury

50 60 min Control 10 20 30 40 30

after heat injury

36. abra. Szisztémasan adott morfin (A panel), diclofenac (B panel), ibuprofen (C panel) és paracetamol (D panel)
hatdsa az enyhe hétraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenésre. A szereket a hdtrauma utani 20. percben tortént
hokiiszobmérést kovetden adtuk. i.p. Az adatok atlagtSEM értékek (n=8-12). A csillagok statisztikailag
szignifikans eltéréseket jeleznek a megfeleld szolvenssel kezelt csoporthoz képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA
utani Newman—Keuls-teszt).
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A diclofenac laposabb dozis—hatas gorbéjének hatterében farmakokinetikai (pl. eltérd
mértéki és litemil szoveti akkumulacid) vagy farmakodinamiai eltérés allhat. Kimutattak, hogy a
diclofenac az indometacinnal ellentétben képes aktivalni az NO—cGMP-K -csatorna tengelyt
(Tonussi ¢és Ferreira, 1994; Ortiz et al., 2003), jelezve, hogy antinociceptiv hatdsa nemcsak
COX-gatlast foglalhat magaba. Tehat az egyes NSAID-ok farmakodindmiailag nem teljesen
,csereszabatosak”, ami magyardzhatja a diclofenac eltérd viselkedését. A szerek minimalis
hatékony dozisat és EDs értekét az 5. tdablazat tartalmazza. Figyelemreméltd, hogy ezek az
értékek mindegyik szernél igen alacsonyak, jelezve a paradigma nagy érzékenységét mind az
opioid, mind a nem-6pioid tipust standard analgetikumok irdnt. Mind a négy szer EDs, értéke
alacsonyabb vagy ugyanakkora, mint a latenciamérésen alapuld tesztekkel (,tail-flick”,
plantarteszt) vizsgalt kiillonb6z6 hiperalgézia-modellekben kapott EDsy értékek (Gelgor et al.,
1992; Bianchi és Panerai, 1996; Dirig ef al., 1998; Berg et al., 2000; Hamura et al., 2000; Sluka,

2000).

—un— morphine
- o+ diclofenac

100 + - -#- - jhuprofen
< * - w=- paracetamol
3 80 *

A
= »
ol . !
< 60 i A *
= ‘ -
A f * /.
g 40- O
e ot b4
k= ¥* &
= 4 /
E 20 4 3 e %
= ;7 ,-;
e & ‘
Z 0+ s v
| 1 I I I I 1
0.1 0.3 1 3 10 30 100

dose (mg/kg i.p.)

37. abra. Dozis—hatas Osszefliggés az analgetikumok enyhe hétraumaval kivaltott hokiiszobesokkenésre kifejtett
gatld hatasara vonatkozdan. A hokiiszobesokkenés szazalékos gatlasat a 40., 50. és 60. percben mért
hokiiszobesokkenések Osszegének atlaga alapjan szamoltuk. A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket
jeleznek a megfeleld szolvenssel kezelt csoporthoz képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-
teszt).
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5. tablazat. A morfin, diclofenac, ibuprofen és paracetamol legkisebb hatékony dozisa (MED) és
EDsy értéke az enyhe hotraumaval kivaltott hoékiiszobcsokkenésre kifejtett gatlo hatdsra

vonatkozoan.
MED (mg/kg i.p.) EDsq, (mg/kg i.p.)
Morphine 0.3 0.5
Diclofenac 0.3 3
Ibuprofen 10 18
Paracetamol 30 100

A MED az a legalacsonyabb vizsgalt dozis, amelyik szignifikansan gatolta a hdtraumaval kivaltott
hokiiszobesokkenést a szolvenséhez képest. Az EDs, értéket interpolacioval hataroztuk meg a 37. abra alapjan mint
azt a dozist, amelyik felére csokkentette a hétraumaval kivaltott hékiiszobesokkenést.

Az is hangsulyozandd, hogy a hétrauma utan, de az analgetikum adésa eldtt is tortént
hokiiszobmérés, ami lehetévé tette az allodynia kialakuldsanak a verifikdlasat, és ezaltal azt,
hogy csak olyan allat kapjon analgetikumot (vagy szolvenst), amelyikben kialakult a
kiiszobcsokkenés. Paradigmank utanozta a klinikai gyakorlatot abban az értelemben is, hogy az
analgetikum adésa az allodynia kialakulasa utan, és nem eldkezelés formajaban tortént. Ennek
megfelelden a szerek hatdsanak vizsgélata a hétraumatdl szamitott 40—60 perces intervallumban
tortént, amikorra mar szamottevd gyulladasos reakcid alakulhatott ki. Emiatt nem zarhat6 ki,
hogy a diclofenac és az ibuprofen esetében a mért anti-allodynias hatas egy része a szerek
gyulladasgatld hatdsanak mésodlagos kdvetkezményeként jott 1étre.

Az intraplantdrisan adott mortfin, diclofenac €s ibuprofen szintén gatolta a hdtraumaval
kivaltott hokiiszobesokkenést olyan dozisokban, amelyek alacsonyabbak, mint a szisztémas
adasnal meghatarozott minimalisan hatékony adagok, jelezve a szerek lokalis hatdsat (38. abra).
Ezzel 6sszhangban mind a morfin, mind a COX-gatlo szerek periférias tamadaspontjara
vonatkoz6 tamogatd adatok ismertek (Ferreira et al., 1978; Levine és Taiwo, 1989; Stein et al.,
1988; Stein, 1995). Szintén megemlitendd, hogy a hétraumaval kivaltott hiperalgézat gatolta a
perifériasan hato oOpioid loperamid (Nozaki-Taguchi és Yaksh, 2002). Az opioidok periférias
analgetikus hatasa a nociceptorokon — nagyobb szamban gyulladds hatasara — expresszalédo
opioidreceptorok aktivaldsa révén jon létre, mig a COX-gatlok csokkentik a periférias

nociceptor-szenzibilizalo hatassal biré prosztaglandinok (PGE,, PGI,) szintézisét.
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38. abra. A lokalisan adott morfin, diclofenac és ibuprofen hatdsa az enyhe hoétraumaval kivaltott
hokiiszobesokkenésre. A szereket a hoétrauma utani 20. percben tortént hokiiszobmérést kovetden adtuk
intraplantarisan (i.pl.). Az adatok atlag+SEM értékek (n=8—12). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket
jeleznek a megfeleld szolvenssel kezelt csoporthoz képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-
teszt).

Az emelkedo homérsékletii vizfiirdé osszehasonlitisa az emelkedd homérsékletii forro lappal

Az emelkedd homérsékletli vizfiidé esetében a patkanyt kézben kell tartani, kb. 30-35
masodpercig, ellenben az emelkedd hdmérsekletii forrd lapon az allatok szabadon mozognak. A
vizflirddben a bemadrtott 1ab teljes feliiletét éri a hdinger, mig a forr6é lapon csak a talpi részt,
viszont mind a négy végtagét. A vizfiirddben fellépd nocifenziv reakcio (a lab kirantasa) spindlis
reflex eredménye, ellenben a forr6 lapon tapasztalt nyaldsa, razasa a végtagnak szupraspindlisan
integralodo reakcio. Kozos jellemzdje mindkét késziiléknek a nociceptiv hokiiszob mérésének

kivalo reprodukalhatosaga.
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4.5. A sebészi bemetszéssel kivaltott hokiiszobcsokkenésen alapuld termalis

allodynia-modell validalasa patkanyban

4.5.1. El6zmények és célkitiizés

A patkanyban vagy egérben a hatso lab talpi részén sebészi bemetszéssel (plantaris
incizidval) keltett termalis €s mechanikai hiperalgézia a posztoperativ fajdalom elfogadott
allatkisérletes modellje (Brennan et al., 1996; Zahn és Brennan, 1999; Pogatzki és Raja, 2003).
A tartos, kb. 1 hétig fennallo hiperalgézia mechanizmusa Osszetett, és eltéréseket mutat a tisztan
gyulladdasos modellekhez képest (Zahn et al, 2002; Pogatzki-Zahn et al., 2005). Ennek
hatterében — egyebek mellett — az allhat, hogy az incizidval nemcsak szoveti trauma alakul ki,
hanem az apro idegagak atvagasaval a hiperalgézidnak neuropatias komponense is kialakul.
Korabbi — az emelked6é hdmérsekletli forrd lappal, illetve vizfiirdovel végzett — kisérleteinkben
két akut modellben tudtuk kimutatni a nociceptiv hokiiszob csokkenését: RTX hatasara kb. fél
oraig, az enyhe hétrauma esetében 2 6raig tartott a kiiszobcsokkenés (lasd 4.3.3. €s 4.4.3. pont).
Mindezek fényében kivanatosnak tiint annak vizsgdlata, hogy kimutathat6-e a nociceptiv
hokiiszob csokkenése a sebészi bemetszéssel kivaltott szubakut/kronikus hiperalgézia soran.

Pozitiv eredményben reménykedve az is célunk volt, hogy megvizsgaljuk a hdkiiszobcsokkenés

crcr

4.5.2. Mddszerek
A plantaris incizio nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatasanak és e hatas farmakologiai
A kiindulasi (preoperativ) nociceptiv hokiiszob emelkedd hdmérsékletli vizfiirddvel
torténd mérése (lasd 4.4.2. pont) utan a patkdnyok bal hatsd 14ban plantaris incizidét végeztiink
Brennan és munkatarsai (1996) modszere szerint, kis modositasokkal. Az 4llatokat 50 mg/kg s.c.
adott pentobarbitallal (CEV A Inc.) elaltattuk, majd a bal hatsé lab talpi részén steril elokészités
utdn a sarok proximalis €lét6l 1 cm-re kezdve 10-es pengével hosszanti irdnyban az ujjak felé
bemetszést ejtettiink, atvagva a bort, fasciat €s a plantaris izomzatot. A sebet két varrattal zartuk,
majd povidon-jod-oldattal (Betadine, Egis, Budapest) bekentiik. Az allatok 18 o6raig tartd
periodus soran tértek magukhoz. Ebredés utan a posztoperativ hokiiszob mérésére keriilt sor,
majd az egyik széridban kezelésben nem részesiild allatok incindalt labanak hokiisziibét mértiik
naponta, egy héten at. Egy masik sorozatban a legalabb 3 °C-os kiiszobcsokkenést mutatod

allatokban — aktudlis szolvenskontroll (lasd 4.2. pont) mellett — morfin, diclofenac vagy
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paracetamol 1.p. vagy intraplantaris adasara keriilt sor, és ezutan a 20., 30, és 40. percben tortént

hokiiszobmérés (intraplantaris adas esetén a 10. percben is).

4.5.3. Eredmények és megbeszélés

A patkanyok preoperativ kontroll hdkiiszobe 43,7+0,4 °C volt (n=16). 18 6raval a sebészi
bemetszés utan a narkdzisbol magukhoz tért allatok nem mutattak semmiféle nocifenziv
reakciot, lehetdveé téve a nociceptiv hokiiszob meghatarozasat. Az altalanos érzéstelenités nem
valtott ki olyan utéhatést, amely befolyasolta volna a hdkiiszobot, hiszen az ellenoldali, nem
incindalt 1ab kiiszobe nem valtozott meg szignifikansan a preoperativ kontrollhoz képest (39.
abra). Ez utobbi eredmény egyben a nociceptiv hokiisz6b naponkénti mérésének jo
reprodukélhatosagat is jelzi. Az ismételt kiiszobmérések soran kideriilt, hogy az incizi6 hatasara
5-7 °C-os hokiiszobcsokkenés, azaz termalis allodynia jott létre, amely nagyjabol véltozatlan
mértékben legaldbb 7 napon keresztiil fennallt (39. abra). Ez a kinetika hasonld, mint a
latenciaméréssel kimutatott, incizio-indukalta termalis hiperalgéziaé (Zahn és Brennan, 1999),
jelezve, hogy a hdkiiszobmérés ugyanugy alkalmas a jelenség vizsgalatira, mint a
konvencionalis megkozelités. Eredményeink azt is jelzik, hogy a nociceptiv hdkiiszob
csokkenése nemcsak akut modellekben, révid tdvon mutathato ki (RTX, P2X-receptor-aktivacio,
enyhe hdétrauma, OLDA, 3-MOLDA hataséara; lasd 4.3.3., 4.4.3., 5.3.2. pont), hanem
szubakut/kronikus paradigmdban is. Az incizidmodellben latenciaméréssel csak elsddleges

termalis hiperalgéziat tudtak kimutatni, masodlagosat nem (Zahn és Brennan, 1999), ami azt
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39. abra. Patkany hatsé labanak talpan ejtett sebészi bemetszés hatasa a nociceptiv hokiiszobre. Az adatok
atlag+SEM értékek (n=12). A szimbolumok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeleznek (p<0,05, kétszempontos
ANOVA utani Newman—Keuls-teszt). Kettds kereszt: szignifikans eltérés a bemetszett labon a kiindulasi,
preoperativ kontroll értékhez képest; csillag: szignifikans eltérés az ellenoldali, kezeletlen 1abhoz viszonyitva.
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jelenti, hogy a latenciardvidiilés csak az incizid teriiletén volt kimutathato, ép részen nem. Ez
arra utal, hogy a fokozott valaszkészség a periférids nociceptorok szenzibilizdlodasanak a
kovetkezménye (Meyer ¢€és Campbell, 1981; LaMotte et al, 1982). Valoban, in vitro
elektrofiziologiai kisérletekben patkany hats6 végtagjanak borében incizid hatasara a polimodalis
C nociceptorokban spontdn aktivitdst és termalis aktivacios kiiszob csokkenését mutattak ki
(Banik és Brennan, 2004). Mindez j6 példat szolgaltat a hékiiszObmérés azon elényére, hogy
segitségével a magatartasi €s az elektrofiziologiai eredmények kozvetleniil 6sszevethetok.

A kovetkezd sorozatban referencia-analgetikumok antiallodynids hatasat vizsgaltuk.
Lényeges momentum, hogy az analgetikumok adasa az incizi6 okozta allodynia kialakuldsa utan,
az els@ posztoperativ hékiiszobmérést kovetden tortént. Ez egyrészt lehetévé tette, hogy csak
azon allatok részesiiljenek kezelésben, amelyekben szdmottevd mértékii hokiiszobecsokkenés
alakult ki, masrészt az eljaras utanozta a klinikai gyakorlatot, ahol az analgetikumot tobbnyire a
fajdalomallapot fellépése utdn adjak. Az elsé posztoperativ hdkiiszobmérést (18 oraval az inciziod
utan) kovetden sziszémdasan adott morfin, diclofenac és paracetamol egyarant dozisfliggé moédon
csokkentette az incizioval kivaltott hokiiszobecsokkenést a szolvenséhez viszonyitva, azaz
antiallodynias hatast fejtett ki (40. abra). Az e hatdsra vonatkozd dozis—hatas gorbéket a 41.
abra mutatja: az allodynia szdzal¢kos gatlasat a 20., 30. ¢és 40. percben mért
hokiiszobesokkenések sszege alapjan szamitottuk a 4.2. pontban emlitett képlet segitségével. A
morfin gatlé hatasa volt a legmagasabb, 60% koriili, a paracetamol valamivel kisebb (55%-0s)
maximalis hatést valtott ki, mint a morfin, de csak nagyobb dézisokban. A diclofenac maximalis
gatlo hatasa 40% koriil volt. A morfinnak a hokiiszobcsokkenés gatlasara vonatkozo6 0,3 mg/kg-
os minimalis hatékony dozisa kisebb vagy ugyanakkora, mint amit a latenciaméréses
plantartesztben talaltak (Field ez al., 1997; Wu et al., 2008), jelezve hogy az incizidés modellben a
hokiiszobmérés érzékenysége az oOpioidok irant legalabb akkora, mint a latenciamérésé. A
diclofenac minimalis hatékony dozisa a jelen kisérletekben 1 mg/kg volt; minddssze egy
vizsgéalatban mérték e szer termalis antihiperalgézias hatasat a plantarteszttel incizioban,
amelyben csak az egyediil vizsgalt 5 mg/kg-os dozis hatékonysagarol szamoltak be (Biddlestone
et al., 2007). Tudomasunk szerint a paracetamol hatdsat latenciaméréses moddszerrel nem
vizsgaltdk incizidoban. Mindhdrom vizsgalt analgetikum esetében az incizid okozta
hokiiszobecsokkenés gatlasara vonatkozd minimalis hatékony dozis hasonld volt, mint a kordbbi
kisérleteinkben RTX-szel vagy az enyhe hétraumaval indukalt kiiszobcsokkenésre nézve (lasd

4.3.3. ¢s 4.4.3. pont).
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40. abra. Szisztémasan adott morfin (A
panel), diclofenac (B  panel) ¢és
paracetamol (C panel) hatdsa a plantaris
incizidval kivaltott hokiiszobcesokkenésre.
A preoperativ kontroll az incizié elétt, a
posztoperativ kontroll az az utan 18 o6raval
mért nociceptiv hokiiszobot jelenti. A
szolvenssel tortént kezelés abban a
sorozatban  alkalmazott  vehikulumra
vonatkozik, amelyben a szer legmagasabb
dézisanak hatasat vizsgaltuk. A magasabb
dozisok hatasat is aktualis szolvens-
kontrollok hasznalataval végeztik, ezeket
azonban nem mutatjuk. A szereket a
posztoperativ kontroll kiiszobmérés utan
adtuk i.p. Az adatok atlagtSEM értékek
(n=8-12). A csillagok statisztikailag
szignifikdns  eltéréseket  jeleznek a
megfelelé szolvenssel kezelt csoporthoz
képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA
utani Newman—Keuls-teszt).
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41. abra. Dozis—hatas Osszefiiggés a morfin, diclofenac és paracetamol plantaris incizioval kivaltott
hokiiszobesokkenésre kifejtett gatld hatdsara vonatkozoan. A szazalékos gatlast a 20., 30. és 40. percben mért
hokiiszobesokkenések Osszegének atlaga alapjan szamoltuk (n=10-12). A csillagok statisztikailag szignifikans
eltéréseket jeleznek a megfeleld szolvenssel kezelt csoporthoz képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA utani
Newman—Keuls-teszt).

Az intraplantarisan adott morfin és diclofenac egyarant csokkentette az incizidval
kivaltott hokiiszobesokkenést a szolvenséhez viszonyitva (42. abra), hasonléan az enyhe
hétraumédhoz (lasd 4.4.3. pont). Az 1pl. adott dozisok kisebbek, mint a szisztémas adasnal
meghatarozott minimalisan hatékony adagok, jelezve a szerek lokalis hatdsat. Amint arrol a
4.4.3. pontban mar emlités tortént, mind a morfin, mind a COX-gatld szerek periférias
tamadaspontjara vonatkozd adatok ismertek. Megjegyzendd, hogy az intrapalantéaris adas is a

termalis allodynia kifejlddése utan tortént, utanozva a klinikai gyakorlatot.

44 —u— solvent i.pl.
;G - 4-= morphine 10 pg i.pl.
— --e-- diclofenac 100 pg i.pl.
T 42
o]
L
]
O 40 -
L
-—
®
0 33 =
£
3
2 3% N
x ~
[*] g
Z 34-
T ] T ] T L]
Preop. Postop. 10 20 30 40 min
control control after treatment

(18 h)

42. abra. A lokalisan adott morfin és diclofenac hatasa a plantaris incizidval kivaltott hokiiszobcsokkenésre. A
preoperativ kontroll az incizi6 el6tt, a posztoperativ kontroll az az utan 18 éraval mért nociceptiv hokiiszobéot jelenti.
A szereket a posztoperativ kontroll kiiszobmérés utan adtuk intraplantarisan (i.pl.). Az adatok atlag+SEM értékek
(n=8-12). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeleznek a megfeleld szolvenssel kezelt csoporthoz
képest (p<0,05, kétszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt).
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4.6. TRPVI1-receptor-antagonistak oOsszehasonlito vizsgalata patkanyban a

nociceptiv hokiiszob csokkenésén alapulo hoallodynia-modellekben

4.6.1. El6zmények és célkitiizés

Kisérleteink idejében az SB705498 (Rami et al., 2006), a BCTC (Valenzano et al., 2003;
Pomonis et al., 2003) és az AMG9810 (Gavva et al., 2005) az érdeklddés homlokterében allo,
szelektiv TRPV1-antagonistak voltak. Az altalunk kifejlesztett, a patkdny hatsé ldban mért
nociceptiv hokiiszob csokkenésén alapuldé harom hdallodynia-modell koziil az elsében a TRPV1-
receptor-agonista RTX-szel valtjuk ki a hdkiiszob csokkenését, igy e receptor szerepe
nyilvanvald, de kisérletesen is bizonyitott (lasd 4.3.3. pont). Az enyhe hétraumaval, illetve a
plantaris bemetszéssel kivaltott hokiiszobesokkenésben kordbbi vizsgalatainkban igazoltuk a
TRPV1 kozvetitd szerepét (lasd 5.2.2. pont). Mindezek lehetévé tették, hogy a fent emlitett —
harom kiilonbozo gyar altal eldallitott — TRPVI1-antagonista hatasait direkt modon
Osszehasonlitsuk az altalunk kifejlesztett, a nociceptiv hdkiisz6b csokkenésén alapulo
héallodynia-modellekben. Ezenkiviil az RTX-modell felhasznalasdval 6ssze akartuk hasonlitani
a hokiiszobmérésen és a hagyomanyos, latenciaidé-mérésen alapuldé metodikai megkdzelités

TRPV1-antagonistdk iranti érzékenyseégét.

4.6.2. Modszerek
Az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenés vizsgalata

A moddszer leirdsa a 4.3.2. pontban talalhato. Ehhez képest annyi volt az eltérés, hogy a
nociceptiv hokiiszobot az emelkedd homérsékletli vizfiirddvel mértiik, és az RTX intraplantaris
dézisa 0,01 pg volt. Mindharom TRPV1-antagonistat per os (0,5 ml/100 g) adtuk 1 dréval az
RTX injekciodja elott.

Az enyhe hotraumaval kivaltott hokiiszobesokkenés vizsgalata

A modszer leirdsa a 4.4.2. pontban taldlhatd. Ehhez képest csak annyi volt az eltérés,
hogy a patkanyokat halothannal altattuk. Ebben a modellben mindhdrom TRPV1-antagonistat
1.p. adtuk, mert a validalt protokoll szerint a szer adasa és az elsé hokiiszobmérés kozott csak 20

perc telt el.

A plantaris bemetszéssel kivaltott hokiiszobcsokkenés vizsgalata
A modszer leirasa a 4.5.2. pontban taldlhatd. Ehhez képest annyi eltérés volt, hogy a per

0s (0,5 ml/100 g) torténd antagonistaadas utan 1, 2, 3 és 4 6raval tortént hokiiszobmérés.
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A TRPVI-antagonistak alap hokiiszobre kifejtett hatasanak vizsgalata
A kiindulasi hékiiszob meghatarozasa utan 1.p. 30 mg/kg-os dozisban adtuk a TRPV1-

antagonistat vagy annak szolvensét, majd a 30. illetve a 60. percben mértiik a hdkiiszobot.

Az RTX latenciaidore kifejtett hatasanak vizsgalata a Hargreaves-féle plantartesztben

Ebben a sorozatban az RTX-szel kivaltott termalis hiperalgéziat ,Plantar Test Type
73717 késziilék (Ugo Basile, Comerio, Italy) segitségével mért latenciaidé alapjan vizsgaltuk
Hargreaves és munkatarsai (1988) modszerével. A sugarzé hd intenzitasat 85%-ra allitottuk be.
A patkanyt egy milanyagdoboz iivegbdl késziilt aljara helyeztiik, és a hdingerként szolgalo
fénysugarat az egyik hatso végtag plantaris felszinére iranyitottuk. Amint az allat elrantotta a
labat, a hdstimulacié automatikusan leallt, és a stimulacio elejétdl eltelt idot kijelezte a késziilek,
mint latenciaidét. Két kontrollmérés utan — amelyek atlaga szolgaltatta a kiindulési latenciaidot —
a megfeleld TRPV 1-antagonistat per os (0,5 ml/100 g) adtuk, majd 1 6ra elteltével RTX-et (0,06

ug) adtunk intraplantarisan, és 10 perc malva megismételtiik a latenciaidd mérését.

Az adatok analizise

Mindig aktualis szolvenskontrollt hasznaltunk (lasd 4.2. pont). A TRPV1-antagonistak
hokiiszobecsokkenést gatlo hatasat szazalékban adtuk meg a szokdsos képlet (lasd 4.2. pont)
segitségével a kiilonbozd idédpontokban mért hokiiszobesokkenések Osszegére vonatkozoan. A
plantartesztben meghatarozott latenciaidok esetében az alabbi képletet hasznaltuk: (LRgon —
LRgzer) /LRgz01v % 100, ahol LR,01y €s LRr @ szolvenssel, illetve a szerrel kezelt csoportban mért

latenciaidd-rovidiilések atlagat jelentik.

4.6.3. Eredmények

A TRPVI-antagonistak hatasa az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenésre

Az RTX intraplantaris injekcioja az emelked6 hdmérsékletli vizfiirddvel mért nociceptiv
hokiiszobot is drasztikusan, mintegy 8—10 °C-kal lecsokkentette, és ez a kiiszObcsokkenés
legalabb 20 percig fennallt (43. abra). Mindharom TRPV1-antagonista p.o. elokezelést kdvetden
dozisfiiggd modon gatolta az RTX-szel kivaltott termalis allodyniat minden mérési idépontban.
Mindhédrom szer minimalis hatékony doézisa 1 mg/kg volt (6. tablazat). Az SB705498
legmagasabb dozisa teljesen megsziintette a hokiiszobcsokkenést, mig a BCTC és az AMG9810
maximalis gatlo hatasa 74,5, illetve 66,2%-0s volt (43. abra).
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43. abra. TRPV1-antagonista szerekkel torténd 1 oras p.o. eldkezelés hatdsa az intraplantarisan (i.pl.) adott RTX-
szel kivaltott hokiiszobcsokkenésre. Az adatok atlagtSEM értékek (n=6—12 csoportonként). A csillagok
statisztikailag szignifikdnsan (p<0,05) eltéré értéket jelolnek a szolvenssel tortént eldkezeléshez viszonyitva
(Student-féle kétmintas t-proba). A jobb oldali alsé panel a hékiiszobesokkenés gatlasara vonatkozd doézis—hatas
Osszefliggést mutatja.

A TRPVI-antagonistak hatasa az enyhe hotraumaval kivaltott hokiiszobcsokkenésre

Mindhéarom TRPV1-antagonista i.p., a h6trauma utan adva dozisfliggd modon gatolta az
enyhe égési sériiléssel kivaltott hokiiszobecsokkenést (44. abra). A vizsgalt 1-30 mg/kg-os
dézistartomanyban a leghatékonyabb szer a BCTC volt 74,2%-0s gatlassal, a legkevésbé aktiv az
SB705498 volt 54,1%-os gatlassal. Az AMG9810 minimalis hatékony dozisa volt a
legalacsonyabb, mig az SB705498-¢ a legmagasabb 6. tdblazat).

A TRPVI-antagonistak hatasa a plantaris bemetszéssel kivaltott hokiiszobcsokkenésre
Mindharom TRPVI1-antagonista p.o. alkalmazdsa — az incizidval keltett termalis
allodynia verifikdldsa utdn — dozisfliggd modon gatolta a bemetszéssel kivaltott
hokiiszobesokkenést (45. abra). A legnagyobb hatékonysagot az AMG9810 mutatta 84,4%-0s
gatlassal, a legkevésbé aktiv az SB705498 volt 40,5%-kal. A minimalis hatékony dozis alapjan
az AMG9810 ¢s a BCTC voltak a legpotensebbek (6. tdblazat).
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44-45. abra. TRPV1-antagonista szerekkel torténd 20 perces, illetve 1 oras elokezelés hatasa az enyhe hétraumaval
(fels6 abra), illetve a plantaris bemetszéssel kivaltott hokiiszobesokkenésre (alsé abra). Az adatok atlagtSEM
értékek (n=6—11 csoportonként). A csillagok statisztikailag szignifikdnsan (p<0,05) eltéré értéket jeldlnek a
szolvenssel tortént eldkezeléshez viszonyitva (Student-féle kétmintds t-proba). A jobb oldali alsé panel a

hokiiszobesokkenés gatlasara vonatkozo dozis—hatas dsszefliggést mutatja.
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A TRPVI-antagonistak hatasa az alap hokiiszébre

A kiindulasi hokiisz6b meghatarozasa utan i.p. 30 mg/kg-os dozisban adott TRPV1-
antagonistak egyike sem valtoztatta meg a bazalis hokiiszobot a 30. illetve a 60. percben mérve a
sajat szolvenséhez viszonyitva (adatokat nem mutatunk, n=9-9, Student-féle kétmintas t-

probaval vizsgalva).

A TRPVI-antagonistak hatasa az RTX-szel kivaltott latenciaido-megrovidiilésre

A kiindulési labvisszahtuzési latenciaidd 11,0+0,3 s volt (n=36), amely RTX intraplantaris
injekcidjanak (0,06 pg) hatasara 4,4+0,3 s-re csokkent le, jelezve a termalis hiperalgézia
kialakulasat. Mindharom TRPV1-antagonista per os adasa 1 o6raval az RTX elott csak a
legmagasabb, 30 mg/kg-os dozisban gatolta az RTX-szel kivaltott latenciaidé-rovidiilést (46.
abra, 6. tabldzat), hasonl6 gatlasi szazalékok mellett (SB705498: 43%, BCTC: 38%, AMG9810:

37%).
[ vehicle p.o.
145 [777] SB705498 3 mg/kg p.o.
2] = SB705498 10 mg/kg p.o.
SB705498 30 mg/kg p.o.
10
Z s ¥
I~
Z 61
9
4
21 —
0
Control 10 min after RTX injection
14- [ vehicle p.o.
[ZZ1 BCTC 3 mg/kg p.o. .
12 E=JBCTC 10 mg/kg p.o. 46. abra. TRPV1-antagonista szerekkel torténd 1 oras
g
10 REIE R wahg e elékezelés hatasa az intraplantarisan adott RTX-szel
S . (0,06 ug) kivaltott talpelhuzasi latenciaidé (PWL) -
ﬁ rovidiilésre Hargreaves-féle plantarteszttel mérve. Az
= ] adatok atlag+SEM értékek (n=6—7 csoportonként). A
I & csillagok statisztikailag szignifikdnsan (p<0,05) eltérd
2 értéket jelolnek a szolvenssel tortént elOkezeléshez
0 viszonyitva (egyszempontos ANOVA-t kdveté Tukey—
Control 10 min after RTX injection Kramer-teszt).
14+ [ vehicle p.o.

7771 AMG9810 3 mg/kg p.o.
E=1 AMG9810 10 mg/kg p.o.
AMG9810 30 mg/kg p.o.

s

PWL (s)

Control 10 min after RTX injection
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6. tablazat. A TRPVI-antagonistik minimalis effektiv dozisai kiilonbozo in vivo nociceptiv
tesztekben patkanyban a jelen eredmények és korabban kozolt adatok (felsé index jeloléssel)
alapjan.

Model SB705498 BCTC AMG9810

RTX-evoked heat threshold drop 1 mg/kg p.o. 1mg/kgp.o. 1mg/kg p.o.
RTX-evoked shortening of paw 30 mg/kg p.o. 30mg/kg p.o. 30 mg/kg p.o.
withdrawal latency

Heat injury-evoked heat 10 mg/kg i.p. 3 mg/kg i.p. 1 mg/kg i.p.
threshold drop

Incision-evoked heat 10 mg/kg p.o. 3 mg/kg p.o. 3 mg/kg p.o.
threshold drop

Capsaicin-induced secondary 10 mg/kg p.o.?
mechanical hyperalgesia

Capsaicin-induced eye wiping 3 mg/kg i.p.

CFA-evoked thermal hyperalgesia 3 mg/kg p.o.? 30 mg/kegip.

CFA-evoked mechanical 3 mg/kg p.o® 100 mg/kgipS
hyperalgesia

Partial sciatic nerve ligation-evoked 10 mg/ke p.o.
mechanical hyperalgesia

Partial sciatic nerve ligation-evoked 10 mg/kg p.o.”

mechanical allodynia

4 Rami et al. (2006).
b Pomonis et al. (2003).
¢ Gavva et al. (2005).

4.6.4. Megbeszélés

Tudomasom szerint a jelen vizsgalat volt az elsd, amely kiillonboz6 gydgyszergyarak altal
kifejlesztett TRPV1-receptor-antagonistadkat hasonlitott 6ssze direkt mdédon. Az RTX-szel
kivaltott hokiiszobcsokkenést mindhdrom antagonista a legmagasabb dozisban jelentds
mértékben gatolta, az SB705498 100%-ban, ami figyelemremélto, tekintettel a lokalisan adott
igen potens RTX magas koncentracidjara. Szintén hangsulyozandd, hogy mindhdrom szer mar 1
mg/kg-os dozisban hatékony volt. Kordbbi vizsgalatokban ezen antagonistaknak csak 3—10-szer
magasabb ddzisaival tudtak kimutatni termalis €és mechanikai antihiperalgetikus hatast (Rami et
al., 2006; Pomonis et al., 2003; Gavva et al., 2005; lasd 6. tablazat), ami a hokiiszobmérési
paradigma kivald érzékenységét jelzi. Még inkdbb hangsulyozandd, hogy a termonocicepcid
vizsgalatanak egyik ,,gold standard”-janak szamito plantartesztben (Hargreaves et al., 1988) —
ahol a kiiszobfeletti ingerre adott nocifenziv reakcio latenciaidejét mérik — az RTX-szel kivaltott
latenciardvidiilést csak 30-szor (!) magasabb ddzisti antagonistaval lehetett gatolni, mint ami az
RTX hokiiszobcsokkentd hatasanak gatldsdhoz sziikséges (6. tablazat). Ez azt jelenti, hogy a
hokiiszobmérési paradigma a valdszintisithetéen periférids nociceptorokon haté TRPV1-
antagonistak (l4sd 1.4.1.3. pont) termalis szenzibilizaciot gatld hatasanak kimutatasara sokkal
érzékenyebb, mint a latenciamérésen alapuldo megkdzelités.

A harom TRPV1-antagonistat két olyan masik modellben is 6sszehasonlitottuk, amelyek
kozvetlen klinikai relevanciaval birnak: az egyik az els6fokt €gési traumaval keltett akut, a

masik a sebészi bemetszéssel kivaltott szubakut/kronikus hokiiszobesokkenés, azaz termalis
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allodynia (lasd 4.4.3. és 4.5.3. pont). E paradigmak tovabbi elénye, hogy az antagonista adasa — a
klinikai gyakorlatot utdnozva — a noxa utdn, és nem elOkezelés formajaban tortént.
Antagonistaval, illetve génhidnyos egerekkel végzett vizsgalatokban kimutattdk, hogy a TRPV1
aktivacioja/szenzibilizacidja mindkét modellben szerepet jatszik (Bolcskei et al., 2005; Pogatzki-
Zahn et al., 2005; Wu et al., 2008; Banik és Brennan, 2009; 5.2.2. pont), és ezt erdsitette meg a
jelen kisérletsorozat is. E két modell a vizsgalt TRPV 1-antagonisték irant hasonl6 érzékenységet
mutatott, hiszen az SB705497 és a BCTC minimalis hatékony ddzisa azonos, mig az AMG9810-
¢ hasonld (1 versus 3 mg/kg) volt. Masfajta hiperalgéziamodellekben a szerek minimalis
hatékony adagjai hasonloak vagy magasabbak voltak (Rami et al.,, 2006; Pomonis et al., 2003;
Gavva et al, 2005; lasd 6. tablazat), mutatva hogy e két, hokiiszobmérésen alapulé modell
legalabb akkora vagy nagyobb érzékenységgel mutatja ki a TRPV1 szerepét. Erdekes, hogy
ugyanazon antagonista eltéré mértékii gatlast okozott a harom vizsgalt allodynia-modellben: pl.
az SB705497 teljesen blokkolta az RTX-allodyniat, de csak 40-50%-o0s gatlast okozott a masik
két tesztben. A BCTC esetében hasonld tendencia volt megtigyelhetd. Az eltérd mértékli gatlas
hatterében az 4llhat, hogy az RTX-szel kivaltott kiiszobcsokkenésben a TRPV 1-receptor szerepe
értelemszeriien dominans, azonban a hotrauma és az incizid esetében vélhetoen limitalt. Ezzel
egybevag, hogy a latenciaméréssel vizsgalt incizids termalis iperalgéziaban masfajta TRPV1-
antagonistak (A-425619, ABT-102 és AMGO0347) is csak részleges gatlast okoztak (Honoré et
al., 2005; 2009; Wu et al., 2008). Egy lehetséges masik magyarazat, hogy a TRPV 1-antagonistak
hatékonysaga csokken, ha a TRPV1 szenzibilizdlodik (hdtrauma, incizid esetén).

Egyik tesztelt antagonista sem modositotta a kiinduldsi, bazalis nociceptiv hokiiszobot.
Ez Osszhangban van azokkal az adatokkal, amelyeknél latenciaméréssel végzett tesztekben
mutattak ki TRPV1-antagonistdk (BCTC, A-425619, AMGO0347 és ABT-102) hatdsanak hianyat
patkdnyban a bazalis hévalaszra (Pomonis et al,, 2003; Honoré et al., 2005; 2009; Wu et al.,
2008). Ezen eredmények részletes diszkussziojat lasd az 5.6.2. pontban.

A preklinikai adatok alapjan a TRPV1-antagonistak fejlesztése igéretes, 01j iranyzatnak
tint szdmos gyodgyszergyar szamadra, jelentds szamu, nagy szelektivitdsu vegyliletet
eredményezve (lasd az 1.4.1.3. pont). Azonban két nem vart mellékhatds — a hipertermia ¢és a
forr6 ingerek detektalasanak zavara — a kezdeti lelkesedést lecsokkentette. Mindazonaltal sikertilt
olyan vegyiiletet eldallitani, amelyik mentes a hipertermiatol, és a vannak probalkozasok a forrd
ingerek detektalasanak megdrzésére is. Mindezek fényében a TRPV1-antagonizmus tovabbra is
gyogyszerfejlesztési irdnynak tekinthetd, emiatt a jelen kisérletsorozatban nyert eredmények e

szerek preklinikai tesztelését jelentds mértékben tamogathatjak.
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4.7. A patkanyban mért nociceptiv hokiiszob csokkenésén alapulé termalis

allodynia-modellek dsszehasonlitasa

Kisérleteinkben harom olyan paradigmat vizsgaltunk részletesen patkdnyban, amelyek a
nociceptiv hokiiszob csokkenésén alapulnak (7. #abldazat). Az RTX, az enyhe hdétrauma ¢€s a
plantéris incizid hatdsara egyarant lecsokkent a hdkiiszob. Mindhdrom esetben termalis allodynia
alakult ki, mivel az érzékenyitett 4llapotokban olyan hdmérséklet valtott ki nocifenziv reakciot,
amely alaphelyzetben hatdstalan volt. Mint ismeretes, a hiperalgézia definicidja, hogy enyhe,
fajdalmas inger hatdsara fokozott fajdalomérzet, illetve -reakcid jon létre. Az RTX-hatést leird
kozleményiinkben allodyniar6l beszéliink, az enyhe hétrauma és az incizid kapcsan viszont a
hiperalgézia kifejezést hasznaltuk. Utobbit az indololja, hogy — az RTX-szel szemben — e két
modellt kiterjedten vizsgaltdk latenciadét méré modszerekkel, amelyeknél csak hiperalgézia
mérhetS. Ugy gondoltuk, hogy az irodalmi adatokkal vald Osszevethetdség indokolja a nem
teljesen egzakt szOhasznalatot. A jelen disszertacioban a harom modellt egylitt targyalom, emiatt

az egyseéges ¢és korrekt szOhaszndlat mellett dontottem.

7. tablazat. Az RTX-injekcio, az enyhe hétrauma és a plantaris incizio hatdasara kialakulo

crer

Modell RTX-injekcid Enyhe h6trauma Plantaris incizid
I\/Iﬂusz,er:,eme,l,kedo forrd lap vizfardd vizfardd
hémérsékletd
A hGingerre adott lib emelése lb kirantasa léb kirantésa
nocifenziv reakcié
A kiisz6bcsokkenés 89 °C 7-8 °C 5-7°C
maximuma
A kiisz6bcsokkenés 5. perc 0,5-2 6ra 1-6 nap
maximumanak idépontja
A kiisz6bcsokkenés 20 perc > 26ra >7 nap
id6tartama
A morfin minimalis 1 mg/kg 0,3 mg/kg 0,3 mg/kg
hatékony ddzisa
A diclofenac minimalis 1 mg/kg 0,3 mg/kg 1 mg/kg
hatékony ddzisa
A paracetamol minimalis | 100 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg
hatékony ddzisa
Kozvetlen klinikai nincs van van
relevancia
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4.8. A hokiiszobméro késziillékek és a termalis allodynia-modellek validalasa

soran nyert adatokbol levonhato kovetkeztetések

1./ Az emelkedd6 hdomérsékletli forr6 lappal mért nociceptiv hdkiisz6b mérésének
reprodukalhatosaga kivald 5 percenként, féloranként vagy naponként ismételt mérések soran

egyarant.

2./ Az emelkedd hémérsékletii forré lap alkalmas a morfin, a diclofenac és a paracetamol
termalis antinociceptiv hatdsanak kimutatdsira. A morfin esetében a modszer érzékenysége
legalabbb akkora, a diclofenac esetében joval nagyobb, mint a latenciamérésen alapuld

hagyomanyos modszereké.

3./ Az RTX gyorsan kialakulo ¢és fél 6ran beliil lezajlo, jelentds mértékii hokiiszobesokkenést
valt ki; ez az 01j termalis allodynia-modell még nagyobb érzékenységgel gatolhaté morfinnal,

diclofenac-kal és paracetamollal, mint az alap hokiiszob.

4./ Az emelkedd hémérsékletii forr6 lap alkalmas az RTX lassan kialakulo, tartds, de reverzibilis
deszenzibilizal6 (idegvégzddés-blokkold) hatasanak a kimutatasara, amely a nociceptiv

hokiiszob emelkedésében nyilvanul meg.

5./ Az emelkedd hOmérsékletli vizflirdovel mért nociceptiv hokiiszob hasonloan jol

reprodukélhatéan mérhetd, mint az emelkedd hdmérsékletli forrd lappal mért érték.

6./ Patkanyban az enyhe hdtraumaval kivaltott és az emelkedd homérsékletli vizfiirdovel mért
nociceptiv hokiiszobcsokkenés egy 1) termalis allodynia-modell, amellyel mind az 6pioid, mind
a nem-6pioid analgetikumok hatdsa nagy érzékenységgel mérhetd akar szisztémas, akar lokalis

adasmod mellett.

7./ A hoétrauma-modell érzékenysége a referencia-analgetikumok irdnt hasonld, mint az

emelkedd homérsékletii forrd lappal mért RTX-allodyniéé.

8./ A nociceptiv hokiiszob emelkedd hémérsékletii vizfirdovel torténd mérése alkalmas a

plantaris incizidval kivaltott termalis allodynia kimutatdsara és idobeli lefutdsanak vizsgalatara.
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9./ A nociceptiv hokiiszob csokkenése nemcsak akut, hanem szubakut/kronikus paradigméakban

1s kimutathato.

10./ A plantaris incizidé okozta hokiiszobesokkenés morfin, diclofenac és paracetamol hasonldoan
alacsony, szisztémdasan, illetve lokalisan adott dozisaival gatolhatd, mint az enyhe hdétraumaval

vagy az RTX injekciojaval keltett akut kiiszobcsokkenés.

11./ A nociceptiv hokiiszob mérése az emelkedd homérsékletii vizfiirdovel alkalmas a TRPV1-
antagonistak hatdsanak detektaldsara mindharom vizsgalt termalis allodynia-modellben (RTX,
hétrauma, incizid). Az RTX-szel kivaltott allodynia érzékenyebben mutatja a TRPVI-
antagonistak hatasat, mint az enyhe hdtraumaval és a plantaris bemetszéssel kivaltott

hokuszobesokkenés.

12./ Az RTX-szel kivaltott (és az emelked6 hdmérsekletli vizfiirdovel mért) hokiiszobecsokkenés
egy nagysagrenddel nagyobb érzékenységet mutat a periférids nociceptorokon hat6 TRPVI-
antagonistak gatld hatasa irant, mint az RTX-szel kivaltott (és plantarteszttel mért) latenciaido-

rovidiilés.
13./ A nociceptiv hokiiszob mérésével nyert adataink alatdmasztjdk azt a nézetet, hogy a TRPV1-

receptor nem jarul hozz4 a patkdny €s az egér hatso laban a bazdlis nociceptiv hokiiszob

beallitasahoz.
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4.9. Az emelked6 homérsékletu vizfiirdé validalasa egérfarkon torténé

hokiiszobmérésre tovabbfejlesztése egérbefogo hengerek alkalmazasaval

4.9.1. El6zmények és célkitiizések

Az antinociceptiv gyogyszerhatdsok vizsgalatdban mind az alapkutatdsban, mind a
gyogyszergyari tesztelés sordn kiterjedten alkalmaznak egereket. Az emelkedd hdmérsékletn
vizfirdét alkalmas késziiléknek taldltuk patkany hats6 laban a nociceptiv hdkiiszob
meghatarozasara kiilonféle paradigmakban (lasd 4.4—4.6. pont). Mindezek alapjan kézenfekvd
igény volt a nociceptiv hokiiszob mérésének kiterjesztése egérre. Tekintettel arra, hogy az egér
lényegesen kisebb, mint a patkdny, az emelkeddé hdmérsekletli vizfiirdovel csak az egér farkan
tudtuk mérni a hékiiszobot. Elsddleges célunk az emelkedd hdmérsékletli vizfiirdd egérre torténd
adaptalasa volt. Ennek részeként célunk volt nemcsak szisztémdasan adott dpioid €s nem-opioid
referencia-analgetikumok nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatdsainak mérése, hanem vizsgaltuk e
szerek pszichomotoros aktivitasra kifejtett hatasait is az ,,open field” moddszer segitségével.
Masfeldl analgetikus hatastdol mentes, pszichomotoros depressziot okozd referenciaszerek
(antipszichotikum, anxiolitikum) hokoszobre és ,,open field” tesztben kifejtett hatdsainak
vizsgalatat is célul tiiztiikk ki. Mindezeken tulmenden célunk volt a hdkiiszobmérés modszerének

olyan modositasa, amelynél nem kell kézbevenni az egeret.

4.9.2. Modszerek
Allatok

Kisérleteinket ndstény, 25-35 g-os CD1 egereken végeztiik. A kisérletet megel6z6 napon
hoztuk az allatokat a laboratoriumba, és két hokiiszobmeérést (lasd lejjebb) hajtottunk végre
rajtuk habitudcios cé€lbdl. Ezeknek az eredményeit nem hasznaltuk fel. A kisérleti protokoll
megfelelt az Nemzetkozi Fajdalomkutatd Szovetség etikai kovetelményeinek, és azt a Pécsi

Tudomanyegyetem Allatkisérletes Etikai Bizottsaga is jovahagyta.

A nociceptiv hokiiszob mérése az egér farkan az emelkedo homérsékletii vizfiirdovel

A nociceptiv hokiiszobot az egerek farkan mértik meg az altalunk kooperacioban
(Experimetria Kft, Budapest) kifejlesztett emelkedd hdmérsékletli vizfiirdd segitségével. Az
egeret fliggdleges pozicidoban tartottuk gyengéd fogassal a vizfiirdd f616tt gy, hogy az allat farka
kb. 2 cm mélyen beérjen a vizbe. A kiindulasi hdmérséklet 40 °C, a fiitési sebesség 24 °C/perc
volt. A tipikus végpont a farok kirantasa vagy megrazasa volt. Ezek barmelyikének

bekovetkezésekor az allat farkat kiemeltilk a vizfiirdobdl, a futést leallitottuk, és az aktualis
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vizhomérsékletet tekintettiik a nociceptiv hokiiszobnek. A ,,cut-off” hémérsékletet 53 °C-ra
allitottuk be.

Az analgetikus, illetve pszichoaktiv szerek hatasainak vizsgalata soran két, 20 perces
idokozzel elvégzett kiiszObmérés eredményeinek az atlagat tekintettiik a kiinduldsi, kontroll
hékiiszobnek. Ezt kovetden az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masik felét annak
szolvensével (fiziologias sooldattal) kezeltiik i.p. (0,1 ml/10 g). 30 perccel késébb megismételtiik
a hokiiszobmérést ugy, hogy a mérést végzé személy nem ismerte a kezelés fajtajat. A szerek
hatasat a kezelés utani és az az elotti hdkiiszobok statisztikai dsszehasonlitasaval vizsgaltuk, és a
hatas mértékét a hokiiszob-emelkedés nagysagaval jellemeztiik.

A késziilék metodikai tovabbfejlesztéseként kialakitottunk egy olyan elrendezést,
amelynél az egeret a farok nociceptiv hékiiszobének mérése soran nem kell kézbe venni, mivel a
mérés elott 10 perccel egy milanyagbol késziilt, feliil zarhaté hengerbe keriil, amelybdl lefelé

kiloég a farka, a henger oldalan levé lyukak pedig biztositjak a szabad 1égzést (47. abra).

47. abra. Az emelkedd hémérseklett
vizflirdd az egérbefogd hengerrel.

Ez az elrendezés egyrészt hosszabb adaptacids periodust tesz lehetdvé, masrészt kikiiszoboli a
kiiszobmérés egyik lehetséges hibaforrasat, amely abbol adddott, hogy a kiilonbozo kisérletezok
nem egyforma moédon fogtak meg, illetve tartottak az allatot, ezaltal az okozott stressz mértéke is
valdszintisithetéen eltérd volt. Mindez hatassal lehet a kiiszobmérés eredményére, megnehezitve
a kiilonbozo kisérletezOk altal kapott kiiszobértékek Osszevetését. A hengerek fliggdleges
helyzetben logtak egy allvanyon, amelyen vizszintes iranyban el tudtak csiszni. A kiiszobmérés

soran a soron kovetkezé hengert a vizflird6 fol¢ pozicionaltuk olyan magassagban, hogy az allat
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lefelé kilogo farka kb. 4 cm-re 16gott be a vizbe. Ezutan meginditottuk a viz felfiitését 30 °C-os
kiinduldsi hdémérsékletrdl 24 °C/perc sebességgel. A futést addig végeztiik, amig az allat ki nem
rantotta a farkat a vizbdl. Az ekkori vizhOmérsékletet tekintettik a farok nociceptiv
hokiiszobének. A ,,cut-off” hdmérséklet 53 °C volt. Ezt kdvetden a kisérleti protokoll végéig az
allat benn maradt a hengerben, maximum 90 percig. A kovetkezd allat hokiiszobmérésével

folytatodott a kisérlet, ennek soran a kovetkezé hengert helyeztiik a vizflirdd f61¢ stb.

A pszichomotoros aktivitas vizsgdlata ,, open field” tesztben

Az allatok lokomotoros aktivitdsat €s explorativ viselkedését az ,,open field” tesztben
vizsgaltuk. Az egeret az 59 cm x 39 cm-es aréna kozepére helyeztiik, amelynak alja 16 egyforma
négyzetre volt beosztva, teteje pedig nyitott volt. Az allat magatartdsat videokameraval
rogzitettiik, majd utdlag elemeztiik. Az alabbi harom paramétert hataroztuk meg az 5 perces (300
masodperces) teljes vizsgalati periddus 3 egyforma, 100 masodperces részében: meglatogatott
négyzetek szama, a lokomocid idOtartama, az agaskodasok szama. A gydgyszerhatasok
vizsgalata 1 oraval az i.p. gydgyszeradas (lasd fent) utdn tortént ugyanazon allatokban, mint
amelyekben a hokiiszobre kifejtett hatdst vizsgaltuk. A szerek hatasat mindhdrom, az ,,open
field” tesztben mért vizsgalt paraméter esetében az aktualisan adott szolvensével hasonlitottuk
0ssze a szazalékos gatlast megadod alabbi képlet segitségével: 100 — (gyogyszerrel kezelt allatban

mért paraméter / szolvenssel kezelt allatban mért paraméter).

Az allil-izotiocianat egérfarok nociceptiv hokiiszobére kifejtett hatasanak vizsgalata

A mustérolaj csipds Osszetevoje, az allil-izotiocianat (AITC) hatasanak vizsgalata soran
eloszor eldkisérletekben vizsgaltuk a kiilonféle vehikulumokban diszpergalt AITC hatéasat a
farkon mért nociceptiv hékiiszobre. El0szor megmeértiik az egerek farkan a kontroll hokiiszobot
az emelkedd homérsékletii vizfiirdovel az allattartd hengerek alkalmazaséaval. Paraffin, 96%-os
etanol vagy 30%-os dimetil-szulfoxid (DMSO, desztillalt vizben) felhasznalasaval 5%-o0s AITC
oldatot/emulziot készitettiink, amelybe belemartottuk az egér farkat 30 s idOtartamra. Ezutdn 10
percenként mértiik a nociceptiv hdkiiszobot 1 oran keresztiil. A kiindulési €s az adott iddpontban
mért aktualis kiiszob  kiilonbségeként megadott hdkiiszobesokkenést hdallodyniaként
értelmeztiik. A masodik sorozatban az AITC emelkedd koncentracidinak hatasat vizsgaltuk a

hokiiszobre koncentracio—hatas 0sszefliggés megallapitasa céljabol.
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Anyagok

A morfin-klorid (Ph. Hg. VII, PTE Egyetemi Gyodgyszertar, Pécs), a diclofenac-natrium
(Research Biochemicals International, Natick, USA), a metamizol-natrium (Ph. Hg. VII, PTE
Egyetemi Gyogyszertar, Pécs), a diazepam ¢€s a droperidol (mindkettd Richter Gedeon NyRT,
Budapest) feloldasa €s higitasa fiziologids sooldattal tortént. Az allil-izotiocianatot (AITC) a
Sigma-Aldrich Ltd.-t6l (St. Louis, MO, USA) vasaroltuk, a dimetil-szulfoxidot (DMSO), a
paraftfinolajat és a 96%-os etanolt a Reanal Kft-t6l (Budapest) szereztiik be.

4.9.3. Eredmények

Az egerfarok nociceptiv hokiiszobének reprodukalhatosaga és a végpont-reakcio specifikussaga
Az egér farkan a kiindulasi (alap) nociceptiv hokiiszob 45,80+0,13 °C (n=106) volt. Két
kiiszobmérés kezeletlen allapotban 20 perces id6kdzzel, majd egy tovabbi mérés fiziologias
sooldat ip. injekcidja utdn 30 perccel az alabbi értékeket adta (atlag+SEM): 45,80+0,13,
45,79+0,13 ¢és 45,88+0,11 °C (n=106). E harom nagyon hasonld érték ko6zott nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség (Wilcoxon-teszttel vizsgalva). Ez két dologra utal: egyrészt
a hokiiszob jo reprodukalhatosagara, masrészt az i.p. adott fiziologids sooldat hokiiszobot
befolydsold hatasdnak hidnyara. A farokkirantasi reakcid specifitasdnak tesztelése céljabol az
egerek farkat 33 °C-os, azaz a normal bodrhdmérsékletnek megfelelé héfoku vizfiirébe martottuk,
¢s azt az 1d6t mértiik, amig barmilyen reakcido be nem kovetkezett. Az allatok csak 82,5+11,9
masodperc (n=17) mualva mutattak barmiféle reakcidt (tipusosan az egész testet involvalo
,kiizd6” reakciot), ami joval hosszabb iddtartam, mint a ,cut-off” hémérséklet (53 °C)
eléréséhez sziikséges 1d6 (32 s). Mindez azt tdmasztja ald, hogy a vizfiirdé flitésekor valoban

nocifenziv valaszreakcidként értékelheto a farok kirantésa vagy megrazasa.

Referencia-analgetikumok és pszichoaktiv szerek hatasa a nociceptiv hokiiszobre

A szerek nociceptiv hokiiszobre kifejtett hatasat a 48. abra és a 8. tabldzat mutatja. A
morfin volt a leghatékonyabb ¢és a legpotensebb (mg-os alapon): a maximalis hdkiiszob-
emelkedés kozel 5 °C volt, és a legkisebb hatékony (szignifikans hdkiiszob-emelkedést kivaltd)
dozisa 6 mg/kg volt. A diclofenac és a metamizol csak a legmagasabb alkalmazott d6zisban tudta
megemelni a hékiiszobot, és a hatas joval kisebb (0,69+0,26, ill. 1,23+0,26 °C) volt, mint a
morfin esetében. A diazepam két magasabb, mig a droperidol legmagasabb do6zisa volt hatékony;

a szerek maximalis kiiszobemeld hatasa 1,38+0,33, illetve 1,21+0,26 °C volt.
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48. abra. Intraperitonealisan (i.p.) adott analgetikumok, diazepam és droperidol hatasa az egér farkan emelked6
hémeérsékletii vizfiirdével mért nociceptiv hokiiszobre. Az adatok atlag+SEM értékek (n=8-20). A csillagok
statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltéréseket jelolnek a vegyiilet adasa el6tti és utani hokiiszobértékek kozott
(Wilcoxon-teszt).

8. tablazat. Szisztémasan (i.p.) adott szerek és kombindcidik hatdisa az eger farkan emelkedo
homeérsékletii vizfiirdovel mért nociceptiv hokiiszobre (az 1. és 2. abra numerikus adatai) és az
,,open field” tesztben mért paraméterekre. Az adatok atlag+SEM értékek (n=8-20).

Open field test (% reduction)'

Increase in heat Locomotion (number Time of Number of
Drug treatment Dose(s) (mg/kg) threshold (°C) of units entered) locomotion rearings
Morphine 3 0.69 + 045 e s s
6 1.89 + 0.34* - -—— - —62
12 2.10 £ 0.47* -——— -——— 606;65:82
24 4.79 + 0.63* - et 91;79;91
Diclofenac 3 0.11 £ 0.35 ——— —— ——=
10 0.61 + 0.35 - ——— —-—=
30 0.69 £ 0.26*

Metamizol 100 —0.38 &+ 0.29 - -—-30 --32
500 0.25 + 0.27 29:48:71 — 42:65 57:;70;93
1000 1.23 + 0.26* 52:49;53 -——= 76;77,85
Diazepam 3 0.81 £ 033 e e 60;60:70
15 0.85 + 0.22% 56,7887 - 6775 86:94.97
30 1.38 + 0.33% 96:100;100 92;100;100 100 — -
Droperidol 0.75 0.34 + 0.22 48;71;72 S5 56;76;79
23 0.09 £ 0.35 74,8890 62;82:83 52;82:89
7.5 1.21 + 0.26* 919799 90;97:99 91:;96:99

Diclofenac + Morphine 10 +3 171 £ 0.46* : = -
Metamizol + Morphine 500 + 3 2.16 + 041* - s 66;78;82
Metamizol + Diclofenac 500 + 10 0.45 + 0.63 53;55;75 42:47:70 71;78:82
Diazepam + Morphine 5+3 1.98 + 0.50* -=70 -—55 82:86:96
Droperidol + Morphine 2.5+3 2301+ 0.55* 82,9498 87:90:98 85:90;98

*Statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltérés a vegyiilet adasa el6tti és utani kiiszobértékek kozott (Wilcoxon-teszt).
'A harom szimbélum (-) és/vagy szam az ,,open-field” teszt 300 masodperces (5 perc) megfigyelési periodusanak
els6, masodik és harmadik 100 masodperces részintervallumara vonatkozik. A szamok azon aktivitasok szazalékos
gatlasat jelentik, amelyeket szignifikansan (p<0,05) csokkentett a szer az adott részintervallumban a szolvenséhez
képest (Student-féle kétmintas t-proba). A szazalékos gatlast az alabbi képlettel szamoltuk: 100 — (gyogyszerrel
kezelt allatban mért paraméter / szolvenssel kezelt allatban mért paraméter). A ‘—" szimbolum azt jelenti, hogy az
adott tevékenységet nem gatolta szignifikansan a szer az adott részintervallumban.

A morfin 24 mg/kg-os dozisa nem csokkentette, hanem szignifikansan fokozta a lokomoci6 idejét (adatokat nem
mutatunk).
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Referencia-analgetikumok és pszichoaktiv szerek hatasa a pszichomotoros aktivitasra

A szerek hatésait a pszichomotoros aktivitasra a 8. tablazat foglalja 6ssze. A morfin csak
az agaskodasok szamat csokkentette, lényegében csak a 12 és 24 mg/kg-os dodzisokban. A
diclofenac nem mutatott semmiféle hatast. A metamizol k6zépso és legmagasabb ddzisa jelentds
gatlo hatast fejtett ki a legtobb vizsgalt paraméterre. A diazepam ¢és a droperidol jelentds gatld
hatésokat fejtett ki minden paraméterre nézve. Hangsulyozandd, hogy egyik szer sem okozott
narkozist vagy olyan fokt motoros blokkot, amely megakadalyozta volna a nocifenziv reakciot a

hoékiiszobmérés soran.

Gyogyszerkombinaciok hatasa a nociceptiv hokiiszobre és a pszichomotoros aktivitasra

A morfin legkisebb alkalmazott dézisat (3 mg/kg) — amelyik mind a nociceptiv tesztben,
mind az open field tesztben hatéstalan volt —, a diclofenac (10 mg/kg), metamizol (500 mg/kg),
diazepam (5 mg/kg) és droperidol (2,5 mg/kg) olyan (legmagasabb) adagjaival kombinaltuk,
amelyeknek szintén nem volt szignifikans hdkiiszObemeld hatasa. E gyogyszerkombinaciok
hatésat a nociceptiv hokiiszobre €s a pszicomotoros aktivitasra a 49. abra ¢és a 8. tablazat
mutatja. Az 0Osszes kombinacid (kivéve a diclofenac—metamizol pérost) szignifikansan

megemelte a nociceptiv hokiiszobot, vagyis a szerek mindegyike hatékonnya tette a kiiszobalatti

morfindozist.
3.0 *
—_— 1 * %
9 2.5
o *
E = 7
% 2.01 / ' .
£ 1 7 7
rer
= 1.5 . 7 '
(3]
@ AV AV
£ 1 AV 7 7
B - - ZN: 7
© 1.01 o AV~ / :
Q L ");"./ .
% - o s o //:/ //
5} 7, 7 AV /
E 0.5 AV / .[ 7 7 A
J ; % / 7 ; 7
— i koo / / //; / o e 7 /
0.0 7 / A / ZAV /f
) () [ N ™ o
& & 4° ‘b& -\bo "0 -(Q‘\ Q\O (e?o &
& &FSE €W ST
° Q° @e o® Q‘O '\‘}: & " & & on
Q “g}- W OV o

49. abra. Lp. adott analgetikumok és pszichoaktiv szerek, illetve kombinacidik hatadsa az egér farkan emelkedd
hémeérsékletii vizfiirdével mért nociceptiv hokiiszobre. Az adatok atlag+SEM értékek (n=8-20). A csillagok
statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltéréseket jeldlnek a kombinacié adasa eldtti és utani hokiiszobértékek kozott
(Wilcoxon-teszt). Morph: morfin 3 mg/kg, Dicl: diclofenac 10 mg/kg, Metam: metamizol 500 mg/kg, Diaz:
diazepam 5 mg/kg, Drop: droperidol 2,5 mg/kg.
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A morfin diclofenac-kal torténd kombinacidja esetén nem volt pszichomotoros gatlas, mig a
morfin plusz metamizol esetében kisebb volt, mint a metamizol egyediili alkalmazasakor. A
morfin diazepammal vagy droperidollal t6rténd kombinécidja esetén a pszichomotoros gatlas

csak kissé volt nagyobb, mint a pszichoaktiv szer egyediili alkalmazasakor.

Az AITC hatasa a farok nociceptiv hokiiszobére (allattarto hengerek alkalmazasaval) kiilonbozo
vehikulumok és koncentraciok esetében

Ebben a sorozatban az AITC hdkiiszobre kifejtett hatdsat vizsgaltuk az emelkedd
homérsékletii vizflirdd és az allattartd hengerek alkalmazisaval az 5.6. pontban targyalt
kisérletek eldzményeként abbol a célbol, hogy meghatarozzuk az egér farkara alkalmazott AITC
AITC 30% DMSO-ban oldva/emulgealva — ellentétben a paraffinban vagy 96%-os etanolban
adott szerrel — statisztikailag szignifikdns és jelentds mértékben, mintegy 10-11 °C-kal
lecsokkentette a nociceptiv hokiiszobot gy, hogy a vehikulum (30% DMSO) 6nmagéban nem
befolyésolta azt. Megjegyzendd, hogy sporadikus jelleggel az AITC mar szobahdmérsékleten is
a farokra lokalizal6d6d nocifenziv reakciot (farok razéasa) valtott ki. Eredményeink szerint a
haromféle vehikulum koéziil a 30% DMSO képes arra, hogy utat nyisson az AITC szamara az
egér farkan a bor mélyebb rétegeiben levd termonociceptorokhoz, és azokra hatva az AITC le
tudja csokkenteni a nociceptiv hokiiszobot. Az 50. abra alsé panelje szerint a 30% DMSO-ban
adott 0,5 %-os AITC csak 5-7 °C-o0s, a beadds utani elsd 20 perces idOszakra korlatozodd
hokiiszobesokkenést valtott ki, ezzel szemben az 1 €s 2% AITC jelentds mértékben (10-14°C-
kal) és a teljes vizsgalati periddusban (60 perc) lecsokkentette a hdkiiszobot. Az 1 és 2%-o0s
AITC kiiszobcsokkento hatasa hasonld mértéki volt, azonban az utdbbi alkalmazasa soran
alkalmanként rovid ideig tartd nocifenziv reakcid (farok rdzasa) volt megfigyelhetd, ami
megzavarhatja a hokiiszobmérést. Ezért a 30% DMSO-ban mint vehikulumban alkalmazott 1%-
hokiiszobesokkenést okoz az egér farkan anélkiil, hogy nocifenziv reakciot valtana ki. Emiatt az

AITC-vel kapcsolatos tovabbi kisérleteinkben (lasd 5.6. pont) ezt a koncentraciot alkalmaztuk.

4.9.4. Megbeszélés
A jelen kisérletsorozatban az emelkedd hdmérsékletli vizfiirdovel a CD1 egerek farkan
meghatarozott nociceptiv hdkiiszob (45,80+0,13°C) hasonld, mint a kordbbi kisérleteinkben

C57Bl/6 egerek hatso végtagjanak a talpan az emelkedd homérsékletli forrd lappal meghatarozott
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50. abra. Az allil-izotiocianat (AITC) hatasa az egérfarok nociceptiv hékiiszobére, amelyet allattartdo hengerekkel
kiegészitett emelked6 hémérsékletii vizflirddvel mértiink. Az adatok atlagtSEM értékek (n=6-9). **: p<0,01, ***:
p<0,001. A panel: Hokiiszobértékek a farok 30 masodpercig tartd, 5% AITC-be torténd martasa eldtt és 10—-60
perccel az utan kiilonb6z6 szolvensek (paraffin, 96% etanol, 30% DMSO) alkalmazasa esetén. A 30%-os DMSO
hatasat O0sszehasonlitas céljabol mutatjuk. A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jeldlnek a kiindulasi
kiiszobhoz képest (egyszempontos ANOVA utani Bonferroni-teszt). B panel: Kiilonb6zé AITC-koncentraciok (0,5,
1 és 2%; 30% DMSO-ban oldva) hatasa a nociceptiv hokiiszobre a farok bemartasa el6tt és 10—60 perccel az utan a
szolvenshez viszonyitva. A csillagok statisztikailag szignifikans hokiiszobcsokkenéseket (kontroll kiiszob minusz
adott idépontban mért kiiszob) jelentenek a szolvens altal kivaltotthoz képest (kétszempontos ANOVA utani
Bonferroni-teszt).

hokiiszob (45,2+0,4 °C; lasd 4.3.3. pont). Az a tény, hogy az egerek farkuk nem fajdalmasan
meleg (33 °C-os) vizbe martasa soran csak a ,,cut-off” hdmérséklet eléréséhez sziikségesnél joval
hosszabb 1id6 mulva mutattak az egész testet involvalo ,kiizd6” reakciot, azt igazolja, hogy a

farok kirantasa nocifenziv reakcioként értékelhetd. Mivel az NSAID tipust analgetikum
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diclofenac legmagasabb ddzisa (30 mg/kg) megemelte a nociceptiv hokiiszobot anélkiil, hogy
befolyasolta volna a pszichomotoros aktivitast, valodi antinociceptiv effektusként értékelhetd a
hokiisz6b megemelkedése. Ez Osszhangban van azzal, hogy kordbbi vizsgélatunkban a
diclofenac képes volt az emelkedd0 hdmérseékletli forré lappal mért nociceptiv hdkiiszob
emelésére patkany hatso laban (lasd 4.3.3. pont). Emlitésre érdemes, hogy szintén egérben a
sugarzd hot alkalmazo tail-flick modszerrel mérve az 50 mg/kg diclofenac nem novelte meg a
latenciaidét (Dogrul ef al., 2007), mutatva a hokiiszobmérésen alapuld paradigma nagyobb
érzékenységét ezen analgetikum irdnt.

Jelen vizsgalataink a morfin valdédi antinociceptiv hatasat is igazoltdk az aldbbi
megfontolasok alapjan: (1) a szer dozisfiiggden megemelte a hokiiszobot, és maximalis
alkalmazott dozisa jelentékeny, kozel 5 °C-os hokiiszob-emelkedést okozott; (ii) minimalis
effektiv dozisa (6 mg/kg) csak az dgaskodasok szamat csokkentette az ,,open field” tesztben; (iii)
két magasabb dozisa is csak az agaskodéasokra hatott, hasonld mértékben, de ezeknél a
dézisoknal a kiiszobemelkedés jelentdsen kiilonbozott; (iv) a diazepam és a droperidol magasabb
adagjai jelentds pszichomotoros gatlds mellett csak joval kisebb kiiszobemelkedést okoztak, mint
a morfin. A hagyomanyos, latenciamérésen alapul6 nociceptiv tesztekben (forré lap, ,.tail-flick™)
legkevesebb 5—-10 mg/kg morfin hatasat lehetett kimutatni egérben (Milano et al., 2008; Bukhari
et al., 2010; Ramirez et al., 2010), ami azt jelzi, hogy a kiiszobmérési paradigma érzékenysége
legalabb akkora a morfinnal szemben, mint a latenciamérésé. A metamizol csak a legmagasabb
(1000 mg/kg) alkalmazott dozisban emelte meg a nociceptiv hokiiszobot, jelentds
pszichomotoros gatlas mellett. Adataink fényében a pszichomotoros gatld hatasok szerepét sem
kizarni, sem azok mértékét megbecsiilni nem tudtuk a metamizol hdkiiszobemeld hatdsaban.
Figyelembe veendd az is, hogy a forr6 lappal, illetve ,tail-flick” teszttel vizsgalva mar 400—-500
mg/kg metamizol antinociceptiv hatasat ki tudtdk mutatni egérben (Milano et al., 2008; Fialip et
al., 1989; Pakulska és Czarnecka, 2009). Mindezek alapjan elmondhat6, hogy a metamizol
vizsgalatara egérben a hokiiszobmérés nem preferdlanddé modszer.

Adataink azt is alatamasztjak, hogy akar egy jelentds pszichomotoros gatld hatds sem
vezet feltétleniil a nociceptiv hokiiszob emelkedéséhez: a diazepam, a droperidol €s a metamizol
kisebb-nagyobb gatld hatasa az ,,open field” tesztben nem tarsult hokiiszobemeld hatassal. Ez
arra utal, hogy az emelkedd hdmérsékletli vizfiirdoben a farokkirdntasi reakcid nagymértékben
specifikus a nocicepciora, masrészt O0sszecseng a klinikai tapasztalattal, amely szerint sem a
benzodiazepinek, sem a butirofenon tipusu antipszichotikumok nem rendelkeznek analgetikus
hatassal, legalabbis standard terapids adagjaikban. A diazepam ¢és a droperidol magasabb dézisai

altal kivaltott hokiiszob-emelkedést illetden figyelembe kell venni, hogy bar e szerek az ,,open
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field” tesztben szdmottevd pszichomotoros gatld hatdsokat mutattak, nem valoszinii, hogy
kozvetlenlil a farokkirantas spinalis szinten integralodd reflexének (Irwin et al, 1951;
Bonnycastle ef al., 1953; Sinclair et al., 1988) motoros komponensét gatolnak.

Kisérleteinkben a diclofenac és a metamizol — klinikailag jol ismert — morfinspérolo
hatasat is sikeriilt demonstralni, amennyiben e szerek kiiszobalatti antinociceptiv dozisa
egyiittadva a morfin szintén szubliminalis dozisaval, szignifikans hokiiszob-emelkedést okozott.
Mivel a diclofenac-kal val6 kombindci®6 semmilyen, a metamizollal torténé pedig kisebb
pszichomotoros gatlast okozott, mit a metamizol Onmagédban, az antinociceptiv hatdsok
interakcioja allhat a jelenség hatterében. A hokiiszob-emelkedések Osszehasonlitasa alapjan
elmondhat6, hogy a morfin—diclofenac interakci6 additiv jellegti (0,69 °C + 0,61 °C — 1,71 °C),
mig a morfin és a metamizol egyiitthatasa szupraadditivnak (0,69 °C + 0,25 °C — 2,16 °C)
mindsithetd. Meglepd modon a diclofenac és a metamizol antinociceptiv hatdsa nem adddott
0ssze, sot a kombinacié gyengébben hatott (0,61 °C + 0,25 °C — 0,45 °C).

A kiiszobalatti morfindozis diazepammal vagy droperidollal valo kombinaldsa is gy
emelte meg a hokiiszobot, hogy a pszichomotoros gatlas csak minimalisan volt nagyobb, mint a
pszichoaktiv szeré onmagaban. A morfin—diazepam kombindci6 okozta antinociceptiv hatas
esetében esetében inkabb additiv (0,69 °C + 0,81 °C — 1,98 °C), mig a morfin—droperidol paros
esetében egyértelmiien szupraadditiv kdlcsonhatas (0,69 °C + 0,09 °C — 2,30 °C) alakult ki. A
diazepam ¢s a droperidol morfinsporolod effektusa felveti annak lehetdségét, hogy alacsony
dézist anxiolitikum vagy neuroleptikum €rzékenyitheti a termonociceptiv teszteket az dpioidok
irant. Eredményeink hangstlyozzdk annak fontossagat, hogy magatartasi reakcidkat is
alkalmazzanak az antinociceptiv gyodgyszerhatdsok preklinikai vizsgdlatakor, ahogy erre

szakirodalmi ajanlés is taldlhato (Negus et al., 2006; Mogil, 2009).

Az emelkedo homérsékletii vizfiirdo egértarto hengerekkel kiegészitett valtozatanak értékelése
Kisérleteink soran pozitiv tapasztalatokat szereztiink az egérfarok hdkiiszobmérésénél
alkalmazott 4allattart6 hengerek hasznalatdval kapcsolatban, amennyiben ez lehetévé tette
egyrészt az allat megfogdsabol eredd stressz allandova tételét, masrészt a mérést végzd személy
Lallatmegfogasi” modszerének variabilitdsabol szarmazé hiba kikiiszobolését. A hengerben levd
allatok folyamatos, de allando6 mértékli immobilizacidja éles ellentétben all a hagyomanyos,
keézzel torténd megfogas esetén alkalmazott fluktuald ,restraint”-jével (amikor az allat minden
mérés alkalméaval ismételten stressznek van kitéve a megfogéassal €és a ketrecbe vald
visszahelyezéssel 0Osszefliggésben). A hallgatolagos feltételezéssel ellentétben az egerek

gyakorlatilag nem habitudlodnak az ismételt kézbevételekhez (Balcombe ef al., 2004; Longordo
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et al., 2011). Az alkalmazott metodikai fejlesztés 1étjogosultsagat eredményeink is alatdmasztjak,
miszerint a 30% DMSO-val végzett perkutan kezelés utan 7 alkalommal, 10 perces idokozokkel
mért hokiiszobok nem mutattak szignifikans eltérést. Minthogy a gyogyszergyari vizsgalatoknak
egyik fontos kritériuma a minél nagyobb foku standardizélhatdsag, a kiiszobmérést végzo
személy manudlis beavatkozasabol eredd variabilitdsnak a kikiiszobolése €s a modszer
automatizalhatdsaganak lehetdsége a metodikai fejlesztést az ipari kdrnyezetben zajlo tesztelés

szamara 1s vonzova teheti.

4.9.5. Fontosabb kovetkeztetések

1./ A nociceptiv hdkiiszob jol reprodukalhatd mérése az egér farkan az emelkedd homérsekletii
vizflirdovel alkalmasnak bizonyult 6pioid és nem Opioid analgetikum termalis antinociceptiv
hatasanak érzékeny modon torténd kimutatisara, kiterjesztve a hdkiiszObmeérési paradigma

alkalmazhatdsagat egérre.

2./ A hokiiszobmérési paradigma segitségével analgetikumok kozotti, illetve analgetikum ¢€s

pszichoaktiv szer kdzotti antinociceptiv interakcio is kimutathato volt.

3./ Az antinociceptiv tesztek kiegészitése a pszichomotoros aktivitast mérd modszerekkel

ajanlatos, mivel megbizhatdbba teheti a fajdalomteszteket.
4./ Az emelked6 homérsékletli vizfiirdd allattarté hengerekkel kiegészitett formajaban alkalmas

az egér farkan a nociceptiv hdkiiszob objektiv meghatirozasara, kikiiszobolve az allat

kézbentartasabol eredo stresszbol és annak variabilitasabdl ered6 zavard hatast.
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5. A NOCICEPTIV HOKUSZOB MERESENEK ALKALMAZASA A
TRPV1-RECEPTOR FUNKCIOJANAK ES A TERMONOCICEPCIO
MECHANIZMUSAINAK VIZSGALATABAN

Ebben a fejezetben olyan kisérleti eredményeket mutatok be, amelyeket nagyobbrészt a
nociceptiv hokiiszob mérésével nyertiink. Ezekben a vizsgdlatokban a emelkedd homérsékletii
forrd lapon vagy az emelkedd homérsékletli vizfiirdoben végzett hokiiszobmérést mint eszkozt
alkalmaztuk valamely elméleti probléma analizise soran. A vizsgélatok mindegyike — legalabbis
részben — a TRPV1-receptor valamely aspektusaval foglalkozott, és a termonocicepciod tdgabban

értelmezett fogalomkorébe sorolhato be.

5.1. Médszerek
Allatok

Kisérleteink zomét 140-200 g-os ndstény Wistar patkdnyokon (Charles River Hungary
Ltd, Budapest) végeztiik (ha nem emlitek fajt, patkdnyra vonatkozik a metodikai leirds az
alibbiakban). Egy sorozatban TRPVI1- (TRPV1"), illetve TRPAIl-génhidnyos (TRPA1™")
egereket, valamint vad tipusd megfeleldiket (TRPV1"" és TRPA1"") vizsgaltuk. A TRPV1™”
tenyészparokat a The Jackson Laboratory (Sacramento, CA, USA) cégtdl vasaroltuk. A szallitd
instrukcidjanak megteleléen a TRPV1™” egereket homozigotaként tenyésztettiik, ¢s C57Bl/6J
egereket hasznaltunk vad tipusi kontrollként. A TRPA1” and TRPA"™" egereket Prof. P.
Geppetti  (Firenzei Egyetem, Olaszorszag) altal adomanyozott heterozigbta tenyészpar
felhasznalasaval tenyésztettiik. Az utédokat genotipizaltuk, majd a homozigdta egyedeket tovabb
tenyésztettiik 4 generacion keresztiil, stabil homozigota TRPA1” and TRPA1"" vonalat nyerve.
Az allatok 3-4 honaposak voltak, kivéve az 1d6s6dd ndstényeket, amelyek 12—13 honaposak

voltak. A kisérletet végzd személy nem ismerte az allatok genotipusat.

A nociceptiv hokiisz6b mérése az emelkedo homérsékletii forro lap vagy az emelkedo
homeérsékletii vizfiirdo alkalmazasaval patkany hatso laban

E moddszerek leirasat lasd a 4.3.2. és 4.4.2. pontokban. A proteinkindz-gatlok hatasainak
elemzése soran a hdkiiszobméréshez a Supertech Kft. (Pécs, Magyarorszag) altal gyartott
emelkedd homérsékletli forrd lapot hasznaltuk. A nociceptiv hdkiiszob és az RTX-szel kivaltott
kiiszobcsokkenés mérésének részleteit lasd a 4.3.2. pontban. Az RTX-et 0,5 uM koncentracidban
adtuk intraplantdrisan (100 pl), mig a facilitadlé hatdsu proteinkinaz-serkenték alkalmazéasakor
10-szer alacsonyabb (0,05 pM) koncentraciét hasznaltunk az esetleges okklazio elkeriilése
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céljabol. Az RTX adasa utan a hokiiszobot az 5. percben mértiikk. A protein-kinazok aktivitasat
moddositd szereket intraplantéris elokezelés formdjdban alkalmaztuk 5 perccel az RTX adasa
elott: az allatcsoport fele a szert, a masik fele annak szolvensét kapta. Mas kisérleteinkben az
IITC Life Sciences Inc. (Woodland Hills, CA, USA) altal gyartott ,,incremental hot/cold plate
analgesia meter”-t hasznaltuk. A késziilék emelkedd hdmérsékletli izemmodban a forro kiiszob,
csokkend homérsékletli lizemmodban a nociceptiv hideg kiiszob mérésére alkalmas (lasd
lejjebb). Amennyiben TRPV1-receptor-agonizmus kimutatdsa volt a cél, a kiindulési (kontroll)
hokiiszOb meghatdrozasa utan a tesztelt vegyiiletet intraplantarisan (100 pl) alkalmaztuk, majd 5
percenként ismételten mértilk a kezelt lab hokiiszobét. A TRPV1-receptor-antagonista hatés
kimutatasa céljabol a koradbban validalt RTX-allodynia modellt (4.3. pont) alkalmaztuk. Az RTX
adasa eldtt 5 perccel az allatcsoport egyik felét a vizsgalt szerrel, a masikat annak szolvensével
kezeltiik eld intraplantarisan (50 pl). Ot perccel késébb az RTX-et 50 pl térfogatban adtuk
szintén intraplantarisan. Legutobbi kisérleteinkben az emelkedé homérsékletli vizfiirdot

alkalmaztuk (lasd 4.4.2. pont).

A nociceptiv hideg kiiszob meghatarozadsa patkanyban hatso végtagjanak talpi részén

A nociceptiv hideg kiiszob meghatarozasahoz is az ,,incremental hot/cold plate analgesia
meter”-t (IITC Life Science, Woodland Hills, CA, USA) hasznaltuk. A nociceptiv hideg kiiszob
mérésénél annyiban modosult a paradigma, hogy 25 °C-os kiindulasi hdmérsekletet és 6 °C/perc
hiitési sebességet alkalmaztunk; a hiitést addig folytattuk, amig az allat valamelyik hatso végtag
nyaldsaval vagy emelésével nem valaszolt. Az ekkor mért laphdmérsékletet tekintettiik a
nociceptiv hideg kiiszobnek. A ,,cut-off” értek 0 °C-ra volt beallitva, de a lap spontan tovabb hiilt

—1 °C-ra, ezért az utdbbi értéket tekintettiik a végértéknek.

Tesztanyagok hatasanak vizsgalata a hotraumaval vagy sebészi bemetszéssel kivaltott termalis
allodynia-modellben

Az enyhe hdtraumaval és a sebészi bemetszéssel kivaltott hdokiiszobesokkenés
vizsgalatanak leirasat lasd a 4.4.2. és 4.5.2. pontban. Mindkét modell esetében a tesztanyagot
vagy annak szolvensét intraplantaris injekcio (100 pl) formajaban adtuk a hdkiiszobesokkentd
noxa alkalmazisa utdn 10 perccel (hétrauma) vagy 18 Oraval (bemetszés) torténd
hokiiszobmérést kovetden. Ezutan 10 percenként tortént hokiiszobmérés, 6sszesen 4 alkalommal.
A szerek hatasat statisztikailag a 10. és 20. percben mért kiiszobcsokkenés Osszege alapjan

itéltilk meg €s szazalékban fejeztiik ki a korabban mar emlitett képlet segitségével (4.2. pont).
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Patkany TRPVI-receptorral transzfektalt HTS-1 sejtek * Ca’*-felvételének vizsgdlata

A kiilonféle agensekkel kivaltott *Ca’"-felvételt a HT5-1-es sejtvonal sejtjeiben
vizsgaltuk. A HTS5-1 sejtvonal a HT-10180-as human fibrosarcoma sejtvonal derivatuma. A
HTS5-1 sejtekbe a patkany TRPV1 cDNS-ét tartalmazo expresszios vektort (pEGFP-NI1;
Clontech) juttattunk be (Sandor ef al, 2005). A transzfektalt sejtvonalban a sejtek 75%-a
expresszalta a TRPVI-EGFP fazios fehérjét, amely hasonl6 tulajdonsagokkal bir, mint a nativ
TRPVI1-receptor. A sejteket Dulbecco-féle moddositott médiumban (D-MEM; Gibco)
novesztettiik, amelyet 10%  borjiszérummal, nem-esszencidlis aminosavakkal és
antibiotikumokkal szupplementaltunk. A sejteket 3—4 naponként 1:10 aranyban passzaltuk. A
kisérletet megel6z6 napon lyukanként kb. 2500 HTS-1 sejtet helyeztiink ki 72 lyuka Microwell
Minitrays (Sigma M-0690) tenyésztd lemezekre 15 pul médiumban. A kovetkezd napon a sejteket
otszor mostuk HEPES-oldattal (10 mM, pH: 7,4), amelyet magnézium- és kalciummentes Hank-
féle sooldattal pufferoltunk, amelyhez 2 mM kalcium-kloridot adtunk. Amennyiben TRPV1-
agonizmus detektalasa volt a cél, a sejteket 10 ul ugyanolyan pufferoldatban inkubdltuk 5 percig
szobahOmérsékleten, amely tartalmazta a tesztelt vegyiilet kivaint mennyiségét ¢s 200 uCi/ml
#Ca*"-izotopot (1,3 Ci/mmol, Amersham). Ha TRPV1-antagonizmus kimutatésa volt a cél, a
sejteket 15 percig eldinkubaltuk a vizsgalt szerrel szobahdmérsékleten. Ezutan a szert kicseréltiik
a szer, 100 nM kapszaicin és 200 puCi/ml **Ca**-izotép keverékére, és a sejteket 5 percig
inkubaltuk szobahdmérsékleten. Az inkubécid utan a sejteket 6tszor mostuk pufferrel (5 mM
KCl, 2 mM MgCl,, 12 mM gliikkéz, 10 mM HEPES, pH 7,4, 137 mM szacharéz, 5,8 mM NaCl
¢s 0,75 mM CaCl,). A puffer maradékat 10 percig 75 °C-on parologtattuk el. A tenyésztdlemez
lyukaira 10 pl 0,1%-os natrium-dodecil-szulfatot adtunk a sejtekbe felvett izotdép Osszegyiijtése
céljabol, majd a radioaktivitdst 2 ml szcintillacios folyadékban mértiik Tri-Carb 2800 TR

(Packard) szcintillacios szamlaloval.

Az intracelluldris Ca’*-szigndlok mérése fura-2 mikrofluorimetridval HT5-1 sejtvonal sejtjeiben
és patkany tenyésztett trigemindlis neuronjaiban

Az egyedi sejtek szintjén a Ca’’-felvételt fluoreszcens raciometrikus Ca’’-,imaging”
moddszerrel vizsgaltuk fura-2 festékkel toltott HTS-1 sejtekben, illetve trigeminalis neuronokban.
A HTS5-1 sejtvonal leirasat lasd feljebb. A trigeminalis neuronok primer kultarajat 2—4 napos
ujsziilott Wistar patkanyok trigemindlis dacabol készitettikk kollagendz (XI-es tipus) és
dezoxiribonuklaz-1 (IV-es tipus) alkalmazasaval (a modszer tovabbi részleteit illetden lasd Szdke

et al, 2000). A tapanyagokkal kiegészitett tenyésztd0 médium 85 ml D-MEM-et, 5 ml
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16szérumot, 5 ml fotalis marha albumint, 5 ml jsziilott borji szérumot, 2x10° NE/ml penicillint
¢s 100 pug/ml streptomycint tartalmazott. NGF-t (200 ng/ml) minden mésodik nap adtunk hozza.
A HTS5-1 sejteket, illetve a trigeminalis neuronokat 30 percig inkubaltuk 1 uM fura-2
AM-t (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) tartalmaz6 inkubacios pufferben. A festékkel
feltoltott sejteket szobahdmérsekleten vizsgaltuk extracellularis pufferoldatban (ECS: 160 mM
NaCl, 2,5 mM KCI, 1 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 10 mM HEPES, 10 mM gliikkéz, pH 7,3). A
vizsgalt vegyiiletet ECS-ben oldottuk fel, és SF-77B perfuzidos gyors léptetésii rendszerrel
(Warner Inc.) adagoltuk. Az analizist Olympus BXS50WI (Tokio, Japan) fluoreszcens
mikroszkop feliiletén végeztiik felvaltva 340, illetve 380 nm-es monokromatorral (Polychrome
IL., Till Photonics, Gréfelfing, Németorszag) generalt fénnyel. Az 510 nm-en egy adott lapon 2—
18 elkiiloniilt teriiletrdl kibocsatott fluoreszcenciat digitalis kameraval (CCD, SensiCam PCO,
Kelheim, Németorszag) detektaltuk. 1-10 festékkel toltott sejtet valasztottunk ki latoterenként az
egyes sejtek fluoreszcencidjanak vizsgdlatahoz. A fluoreszcenciaintenzitds-aranyokat az 1d6
fliggvényében a neuront lefedd kis teriileteken (ROI-k), kb. 800—-1500 pixelen hataroztuk meg. A
felvaltva alkalmazott 340, illetve 380 nm-es gerjesztd fény hatasara kibocsatott, 510 nm-nél
nagyobb hulldmhosszsagli fényintenzitds-aranyokat 1 Hz-es frekvencidval detektaltuk. Az
adatok rogzitéséhez €s a raciometrikus 340/380-arany analiziséhez Axon Imaging Workbench
2.1 (Axon Instruments, CA, USA) szoftvert hasznaltunk. A gyijtott adatok tovabbi
feldolgozasahoz a Microcal Origin 7.0 programot (Originlab Corporation, Northampton, MA,
USA) alkalmaztuk. A kiindulasi (alapvonali) fluoreszcencia leolvasdsa a sejtek szerrel torténd
expozicioja elott tortént. Ezt kovetden az alapvonalat az R=0 értékre allitottuk, majd a
raciometrikus érték maximumanak meghatirozasa tortént meg. A neuronokat akkor tekintettiik
kapszaicin-, RTX-, vagy kaliumérzékenynek, ha a raciometrikus érték maximuma meghaladta a
0,1-et. Egy adott szerre érzékeny sejtek szazelékos aranyat ugy hataroztuk meg, hogy a 0,1-nél
nagyobb valaszt ado sejtek szamat osztottuk a vizsgalt sejtekével (ezt az ROI-k szamabol tudtuk
meg), majd ezt az értéket 100-zal megszoroztuk. A kisérletek soran két egymdst kovetd
expozicié tortént valamely Ca®’-tranzienst kivalté agenssel (kapszaicin, RTX, KCI) 3 s

id6tartamra, amelyeket ECS-sel vagy aktiv szerrel torténd mosas valasztott el egymastol.

A nocifenziv reakcio vizsgalata vad tipusu és TRPV I-receptorhianyos egerekben

Az OLDA fajdalomkeltd hatasat vad tipust (C57B1/6) és TRPV1-receptor génhidnyos
egereken vizsgaltuk. Utdbbiakat dr. John B. Davis, GlaxoSmithKline, Harlow, UK bocsatotta
rendelkezésiinkre. Az OLDA-t (50 nmol) intraplantaris injekcioban adtuk, és a kivaltott

nocifenziv reakcio (lab nyalasa, emelése) id6tartamat mértiik.
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Idegatmetszés patkany jobb hatso végtagjan és az idegdtmetszett lab kémiai izgatasa
Pentobarbital-narko6zisban (50 mg/kg i.p.) a jobb hats6 labon feltartuk a n. saphenust és a
n. ischiadicust, majd éles olldval atvagtuk mindkeét ideget. Ezutan a miitéti sebet varrattal zartuk.
A kisérletek tobbségében az idegatmetszés (és az ugyanazon iilésben elvégzett plantaris
bemetszés, lasd lejjebb) utdn 18 oraval (szubakut denervacid) tortént az allatok vizsgalata a
nociceptiv tesztekben. Egy allatcsoport esetében kronikus denervaldst végeztiink oly modon,
hogy a plantaris inciziét 4 nappal és 6 Oraval az idegatmetszés utan ismételt narkozisban
végeztik el, és az allatok vizsgalata a nociceptiv tesztekben 18 oraval ez utin (azaz az
idegatmetsz€s utan 5 nappal) tortént, amikorra a decentralizalt idegvégzddések degeneralodtak
(lasd lejjebb). A kapszaicint vagy annak szolvensét intraplantéris injekcio (100 pl) formajaban
adtuk a idegatmetszett jobb hatsé végtag talpanak bdre ald. A mustarolajat vagy annak

szolvensét vattapalcika segitségével kentiik a jobb hatso lab borére.

A mustarolajjal kivaltott plazma-extravazacio vizsgalata a hatso labon az idegatmetszés utani
kiilonbozo idépontokban

Annak megitéléséhez, hogy 18 oraval az idegatmetszés utdn megvaltozott-e a peptiderg
nociceptorok neuropeptid-kibocsatd funkcidja, megmértilk a mustarolajjal kivaltott plazma-
extravazaciot a denervalt hats6 labon in vivo fluoreszcencia-,,imaging” segitségével az
idegatmetszés utan kozvetleniil, 18 ora, illetve 5 nap elteltével. Ennek soran ketamin—xylazinnal
(72-8 mg/kg 1.p.) altatott patkdnyokban 0,5 mg/kg indocianin-zold festéket adtunk i.v., majd az
idegatmetszett jobb hatsd végtagon 5%-os mustarolajat alkalmaztunk a bdrre kenve. A
fluoreszcenciat 20 perccel a mustarolaj alkalmazasa utdn mértiik a kezelt és a kontrollként
szolgald ellenoldali (bal) hats6 labon optikai detektorral (IVIS Lumina II; Perkin-Elmer,
Waltham, MA, USA). A fluoreszcens jel analizisét Living Image szoftver segitségével végeztiik.
Mivel ez a mddszer a keringésben levd és az extravazalodott fluoreszcens festék egyiittes
mennyiségét méri, a vizsgalt végtagon mért értékbdl kivontuk az ellenoldali 1ab értékét, és az ily

modon normalizalt értékeket hasznaltuk a statisztikai analizishez.

A kapszaicinérzékeny érzoideg-végzodeések deszenzibilizacioja a jobb hatso lab talpi részén

A kapszaicinérzékeny nociceptorok funkcidjanak ,kikapcsoladsa” (idegvégzddés-szintli
deszenzibilizacio, lasd 1.4.1.5. pont) érdekében 3 nappal a tavoli antiallodynias hatas vizsgélata
elott 100 pg kapszaicint adtunk i.pl. a jobb hatso labba olyan allatokban, amelyek nem estek at
idegatmetszésen. Sajat adataink szerint ez a dozis a kapszaicinérzékeny idegvégzddések olyan

funkcionalis karosodéasat eredményezi, amely nem korlatozodik a TRPV1-receptorok csokkent
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valaszkészségére, hanem a terminalis altalanos funkcidocsokkenését foglalja magéaba (lasd 5.7.2.

pont). A kontrollallatokat a kapszaicin szolvensével kezeltiik hasonlé modon.

A sebészi bemetszéssel kivaltott termalis allodynia vizsgalata a bal hatso labon

A bal hats6 1ab kiindulasi nociceptiv hokiiszobét az emelkedd hdmérsékletti vizfiirddvel
hataroztuk meg (lasd 4.4.2. pont), és ezt az értéket tekintettilk preoperativ kontrollnak. Ezt
kovetden ugyanabban az iilésben az altatott allatokon elvégeztikk a jobb hats6 labon az
idegatmetszést (lasd fent), €s a bal hatsé ldbon a standardizalt plantaris bemetszést (lasd 4.5.2.
pont). 18 d6raval késdbb, a narkodzis hatasainak teljes elmultaval ismét meghatdroztuk a bal 1ab
nociceptiv hdkiiszobét, €s ezt az értéket tekintettiik posztoperativ kontrollnak. Azokat az
allatokat, amelyekben az incizd okozta hdkiiszobcsokkenés 3 °C-nal kisebb volt, kizartuk a
tovabbi vizsgalatbol. Az ellenoldali (jobb) lab kapszaicinnel, illetve mustéarolajjal (vagy ezek
szolvensével) torténd kezelését kovetden a bemetszett (bal) ldbon 10 percenként mértiik a

nociceptiv hokiiszobot 40 percen at.

A n. ischiadicus részleges lekotésével kivaltott neuropatias mechanikai allodynia vizsgalata a bal
hatso labon

Limitalt szamu kisérletben a bal hats6 végtagon nem termalis allodynidt valtottunk ki
sebészi bemetszéssel, hanem a Seltzer és munkatarsai (1990) altal kidolgozott neuropatias
mechanikai allodynia-modellt alkalmaztuk. Ennek sordn Randall-Selitto késziilékkel
(Analgesimeter, Ugo Basile, Olaszorszadg) mértilk meg patkanyok bal hatsé ldban a grammban
mért mechanonociceptiv kiiszobot. Habitudcios céllal két mérés tortént, amelyeknek eredményeit
nem hasznaltuk fel. Ezt kovetden tjabb 2 mérés kovetkezett 10 perces idOkozzel, és e két érték
atlaga szolgaltatta a kiindulasi mechanonociceptiv kiiszobot (preoperativ kontroll). Ezt kovetden
pentobarbital-nark6zisban (50 mg/kg 1.p.) feltartuk a n. ischiadicust a comb felsd részének
magassagaban, majd atraumatikus 6-0 fonallal lekotottiik az ideg kb. egyharmadat. Ezutdn a
sebet zartuk. Két nappal késdbb egy ujabb narkozis sordn ezek az allatok is atestek a fentiekben
leirt, jobb labon elvégzett idegatmetszésen. 18 oOrdval az idegatmetszés utan Gjra megmértiik a
bal hatsé 1ab mechanonociceptiv kiiszobét, és ezt tekintettiik a posztoperativ kontroll értéknek.
Az ellenoldali (jobb) lab kapszaicinnel, illetve mustarolajjal (vagy ezek szolvensével) torténd
kezelését kovetden a részleges ideglekotésen atesett (bal) labon 20 €s 40 perc elteltével mértiik

meg a mechanonociceptiv kiiszobot.
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A plazma szomatosztatinszerii immunreaktivitasanak meghatarozasa

18 oraval (szubakut idegatmetszés) vagy 5 nappal (kronikus denervacid) a jobb hatso
végtagon elvégzett idegatmetszés (€s 18 oraval a bal hatso 1ab talpan végzett bemetszés) utan az
allatokat wjra elaltattuk pentobarbitdllal, majd az idegatmetszett jobb hats6 labba 100 pg
kapszaicint vagy annak szolvensét adtunk intraplantarisan. Tiz €s 20 (kronikus denervacio esetén
csak 10) perccel késObb szivpunkcid révén vérmintat (kb. 3 ml) nyertiink, amelyet jéghideg,
aprotinint (Trasylol, 200 NE) ¢és EDTA-t (2 mg/ml) tartalmazé csébe helyeztiink, majd 4 °C-on
lecentrifugaltunk (1000-es fordulatszdmon 5 percig, majd 4000-esen 15 percig). A nyert
plazmabol ,radioimmunoassay” segitségével hatdroztuk meg a szomatosztatinszeri
immunreaktivitast az intézetiinkben korabban kidolgozott modszerrel (Németh et al, 1996). A
szomatosztatinszeri immunreaktivitds valtozasat szdzalékos formaban adtuk meg az alabbi
formula szerint: (4tlagérték kapszaicinstimulacioval — atlagérték szolvensstimulacioval) osztva

atlagérték szolvensstimulacioval x 100.

A nociceptiv hokiiszob mérése eger farkan, illetve a hatso lab talpi részén

Az egér farkan a nociceptiv hokiiszobot az emelkedd hdmérsekletii vizfiirdovel mértiik,
allattartd hengerek alkalmazasaval (lasd 4.9.2. pont). Az egér hatsd labanak talpi részén a
nociceptiv hokiiszobot emelkedd hdmérsekletli forrd lappal (IITC Life Science, Woodland Hills,
USA) mértiik. Az egeret az eszkoz melegithetd fémlapjara helyezett plexi megfigyeld kamraba
tettlik, ahol szabadon mozoghatott. A fémlap homérsékletét 30 °C-os kiindulasi hdmérsékletrdl
12 °C/perc sebességgel noveltiik mindaddig, amig az allat valamilyen nocifenziv reakciot
(tipusosan valamelyik hatsd lab emelése, razasa, megnyaldsa) nem mutatott. Ekkor a fiitést
megszakitottuk, €s a késziilék altal kijelzett laphdmérsékletet tekintettilk az érintett talp

nociceptiv hokiiszobének. A ,,cut-oft” hdmérseklet 53 °C volt.

A nociceptiv hidegérzékenység vizsgdlata az eger farkan

Ezeknél a kisérleteknél is a fentiekben Ileirt allattartd hengereket alkalmaztuk.
Segitségiikkel az egér farkat jeges, azaz 0 °C-os vizet tartalmazd tartalyba martottuk, €s a tipusos
nocifenziv reakcid (a farok erdteljes rdzasa) bekdvetkeztéig elteld 1dét mértikk. A ,,cut-off” 1d6

180 s volt.

A mechanonociceptiv kiisz6b meghatarozasa egér hatso labanak talpi részén
A hatso 1ab talpan a mechanonociceptiv kiiszobot dinamikus plantaris eszteziométerrel

(Ugo Basile Aesthesiometer 37400, Olaszorszag) mértiik. Az egerek szabadon mozogtak a
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késziilék részét képezd fémhalon, amelyen keresztiil alulr6l egy egyenes fémszélat irdnyitott a
talpra a késziilék egyenletesen novekvd intenzitassal (2 g/s) mindaddig, amig az allat el nem
hazta a labat. A kijelzén megjelend aktualis — grammban kifejezett — nyomderdt tekintettiik a 1ab
mechanonociceptiv kiiszobének. A ,,cut-off” érték 10 g volt. Harom egymads utani mérés atlagat

tekintettiik a kiindulasi mechanonociceptiv kiiszobnek.

Az AITC-vel kivaltott termalis allodynia vizsgalata az egér farkan, illetve hatso labanak talpi
részen

30% DMSO-ban oldott 1%-o0s AITC hatasat vizsgaltuk a farok, illetve a talp nociceptiv
hokiiszobére emelkedd homérsekletti vizfiirdot, illetve forrd lapot alkalmazva. Az AITC
(alap) hokiiszob mérése utan az egér farkat vagy egyik hatso 1abat 1%-os AITC oldatba
martottuk 30, illetve 60 masodpercre (mivel a talp esetében a 30 s expozicids idével nyert adatok
nem voltak konzisztensek, a koncentraci6 emelése helyett a behatds idétartamat noveltiik meg).
Ezutan 10 percenként mértiik a nociceptiv hdkiiszobot 1 oOran keresztiil az emelkedd
hémérsékletii vizfiirddvel, illetve forrd lappal a kiiszobesokkentd hatas, azaz a termalis allodynia

kimutatasa céljabol.

Az AITC-vel kivaltott mechanikai allodynia vizsgalata az egér hatso labanak talpi részén

A kontroll mechanonociceptiv kiiszob mérése utan az egér hatso labat 1%-os, 30%
DMSO-t tartalmaz6 AITC oldatba martottuk 60 masodpercre. 30, 60, 120 és 180 perccel késébb
ismételten meghataroztuk a mechanonociceptiv kiiszobot. A mechanikai allodyniaként

értelmezett kiiszobcsokkenést a kiindulasi kiiszob szdzalékdban adtuk meg.

Az AITC-vel kivaltott nocifenziv reakcio vizsgalata az egér farkan

Az egér farkat 1%-os, 30% DMSO-t tartalmazé AITC oldatba martottuk mindaddig, amig
a tipusos nocifenziv reakcio (a farok erdteljes razésa) be nem kovetkezett, és az addig eltelt idot
meértik. A ,,cut-off” 1d6 180 s volt. A nocifenziv reakcid utan az allat farkat kiemeltiikk az AITC-

oldatbol és szarazra toroltiik, lehetdség szerint eltavolitva az irritans anyagot.

A TRPV I-receptor-agonistak idegvégzodés-szintii deszenzibilizalo hatasanak vizsgalata
Mindkét hatso 1ab kiindulasi (kontroll) hdkiiszobének mérése (,,incremental hot/cold plate
analgesia meter” segitségével) utan az allatok mindkét hatsé lababa kapszaicint, RTX-et vagy

OLDA-t, illetve annak szolvensét adtunk intraplantaris injekcio (100 pl) formdjdban, majd
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naponként megismételtilk a hokiiszobmérést az elséként reagald hatso labra vonatkozoan. Ha
elértiik a ,,cut-off” értéket, az allatot eltavolitottuk a laprdl, és 50 °C-nak vettiik a kiiszobot. A
kétoldali kezelésre azért volt sziikség, hogy elkeriiljiik a nem kezelt, intakt héérzékenységii
labanak égési sériilését, amely abbol szarmazott volna, hogy a szer hosszitavu hatasként
megemeli a hokiiszobot. Egy kiilon kisérletsorozatban a nociceptiv forrd és hideg kiiszobot
parhuzamosan mértiik naponként ugyanabban az allatcsoportban kapszaicin vagy RTX bilateralis

intraplantéris injekcidja el6tt €s utan naponta.

A TRPV I-receptor-agonistak TRPVI-re korlatozodo deszenzibilizalo hatasanak vizsgadlata
Ezekben a kisérletekben az egyik hatsé végtagba intraplantarisan adott TRPV 1-receptor-
agonistak (RTX, OLDA) altal kivaltott akut nociceptiv valaszokat hasonlitottuk 6ssze az elsd és
masodik expozicid sordn: a nocifenziv reakcid (1ab nyaldsa, emelése) idotartamat, illetve a
beadas utdn 5 (RTX) vagy 10 perc (OLDA) mulva a nociceptiv hdkiiszob csokkenését mértiik
(,,incremental hot/cold plate analgesia meter” segitségével). Ebben a sorozatban a kapszaicint
nem vizsgaltuk konzisztens hdkiiszobesokkentd hatasanak hianya miatt. Az RTX esetében a
kontroll hokiiszob meghatarozasa utan a szert intraplantarisan adtuk (0,016 nmol), majd lemértiik
a nocifenziv valasz id6tartamat €s annak elmulta utdn az 5. percben a hdkiiszobot. 3 oraval
késObb megmértiik a hokiiszobot, majd az RTX (0,016 nmol) adéasat az el6zdleg kezelt labba
megismételtiilk. Ekkor lemértiik a nocifenziv valasz id6tartamat és annak elmulta utan az 5.
percben a hdkiiszobot. Ugyanezen RTX-elokezelés (0,016 nmol, 3 6ra) hatdsat megvizsgaltuk az
1%-o0s formalin intraplantaris injekcidjaval kivaltott nocifenziv reakcid idotartamara is az RTX
szolvensével Osszehasonlitva. Az OLDA esetében a kontroll hdkiiszob meghatdrozasa utan az
allatcsoport fele 250 nmol OLDA-t kapott intraplantarisan (50 pl), a masik fele ennek
szolvensét. 3 6ra mulva mindkét csoportban megmértiik a hokiiszobot, majd az OLDA kisebb
dozisa (5 nmol) altal kivaltott nocifenziv reakcid iddtartamat, és annak elmulta utan az 10.
percben a hokiiszobot hataroztuk meg. Az OLDA-, illetve annak szolvensével torténd 3 oOrés
elokezelés hatdsat az RTX altal kivaltott valaszokkal kapcsolatban is megvizsgaltuk a két szer

kozti kereszt-deszenzibilizacid kimutatédsa céljabol.

Anyagok

A HOE 140, a [dez-Arg'°]-HOE 140, a ,nordihydroguaiaretic acid” (NDGA), az N(G)-
nitro-l-arginin (L-NOARG) és a trinitrofenil-ATP (TNP-ATP) beszerzése a Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA) cégtdl tortént. Az AMG9810 ¢és az SB-366791 a Tocris Bioscience-t6l
(Bristol, UK) szarmazott. A HOE 140, [dez-Arg'’]-HOE 140, a TNP-ATP és az L-NOARG
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oldasa fiziologias sooldatban tortént. Az NDGA, AMG9810 és SB-366791 torzsoldatai (rendre
10, 50 and 100 mM) DMSO-val késziiltek, és fiziologias sooldattal lettek higitva.

A zsirsavamidos kisérletekben mind a kapszaicint (Sigma, St. Louis, MO, USA), mind az
OLDA-t (Tocris Cookson Ltd, UK) 10% etanolban, 10% Tween 80-ban és 80% fiziologias
sooldatban oldottuk fel 10 mM-os torzsoldatként. A 3-MOLDA ¢és 4-MOLDA (MTA Kémiai
Kutatointézete), valamint az OEA (Sigma, St. Louis, MO, USA) ¢s RTX (Sigma, St. Louis, MO,
USA) torzsoldatat DMSO-val készitettiik. Az [-RTX-et (Sigma, St. Louis, MO, USA) etanolban
oldottuk 1 mg/ml-es torzsoldatot készitve. A torzsoldatok higitasa fiziologias sooldattal tortént.

Az egyeb Kkisérletekben kapszaicinbdl 1%-o0s, az OLDA-bol 0,5%-o0s torzsoldatot
készitettiink 10% Tween 80, 10% etanol (96%) és 80 % fiziologias sooldat felhasznalasaval. Az
RTX-et (Sigma, St. Louis, MO, USA) etanolban oldottuk fel 1 mg/ml-es torzsoldatot képezve. A
magas koncentracioju (50 mM) KCl-oldat eléallitdsdhoz 50 mM NaCl-ot ekvimolaris KCl-ra
cseréltiink az extracellularis folyadékban. A KT5720 (Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel),
a forskolin (Alomone Laboratories, Jerusalem, Israel) és a forbol-12-mirisztat-13-acetat (PMA,
Sigma, St. Louis, MO, USA) feloldasa DMSO-ban tortént. A torzsoldatok (rendre 50 pg/ml, 1
mg/ml, 5 mg/ml) higitasat extracellularis oldattal végeztiik. A staurosporin (Alomone
Laboratories, Jerusalem, Israel) 100 pg/ml-es torzsoldatat etanollal készitettiik, a chelerythrin-
kloridét (Alomone Laboratories) and dibutiril-cAMP-¢ét (dbcAMP, Sigma, St. Louis, MO, USA)
desztillalt vizzel, mindketténél 5 mg/ml-es koncentracioban. A torzsoldatok higitdsa
extracellularis oldattal vagy fiziologias sdoldattal tortént.

A pentobarbital-Na (CEVA Kft.,, Budapest, Magyarorszdg) felolddsa fizioldgias
sooldattal tortént. A mustarolajat (Merck, Darmstadt, Németorszag) paraffinolajban oldottuk fel.
A szomatosztatint, cikloszomatosztatint és a naloxon-hidroklorid-dihidratot (Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) fiziologids sdoldatban oldottuk fel. Az indocianinzdld a Sigma-Aldrich-tol (St.
Louis, USA), a ketamin-hidroklorid a Richter Gedeon NyRT-t6l (Budapest, Magyarorszag), a
xylazin-hidroklorid az Eurovet Animal Health-tdl (Bladel, Hollandia) keriilt beszerzésre.
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5.2. Az enyhe hétraumaval és a plantaris bemetszéssel kivaltott termalis

allodynia mediatorainak osszehasonlito vizsgalata

5.2.1. Elé6zmények és célkitiizés

Az enyhe hdétraumaval €s a sebészi bemetszéssel kivaltott termalis hiperalgézia két olyan
fajdalommodell, amelyek kdzvetlen klinikai relevancidval birnak az égési sériiléssel kapcsolatos,
illetve a posztoperativ fajdalom vonatkozasdban. A két paradigma kozott jelentds kiilonbség all
fenn az iddbeli lefutés tekintetében: a hotraumaval keltett hdhiperalgéziat gyors kezdet és rovid
hatastartam jellemzi (Hardy et al., 1950; Meyer és Campbell, 1981; LaMotte et al, 1982;
Coderre ¢és Melzack, 1987; Nozaki-Taguchi és Yaksh, 1998; 4.4.3. pont), mig az incizi6 esetében
a hovel szembeni fokozott valaszkészség lassabban alakul ki, de joval tartésabb (Zahn és
Brennan, 1999; 4.5.3. pont). Az incizido esetében valdszintisithetben idegkarosodassal is kell
szamolni. Hangsulyozandd, hogy vizsgalatunk idején viszonylag kevés adat allt rendelkezésre
arra vonatkozoan, hogy milyen mediatorok, receptorok, illetve ioncsatornak kozvetitik a termalis
hiperalgéziat ebben a két modellben (a részleteket lasd az Eredmények és megbeszélés pontban).
Az emelkedé homérsékletli vizfiirdovel jo iddbeli felbontassal tudtuk kimutatni a termalis
valaszkészség fokozodasat mindkét modellben, €s a konvencionalis analgetikumok alacsony
dozisainak a hatasat tudtuk detektdlni (lasd 4.4.3. és 4.5.3. pont). Mindez azt mutatja, hogy a
nociceptiv hokiiszob mérése alkalmas metodikai megkozelités ebben a két paradigmaban.
Célunk az volt, hogy az enyhe hdtraumaval, illetve sebészi bemetszéssel kivaltott termalis
allodynia periférias mediatorhatterét intraplantarisan adott tesztanyagok segitségével

0sszehasonlitsuk.

5.2.2. Eredmények és megbeszélés

Amig az incizional mind a noxa, mind a kezelés csak a plantaris felszinre korlatozodott, a
hétrauma esetében a noxa a hatso 1ab talpi €s labhati részét egyarant érte, de a tesztvegyliletek
adasa csak a plantaris felszint érintette. Ez a tény egyfajta szisztematikus hibat eredményezett,
ami miatt a tesztdgens hatékonysdgat a paradigma aldbecsiilte. Ez indokolta, hogy a két
modellben nyert szédzalékos gatlasi értékeket nem hasonlitottuk 6ssze. A B,-bradikininreceptor-
antagonista HOEI140 (icatibant) mind a hdtrauma, mind a bemetszés 4altal kivaltott
hokiiszobesokkenést szignifikdnsan gatolta a szolvenséhez képest (51. abra, A és C panel; 9.
tdblizat). Ezzel szemben a Bi-bradikininreceptor-antagonista [dez-Arg'°]-HOE 140 csak az

incizidés modellben volt egyértelmiien hatékony, a hdtrauma hatasat csak a 20. percben gatolta
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51. abra. Intraplantarisan adott bradikininreceptor-antagonista szerek (B,-receptor-antagonista HOE 140, A és C
panel; B,-receptor-antagonista [dez-Arg'’]-HOE 140, B és D panel) hatasa az enyhe hétrauméaval (A és B panel)
vagy plantaris incizioval (C és D panel) kivaltott hokiiszobecsokkenésre. A hokiiszobesokkentd noxa és a kezelés
(szolvens vagy szer) idejét nyil jelzi. Az adatok atlagtSEM értékek (n=12). A csillagok statisztikailag
szignifikdnsan (p<0,05) eltéré értéket jeldlnek a szolvenssel tortént kezeléshez viszonyitva (kétszempontos
ANOVA-t koveté6 Newman—Keuls-teszt).

9. tablazat. Az intraplantarisan alkalmazott tesztanyagok hatisa az enyhe hétraumdaval vagy
plantaris incizioval kivaltott hokiiszobcsokkenésre.

Drug Concentration Heat injury Plantar incision
Overall effect P value Percentage inhibition Overall effect P value Percentage inhibition

HOE 140 10 pM <0.05 32.6% <0.05 31.6%
[des-Arg'"]-HOE 140 10 pM NS 10.0% <0.01 79.0%
NDGA 10 pM <0.001 18.0% NS 13.6%

30 pM <0.05 28.0% NS 17.9%
L-NOARG 100 pM <0.001 62.4% <0.01 52.4%
TNP-ATP 0.3 uM <0.05 61.6% <0.05 54.5%
AMG9810 1pM 0.073 25.8% - -

10 pM <0.05 48.2% = =
SB-366791 10 pM - - NS 6.1%

100 pM - - <0.05 46.9%

A szerek hatasat statisztikailag a 10. és 20. percben mért kiiszobesokkenés Gsszege alapjan itéltilk meg a Student-
féle kétmintas t-proba segitségével. A szerek hokiiszobcsokkenést gatld hatasat szazalékban adtuk meg a 4.2.
pontban emlitett képlet segitségével. NS: statisztikailag nem szignifikans.

(51. abra, B és D panel), ami miatt az 6sszgatlas mértéke nem érte el a szignifikancia szintjét (9.

tablazat). A B, és Bj-receptorok szerepe az incizidos modellben lényeges eredmény, mivel egy

126



dc_1446 17

korabbi vizsgélat (Leonard ef al., 2004) — latenciamérést alkalmazva a plantartesztben — egyik
receptor-altipus szerepét sem tudta kimutatni 24 oOraval a bemetszés utan. A bradikinin
involvaltsaga nem meglepd, hiszen a szdveti trauma képes aktivalni a kallikrein—kinin rendszert.
Mint ismeretes, a B,-receptorok konstitutivan kifejezddnek a nociceptiv idegvégzddéseken, mig
a Bj-receptorok indukalhatok (lasd Hall 1997; Marceau és Bachvarov 1998; Marceau et al.
1998); valosziniileg a 18 oras iddtartam elegendd volt utobbiak szdmottevd kifejezodéséhez. A
hdtrauma esetében csak a B,-receptorok szerepét sikeriilt kimutatni, ami nem meglepd, hiszen
ebben a paradigmaban a noxa utani 20-50. percben tortént a mérés, amikor még szamottevd Bi-
receptor-kifejez0dés nem varhatd. A Bi-bradikininreceptor szerepe 18 6raval az incizié utan — de
nem 20-50 perccel a hdétraumat kdvetden — megerdsiti azt a nézetet, hogy a Bj-receptor-
antagonistak tesztelésére a szubakut/kronikus modellek alkalmasabbak, mint az akutak. Ennek
megfelelden célszeri lenne a fajdalomcsillapiték klinikai vizsgalata soran olyan teszteket is
alkalmazni, amelyek elhtizodobbak, mint a rutin modszerként alkalmazott 3. molaris fog
eltavolitasa utani fajdalom.

El6z6 vizsgélatainkban, amelyekben validaltuk a két modellt, kimutattuk, hogy az
intraplantarisan adott COX-gatlok mérsékelték a hdtraumaval vagy plantaris bemetszéssel
kivaltott hokiiszobesokkenést lasd (4.4.3. ¢és 4.5.3. pont), igazolva a COX-termékek
(prosztanoidok) kozvetitd szerepét. A prosztanoidok, kiilonosen a PGE, és PGI, tipusos
nociceptor-szenzibilizaldo agensek (a részleteket illetéen lasd Pethd és Reeh, 2012). A jelen
vizsgalatainkban a lokalisan adott nem-szelektiv lipoxigenaz-gatldé NDGA csak a hdtrauma
hatasat gatolta (52. abra, A és C panel; 9. tablazat), jelezve hogy a lipoxigenaz-termékek csak
ebben a modellben jatszanak szerepet. Minthogy nem-szelektiv gatlot alkalmaztunk, nem
allapithatd meg, hogy leukotriének és/vagy egyéb lipoxigendz-termékek feleldsek a hatasért.
Mind az LTB4, mind ciszteinil-leukotriének (LTC,, LTD4) nociceptor-szenzibilizald képessége
jol ismert (a részleteket illetéen lasd Pethd €s Reeh, 2012). A nitrogén-monoxid-szintdz (NOS)
nem-szelektiv gatldja, az L-NOARG mindkét modellben gatolta a hdkiiszobecsokkenést, jelezve
az NO kozvetitd szerepét (52. abra, B és D panel; 9. tablazat). Tekintettel ara, hogy az L-
NOARG mindharom NOS-izoformat gétolja, az érintett izoenzim(ek) nem azonosithato(k) a
jelen adatok alapjan. Az NO kétarcu dgens a nocicepcid szempontjabol: periférias pronociceptiv

¢€s antinociceptiv hatdsai egyarant ismeretesek (a részleteket illetden lasd Pethd €s Reeh, 2012).
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52. abra. A nem-szelektiv lipoxigenaz-gatlo NDGA (A ¢és C panel) és a nem-szelektiv nitrogénmonoxidszintaz-
gatldo L-NOARG (B és D panel) hatasa az enyhe hdtraumaval (A és B panel) vagy plantaris incizidval (C és D
panel) kivaltott hokiiszobcsokkenésre. A hdkiiszobesokkentd noxa és az intraplantaris kezelés (szolvens vagy szer)
idejét nyil jelzi. Az adatok atlagtSEM értékek (n=12). A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltérd
értéket jelolnek a szolvenssel tortént kezeléshez viszonyitva (kétszempontos ANOVA-t kovetd Newman—Keuls-
teszt).

A P2X purinoceptorok szerepét is mindkét modellben igazolni tudtuk a szelektiv
antagonista TNP-ATP alkalmazéasaval (5§3. abra, A és C panel; 9. tablazat). Ezzel 6sszhangban
a TNP-ATP gatolta a formalinteszt masodik fazisat patkanyban, hasonloan a P2X;3-génhianyos
egérhez (Jarvis et al., 2001; Cockayne et al., 2000; Souslova et al., 2000). Emlitésre mélté még,
hogy magas ATP-szintet taldltak tengerimalac bdrében hdtraumat kovetden (Carney ef al.,
1976). Végezetiil a TRPV 1-receptor kdzvetitd szerepére is talaltunk bizonyitékot két szelektiv
antagonista alkalmazasaval: az AMG9810 a hdtrauma, mig az SB366791 az incizio esetében
gatolta a hokiiszobcsokkenést (53. abra, B és D panel; 9. tdbldzat). A TRPV1 szerepét e két
modellben sajat parhuzamos vizsgalataink direkt modon megerdsitették szisztémdsan adott
antagonistakkal (4.6. pont). A TRPV1 mediator szerepe a hdétraumaval, illetve bemetszéssel
kivaltott termalis allodynidban egyaltalan nem meglepd, hiszen szdmos termalis
hiperalgézia/allodynia modellben a TRPV1 jelentds, kozel 100%-o0s mediator szerepét igazoltak
a talpon (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Walker et al., 2003; Pomonis et al., 2003;
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Gavva et al., 2005; Honore et al., 2005; Bolcskei et al., 2005; Pogatzki-Zahn et al,. 2005; Wu et
al., 2008; Banik ¢s Brennan 2009). Az is figyelemremélté, hogy a TRPV1 aktivalhato
protonokkal, és az incindalt talpi szovetben a pH csokkenését mutattak ki (Woo et al., 2004).
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53. abra. A P2X-purinoceptor-antagonista TNP-ATP (A és C panel) és a TRPV1-receptor-antagonista AMG9810,
illetve SB 366791 (B és D panel) hatasa az enyhe hétraumaval (A és B panel) vagy plantaris incizioval (C és D
panel) kivaltott hokiiszobesokkenésre. A hokiiszobesokkentd noxa és az intraplantaris kezelés (szolvens vagy szer)
idejét nyil jelzi. Az adatok atlagtSEM értékek (n=12). A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltérd
értéket jelolnek a szolvenssel tortént kezeléshez viszonyitva (kétszempontos ANOVA-t kovetd Newman—Keuls-
teszt).

Erdekes és lényeges eredmény, hogy az egyes antagonistakkal, illetve enzimgatlokkal
nyert gatlasi szazalékok 6sszege meghaladja a 100-at (9. tablazat). Ez azt valosziniisiti, hogy e
két allodynia-modellben a mediatorok nem egymastol fliggetleniil, pArhuzamosan hatnak, hanem
kozottiik interakcid, pontosabban kozos célstruktira(ko)n vald konvergencia all fenn, és ez
annak aktivacidjat egy limitdlt maximalis értékre allitja be, azaz szaturacio kovetkezik be. Egy
ilyen lehetséges konvergenciapont a TRPV1-receptor, amelyrél ismert, hogy ,,molekularis
integratorként” szamos endogén &agens (proton, bradikinin, prosztaglandinok, lipoxigendz-

termékek) hatasainak a kozvetitésében részt vesz (lasd 1.4.1.1. pont). Modelljeink szempontjabol
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relevans, hogy a bradikininrdl és a PGE,-r61 kimutattak, hogy képes szenzibilizalni a TRPV1-et
hovel szemben PKC, illetve PKA-kozvetitette foszforilacid révén (Sugiura et al, 2002;
Moriyama et al., 2005). Az is ismert, hogy bizonyos lipoxigenaz-termékek kozvetleniil
aktivaljak a TRPV1-et (Hwang et al., 2000), és az NO is képes erre a TRPV1 bizonyos cisztein-

aminosavainak S-nitrozilacidja révén (Yoshida et al., 2006).

5.2.3. Fontosabb kovetkeztetések

1./ Viszonylag kis kiilonbségeket sikeriilt kimutatni az enyhe hétraumaval kivaltott akut, illetve a
plantaris bemetszéssel keltett szubakut/kronikus termalis allodynia periféridas mediatorhattere
kozott.

2./ A Bp-bradikininreceptor, P2X-purinoceptor(ok) €¢s a TRPV 1-receptor, valamint prosztanoidok
¢és az NO szerepét mindkét modellben igazoltuk.

3./ A hdtrauma esetében lipoxigendz-termékek, az incizional a B,-bradikininreceptor jarulékos
szerepére deriilt fény.

4./ A feltart receptorok ¢és mediatorok potencialis tamadaspontot jelentenek, 0j tipusu, periférias

tamadaspontu analgetikumok fejlesztéséhez.

5.3. A TRPV1-csatornan hato zsirsavamidok vizsgalata in vitro és in vivo

5.3.1. Elé6zmények és célkitiizés

A kapszaicin, RTX, forr6 ingerek, protonok mellett a TRPV1-receptor koran azonositott
agonistai koz¢ tartozik az endogén kannabinoidok egyik zsirsavamid jellegli képviseldje, az N-
arachidonil-etanolamid, mas néven anandamid (Pertwee, 2001; Zygmunt et al, 1999; Smart et
al., 2000). Ezen dgens azonban csak joval magasabb koncentracidban aktivalja a TRPV1-et, mint
amely az antinociceptiv hatasokat kozvetitd kannabinoid CBj-receptor stimulacijahoz
sziikséges, megkérddjelezve azt a nézetet, hogy az anandamid lenne a TRPV1-receptor endogén
liganduma (a részleteket illetden lasd Szolcsanyi, 2000; Di Marzo et al., 2001). Ezzel szemben
egy késobb izolalt, szintén zsirsavamid karakterli endokannabinoid, az N-oleoil-dopamin
(OLDA) esetében forditott a helyzet: 50-szer alacsonyabb koncentracioban képes aktivalni a
human TRPV1-et, mint a patkdny CB;-receptorat, ezenkiviil in vivo termalis hiperalgéziat okoz
(Chu et al., 2003). Mindezek alapjan felmertilt annak lehetdsége, hogy az OLDA lehet a TRPV1-
receptor endogén liganduma. Egy mésik zsirsavamid, az N-oleoil-etanolamid (OEA) TRPV1-

aktivalo képességét tobb in vitro €s in vivo vizsgalatban is kimutattdk (Ahern, 2003; Wang et al.,
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2005; LoVerme et al, 2006), de ennek ellentmondéan mind zsigeri, mind gyulladasos
fajdalommodellben antinociceptiv hatastinak talaltak (Suardiaz ef al., 2007).

A fentiek alapjan célunk az volt, hogy a nociceptiv primer afferens neuronok sejttestén
végzett in vitro és a periférias nociceptorok mitkddésének analizisén alapul6 in vivo modszerek
alkalmazasaval megvizsgaljuk az OLDA-nak, két ijonnan szintetizalt szarmazékanak, a 3-metil-
N-oleoil-dopaminnak (3-MOLDA), illetve a 4-metil-N-oleoil-dopaminnak (4-MOLDA),
valamint az OEA-nak (54. abra) a TRPV1-receptorra kifejtett hatasat. Ezenkiviil az anandamid
vizsgalatara is sor kertilt, de csak az in vivo modellben, mivel ezen agenst korabban részletesen

vizsgaltak in vitro moédszerekkel.

R2 OLDA 3-MOLDA 4-MOLDA OEA
R1=0H R1=0H R1=0CH,4 R3=0H
R2=0H R2=0CH, R2=0H

54. abra. Az N-oleoildopamin (OLDA), 3-metil-N-oleoildopamin (3-MOLDA), 4-metil-N-oleoildopamin (4-
MOLDA) és az N-oleoiletanolamid (OEA) szerkezeti képlete.

5.3.2. Eredmények
A zsirsavamidok hatdsa TRPV I-receptorral transzfektalt HT5-1 sejtek ¥ Ca’ ~felvételére

Mind a referencia TRPV1-agonistaként hasznalt kapszaicin, mind az OLDA **Ca*"-
akkumuléciot valtott ki HT5-1 sejtekben (55. abra). Az OLDA 4ltal kivaltott maximalis vélasz
60%-a volt a kapszaicinének, €s az ECsp-€értéke 50-szer nagyobb volt, mint a kapszaiciné. Tehat
az OLDA-dnak mind a hatékonysaga, mind a hataserdssége kisebb, mint a kapszaiciné.
Megjegyzendd, hogy humén TRPVI-gyel transzfektalt HEK293-sejteken az OLDA ¢és a
kapszaicin ekvipotensnek mutatkozott (Chu et al, 2003), jelezve a kiilonféle fajok TRPVI-
receptoranak kiilonbozéségét. A 3-MOLDA a kapszaicinhez hasonléan *°Ca*"-akkumulaciot
valtott ki a TRPVI1-gyel transzfektalt HTS5-1 sejtekben (56. abra). A hatékonysaga a
kapszaicinhez képest 70% volt, mig az ECsp-€értéke 20 uM volt, ami kapszaicin 36 nM-os
értékéhez viszonyitva tobb mint 500-szor kisebb hataserdsséget jelez. A 4-MOLDA ¢és az OEA
nem valtott ki *°Ca’"-akkumulaciot. EbbS] adodoan célszerlinek lattuk e két agens esetleges
TRPV1-antagonista hatdsanak vizsgéalatat. Mindkét szer (kiilon vizsgalva) koncentraciofiiggd
moédon csokkentette a 100 nM kapszaicinnel kivaltott **Ca®"-akkumulaciot (57. abra), ami azt
jelzi, hogy e két vegyiilet TRPV 1-antagonista hatdssal bir. A 4-MOLDA 1Cso-értéke 3,8+1,0 uM

volt, a OEA-¢ 16,3+3,5 uM, jelezve, hogy a 4-MOLDA TRPV1 iranti affinitdsa nagyobb.
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A zsirsavamidok hatdsa az intracelluldris Ca’ -szintre HT5-1 sejtvonal sejtjeiben és tenyésztett
patkany trigeminalis neuronokban

Mind a kapszaicin (330 nM), mind az OLDA (3 pM) Ca*"-tranzienseket valtott ki HT5-1
sejtvonal sejtjeiben és tenyésztett trigeminalis neuronokban (58. abra), amelyek amplitadoja
ismételt adas esetén csokkent, jelezve a deszenzibilizacidt (ez utobbi a HTS5-1 sejtek esetében
kifejezettebb volt). Az OLDA altal kivaltott valasz mindkét sejttipusban lassabb kinetikat
mutatott. A 3-MOLDA 10 uM koncentracidban atmenetileg megndvelte az intracellularis Ca*'-
szintet trigemindlis neuronban, és ez a valasz ismételt adagolas sordn jelentds tachyphylaxiat
muatott (59. abra). Ezzel szemben sem a 10 uM 4-MOLDA, sem a 10 uM OEA nem valtott ki

Ca®'-tranzienst a neuronokban. A kés6bb pozitiv kontrollként adott 330 nM kapszaicin

egyértelmil valaszt okozott, jelezve, hogy a neuronok expresszaljak a TRPV 1-receptort.
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- ! E = 4 1 1 A
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Pl . ¥ 05
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5 0,44 . y . Ry
E & 3 intracellularis Ca*"-koncentraciora
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= 00 4 . ’”r r r
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59. abra. A kapszaicin, 3-metil-N-oleoildopamin (3-MOLDA, A panel), 4-metil-N-oleoildopamin (4-MOLDA, B
panel) ¢és az N-oleoiletanolamid (OEA, C panel) hatdsa az intracellularis Ca’’-koncentriciora tenyésztett
trigeminalis neuronokban fura-2 mikrofluorimetriaval mérve. A mutatott érték egy reprezentativ sejt felett mért
340/380 nm fluoreszcenciaarany mindharom panel esetében. A sotét korok 3 egymas utani, 10 s tartamtt 3-MOLDA,
4-MOLDA, illetve OEA applikaciot jelentenek. Az iires kordk a pozitiv kontrollként hasznalt 10 masodperces
kapszaicinexpoziciot jelentik.
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A zsirsavamaidok hatdsa a nociceptiv hokiiszobre patkanyban

Az OLDA intraplantaris injekcioja (5 nmol) nocifenziv reakciot (a 1ab emelése és
nyalasa) valtott ki patkanyokban, amely 10 percen beliil megsziint. Ezt kdvetéen 6-9 °C-kal
lecsokkent a nociceptiv hokiiszob a 10-30 perces iddintervallumban (60. abra) tigy, hogy az a
60. percre visszatért a kontroll értékre. A szintén intraplantarisan adott TRPV1-antagonista I-
RTX-szel (Wahl et al., 2001; 4.3.3. pont) végzett elokezelés (0,05 nmol, 5 perc) minden mérési
idépontban (a 10-30 perces intervallumban) szignifikdnsan gatolta az OLDA
hokiiszobesokkentd hatasat az I-RTX szolvenséhez viszonyitva (60. abra), igazolva, hogy az
OLDA hatasaban a TRPV1-receptorok aktivacioja szerepet jatszik. Tekintettel arra, hogy az 5
nmol OLDA altal kivaltott hokiiszobcsokkenés valamivel kisebb volt, mint a korabbi
kisérletsorozatban (lasd 4.3.3. pont) vizsgalt 0,05 nmél RTX-¢, elmondhat6, hogy a
hokiiszobesokkentési paradigmaban az OLDA kb. 100-szor kevésbé potens TRPV1-agonista,
mint a referenciavegyiilet RTX.

] solvent50dipl. +OLDA5nmol ipl.
I-RTX 0.05 nmol i.pl. + OLDA 5 nmol i.pl.

Heat threshold drop (°C)
o

10 15 20 25 30 min
60. abra. Az intraplantarisan (i.pl.) adott N-oleoildopamin (OLDA) hatasa a patkany hatsé laban az emelkedd

hémérsékletii forrd lappal mért nociceptiv hokiiszobre a TRPV 1-receptor-antagonista jodresiniferatoxinnal (I-RTX)
vagy annak szolvensével tortént 5 perces elékezelés utan. Az adatok atlagtSEM (n=8). A csillagok statisztikailag
szignifikans eltéréseket (p<0,05, Student-féle kétmintas t-proba) jeleznek a szolvenshez képest.

A 3-MOLDA intraplantaris injekcioja (5 nmol) szintén nocifenziv reakciot (a 1ab emelése
¢s nyalasa) valtott ki, amely 10 percen beliill megsziint. Ezt kovetden a vegylilet hatdsara
lecsokkent a nociceptiv hdkiiszob (61. abra, A panel), legalabb 30 percig. Ezt a
kiiszobcsokkenést a TRPV1-antagonista [-RTX-szel végzett 5 perces intraplantaris elokezelés
minden mérési idépontban szignifikdnsan gatolta, jelezve a TRPV 1-receptor-agonizmus szerepét
az 3-MOLDA hatéasaban. A 3-MOLDA kozel 10 °C-os hokiiszobcsokkentd hatdsa 6sszemérhetd
a 0,05 nmo6l RTX-ével (lasd 4.3. pont); ennek alapjan a 3-MOLDA hataserdssége 100-szor

kisebbre tehetd, mint az RTX-¢.
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61. abra. Az intraplantarisan adott szerek hatasa a patkany hatsé laban az emelked6 homérsékleti forrd lappal mért
nociceptiv hokiiszobre. Az adatok atlag=SEM (n=6-8). A 3-metil-N-oleoildopamin (3-MOLDA, 5 nmol i.pl.) hatasa
a TRPVI1-receptor-antagonista jodresiniferatoxinnal (I-RTX, 0.05 nmdl i.pl.), illetve annak szolvensével tortént 5
perces elokezelés utan (A panel). A 4-metil-N-oleoildopamin (4-MOLDA, 0,5-5 nmol i.pl., B panel), N-
oleoiletanolamid (OEA, 0,5-5 nmdl i.pl., C panel) és az anandamid (ANA, 0,03 nmol i.pl., D panel) gatlo hatasa a
TRPV1-receptor-agonista resiniferatoxinnal (RTX, 0,05 nmol i.pl.) kivaltott kiiszobcsokkenésre. A B és C panelben
a szolvens a k6zéps6 dozis vehikulumat jelenti. A szazalékos gatlast a 4.2. pontban emlitett képlettel szamitottuk az
5., 10., 15. és 20. percben mért hokiiszobcsokkenések Osszegének atlaga alapjan. A csillagok statisztikailag
szignifikans eltéréseket (p<0,05, Student-féle kétmintas t-proba) jeleznek a szolvenshez képest egy adott idépontra,
illetve a hokiiszobesokkenések Osszegére vonatkozoan.

Sem a 4-MOLDA (5 nmol), sem az OEA (5 nmol) intraplantaris injekcidja nem valtott ki
nocifenziv reakciot vagy hokiiszobcsokkenést (adatokat nem mutatunk), jelezve, hogy e szerek
nem rendelkeznek TRPV 1-agonista hatassal. Ugyanakkor a 4-MOLDA-val végzett intraplantaris
elokezelés gatolta az RTX hékiiszobesokkentd hatasat (61. abra, B panel). Erdekes médon a 4-
MOLDA legmagasabb dozisa kisebb mértékti (34%-o0s) gatlast okozott, mint a k6zépsd dozis
(50%); emiatt IDso-érték meghatarozasara nem keriilt sor. Az OEA-val torténd lokalis elékezelés
szintén gatolta az RTX kiiszobcsokkentd hatasat (61. abra, C panel); e szer gatlo hatasa

dozisfiiggd volt, 1,4 nmdlos IDsp-értékkel.
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Az arachidonil-etanolamid (anandamid) intraplantaris injekcioja (0,03 nmol) nem valtott
ki nocifenziv reakcidt, és nem befolyasolta a nociceptiv hokiiszobot a beadas utdn 30 percig
vizsgalva (adatokat nem mutatunk). Ugyanakkor szintén gatolta az RTX hdkiiszobcsokkentd
hatésat mind a négy mérési idédpontban (61. abra, D panel). Az anandamid gatld hatasat a CB;-
receptor-antagonista SR141716A (0,18 nmol, 1.pl.) egyiittes adasa teljesen kivédte (adatokat nem

mutatunk), igazolva a CB;-receptorok kizardlagos kozvetitd szerepét.

Az OLDA nocifenziv reakciot kivalto hatasa egérben

Az egér talpaba adott OLDA (50 nmdl) nocifenziv reakciot (a lab emelése ¢és nyalasa)
valtott ki, amelynek az iddtartama szignifikansan kisebb volt a TRPV1-génhianyos egerekben,
mint a vad tipustiakban (62. abra). Azonban az OLDA — szemben a szolvensével — a TRPV1
KO egerekben is okozott némi nocifenziv reakciodt, jelezve, hogy pronociceptiv hatisaban a

dominans TRPV1-medialta komponens mellett TRPV1-fiiggetlen mechanizmus is szerepet

jatszik.
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g 62. abra. Az intraplantarisan (i.pl.) adott
S 20 N-oleoildopaminnal (OLDA) kivaltott
_5 nocifenziv reakcio (lab emelése ¢és
g 204 nyalasa) id6tartama vad tipusu és TRPV1-
(=] génhianyos egerekben az injekcié utani 5

104 perc soran. Az adatok atlag:SEM (n=6).

A csillagok statisztikailag szignifikans
0 NN\ eltéréseket (p<0,05, Student-féle
OLDA 50 nmol i.pl. solventi.pl. kétmintas t-proba) jeleznek.
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5.3.3. Megbeszélés és fontosabb kovetkeztetések

1./ A vizsgéalt zsirsavamidok koziil az OLDA és a 3-MOLDA TRPV1-receptor-agonista hatasara
talaltunk bizonyitékot: mindkét agens **Ca* -akkumulaciot valtott ki TRPV1-gyel transzfektalt
sejtekben, Ca’'-tranzienseket indukalt trigeminalis szenzoros neuronokban, intraplantaris adas
utan nocifenziv reakcidét €s a nociceptiv hokiiszob csokkenését (termalis allodynia) okozta,
ezaltal utanozta a TRPV1-agonista kapszaicin, illetve RTX hatdsait. A hokiiszobcsokkentési
paradigmdban mindkét agens hatasa blokkolhaté volt TRPV1-antagonistaval. Mindkét agens
mind az in vitro, mind az in vivo modellekben joval kevésbé potens TRPV1-agonistanak
bizonyult, mint a kapszaicin vagy az RTX. Az OLDA algogén hatasaban a TRPV1-tdl fliggetlen

— kozelebbrdl nem definialt — hataselem(ek) létezését is sikeriilt igazolni.

2./ A 4-MOLDA ¢s az OEA viselkedése a kiilonféle vizsgalt modellekben TRPV1-antagonista
hatasra utal: nem valtottak ki **Ca*"-akkumulaciét a TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, sem
Ca*"-tranzienseket a trigeminalis szenzoros neuronokban, intraplantaris adas utdn nem okoztak
sem nocifenziv reakcidt, sem a nociceptiv hokiiszob csokkenését. Ugyanakkor gatoltak a
kapszaicinnel kivaltott **Ca*-akkumuléciot a TRPVI1-gyel transzfektalt sejtekben, és
mérsékelték az RTX hokiiszobesokkentd hatasat. Az eredmények alapjan nem allapithatdé meg
egyértelmiien a TRPV1-antagonizmus tipusa; a két legvaldszinibb mechanizmus a TRPVI1-
receptor kompetitiv antagonizmusa, illetve a TRPV1 ioncsatorna-részének a blokkolasa. A 4-
MOLDA nagyfokt szerkezeti hasonlosdga a TRPV1-agonistanak bizonyulé 3-MOLDA-hoz és

OLDA-hoz a szer kompetitiv antagonista jellegét valoszintisiti.

3./ A 4-MOLDA hatésanak ¢érdekessége, hogy a szerrel elérheté maximalis gatlas az RTX-szel
kivaltott hokiiszobesokkenésre vonatkozoan csak 50% volt, és ezt a legnagyobb hatast a kozeépsod
dozis hozta Iétre. Ennek elméletileg lehetséges magyarazata, hogy a szer magasabb ddzisban
olyan, a TRPV1-tdl fliggetlen hatést valt ki, amely fokozza az RTX hdkiiszobcsokkentd hatasat,

ezaltal limitalja a TRPV1-antagonizmus mértékét.

4./ Bar az OEA jelen kisérleteinkben egyértelmiien TRPV1-antagonistanak mutatkozott, az
irodalmi adatok ellentmondasosak: az ecetsavval kivaltott ,writhing” tesztben (egér) és a
formalintesztben (egér, patkany) a szer antinociceptiv hatasu volt (Suardiaz et al., 2007), de egér
vagalis szenzoros neuronjait izgatta €s visceralis nocicepcidt okozott a TRPV1 aktivalasa révén

(Wang et al., 2005). Szintén egérben az OEA TRPVI1-fliggd nocifenziv reakciot okozott (Lo
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Verme et al., 2006). Bar az emlitett diszkrepanciak eredhetnek a fajok €s a szdveti lokalizacidok
kiilonboz0oségébdl, az sem zarhato ki, hogy az OEA alacsony intrinszik hatékonysagl parcialis
agonista a patkany és egér TRPV 1-receptoron, hasonléan a human TRPV1-hez (Movahed ef al.,
2005). Ezaltal az OEA kompetitive gatolhatja a nagyobb intrinszik hatékonysdgli agonistak
(kapszaicin, RTX) hatasat, de magas koncentracioban TRPV1-agonista hatasokat produkalhat. A
jelen kisérleteinkban alkalmazott koncentraciok valdszintisitheten ez utdbbihoz nem voltak
elegenddk (vélhetden az alacsony receptorsiirliség miatt), de a kapszaicin és az RTX hatasanak

kompetitiv gatlasdhoz igen.

5./ Az anandamid az in vivo modelliinkben nem valtott ki nocifenziv reakciot ¢s
hokiiszobesokkenést, de gatolta az RTX hdokiiszobesokkentd hatasat, és ezt CBj-receptor-
antagonistaval teljes mértékben ki lehetett védeni. Mindez arra utal, hogy a szer kizarolag CB;-
receptor-agonistaként viselkedett. Ezt azért fontos hangsulyozni, mert az anandamid képes
aktivalni a TRPV1-receptort is, bar ehhez magasabb koncentraciok sziikségesek, mint a CB;-
receptor-stimulacidhoz (Zygmunt et al., 1999; Smart et al, 2000; Németh et al., 2003b;
Ahluwalia ef al., 2003). Pro és kontra diszkutélt lehetdségként felmeriilt, hogy az anandamid
lenne a TRPV1-recptor endogén liganduma (Szolcsanyi, 2000; Di Marzo et al., 2001). A jelen
adatok még egy — az RTX-hatast kompetitive gatolni képes — parcidlis TRPV1-agonizmust is
kizarnak, mivel a CBi-receptor-antagonista 100%-ban kivédte az anandamid antiallodynias
hatasat.

A vizsgalt zsirsavamidok tulajdonsagait a 10. tabldazat 6sszegzi.

10. tablazat. A vizsgalt zsirsavamidok osszehasonlitdsa.

OLDA 3-MOLDA | 4-MOLDA OEA AEA
ca’*-felvétel igen igen
Hatdserdsség a <50 <500
kapszaicin-hez képest nem nem i
(ECspalapjan)
Kapszaicin-indukalta . .
BCca’*-felvétel gatlasa i i 'gen 'gen i
Ca’'-tranziens igen igen nem nem -
Nocifenziv reakcié igen igen nem nem nem
HGékiszobcsokkenés igen igen
HatdserGsség az RTX-hez <100 <100 nem nem nem
képest (EDsalapjan)
RTX-okozta hékiiszob- . . .
csokkenés gatlasa i i 'een 'een 'een
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5.4. A protein-kinaz A ¢és a protein-kinaz C szerepe a TRPVl1-receptor

érzékenységének meghatarozasaban in vitro és in vivo

5.4.1. El6zmények és célkitiizések

Ismert, hogy a TRPVI1 foszforildcids statusza fontos szerepet jatszik a receptor
érzékenységének meghatdrozasaban: a foszforilacid noveli, a defoszforilacid csokkenti a
receptor valaszkészségét (a részleteket lasd a 1.4.1.2. pontban). Kisérleteink célja a PKA ¢és PKC
egymashoz viszonyitott szerepének Osszehasonlitasa volt a TRPV1-receptor érzékenységének
beallitasdban egyrészt alaphelyzetben, masrészt az emlitett enzimek farmakologiai stimulalasa
mellett. Tekintettel arra, hogy egy in vifro mddszerrel a trigemindlis nociceptorok sejttestének
aktivaciojat vizsgaltuk, egy masik in vivo modellben pedig a patkanytalp nociceptiv
idegvégzddéseinek hdstimuldciojaval kivaltott nocifenziv reakciot, lehetdség nyilt a PKA ¢és

PKC szerepének 0sszehasonlitasara sejttest versus periférias terminalis vonatkozéasban is.

5.4.2. Eredmények
Patkéany trigemindlis neuronok kapszaicinnel kivaltott Ca’*-szigndljanak jellegzetességei és
proteinkindz-gatlok dltali modulacioja

Kapszaicin (0,33 uM, 3 s kontaktusidd) hatasara atmenetileg — 20 s-tol 3 percig terjedd
intervallumban — megemelkedett az intracellularis Ca® -koncentracio (63. abra, A és B panel).
A tesztelt kis méretli neuronok (n=392) 77,5%-a bizonyult kapszaicinérzékenynek azon
kritérium alapjdn, hogy a raciometrikus fluoreszcenciavalasz (F340/F380) maximuma
meghaladta a 0,1-es értéket. Az 5 perccel késobb ismételten alkalmazott kapszaicin hatdsara
kialakulo valasz maximumat elosztva az elsd expozicid hatasdra kialakuld maximummal
szignifikansan kisebb, 92,6+4,1%-o0s értéket kaptunk (n=186, p<0,001, Student-féle egymintas t-
proba, 63. abra, A és C panel), jelezve a tachyphylaxia kialakulasat. A TRPV1-6-receptorokat
blokkol6 ruténiumvordssel (0,2 uM) végzett 5 perces eldkezelés hatdsara a masodik
kapszaicinvalasz maximuma 4,5+0,8%-ra csokkent, igazolva a TRPVI-receptor kozvetitd
szerepét (n=14, p<0,001, ANOVA utani Tukey-teszt). EGTA-val kalciummentessé tett
szuperfuzios médiumban az 1 uM kapszaicin semmiféle Ca**-valaszt nem valtott ki, jelezve az
extracellularis Ca® -ionok bedramlasanak kizarolagos szerepét (adatot nem mutatunk). A PKA-t
szelektiven gatlo KT5720 (0,2 uM) 5 perces el0kezelés utan 33,7+5,0%-ra csokkentette a
mésodik kapszaicinexpozicidval kivaltott Ca®"-tranziens maximumat. Ez a gatlas szignifikansan
nagyobb volt, mint az ismételt kapszaicinadds okozta tachyphylaxia (n=46, p<0,001, ANOVA
utani Tukey-teszt, 63. abra, B és C panel). Meglep6 modon a 10-szer magasabb
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koncentracidban adott KT5720 gatlo hatdsa numerikusan nagyobb volt (29+15,4%-ra vald

csokkenés), de statisztikailag nem szignifikans (63. abra, C panel).
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63. abra. Ismételt kapszaicinadas hatasa az intracellularis Ca®'-koncentraciora patkény tenyésztett trigeminalis
neuronokban a raciometrikus (F340/F380) valasz alapjan extracellularis oldattal (ECS, A panel) vagy KT5720-szal
(B panel) torténd szuperfuzid utan (reprezentativ regisztratum). C panel: ECS, illetve proteinkinaz-gatlo agensek
hatasa a kapszaicinnel kivaltott Ca®'-tranziensre 5 perces szuperfuziét kovetéen ismételt kapszaicinadas mellett. Az
abra a masodik kapszaicinadassal nyert raciometrikus valasz (F340/F380) maximumat mutatja az els6 szazalékaban.
Az oszlopok atlag+SEM értékek. A csillag statisztikailag szignifikdnsan eltérd értéket jeldl az ECS-eldkezeléshez
viszonyitva (egyszempontos ANOVA utani Tukey-teszt).

140



dc_1446 17

Ennek a kisebb esetszdm miatti nagyobb variabilitds allhat a hatterében. A két KT570-
koncentracid hatasdnak hasonldo mértéke azt sugallja, hogy mar a kisebb koncentracioval elértiik
a lehetséges maximalis PKA-gatlast. A szelektiv PKC-gatlo chelerythrin-kloriddal (1 és10 uM)
végzett elokezelés hasonld mértékben gatolta a méasodik kapszaicinvalaszt, mint az ismételt adas
miatti tachyphylaxia (63. abra, C panel). Ugyanakkor a 10 uM chelerythrin-klorid jelentdsen
csokkentette a PKC-aktivalé PMA-val (1 uM, 10 s) kivaltott Ca*'-tranzienst (csokkenés
9,4+5,9%-ra, n=23, p<0,01, egyszempontos ANOVA utani Tukey-teszt), igazolva a szer PKC-
gatlo képességét. A nem-szelektiv, PKC-t és PKA-t egyarant gatld staurosporin — a chelerythrin-
kloridhoz hasonléan — mindkét alkalmazott koncentracioban (10 nM ¢és 1 uM) csak annyira

csOkkentette a masodik kapszaicinvalaszt, mint az ismételt kapszaicinadas (63. abra, C panel).

Patkany trigemindlis neuronok RTX-szel kivdltott Ca’ -szigndljanak jellegzetességei és
proteinkindz-gatlok dltali modulacioja

A potens TRPV1-agonista RTX alkalmazésa (1 nM, 3 s) is megemelte az intracellularis
Ca’-koncentraciot (64. abra, A és B panel). A neuronok 55%-a reagalt a szerre, és a kapszaicin
hatasatol eltéréen az RTX adasa utan 5 percen beliil nem tért vissza a Ca**-szint a kiinduldsi
értékre, hanem egy platot mutatott. Emiatt az 5 perccel késébb megismételt RTX-adas utan
kialakul6 mésodik valasz maximalis amplituddjabol kivontuk a megemelt alapszint értékét, és
ezt a kiilonbséget osztottuk el az elsé valasz maximalis amplitidojaval a normalizalas soran. A
masodik valasz az elsdnek az 59,3+6,0 %-a volt, jelezve a jelentds tachyphylaxiat (n=40,
p<0,001, Student-féle egymintas t-proba, 64. abra, A és C panel). KT5720 (0,2 uM) eldkezelést
kovetden a masodik RTX-vélasz (34,2+2,8%) szignifikdnsan kisebb volt, mint 6nmagaban a
tachyphylaxia mértéke (n=54, p<0,01, egyszempontos ANOVA utani Tukey-teszt, 64. abra, B
és C panel). Ezzel szemben sem a chelerythrin-klorid, sem a staurosporin magasabb
koncentracidjanak addsa nem okozott szignifikansan nagyobb csokkenést a masodik RTX-

valaszban, mint a tachyphylaxia (64. abra, C panel).

A proteinkindz-aktivitorok hatdsa a trigemindlis neuronok kapszaicinnel kivaltott Ca’*-

crer

A sejtmembranon athatolni képes €s a PKA-t aktivdlo cAMP-analdég dibutiril-cAMP
(dbcAMP, 200 puM, 15 s) 56,7+27,2%-kal fokozta a kapszaicinnel kivéltott Ca*"-tranzienst, ami
szignifikdnsan eltér az ismételt kapszaicinaddshoz képest (n=34, p<0,0001, egyszempontos
ANOVA utani Tukey-teszt, 65. abra, A és C panel). A szelektiv PKC-aktivator forbolészter
PMA (1 uM, 10 s) hasonloképpen szignifikdnsan, 48,1+27,4%-kal megnovelte a kapszaicinnel
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kivaltott Ca®"-akkumulaciét (n=19, p<0,05, egyszempontos ANOVA utani Tukey-teszt, 65.
abra, B és C panel). Mind a dbcAMP, mind a PMA 6nmagaban atmeneti Ca®-szignalt valtott

ki, amely lecsengett a masodik kapszaicinadasig (65. abra, A és B panel).
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64. abra. Ismételt RTX-ad4s hatasa az intracellularis Ca®'-koncentraciora tenyésztett trigeminalis neuronban a
raciometrikus (F340/F380) valasz alapjan extracellularis oldattal (ECS, A panel) vagy KT5720-szal (B panel)
torténd szuperfuzid utan (reprezentativ regisztratum). C panel: ECS, illetve proteinkinaz-gatldé agensek hatasa az
RTX-szel kivaltott Ca*'-tranziensre 5 perces szuperfiziot kovetSen ismételt RTX-adas mellett. Az abra a méasodik
RTX-adassal nyert raciometrikus valasz maximumat mutatja az els6 szazalékaban. Az oszlopok atlag+SEM értékek.
A csillag statisztikailag szignifikdnsan eltéré értéket jelol a ECS-eldkezeléshez viszonyitva (egyszempontos
ANOVA utani Tukey-teszt).
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65. abra. Ismételt kapszaicin (CAP) applikacio hatasa az intracellularis Ca*'-koncentraciora tenyésztett trigeminélis
neuronban a raciometrikus (F340/F380) valasz alapjan dbcAMP-vel (A panel) vagy PMA-val (B panel) torténd
szuperfizid utan (reprezentativ regisztratum). C panel: extracellularis oldat (ECS), illetve proteinkindz-serkentd
dgensek hatasa a kapszaicinnel kivaltott Ca*'-tranziensre 5 perces szuperfiziot kovetéen ismételt kapszaicinadas
mellett. Az abra a raciometrikus valasz maximumat mutatja oly modon normalizalt formaban, hogy a masodik
adasnal mért értéket az elsd szazalékaban fejeztiik ki. Az oszlopok atlag+SEM értékek. A csillagok statisztikailag
szignifikansan eltéro értéket jelolnek a ECS-el6kezeléshez viszonyitva (egyszempontos ANOVA utani Tukey-teszt).
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e 7.

crer

ionnal kivaltott Ca’*-akkumulécidjara

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk a proteinkindzok gatlasanak, illetve
stimuldciojanak esetleges nem-specifikus, a TRPV1-t6l fiiggetlen hatdsait az intraneuronalis
Ca’’-szintre, a magas koncentracioju K'-ionnal kivaltott membrandepolarizacié modelljét
alkalmaztuk. Mint ismeretes, a magas extracellularis K -koncentracié gatolja a kifelé iranyulo,
,,szivargd” K'-aramot, ezaltal depolarizalja a sejtmembrant. A depolarizacié aktivalja a
fesziiltségfiiggd Ca’’-csatornakat, intracellularis Ca’'-akkumulaciot eredményezve. 50 mM
kaliumklorid hatdsara Ca®"-tranziens jott létre, amely 1 percen beliil megsziint. A KCl-expoziciot
5 perccel kés6bb megismételve szignifikansan kisebb, 93,8+2,9%-0s Ca® -akkumulaciot mértiink
(n=52, p<0,01, Student-féle egymintas t-proba), jelezve a tachyphylaxia kialakulasat. Sem a
KT5720 (0,2 uM), sem a chelerythrin-klorid (1 uM), sem a staurosporin (1 uM), sem pedig a
dbcAMP (200 puM), illetve a PMA (1 uM) nem okozott szignifikdns véltozast a masodik K'-
expozicidval kivaltott Ca’-akkumulaci6 mértékében a tachyphylaxidhoz viszonyitva

(egyszempontos ANOV A utdni Tukey-teszttel vizsgalva).

A proteinkindz-gatlok és -aktivatorok hatasa az RTX-szel kivaltott hokiiszobcsokkenésre

Korabbi adatainknak megfelelden az RTX intraplantaris injekcioja (0,5 uM, 100 ul)
lecsokkentette az emelkedd homérsékletii forrd lappal mért nociceptiv hdkiiszobot, azaz termalis
allodyniat valtott ki, amely maximumat az 5. percben érte el (> 8 °C), és 20 perc alatt lecsengett.
Az RTX elott 5 perccel szintén intraplantarisan adott KT5720 (0,2 uM, 50 ul) szignifikansan
(62%-kal) gatolta az RTX 5. percben mért hokiiszobecsokkentd hatasat (p<0,001, Student-féle
kétmintas t-proba, 66. abra). Hasonlo eredményt kaptunk a staurosporinnal (I uM, 50 nl),
amelynek gatlo hatasa 43% volt (p<0,02, Student-féle kétmintas t-proba) mig a chelerythrin-
kloriddal (5 uM, 50 ul) végzett eldkezelés nem befolyasolta szignifikansan az RTX hatasat (66.
abra).

A protein-kinazok aktivatorainak vizsgéalatakor 10-szer kisebb koncentracidoban (0,05
puM, 100 pl) adtuk az RTX-et intraplantarisan az esetleges ,,ceiling” effektus elkeriilése céljabol.
A PKA-t aktivalé forskolin (2,5 uM, 50 ul) szintén 5 perces eldkezelést kovetéen 121,9%-kal
fokozta az RTX hokiiszobcsokkentd hatdsat az 5 perces mérés alapjan (p<0,03, Student-féle
kétmintas t-proba, 67. abra). A PMA (1,6 uM, 50 ul) hasonl6 hatas valtott ki (118,7%, p<0,01,
Student-féle kétmintés t-proba). Onmagéaban (RTX nélkiil) adva egyik proteinkiniz-gitlé vagy —
aktivalo agens sem befolyasolta a nociceptiv hokiiszobot az intraplantaris injekcid utani 5-20.
percben vizsgalva (adatokat nem mutatunk).
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66. abra. Intraplantarisan adott proteinkinaz-gatlok (50 pl-ben adva) hatasa az 5 perccel késébb szintén a talpba
adott RTX-szel (100 ul-ben) kivaltott, az 5. percben mért nociceptiv hokiiszobesokkenésre. Az oszlopok atlagtSEM
értékek (n=8-10). A csillagok statisztikailag szignifikansan eltér értéket jelolnek az adott szer szolvenséhez
viszonyitva (Student-féle kétmintas t-proba).
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67. abra. Intraplantarisan adott proteinkinaz-serkentok (50 pl-ben adva) hatasa az 5 perccel késébb szintén a talpba
adott RTX-szel (100 ul-ben) kivaltott, az 5. percben mért nociceptiv hokiiszobesokkenésre. Az oszlopok atlagtSEM
értékek (n=8-10). A csillagok statisztikailag szignifikansan eltér6 értéket jelolnek az adott szer szolvenséhez
viszonyitva (Student-féle kétmintas t-proba).
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5.4.3. Megbeszélés

Vizsgalataink soran el6szor hasonlitottuk 6ssze a PKA ¢s PKC egymashoz viszonyitott
szerepét a TRPV1-receptor valaszkészségének kialakitasdban mind alaphelyzetben, mind az
emlitett proteinkindz-enzimek stimulacidjakor. In vitro kisérleteinkben a TRPV1 két standard
agonistdjaval, a kapszaicinnel és az RTX-szel kivaltott neuronalis Ca’"-akkumulaciot
analizaltuk. A kapszaicinnel kivaltott Ca®'-tranziens a TRPV1 aktivacidjanak eredményeként
alakult ki, mivel a vélaszt a funkcionalis TRPV 1-receptor-antagonista ruténiumvords jelentdsen
gatolta. A hatéds az extracellularis térbSl a neuronba torténé Ca® -bearamlas eredményeképp jott
létre, mivel Ca’ -mentes kozegben nem volt kivalthatd, megerdsitve korabbi ilyen iranyu adatot
(Jerman et al., 2000). Bar a fesziiltségfiiggd Ca*'-csatornak minden bizonnyal aktivalodnak a
TRPV1-en keresztiili befelé¢ iranyuld Na'-aram okozta membrandepolarizacid révén, a vizsgalt
Ca*"-tranziens valdsziniileg fiiggetlen e csatornaktol, mivel a fesziiltségfiiggé Ca’'-csatornak
blokkol61 nem gatoltdk a kapszaicin hatasdit TRPV1-gyel transzfektalt sejtekben, illetve nem
csOkkentették a kapsazaicinnel kivaltott neuropeptid-felszabadulast izolalt tracheabdl (Jerman et
al., 2000; Németh et al., 2003a). Az RTX 33-szor alacsonyabb koncentracioban valtott ki Ca*'-
akkumuléciot, mint a kapszaicin, igazolva nagy hataserdsségét. Mind a kapszaicin, mind az RTX
ismételt adasakor tachyphylaxia volt tapasztalhaté; az RTX-nél nagyobb mértékben,
0sszhangban kordbbi irodalmi adatokkal (Szolcsanyi et al., 1990; Széllasi és Blumberg, 1999;
Szolcsanyi, 2002).

A szelektiv PKA gatlo KT5720 gatolta mind a kapszaicinnel, mind az RTX-szel kivaltott
Ca’"-akkumuldciot a trigeminalis neuronokban, ugyanakkor nem befolyasolta a magas
koncentracioji K'-ionnal — mint kontrollstimulussal — kivaltott Ca®’-tranzienst, amely a
depolarizaciéval megnyitott fesziiltségfiigg$ Ca’ -csatorndk révén jott létre. Ez utobbi eredmény
azt jelenti, hogy a PKA-gitlo valdszinisithetben a TRPV1-receptor valaszkészségének
befolyasoldsa révén hatott, nem pedig valamilyen nem-specifikus médon a cellularis Ca®'-
homeosztazis modositasaval (pl. a Ca® -kipumpalas serkentésével). A PKC szelektiv gatlasa nem
befolyasolta a kapszaicinnel vagy RTX-szel kivéltott Ca’-akkumulaciot, ugyanakkor
csokkentette a PKC-t aktivalo PMA hatasat, jelezve, hogy a chelerythrin-klorid az alkalmazott
koncentracidbban képes volt a PKC gatlasdra a trigeminalis neuronokban. Kordbbi
vizsgalatainkban igazoltuk, hogy az RTX hdkiiszobcsokkenté hatdsa a TRPV1-receptor
aktivalasa révén alakul ki (4.3.3. pont), emiatt az RTX-allodynia mérése alkalmas a TRPV1
funkcidjanak analizisére. Az in vitro nyert adatokkal egybevago eredményeket szolgéltattak az in
vivo kisérletek: az intraplantarisan adott szelektiv PKA-gatldo gatolta a szintén helyileg adott

RTX hokiiszobesokkentd hatasat, ugyanakkor a lokélis PKC-gatlas nem belyasolta az RTX-
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okozta termalis allodynidt. Valoszintsithetd, hogy az enzimgatlok ¢és az RTX interakcioja
helyileg, a periférids nociceptorokban jott létre. Mindez arra utal, hogy alaphelyzetben a PKA
révén végbemend foszforilacid lényeges szerepet jatszik a TRPV1-receptor agonistdk iranti
valaszkészségének fenntartdsdban mind a trigemindlis nociceptorok sejttestében, mind a talp
nociceptorainak periférias termindlisaiban, ellenben a PKC ilyen irdnya szerepe nem mutathato
ki. Emlitésre érdemes, hogy mas kisérletes paradigmdkban a PKA szerepét a TRPVI
alapérzékenységének beallitdisaban nem tudtdk kimutatni sem TRPVI1-gyel transzfektalt
sejtekben, sem egér vagy patkdny DRG neuronjaiban, s6t, inkabb a PKC ilyen iranyu szerepére
vonatkozoan talaltak bizonyitékot (Jerman et al., 2000; Zhou et al., 2001; Shu ¢s Mendell, 2001;
Hu et al., 2002; Bonnington és McNaughton, 2003; Amadesi et al., 2004). Mindez a trigeminalis
¢s a DRG neuronok kozotti kiilonbségre utal. A nem-szelektiv (PKA-t és PKC-t egyarant gatolni
képes) staurosporin nem hatott a kapszaicinnel vagy RTX-szel kivaltott Ca*"-akkumulaciora a
trigeminalis neuronokban, de gatolta az RTX hdkiiszobesokkentd hatasat. Ennek magyarazata az
eltérd szoveti kornyezet lehet a két modellben: a szer valosziniileg jelentdsen gatolta a PKA-t a
bor nociceptoraiban, de valami oknal fogva csak kevésbé a trigeminalis neuronokban. A PKA
szerepe a TRPV1 alapérzékenységének bedllitasaban két, egymast nem kizaré mechanimussal
valosulhat meg. Egyik lehetdség a TRPV1 farmakologiai érzékenységének fokozodasa a receptor
PKA-kozvetitette foszforilacidja révén. Ez a mechanizmus mind az in vitro, mind az in vivo
modelliinkben szerepet jatszhatott. Az in vitro rendszerben — ahol a kapszaicin, illetve az RTX
ismételt adasara kertilt sor €és hatasuk tachyphylaxiat mutatott — egy masik lehetdség a TRPV1
deszenzibilizaciojanak a csokkentése. Ismert, hogy a cAMP-PKA tengely aktivalodasa képes
csokkenteni a TRPV1 deszenzibilizaciojat a receptor foszforilacidja révén (Bhave ef al., 2002;
Mohapatra és Nau, 2003; 2005).

Mind a PKA-aktival6 dbcAMP, mind a PKC-stimulalo PMA névelte a kapszaicinnel
kivaltott Ca®"-akkumulaciét a trigeminalis neuronokban, anélkiil, hogy befolyasolta volna a K-
ionnal kivaltott valaszt, jelezve, hogy mindkét protein-kindz serkentése képes fokozni a TRPV1-
receptor agonista irdnti érzékenységét in vitro. Az RTX-allodynia vizsgéalata soran nyert
eredmények kompatibilisek ezzel e nézettel, hiszen mind az adenilil-ciklaz-aktivator forskolin,
mind a PMA fokozta az RTX hdkiiszobcsokkentd hatasat, anélkiil, hogy befolyasolta volna a
bazalis hokiiszobot. A PKA (Hingtgen et al., 1995; Lopshire and Nicol, 1998; De Petrocellis et
al., 2001; Rathee et al., 2002; Hu et al., 2002; Gu et al., 2003; Sugiura et al., 2004) ¢s a PKC
(Cesare et al., 1999; Cesare és McNaughton, 1996; Premkumar és Ahern, 2000; Jerman et al.,
2000; Vellani ef al., 2001; Tominaga et al., 2001; Zhou et al., 2001; Sugiura et al., 2002, 2004;
Crandall ef al., 2002; Numazaki et al., 2002; Obreja et al., 2002; Bhave et al., 2003; Premkumar
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et al., 2004; Amadesi et al., 2004; Mandadi ef al., 2004) TRPV1-érzékenyitd szerepére boséges
irodalmi adat 4ll rendelkezésre, els6sorban TRPV 1-gyel transzfektalt sejtek €s tenyésztett DRG
neuronok vizsgalata alapjan.

Mind a dbcAMP, mind a PMA 6nmagéban (a mésodik kapszaicinexpoziciot megelézden)
atmenetileg megndvelte az intracellularis Ca*"-koncentraciét. Ez arra utal, hogy a PKA és a PKC
serkentése oly mértékben facilitdlo hatist a Ca®’-permedbilis ioncsatornakra, kézenfekvéen a
TRPV1-re és/vagy fesziiltségfiiggd Ca’'-csatornikra, hogy azok aktivald stimulus (agonista,
illetve depolarizacid) hidnyaban is megnyilnak. Ezzel 6sszhangban a PKC stimuldci6ja TRPV1-
kdzvetitette Ca’ -akkumulaciot okozott szenzoros neuronokban (Premkumar és Ahern, 2000),
illetve a bradikinin a PKC-n keresztiil lecsokkentette a TRPVI1 hokiiszobét az aktualis
hémérséklet ala (Sugiura et al., 2002).

Az az eredménylink, hogy a PKA ¢és PKC serkentése, illetve gatlasa nem befolyasolta a
kiindulasi, az RTX adésa elott mért bazalis nociceptiv hokiiszobot, két szempontbol igényel
kommentart. Egyrészt valdsziniisiti, hogy a szerek a TRPV1 valaszkészségének modositasa
révén fejtették ki hatasaikat az RTX-indukalta hokiiszobesokkenésre. Masfeldl, hangsulyozando,
hogy a TRPV1 nem jatszik szerepet a bazalis nociceptiv hokiiszob meghatarozasdban patkany
vagy egér talpan (lasd 4.3., 4.6. és 5.6. pont), ezt a funkciot valdsziniileg mas héérzékeny
csatorndk kozvetitik. Ugyanakkor a TRPV1 RTX altali aktivacidja a nociceptiv hokiiszob

csokkenéséhez, azaz termalis allodynia kialakuldsahoz vezet.

5.4.4. Fontosabb kovetkeztetések

1./ Els6ként hasonlitottuk 6ssze a PKA ¢és PKC szerepét a TRPV 1-receptor valaszkészségének
meghatarozasaban ugyanabban az in vitro (patkany trigeminalis neuronok kapszaicinnel, illetve
RTX-szel kivaltott Ca*-akkumuldcidja) és in vivo (RTX-okozta hékiiszobesokkenés

patkdnyban) modellben.
2./ Az in vitro és az in vivo modellben nyert konkordans adatok alapjan alaphelyzetben a
TRPV1-receptor agonistak iranyi érzékenységének beallitdsaban a PKA jelentds szereppel bir, a

PKC viszont nem.

3./ Mind a PKA, mind a PKC stimulacioja képes fokozni a TRPV1 valaszkészségét mind a

trigemindlis érzd neuronok sejttestében, mind a talpbdr periférias nociceptoraiban.
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5.5. A decentralizalt nociceptorok kémiai stimuldcigjaval Kkivaltott tavoli

antiallodynias hatas vizsgalata

5.5.1. Elé6zmények és célkitiizés

Amint arrdl az 1.5. pontban emlités tortént, Pintér és Szolcsanyi kiilonféle kisérleti
elrendezésekben kimutatta, hogy a kapszaicinérzékeny primer afferens neuronok periférias
végzddésébol elektromos vagy kémiai ingerlés hatdsara felszabaduld szomatosztatin bekertil a
szisztémas keringésbe, és hormonként hatva a test tavoli részeire eljutva gyulladasgétld
hatasokat fejt ki, ami ezen idegvégzddések ,,szenzokrin” funkciojat jelenti (Szolcsanyi et al.,
1998a, 1998b). Példaul altatott patkany egyik hatsé labanak nociceptorait ingerelték antidromos
elektromos izgatassal vagy kémiailag (kapszaicinnel vagy mustarolajjal), és ennek kapcsan az
ellenoldali labon mustéarolajjal vagy dextrannal kivaltott gyulladasos reakciot gyengiilését
tapasztaltdk (Szolcsanyi et al, 1998a; 1998b). Ez a hatds gatolhatd/kivédhetd volt
szomatosztatin-antiszérummal, a szomatosztatint depletalé cysteaminnal és a stimulalt végtag
krénikus denervaciojaval (ez utdbbi a szomatosztatin plazmaszintjének emelkedését is kivédte).

A szomatosztatin képes periférids tamadasponttal antinociceptiv/analgetikus hatas
kifejtésére (Silveri et al,, 1994; Heppelmann és Pavlak, 1997; Matucci-Cerinic és Marabini,
1998; Carlton et al., 2001a; 2001b; 2003; Ji et al, 2006; Li et al., 2014). Ezek alapjan
feltételezhetd volt, hogy a szenzokrin hatas részeként a kapszaicinérzékeny nociceptorok
izgatasakor tavoli antinociceptiv hatas is fellép. Erre vonatkozoan indirekt bizonyitékot
szolgaltattak intézetiinkben tortént vizsgalatok, amelyekben kronikus gyulladdsmodellekben azt
tapasztaltak, hogy a szomatosztatin hatasanak genetikai vagy farmakologiai blokkolasa mind a
gyulladasos reakcid, mind az azt kiséré mechanikai allodynia stilyosbodasdhoz vezetett (Helyes
et al., 2004; 2009). Ezen talmenden a Freund-adjuvanssal kivaltott iziileti gyulladas esetén a 10.
napt6l a plazma szomatosztatinszintjének emelkedését is sikeriilt kimutatni (Helyes et al., 2004).
Mindezek arra utalnak, hogy a nociceptorok szenzokrin funkcidja nemcsak exogén — elektromos
vagy kémiai — izgatas hatasara, hanem patologiai folyamatok részeként is aktivalédhat, €s ez
mind gyulladasgatld, mind antiallodynias hatashoz vezet. Ugyanakkor az emlitett modellek
kronikus jellege miatt nem volt eldonthetd, hogy a megtfigyelt antiallodynias hatds kozvetlen
antinociceptiv hatds vagy a gyulladasgatld hatds masodlagos kovetkezménye-e. Bar az
antinociceptiv hatas mellett szolt, hogy altatott patkanyban a decentralizalt nociceptorok izgatasa
gatolta a nocifenziv kardiovaszkularis reflexet (Helyes et al., 2000), direkt bizonyiték nem allt

rendelkezésre.
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A periférias nociceptorok izgatasakor akcids potencidlok sorozata jut be a kdzponti
idegrendszerbe (Un. nociceptiv input), ami nemcsak fajdalomérzet kialakulasdhoz vezethet,
hanem ellenreguldcios, antinociceptiv mechanizmusokat is aktivalhat. Ezek k6z¢é tartoznak a(z)
(1) leszallo gatld (antinociceptiv) palydk, amelyek kiilonb6z0 kozépagyi magokbdl (pl
periaqueductalis sziirkealloméany) kiindulva a hatsd szarvban végzddnek, és ott gatoljadk a
nociceptiv transzmissziot (a részleteket illetden lasd Ossipov et al., 2010); (11) ,,diffuse noxious
inhibitory controls” (DNIC), amelynek szubsztrdtuma egy szupraspindlis (nyultvel6i) hurok
kozbeiktatasaval szintén a hatsdé szarvban végz0do palya (Le Bars, 2002); (iii) szegmentalis €s
mas antinociceptiv ideghalézatok, amelyek a nucleus accumbenst (Gear et al., 1999; Ferrari et
al., 2010) vagy hatsogyokér-reflexeket (Willis, 1999; Carlton et al., 2003; Carlton, 2014)
foglalnak magukba.

A fentiek alapjan célunk az volt, hogy egy hasonld kisérletes elrendezésben, mint
amelyben a tavoli, szomatosztatin altal kozvetitett gyulladasgatld hatast korabban sikertilt
kimutatni, megvizsgaljuk annak lehetdségét, hogy a ,szenzokrin” hatds részeként direkt

antiallodynias hatés fellép-e, ha a centralis ellenregulacios (antinociceptiv) mechanizmusokat a

s

5.5.2. A tavoli antiallodynias hatas vizsgalatanak elvi sémaja

Az alkalmazott kisérletes modell nagymértékben hasonld volt ahhoz, mint amelyben
korabban a nociceptorstimulacidval kivaltott tavoli gyulladasgatld hatds vizsgélata tortént
(Szolcsanyi et al., 1998a, 1998b). Patkanyok jobb hatsé labanak idegatmetszéssel decentralizalt
(kozponti idegrendszeri kapcsolatatol megfosztott) nociceptorait ingereltiik intraplantarisan adott
kapszaicinnel vagy perkutdn alkalmazott mustarolajjal, és az ellenoldali ldbon — el6zetesen
elvégzett — standardizalt plantaris bemetszéssel kivaltott nociceptiv hdkiiszobcsokkenést mértiik
(68. abra). Egy kisérletsorozat erejéig a nociceptorizgatast kovetden a részleges n. ischiadicus
lekotéssel kivaltott mechanonociceptiv kiiszobecsokkenést vizsgaltuk az ellenoldali 1abon.
Hangsulyozando, hogy a kémiailag ingerelt jobb ldbon 18 d6raval korabban mind a n. saphenust,
mind a n. ischiadicust atvagtuk ugyanabban az altatdsi ciklusban, mint amelyben a plantaris
incizidt végeztiik az ellenoldalon. Erre azért volt sziikség, hogy az ingerelt nociceptoraibol ne
jusson be akcids potencidlok forméjaban a kozponti idegrendszerbe idegi aktivitas, ami
barmiféle ellenregulacids, antinociceptiv reakciot (lasd fent) tudna kivaltani, megakadalyozva a
szenzokrin mechanizmus indukcidjanak izolalt vizsgéalatat. A 18 oras varakozast az indokolta,
hogy ennyi id0 volt sziikséges ahhoz, hogy a pentobarbital-nark6zis magatartasi utohatésai

elmuljanak. A tovabbi metodikai részleteket lasd az 5.1. pontban.
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68. abra. A decentralizalt nociceptorok kémiai izgatasaval kivaltott tavoli termalis antiallodynias hatas vizsgalatara
alkalmazott kisérletes elrendezés éber patkanyban. A részleteket 1asd a szovegben.

Mustard oil-induced
8.0x101° - plasma extravasation

o
6.0x101° - -

4.010"° -

*

#

0.0 e —

acute 18 h 5 days

2.0x101° -

Difference of total radiant efficiency
(treated minus contralateral)

69. abra. 5 %-os mustarolajjal kivaltott és ICG-fluoreszcenciaval mért plazma-extravazacio patkany hatsé 1aban
akutan, 18 oraval, illetve 5 nappal az idegatmetszés (n. saphenus és ischiadicus) utan. Az oszlopok atlag+SEM
értékeket mutatnak, amelyeket a kezelt és az ellenoldali labban mért fluoreszcencia kiilonbségeként nyertiink (n=5—
5). A statisztikai analizishez egyszempontos ANOVA-t kdvetd Newman—Keuls-tesztet hasznaltunk (* p<0,01 az
akut idegatmetszéshez viszonyitva, * p<0,01 a 18 éras idegatmetszéshez viszonyitva).

5.5.3. Eredmények és megbeszélés

Az akut, a 18 oras, illetve az 5 napos denervacio hatisa a mustarolajjal kivaltott plazma-
extravazaciora patkany hatso laban
A fluoreszcenciaméréses vizsgalatok azt igazoltak, hogy 18 éraval az idegatmetszés utan

(szubakut denervacio) mintegy 31%-kal, statisztikailag nem szignifikdns modon (p=0,12)
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csokkent a perkutdn alkalmazott mustéarolajjal kivaltott plazma-extravazacido a patkany hatsé
laban (69. abra). Ez arra utal, hogy ennyi id6 elteltével az axotdémia utan nem valtozik érdemben
a peptiderg polimodalis nociceptorok neuropeptid-kibocsatd képessége. Ezzel szemben 5 nappal
az idegatmetszés utan (kronikus denervacio) érdemleges plazma-extravazacido nem volt mérhetd
(69. abra), ami annak tudhat6 be, hogy ennyi id6 alatt mar degeneralodnak az idegvégzddések.
Mindezek alapjan megéllapithato, hogy a modelliinkben alkalmazott 18 6ras idegatmetszés nem
okozott szisztémas hibat az eredmények analizisében (egy esetleges extravazacio-fokozodas
esetén nem lehetett volna kizéarni, hogy a ,,pusztulofélben” levé decentralizalt idegvégzddések
patologidsan fokozott neuropeptid-kibocsatasa miatt a kisérleti paradigmank ¢élettanilag
irrelevans). Eredményeink 0sszhangban vannak azzal, hogy patkdny kotohartyajan 24 o6raval az
idegatmetsz€s utdn a kapszaicinnel kivaltott plazma-extravazacid valtozatlan maradt (Jancso et

al., 1967).

crer

annak neurondalis hattere

A 18 oraval korabban idegatmetszett hatsd 1ab talpbdre ala injektalt kapszaicin (10-100
pg) nem valtott ki semmiféle nocifenziv reakciot, de szignifikdnsan csokkentette — a
szolvens¢hez képest — az ellenoldali hatso labon 18 o6raval kordbban ugyanazon miitéti iilésben
elvégzett plantaris incizidval kivaltott nociceptiv hokiiszobcsokkenést (70. abra, A panel). Ez a
tavoli termalis antiallodynids hatds a kozépsO €s a legmagasabb dozis esetében mind a négy
mérési idopontban statisztikailag szignifikdns volt. A hatas dozisfliggonek mutatkozott, és a
legmagasabb alkalmazott adag csaknem megsziintette az allodynidt, hasonléoan az incizids
modellben korabban vizsgalt 3 mg/kg morfinhoz (lasd 4.5.3. pont). Ez azt jelzi, hogy a
kapszaicin tavoli antiallodynids hatdsa a morfinéval egyenértékli. Hasonld, mind a 4 mérési
idépontban szignifikans ellenoldali antiallodynias hatast fejtett ki az idegatmetszett lab borére
kent 5%-0s mustarolaj, amelyet a polimodalis nociceptorokban a TRPV1-gyel koexpresszalodod
TRPAT1-ioncsatorna aktivatoranak tartanak (Story ef al., 2003; Bandell et al., 2004; 70. abra E
panel). Ez azt jelenti, hogy a decentralizalt nociceptorok aktivalasanak modja (TRPV1 versus
TRPAT) nem relevans az antiallodynids hatas indukcidja szempontjabol. A hatds mindkét irritdns
esetében mar 10-20 perccel az alkalmazas utdn kimutathat6 volt, ami valdsziniitlenné teszi, hogy
egy primer gyulladasgatlo hatds masodlagos kovetkezményérdl lenne szo, hiszen ennyi 1d6 alatt

szamottevo gyulladascsokkentd effektus valosziniisithetden nem tud kifejlédni.
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70. abra. Az idegatmetszett hatso 1ab kémiai izgatasaval kivaltott tavoli termalis antiallodynias hatds és annak

kozvetitd idegelemei. Az idegatmetszett labba intraplantarisan (i.pl.) adott kapszaicin, illetve szolvensének (A

panel) vagy a perkutan alkalmazott mustarolaj, illetve szolvensének (E panel) hatasa az ellenoldali, incindalt labon
mért nociceptiv hokiiszobre. B panel: kronikusan denervalt (5 nappal az idegatmetszés utan) labba adott kapszaicin
vagy szolvensének hatasa az ellenoldali, incindalt Iabon mért nociceptiv hokiiszobre. C panel: intraplantarisan adott
kapszaicin hatasa az ellenoldali, incindalt labon mért nociceptiv hokiiszobre kapszaicinnel vagy annak szolvensével
tortént helyi elékezelést (3 nappal korabban) kdvetden. D panel: az intakt beidegzésii 1abba adott kapszaicin, illetve

szolvensének hatasa az ellenoldali, incindalt labon

mért nociceptiv hokiiszobre. Mindegyik panel esetében a

preoperativ kontroll az incizi6 eldtt, a posztoperativ kontroll az az utan 18 éraval mért nociceptiv hokiiszobéot jelenti.
Az idegatmetszés és az incizid, valamint a kémiai agenssel torténd kezelés hozzavetdleges idejét nyil jelzi. Az

oszlopok 8-—12 allatbdl nyert atlag+SEM értékek.

A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéré

kiiszobcsokkenéseket (a preoperativ kontrollhoz viszonyitva) jeleznek a szolvenssel kezelt csoporthoz képest

(kétszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt).

Kronikus denervacid esetében (5

nappal az idegatmetszés utan) a talpba adott

legmagasabb kapszaicindozis (100 pg) nem valtott ki semmiféle nocifenziv reakciot, és az

ellenoldali 1ab hokiiszobe sem kiilonbdzott szignifikdnsan a szolvenssel kezeltétdl, jelezve, hogy

nem alakult ki termalis antiallodynias hatés

(70. abra, B panel). Ez azt bizonyitja, hogy a 18

oraval az idegatmetszés utan alkalmazott kapszaicin hatasa a talp teriiletén talalhato idegelemek
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izgatasa révén jon létre. Ez az eredmény nem meglepd, de abbdl a szempontbdl fontos, hogy
kizarja azt a lehetdséget, hogy nem-neuronalis lokalizacidju, hdm- vagy immunsejteken
elhelyezked6 TRPV1-receptorok izgatasa révén jonne létre a kapszaicin ezen hatdsa (a
részleteket illetden lasd Nilius és Szallasi, 2014).

Ismert, hogy a kapszaicin magasabb koncentracidi hosszabb idé alatt a TRPVI1-et
expresszald idegvégzddésekben olyan, akar degeneracioig terjedd elvaltozasokat (idegvégzddés-
szintli deszenzibilizacid) okoznak, amelyek ezen idegelemek miikodésének nagyfoku gatlasat
eredményezik mindenfajta stimulussal szemben (lasd 1.4.1.5. pont). A legmagasabb
kapszaicinddzis nem valtott ki sem nocifenziv reakciot az injektalt labon, sem antiallodynias
hatast az ellenoldali ldbon abban az esetben, amikor 3 nappal kordbban a talp teriiletén
ugyanekkora dozissal deszenzibilizaciot hoztunk létre, de nem végeztiink idegatmetszést (70.
abra, C panel): a kapszaicin hatasdra nem emelkedett meg az ellenoldali 1lab nociceptiv
hokiiszObe a posztoperativ kontroll érték folé, szemben a szolvenssel elOkezelt allatokkal
(amelyekben a beadas utan atmenetileg a kapszaicinnel kezelt lab nyalasa és razasa volt
megfigyelhetd). Igy ez az eredmény megerdsiti azt az amugy kézenfekvé feltételezést, hogy a
tavoli antiallodynids hatasért a kapszaicinérzékeny, azaz TRPV1-et expresszald nociceptorok
izgatasa felelos. A kapszaicin hatastalansaga mind a kronikus denervacid, mind a kapszaicin-
deszenzibilizacid esetében arra is enged kovetkeztetni, hogy a talpba adott szer hatasa lokalis
stimulaci6 eredménye, és nem annak a kovetkezménye, hogy a szer felszivodik a talpbodl, és a
keringéssel a test valamely részébe eljutva fejti ki az antiallodynids hatast pl. nociceptor-
deszenzibilizaci6 vagy kozponti idegrendszeri ellenregulécio (lasd kordbban) kivaltasa révén.

Az idegatmetszés kisérleti paradigmank egyik fontos pillére volt: segitségével tudtuk
kizarni az esetleges ellenregulacids antinociceptiv mechanizmusok szerepét az antiallodynias
hatds indukcidjaban. Ugyanakkor ez a miivelet nyilvdnvaléan egy rendellenes helyzetet
teremtett. Minthogy a kapszaicin €s a mustdrolaj hatasat mindig a szolvensével hasonlitottuk
0ssze, ¢s mind a szolvenssel, mind a szerrel torténd kezelés egyarant idegatmetszett allatokban
tortént, az axotdOmia mint szisztémas hiba kizarhat6. Ennek ellenére egy kisérletsorozatban
megvizsgaltuk, hogy intakt innervacido mellett reprodukélhaté-e a tavoli antiallodynids hatds. A
kisebb hatékony kapszaicinddzis (10 pg) nem idegatmetszett allatokban kb. 5 percig tartd
nocifenziv reakciot valtott ki (1&b nyaldsa €s razésa), és ezt kovetden mérsékelte az ellenoldali
labon az incizidval kivaltott hokiiszobcsokkenést a szolvenséhez viszonyitva. Ez a hatas mind a
négy mérési idopontban szignifikans volt (70. abra, D panel), igazolva, hogy az axotdmia nem
sin equa non-ja a tavoli antiallodynids hatasnak. Nagyobb kapszaicinadagot etikai okokbol nem

teszteltiink. Megemlitendd, hogy az intakt innervacioji allatokban a 10 pg kapszaicin kisebb
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mértékli antiallodynids hatast valtott ki, mint az idegatmetszettekben (70. abra, A panel).
allatokban kialakuld nocifenzio, stressz, kortikoszteroid-mobilizacié stb. mind olyan faktorok,
amelyek kizarjadk annak megbizhaté megitélését, hogy a nociceptiv input hatésara kialakul-e, €s

ha igen, milyen mértékben centralis ellenregulacio.

crer

mediatorai

A szisztémasan adott cikloszomatosztatin (C-SOM, 20 pg/kg 1ip.), amely a
szomatosztatinreceptoroknak mind az 6t altipusat (sst1-5 receptorok) gatolja (Carlton et al,,
2003; Guo et al., 2008; Helyes et al, 2004) jelentdsen mérsékelte a 20 perccel késdbb
alkalmazott kapszaicinnel vagy mustérolajjal kivaltott tavoli termalis antiallodynids hatast (71.
abra, A panel). Az antagonista majdnem teljesen kivédte a kapszaicin hokiiszobemeld hatésat,
¢s a hatasa a szolvenséhez képest minden mérési idopontban szignifikdns eltérést mutatott. A C-
SOM-eldkezelés a mustarolajjal kivaltott tavoli termalis antiallodynias hatést is gatolta, a hatasa
azonban csak a 30. és 40. percben volt szignifikans a szolvensé€hez képest (71. abra, B panel).
Idegatmetszésen nem, de plantaris incizion atesett allatokban a kiviilrdl bevitt, szisztémasan
adott szomatosztatin (100 png/kg i.p.) gatolta a bemetszett labon kialakuld hokiiszobesokkenést a
10-30 perces periodusban (71. abra, C panel), utinozva a kapszaicin €s a mustarolaj
idegatmetszett patkanyokban mutatott antiallodynids hatasat. C-SOM-eldkezelést (20 pg/kg i.p.,
20 perccel korabban) kovetden a szomatosztatin nem tudta megemelni a hokiiszobot a 10-30
perces periddusban, azaz nem volt képes antiallodynias hatast kivaltani (71. abra, C panel), ami
igazollja a C-SOM receptorblokkolo képességét a modelliinkben. Tizennyolc oréval az
idegatmetszés €s a plantaris incizi6 utdn a jobb talpba adott kapszaicin (100 png) szignifikans
mértékben (p<0,01), 71,8+27,0%-kal megndvelte a plazma szomatosztatinszerli immun-
reaktivitdsat a 10. percben mérve (72. abra). Ezt kdvetden a 20. percben mar csak egy nem
szignifikans (p=0,16), rezidualis 32,74+28,1 %-os fokozddas volt mérhetd. A fenti eredmények
egyértelmiien igazoljadk a szomatosztatin kozvetitd szerepét a decentralizalt nociceptorok
izgatasaval kivaltott tdvoli antiallodynias hatasban. Megjegyzendd, hogy a plazma
szomatosztatinszeri immunreaktivitasa 4-szeresére nétt patkanyban a n. ischiadicusok 5 perces
bilateralis antidromos elektromos ingerlése utan 2 perccel (Szolcsanyi et al., 1998a). Kronikus
deréktaji fajdalomban szenvedd betegekben kapszaicinderivatumot tartalmazo krémmel torténd
naponkénti kezelés analgetikus hatast eredményezett, és az elsd kezelés utan 3-szorosara nétt a

plazma szomatosztatinszerii immunreaktivitasa (Horvath et al., 2014).
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71. abra. A szomatosztatin (SOM) szerepe az idegatmetszett 1ab kémiai izgatasaval kivaltott tavoli termalis
antiallodynids hatasban. Az idegatmetszett labba intraplantarisan (i.pl.) adott kapszaicin (A panel), illetve perkutan
alkalmazott mustarolaj (B panel) hatasa az ellenoldali, incindalt labon mért nociceptiv hokiiszobre a szomatosztatin-
antagonista cikloszomatosztatinnal (C-SOM) vagy annak szolvensével tortént intraperitonealis (i.p.) el6kezelést (20
perccel korabban) kdvetéen. A , kezelés” nyil jeldli egyarant jeloli a szisztémas elokezelést és 20 perccel késébb az
irritans adasat. C panel: kiviilrél bevitt SOM hatasa az incindalt [abon mért nociceptiv hokiiszobre (a szolvenséhez
viszonyitva) intakt beidegzésii allatokban C-SOM hianyaban, illetve jelenlétében. A , kezelés” nyil jeloli egyarant a
C-SOM-mal vagy szolvensével tortént eldkezelést és 20 perccel késobb a SOM adasat. Mind a SOM, mind a C-
SOM szolvense fiziologias sooldat volt. Mindegyik panel esetében a preoperativ kontroll az incizio el6tt, a
posztoperativ kontroll az az utan 18 oraval mért nociceptiv hokiiszobot jelenti. Az idegatmetszés és az incizid,
valamint a kémiai agenssel torténd kezelés hozzavetbleges idejét nyil jelzi. Az oszlopok 8—12 allatbol nyert
atlag+SEM értékek. A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéré kiiszobesokkenéseket (a preoperativ
kontrollhoz viszonyitva) jeleznek a szolvenssel kezelt csoporthoz képest (kétszempontos ANOVA utani Newman—
Keuls-teszt).

Az a tény, hogy 5 nappal az idegatmetszés utan (kronikus denervacid) a kapszaicin i.pl.

injekcidja nem valtott ki érdemleges novekedést a plazma szomatosztatinszerii

immunreaktivitasiban 10 perccel a beadas utan mérve (5,0+19,2 %, p=0,79, 72. abra) azt
mutatja, hogy a tobblet-szomatosztatin forrdsa a plazméaban neurondlis eredetli, vagyis a

kapszaicinnel stimulalt 14b peptiderg nociceptoraibol szarmazik.
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72. abra. Az idegatmetszett labba intraplantarisan (i.pl.) adott kapszaicin hatdsa a plazma szomatosztatinszerii
immunreaktivitasara idegatmetszésen és plantaris incizion atesett patkanyokban. Vérminta vétele a kapszaicin adasa
utani 10. és 20. percben tortént a 18 dras idegatmetszés esetében és a 10 percben a kronikus (5 nap) denervaciod
esetében. A plazma szomatosztatinszerii immunreaktivitasarnak szazalékos novekedését az alabbi képlettel
szamoltuk: (atlagérték kapszaicinstimulacioval —  atlagérték szolvensstimulacioval) osztva atlagérték
szolvensstimulacioval x 100. Az oszlopok 7-8 allatbol nyert atlagtSEM értékek. A csillag statisztikailag
szignifikansan (p<0,01) eltéré értéket jelez a megfeleld szolvenskezelt csoporthoz viszonyitva (nincs mutatva) a
Student-féle kétmintas t-probaval vizsgalva.

A fentiekkel Osszhangban a szomatosztatinrdl ismert, hogy nemcsak centralis, hanem
periférias tdmadasponttal is képes antinociceptiv/analgetikus hatasok kivaltasara (Carlton et al.,
2001a; 2001b; Carlton et al., 2003; Corsi et al., 1997; Heppelmann ¢és Pawlak 1997; Ji et al.,
2006; Li ef al., 2014; Matucci-Cerinic and Marabini, 1998; Silveri et al., 1994; Schuelert et al.,
2015). Modelliinkben a szomatosztatin legvalosziniibb forrasdt a primer afferens neuronok
periférias végzddesei képezik (Lawson, 1995), ahol mind a P-anyaggal kolokalizacioban
(Kashiba et al, 1996), mind kiilon alpopulédcioban (Hokfelt et al, 1976) kimutattak, és a
felszabadulasara is van bizonyiték (Malcangio, 2003). A szomatosztatint expresszald szenzoros
rostpopulaci6 nem elhanyagolhatdo méretii: patkdny hatso lababan a boér C afferenseinek 20 %-a
tartalmaz szomatosztatint, 50 %-a CGRP-t és 27 %-a P-anyagot (Lawson, 1996). Meglep6
médon RTX iv. injekcidja patkdnyban nagyobb mértékben fokozta a plazma
szomatosztatinszintjét, mint a CGRP-¢ét (Helyes et al, 2003). Mivel nagy valoszinliséggel a
szomatosztatin nem képes bejutni a kdzponti idegrendszerbe (Meisenberg és Simmons, 1983),

modelliinkben az antiallodynias hatasdnak legvaldszinlibb tdmadéaspontjat azok a sst-receptorok
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jelentik, amelyek expresszidjat igazoltdk a periférias nociceptorokon (Carlton ef al., 2001a; Guo
et al.,, 2008). Mind a TRPV1, mind a TRPA1 nem-szelektiv kationcsatorna, amelyen keresztiil
Ca’" tud bedramlani az idegvégzédésbe, ami a peptidfelszabadulas kozvetlen ingere.

Eredményeink arra utalnak, hogy a plazma szomatosztatinszintjének maximuma €s a
tavoli antiallodynias hatas maximuma idében nem esik egybe: elobbi a kapszaicinadas utani 10
perc koriili idészakra tehetd (20 percnél biztosan kevesebb), mig utdbbi a 20-30 perc kozotti
periodusban van. Ez nem ellentmondas, ha figyelembe vessziikk, hogy a szomatosztatin
tamadaspontja nem az érpalyan beliil van, hanem vélhetden az incindalt talp epidermalis és
dermalis szovetében levd nociceptiv idegvégzddéseken. Feltételezhetd, hogy a 14 (28)
aminosavbol 4all6 szomatosztatinnak a plazmabdl a célszovetbe torténd transzportja soran
Ez eredményezheti azt, hogy amikor a plazmaszint maximalis (10 perc koriil), még alacsony a
célszdveti koncentracio €s kicsi az antiallodynias hatés. 20 percnél mar alacsony a plazmaszint (a
szomatosztatin 2—-3 perces felezési ideje miatt; Harris, 1994; Werle and Bernkop-Schniirch,
2006), de az ekkor tet6zd szoveti szint maximalis hatést valt ki.

A nem altipus-szelektiv Opioidreceptor-antagonista naloxonnal tortént eldkezelés (3
mg/kg 1.p.) mérseékelte a 20 perccel késobb alkalmazott kapszaicinnel kivaltott tavoli termalis
antiallodynias hatast, szignifikdnsan csokkentve az ellenoldali ldbon mért hokiiszobot a
szolvenshez viszonyitva mind a négy mérési idépontban (73. abra). A naloxon tavoli
antiallodynias hatéast gatl6 aktivitasa alapjan arra kovetkeztethetiink, hogy endogén opioidok is
részt vesznek a folyamat kozvetitésében. Az Opioidok forrdsanak ¢€s tdmadaspontjanak
felderitéséhez tovabbi vizsgalatok sziikségesek. Mindazonaltal hangstlyozandd, hogy
dinorfinok, enkefalinok és endomorfinok expressziojat egyarant kimutattdk primer afferens
neuronokban, illetve az endomorfin-3 ¢és P-anyag kolokalizacidjara is van bizonyiték (Stein et
al., 2009; Sanderson Nydahl et al., 2004). Tovabba patkany hats6 labban a bor nem-mielinizalt
szenzoros rostjainak 17 %-a tartalmaz met-enkephalint (Carlton és Coggeshall, 1997). Egy masik
lehetdség, hogy az opioid peptidek leukocitakbdl szabadulnak fel (Rittner et al., 2001; 2006),
amelyeket a kapszaicin és a mustdrolaj keltette neurogén gyulladéds aktival. Egy lehetséges
szcenarid szerint az Opioid peptidek — a szomatosztatinhoz hasonléan — a stimulalt
nociceptorokbol és/vagy leukocitakbol szabadulnak fel, majd bejutnak a plazmaba, és a
keringéssel eljutnak az ellenoldali labba, ahol a nociceptorokon levd opioidreceptorok (Stein et
al., 2009) izgatasaval fejtenek ki antiallodynids hatast. Tekintettel arra, hogy bizonyos 6pioid
peptidek pl. az enkefalinok képesek atlépni a vér—agy gaton (Banks ¢és Kastin, 1990), az 6pioidok

esetleges centralis hataskomponense nem zarhato ki.
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73. abra. Az endogén Opioidok szerepe az idegatmetszett 1ab kémiai izgatdsaval kivaltott tavoli termalis
antiallodynids hatasban. Az idegatmetszett labba intraplantarisan (i.pl.) adott kapszaicin hatasa az ellenoldali,
incindalt labon mért nociceptiv hoékiiszobre az opioidreceptor-antagonista naloxonnal vagy szolvensével tortént
intraperitonedlis (i.p.) el6kezelést (20 perccel korabban) kdvetéen. A ,kezelés” nyil jeloli egyarant jeldli a
szisztémas elOkezelést és 20 perccel kés6bb a kapszaicin adasat. Mindegyik panel esetében a preoperativ kontroll az
incizi6 el6tt, a posztoperativ kontroll az az utan 18 o6raval mért nociceptiv hokiiszobot jelenti. Az idegatmetszés és
az incizio, valamint a kémiai adgenssel torténd kezelés hozzavetdleges idejét nyil jelzi. Az oszlopok 8—12 allatbol
nyert atlagtSEM értékek. A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéré kiiszobcsokkenéseket (a
preoperativ kontrollhoz viszonyitva) jeleznek a szolvenssel kezelt csoporthoz képest (kétszempontos ANOVA utani
Newman—Keuls-teszt).

crer

Az idegatmetszés utan 18 Oréaval intraplantarisan adott kapszaicin (74. abra, A panel),
illetve perkutan alkalmazott mustarolaj (74. abra, B panel) szignifikdnsan csokkentette az
ellenoldali ldbon a parcialis ideglekotéssel (az idegatmetszes elott 48 oraval kordbban végzett
Seltzer-miitét; Seltzer et al, 1990) kivaltott mechanonociceptiv kiiszobcsdkkenést (mechanikai
allodynia) mindkét mérési idOpontban. Mindkét stimuladldo agens gatld hatdsa a mechanikai
allodyniara kozel teljes volt. Mindez azt jelenti, hogy a decentralizalt nociceptorok kémiai
izgatasaval kivaltott tavoli antinociceptiv hatds nemcsak a bemetszéssel kivaltott termalis

allodynia ellen hatékony, hanem a neuropatias mechanizmust mechanikai allodynia ellen is.
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74. abra. Az idegatmetszett labba intraplantarisan (i.pl.) adott kapszaicin, illetve szolvensének (A panel) valamint a
perkutan alkalmazott mustarolaj, illetve szolvensének (B panel) hatidsa az ellenoldali, el6zetes parcialis n.
ischiadicus-lekdtésen (Seltzer-miitét, 2 nappal az idegatmetszés el6tt) atesett labon mért mechanonociceptiv
kiiszobre. Mindkét panel esetében a preoperativ kontroll a Seltzer miitét eldtt, a posztoperativ kontroll az
idegatmetszés utan 18 oraval mért mechanonociceptiv kiiszobot jelenti. A Seltzer miitét és az idegatmetszés,
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A kimutatott tavoli antiallodynias hatds koncepcionalis jelentosége

Hasonl6 kisérletes elrendezésben, mint amelyben Szolcsdnyi €s Pintér a nociceptorok
izgatasaval kivaltott tavoli, szomatosztatin-kozvetitette gyulladasgatld hatdst mutatott ki altatott
patkdnyban ¢és tengerimalacban (1998a; 1998b), sikeriilt igazolni, hogy a hats6 lab decentralizalt
nocieptorainak kémiai izgatdsa ¢ber patkdnyban tavoli (kontralateralis), termalis antiallodynias
hatast fejt ki. Ennek kozvetitésében a szomatosztatin mellett endogén opioidok is részt vesznek.
Tekintettel arra, hogy az antiallodynias hatds mind a plantaris bemetszéssel kivaltott termalis,
mind a parcialis ideglekotéssel keltett mechanikai hiperalgézia gatlasat eredményezte, a feltart
tavoli antinociceptiv hatas széles spektrumiinak mindsithetd az ingerlési modalitds (termalis
versus mechanikai), illetve a kialakulasi mechanizmus (dontéen gyulladdsos versus
idegsériilésen alapuld) tekintetében egyarant. Ezen tilmenden a tavoli hatds robusztus, mivel
mind az incizioval keltett termalis, mind az idegsériilés okozta mechanikai hiperalgézia kozel
teljes gatlasat eredményezte, illetve a kapszaicinnel kivaltott termalis antiallodynias hatas 3
mg/kg morfin hasonl6 hatdsaval bizonyult ekvivalensnek. Ezek a jellegzetességek egyértelmiien
jelzik a tavoli antiallodynias hatas élettani/korélettani jelentOségét.

Eredményeink alapjan az a kovetkeztetés is levonhatd, hogy a peptiderg periférias
nociceptorok Pintér és Szolcsényi altal leirt harmadik, ,,szenzokrin” funkcioja (Pintér et al.,
2006; Szolcsanyi et al, 2011) nemcsak gyulladasgatldo, hanem antinociceptiv, kozelebbrdl
antiallodynias hatast is magéaba foglal. Tekintettel arra, hogy szamos fajdalommal jard
korallapotban kisebb-nagyobb gyulladdsos komponens is jelen van, e két tavoli ,,szenzokrin”
hatas egymast erdsitve jelentds mértékben hozzajarulhat a gyulladasos és neuropatias etiologiaju
korallapotok tiineteinek enyhitéséhez. Regulacidos szempontbdl kiemelendd, hogy eredményeink
alapjan a periférids nociceptorok nemcsak a fajdalmas intenzitasi ingerek felfogasdban
(transzdukcidjaban ¢€s akcids potencialld vald transzformacidjaban) jatszanak szerepet, hanem a
perifériasan indukalodo szisztémads antiallodynias hatds medidtoré(ai)nak forrrasat és valdszinli
tamadaspontjat is jelentik egyben.

Eredményeinknek van egy tovabbi lényeges és gyakorlati aspektusa. Az ellenirritacid
régota ismert jelenség, amely soran a test egyik részének (fajdalmas) ingerlése analgetikus,
illetve antiallodynias hatast eredményez a test mas teriiletein (Gammon és Starr, 1941; Melzack,
1975; Bourke, 1985; Roby-Brami et al., 1987; Guieu et al., 1994; Reinert et al., 2000; Carlton et
al., 2003; Ferrari ef al., 2010). A human viszonylatban ujabb terminoldgia szerint ,,conditional
pain modulation”-nak vagy ,,heterotopic noxious conditioning”-nek nevezett jelenség (Sprenger
et al., 2011) hatterében dontd mértékben kdzponti idegrendszeri ellenregulacids (antinociceptiv)

mechanizmusokat tételeznek fel (a részleteket ldsd korabban). A jelen eredmények egy uj,
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periféridsan 1inicialodd mechanizmust kindlnak az ellenirritdcioval kivaltott analgetikus-
antinociceptiv hatasok magyarazatara: a stimulalt periférids nociceptorokbdl felszabaduld
szomatosztatin a keringéssel eljut a test tavoli teriileteire, ahol a periférids nociceptorokon levd
receptorainak iozgatisaval antiallodynids/antinociceptiv hatést fejt ki. A folyamatban endogén
opioidok szerepe is valosziniisithetd. Amint arra a fentieckben mar utaltam, esetleges centralis
hataskomponens nem zarhatdé ki a jelenségben, fleg az Opioid-kdzvetitette mechanizmus
esetében. Mindenesetre a tavoli antiallodynias hatés indukcidja tisztan perifériasnak tekintheto a
kisérleti elrendezésbdl kovetkezden. Ez a periférias mechanizmus a fentiekben emlitett centralis
folyamatokkal egyiitmiikodve, azokat felerdsitve vehet részt az ellenirritdcid révén kivaltott

analgézia folyamataiban.

5.5.4. Fontosabb kovetkeztetések

1./ Direkt bizonyitékot szolgéltattunk arra, hogy a periférids nociceptorok izgatasa tavoli
antiallodynias hatast (termalis és mechanikai) fejt ki, amelynek indukcidja kozponti

idegrendszeri ellenregulacids folyamatoktdl fliggetlen.

2./ A tavoli termalis antiallodynids hatds kozvetitésében igazoltuk a szomatosztatin és az
endogén oOpioidok szerepét. E mediatorok forrasa(i) és tdmadéaspontja(i) nem azonosithato(k)
pontosan, de a szomatosztatin az ingerelt nociceptorokbol szabadul fel, és valdszinileg a

periférias nociceptiv idegveégzddéseken fejti ki antiallodynids hatasat.

3./ Eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a nociceptorok izgatasaval kivaltott ,,szenzokrin”
hatas — mint a peptiderg nociceptorok harmadik funkcidoja — nemcsak a korabban leirt
gyulladasgatld mechanizmust foglalja magaba, hanem direkt antiallodynids komponenst is
involval. Felvetddik a szerepe az ellenirritdcioval kivaltott analgetikus/antinociceptiv

hatasokban.
4./ Koncepcionalis szempontbodl jelentds felfedezés, hogy a periférids nociceptorok nemcsak a

fajdalmas ingerek felfogasaban jatszanak szerepet, hanem periféridsan induk4lodé antiallodynias

hatas mediatoranak forrasat és timadaspontjat is jelentik egyben.
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5.6. A TRPV1- ¢és a TRPAl-ioncsatornak szerepe egérben a nociceptiv
hokiiszob meghatarozasaban és a mustarolajjal Kkivaltott nociceptiv

reakciokban

5.6.1. El6zmények és célkitiizések

A bevezetésben emlitettek alapjan patkanyban és egérben latenciaidé-mérésen alapulod
modszerekkel vizsgalva alacsony ingerintenzitdsok (vélhetéen kiiszobkozeli ingerek) esetében a
talp és a farok hdingerrel kivaltott nocifenziv reakci6jaban a TRPV1-nek nincs szamottevo
szerepe (1.4.1.4. pont, 1. és 2. tablazat). Ez azt sugallja, hogy a nociceptiv hdkiiszob
meghatarozdsaban a TRPV1 nem jatszik Iényeges szerepet. Korabbi adatokkal ellentétben a
hideg ingerrel aktivalhatd TRPA1 génjét nélkiil6zé egerekben latenciaidé-megnyulast mértek a
plantartesztben és hokiiszob-emelkedést a 1abhati bor C polimodalis nociceptoraiban (Hoffmann
et al, 2013). A TRPAI1 esetleges szerepérdl a farok nociceptiv hdvalaszaban nem alltak
rendelkezésre irodalmi adatok. A fenti adatok fényében célszertinek lattuk megvizsgéalni a
TRPV1 és TRPAI szerepét a forr6 ingerrel kivaltott nocicepcidban sajat fejlesztésti modszereink
alkalmazasaval, amelyek a tényleges nociceptiv hékiiszobot mérik az egér talpan, illetve farkan.
Ezenkiviil meg kivantuk vizsgdlni a TRPV1 és TRPA1 szerepét a farok hideg ingerrel kivaltott
nocifenziv valaszaban is.

A mustarolaj (allil-izotiocianat, AITC) régota hasznalt tesztanyag, amely fajdalomkeltd,
termalis €s mechanikai hiperalgéziat kivaltd hatasokkal egyardnt rendelkezik (Reeh ef al., 1986;
Cleland et al., 1994; Merrill et al, 2008; Koltzenburg et al, 1994; Albin et al., 2008;
Koltzenburg et al., 1992b). Az AITC-t kordbban mint a TRPAl-csatorna aktivatorat irtak le
(Jordt et al., 2004; Bandell et al., 2004; Bautista et al., 2006; Kwan et al., 2006), de (jabb adatok
szerint a TRPV1-et is képes aktivalni, de csak mintegy 100-szor kisebb hataserdsséggel (Ohta et
al., 2007; Everaerts et al., 2011; Gees ef al., 2013). Célunk volt annak analizise, hogy az AITC-
vel kivaltott termalis és mechanikai allodynidban, illetve nocifenziv reakcidban milyen szerepet

jatszanak a TRPV1- és TRPA1-csatornak.

5.6.2. Eredmények és megbeszélés
Az egér farkanak, illetve talpanak nociceptiv hokiiszobe TRPVI- illetve TRPAI-génhianyos
egerekben

A farkon mért kiindulasi (alap) nociceptiv hokiiszob a TRPV1-génhianyos allatokban
(mind a fiatal, mind az id6sebb ndstényekben, valamint a himekben) szignifikdinsan magasabb

volt, mint a nemben ¢és korban megfelelé vad tipustiakban (75. abra, A, B és C panel). Ez az
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eredmény meglepd, hiszen az 1.4.1.4. pontban emlitett korabbi adatok arra utaltak, hogy sem a
farkon, sem a talpon a kiiszobkozeli ingerekkel kivaltott termonociceptiv valaszban a TRPV1-
nek nincs szamottevd szerepe (Caterina et al, 2000; Davis et al., 2000; Park et al., 2011;
Hoftmann et al., 2013; Marics et al., 2014). Adataink tehat el6szor szolgaltattak bizonyitékot
arra, hogy az egérfarok tényleges, azaz homérséklet formajaban mért nociceptiv hékiiszobének
meghatarozasaban a TRPV1-csatorna Iényeges szerepet jatszik. Ez transzlacids szempontbdl is
jelentds, hiszen a TRPV1-antagonistak vizsgdlataval kimutattak, hogy a TRPV1 emberben is

szerepet jatszik a forro ingerek detektalasaban (lasd 1.4.1.4. pont).
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75. abra. Az egér farkan (emelkedé hémérsékleti vizfiirdovel) és hatsé labanak talpan (emelkedd hémérsékletii
forrd lappal) mért nociceptiv hokiiszob ndstény (A panel), idésebb néstény (B panel) és him (C panel) TRPVI-
génhianyos allatokban (TRPV1™") vad tipust tarsaikkal Gsszehasonlitva (TRPV1™"). A D panel him TRPAI-
génhianyos allatok (TRPA1™") hékiiszobét mutatja vad tipust tarsaikkal (TRPA1"") Gsszehasonlitva. Az adatok
atlag+SEM értékek (n=6-9). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jelolnek (**: p<0,01, egyszempontos
ANOVA utani Bonferroni-teszt).

rom

Azon eredményiink, hogy a talpon mért hdkiisz6b nem volt eltér6 a TRPV1-génhidnyos
allatokban a vad tipusuakhoz képest, Osszhangban 4ll sajat kordbbi hdkiiszobméréses
vizsgalatainkkal (lasd 4.3.3. pont és Bolcskei et al., 2005) ¢és a latenciamérésen alapuld
termonociceptiv tesztek (forrd lap, plantarteszt) eredményeivel (Caterina et al., 2000; Davis et
al., 2000; Park et al., 2011; Hoffmann et al., 2013; Marics et al., 2014). Egyben arra utal, hogy a

"o

talpon mas hdérzékeny csatornak felelések a nociceptiv hokiiszob meghatarozasaért. A TRPV1-
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en kiviili héérzékeny csatorndk (TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPM3, ANO1) koziil az aktivavids
kiiszob és a génhidnyos egerek termonociceptiv tesztekben (forrd lap, plantarteszt) mutatott
fenotipusa alapjan azonban egyik sem tiinik valdsziniisithetd jeloltnek (Caterina et al., 1999;
Peier et al., 2002a; Giler et al., 2002; Vriens et al., 2011; Cho et al., 2012). Ebbdl arra kell
kovetkeztetni, hogy egyéb, még nem azonositott csatorna(ak) felelds(ek) a nociceptiv hékiiszob
meghatarozasaért €s/vagy ezen ¢lettani paraméter molekuldris determinacidja redundéans: az
egyik kiiszobmeghatarozo ioncsatorna kiesése esetén a tobbi mitkodése még elégséges az eredeti
kiiszob fenntartasahoz. A farok és a talp kozotti kiilonbség a TRPV1 eltérd szerepét illetden
feltételezhetden arra vezethetd vissza, hogy a farok esetében az emlitett redundancia nem all
fenn. Erdemes megemliteni, hogy a TRPM3-csatornaval kapcsolatban hasonld eredmények
lattak napvilagot, miszerint a génhianyos egerekben a farokimmerzios tesztben 45-48-50-52—-57
°C-on a latenciaidé megnyult, mig a forr6 lapon 50 °C-on nem, de 52—-55-58 °C-on volt latencia-
megnyulas a vad tipushoz képest (Vriens et al, 2011). Mindez arra utal, hogy a TRPV1-hez
hasonléan a TRPM3 is szerepet jatszik az egér farkdn a nociceptiv kiiszob beallitasaban, de a
talpon ilyen funkcidja nem valdszinii; viszont a kiiszobfeletti hdingerek detektaldsaban mindkét
testtajekon szerepe van.

Az elvarasnak megfelelden a hideg ingerekkel aktivalhato TRPA1 (Story et al., 2003;
Jordt et al., 2004; Bandell ef al., 2004) génjét nélkiiloz6 egerekben sem a farkon, sem a talpon
meért hokiiszob nem mutatott eltérést a vad tipusu kontrollokhoz képest (75. abra, D panel). Az
elobbi eredmény az els6 kozolt adat a farok vonatkozasaban a TRPA1 nociceptiv hdkiiszobben
betoltott szerepének hianyarol, mig az utdbbi a kiiszobmérés szintjén azt a tobbségi, de nem
kizardlagos nézetet erdsiti, hogy a TRPAI a talp termonociceptiv valaszreakcidiban nem bir

szereppel (Bautista et al., 2006; Kwan et al., 2006 versus Hoffmann ef al., 2013).

Az eger farkan fajdalmas hideg ingerrel kivaltott nocifenziv reakcio latenciaideje TRPVI-, illetve
TRPA 1-génhianyos egerekben

A vad tipusu, illetve TRPVI1- vagy TRPAl-génhidnyos egerek farokra lokalizalt,
nociceptiv hideg ingerre adott farokkirantasi reakciojanak a latenciaidejét a 76. abra mutatja. Ez
a paraméter nem volt eltérd a vad tipusu kontrollhoz képest a TRPV 1-génhianyos allatokban, de
jelentdsen megnyult a TRPAI-hidnyos egerekben. Ez utobbi eredmény az elsé adat a TRPAL
hidegnocicepcioban betdltott szerepérdl a farok vonatkozaséban, €s azt tdmasztja ald, hogy a
TRPAIl-csatorna e testtajékon Ilényeges szerepet jatszik a fajdalmas hideg ingerek
detektalasaban. Ez a kovetkeztetés 0sszhangban all szamos korabbi adattal, amelyek a TRPA1

szerepét azonositottdk a fajdalmas hidegre adott valaszban (Kwan et al., 2006; Karashima et al.,
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2009; Gentry et al., 2010), de ellentétes masokkal, amelyek ennek ellenkezdjét mutattak ki
(Bautista et al., 2006; Knowlton et al., 2010; del Camino et al., 2010; Zhao et al., 2012).
Mindezek fényében megallapithatd, hogy a TRPA1 hidegnocicepcidoban betoltott szerepének

tisztazasahoz tovabbi vizsgalatok sziikségesek.
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76. abra. A fijdalmas hidegingerrel (0 °C-os viz) kivaltott farokkirantasi reakcié latenciaideje TRPV1- (TRPV1 ™)
és TRPAI-génhianyos (TRPA1™") egerekben vad tipust tarsaikkal (TRPV1'"", TRPA1"") &sszehasonlitva. Az
adatok atlag+SEM értékek (n=18-20). A csillagok statisztikailag szignifikans eltéréseket jelolnek (**: p<0,01,
egyszempontos ANOVA utani Bonferroni-teszt).

Az AITC hatasa a farok, illetve a talp nociceptiv hoékiiszobére TRPVI-, illetve TRPAI-
génhianyos egerekben

Az AITC-okozta termalis allodynia vizsgalata sordn a szert topikalisan alkalmaztuk, és a
nociceptiv hokiiszo6bot mind a farkon (emelkedd hOmérsékletli vizfiirdovel), mind a talpon
(emelkedd homérsékletli forrd lappal) ismételten mértiik 10 perces idokozokkel. Az AITC a
nociceptiv hokiiszob csokkenését valtotta ki mindkét testtajékon (77. abra). A vad tipust
allatokban a kiiszobcsokkenés a beadas utani 10., illetve 20. percben volt a legnagyobb mind a
farkon (8-10 °C), mind a talpon (12—-13 °C), és visszatérési tendenciat mutatva a vizsgalt
periodus (60 perc) végéig fenndllt. A TRPVI-génhianyos egerekben az AITC
hokiiszobesokkentd hatdsa mind a farkon, mind a talpon szignifikansan kisebb volt a vad tipust
kontrollokban mérthez képest — egy kivételével — minden mérési idépontban (77. abra, A és C
panel). Ezzel ellentétben a TRPA1l génhidnyos egerekben az AITC hatasara fellépo
kiiszobcsokkenés nem tért el szignifikdnsan a vad tipusu kontrollokhoz képest sem a farkon, sem

a talpon egyik idépontban sem (77. abra, B és D panel).
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77. abra. A perkutan alkalmazott allil-izotiocianat (AITC, 1%) hatasa az egér farkanak (emelkedé homérsékletli
vizfiirdével mért, A és B panel) és a hatso 1ab talpanak (emelkedd homérsékletii forro lappal mért, C és D panel)
nociceptiv hékiiszobére TRPV1- (TRPV1™") és TRPA1-génhianyos (TRPA1™") egerekben vad tipusu tarsaikkal
(TRPV1"™", TRPA1""") 6sszehasonlitva. Az adatok 4tlag+SEM értékek (n=6). A csillagok statisztikailag szignifikans
hokiiszobesokkenéseket (kontroll kiiszob minusz adott iddpontban mért kiiszob) jelentenek a vad tipusban mérthez
képest (*: p<0,05, **: p<0,01, ***: p<0,001, kétszempontosANOVA utani Bonferroni-teszt).

A fenti eredmények alapjan levonhaté kovetkeztetés, miszerint az AITC-vel kivaltott
hokoszobesokkenésben — amit termalis allodyniaként lehet értelmezni — a TRPV1 lényeges
szerepet jatszik mind a farkon, mind a talpon, nem meglepd, hiszen szamos termalis
hiperalgézia/allodynia-modellben (pl. karragenin, komplett Freund-adjuvans, enyhe hdtrauma,
plantéris incizid) a forrd ingerrel aktivalhaté TRPV1 jelentds, kozel 100%-0s mediator szerepét
igazoltak a talpon (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000; Walker et al., 2003; Pomonis ef al.,
2003; Gavva et al., 2005; Honore et al., 2005; Bolcskei et al., 2005; Pogatzki-Zahn et al,. 2005;
Wu et al., 2008; Banik és Brennan 2009). Konkrétan az AITC-vel kivaltott és a hagyomanyos
forrd lappal, illetve elektrofiziologiailag vizsgalt termalis hiperalgézia is dontden TRPVI1-
fliggdnek bizonyult az egér talpan (Caterina et al., 2000; Eckert ef al., 2006). Az egér talpara
vonatkozoan nyert sajat adataink a nociceptiv hokiiszob szintjén erdsitik meg a fentieket. A

TRPV1 sajat kisérleteinkben feltart hasonloan jelentds szerepe az AITC-okozta
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hokiiszobesokkenésben az egér farkan olyan 1ij eredmény, amely valoszinlisiti, hogy e testtajék
hiperalgézia/allodynia-mechanizmusai hasonloak a talpéihoz. A TRPVI1-csatorna elméletileg
kétfele moédon vehet részt az AITC hokiiszobesokkentd hatasdban. Egyrészt az AITC
kozvetleniil szenzibilizalhatja a TRPV1-et: ezt tdmasztja ald az, hogy TRPV1-gyel transzfektalt
sejtekben az AITC fokozta a hdingerrel kivaltott ionaramot (Alpizar et al., 2014). Masrészt az
AITC gyulladaskeltd hatasu, igy a hatasara képz6dé medidtorok (bradikinin, prosztaglandinok,
szerotonin stb.) is szenzibilizalhatjak a TRPV1-et a PKC- és/vagy PKA-kozvetitette foszforilacio
révén (a részleteket illetéen lasd 1.4.1.2. pont). Azonban az utobbi mechanizmus valdszintiségét
csokkenti az a tény, hogy a TRPVI1 szerepe méar 10-20 perccel az AITC alkalmazasa utan
kimutathat6 volt: ilyen rovid 1d6 alatt szamottevd gyulladasos reakcié még nem valdszintsithetd.
A TRPAI szerepének hidnya az AITC-vel kivaltott hdkoszobcsokkenésben meglepd, hiszen ez a
csatorna egyes termalis hiperalgéziakban involvalt (Bautista et al., 2006; Chen ef al., 2011; Urata
et al, 2015), masrészt heteroldg expresszidos rendszerben az AITC 100-szor kisebb
koncentracidban valtott ki iondramot TRPA1-csatornan keresztiil, mint a TRPV1-en at, jelezve,

hogy az AITC TRPAI1 iranti affinitasa joval nagyobb (Everaerts et al., 2011).

Az AITC hatasa a talp mechanonociceptiv kiiszobére TRPVI-, illetve TRPAI-génhianyos
egerekben

Az AITC mechanonociceptiv kiiszobre kifejtett hatasat metodikai okokbol csak a talpon
tudtuk vizsgédlni. A dinamikus plantaris eszteziometriaval meghatarozott kiindulasi (alap)
mechanonociceptiv hokiiszob nem volt kiilonb6z6 sem a TRPV1-, sem a TRPAI-génhianyos
allatokban sajat, vad tipusu kontrolljukhoz képest (adatot nem mutatunk). Ez 6sszhangban 4ll az
idevago irodalmi adatok tobbségével (Caterina et al., 2000; Bolcskei et al., 2005; Wang et al.,
2008; Bautista et al., 2006), kivéve egy kozleményt, amely azt talalta, hogy a TRPA1-KO allatok
mechanonociceptiv kiiszobe magasabb (Kwan et al, 2006). Ismert, hogy az ember borére
alkalmazott AITC fokozza a nociceptiv mechanikai érzékenységet (Koltzenburg ef al., 1992b).
Ezzel G6sszhangban kisérleteinkben a vad tipust allatokban az AITC mintegy 40-55%-kal
lecsokkentette a talpon a mechanonociceptiv kiiszobot a teljes vizsgalati periodusban (78. abra),
azaz mechanikai allodyniat okozott. Ez a kiiszobcsokkenés a TRPV1-génhidnyos allatokban
minden vizsgalt idépontban szignifikansan kisebb volt a vad tipust kontrollhoz képest, ellenben
a TRPA1-KO egerek nem mutattak eltérést sajat vad tipust kontrolljaikhoz képest (78. abra). A
TRPV1 jelentds szerepe az AITC 4altal kivaltott mechanikai allodynidban nem vart eredmény.
Egyrészt ugyanez a valasz a von Frey-féle moédszerrel mérve valtozatlan maradt TRPVI1-

génhidnyos egerekben (Caterina ef al, 2000). Masrészt heterolog expresszids rendszerben az
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AITC a TRPAI iranti sokkal nagyobb affinitdst mutatott, mint a TRPV1 irant (Everaerts et al.,
2011). Ennek fényében az is meglepd, hogy a TRPAI egyaltalin nem jatszik szerepet a
kiiszobkozeli koncentracioban alkalmazott AITC mechanikai allodynidt okozd hatdsdban. A
TRPV1 részvétele a valaszban hasonlé mechanizmussal torténhet, mint amit a TRPV1-agonista
kapszaicinnel kivaltott mechanikai hiperalgézia esetében mutattak ki emberben: a jelenség a
nociceptiv input altal kivaltott centralis szenzibilizacid kovetkezménye (LaMotte ef al., 1992;

Torebjork et al., 1992; részletesen lasd Treede ef al., 1992).
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78. abra. A perkutan alkalmazott allil-izotiocianat (AITC, 1%) hatasa az egér hatso 1ab talpanak dinamikus plantaris
eszteziométerrel meghatarozott mechanonociceptiv kiiszobére TRPV1- (TRPV1 ™", A panel) és TRPA1-génhianyos
(TRPA1”", B panel) egerekben vad tipust tarsaikkal (TRPV1™" TRPA1"") 6sszehasonlitva. Az Y tengely a
koszobesokkenést (kontroll kiiszob minusz adott idépontban mért kiiszob) a kiindulasi kiiszob széazalékaban
kifejezve mutatja. Az adatok atlagtSEM értékek (n=6-11). A csillagok statisztikailag szignifikans
kiiszobcsokkenéseket jelentenek a vad tipusban mérthez képest (**: p<0,01, ***: p<0,001, kétszempontos ANOVA
utani Bonferroni-teszt).
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A farok AITC-vel kivaltott nocifenziv reakciojanak latenciaideje TRPVI-, illetve TRPAI-
génhianyos egerekben

Ebben a kisérletsorozatban az egér farkat 1%-os AITC-oldatba vagy annak vehikulumaba
(30% DMSO) martva a farokkirantas, mint nocifenziv reakcid latenciaidejét mértiik vad tipusu
¢s génhianyos allatokban. A vad tipust egerekben a topikalisan alkalmazott AITC szignifikdnsan

" 4llatok esetén

leroviditette a farokkirantas latenciaidejét a vehikulumhoz viszonyitva (TRPV1
103,0+14,3 s-r8l 47,7+5,5 s-ra, TRPAL™" egerekben 62,8+5,5 s-r8l 26,3+4,1 s-ra; p<0,001
mindkét esetben, egyszempontos ANOVA utani Bonferroni-teszttel vizsgalva), ami
pronociceptiv hatasként értelmezhetd. A latenciaidd mind a TRPV1-, mind a TRPA1-génhidnyos
allatokban statisztikailag szignifikdns mértékben megnyult a megfeleld vad tipust allatokhoz
képest (79. abra).

A

1204

79. abra. Az allil-izotiocianattal (AITC,
1%) kivaltott farokkirantasi reakcio
latenciaideje TRPVI- (TRPVI™, A
TRPV1™" B panel) és TRPA1-génhianyos (TRPA1 ™",

B panel) egerekben vad tipust tarsaikkal

(TRPV1™, TRPA1"") &sszehasonlitva.

Az adatok atlag+SEM értékek (n=8-14).
1204 *dk A csillagok statisztikailag szignifikans
' ' kiilonbségeket jelentenek (*: p<0,05, ***:
p<0,001, egyszempontos ANOVA utani
Bonferroni-teszt).

Latency to withdrawal from

v}

Latency to withdrawal from

TRPA1*"* TRPA17'"

Mindezek alapjan elmondhat6, hogy mind a TRPV1, mind a TRPAI szerepet jatszik az
AITC-vel kivaltott nocifenziv reakci6 latenciaidejének a megszabdsdban. Sajat eredményeink
Osszecsengenek olyan korabbi adatokkal, miszerint az egér talpan az AITC-vel kivaltott
nocifenziv reakcid részben vagy teljesen lecsokkent TRPA1 génhianyos egerekben (Kwan et al.,

2006; Bautista et al., 2006), ugyanakkor ellentétben vannak olyanokkal, miszerint a TRPV1
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semmilyen vagy épp ellenkezdleg kizardlagos szerepet jatszik a reakcioban (Caterina et al.,

2000; Raisinghani et al., 2011; Everaerts et al., 2011).

5.6.3. Fontosabb kovetkeztetések

1./ Az egér farkén a nociceptiv hokiiszob meghatarozasdban a TRPV1-csatorna szerepe jelentds,

ellenben a talpon e struktira nem jatszik szerepet a hokiiszob beallitdsaban.

2./ A TRPAl-csatorna sem a farkon, sem a talpon nem jarul hozza a nociceptiv hdkiiszob

meghatarozasahoz.

3./ Az egér farkdn a fajdalmas hidegingerrel kivaltott nocifenziv reakci6 latenciaidejének

meghatarozasaban a TRPA1 szerepet jatszik, a TRPV1 nem.
4./ Az AITC-vel kivaltott hokiiszobcsokkenésben (termalis allodynidban) mind a farkon, mind a
talpon a TRPV1 jelentOs szerepet jatszik, ellenben a TRPAI egyik testtdjékon sem involvalt a

valaszban.

5./ Az AITC-vel kivaltott mechanonociceptiv kiiszobcsokkenéshez (mechanikai allodynidhoz) a

talpon a TRPV1 jelentds mértékben hozzajarul, a TRPA1 viszont nem.

6./ Az AITC-vel kivaltott nocifenziv reakci6 latenciaidejének meghatarozasaban a farkon mind a

TRPV1, mind a TRPAI szerepet jatszik.
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5.7. A TRPVl1-receptor-agonistakkal kivaltott deszenzibilizacio vizsgalata a

nociceptiv hé- és hideg kiiszob mérésével

5.7.1. El6zmények és célkitiizések

A TRPVl-receptor bizonyos agonistai (pl. kapszaicin, RTX) szenzoros izgaté hatasuk
lezajldsa utan koncentracio- és idofiiggd modon kétféle szenzoros deszenzibilizaciot képesek
kivaltani (lasd 1.4.1.5. pont): alacsonyabb koncentracioknal ¢és rovidebb behatédsi idOknél a
TRPV1-receptorra korlatozddd deszenzibilizacio alakul ki, amelynél a nociceptiv idegvégzdodés
csak azon ingerekkel szemben mutat csOkkent véalaszkészséget, amelyek a TRPV1-en hatnak;
magasabb koncentraciok és hosszabb behatasi idok esetében az egész idegveégzddésre kiterjedd
deszenzibilizacidé jon létre, amelynél hd, mechanikai és kémiai ingerekkel szemben egyarant
csokken a reaktivitds. Fontos, hogy bar a forrdé (>43°C) ingerek képesek aktivalni a TRPV1-et, a
bazalis nociceptiv hokiisz0b meghatarozasadban patkany vagy egér talpan a TRPV1-nek nincs
szerepe (lasd 4.6.3. ¢és 5.6.2. pont). Ebbol kovetkezéen a TRPVl-re korlatozodo
deszenzibilizacidonal nem valtozik meg a nociceptiv hokiiszob, viszont az egész idegveégzddésre
kiterjedd deszenzibilizacid hokiiszObemelkedéssel jar. Vizsgélataink célja az volt, hogy a
klasszikus (kapszaicin, RTX) ¢és ujabban azonositott (OLDA) TRPVI-receptor-agonistak
szenzoros deszenzibilizald hatasait in vivo 6sszehasonlitsuk a nociceptiv hOkiiszob mérésével.
Tekintettel arra, hogy nem alltak rendelkezésre adatok a TRPVI-receptor-agonistaknak a
fajdalmas hidegingerek detektalasara kifejtett hatasaira vonatkozoan, az emlitett agensek

nociceptiv hideg kiiszobre kifejtett hosszi tdva hatasait is vizsgalni kivantuk.

5.7.2. Eredmények és megbeszélés

A TRPV I-receptor-agonistak idegvégzodés-szintii deszenzibilizalo hatasanak vizsgalata

Korabbi vizsgélatainkban patkdny hats6 labanak nociceptiv hdkiiszobe az emelkedd
homérsekletli forrd lappal mérve jol reprodukdlhatd volt naponként ismételt mérések soran (lasd
4.3.3. pont). Ez tette lehetévé, hogy a jelen sorozatban megvizsgaljuk a TRPVI1-receptor-
agonistak hosszu tava hatdsat és annak dozisfiiggését a nociceptiv hokiiszobre. Kétoldali
intraplantaris adast kovetéen mind a kapszaicin, mind az RTX megemelte a nociceptiv
hokiiszobot az 1-14, illetve 1-9 napos intervallumban (80. abra), mig szolvenseik teljesen
hatastalanok voltak. Természetesen a kapszaicin és az RTX beadas utdni 0,5-1 oOran beliil

hokiiszobesokkenés alakult ki (lasd 4.3.3. pont), de ez nem volt targya a jelen vizsgalatainknak.
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80. abra. Kapszaicin (fels6 panel) vagy RTX (also panel) kiilonbdz6 dozisainak hosszi tavi hatdsa patkanyok
nociceptiv forrd kiiszobére bilateralis intraplantaris injekciot kovetden. Az oszlopok atlag+SEM értékek (n=8-12).
A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéré értéket jelolnek a kiindulasi értékhez képest
(egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt). A legnagyobb RTX-dozis hatasat nem kovettiik a 9. nap
utan, mert az 5-9. napon mért kiiszobok 2 °C-kal magasabbak voltak a kontrollnal, és semmiféle visszatérési
tendencia nem mutatkozott.

A két szer minimalis effektiv dozisa (az a legkisebb adott dozis, amelyik valamelyik mérési
idépontban szignifikansan megemelte a hokiiszobot) 10, illetve 0,05 nmol volt, jelezve, hogy az
RTX mintegy 200-szor potensebb deszenzibilizdldo agens, ami egybevag korabbi adatokkal
(Szallasi és Blumberg, 1999). A kapszaicin ¢és az RTX altal kivaltott maximalis
kiiszobemelkedés 2,3+0,5, illetve 2,8+0,5 °C volt, mutatva, hogy a két agonista hatékonysaga
hasonld, megerdsitve azt a tényt, hogy mindkét agens teljes agonista a TRPV1-receptoron

(Ralevic et al., 2003). Mindkét szer hatasa tartds és dozisfiiggd volt: 10-33 nmol kapszaicin,
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illetve 0,05 nmo6l RTX hatésa reverzibilis volt, mivel a hokiiszob-emelkedés 2—5 napnal nem volt
hosszabb; a magasabb dozisok hatasa 11 (kapszaicin), illetve legalabb 9 napig (RTX) allt fenn (a
legmagasabb RTX-do6zis hatdsa az 7-9 napon beallt egy platora, egyértelmii visszatérési
tendencia nélkiil, ezért a tovabbi mérésektdl eltekintettiink). Hasonldé eredményt szolgaltattak
korabbi, latenciaid6-mérésen alapuld vizsgélatok, amelyekben az RTX termalis deszenzibilizald
hatasat vizsgaltak (Xu et al,, 1997; Neubert et al., 2003; Pan et al., 2003; Karai et al., 2004).
Ugyanakkor a hagyomdnyos forro lap és ,tail-flick” modszerekkel végzett vizsgalatok
ellentmondasos adatokat szolgaltattak a szisztémasan adott kapszaicin hossza tavl termalis
antinociceptiv hatdsara vonatkozoan (Szolcsanyi, 1976; Obal et al., 1979; Hayes ¢s Tyers, 1980;
Gamse, 1982; Bittner ¢s Lahann, 1984), noha elektrofizioldgiai kisérletekben a kapszaicin
egyértelmiien deszenzibilizalta a forr6 ingerrel aktivalhaté polimodalis nociceptorokat
(Szolcsanyi, 1987a; 1987b) Szolcsanyi (1985) kordbbi vizsgélataiban egy hozzavetdleges
hokiiszObmérést lehetdveé tevd modszerrel (lasd 1.3.5. pont) ki tudta mutatni a kapszaicin
hosszan tartd, dozisfliggd termalis antinociceptiv hatasat, de a jelen vizsgalat az elsd, amelyik
egzakt hokiiszobmérést alkalmazva igazolta a kapszaicin €s az RTX ezen hatasat. Amint arra a
fentiekben utalas tortént, az emelkedd forrd lappal mért nociceptiv hokiiszob megemelkedése a
talp nociceptiv idegvégzddéseinek egészére kiterjedd deszenzibilizacid jeleként értekelendd,
hiszen sem a TRPV1 farmakoldgiai blokkoldsa (patkdnyban, 4.3.3. és 4.6.3. pont), sem genetikai
delécidja (egérben, 4.3.3. és 5.6.2. pont) nem emelte meg a hatsé végtag talpi részén mért
nociceptiv hokiiszobot, illetve a polimodalis nociceptorok elektrofiziologiai kisérletekben
meghatarozott aktivaciés hokiiszobét (Caterina et al, 2000; Woodbury et al, 2004;
Zimmermann et al., 2005; Banik és Brennan, 2009; Hoffmann ez al., 2013, lasd 1.4.1.4. pont).

Az 1,25 pmol OLDA intraplantéris injekcioja 1 héten &t naponta vizsgalva nem emelte
meg a nociceptiv hokiiszobot (adatokat nem mutatunk). Ezt az agenst korabban
munkacsoportunk patkany TRPV1-gyel transzfektalt sejteken **Ca’'-felvétel mérésével a
TRPV1-receptor olyan agonistajaként azonositotta, amelynek hatdserdssége 50-szer kisebb, mint
a kapszaiciné, hatékonysaga pedig annak 40%-a (lasd 5.3.2. pont). A jelen kisérletekben adott
OLDA-dozis 125-sz6r nagyobb, mint a kapszaicin minimalis hokiiszobemeld adagja, mutatva,
hogy az OLDA minden bizonnyal kellden magas okkupanciat ért el a talp nociceptorainak
TRPV1-receptorain. Ezért hatéstalansaganak legvaldszintibb oka parcialis agonista jellege, ami
miatt nem tud olyan mértéki Ca’’-bedramlast okozni, mint ami az idegvégzédés
deszenzibilizacidjahoz sziikséges. Megjegyzendd, hogy mas paradigmaban (lasd lejjebb) az
OLDA hatékony volt, kizarva azt a lehetdséget, hogy az oldatban elbomlott vagy az adas helyén
kicsapodott stb.
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A kezeletlen patkanyok hatso végtagjanak talpan a csokkend homérsékletii hideg lappal
mért nociceptiv hideg kiisz6b 1,3+0,2 °C-nak adddott (n=8); ez az érték 5 napon at végzett,
naponta ismételt mérések soran jol reprodukalhatd volt (adatokat nem mutatunk). Ez az érték
joval alacsonyabb, mint az emberben mért 15 °C koriili kiiszobhomérséklet (Davis és Pope,
2002). A hideg lapon ugyanolyan magatartasi nocifenziv reakciokat figyeltiink meg, mint a forr6
lap esetében (tipusosan a hatsé végtag nyaldasa vagy megemelése). Az ugyanazon allatokban
parhuzamosan mért forrod €s hideg kiiszob 0sszehasonlitasaval kideriilt, hogy mind a kapszaicin,
mind az RTX esetében csak a magasabb dozisok csokkentették le a hideg kiiszbot — a hokiiszob
megemelése mellett (81. abra) —, mint amelyek az el6z6 sorozatban a hdkiisz6b megemelés¢hez
minimalisan sziikségesek voltak. Mindkét szer esetében a két vizsgalt dozis hideg kiiszObre
kifejtett hatasa hasonldo mértékii volt, mig a forro kiiszobre gyakorolt hatadsuk 1ényegesen eltért.
Elobbi lehetséges magyarazata egyfajta ,.ceiling” effektus, mivel a laphdmérséklet lehetséges
minimuma —1 °C volt. A szerek hideg kiiszobot csokkentd hatasa 2—4 nap utan visszatért a
kontroll értékre; ekkor a forrd kiiszob még magasan a kiinduldsi érték f6lott volt. Ez arra utal,

hogy a fijdalmas hideg és forro ingereket detektaldo nociceptorok kiilonb6z6 populaciokba

tartoznak.
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81. abra. Kapszaicin (bal oldali panelek) vagy RTX (jobbb oldali panelek) kiilonb6z6 dézisainak hatisa az
ugyanazon allatokban parhuzamosan vizsgalt nociceptiv forro és hideg kiiszobre bilateralis intraplantaris injekciot
kovetden. Az oszlopok atlag+SEM értékek (n=8-12). A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéré
értéket jelolnek a kiindulasi értékhez képest (egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt).
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A fijdalmas hideg ingerek detektdlasdban elsdsorban nem a polimodalis nociceptorok
vesznek részt (bar ezek egy része fajdalmas hideggel is aktivalhato C-MHC, illetve A-MHC
rost), hanem a ,,mechano—cold-sensitive” Ad és C nociceptorok (A-MC és C-MC rostok;
Burgess ¢és Perl, 1967; Bessou ¢€s Perl, 1969; Cain ef al., 2001; Leem et al., 1993; Campero ef al.,
1996; Simone ¢s Kajander, 1996). A jelenleg ismert, hideggel aktivalhat6 TRP-ioncsatorndk a
TRPMS8 (McKemy et al., 2002; Peier et al., 2002a) és a TRPAI1 (Story et al., 2003), amelyek
aktivacios kiiszobe 25, illetve 17 °C, legaldbbis in vitro. Mindezek alapjan azt lehet feltételezni,
hogy a hidegérzékeny nociceptorok magas frekvencidju kistilése sziikséges a fajdalmas hideg
ingerekkel kivaltott nocifenziv reakcidhoz. Eredményeink ¢€s az irodalmi adatok alapjan
feltételezhetd az is, hogy a nociceptiv hideg kiiszob kapszaicinnel, illetve RTX-szel kivaltott
tartdos csokkenése azaltal jon létre, hogy olyan hidegérzékeny nociceptiv idegvégzddések
karosoddsa jon létre, amelyek a hideggel aktivalhaté ioncsatorndk mellett a TRPVI1-et is
expresszaljak. Ezt a lehetdséget alatdmasztja a TRPA1 és TRPV1 jelentds koexpresszidja DRG
neuronokban (Story et al., 2003). A hidegérzékeny nociceptiv idegvégzodések TRPVI-
agonistaval kivaltott karosodasdnak hatterében all6 mechanizmusok teljesen ismeretlenek, de
elméletileg hasonlo folyamatok tételezhetok fel, mint a forrd ingerekkel aktivalhatoé polimodalis
nociceptorok esetében. Az idegvégzddés-szintli deszenzibilizacid klinikai jelentOségét
latvanyosan igazolja az a 8% kapszaicint tartalmazo dermalis tapasz (Qutenza), amely 30 vagy
60 perces kontaktusidé utan az epidermalis és dermalis polimodalis nociceptiv terminalisokat
deszenzibilizalva fejt ki 3 honapig tartd analgetikus hatast neuropatias fajdalom kiilonbdzo

formaiban.

A TRPV I-receptor-agonistik TRPVI-re korlatozodo deszenzibilizalo hatasanak vizsgalata
Ebben a sorozatban az RTX és az OLDA TRPV1-receptor altal kozvetitett akut hatésait
(nocifenziv reakcid, hdkiiszobcsokkenés) elemeztik (lasd 4.3.3. és 5.3.2. pont). Az
intraplantarisan adott RTX (0,016 nmdl) nocifenziv reakciot valtott ki, amely 5 percen beliil
megsziint (82. abra, A panel, feliil). Ekkor jelentds hokiiszobcsokkenés (termalis allodynia) volt
mérhetd (82. abra, A panel, alul), amely 30 percen beliil lezajlott. Az RTX-kezelés utan 3
oraval a nociceptiv hokiiszob a kontroll tartomanyban volt. Az ekkor megismételt RTX-injekcio
(0,016 nmol) az elézdleg kezelt talpba adva szignifikdnsan rovidebb nocifenziv reakciot, illetve
kisebb mértékli hokiiszoObecsokkenést okozott, mint az RTX szolvensével végzett 3 Orés
elokezelést kovetden (82. abra, A panel). Ezzel szemben ugyanilyen RTX-elokezelés (0,016
nmol, 3 6ra) nem csokkentette a TRPAl-agonista formalin (McNamara et al., 2007) 1%-os

intraplantéris injekcidjaval kivaltott nocifenziv reakcid id6tartamat (82. abra, A panel, feliil).
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Ezek az eredmények azt jelzik, hogy van olyan RTX-dozis, amelyik 3 Orés elokezelés utdn nem
befolyésolja a bazalis hokiiszobot, de lecsokkenti a megismételt RTX-dozissal kivaltott, TRPV1-
kozvetitette nocifenziv valaszokat (nocifenzid, hokiiszobesokkenés) anélkiil, hogy a TRPV1-gyel
koexpresszalodo TRPA1 aktivalasa révén hatd formalin nocifenziv hatasat modositana. Ez azt
jelenti, hogy ez az RTX-dozis szelektiven csak a TRPV1 valaszkészségét csokkentette le,
an¢lkiil, hogy a polimodalis nociceptiv idegvégzddés mas aktivatorainak (forrd inger, formalin)
hatasat mérsékelné, tehat TRPV1-receptor-deszenzibilizaciot valtott ki. Hasonldé eredményeket
nyertiink az OLDA-val. 250 nmo6l OLDA-val végzett 3 6rds elokezelés utan a hokiiszob a
kontroll tartomanyban volt, és az ekkor az ugyanazon labba adott 5 nm6él OLDA mindkét hatasa
(nocifenziv reakcid €s hokiiszobcsokkenés) jelentdsen lecsokkent a szolvenssel végzett 3 Orés
elokezeléshez képest (82. abra, B panel). A nagy dézisi OLDA-val végzett 3 oras elokezelés az
RTX pronociceptiv hatasait is gatolta (82. abra, C panel), jelezve az OLDA ¢és az RTX kozotti

kereszt-deszenzibilizacid kialakulésat.
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82. abra. Intraplantaris RTX-szel (0,016 nmol, A panel), illetve OLDA-val (250 nmol, B és C panel) végzett 3 oras
elokezelés hatasa az ugyanazon talpba adott RTX-szel (0,016 nmol) vagy OLDA-val (5 nmdl) kivaltott nocifenziv
reakci6 id6tartamara, illetve a nociceptiv hokiiszob csokkenésére. Az A panel az RTX-el6kezelésnek a formalinnal
(1%) kivaltott nocifenziv reakcid idétartamara kifejtett hatasat is mutatja. Az oszlopok atlag+SEM értékek (n=8). A
csillagok statisztikailag szignifikans (p<0,05) eltéréseket jelolnek a két RTX-hatas kozott (A panel, Student-féle
egymintas t-proba), illetve az adott szer szolvenséhez viszonyitva (B és C panel, Student-féle kétmintas t-proba).
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Figyelembe véve, hogy a TRPV1 deszenzibilizdcidja hasonld hatast eredményez, mint annak
antagonizaldsa, az RTX és OLDA TRPV1-receptorra korldtozodd deszenzibilizald hatasanak is

van potencialis klinikai jelentdsége (lasd 1.4.1.3. pont).

5.7.3. Fontosabb kovetkeztetések

1./ A nociceptiv forrd €s hideg kiiszob parhuzamos mérésével kimutattuk, hogy a patkany
talpaba adott kapszaicin és RTX — de nem az OLDA — képes napokig tartd termalis
antinociceptiv hatast kivaltani mindkét homérsékleti irdnyba. A nociceptiv hideg kiiszob

csokkenése rovidebb ideig tart, mint a forro kiiszob emelkedése.

2./ A fenti két hatds a TRPV1-et expresszalo és a forro, illetve fajdalmas hideget detektald

nociceptiv periférias idegvégzddések funkcionalis karosodasanak a manifesztacioja.

3./ Az RTX ¢s az OLDA alacsonyabb dozisai képesek a TRPVI1-receptorra korldtozodod

deszenzibilizaciot kivaltani.

4. / Mindkét fajtaji deszenzibilizacio (idegvégzddés- versus TRPV1-szintii) relevanciaval bir 4j,

periférias tdimadaspontu analgetikumok fejlesztése szempontjabol.

5.8. A nociceptiv hokiiszob és a latenciaido oOsszehasonlitdo vizsgalata a

carrageninnel kivaltott termalis szenzibilizacioban (nem k6z5lt eredmények)

5.8.1. Elé6zmények és célkitiizés

Kisérleteink sordn szamos akut (RTX, a-B-metilén-ATP, OLDA, 3-MOLDA, AITC,
hétrauma) és egy szubakut/kronikus modellben (plantaris bemetszés) tudtuk kimutatni a
nociceptiv hokiiszob csokkenését, azaz a termalis allodyniat. Ismert, hogy a TRPV1-receptor és a
P2X3-receptor aktivacioja, az AITC, a hétruma, az incizio esetében a latenciaidé-mérésen
alapuld modszerekkel a latenciaidé rovidiilése, azaz termalis hiperalgézia i1s kimutathato
(Gilchrist ef al., 1996; Yeomans et al., 1996; Hamilton ef al., 1999; Coderre és Melzack, 1987;
Cleland et al., 1994; Nozaki-Taguchi és Yaksh, 1998; Field et al., 1997; Zahn és Brennan,
1999). Mindez azt sugallja, hogy a nociceptiv hokiiszob csokkenése €s a kiiszobfeletti hdingerre
adott valasz nagysagénak novekedése (lasd 1. abra) egymashoz kapcsolt jelenségek, azaz a

hokiiszob ¢€s a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz parhuzamosan valtozik. Ennek a hipotézisnek
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a teszteléséhez egy szubakut modellben, a carrageninnel kivaltott termalis szenzibilizacidban
parhuzamosan vizsgéaltuk a nociceptiv hokiiszobot €s a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz
latenciaidejét. Ismert, hogy a carragenin a plantarteszttel vizsgalva latenciarovidiilést okoz

(Hargeraves ef al., 1988), ¢s ez a paradigma gyakran vizsgalt termalis hiperalgézia-modell.

5.8.2. Modszerek

Kisérleteinkben az IITC Life Sciences Inc. (Woodland Hills, CA, USA) altal gyartott
mincremental hot/cold plate analgesia meter’-t hasznaltuk, amely emelkedé hémérsékletii
tizemmodban a forrd kiiszob, allanddé homérsékletii tizemmodban a latenciaid0 mérésére
alkalmas. Segitségével ugyanazon allatcsoportban parhuzamosan tudtuk mérni a hdkiiszobot és a
latenciaid6t. El6sz6r meghataroztuk a patkanyok egyik hatsé végtagjan mind a kiindulasi
nociceptiv hokiiszobot (30 °C kiindulasi hdmérséklet és 6 °C/perc fiitési sebesség mellett), mind
ugyanazon hatso lab nyalasaig eltelt id6t (50 °C-os laphdmérséklet mellett). Ezutan carragenint
(3%, fizioldgias sdoldatban diszpergéalva, 100 pl térfogatban) adtuk intraplantdrisan a vizsgalt

labba. Mind a nociceptiv hokiiszobot, mind a latenciaiddt 6ranként mértiik.

5.8.3. Eredmények és megbeszélés

A carragenin 1 ora elteltével gyulladasos reakciot valtott ki a kezelt ldbon borpir, 6déma
formajaban, amely 3-4 oran &t fennmaradt. Meglepdé mddon a nociceptiv hdkiiszob nem
valtozott érdemben a kezelés utani 1-3 oras intervallumban, ellenben a latenciaidd szignifikans

moddon lerovidiilt mindharom mérési idépontban (83. abra).
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83. abra. A talpba adott carragenin hatasa az 50 °C-os forr6 lapon mért latenciaidére (bal oldali panel) és az
emelked6 hémérsékletii forro lapon mért nociceptiv hokiiszobre (jobb oldali panel) ugyanazon 16 patkanyban. Az
oszlopok atlag+SEM értékek. A csillagok statisztikailag szignifikansan (p<0,05) eltéro értéket jellnek a kontrollhoz
(Contr) képest (egyszempontos ANOVA utani Newman—Keuls-teszt).
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Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy a termalis szenzibilizdcid két paramétere, az aktivacios
kiiszob ¢€s a kiiszobfeletti hdingerre adott valasz latenciaideje nem feltétlentil kapcsoltak, ami
eltéré patofiziologiai szabalyozasukra utal: a kiiszobot a hdvel aktivalhaté ioncsatornak
determinaljak, mig a hdvalasz nagysagat (ami a latenciaidében kodolodik) a fesziiltségfiiggd
Na'-csatornak aktivitasa (a részleteket illetden lasd 3.4.3. pont). Eredményeink azt mutatjak,
hogy a kivaltdo agens szabja meg, hogy a termalis szenzibilizadci6 okoz-e hdkiiszobcsdkkenést
vagy sem. Mivel a hdtraumaval kivaltott, hokiiszobcsokkenéssel jarod termalis szenzibilizacid
kinetikajaban Osszemérhetd a carrageninnel keltett, hdkiiszobcsokkenést nem okozo
hohiperalgéziaval, a szenzibilizacid idOtartama nem tlinik meghatarozo tényezonek. Emlitésre
meéltd, hogy sajat in vitro elektrofiziologiai kisérleteinkben a PGE,/PGI, fokozta a kiiszobfeletti
héingerrel kivaltott akcids potencidlok szamat, de nem csokkentette le a hdkiiszobot (3.4.2.
pont), illetve ugyanebben a preparatumban hasonloképpen viselkedtek a membranpermedbilis,

stabil cAMP-analogok (Kress et al., 1996).

5.8.4. Kovetkeztetés

A termalis szenzibilizacid két paramétere, az aktivacios kiiszob és a kiiszobfeletti hdingerre adott
valasz latenciaideje nem feltétleniil kapcsoltak: a kivaltd agens — egyelére nem azonositott

tulajdonsaga — szabja meg, hogy a termalis szenzibilizacid a latenciaidd rovidiilése mellett

kivalt-e hokiiszobcsokkenést vagy sem.
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6. A FONTOSABB EREDMENYEK ES FELISMERESEK OSSZE-
FOGLALASA

A termonocicepciot vizsgald in vitro kisérletekben izolalt patkdnybdr C polimodalis
nociceptorairdl torténd egyrost-elvezetéssel kimutattam, hogy a tartdés bradikininexpozicid
szenzibilizdld hatasa a rostok hdvalaszara COX-fiiggd folyamat, amelynek kozvetitésében a
PGE,/PGI, szerepet jatszik. Megfogalmaztunk egy hipotézist, mely szerint a bradikinin direkt
akciospotencidl-generdld hatdssal nem bir, az annak tartott hatds extrém foku
hokiiszobesokkenés kovetkezménye, amely miatt a normal kdrnyezeti hdmérséklet folyamatos
hoingerként hat. Feltételezhetd, hogy mas kémiai agensek — mint ATP, szerotonin,
prosztaglandinok —, amelyek hasonlé mértékili hdkiiszobecsokkenést tudnak kivaltani — legalabbis
részben — igy fejtik ki nociceptor-aktivald hatasukat. A magas koncentracioban alkalmazott
PGE,/PGI, fokozta a polimodalis nociceptorokban a hdingerléssel kivaltott akcids potencidlok
szamat anélkiil, hogy azok hoOkiiszobét megvaltoztatta volna, jelezve, hogy az aktivacios
hokiiszob és a kiiszobfeletti ingerre adott valasz szenzibilizalhatosaga eltérd. Izolalt
patkdnybérben a PGE,/PGI, magas koncentracidban sem befolyasolta a forrd ingerléssel
kivaltott CGRP-felszabadulast, ellenben az alacsony pH-val (protonokkal) kivaltott valaszra
facilitdlo hatast fejtett ki. Ez arra utal, hogy a peptiderg polimodalis nociceptorok afferens
(akcidos potencidlt generdld) ¢és lokalis efferens (neuropeptid-felszabadité) funkcidjanak
szenzibilizdlhatdsaga eltérd, ami a két folyamat eltéré ionalis hatterével fiigghet 6ssze. A forrd
ingerekkel kivaltott CGRP-felszabadulast nem gatolta a TRPV1-antagonista ruténiumvoros,
illetve capsazepin, megerdsitve, hogy a patkany laban a TRPV1 szerepe a forré ingerek
transzdukciojadban a nociceptiv primer afferens neuronok periférids végzddéseiben — szemben a
sejttesttel — marginalis.

A magatartasi nociceptiv hdkiiszob az altalunk kifejlesztett mindkét késziilekkel
(emelked6 hOmérsékletli forrd lap €s emelkedd hOmérsékletli vizfiirdd) mérve kivaloan
reprodukalhatd ismételt mérések soran, alkalmassa téve a modszert kis kiiszobvaltozadsok
kimutatasara. Az emelked6 homérsékletii forrd lap alkalmas nemcsak Opioid analgetikum
(morfin), hanem COX-gatlo fajdalomcsillapitok (diclofenac és paracetamol) hokiiszobemeld
(termalis antinociceptiv) hatasdnak nagy érzékenységgel torténd kimutatasara. Az (1) miiszerekre
harom, hékiiszobesokkenésen alapuld termalis allodynia-modellt dolgoztunk ki és validaltunk. A
talpba adott RTX fél oran beliil lezajlo akut hokiiszobesokkenést valt ki, mig az enyhe hétrauma
kb. 1 6ran at fennalld6 szintén akut, a talpi bemetszés pedig legalabb 1 hétig elhuzodo

szubakut/kronikus kiiszobcsokkenést okoz; a két utobbi modell kozvetlen klinikai relevanciaval

181



dc_1446 17

bir. A hdrom paradigma ko6zés eldnye, hogy a morfin, diclofenac ¢€s paracetamol
hokiiszobesokkenést gatldo (antiallodynids) doézisai alacsonyabbak, mint a nem érzékenyitett
hokiiszob emeléséhez sziikséges adagok, jelezve a modellek farmakologiai érzékenységét
nemcsak szisztémas, hanem lokalis adasmodd esetén is. Mindharom modell, kiilléndsen az RTX-
szel kivaltott allodynia alkalmas a periférids nociceptorokon haté6 TRPV 1-receptor-antagonistak
hatasdnak vizsgalatara, nagysagrenddel nagyobb érzékenységet mutatva, mint a latenciaid6-
méréses forrd lap moddszer. A hdkiiszobmérési paradigmat sikeriilt adaptalni egérre a farok
hokiiszobének emelkedd homérsekletli vizfiirddvel torténd mérésével. Ezen modszer allattartd
hengerekkel kiegészitett form4ajaban kiilondsen alkalmas a nociceptiv  hdkiiszob
meghatarozasara, kikiiszobolve az allat kézbentartasabol eredd stresszt €s annak variabilitasat.
Egerek vizsgalata sordn analgetikumok kozotti, illetve analgetikum €s pszichoaktiv szer kozotti
antinociceptiv interakciok kimutatasara is sor kertilt.

A hokiiszobmérés segitségével sikeriilt analizdlni az enyhe hétraumaval €és a plantaris
bemetszéssel kivaltott termalis allodynia periférias mediatorhatterét arra a kovetkeztetésre jutva,
hogy csak viszonylag kis kiilonbségek 4llnak fenn: a Bj-bradikininreceptor, P2X-
purinoceptor(ok) és a TRPV1-receptor, valamint prosztanoidok és az NO szerepét mindkét
modellben igazoltuk; a hdtrauma esetében lipoxigenaz-termékek, az incizional a Bi-
bradikininreceptor jarulékos szerepére deriilt fény. A potencidlis TRPVI-ligandum
zsirsavamidok vizsgalata soran az intracelluléris Ca*'-szint, valamint intraplantaris adds utan a
nocifenziv reakci6 és a nociceptiv hokiiszob mérésével kimutattuk, hogy az OLDA ¢és a 3-
MOLDA TRPV1-receptor-agonista hatastiak. Ezzel szemben a 4-MOLDA ¢és az OEA TRPV1-
antagonistaként viselkedett a fenti paradigmdkban, mig az anandamid kizardlag CB,-receptor-
agonista tulajdonsagokat mutatott. Ismereteim szerint elsdként hasonlitottuk 6ssze a PKA és
PKC szerepét a TRPV1-receptor valaszkészségének meghatarozasaban, ugyanabban az in vitro
(patkéany trigeminalis neuronok kapszaicinnel, illetve RTX-szel kivéltott Ca® -akkumulacioja) és
in vivo (RTX-okozta nociceptiv hokiiszobcsokkenés patkanyban) modellben. Az in vitro és az in
vivo modellben nyert konkordans adatok alapjan alaphelyzetben a TRPV1-receptor agonistak
iranti ¢érzékenységének beallitasaban a PKA jelentds szereppel bir, a PKC viszont nem.
Ugyanakkor mind a PKA, mind a PKC stimulacioja képes fokozni a TRPV1 valaszkészségét
mind a trigemindlis érzé neuronok sejttestében, mind a talpbor periférias nociceptoraiban.

Direkt bizonyitékot szolgaltattunk arra, hogy a periférias nociceptorok izgatasa tavoli
antiallodynias hatast (termalis és mechanikai) fejt ki, amelynek indukcidja kozponti
idegrendszeri ellenregulacios, antinociceptiv folyamatoktol (mint pl. descendalod gatlas, DNIC)

fiiggetlen. Ezen hatas kozvetitésében igazoltuk nemcsak a szomatosztatin, hanem az endogén
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opioidok szerepét is. E mediatorok forrésa(i) és tamadaspontja(i) nem azonosithato(k) pontosan,
de a szomatosztatin az ingerelt nociceptorokbol szabadul fel és valosziniileg a periférias
nociceptiv idegvégzddéseken fejti ki antiallodynias hatdsat. Eredményeink szerint a nociceptorok
izgatasaval kivaltott ,,szenzokrin” hatas — mint a peptiderg nociceptorok harmadik funkcioja —
nemcsak a kordbban leirt gyulladasgatld mechanizmust foglalja magéaba, hanem direkt
antiallodynias komponenst is involval. Felvetddik a szerepe az ellenirritacioval kivaltott
analgetikus/antinociceptiv hatdsokban. Koncepciondlis szempontbdl jelentds felfedezésnek
tartom, hogy a periférias nociceptorok nemcsak a fijdalmas ingerek felfogasdban jatszanak
szerepet, hanem periféridsan indukalédd antiallodynias hatds medidtoranak forrasat és
tamadaspontjat is jelentik egyben.

Génhianyos egerek hokiiszobméréses vizsgalataval elsoként sikeriilt kimutatni, hogy az
egér farkdn a nociceptiv hokiiszob meghatdrozasaban a TRPV1 szerepet jatszik, ellenben a
talpon e struktura funkci6ja nem mutathato ki. Ezen eredmény transzlacios szempontbdl jelentds,
mivel a TRPV1 emberben is szerepet jatszik a termalis fajdalomkiiszob meghatdrozasaban. A
TRPAl-csatorna sem a farkon, sem a talpon nem jarul hozza a nociceptiv hdkiiszob
meghatarozdsdhoz. Az AITC-vel kivaltott hokiiszobecsokkenés (hdallodynia) mind a farkon,
mind a talpon TRPV1-fliggd, ellenben a TRPA1 egyik testtajékon sem involvalt. Hasonlo a
helyzet az AITC-vel a talpon kivaltott mechanikai allodynia esetében is.

Az emelkedd homérsekletli forrd lap alkalmas a talpba adott kapszaicin €s az RTX lassan
kialakulo, napokig/hetekig tartd, idegveégzddés-szintli deszenzibilizald hatasanak a kimutatasara,
amely kisérleteinkben a nociceptiv hékiiszob hosszu tava emelkedésében nyilvanult meg. Az
OLDA ilyen hatast nem tud kivaltani, vélhetden parcialis agonista jellege miatt. Az RTX ¢és az
OLDA alacsonyabb dézisai a TRPV1-receptorra korldtozodd deszenzibilizaciot valtanak ki.
Mindkét fajta deszenzibilizaci6 (idegvégzddés- versus TRPV1-szintil) relevanciaval bir uj,
periférias tdamadaspontu analgetikumok fejlesztése szempontjabol.

A carrageninnel kivaltott termalis szenzibilizacid vizsgélata sordn kimutattuk, hogy a
nociceptiv hokiiszob csokkenése és a kiiszobfeletti hdingerre adott nocifenziv valaszreakcio
latenciaidejének megrovidiilése nem feltétlentil egyiittjard jelenségek, ami a hdvalasz két
paraméterének eltérd patofizioldgiai szabalyozasara utal.

Osszefoglaloan elmondhatd, hogy a nociceptiv hokiiszob mérését egyfelél eredményesen
alkalmaztuk kiilonb6zé termalis allodynia-modellekben a standard opioid ¢és COX-gatlo
analgetikumok hatdsanak nagy érzékenységgel torténd kimutatasara. Kiemelendd a
hokiiszObmérési paradigma Iétjogosultsdga az 10 tipusu, a periférids nociceptorokon hato

analgetikumok tesztelésében, hiszen €rzékenysége jelentdsen feliilmulja a latenciaid6-mérésen
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alapuld modszerét. Masfelol a hokiiszobmérés alkalmazasaval neuroregulacidos szempontbol
kiemelkedd fontossagi mechanizmusokra is sikeriilt fényt deriteni (nociceptor aktivacié massziv
hokiiszobesokkenés révén, a peptiderg nociceptorok tavoli antiallodynids hatasa). A kisérletek
soran sikeriilt olyan célpontok (mediatorok, receptorok, enzimek) azonositdsa a periférias
nociceptorokban, amelyek farmakologiai befolydsolasa 0j tipust, periférias tdmadaspontu és
ezaltal kevesebb mellékhatassal bird analgetikumok kifejlesztéséhez vezethet. Reményeim
szerint a nociceptiv hdkiiszob mérése hosszl tdvon is alkalmazott referenciamodszerré fog valni
mind a gyogyszergyari tesztelésben, mind az alapkutatdsban. Ennek elérésé¢hez azonban még
komoly barriert kell attérni tovabbi meggy6z0 kisérletekkel, hiszen kereskedelmi forgalomban
nem elérhetd, rdadasul nem konvenciondlis elven mikodé miiszer gyodgyszergyari

rutinhasznalatba val6 bevezetése nem egyszert feladat.
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7. ROVIDITESEK JEGYZEKE

AITC: allil-izotiocianat

A-MH: mechano—heat-sensitive A nociceptor
ANOVA: analysis of variance

CGRP: calcitonin gene-related peptide
C-MH: mechano—heat-sensitive C nociceptor
COX: ciklooxigenaz

C-SOM: cikloszomatosztatin

dbcAMP: dibutiril-cAMP

DMSO: dimetil-szulfoxid

DNIC: diffuse noxious inhibitory controls
DRG: dorsal root ganglion

ECS: extracellular solution

[-RTX: jodresiniferatoxin

KO: knock-out

L-NOARG: N(G)-nitro-l-arginin

MOLDA: metil-N-oleoildopamin

meATP: a-B-metilén-ATP

NDGA: nordihydroguaiaretic acid

NGF: nerve growth factor

NK: neurokinin

NSAID: nem-szteroid gyulladasgatlo analgetikum
OEA: N-oleoiletanolamid

OLDA: N-oleoildopamin

PKA: protein-kindz A

PKC: protein-kinaz C

PMA: forbol-12-mirisztat-13-acetat

PPADS: piridoxal-fosztat-6-azofenil-2',4'-diszulfonat
ROI: region of interest

RTX: resiniferatoxin

SIF: synthetic interstitial fluid

SOM: szomatosztatin

SP: P-anyag

TNP-ATP: trinitrofenil-ATP

TRP: tranziens receptor potencial
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